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本申请涉及开环异落叶松脂素二葡糖苷

(SDG)和相关化合物用于防护辐射和化学损害的

用途。本发明提供了使用治疗和预防方法用于辐

射防护和化学预防的组合物和方法，这些治疗和

预防方法使用(S,S)‑SDG(R ,R)‑SDG、(S,R)‑SDG

(R ,S)‑SDG、SDG、SECO、EL、ED、其类似物、其立体

异构体和其他相关分子。
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1.一种开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)在制备药物中的用途，所述药物用于在对其

有需要的受试者中治疗气喘。

2.如权利要求1所述的用途，其中所述SDG是(S,S)-SDG。

3.如权利要求1所述的用途，其中所述SDG是(R,R)-SDG。

4.如权利要求1所述的用途，其中所述SDG是合成的SDG。

5.如权利要求1所述的用途，其中所述SDG在饮食组合物中给予。

6.如权利要求1所述的用途，其中所述SDG通过口服给予。

7.如权利要求1所述用途，其中所述SDG浓度为约1纳摩尔(nM)至约1摩尔(M)。

8.如权利要求7所述的用途，其中所述SDG浓度为约25μM至约250μM。

9.如权利要求1所述的用途，其中所述受试者是人类受试者。
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开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)和相关化合物用于防护辐

射和化学损害的用途

本申请是申请日为2015年6月1日、申请号为“201580028874.0”、名称为 “开环异落叶

松脂素二葡糖苷(SDG)和相关化合物用于防护辐射和化学损  害的用途”的发明专利申请的

分案申请。

政府利益

[0001] 本发明是在由国立卫生研究院授予的资助号R01(CA133470)，1P30  ES013508-02，

RC1AI081251和5-P30-CA-016520-34S2的政府支持下进行。政  府在本发明中享有一定的权

利。

发明领域

[0002] 本文提供了使用断裂开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落  叶松脂素

(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其立体异构体、其代谢  物及其类似物，用于辐射防护和

辐射缓解以及用于化学预防，如避免致癌物诱  导的肺癌和间皮瘤或避免次氯酸离子的组

合物和方法。

发明背景

[0003] 电离辐射在生物机体中产生大范围的有害影响。人类因为职业危害暴  露于辐射，

在诊断和治疗放射照相程序期间，当使用电子设备时，来自核事故 的背景辐射，在空中和

太空旅行期间，以及来自长时间暴露于太阳(例如，日  光浴者或户外工人)。暴露于自然辐

射可能以许多形式出现：自然资源如空  气、水和土壤在与自然发生的辐射放射物质(放射

性核素)接触时可能受到污  染；氡是一种这样常见的自然辐射源。当前的全球发展还将恐

怖主义定为危险 的手段，通过这些手段可能使大量的人暴露于致命量的辐射。因此，鉴别

可以  在暴露于辐射之前和期间(即，辐射防护剂)以及作为放射性暴露后的治疗  (即，辐射

缓解剂)给予的试剂是非常重要的。

[0004] 此外，在美国，肺癌是癌症死亡率的主要原因。尽管存在新颖的靶向  治疗剂，改进

的分期和外科技术，以及增加针对局部晚期肺癌的伴随化放疗的  利用，但是总体死亡率仅

有最少降低(坦(Tan)和斯皮瓦克(Spivack)  (2009)肺癌(Lung  Cancer)65:129-137)。癌症

化学预防已被定义为使用具  有特定天然或合成试剂的饮食和药理学干预，这些天然或合

成试剂被设计来预 防，抑制或逆转恶性肿瘤发展之前的致癌作用过程(洪(Hong)&斯伯恩

(Sporn)，(1997)，科学(Science)278:1073-1077)。用于肺癌化学预防 的一种策略集中于

通过解毒II期酶的上调来调节烟草、环境和其他致癌物的代  谢和分布的试剂的使用。已知

许多合成和天然发生的化合物诱导II期酶的表  达。已有许多报道支持Nrf2/ARE调节的II

期酶诱导是降低对致癌物的易感性 的高度有效策略的想法。我们有数据表明亚麻籽(FS)

及其主要木脂素  SDG，二者都来自天然材料的富集和合成衍生，是化学致癌物诱导的肺癌

的小 鼠模型中有效的肺癌化学预防试剂。

[0005] 大约85％的肺癌是由吸烟引起的。烟草烟雾中的主要肺致癌物是多环  芳烃，以苯

并[a]芘(BaP)为代表。在开发出更好的治疗之前，减少死亡的最  佳希望是通过筛查、戒烟
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或化学预防进行预防。化学预防剂必须在大量暴露但  相对健康的受试者中长时间给予。它

们必须是安全、无毒、适口，并且理想  地，是负担得起的。已经在肺癌中研究了许多化学预

防剂，但没有一种符合这  些标准。最有希望的方法之一是上调II期抗氧化剂和解毒酶。不

幸的是 ，迄今  为止在患者中 测试的 I I期酶激活剂 ，如奥替普拉或莱菔硫烷 

(Sulforophane)，已经证明是不可接受的毒性(彭迪亚拉(Pendyala)等人，  (2001)，癌症流

行病学、生物标志物和预防(Cancer  Epidemiol  Biomarkers Prev)10:269-272)。因此，迫

切需要安全，无毒的化学预防剂，其有效地防  止由烟草烟雾中的肺致癌物诱导的氧化应激

和DNA损伤。

[0006] 另一种众所周知的环境致癌物是石棉，其是指商业上用于绝缘的一组  天然发生

的水合纤维状硅酸盐纤维。现在已经在两种动物模型和患者中清楚地  建立，石棉纤维吸入

可导致肿瘤性疾病，如恶性间皮瘤(MM)和肺癌(卡蓬  (Carbone)&杨(Yang)(2012)，临床癌

症研究(Clin  Cancer  Res)18:598-  604；内里(Neri)等人(2012)，抗癌研究(Anticancer 

Res)32:1005-  1013)，以及肺纤维化。MM是由胸膜和腹膜的间皮细胞产生的高度侵袭性癌 

症，中位存活期为约1年(斯特曼(Sterman)等人，(2005)，临床癌症研究  (Clin  Cancer 

Res)11,7444-7453；斯特曼等人，(1999)，胸(Chest)116,  504-520；贝纳德(Benard)等人，

(1999)，核医学杂志(J  Nucl  Med)40,  1241-1245)。除了在非常早期的疾病中的手术，目前

的治疗不是有疗效的  (斯特曼&阿尔贝达(Albelda)(2005)，呼吸病学(Respirology)10,

266-  283)。目前，MM在美国每年导致约3,000例死亡，并且在西欧每年导致额外  5,000例死

亡。

[0007] 虽然石棉的使用在许多西方国家受到限制，但在世界许多国家中仍然  使用石棉，

并且据估计2008年开采的石棉超过200万吨(苏尔维(Survey)，  B .G .(2010)，世界矿产

(World  Mineral  Production)2004-08 .诺丁汉，英国，英  国地质调查所(British 

Geological  Survey))。因此，第三世界(特别是印  度)的MM病例可能会大幅增加，在那里使

用石棉的人数增加了，而且很少采  取预防措施。然而，即使在发达世界，重要的风险仍然存

在。这些包括许多类  型的职业，这些职业使工人暴露于预先存在的石棉(即，水管工、管道

工、从  事绝缘工作的工人，绝缘层去除等)以及超级石棉危险废物场所。还有环境和  居家

暴露。例如，在采矿或石棉工厂关闭的地区，MM的风险增加。

[0008] 石棉和癌症之间的关系的一个主要问题是吸入的石棉纤维可以在肺中  持续很长

时间，导致连续损伤，即使患者从暴露中移除。由于这种长的潜伏期  (通常长达30-50年)，

过去暴露的个体在整个生命中仍然存在增加的MM和 其他癌症的风险。

[0009] 癌症的化学预防目的在于预防、阻止或逆转致癌作用的起始阶段或肿  瘤细胞进

展为癌症。虽然这个定义听起来很简单，但是很难找到有效的化学预 防剂。首先，致癌物诱

导癌症的机制通常涉及多种机制，使得功效具有挑战性 并且需要具有多种活性的试剂。其

次，由于该试剂将用于预防大量健康的但处  于危险的个体中的少量肿瘤，因此其必须是非

常无毒，良好耐受且可负担的。

[0010] 因此，鉴别可以在暴露于致癌物或其他有害化学试剂(即，化学预防  剂)(如，化学

战剂，氯和次氯酸离子和其他有害毒物)之前，期间和之后给 予的试剂也是非常重要的。
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发明内容

[0011] 在一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传物

质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方  法，该方法包括：向所述受试者

给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。向所述受试者给予涵盖在暴

露于损伤性辐射暴露之前，期间和  之后的给予。时间之前，期间和之后可以是秒、分钟、小

时、天、周、月或甚  至年。生物活性成分涵盖开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶

松  脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或 其组合。

[0012] 在另一方面，本发明涉及用于治疗或预防已经或将要暴露于辐射的受  试者中的

辐射损伤的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的至少一种  生物活性成分，其中

所述生物活性成分包括开环异落叶松脂素二葡糖苷  (SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠

二醇(ED)、肠内酯(EL)、其  类似物、其立体异构体或其组合。

[0013] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受意外辐射暴露所  导致的辐射损伤的方法，

该方法包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、其 生物活性成分、降解物或其代谢物。

[0014] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免受导致衰老的辐射损伤的方法。

[0015] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免受由暴露于天然和合成的化学致癌物质和毒物  产生的损害的方法。

[0016] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受针对癌症治疗的  放射疗法所导致的辐射损

伤的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的  亚麻籽、其生物活性成分、降解物或其

代谢物。

[0017] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方  法，该方法包括：向所述受试

者给予有效量的至少一种生物活性成分，其中所  述生物活性成分包括开环异落叶松脂素

二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素  (SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异

构体或其组  合。在一些实施例中，辐射损伤由意外的辐射暴露引起。在一些实施例中，辐 

射损伤由用于癌症(例如，肺癌)治疗的放射疗法引起。

[0018] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中预防对生物分  子(如，遗

传物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织的辐射诱导的损伤 的方法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、 或其代谢物。

[0019] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中预防对生物分  子(如，遗

传物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织的辐射诱导的损伤 的方法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的至少一种生物活性成分，其  中所述生物活性成分包括开环异落叶

松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松  脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其

立体异构体或 其组合。

[0020] 在另一方面，本发明涉及用于在细胞中保护生物分子(如，遗传物质  如核酸、蛋白

质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方法，该方法包括：  将所述细胞与有效量的至少

一种生物活性成分接触，其中所述生物活性成分包  括开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、
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开环异落叶松脂素(SECO)、肠二 醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0021] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受致癌物损伤的方  法，该方法包括：向所述受

试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。向所述受试者给予涵盖

在暴露于天然和合成的化学致癌物和毒  物的损伤性暴露之前，期间和之后的给予。时间之

前，期间和之后可以是秒、  分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活性成分涵盖开环异落叶

松脂素二葡  糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯  (EL)、其类似物、

其立体异构体或其组合。

[0022] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  免受由于

意外暴露于天然和合成的化学致癌物和毒物引起的致癌物损伤的方  法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。

[0023] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免受来自天然和合成的导致肺癌或间皮瘤的化学  致癌物和毒物的损害的

方法。

[0024] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免于致癌物损伤的方法，该方法包括：将所述生  物分子、细胞或组织与有

效量的生物活性成分接触。与所述生物分子、细胞或 组织接触涵盖在暴露于天然和合成化

学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期间  和之后的接触。时间之前，期间和之后可以是秒、

分钟、小时、天、周、月或  甚至年。生物活性成分涵盖开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开

环异落叶  松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体 或其组合。

[0025] 在另一方面，本发明涉及用于在已经或将要暴露于一种或多种致癌物  的受试者

中治疗或预防致癌物诱导的损伤，恶性转化或癌症发展避免致癌物诱  导癌症的方法，该方

法包括：向所述受试者给予有效量的至少一种生物活性成  分，其中所述生物活性成分包括

开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异  落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、

其类似物、其立体异  构体或其组合。

[0026] 在另一方面，本发明涉及保护暴露于一种或多种致癌物的受试者免受  致癌物诱

导的癌症的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、  其生物活性成分或其

代谢物。

[0027] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免由次氯酸根离子造  成的损伤的方法，该方法

包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活  性成分、降解物或其代谢物。向所述受

试者给予涵盖在暴露于天然和合成的化  学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期间和之后

的给予。时间之前，期间和之  后可以是秒、分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活性成分涵

盖开环异落  叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、  肠内酯

(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0028] 在另一方面，本发明涉及用于治疗或预防已经或将要暴露于次氯酸根  离子的受

试者中的次氯酸根离子诱导的损伤的方法，该方法包括：向所述受试  者给予有效量的至少

一种生物活性成分，其中所述生物活性成分包括开环异落 叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环

异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、  肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。
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[0029] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免于由次氯酸根离子造成的损伤的方法，该方法  包括：将暴露于或将暴露

于次氯酸根离子的所述生物分子、细胞或组织与有效  量的生物活性成分接触。与所述生物

分子、细胞或组织接触涵盖在暴露于天然  和合成化学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期

间和之后的接触。时间之前，  期间和之后可以是秒、分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活

性成分涵盖  开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇  (ED)、

肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0030] 在另一方面，本发明涉及用于前述方法之一的组合物。

[0031] 除非另外定义，在此所使用的全部技术术语和科学术语具有与本发明  所属领域

之内的普通技术人员通常所理解的相同的意思。本发明的其他特征与  优点从以下详细的

说明实例以及图中将会变得清楚。然而，应当理解，这种详  细说明和这些具体实例虽然指

示了本发明的优选的实施例，但它们仅仅是通过  说明的方式给出的，因为从这种详细说明

在本发明的精神和范围内的不同变化  和修改对于本领域的那些普通技术人员而言将变得

很清楚。还预期，在适当  时，本发明的任何实施例可以与本发明的一个或多个其他实施例

组合，即使在  本发明的不同方面下描述实施例。

附图简要说明

[0032] 图1：增加剂量的γ辐射对质粒(pBR322)DNA松弛的影响。超级螺  旋(SC)代表紧凑

形式。开放螺旋(OC)形式代表质粒的松弛形式或损伤形 式。(A)-超级螺旋(SC)形式是下突

出带(在3,000bp处)，而开放螺旋  (OC)形式是上突出带。泳道1-1kb  DNA标准梯，泳道2和3-

未处理的质粒  DNA，泳道4和5-暴露于10Gy的质粒DNA，泳道6和7-暴露于25Gy的质  粒DNA，

泳道8和9-暴露于50Gy的质粒DNA。(B)-SC和OC形式表示为总  质粒DNA的百分比。针对每种

条件，所有样品一式两份运行。数据表示为平  均值±标准偏差。P<0 .05被认为是有意义

的。*和**分别显示与未处理的SC和  OC形式相比的显著差异。

[0033] 图2：增加浓度的合成SDG(S,S)、SDG(R,R)和商业SDG对γ辐  射诱导质粒(pBR322)

DNA松弛的影响。将所有样品暴露于25戈瑞的γ射线  剂量。SDG浓度为25、50、100和250μM。

在图(A)、(D)、和(G)中-显示了  在25、50、100和250μM  SDG(S,S)、SDG(R,R)和SDG(商业)存

在下  暴露于25Gy后的质粒DNA的代表性琼脂糖凝胶扫描。泳道1-1kb  DNA标准  梯，泳道2和

3-未处理的质粒DNA，泳道4和5-25μM，泳道6和7-50 μM，泳道8和9-100μM，泳道10和11-250μ

M  SDG。在图(B)、(E)和(H)  中SC和OC形式表示为总质粒DNA的百分比。针对每种条件，所有

样品一式  两份运行。数据表示为平均值±标准偏差。P<0.05被认为是有意义的。*和#分  别

显示与未处理的SC和OC形式相比的显著差异。**和##显示与暴露于25Gy  不含SDG的样品相

比的显著差异。在图(C)、(F)和(I)中，显示了质粒DNA  松弛的SDG依赖性抑制。从曲线下呈

现的二次方程式确定EC50值。

[0034] 图3：增加剂量的γ辐射对小牛胸腺DNA片段化的影响。暴露于γ辐  射的DNA产生

小分子量的片段，其移动比更高分子量DNA更快。确定低分子  量DNA片段(<6,000bp)的密

度，与高分子量DNA(>6,000bp)相比，反 映了辐射诱导损伤的程度。(A)泳道1-1kb  DNA标准

梯，泳道2和3-未处理的  小牛胸腺DNA，泳道4和5-暴露于25Gy的DNA，泳道6和7-暴露于50Gy 

的DNA。(B)-高和低分子量DNA形式表示为总DNA的百分比。针对每种条  件，所有样品一式两

份运行。数据表示为平均值±标准偏差。P<0.05被认为是  有意义的。*分别显示与未处理形
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式相比的显著差异。

[0035] 图4：增加浓度的合成SDG(S,S)、SDG(R ,R)和商业SDG对γ辐  射诱导的小牛胸腺

DNA片段化的影响。将所有样品暴露于50戈瑞的γ射线剂  量。SDG浓度为25、50、100和250μ

M。在图(A)、(C)、和(E)中显示了在  25、50、100和250μM  SDG(S,S)、SDG(R,R)和SDG(商业)存

在下暴  露于50Gy后的小牛胸腺DNA的代表性琼脂糖凝胶扫描。泳道1-1kb  DNA标  准梯，泳

道2和3-未处理的DNA，泳道4和5-25μM，泳道6和7-50μM，  泳道8和9-100μM，泳道10和11-250

μM  SDG。在图(B)、(D)和(F)中高  和低分子量DNA形式表示为总DNA的百分比。针对每种条

件，所有样品一式  两份运行。数据表示为平均值±标准偏差。P<0.05被认为是有意义的。*

显示  与未处理的DNA相比的显著差异。#显示与暴露于50Gy不含SDG的样品相 比的显著差

异。

[0036] 图5：非常低浓度的合成SDG(S,S)，SDG(R,R)和商业SDG对γ  辐射诱导的小牛胸腺

DNA片段化的影响。将所有样品暴露于50Gy的γ辐射  剂量。SDG浓度为0.5、1.0、5.0和10μM。

在图(A)、(C)、和(E)中显示了在  0.5、1.0、5.0和10μM  SDG(S,S)、SDG(R,R)和SDG(商业)存

在下暴露  于50Gy后的小牛胸腺DNA的代表性琼脂糖凝胶扫描。泳道1-1kb  DNA标准  梯，泳

道2和3-未处理的DNA，泳道4和5-0.5μM，泳道6和7-1.0μM，  泳道8和9-5.0μM，泳道10和11-

10μM  SDG。在图(B)、(D)和(F)中高和  低分子量DNA形式表示为总DNA的百分比。针对每种条

件，所有样品一式两  份运行。数据表示为平均值±标准偏差。P<0.05被认为是有意义的。*

显示与  未处理的DNA相比的显著差异。#显示与暴露于50Gy不含SDG的样品相比 的显著差

异。

[0037] 图6：SDG、SECO、ED和EL对γ辐射诱导的小牛胸腺DNA片段化 的影响。将所有样品

暴露于50Gy的γ辐射剂量。以10μM浓度使用SDG、  SECO、ED和EL。(A)显示在10μM  SDG、SECO、

ED和EL存在下暴露于  50Gy后的小牛胸腺DNA的代表性琼脂糖凝胶扫描。泳道1-1kb  DNA标

准  梯，泳道2和3-未处理的DNA，泳道4、5和6-IR  50Gy，泳道7和8-  SDG，泳道9和10-SECO，泳

道11和12-ED，泳道13和14-EL。(B)高和  低分子量DNA形式表示为总DNA的百分比。针对每种

条件，所有样品一式两  份运行。数据表示为平均值±标准偏差。P<0 .05被认为是有意义

的。*显示与  未处理的DNA相比的显著差异。#显示与暴露于单独的50Gy的样品相比的显  著

差异。

[0038] 图7：SDG治疗对小鼠原代肺细胞的辐射剂量应答的影响。(A)上皮  细胞；(B)内皮

细胞和(C)WT成纤维细胞。在γ辐射(0、2、4、6、8Gy)之  前用不同浓度的SDG处理细胞6小时

并孵育。在第12-14天计数所有可见菌  落，并将存活部分针对对照值进行标准化。数据表示

为平均值±SEM。**p≤  0.001*p≤0.01、#p≤0.05用于辐射的细胞与50μM  SDG预处理的辐

射细胞。

[0039] 图8：使用碱性彗星测定评估肺细胞中辐射诱导的DNA单链断裂  (SSB)。(A)2-Gyγ

辐射的原代肺细胞(上皮，内皮和WT成纤维细胞)中  DNA损伤的动力学评估；对每次处理计

数至少100-150个细胞。通过计算每个  细胞的“尾力矩”(尾部DNA量乘以尾部长度的乘积)

来评估DNA损伤。  *P≤0.001针对非辐射的对照物与其相应的被辐射细胞；(B)SDG(50μM)处 

理(辐射前0、2、4、6小时)对辐射的原代肺细胞的影响。数据表示为平均  值±SEM。*p≤

0.001、#p≤0.01用于辐射的细胞与SDG预处理的辐射细胞。  插入物：原代肺上皮细胞的代

表性荧光显微照片。将细胞用SDG(50μM)预  处理并暴露于g-辐射(2Gy)，包埋在琼脂糖中，
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裂解，并且进行电泳(0.66  V/cm，25min)，用SYBR绿进行染色并在荧光显微镜下进行可视化

并且此后  检查彗尾形成。(A)对照细胞，(B)SDG(50μM)，(C)暴露30分钟后的IR  (2Gy)，(D)

用SDG(50μM，6h)预处理并且辐射的细胞。

[0040] 图9：荧光评估γ-H2AX病灶在辐射的鼠原代肺细胞(即，上皮细  胞，内皮细胞和WT

成纤维细胞)中的诱导。将细胞用SDG(50μM)处理6  小时，并进行γ-辐射(2Gy)。以所需的时

间间隔，将细胞在4％多聚甲醛中 固定，洗涤，用γ-H2AX抗体探测，并使用DAPI对细胞核进

行复染。在荧光  显微镜下观察细胞。对每个视野计数总细胞(蓝色)γ-H2AX阳性细胞(绿 

色)，并计算γ-H2AX阳性细胞的百分比。对每次处理计数至少500个细胞，  并进行两次实

验。数据表示为平均值±SEM。*P≤0.05，**p≤0.005针对辐射 的细胞与SDG预处理的辐射

细胞。

[0041] 图10：小鼠肺肺上皮细胞中γ-H2AX病灶(绿色)的免疫荧光可视化 的代表性组。

将细胞用SDG预处理6h，进行γ-辐射(2Gy)并再孵育30  min。将细胞在4％多聚甲醛中固定，

并用γ-H2AX抗体探测。用DAPI(蓝 色)对DNA进行复染色。使用荧光显微镜获取图像。

[0042] 图11：在被辐射的鼠原代肺细胞中γ-H2AX病灶的诱导的流式细胞术  (FACS)确

认。将原发性肺细胞(即，上皮细胞(A)，内皮细胞(B)和WT成  纤维细胞(C))用SDG(50μM)处

理6h并且进行γ辐射(2Gy)。以所需的 时间间隔，处理细胞用于FACS分析。使用Summit软件

定量数据并表示为平  均值±SEM。*P≤0.05，**p≤0.01针对辐射的细胞与SDG预处理的辐

射细 胞。

[0043] 图12：原发性肺细胞中辐射诱导的细胞凋亡死亡的评估。SDG(50  mM)预处理(6h)

对辐射的原发性肺细胞(即，上皮细胞(A)，内皮细胞(B)  和WT成纤维细胞(C))的影响的定

量评估。将细胞固定，用DAPI染色，并  在荧光显微镜下观察用于形态学分析。对于每次处

理，从5个不同的视野计数  至少500个细胞，并计算凋亡细胞的百分比。进行两次实验。数据

表示为平均 值±SEM。*P≤0.05，**p≤0.005针对辐射的细胞与SDG预处理的辐射细胞。

[0044] 图13：评估SDG治疗对肺上皮细胞凋亡调节剂的影响。在2Gy暴露  之前，用SDG(50μ

M)处理鼠原代肺细胞(上皮细胞)6小时。在辐射后  6、24和48小时收获细胞。以期望的时间

间隔从上皮细胞分离总RNA，并通  过针对Bax和Bcl-2基因表达(A和B)的定量实时RT-PCR分

析进行评估。  一式三份进行分析，并将基因表达归一化为18S核糖体RNA。通过蛋白质印  迹

分析评估Bax和Bcl-2蛋白水平；代表性图像(C)和密度测定法分析，其中  归一化为β-肌动

蛋白。(D和E)。数据表示为平均值±SEM。*p≤0.05，**p  ≤0.01针对与SDG处理的细胞或SDG

+IR处理的细胞相比的IR暴露的细胞。

[0045] 图14：SDG对放射诱导的活性半胱氨酸蛋白酶-3和切割的PARP水  平的增加的作

用。在2Gy暴露之前，用SDG(50μM)处理鼠原代肺细胞  (上皮细胞)6小时。在辐射后6、24和48

小时收获细胞。通过蛋白质印迹分  析评估切割的半胱氨酸蛋白酶-3和切割的PARP蛋白水

平。(A)代表图像和(B  和C)密度测定法分析，其中归一化为β-肌动蛋白。一式两份进行分

析，并且  数据表示为平均值±SEM。*p≤0.05，**p≤0.01针对与SDG处理的细胞相比的  IR

暴露的细胞。

[0046] 图15：SDG清除次氯酸离子。图15A显示APF和HPF荧光的ClO-依赖性增加。图15B显

示了由SDG清除ClO-。图15C显示了合成的SDG非  对映异构体SDG(S,S)和SDG(R,R)的清除效

果。所有样品重复运行。数据表  示为平均值±标准误差。P<0.05被认为是有意义的。*显示
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与未处理的对照相 比的显著差异。

[0047] 图16：SDG清除γ-辐射诱导的次氯酸盐的生成。图16A和B显示γ-  辐射诱导APF和

HPF荧光的增加。图16C和D显示了在具有APF或HPF的  磷酸盐缓冲盐水(PBS)中增加剂量的

辐射下SDG对次氯酸盐的产生的影响  (参见图15图注)。图16E、F和G显示γ-辐射诱导的牛

磺酸的氯化。图16E显示了牛磺酸的次氯酸盐依赖性氯化。图16F显示牛磺酸氯胺作为所有

实  验条件的吸光度。图16G显示了在如图16F中所示的各种条件下的次氯酸盐  浓度。对于

图16A-E，所有样品都重复运行，而对于图16F和G，所有样品一  式四份运行。数据表示为平

均值±标准误差。P<0.05被认为是有意义的。*显 示与未处理的对照相比的显著差异。

[0048] 图17：次氯酸盐诱导的小牛胸腺DNA损伤。图17A和C显示了暴露  于HOCl后小牛胸

腺DNA的代表性琼脂糖凝胶扫描。图17B和D显示高和低  分子量DNA片段为总DNA的百分比。

图17E和F显示了SDG对质粒DNA 的次氯酸盐诱导的损伤的影响。图17E显示了暴露于HOCl后

质粒DNA的代  表性琼脂糖凝胶。图17F显示SC和OC形式为总质粒DNA的百分比。针对图17A，

泳道1-1kb  DNA标准梯，泳道2和3-未处理的DNA，泳道4和5-0.1  mM，泳道6和7-0.2mM，泳道8

和9-0.4mM，泳道10和11-0.5mM以及  泳道12和13-0.6mM  ClO-。针对图17C，泳道1-1kb  DNA

标准梯，泳道2和  3-未处理的DNA，泳道4和0.5mM  HOCl，泳道6和7-0.5mM  HOCl+SDG  (com)1

μM，泳道8和9-0.5mM  HOCl+SDG(S,S)1μM，泳道10-11-0.5  mM  HOCl+SDG(R,R)1μM，泳道12-

13-0.5mM  HOCl+槲皮素1μM，以及  泳道14和15-0.5mM  HOCl+水飞蓟宾1μM。对于图17E，泳道

1-1kb  DNA  标准梯，泳道2和3-未处理的质粒DNA，泳道4和4.5mM  HOCl，泳道6和7  -4.5mM 

HOCl+SDG  25μM。针对每种条件，所有样品一式两份运行。数据  表示为平均值±标准误差。P

<0.05被认为是有意义的。*和#显示与未处理的  DNA相比的显著差异。

[0049] 图18：SDG(前处理和后处理)对2-氨基嘌呤(2-AP)的次氯酸盐  诱导的修饰的影

响。图18A显示所有条件的代表性光谱。图18B显示在如图18A中所示的不同条件下在374nm

下的荧光。图18C显示了SDG的保护％。  针对每种条件，所有样品一式两份运行。数据表示为

平均值±标准误差。P<  0.05被认为是有意义的。*和#分别显示与未处理的2-AP对照和处理

的相比的  显著差异。

[0050] 图19：SDG防止2-氨基嘌呤(2-AP)的γ-辐射诱导的修饰。图19A显示所有条件的代

表性光谱。图19B显示在374nm下的荧光。针对每种条  件，所有样品一式两份运行。数据表示

为平均值±标准误差。P<0.05被认为是  有意义的。*和#分别显示与未处理的2-AP对照和处

理的相比的显著差异。

[0051] 图20：SDG作用在DNA保护免于核碱基氯化中建议机制。

[0052] 图21：通过亚麻籽及其木脂素的化学预防机制。SDG通过抑制多步  致癌作用过程

减轻了由烟草和其他环境致癌物造成的肺部肿瘤发生。我们提供  证据表明,在两个动物模

型中，木脂素SDG具有通过调节Nrf2调节的阶段II解  毒通路和可能其他机制的化学预防活

性。我们进一步提供数据支持SDG的保  护作用由直接ROS清除和/或间接抗氧化/抗炎性能

以及降低致癌物毒性和  DNA损伤来介导。

[0053] 图22：SDG减少由苯并-α-芘在细胞中诱导的氧化性DNA损伤。将  SDG(10μM)添加至

暴露于25μM烟草和环境致癌物苯并-α-芘(BaP)的人  上皮细胞(A549)中，并使用质谱法检

测对DNA的氧化损伤，如8-氧代-7,8-  二氢鸟嘌呤(8-氧代-dGuo)的存在指示的。SDG在致癌

物暴露后3和6小时  减少DNA损伤。
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[0054] 图23：在细胞中ROS诱导的致癌物苯并-α-芘。鼠上皮细胞暴露于  BaP诱导破坏性

活性氧簇(ROS)，如通过氧化还原敏感性荧光染料检测的。  早在暴露于致癌物后2小时，荧

光强度的强烈增加表明细胞中ROS的产生。

[0055] 图24：SDG防止ROS产生免受致癌物暴露。将小鼠上皮细胞暴露于  10或20μM  BaP和

增加浓度的SDG(0、0.1、0.5、1、5μM  SDG)，并在2  小时后检测ROS(如图23中适当确定的)。

SDG清除有害ROS至可忽略的水  平。

[0056] 图25：SDG防止暴露于BaP的人上皮细胞中的基因毒性应激。将细  胞暴露于强致癌

物如BaP，诱导基因毒性应激，如通过增加的p53蛋白水平所  指示的。这通过在5、10、25和50

μM浓度下SDG的存在而减轻剂量依赖  性。

[0057] 图26：SDG防止暴露于BaP的人上皮细胞中的氧化性DNA损伤。将  细胞暴露于强致

癌物如BaP，诱导氧化性DNA损伤，如通过增加的γ-H2AX  (双链DNA断裂的标志物)的水平所

指示的。这通过在5、10、25、50和  100μM浓度下的存在而减轻剂量依赖性。

[0058] 图27：SDG防止暴露于BaP的人上皮细胞中的DNA加合物形成。将  细胞暴露于强致

癌物，如BaP，诱导DNA加合物的形成。DNA加合物是与致  癌物共价连接的DNA片段，并与恶性

肿瘤的发展直接相关。DNA加合物水平  通过单独或组合给予SDG或其代谢物ED和EL的存在

而降低。

[0059] 图28：化学致癌物诱导的肺肿瘤的小鼠模型。给小鼠(A/J菌株)以  1mg/Kg剂量经

腹膜内注射4次烟草和环境致癌物BaP(每周一次)。小鼠在  暴露时用亚麻籽或木脂素饮食

开始。在暴露后在不同时间评估小鼠，以确定肿  瘤负荷，小鼠重量和总体健康状况。

[0060] 图29：亚麻籽降低小鼠中的肿瘤负荷：暴露于致癌物的鼠肺的总病理  学状况。BaP

暴露和饮食亚麻籽给予后若干个月，鼠肺的代表性临床图像。

[0061] 图30：亚麻籽降低小鼠中的肿瘤负荷：暴露于致癌物的鼠肺的组织病  理学状况。

BaP暴露和饮食亚麻籽给予后若干个月，鼠肺的代表性H&E应变  肺切片。来自喂食对照饮食

(上图)或亚麻籽(下图)的小鼠的箭头指示的结  节在亚麻籽喂养的小鼠中显示更小。每个

小图代表不同的动物。

[0062] 图31：亚麻籽降低小鼠中的肿瘤负荷：肿瘤负荷的定量评估。使用针  对整体肿瘤

面积(A)和结节大小(B)的图像分析软件进行形态学评估组织学鼠  肺切片。在喂养亚麻籽

饮食的小鼠中，肿瘤占据的肺面积显著减少(p<  0.03)。类似地，存在更小肿瘤结节尺寸的

趋势。

[0063] 图32：亚麻籽降低小鼠中的肿瘤负荷：肿瘤负荷的定量评估。使用针  对每个肺的

肿瘤结节的总数(A)和侵入肺的肿瘤％(B)的图像分析软件进行形  态学评估组织学鼠肺切

片。每个肺存在更少的肿瘤结节的趋势(A)并且在亚麻  籽补充剂下更少的肿瘤侵入的趋势

(B)

[0064] 图33：亚麻籽补充剂防止防止来自由BaP诱导的肺癌的耗散效应。  在BaP暴露后纵

向测量动物重量200天。饲喂亚麻籽饮食的小鼠暴露于BaP  下，显示比当对照饮食时暴露于

BaP的小鼠显示更高的重量。

[0065] 图34：实例5的实验方案。

[0066] 图35：在每天摄取亚麻籽(FS)和亚麻籽木质素组分(FLC)补充剂 的饮食后4天，在

血液中可检测到哺乳动物木脂素代谢物。具体地，可以使用  液相色谱，串联质谱(LC/MS/
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MS)检测肠二醇(ED)和肠内酯(EL)。饮  食被设计为递送可比较的木脂素水平，反映在2种饮

食中可检测的木脂素代谢  物水平。

[0067] 图36：在石棉暴露之前给予的亚麻籽(FS)和亚麻籽木质素组分  (FLC)，由经腹膜

内青石棉石棉注射诱导的钝性腹部炎症，如通过巨噬细胞  (MF)、嗜中性粒细胞(PMN)和淋

巴细胞(Ly)的数量所证实的。具体来  说，FS和FLC显著减少腹部中的巨噬细胞流入。*p<

0.05

[0068] 图37：小鼠在FS和FLC饮食上开始并在24小时后暴露于石棉。根  据图34中的实验

方案，暴露后3天，使用ELISA确定血浆(B，D)和腹部  (A，C)中的细胞因子水平(TNFα和IL-1

β)。这两种饮食表明防止腹部中 的促炎细胞因子的分泌和由石棉暴露诱导的全身循环的

趋势。

[0069] 图38：在饮食(A)的情况下，炎性细胞也趋于更低，同时由400和  800mg青石棉石棉

诱导的TNFα(b)和IL-1β(C)细胞因子水平由石棉暴露后1 天饮食中添加的FLC显著钝化(*p

<0.05)。*p表示与暴露于石棉的对照饮食  相比的显著性。

[0070] 图39：在小鼠中口服灌胃可变SDG浓聚物后SDG和代谢物的血浆浓  度。

[0071] 图40：在小鼠中口服灌胃可变剂量的SDG后肺中的抗氧化剂酶基因  表达水平。

[0072] 图41：在小鼠口服灌胃100mg/Kg  SDG后，血浆(A)和肺组织(B)中  SDG水平的动力

学，和AOE基因表达的相应水平的(C)。

[0073] 图42A-B：实例7的实验方案。

[0074] 图43：实例7的临床研究设计。

[0075] 图44：蛋白质印迹显示，喂食10％FS增加小鼠鼻上皮中的HO-1和  NQO-1。

[0076] 图45：40g  FS饮食后人颊上皮细胞中HO-1基因表达的动力学。(*P  <0.05，从0天)。

[0077] 图46：在一个FS的患者中尿液IsoP水平的动力学。

[0078] 图47：FS的正常和肺移植患者中尿8-氧代-dGuO水平的动力学。

[0079] 图48：假设SDG或亚麻籽饮食减少石棉诱导的ROS/炎症。

[0080] 图49：细胞的石棉暴露以检测炎性细胞因子分泌和亚硝化/氧化应激 的实验计划

(示意图)：

[0081] 图50：SDG在体外通过人类间皮细胞钝化石棉诱导的ROS分泌。

[0082] 图51：培养物RAW巨噬细胞中石棉诱导的氧化应激(ROS释放)的  评估：石棉诱导的

ROS在石棉暴露后不久产生，并且在观察期间持续。

[0083] 图52：在暴露于石棉后几小时向巨噬细胞给予SDG降低氧化应激。

[0084] 图53：在暴露于石棉后几小时向巨噬细胞给予SDG降低亚硝化应  激。

[0085] 图54：在暴露于石棉后几小时向巨噬细胞给予SDG减少炎症细胞因  子分泌(IL-1

β)。

[0086] 图55：在暴露于石棉后几小时向巨噬细胞给予SDG减少炎症细胞因  子分泌(TNF-

α)。

[0087] 图56：使用两种小鼠模型在石棉诱导的间皮瘤中测试SDG：使用在  石棉暴露后遗

传倾向形成间皮瘤的小鼠的至少2个模型，我们将：评估亚麻籽  和SDG对小鼠中单剂量石棉

的急性效应；测试亚麻籽和SDG是否抑制肿瘤在  加速，石棉诱导MM的遗传模型中的发展。

[0088] 图57：向暴露于石棉的MEXTAG小鼠给予富含SDG(35％SDG)的  FLC饮食减少炎症。
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[0089] 图58：NF2小鼠的石棉暴露实验计划和亚麻籽/SDG木脂素配制品评  估：

[0090] 图59：在石棉暴露后NF2小鼠中腹部炎症的动力学：炎症细胞流入3  天达到峰值并

在石棉暴露后9天逐渐减少。因此，选择3天作为在所有后续实  验中评估炎症的时间点。

[0091] 图60：亚麻籽及其富含SDG的木脂素组分钝化的石棉诱导的炎症(年轻小鼠)：在饮

食中添加FS或FLC时，总白细胞(A)减少，虽然不显  著。然而，当观察细胞差异，并且特别是

巨噬细胞水平时，水平显著通过亚麻  籽和SDG-木脂素饮食(B)减弱。

[0092] 图61：亚麻籽及其富含SDG的木脂素组分钝化的石棉诱导的炎症  (老龄小鼠)：与

仅300,000细胞/mL(高出10倍)相比，通过呈现约  3,000,000WBC/mL的腹部灌洗液，暴露于

腹部石棉的老龄小鼠(A)对石棉更  敏感。结果表明，炎症细胞嗜中性粒细胞(B)和巨噬细胞

(C)在老龄小鼠中二 者都显著高于年轻小鼠。

[0093] 图62：富含SDG(在饮食配制品中给出)的亚麻籽木脂素提取物使  老年小鼠中的石

棉炎症钝化：在第0天向雄性NF2(129SV)(+/-)小鼠注射  (腹膜内)400μg石棉。小鼠在石棉

暴露前一周(第-7天)在测试饮食(0％  Fs或10％FLC)上开始，并在石棉暴露后第3天处死。

用5mL  1×PBS进行腹  部灌洗(AL)(将1ml腹部灌洗液离心，并且冷冻上清液)。在-80°下冷

冻  收集血浆。在灌洗液中评估细胞，并且显示通过富含SDG的饮食，总WBC和  嗜中性粒细

胞、巨噬细胞和嗜酸性粒细胞都显著减少。

[0094] 图63：富含SDG(在饮食配制品中给出)的亚麻籽木脂素提取物使  老年小鼠中的石

棉炎性细胞因子分泌和亚硝化应激钝化：在第0天向雄性NF2  (129SV)(+/-)小鼠注射(腹膜

内)400μg石棉。小鼠在石棉暴露前一周  (第7天)在测试饮食(0％Fs或10％FLC)上开始，并

在石棉暴露后第3天  处死。用5mL  1×PBS进行腹部灌洗(AL)(将1mL腹部灌洗液离心，并且 

冷冻上清液)。在-80°下冷冻收集血浆。细胞因子IL1β和TNFα以及亚硝酸盐 的水平被富含

SDG的饮食显著钝化。

发明详细说明

[0095] 在以下详细说明中，陈述了众多具体细节，以便提供对本发明的彻底  理解。然而，

本领域的技术人员将理解的是，可以在没有这些具体细节的情况  下实施本发明。在其他情

况下，没有详细说明的熟知方法、程序和组分，以便 不使本发明难于理解。

[0096] 本文提供了使用亚麻籽、其生物活性成分或其代谢物用于辐射防护和  化学预防

的治疗和预防方法。在示例性实施例中，生物活性成分包括开环异落  叶松脂素二葡糖苷

(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、  肠内酯(EL)、其类似物、其异构体(包括立

体异构体)或其组合。

[0097] 本申请的发明人已经发现亚麻籽、其生物活性成分和/或其降解物或代  谢物有效

地保护生物分子、细胞和组织免受辐射损伤、次氯酸离子诱导的损  伤、致癌物诱导的损伤

和恶性肿瘤。因此，诸位本发明人已经发现亚麻籽、其  生物活性成分、或其代谢物可用于保

护生物分子、细胞和组织免受辐射损伤， 次氯酸离子诱导的损伤、致癌物损伤和癌症发展。

[0098] 根据本文提供的方法需要辐射防护或放射减轻的受试者是将要或已经  暴露于潜

在有害量的辐射的受试者。应当理解，这种暴露可以是单次暴露、周  期性暴露、零星暴露或

持续暴露于辐射。还应当理解，这种辐射暴露包括意外 暴露、偶然或有意暴露。

[0099] 根据本发明的方法可能需要辐射防护或放射减轻的受试者的实例包括  但不限

于：暴露于作为治疗方案的一部分的辐射的患者(例如，需要放射疗法 的癌症患者)，暴露
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于辐射以诊断疾病或病症的受试者(例如，接受牙齿的或  骨的X射线的受试者，接受PET扫

描、CT扫描等的患者)。根据本发明的方  法可能需要辐射防护或辐射减轻的受试者的实例

还包括：那些由于其职业或生  活方式选择暴露于辐射的那些(例如，飞机机组或其他频繁

的航空旅行者，以  及甚至空间旅行者，他们暴露于高于平均辐射水平；实验室技术人员和

其他工  人；或通过使用电子设备所暴露的那些)或者暴露于氡的累积(例如，在住处  或矿

场中的累积)的那些或暴露于来自太阳的自然辐射的户外工人或日光浴  者。根据本发明的

方法可能需要的辐射防护的其他受试者包括意外暴露于辐射 的那些受试者，如泄漏或溢

出(例如，核反应堆泄漏或事故或实验室溢出)。  还考虑到由于战争或恐怖主义导致核弹头

爆炸而暴露于辐射的那些。涵盖的其  他受试者是暴露于分散放射性物质的常规爆炸物的

恐怖分子的爆炸的那些。

[0100] 根据本文提供的方法需要化学预防的受试者是将会，或已经暴露于潜  在有害量

的致癌物或其他毒物的受试者。应当理解，这种暴露可以是单次暴 露、周期性暴露，零星暴

露或持续暴露于若干种合成或天然发生的致癌物或其  他毒物(如，化学战剂)中的一种或

组合。还应当理解，这种暴露包括意外暴  露、偶然或有意暴露。还应当理解，这种暴露可以

是直接暴露或间接暴露。例  如，间接暴露于次氯酸离子可以是直接暴露于电离辐射的结

果。

[0101] 根据本发明的方法可能需要化学预防的受试者的实例包括但不限于：  由于其职

业或生活方式选择而可能暴露于致癌物或其他毒物的那些(例如，石  油工业的工人；暴露

于机动车废气颗粒的收费站值班人员；实验室技术人员和  其他工人)。根据本发明的方法

可能需要化学预防的其他受试者包括意外暴露  于致癌物的那些，如饮用水或空气中的致

癌物(石棉，多环芳烃)的泄漏或溢  出。还预期由于习惯(吸烟者)而暴露于致癌物的那些。

涵盖的其他受试者是  暴露于恐怖分子的分散致癌物和其他癌症促进材料(如化学战剂)行

为的那 些。

[0102] 在一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传物

质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方  法，该方法包括：向所述受试者

给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。向所述受试者给予涵盖在暴

露于损伤性辐射暴露之前，期间和  之后的给予。时间之前，期间和之后可以是秒、分钟、小

时、天、周、月或甚  至年。生物活性成分涵盖开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶

松  脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或 其组合。

[0103] 在另一方面，本发明涉及用于治疗或预防已经或将要暴露于辐射的受  试者中的

辐射损伤的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的至少一种  生物活性成分，其中

所述生物活性成分包括开环异落叶松脂素二葡糖苷  (SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠

二醇(ED)、肠内酯(EL)、其  类似物、其立体异构体或其组合。

[0104] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受意外辐射暴露所  导致的辐射损伤的方法，

该方法包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、其 生物活性成分、降解物或其代谢物。

[0105] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免受导致衰老的辐射损伤的方法。

[0106] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂
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质)、细胞或组织免受由暴露于天然和合成的化学致癌物质和毒物  (包括化学战剂)产生的

损害的方法。

[0107] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受针对癌症治疗的  放射疗法所导致的辐射损

伤的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的  亚麻籽、其生物活性成分、降解物或其

代谢物。

[0108] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方  法，该方法包括：向所述受试

者给予有效量的至少一种生物活性成分，其中所  述生物活性成分包括开环异落叶松脂素

二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素  (SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异

构体或其组  合。在一些实施例中，辐射损伤由意外的辐射暴露引起。在一些实施例中，辐 

射损伤由用于癌症(例如，肺癌)治疗的放射疗法引起。

[0109] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中预防对生物分  子(如，遗

传物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织的辐射诱导的损伤 的方法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、 或其代谢物。

[0110] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中预防对生物分  子(如，遗

传物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织的辐射诱导的损伤 的方法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的至少一种生物活性成分，其  中所述生物活性成分包括开环异落叶

松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松  脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其

立体异构体或 其组合。

[0111] 在另一方面，本发明涉及用于在细胞中保护生物分子(如，遗传物质  如核酸、蛋白

质或脂质)、细胞、或组织免受辐射损伤的方法，该方法包括：  将所述细胞与有效量的至少

一种生物活性成分接触，其中所述生物活性成分包  括开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、

开环异落叶松脂素(SECO)、肠二 醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0112] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免受致癌物损伤的方  法，该方法包括：向所述受

试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。向所述受试者给予涵盖

在暴露于天然和合成的化学致癌物和毒  物的损伤性暴露之前，期间和之后的给予。时间之

前，期间和之后可以是秒、  分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活性成分涵盖开环异落叶

松脂素二葡  糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯  (EL)、其类似物、

其立体异构体或其组合。

[0113] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  免受由于

意外暴露于天然和合成的化学致癌物和毒物引起的致癌物损伤的方  法，该方法包括：向所

述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活性成分、降解  物或其代谢物。

[0114] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免受来自天然和合成的导致肺癌或间皮瘤的化学  致癌物和毒物的损害的

方法。

[0115] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免于致癌物损伤的方法，该方法包括：将所述生  物分子、细胞或组织与有
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效量的生物活性成分接触。与所述生物分子、细胞或 组织接触涵盖在暴露于天然和合成化

学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期间  和之后的接触。时间之前，期间和之后可以是秒、

分钟、小时、天、周、月或  甚至年。生物活性成分涵盖开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开

环异落叶  松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体 或其组合。

[0116] 在另一方面，本发明涉及用于在已经或将要暴露于一种或多种致癌物  的受试者

中治疗或预防致癌物诱导的损伤，恶性转化或癌症发展避免致癌物诱  导癌症的方法，该方

法包括：向所述受试者给予有效量的至少一种生物活性成  分，其中所述生物活性成分包括

开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异  落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、肠内酯(EL)、

其类似物、其立体异  构体或其组合。

[0117] 在另一方面，本发明涉及保护暴露于一种或多种致癌物的受试者免受  致癌物诱

导的癌症的方法，该方法包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、  其生物活性成分或其

代谢物。

[0118] 在另一方面，本发明涉及用于在对其有需要的受试者中保护生物分子  (如，遗传

物质如核酸、蛋白质或脂质)、细胞、或组织免由次氯酸根离子造  成的损伤的方法，该方法

包括：向所述受试者给予有效量的亚麻籽、其生物活  性成分、降解物或其代谢物。向所述受

试者给予涵盖在暴露于天然和合成的化  学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期间和之后

的给予。时间之前，期间和之  后可以是秒、分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活性成分涵

盖开环异落  叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、  肠内酯

(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0119] 在另一方面，本发明涉及用于治疗或预防已经或将要暴露于次氯酸根  离子的受

试者中的次氯酸根离子诱导的损伤的方法，该方法包括：向所述受试  者给予有效量的至少

一种生物活性成分，其中所述生物活性成分包括开环异落 叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环

异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、  肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0120] 在另一方面，本发明涉及用于保护生物分子(如，遗传物质如核酸、  蛋白质或脂

质)、细胞或组织免于由次氯酸根离子造成的损伤的方法，该方法  包括：将暴露于或将暴露

于次氯酸根离子的所述生物分子、细胞或组织与有效  量的生物活性成分接触。与所述生物

分子、细胞或组织接触涵盖在暴露于天然  和合成化学致癌物和毒物的损伤性暴露之前，期

间和之后的接触。时间之前，  期间和之后可以是秒、分钟、小时、天、周、月或甚至年。生物活

性成分涵盖  开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇  (ED)、

肠内酯(EL)、其类似物、其立体异构体或其组合。

[0121] 在另一方面，本发明涉及用于前述方法之一的组合物。

[0122] 亚麻籽、其生物活性成分及其代谢物是本领域已知的，并描述于美国  专利公开号

2010/0239696；2011/0300247；和2014/0308379；和在国际专利公  开号WO  2014/200964中，

其各自通过引用以其整体并入本文。

[0123] 在亚麻籽中发现的主要木脂素是2,3-双(3-甲氧基-4-羟基苄基)丁烷-  1,4-二醇

(开环异落叶松脂素或SECO)，其作为共轭物开环异落叶松脂素二  葡糖苷(SDG)以其天然状

态存储在植物中。SDG在人肠中代谢为肠二醇  (ED)和肠内酯(EL)。肠醇和肠内酯的合成类

似物是已知的(参见，例  如，埃克隆(Eklund)等人，有机通讯(Org.Lett.)，2003,5:491)。

[0124] “降解物”是分子(如，SDG)分解成更小分子的产物。
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[0125] “代谢物”是通过代谢或通过代谢过程产生的物质。例如，SDG的代 谢物是EL或ED。

[0126] 本领域技术人员应当理解，代谢物可以是天然代谢物的化学合成的等 价物。

[0127] “类似物”是其结构与另一种化合物的结构相关的化合物。类似物可 以是合成类

似物。

[0128] “成分”或“组分”是混合物或化合物中的元素或组分。

[0129] “产物”是由化学反应产生的物质。

[0130] “提取物”是包含材料(例如，来自亚麻籽)的活性成分或浓缩精华 的制品。

[0131] “药物组合物”是指有效量的活性成分，例如，(S,S)-SDG(R,R)-  SDG、内消旋-SDG、

SDG、SECO、EL、ED及其类似物，与可接受的载体或  稀释剂一起。“治疗有效量”是指对给定条

件和给予方案提供治疗效果的量。

[0132] 本文所述的组合物可以包括“治疗有效量”。“治疗有效量”是指在  必需的剂量和

时间段内有效达到所希望治疗结果的量。治疗有效量可以根据因  素(如个体的疾病状态、

年龄、性别和重量)以及组合物在个体中引起所希望  应答的能力等因素而变化。治疗有效

量也是治疗有益效果超过分子的毒性或有  害作用的量。

[0133] 如在此所用，短语“药学上可接受”是指在合理医学判断的范围内适  用于与人类

和动物的组织接触而无过度毒性、刺激、过敏应答或其他问题或并 发症，与合理益处/风险

比相称的那些化合物、材料、组合物、载体和/或剂 型。

[0134] “药学上可接受的赋形剂”意指在制备药物组合物中有用的一种赋形  剂，该组合

物通常是安全、无毒的并且不是生物学上或其他方面不希望的，并  且包括对于兽用连同人

类药用是可接受的一种赋形剂。如本文所用的“药学上  可接受的赋形剂”包括一种和多于

一种这样的赋形剂。

[0135] 药物组合物可以通过本领域技术人员已知的任何合适的方法，如口  服、经肠胃

外、经粘膜、经皮、经肌内、经静脉内、经皮内、经皮下、经膜 内、经颅内、经阴道内、经肿瘤内

或经颊向受试者给予。也可以通过将活性成  分包埋在合适的聚合物中来使用控释，然后可

以将其经皮下、经肿瘤内、经  颊、作为贴剂在皮肤上、或经阴道内插入。该包括用活性成分

涂覆医疗装置。

[0136] 在一些实施例中，药物组合物经口服给予，并因此配制成适于口服给  予的形式，

即作为固体或液体配制品。合适的固体口服配制品包括片剂、胶囊  剂、丸剂、颗粒剂、小丸

剂等。合适的液体口服配制品包括溶液，悬浮液，分  散液，乳液，油等。在一些实施例中，将

活性成分配制到胶囊剂中。根据该实  施例，除了活性化合物和惰性载体或稀释剂外，除了

其他赋形剂以及明胶胶囊  外，本发明的组合物包括干燥剂。

[0137] 在一些实施例中，通过经静脉内，经动脉内或经肌内注射液体配制品  来给予药物

组合物。在一些实施例中，药物组合物是配制用于口服给予的液体  制品。在一些实施例中，

药物组合物是配制用于阴道内给予的液体制品。合适 的液体配制品包括溶液，悬浮液，分

散液，乳液，油等。在一些实施例中，药  物组合物经静脉内给予，并因此配制成适于静脉内

给予的形式。在另一个实施  例中，该药物组合物经动脉内给予，并因此被配制为适于动脉

内给予的形式。  在一些实施例中，药物组合物经肌内给予并因此配制成适于肌内给予的形

式。  在一些实施例中，药物组合物经颊内给予并因此配制成适于经颊给予的形式。

[0138] 在一些实施例中，药物组合物局部给予于体表，并且因此配制成适合  局部给予的
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形式。合适的局部配制品包括凝胶、软膏、乳膏、洗剂、滴剂、控  释聚合物等。对于局部给予，

制备亚麻籽、其生物活性成分或其代谢物，并将  其作为溶液，悬浮液或乳液在具有或不具

有药物载体的生理学上可接受的稀释  剂中施用。

[0139] 在一些实施例中，本文提供的药物组合物是控释组合物，即亚麻籽、  其生物活性

成分或其代谢物在给予后一段时间内释放的组合物。控释或缓释组  合物包括在亲脂性储

库(例如，脂肪酸、蜡、油)中的配制品。在其他实施例 中，组合物是立即释放组合物，即所有

亚麻籽、其生物活性成分或其代谢物在 给予后立即释放的组合物。

[0140] 在一些实施例中，用于本文提供的方法的组合物以治疗剂量每天一次  进行给予。

在一些实施例中，组合物每两天一次，每周两次，每周一次，或每  两周一次进行给予。

[0141] 用于提取和纯化SDG的技术是本领域已知的并且描述于美国专利  5,705,618中，

其通过引用并入本文。用于合成SDG、其立体异构体和类似物  的技术描述于米什拉

(Mishra)OP等人，生物有机化学与医药化学通讯  (Bioorganic&Medicinal  Chemistry 

Letters)2013，(19):5325-5328和国际专利 公开号WO  2014/200964中，其内容以其整体通

过引用在此结合。如本领域已  知的，用于本文提供的方法中的生物活性组分还可以直接化

学合成为哺乳动物 的易于代谢的形式，肠二醇(ED)或肠内酯(EL)。

[0142] (S,S)-SDG(R,R)-SDG、(S,R)-SDG(R,S)-SDG、内消旋-SDG、SECO、  EL、ED或其类似

物可以0.1ng/kg至500mg/kg的剂量给予。

[0143] 用(S,S)-SDG(R,R)-SDG、(S,R)-SDG(R,S)-SDG、内消旋-SDG、  SDG、SECO、EL、ED或

其类似物的治疗是单次给予至若干天、若干个月、  若干年或无限期。

[0144] 如本文所用，“治疗”可以指治疗性治疗或防预性或预防性措施，其 中目的是预防

或减轻本文所述的靶向病理病症或障碍，或两者。因此，用于本  文提供的方法的组合物可

以在暴露于，例如，辐射、致癌物、毒物或次氯酸离  子之前给予于受试者。在一些情况下，用

于本文提供的方法的组合物可以在暴 露后给予给受试者。因此，治疗本文所述的病症可以

指预防，抑制或遏制受试 者的病症。

[0145] 此外，如本文所使用的，术语“治疗(treat或treatment)”是指治疗  性治疗以及防

预性或预防性措施，其中目的是预防或减缓(减轻)与疾病或病  症相关的不期望的生理变

化。有益的或期望的临床结果包括但不限于：症状的  缓解，疾病或病症的程度的减轻，疾病

或病症的稳定(即，疾病或病症不恶化 的情况)，延迟或减缓疾病或病症的进展，疾病或病

症的改善或缓解，以及疾  病或病症的缓解(无论部分或全部)，无论是可检测的还是不可检

测的。“治  疗”还可以指相较于未接受治疗时的预期存活期，延长存活期。需要治疗的那  些

包括已经暴露于，例如，辐射、致癌物、毒物或次氯酸离子的那些，以及倾  向于暴露的那些

或预期暴露的那些。

[0146] 在一些实施例中，需要治疗的受试者和本文所述的方法和组合物可包  括但不限

于：患有肺部疾病和障碍(如哮喘、癌症、COPD和间皮瘤)的受试  者。在一些实施例中，合适

的受试者可以包括患有与衰老相关的疾病和病症的 受试者，如心血管障碍和病症，皮肤下

垂和中枢神经系统(CNS)疾病(例  如，阿尔茨海默尔痴呆)。在一些实施例中，合适的受试者

可以包括皮肤障碍  和病症(例如，牛皮癣)，以及患有化妆品皮肤病症(例如，皱纹和老年

斑) 的受试者。在一些实施例中，合适的受试者可以包括患有胃肠道障碍和病症  (如IBD和

慢性病)的受试者。在一些实施例中，合适的受试者可以包括患有  心血管障碍和病症的受
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试者。在一些实施例中，合适的受试者可以包括患有黑  色素瘤的受试者。在一些实施例中，

合适的受试者可以包括患有眼部疾病(如  黄斑变性)的受试者。在一些实施例中，合适的受

试者可以包括患有癌症(如  乳腺癌、前列腺癌和子宫癌)的受试者。在一些实施例中，合适

的受试者包括  患有认知缺损和其他认知障碍的受试者。

[0147] 术语“受试者”包括哺乳动物，例如，人、伴侣动物(例如，狗、  猫、鸟等)、农场动物

(例如，牛、绵羊、猪、马、家禽等)、以及实验室动  物(例如，大鼠、小鼠、豚鼠、鸟等)。除了人

以外，受试者可以包括狗、  猫、猪、牛、绵羊、山羊、马、水牛、鸵鸟、豚鼠、大鼠、小鼠、鸟类(例 

如，长尾小鹦鹉)和其他野生，驯养或商业上有用的动物(例如，鸡，鹅，火  鸡，鱼)。术语“受

试者”不排除在所有方面都是正常的个体。术语“受试  者”包括但不限于需要疗法或易感于

病症或其后遗症的人。

[0148] 术语“约”或“大约”意指由本领域普通技术人员确定的特定值的可  接受误差范围

内，其将部分地取决于如何测量或确定该值，即，测量系统的局 限性。

[0149] 提出以下实例，以便更充分地说明本发明的优选实施例。然而，它们  绝不应被解

释为限制本发明的广泛范围。

实例

实例1

合成的(S,S)和(R,R)-开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)保护裸质粒和基因组  DNA免

受γ辐射损伤

[0150] 作为原子核蜕变的结果，产生三种类型的辐射，即具有正电荷的阿尔  法(α)，具有

负电荷的贝它(β)和不带电荷的伽马(γ)。在γ-辐射的情况  下，电磁波具有非常小的波长

(<0.005nm)，并且因此具有能够电离分子和  原子的高能量。在生物系统或溶液中，电离辐

射通过水辐射分解产生羟基自由  基(.OH)。这些羟基自由基(.OH)是电离辐射诱导的对细胞

组分(包括脂  质，蛋白质和基因组DNA)的损伤的主要来源。由γ辐射产生的羟基自由基 

(.OH)在DNA中导致单链和双链断裂。(.OH)自由基通过从脱氧核糖和嘌 呤以及嘧啶碱基提

取H原子或添加到碱基的双键上来损伤DNA。这些反应导 致DNA链断裂。

[0151] 具有抗氧化和自由基清除性能的化合物可以作为辐射防护剂并且防止  辐射诱导

的DNA损伤。由于从自然资源分离开环异落叶松脂素二葡糖苷  (SDG)的复杂的提取、纯化和

富集方法，该自然资源与高成本、变异性和难 以产生大量SDG来使得临床前和床前测试可

行相关，因此SDG是化学合成 的。使用天然化合物香草醛和葡萄糖，成功地合成了SDG:SDG

(S,S)和SDG  (R,R)的两种对映异构体(它们的结构如下所示)(米什拉(Mishra)等人，生  物

有机化学与医药化学通讯(Bioorganic&Medicinal  Chemistry  Letters)2013 ,  (19):

5325)。

说　明　书 17/42 页

19

CN 112336736 A

19



[0152] 除了其他以外，在克里斯托费杜-索罗米杜(Christofidou-Solomidou)  等人的许

多研究中已经显示SDG是有效的抗氧化剂和有效的自由基清除剂。  重要的是，在最近的研

究中，合成的SDG对映异构体已显示具有强的抗氧化  和自由基清除特性(米什拉等人，生物

有机化学与医药化学通讯(Bioorganic  &Medicinal  Chemistry  Letters)2013 ,(19):

5325-5328)。在本实例中，当合成的  SDG对映异构体(S,S)-SDG和(R,R)-SDG与商业SDG相比

时，调研并评估了其  辐射防护性能。使用质粒DNA松弛测定，通过在将质粒暴露于γ-辐射

后确定  SDG防止超级螺旋至开放螺旋质粒DNA(pBR322)转化的能力，以及通过在  将DNA暴

露于γ-辐射后评估基因组DNA片段化的抑制，来评估三种化合物的  辐射防护特征。SDG由

肠道细菌代谢产生开环异落叶松脂素(SECO)、肠二  醇(ED)和肠内酯(EL)。因此，还评估了

SDG的这些代谢物对基因组  DNA的γ-辐射诱导的片段化的影响。

材料和方法

化学品

[0153] 质粒DNA(pBR322)、溴化乙锭、超纯10X  TAE缓冲液和1kb  plus DNA梯购自英杰公

司(Invitrogen)(生命技术公司(Life  Technologies)，卡  尔斯拜德，加利福利亚州)。琼脂

糖(超纯)和小牛胸腺DNA购自西格玛奥  德里奇公司(Sigma-Aldrich)(圣路易斯，密苏里

州)。开环异落叶松脂素二  葡糖苷(SDG)(商业)、开环异落叶松脂素(SECO)、肠二醇(ED)、和 

肠内酯(EL)购自美国中草药公司(欧文，加利福尼亚州)。

开环异落叶松脂素二葡糖苷的合成(SDG)

[0154] 如米什拉(Mishra)等人，生物有机化学与医药化学通讯(Bioorganic  &Medicinal 

Chemistry  Letters)2013,(19):5325-5328中所述，来合成合成的  SDG(R,R)和SDG(S,S)立

体异构体。

质粒DNA和小牛胸腺DNA暴露于γ-辐射

[0155] 将具有或不具有不同浓度的SDG(R ,R)、SDG(S ,S)和SDG(商业)的  质粒DNA

(pBR322)或小牛胸腺DNA样品用Mark  1铯(Cs-137)幅射器  (JL谢泼德(Shepherd)，圣费尔

南多，加利福尼亚州)以1.7Gy/min的剂量  率在磷酸盐缓冲的生理盐水(pH  7.4)(PBS)中暴

露于γ-辐射。

辐射诱导的质粒DNA松弛的确定

[0156] 使用质粒DNA(pBR322)(生命技术公司，卡尔斯拜德，加利福利  亚州)确定测试化
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合物对辐射诱导的链断裂和超级螺旋(SC)至开放螺旋  (OC)转化的影响。将PBS(pH  7.4)中

的质粒DNA(500ng)与各种浓度  (25-250μM)的SDG(R,R)、SDG(S,S)和SDG(商业)混合，并在

PBS中在  25Gy下进行辐射。在辐射暴露后30min，将样品与负载染料混合，并在100  V下在

TAE缓冲液(pH，8.3)中进行琼脂糖(1％)凝胶电泳。将凝胶用溴化  乙锭(0.5μg/ml)染色

40min，洗涤20min，并且然后在UV透射仪(伯乐公  司，赫库斯，加利福尼亚州)上观察。扫描

捕获的凝胶图像，并且通过Gel-  doc图像分析程序确定开放螺旋(OC)和超级螺旋(SC)质粒

DNA条带的密  度。SC和OC质粒DNA的密度表示为总密度(OC+SC)的％。

辐射诱导的DNA片段化的确定

[0157] 使用小牛胸腺DNA(西格玛，圣路易斯，密苏里州)确定测试化合  物对DNA中辐射诱

导的链断裂的影响。将PBS(pH  7.4)中的DNA(500  ng)与各种浓度(25-250μM)的SDG(R,R)、

SDG(S,S)和SDG(商业)混  合，并在50Gy下进行辐射持续30min。在从0.5-10μM范围内的不同

浓度下  进行第二系列实验。将样品与负载染料混合，并在100V下在TAE缓冲液  (pH，8.3)中

进行琼脂糖(1％)凝胶电泳。将凝胶用溴化乙锭(0.5μg/ml) 染色40min，洗涤20min，并且然

后在UV透射仪(伯乐公司，赫库斯，加利  福尼亚州)上观察。扫描捕获的凝胶图像，并且通过

Gel-Pro图像分析程序  (Media  Cybernetics，银泉，马里兰州)确定小牛胸腺DNA片段的密

度。小牛  胸腺DNA的低分子量(<6,000bp)和高分子量(>6,000bp)片段的密度表达  为总密

度的％(低分子量+高分子量)。

数据分析

[0158] 获得的数据表示为平均值±标准偏差。使用邦弗朗尼校正用Statview  程序，使数

据经受单向方差分析(ANOVA)与事后比较。P值≤0.05被认为 是有意义的。

结果

[0159] 使用质粒DNA(pBR322)确定合成SDG(R,R)、SDG(S,S)和SDG  (商业)的辐射防护潜

力。在本研究中使用的辐射防护测定基于以下原理：暴 露于γ-辐射后的质粒DNA比未暴露

的质粒DNA移动更慢。这仅仅是由于超级  螺旋质粒DNA由于其紧凑的大小而在琼脂糖凝胶

中移动更快的事实。相比之  下，质粒DNA中辐射诱导的缺口解开超级螺旋，导致相对更大尺

寸的质粒，  其以更慢的速率在凝胶中移动。因此，与超级螺旋的质粒DNA相比，确定开  放螺

旋的密度反映了辐射诱导的损伤的程度。

[0160] 辐射导致剂量依赖性SC至OC  DNA质粒转化

[0161] 为了选择引起显著DNA损伤但允许测试辐射减轻剂的治疗窗的辐射  剂量，将质粒

DNA暴露于10、25和50Gy的γ辐射。图1A中呈现的结果显  示，存在质粒DNA的OC形式的辐射

剂量依赖性增加以及质粒DNA的SC形 式的辐射剂量依赖性降低。SC和OC的分布(图1B)显示

SC的％分别在0、  10、25和50Gy下从68.73％±2.54％降低至50.91％±2.31％、38.37％±

3.73％  和35.66％±4.24％(p<0.05)。同时，OC的的％分别在0、10、25和50Gy  下从31.26％

±2.50％增加至49.08％±2.31％、61.62％±3.73％和67.33％±  4.24％(p<0.05)。基于

这些初始实验，选择25Gy的辐射剂量(在该辐射剂  量下实现相当大且清楚可见的损害)用

于随后的实验以确定不同SDG的辐射 防护特征。

[0162] 使用质粒DNA松弛测定的合成SDG的辐射防护活性

[0163] 将质粒DNA暴露于所选剂量的25Gyγ辐射(参见图1)，并测定各  种浓度(25-250μ

M)的每种SDG试剂(合成和商业)对DNA损伤的抑制％  (SC至OC形成)。
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[0164] 在25、50、100和250μM  SDG(S,S)存在下暴露于25Gy后的质粒  DNA的代表性凝胶印

迹显示于图2A中，并且半定量光密度分析示于图2B中，同时与对照相比的抑制％示于图2C

中。有趣的是，在增加浓度的SDG  (S,S)(25、50、100和250μM)存在下，SC形式的比例增加并

且OC形式的密  度显著(p<0.05)和剂量依赖性降低。使用％抑制图(图2C)，可以确定每  种

试剂的EC50值(即，在25Gy下防止50％质粒松弛所需的有效浓度  (EC))，其对于SDG(S,S)是

141.77μM。该用于防止质粒DNA松弛的值与  清除DPPH自由基的EC50值可比较。这些结果证明

了合成的SDG(S,S)对映异  构体的辐射防护特征。针对SDG(R,R)对映异构体(图2D-F)和SDG

(商业 的)(图2，G-I)显示了相似的结果，EC50分别为127.96μM和98.38μM。用  于防止质粒

DNA松弛的这些值与清除DPPH自由基的相应EC50值可比较。  这些结果证明了合成的和可商

购的天然SDG的辐射防护特征。

[0165] 辐射导致从高到低分子量片段的剂量依赖性DNA片段化

[0166] 辐射诱导DNA片段化的增加，如图3A中的DNA凝胶所示。基于大  小，小牛胸腺DNA片

段分为两组：高分子量(>6,000bp)尺寸和低分子量  (<6,000bp)尺寸。高和低分子量片段的

分布(图3B)显示高分子量DNA 的％在25和50Gy下分别从88.16％±0.50％降至67.82％±

7 .89％和34.94％±  4 .45％(p<0 .05)。同时，低分子量片段的比例在25和50Gy下分别从 

11.83％±0.50％增加至32.17％±7.89％和65.05％±4.45％(p<0.05)。结果  (图3B)显示

高分子量DNA的显著降低和低分子量DNA片段的显著增加，  表明在50Gy下对DNA的损伤。基

于这些初始实验，选择50Gy的辐射剂量  (观察到清楚的可证实的小牛胸腺DNA片段化)，用

于确定不同SDG的辐射 防护特征的以下实验。

[0167] 使用小牛胸腺DNA片段化分析的合成SDG的辐射防护活性

[0168] 使用如以上所描述的小牛胸腺DNA的辐射诱导的片段化确定合成  SDG(R ,R)、SDG

(S,S)和SDG(商业)的辐射防护潜力。

[0169] 高SDG浓度(25-250μM)：图4A显示在25、50、100和250μM SDG(S,S)存在下暴露于

50Gy后的小牛胸腺DNA的代表性DNA凝胶。在增加  浓度的SDG(S,S)(25、50、100和250μM)的

存在下，在辐射暴露后，高分  子量DNA形式的比例显著增加(p<0.05)，而低分子量片段减

少。图4B中  呈现了在各种浓度的SDG(S,S)下，高和低分子量大小DNA形式的分布。这些  结

果表明使用小牛胸腺基因组DNA我们的合成SDG(S,S)对映异构体的辐射防  护特征。类似

地，图4C-D和4E-F中呈现的结果分别显示合成SDG(R,R)和  SDG(商业)的辐射防护性能。这

些结果表明使用小牛胸腺基因组DNA的合  成SDG(R ,R)和(S,S)对映异构体的辐射防护特

征。

[0170] 为了进一步确定DNA保护中SDG的下限，进行了测试从0.5-10μM  范围的低浓度的

所有3种SDG的一系列DNA片段化实验。

[0171] 低SDG浓度(0.5-10μM)：与其抗氧化剂和自由基清除活性的EC50值相比，在低浓度

的SDG(S,S)、SDG(R,R)和SDG(商业)下进行的试验的结  果呈现于图5中。类似于更高的SDG

浓度，在本节中使用小牛胸腺DNA片段  化测定法呈现的这些结果证明，即使在低浓度下，合

成的SDG(S,S)和SDG  (R,R)对映异构体也具有强的辐射防护特征。

[0172] 使用小牛胸腺DNA片段化测定SDG代谢物的辐射防护活性

[0173] 确定SDG代谢物SECO、ED和EL的辐射防护潜力，并与如上所述 的使用小牛胸腺DNA

的辐射诱导的片段化的SDG进行比较。基于以上作为中  值有效剂量示出的以前的发现，选
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择每种测试剂的10μM的浓度。结果示于图  6中。数据证明SDG及其代谢物SECO、ED、EL在其防

辐射性能方面是等效 的。

讨论

[0174] 本实例的结果表明，合成的SDG(S,S)和SDG(R ,R)对映异构体具有强 的辐射防护

性能。使用质粒DNA(pBR322)测定的这些对映异构体的辐射防  护潜力，随其浓度的增加而

增加。这些合成的SDG(S,S)和SDG(R,R)对映异构  体以浓度依赖性方式防止对质粒DNA的辐

射诱导的损伤。SDG的合成异构体 的辐射防护潜力与商业SDG可比较。合成对映异构体SDG

(S,S)和SDG(R,R)  也防止了小牛胸腺基因组DNA的放射诱导的DNA片段化。在测试的最低浓

度  下，SDG(S,S)和SDG(R,R)完全防止辐射诱导的小牛胸腺DNA的低分子量片段 的产生，证

明合成的SDG(S,S)和SDG(R,R)对映异构体的辐射防护特征。使用  低浓度的SDG(S,S)、SDG

(R,R)和SDG(商业)的结果表明，与其抗氧化剂和 自由基清除活性的EC50值相比，用于保护

小牛胸腺DNA免受γ辐射损伤所需 的浓度低得多。重要的是，SDG、SECO、ED和EL的哺乳动物

木脂素代谢物  显示出同样有效的DNA保护性能。

[0175] 黄酮类具有强烈的抗氧化剂活性；具体地，这样的多酚具有自由基清 除活性，并

且已知是比维生素E和C更有效的体外抗氧化剂。还已知具有抗氧  化剂性能的饮食和药用

植物预防与氧化应激相关的许多人类疾病，并且是有用 的辐射防护剂。抗氧化剂，包括维

生素和矿物质，在辐射暴露后多年抑制切尔  诺贝利工人中的致染色体畸变因子的水平。我

们一直使用胸部辐射损伤的小鼠  模型调研全谷物饮食亚麻籽、富含木脂素多酚的谷物以

及富含SDG的亚麻籽  木脂素配制品在辐射诱导损伤中的作用。我们已经表明，当在辐射暴

露之前和  之后给予时，亚麻籽改善小鼠中辐射诱导的炎症和氧化应激。我们还证明，喂  养

仅包含亚麻籽的木脂素组分的饮食的辐射小鼠，该饮食富含木脂素双酚  SDG，也显示出显

著改进的血液动力学测量和存活，同时还改进肺部炎症和氧  化组织损伤。这些研究表明亚

麻籽通过木脂素SDG的作用针对体内放射诱导 组织损伤具有保护性。

[0176] 活性氧簇(ROS)如超氧化物阴离子(O2-)、羟基自由基(.OH)、  和过氧化氢的产生的

增加导致在各种实验和病理条件下的组织损伤。活性氧簇  通过细胞膜脂质、蛋白质和基因

组DNA的氧化修饰导致细胞损伤。许多研究 已经显示，提取的、纯化的或合成的亚麻籽SDG

是体外以及体内的有效抗氧  化剂。因此，SDG作为抗氧化剂在各种实验和疾病条件下(包括

在经历放射疗 法的患者中的辐射诱导的组织损伤)具有治疗潜力。

[0177] 多酚通常在植物中作为糖苷存在并具有抗氧化剂性能。黄酮类作为抗  氧化剂，干

扰在活性氧簇的产生中涉及的酶活性，淬灭自由基，螯合过渡金  属，并使它们在芬顿反应

中无氧化还原活性。开环异落叶松脂素(SDG)是亚  麻籽中的主要木脂素，并已被证明是一

种有效的体外以及体内的抗氧化剂。为  了探讨亚麻籽木脂素开环异落叶松脂素(SDG)的治

疗潜力，使用香草醛作为  前体分子通过化学反应合成SDG，并通过评估以下各项确定合成

SDG(R ,R)和  SDG(S,S)的抗氧化剂性能：其还原能力，金属螯合潜力，和对羟基自由基、过 

氧化自由基和DPPH自由基的自由基清除活性。在本实例中，我们通过评估合  成的SDG(R ,

R)、SDG(S ,S)对映异构体和可商购的SDG(作为对照)用于防止  γ-辐射诱导的质粒DNA

(pBR322)和小牛胸腺DNA的损伤的潜力，来调研其  辐射防护特征。通过质粒DNA的开放螺旋

形式的增加和质粒DNA的超级螺旋  形式的减少来评估对质粒DNA的辐射诱导的损伤。通过

确定DNA片段化的水  平来评估对基因组DNA的辐射诱导的损伤。在该实例中，我们已经检查
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了合 成SDG(R,R)、SDG(S,S)和商业SDG在无细胞系统中对辐射诱导的DNA损伤 的功效。

[0178] 之前已经证明了SDG分子的抗氧化剂性能。我们已经表明，天然 的，可商购的SDG

在暴露于辐射的细胞中具有有效的自由基清除性能。研  究了这些合成的SDG(R ,R)和SDG

(S,S)对映异构体的抗氧化剂和自由基清除特  征，并且已经证明具有强的还原能力，高的

金属离子螯合潜力，和针对羟基自  由基、过氧化自由基和DPPH自由基的高自由基清除活

性。合成SDG(R,R)和  SDG(S,S)的这些特征表明这些分子显示出调节细胞氧化还原状态，降

低金属离  子浓度和清除氧自由基的很强的潜力。合成的SDG对映异构体的这些特征表  明

其通过作用于和防止自由基反应的引发、蔓延以及终止的所有三个步骤而起  作用的能力，

表明这些潜在的机制可能是造成体内SDG(S,S)和SDG(R,R)对映  异构体的辐射防护特征的

原因。

[0179] 所进行的一个观察是，通过SDG的基因组DNA的最大辐射防护已经  在约5.0μM浓度

下实现，该浓度远低于其自由基清除和抗氧化剂作用的EC50值。因此，SDG作为抗氧化剂和自

由基清除剂也可以作为DNA辐射防护剂和  辐射缓解剂。

[0180] 总之，在本实例中，证明合成的SDG(S,S)和SDG(R,R)对映异构体具  有强辐射防护

特征。使用质粒DNA(pBR322)和小牛胸腺DNA确定这些对 映异构体的辐射防护潜力。合成的

SDG(S,S)和SDG(R,R)对映异构体以浓度依  赖性方式防止对质粒DNA的辐射诱导的损伤。合

成对映异构体SDG(S,S)和  SDG(R,R)也防止了小牛胸腺基因组DNA的放射诱导的片段化。在

5μM的浓  度下，SDG(S,S)和SDG(R,R)完全防止辐射诱导的小牛胸腺DNA的低分子量片  段的

产生，证明这些对映异构体具有强的辐射防护特征。

实例2

木质素开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)在肺细胞中的辐射防护性能

[0181] 细胞的辐射损伤由活性氧簇(ROS)的产生引发。ROS对细胞机制造  成的损伤的谱

包括脂质过氧化，DNA-蛋白交联，碱基修饰，加合物形成和单  链和双链断裂(DNA  SSB和

DSB)。这些修饰已经涉及辐射诱导的细胞凋亡  和细胞死亡。由于细胞DNA损伤是辐射诱导

的细胞死亡中已知的决定因素，  因此已经做出了显著的努力来鉴定和开发可以通过干扰

自由基反应或通过调节  辐射诱导的细胞凋亡来保护DNA免受辐射损伤的试剂。

[0182] 通过在暴露时系统中抗氧化剂的存在可以实现防止辐射诱导的基因毒  性。由于

抗氧化剂可以是干扰自由基链反应的ROS清除剂，因此通过补充剂  抗氧化剂可以保护细胞

DNA免受辐射诱导的氧化应激。已经研究了许多合成  和天然抗氧化剂化合物的辐射防护功

效。然而，它们中的大多数在其有效浓度  下表现出固有的毒性和副作用，或者具有短的保

质期和低的生物利用度。因  此，寻找有效和无毒的辐射防护剂已导致对饮食抗氧化剂和营

养制品的调查调  研。

[0183] 我们评估了饮食亚麻籽(FS)补充剂在氧化性肺损伤(如高氧，酸性 吸入损伤和缺

血/再灌注损伤)的临床前鼠模型中的保护作用。我们确定FS的  保护作用可能部分是由于

其增强肺组织中的抗氧化剂酶表达的能力。重要的  是，饮食FS改善了在暴露之前以及暴露

后当给予时胸部辐射的不利影响。在  这些研究中，饮食亚麻籽减少辐射诱导氧化肺组织损

伤，减少肺部炎症和预防  肺纤维化。

[0184] 早先的报告表明，亚麻籽的多样化作用可能归因于其木脂素，其木脂  素已被证明

具有抗氧化剂，抗炎和抗致癌作用。开环异落叶松脂素二葡糖苷  (SDG)是突出的FS木脂素
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(约干重的1％)，这可能有助于FS颗粒的有益 的健康影响。SDG在肠中通过肠道细菌代谢为

哺乳动物木脂素，即，肠二醇(ED)和肠内酯(EL)。显示出SDG有益于治疗许多疾病(如动脉粥

样硬化  和糖尿病)的临床前模型。SDG也被报道在动物模型中发挥心脏保护作用。Fs  木脂

素对多种癌症类型具有保护作用，如在阿道夫(Adolphe)等人在近期关  于SDG的健康影响

的综述(英国营养学杂志(Br  J  Nutr)2010,103:929)中所  总结的，并且报道其减少动物中

的黑素瘤转移。

[0185] 此外，SDG的抗氧化剂和自由基清除性能已有文献记载，这是至关重  要的，因为化

合物的自由基清除能力可直接与其辐射防护功效相关。在我们对  肺内皮细胞的研究中，当

细胞暴露于γ-辐射时，SDG显示出自由基清除性能，  而全部亚麻籽木脂素组分(FLC)富含

SDG，介导了小鼠中的辐射防护和辐射 缓解。然而，尚未建立SDG的辐射防护性能的表征。

[0186] 进行这项研究，以确定FS木脂素SDG的辐射防护能力，并探讨负责  其作用的可能

机制。本研究的第一个目的是评估SDG对原代鼠肺细胞中，特  别是上皮，内皮细胞和成纤维

细胞中辐射诱导的克隆性死亡的作用。由于辐射  诱导的细胞生殖死亡与细胞DNA损伤直接

相关，因此我们通过使用碱性彗星  测定(SSB)和γ-H2AX病灶(DSB)的形成评估了SDG是否

可以保护细胞免 受辐射诱导的DNA链断裂。此外，我们检查了SDG预处理在预防小鼠原代肺 

细胞避免IR诱导的细胞死亡中的影响。许多研究已经证明促细胞凋亡蛋白  Bax(Bcl-2相关

X蛋白)在IR诱导的细胞死亡中的作用。我们还分析了SDG  对Bax及其拮抗剂Bcl-2(B细胞白

血病/淋巴瘤2)mRNA表达的直接作用， 以确定SDG保护的机制是否涉及细胞凋亡的这些关

键调节剂的比例的变化。 我们的研究结果确定木质素SDG，FS中的有效的生物活性成分，介

导肺细胞 中的放射防护，从而提供对FS的辐射防护作用的新颖的见解。

材料和方法

试剂

[0187] 开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)是可商购的(美国中草药公司，  加利福尼亚

州)。彗星测定试剂盒购自Trevigen公司(盖瑟斯堡，马里兰  州)。P-组蛋白H2AX(兔mAb)购

自细胞信号技术有限公司(Cell  Signaling Technology,Inc.)(丹弗斯(Danvers)，马萨诸

塞州)。磷酸盐缓冲盐水  (PBS)，牛血清白蛋白(BSA)，具有L-谷氨酰胺、葡萄糖1g/l、不含碳

酸  氢钠的杜氏改良培养基(DMEM)，HEPES缓冲液，胰蛋白酶，牛血清白蛋 白(BSA)，乙二胺

四乙酸(EDTA)，4,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)，胎  牛血清(FBS)，胶原酶，Triton-X  100和

分散酶购自西格玛奥德里奇公司，圣 路易斯，密苏里州，美国。

细胞系

[0188] 从C57/bl6小鼠分离成纤维细胞和内皮细胞。对于成纤维细胞分离， 收获小鼠肺，

切碎，并用分散酶(2mg/ml)孵育45分钟。将这些片铺板，并  如前所述培养成纤维细胞，并在

通道3和10之间使用。如前所述从小鼠肺分  离肺微血管内皮细胞(PMVEC)。简言之，用胶原

酶处理新鲜收获的小鼠  肺，然后通过粘附到用mAb包被的磁珠来分离细胞到血小板内皮细

胞粘附分  子(PECAM)上。上皮细胞(C10)细胞最初来源于正常的BALB/c小鼠肺外  植体，并

且是非致瘤性的，接触抑制的，并且在传代早期具有肺泡2型细胞特 征。

克隆存活

[0189] 将指数生长的细胞作为单细胞铺板并孵育过夜。在辐射(2、4、6和  8Gy)前6h用各

种剂量的木脂素SDG(10-50μM)处理细胞。基于当摄取  10％亚麻籽时在血液循环中达到的
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生理水平范围内的动物研究，来选择木脂素  剂量。以1.7Gy/min的剂量率用Mark  1铯(Cs-

137)辐射器(JL谢泼德，圣  费尔南多，加利福尼亚州)辐射细胞。辐射后10至15天对菌落进

行染色并计 数，并且计算存活部分。

彗星分析

[0190] 培养指数生长的细胞，并在辐射(2Gy)之前以不同的时间间隔用  SDG(50μM)进行

处理。按照制造商的说明书(Trevigen公司，盖瑟斯堡，  马里兰州)处理细胞用于彗星测定。

简言之，将细胞(1x  105个细胞/ml，在  PBS中)与 (1:10，v/v)混合，并立即移

液到CometSlideTM上。  然后将细胞裂解(4℃，30min)并保持在黑暗中以解旋(RT)。在水平电

泳  单元中在18伏(200安培)下进行电泳25分钟。载玻片用DW洗涤两次，固  定在70％乙醇中

并在45℃下干燥。DNA通过SYBR绿(Trevigen公司)进行  染色。每组至少记录150个细胞。使

用彗星图像分析软件测量细胞和彗星尾长 的视觉分析(彗星实验IV，Perceptive仪器有限

公司，黑弗里尔，英国)。使  用单色CCD  FireWire照相机在Olympus  IX51荧光显微镜上捕获

图像。

γ-H2AX的免疫染色和流式细胞术。

[0191] 针对γ-H2AX的免疫染色，将细胞铺在玻璃盖玻片(5,000个细胞/盖  玻片)上，用

50μM  SDG预处理(6h)并进行辐射(2Gy)。以所需的时间  间隔，固定细胞(4％多聚甲醛)，洗

涤并用PBST(PBS+包含5％山羊血  清，1％BSA的0.1％TritonX-100)进行封闭。将细胞用γ-

H2AX第一抗体(1:  200)在4℃下孵育过夜，接着用PBST(3x  5min)进行洗涤并与第二抗体 

(Alexa 488，英杰公司，加利福利亚州，美国)在室温下孵育1hr。用  DAPI对细胞核进

行复染，并在荧光显微镜下观察。

[0192] 针对FACS分析，将细胞进行胰酶消化并用PBS进行洗涤。然后将细  胞固定(Fix/

Perm缓冲液，eBioscience公司)45分钟，并且此后使用渗透清洗  缓冲液(BioLegend公司，

美国)洗涤。将细胞重悬于与Alexa 488(1:  100v/v，细胞信号技术公司(Cell 

Signaling  Technology)，美国)共轭的200 μl兔单克隆磷酸-组蛋白γ-H2AX(Ser  139)抗

体中，并在4℃下孵育30min。  再次用洗涤缓冲液洗涤细胞并进行分析。使用CyAn  ADP(高级

数字处理)流  式细胞仪(Dako公司，丹麦)Coulter，富勒顿，加利福尼亚州)测量γ-  H2AX，

并使用Summit软件(公司，丹麦)定量阳性细胞。

凋亡细胞的形态学检测

[0193] 凋亡细胞的形态学特征在于细胞核和细胞质的缩合，膜起泡，细胞收  缩以及细胞

核DNA的分解，首先在大区段中，并且随后在核小体片段中，并  且最后形成良好封闭的细胞

凋亡小体。从用于微核检测的载玻片经显微镜确定  经历细胞凋亡的细胞的百分比(细胞遗

传损伤)。对于每个实验(实验进行两  次)计数至少500个细胞，并如下确定凋亡细胞百分

比：

％细胞死亡＝Na/Nt  x  100，

其中Na是具有细胞凋亡体的细胞的数量，并且Nt是所分析的细胞的总数。

通过定量实时PCR(qPCR)的基因表达分析

[0194] 使用由应用生物系统公司(Applied  Biosystems)，生命技术公司(卡  尔斯拜德，

加利福利亚州)提供的 基于探针的基因表达测定法进行  qPCR。为了评估SDG处理

对细胞凋亡基因的mRNA表达的影响，针对Bax  (Mm00432051_m1)和Bcl-2(Mm00477631_m1)
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进行单个 基因表  达测定。

[0195] 简言之，将细胞用SDG(50μM，6hrs)进行预处理并辐射(2  Gy)。使用RNeasy  Plus迷

你试剂盒(凯杰有限公司，巴伦西亚，加利福尼亚  州)分离总RNA，并使用NanoDrop  2000(赛

默飞世尔科技公司  (ThermoFisher  Scientific)，沃尔瑟姆，马萨诸塞州)定量。然后使用

由应用  生物系统公司，生命技术公司(卡尔斯拜德，加利福利亚州)提供的高容量  RNA至

cDNA试剂盒在 热循环仪上进行RNA至cDNA的逆转录。在  StepOnePlusTM实时PCR系统

(应用生物系统公司，生命技术公司，卡尔斯拜  德，加利福利亚州)上使用每个反应孔25ng

的cDNA进行qPCR。将基因表  达数据归一化为18S核糖体RNA，并根据ΔΔCT方法校准至未处

理的对照样 品。

通过蛋白质印迹法的细胞凋亡检测

[0196] 通过使用免疫印迹观察到的Bax(细胞凋亡启动子)，Bcl-2(细胞凋  亡抑制剂)，切

割的半胱氨酸蛋白酶-3和切割的聚(腺苷二磷酸-核糖)聚合  酶(PARP)的水平在小鼠肺上

皮细胞中确定细胞凋亡。简言之，在包含蛋白  酶抑制剂的PBS中裂解细胞。然后使用10孔

SDS  12％NuPAGE凝胶(英杰公  司，卡尔斯巴德，加利福尼亚州)进行细胞裂解物的免疫印迹

分析。在200V  下进行电泳1小时。在25伏下转移至PolyScreen  PV转移膜(珀金埃尔默生命 

科学公司(PerkinElmer  Life  Sciences)，波士顿，马萨诸塞州)进行1小时。  将膜在磷酸盐

缓冲盐水中的5％脱脂奶粉中封闭过夜。然后弃去脱脂奶粉，并  且用第一抗体孵育该膜。使

用制造商推荐的稀释液(细胞信号传导技术公司，  丹弗斯，马萨诸塞州)，使用针对BAX和

Bcl-2的兔抗小鼠单克隆抗体，以及  兔抗小鼠切割的半胱氨酸蛋白酶-3(Asp175)，单克隆

抗体和兔多克隆抗切割 的PARP(214/215)切割位点特异性抗体，来检测Bax、Bcl-2、切割的

半胱氨  酸蛋白酶-3、和切割的PARP的蛋白质水平。将膜洗涤5次，并且然后在与辣  根过氧

化物酶共轭的第二抗体中在室温下孵育4 5分钟。使用W e s t e r n  L i g h t i n g 

Chemiluminescence  Reagent  Plus(珀金埃尔默生命科学公司，波士顿，马萨诸  塞州)显影

膜，并且通过特异性条带(Bax为20kDa，Bcl-2为26kDa，切割  的半胱氨酸蛋白酶-3为17/

19kDa，并且切割的PARP为89kDa)的光密度扫  描进行定量，该特异性条带使用通过特异性

第二抗体(西格玛，圣路易斯，密 苏里州)检测的β-肌动蛋白表达水平调整负载。

统计

[0197] 结果表示为平均值±SEM。使用KaleidaGraph软件(4.0)制备克隆生  成测定的存

活曲线。使用单向方差分析(ANOVA)确定组间的统计学差异。  当发现统计学显著差异(p<

0.05)时，使用Bonferoni/Dunn测试(Statview  4.0)进行个体比较。

结果

SDG治疗增加了辐射的原代肺细胞的集落形成能力

[0198] 克隆生存测定法已广泛用于在暴露于环境和药物致癌物质、电离辐射  等之后在

细胞经历任何基因毒性应激后确定细胞生殖死亡。在该实例中，评估  了SDG(10-50μM)预处

理对原发性肺细胞(上皮细胞，内皮细胞和成纤维细  胞)的克隆形成中辐射诱导的减少的

影响。结果显示，与它们各自的未处理的  对照细胞(100％)相比，单独的SDG(10-50μM)不引

起对所有三种细胞类 型的集落形成能力的任何不利影响(图7A-7C)。

[0199] 辐射治疗以剂量依赖性方式显著(p≤0.01)降低了上皮和内皮细胞的  集落形成

能力。当在辐射前用SDG处理细胞时，在所有处理组中存活的部分  显著增强(图7A，7B)。在
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50μM  SDG预处理的辐射组中观察到对在成纤维  细胞中克隆形成的辐射诱导的损失的最大

保护(图7C)。因此，我们选择这  种特定浓度的SDG用于我们的进一步研究。

SDG防止在所辐射的原发性肺细胞中形成DNA  SSB

[0200] 我们首先进行了一项研究，以确定在放射生物相关剂量2Gy后在所  有细胞类型

(内皮、上皮、成纤维细胞)中DNA损伤的动力学。如所预期 的，与其相应的未经辐射的对照

细胞相比，在所有细胞类型中辐射暴露诱导了  显著的DNA损伤，如增加的尾力矩所证明的。

DNA损伤的程度在辐射后30  分钟最大。DNA损伤的程度随着辐射后长达60分钟的时间而降

低，并且在辐  射后2小时进一步急剧下降。因此，我们选择30分钟时间间隔进行与放射诱 

导的DNA损伤相关的进一步研究(图8A)。

[0201] 与其未辐射的对照细胞相比，辐射暴露(2Gy)导致彗星尾长显著增  加。在辐射前

以各种时间间隔(0h、2h、4h、6h和24h)处理细胞。在所有 时间间隔用SDG(50μM)预处理细胞

显著抑制所有三种类型的肺细胞中的辐  射诱导的彗星尾长。然而，在辐射前6h  SDG处理时

观察到在所有细胞类型中  对DNA的辐射诱导尾力矩的最大保护(图8B)。描述在辐射(在SDG

的存  在和/或不存在)肺上皮细胞中彗尾形成的代表性荧光显微照片已经在插入  物，图8B

中显示。

SDG治疗废除了鼠原代肺细胞中γ-H2AX病灶的形成

[0202] 为了进一步测试我们的假设，SDG是否可以保护免受氧化性DNA损  伤，我们还评估

了SDG对诱导γ-H2AX病灶的作用。使用标准显微镜生成的 图像分析(图9，10)和流式细胞

术(图11)方法评估SDG预处理对氧化性  DNA损伤的影响，其由辐射后鼠原代肺细胞中的γ-

H2AX形成证实。荧光显微  镜分析的结果显示，辐射(2Gy)暴露导致所有三种细胞类型中γ-

H2AX病灶 的形成的显著增加(图9)。病灶/细胞数量基本上增加15分钟，在辐射后30  分钟

达到峰值(针对上皮、内皮和成纤维细胞的分别为46.7％±0.5、33.6％±  3.2和30.0％±

1.4的γ-H2AX阳性细胞)，而数字在暴露的1小时内显著降  低，但仍显著高于未经辐射的对

照细胞。与它们各自的未经辐射的对照细胞  (针对所有细胞类型p<0.005)相比，所有值都

显著更高(图9)。

[0203] SDG预处理(IR前6小时)显著降低了γ-H2AX的诱导，因为在经辐  射的上皮细胞、

内皮细胞和成纤维细胞中，γ-H2AX阳性细胞数量分别降低到  22.7％±2.17、21.92％±

2.88和22.1％±1.9(针对上皮，p<0.005，并且针对内  皮和成纤维细胞，p<0.05)。SDG保护

细胞免受γ-H2AX病灶形成的能力似  乎独立于细胞类型，因为SDG的预处理保护所有三种

类型的肺细胞免受辐射  诱导的DNA链断裂。图10描述了原代肺上皮细胞中γ-H2AX阳性细

胞的显微  镜分析的代表性荧光显微照片。

[0204] 使用流式细胞术进一步证实了辐射暴露后SDG对钝化γ-H2AX阳性细  胞的诱导的

保护作用。如所预期的，在辐射后观察到在γ-H2AX阳性细胞的诱  导中的类似模式；然而，

在所有细胞类型中，通过SDG预处理显著消除了γ-  H2AX阳性细胞的数量(图11)。

SDG治疗防止原代肺细胞免受IR诱导的细胞凋亡死亡

[0205] 为了研究SDG在细胞凋亡方面的细胞保护作用，用DAPI染色细胞核  用于通过显微

镜的目测并计数。显微镜分析证实，对照细胞具有完整的染色质  (凋亡细胞约4％-5％)，而

辐射暴露显著(p≤0.05)以时间和剂量依赖性方 式增加凋亡细胞的百分比。在24h时，在上

皮和内皮细胞中分别观察到凋亡细  胞的百分比为13.9％±1.08和15.1％±1.95。SDG预处
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理(50μM)明显(p≤  0.05)反映了IR诱导的凋亡细胞百分比增加(在上皮和内皮细胞中分别

为  9.9％±1.08和10.71％±1.45凋亡细胞)，如图12(A和B)中所示。发现成 纤维细胞最敏

感，因为辐射暴露导致在24和48hr凋亡细胞分别显著提高  36.4％和41.8％。重要的是，如

上皮和内皮细胞所示，用SDG预处理也显著降  低了肺成纤维细胞中的细胞凋亡程度(图

12C)。

SDG治疗修饰鼠原发性肺上皮细胞中细胞凋亡调节子的表达

[0206] 为了进一步阐明SDG在钝化DNA损伤和细胞死亡中的辐射防护作  用，我们假设SDG

可以改变促细胞凋亡和抗细胞凋亡调节子蛋白的比例。因  此，我们测试了在辐射存在或不

存在下SDG治疗肺细胞是否会改变Bax和  Bcl-2的基因表达，以及这些变化是否将转化为蛋

白质水平的变化。为此，用  SDG(50μM)处理肺上皮、内皮和成纤维细胞，并通过qPCR在IR后

6、24  和48小时评估酶mRNA水平(图13A和13B)。我们观察到2Gy导致在IR  后24和48小时促

细胞凋亡Bax  mRNA水平增加约11倍，其通过SDG预处理  显著(p<0.05)抑制。可替代地，抗细

胞凋亡Bcl-2mRNA水平不由于辐射暴 露而改变，然而在IR处理后24和48小时，在SDG预处理

的细胞中分别增加  了6.6和3.5倍。当通过蛋白质印迹分析Bax和Bcl-2mRNA水平的变化的

蛋白  质验证时，我们发现Bax和Bcl-2蛋白水平的随后增加趋向于在SDG预处理的  细胞中

降低的水平(图13C描绘了代表性印迹，并且13D和13E显示了带密  度定量)。为了进一步调

研通过SDG观察到的辐射防护背后的潜在机制，我  们评估了SDG在改变细胞凋亡信号级联：

执行子切割的半胱氨酸蛋白酶-3和  切割的PARP中涉及的关键蛋白水平中的作用。总的来

说，切割的半胱氨酸蛋 白酶-3和切割的PARP的水平在经辐射的细胞中在IR后6、24和48小

时显著  增加，并且趋向于在SDG预处理的细胞中降低的水平(图14A描述了代表性 印迹，并

且14B和14C显示了带密度定量)。

讨论

[0207] 在这个实例中，我们证明FS木脂素SDG可以保护鼠原代肺细胞免受  辐射诱导的氧

化性DNA损伤和细胞凋亡死亡。我们观察到SDG预处理不仅改  善IR诱导的细胞毒性，如通过

克隆形成生存测量的，而且还减少了DNA链断  裂(DSBS和SSBS)的诱导和肺细胞中的细胞死

亡。重要的是，通过SDG治  疗还改变了参与细胞凋亡调节的基因的表达。这些研究结果表明

SDG可能作 为无毒的辐射防护剂在辐射情况下和改进放射治疗的治疗指数中是有用的。

[0208] IR诱导的细胞死亡是细胞放射敏感性的经典标志物，其特征在于克隆  形成生存

的丧失。类似地，我们还注意到所有三种鼠肺细胞中的克隆形成的辐  射剂量依赖性损失，

其通过SDG预处理显著减弱(图7)。细胞DNA是细胞  中IR诱导的损伤的主要靶标。在暴露期

间产生的ROS诱导细胞DNA的改变 的阵列，其范围从突变、碱基损伤、交联、SSB和DSB。DNA中

的损伤不能  被代替，并且因此必须修复，并且如果其保持未修复，该细胞可以诉诸诱导细 

胞凋亡或坏死。因此，靶细胞DNA的保护赋予针对基因毒性损害的第一道防  线。ROS产生在

暴露的几秒内发生，并且在辐射后持续几分钟。因此，早期辐  射应答(如立即DNA损伤)在辐

射暴露后几分钟内发生。类似地，在受辐射  细胞的时间依赖性动力学研究中，我们还观察

到DNA链断裂的程度，如彗星  尾长所证明的，在暴露后30分钟内达到其最大水平，并随后减

少(图8A)。

[0209] 彗星测定是用于在细胞水平下检测DNA损伤/修复的敏感技术，并且 已广泛用于

研究DNA链断裂。多酚通过减少ROS介导的氧化性DNA损伤具  有保护正常组织或细胞免受辐
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射的损伤作用的能力。在本研究中，通过使用标  准碱性彗星测定，我们还评估了SDG对IR诱

导的SSB在鼠原代肺细胞中的作  用。我们的结果与其他报告一致，这些其他报告显示针对

其他多酚(如，白杨 素和表儿茶酸)免受辐射诱导的DNA  SSB的类似的保护作用。

[0210] 尽管SSB容易被细胞修复，但是DSB对于细胞更难以修复，并且更  可能导致诱变，

因此DSB主要代表致死性细胞事件。H2AX分子对于通过辐射  引入的每个DNA双链断裂沿着

兆碱基长染色质结构域变为磷酸化的(γ-  H2AX)，并且γ-H2AX损失或去磷酸化与DNA修复

在时间上相关。我们在这  里报告，在所有三种类型测试的细胞中，SDG保护细胞DNA避免红

外诱导  DSB。我们的结果与一些其他研究一致，这些其他研究也表明多酚像白藜芦醇  和绿

茶儿茶素保护细胞免受IR诱导DNA链断裂。然而，在辐射不存在下，  SDG在这些细胞二者之

一中都没有发挥任何毒性作用。由于氧化性DNA损伤  被认为是许多癌症的前体，所以通过

作为抗氧化剂的SDG的这种损伤的减少 可以导致降低的癌症风险。

[0211] 众所周知，IR诱导的细胞和组织中细胞凋亡部分是由于细胞中DNA  损伤的诱导。

虽然若干种机制(O6-甲基鸟嘌呤、碱基N-烷基化、庞大的  DNA加合物，DNA交联)参与DNA损

伤依赖性细胞凋亡，但是DNA双链断  裂在诱导凋亡性细胞死亡中起主要作用。在这项研究

中，用SDG预处理细胞  保护避免肺细胞中辐射诱导细胞凋亡并且抑制彗星尾长和γ-H2AX

病灶形成。  因此，SDG对辐射诱导的凋亡性细胞死亡的保护作用可以归因于其减少细胞氧 

化应激的能力、离子稳态恢复及其防止DNA损伤的能力。这些发现与在我们 的缺血再灌注

和辐射诱导的组织损伤的鼠研究中的饮食整粒亚麻籽的抗细胞凋  亡性能一致，并且表明

SDG作为亚麻籽中可能的生物活性成分，介导组织中 的保护性，抗凋亡作用。

[0212] 因为IR降低了细胞环境中抗氧化剂酶的水平，所以通过抗氧化剂对  细胞的预处

理可能进一步干扰ROS，并且从而降低ROS与生物分子相互作用 的风险。在前面的实例中，

我们早先报道，用包含亚麻籽木脂素复合物的饮食  预饲喂动物增加小鼠肺中保护性II期

抗氧化剂酶的水平。这些作用的假设机制  涉及激活抗氧化剂应答元件(ARE)介导的转录诱

导。此外，Nrf2还启动负责  保护免受氧化应激介导的细胞毒性的各种抗氧化剂酶的从头合

成。一些其他报  告还表明多酚像姜黄素和EGCG对氧化应激发挥保护作用，这与它们诱导II 

期抗氧化剂酶的能力有关。

[0213] 从结果显而易见，SDG减少鼠原代肺细胞中的细胞死亡，这是由于其  抗氧化剂性

能和对DNA的保护作用。我们的发现证实了许(Hseu)等人(食  品和化学毒理学(Food  Chem 

Toxicol)2012,50:1245)的结果，其报道了鞣花  酸，在石榴中发现的多酚，通过HO-1和Nrf-

2基因的上调来保护人角质形成  细胞免受UVA诱导的氧化应激和细胞凋亡。我们的研究提

供了新颖的证据，  SDG在抗击IR诱导的氧化损伤和凋亡细胞死亡的辐射防护作用可能是通

过直  接诱导抗氧化剂防御系统。

[0214] 总之，这些结果证实亚麻籽中的亚麻籽木脂素SDG具有有效的辐射 防护性能，其

可能有助于在动物研究中观察到全谷物的保护作用。

实例3

开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)清除次氯酸离子：SDG保护基因组DNA 免受辐射的新

颖机制

[0215] 次氯酸(HOCl)，一种有效的氧化剂，是由嗜中性粒细胞通过活化 的髓过氧化物酶

产生，该髓过氧化物酶催化生理存在的氯离子和过氧化氢  (H2O2)之间的反应。活化的嗜中
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性粒细胞产生H2O2和超氧化物阴离子  O2·-。在生理pH下，存在HOCl和次氯酸根离子(ClO-)

的混合物。HOCl通  过氧化损伤杀死微生物。然而，已知过量的生产会对组织造成损害。次氯

酸盐  修饰腺嘌呤核苷酸导致氯胺的形成，这似乎是嗜中性粒细胞介导的毒性的主要  机

制。

[0216] HOCl及其共轭碱ClO-已显示出氧化氨基酸、肽、蛋白质和脂质，并 氯化细胞DNA和

RNA中的碱基。HOCl/ClO-的反应导致嘌呤和嘧啶核苷酸在  鸟嘌呤和胸腺嘧啶的环内-NH基

团以及鸟嘌呤、腺嘌呤和胞嘧啶衍生物的环外  NH2基团上的修饰，导致氯胺(如(RNHCl)和

RR’NCl)的形成。发现主要修  饰的碱基是在SKM-1细胞的DNA和RNA中的5-氯胞嘧啶、8-氯腺

嘌呤和8- 氯鸟嘌呤。

[0217] 众所周知，γ-辐射能够电离原子和分子。在生物系统中或在溶液中， 电离辐射产

生羟基自由基(·OH)，其被认为是电离辐射诱导的对细胞组分  (包括脂质、蛋白质和DNA)

的损伤的来源。然而，这些高度不稳定的自由  基可被Cl-离子清除，这些Cl-离子以非常高的

浓度存在于生理介质中。这导  致产生含活性氯的中间体，其中相对稳定的ClO-是辐射衍生

的毒物。在含氯  化物的溶液中，ClO-和氧化性质的其他活性氯衍生物形成为辐射分解的产

物；  它们可以有助于抑制有机体的生理功能。因此，我们建议辐射诱导的DNA或  蛋白质损

伤部分地通过辐射生成的ClO-来介导。

[0218] 化学合成的SDG的两种非对映异构体最近已被证明在其抗氧化剂， 自由基清除和

DNA保护性能方面是等效的。本研究使用高度新颖和特异性荧  光探针评估在避免生物盐水

溶液中γ-辐射诱导产生的ClO-的DNA辐射防护中  的SDG。次氯酸盐特异性3’-(p-氨基苯

基)荧光素(APF)和羟基自由基-敏感 的3’-(p-羟苯基)荧光素(HPF)提供用于确定上述活

性氧簇(ROS)的更大的 特异性和再现性。

材料与方法

化学品

[0219] ROS指示探针APF和HPF、质粒DNA(pBR322)和1kb加DNA梯  来自英杰公司(生命技术

公司，卡尔斯拜德，加利福利亚州)。

确定次氯酸盐

[0220] 在次氯酸盐存在下或在γ-辐射暴露后，在490nm/515nm的激发/发射  下测量PBS

中的ROS探针APF和HPF的荧光。数据表示为相对荧光单位  (RFU)。

通过确定牛磺酸氯胺γ-辐射诱导产生次氯酸盐

[0221] 使用TMB测定法确定牛磺酸的氯化。数据表示为牛磺酸氯胺(吸光  度)以及ClO-浓

度(μM)。

次氯酸盐诱导对小牛胸腺和质粒DNA的损伤

[0222] 在37℃下，用次氯酸盐孵育小牛胸腺或质粒DNA2  hr。使DNA样品  进行琼脂糖

(1％)凝胶电泳并且进行分析。

次氯酸盐诱导的2-氨基嘌呤(2-AP)氯化的确定

[0223] 将PBS中的2-AP暴露于次氯酸盐，并且在360-390nm之间记录荧光  光谱，在374nm

下具有发射最大值。计算2-AP的变化％。

数据的统计分析

[0224] 获得的数据表示为平均值±标准偏差。使用邦弗朗尼校正用Statview  程序，使数
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据经受单向方差分析(ANOVA)与事后比较。P值≤0.05被认为 是有意义的。

结果

[0225] 在这项研究中，我们调研SDG清除辐射诱导的ClO-的能力，作为在  生理溶液中DNA

保护免受辐射暴露的潜在机制。

SDG清除次氯酸离子

[0226] 使用次氯酸钠评估所选择的荧光探针的特异性。图15A示出了随着  ClO-浓度(1-4

μM)的增加APF荧光强度的线性增加。重要的是，HPF荧光  强度仅略有增加，表明APF荧光主

要是ClO-依赖性的。选择ClO-剂量在后续  实验的该范围内。然后评估SDG(可商购的)通过

SDG清除ClO-的能力。事 实上，SDG剂量依赖性地降低ClO-(图15B)。最后，我们评估了合成的 

SDG非对映异构体SDG(S,S)和SDG(R,R)的ClO-清除效应。在0.5μM下，  SDG(R,R)和SDG(S,S)

和SDG(商业)清除ClO-(图15C)，具有与类似于 水飞蓟宾(一种已建立的ClO-清除剂)的可比

较的效力。

SDG清除γ-辐射诱导的次氯酸盐

[0227] 辐射剂量依赖性产生ClO-，如由APF的荧光强度的增加证明的。具  体地，50Gyγ-

辐射诱导的APF和HPF(图16A)，其通过SDG剂量依赖性地  降低(图16A和B)。APF荧光(1 ,

816.30)的降低的初始斜率比HPF  (695.75)高，表明SDG对ClO-的选择性清除效应(插入物，

图16A)。与  HPF相比，SDG对APF的影响明显更显著(图16B)。SDG钝化来自辐射暴  露(25和

50Gy)的ClO-生成，通过增加的APF(图16C)和HPF(图16D)荧光(p<0.05)显示。APF/HPF的比

率通过SDG降低，表明ClO-的选 择性清除。

当氯化牛磺酸时，次氯酸盐辐射剂量依赖性增加

[0228] 为了建立辐射诱导ClO-氯化生物分子中的-NH基团，我们评估了放  射诱导的牛磺

酸氯化。结果(图16E)显示在生理盐水中，γ-辐射在50、100  和200Gy下显著增加了牛磺酸

氯胺形成，表明γ-辐射诱导ClO-产生，其依赖  于氯化物浓度(图16F)。结果提供了强有力

的证据，辐射诱导ClO-在生理 溶液中，能够损害生物分子。

SDG保护次氯酸盐诱导对小牛胸腺和质粒DNA的损伤

[0229] 我们确定ClO-是否诱导对基因组(图17A-D)和质粒(图17E-F)  DNA的损伤。实际

上，ClO-诱导剂量依赖性DNA片段化(图17A，B)，同 时低分子量片段增加。通过所有SDG钝化

对暴露于0.5mM次氯酸盐1.0μM 的基因组DNA的损伤，至与槲皮素，已知的抗氧化剂和水飞

蓟宾，ClO-清除  剂可比较的水平(图17C，D)。类似地，通过SDG钝化由ClO-对质粒DNA 的损伤

(图17E，F)。具体来说，与在琼脂糖凝胶电泳中具有不同迁移模式 的、损坏的、开放螺旋的

DNA相比，我们评估超级螺旋(SC)质粒DNA的  数量与OC(18.6％±9.4％)相比，以(25μM)存

在的SDG减少了ClO-诱导 的对质粒DNA的损伤，并保持大部分(81.3％±9.4％)DNA处于超

级螺旋形 式。

SDG对次氯酸盐诱导2-AP氯化的保护作用

[0230] 为了确定ClO-对DNA的损伤是否通过碱基修饰发生，我们评估了  ClO-诱导的2-AP

(一种嘌呤的荧光类似物)的氯化作用。以与通过辐射暴露  (图15A，16A，17A)产生的那些浓

度的可比较浓度(10μM)给出的次氯酸  盐降低了2-AP荧光，该2-AP荧光通过用SDG预处理

(60秒)来防止(图18A和B)。最重要的是(图18B和C)，如果在暴露于ClO-后+15、+30、  +60、+

120、+180或+300秒处添加，用SDG后处理导致从次氯酸盐诱导的  2-AP修饰显著恢复。这些
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结果证实SDG对次氯酸盐诱导的嘌呤碱基修饰的核  碱基保护特征。

SDG对2-AP的γ-辐射诱导的氯化的保护作用

[0231] 为了确定辐射是否诱导核碱基氯化，我们使用与上述相同的系统，即  2-AP荧光

(图19A)。事实上，暴露于γ-辐射导致荧光强度的剂量依赖性降  低(类似于在ClO-存在下

的观察(图18A)，其通过SDG(图19A和B)来 防止)。这些结果证明γ-辐射诱导核碱基的氯化

并且建立了SDG针对嘌呤碱  基的这种辐射诱导修饰的保护性能。

SDG作用在预防或减轻通过辐射引起的核碱基氯化中的建议机制

[0232] 关于N-氯化核碱基的恢复或预防的机制，我们建议或通过富电子芳环  的双电子

还原N-Cl分子或单电子还原，导致形成游离的N-根，其进而从苯酚  SDG部分中的-OH基团捕

获氢原子。方案1(图20)表明SDG保护作用的建  议机制。我们目前的研究结果提供通过清除

次氯酸离子并且保护免受辐射诱导 的DNA损伤的SDG的辐射防护作用的新机制的证据。

讨论

[0233] 这项研究的结果提供以下各项的证据：i)SDG，一种已知的木脂素抗  氧化剂和自

由基清除剂，通过化学方法以及通过辐射在生理溶液中产生的脱毒 次氯酸离子；ii)SDG保

护基因组DNA以及来自次氯酸盐诱导的损伤的质粒  DNA；iii)SDG防御(从次氯酸盐诱导的

DNA损伤中保护或恢复)的机制涉  及清除次氯酸盐和再生来自氯胺(-NCl)的核碱基上的氨

基(-NH)；iv)暴露  于γ-辐射导致牛磺酸氯胺形成的增加；v)暴露于γ-辐射导致通过SDG

防止的  嘌呤碱的增加的氯化；vi)当在暴露之前或之后添加时，SDG作用同样有效地  保护

DNA免受次氯酸盐诱导的损伤，即它可以作为核碱基氯化的保护剂和/或  缓和剂；vii)与商

业的SDG、水飞蓟宾和槲皮素(天然抗氧化剂黄酮类)相 比，合成的SDG(S,S)和SDG(R,R)非

对映异构体在清除次氯酸离子并且防止 次氯酸盐诱导的DNA损伤方面同样有效。这些结果

证实SDG对于次氯酸盐诱 导的核碱基修饰的保护和减轻性能。

[0234] 使用胸部辐射损伤的小鼠模型，我们建立了全谷物饮食亚麻籽，富含  木脂素多酚

的谷物以及富含SDG的亚麻籽木脂素配制品的组织辐射防护作  用。这些研究强调木质素

SDG对辐射诱导的体内组织损伤的辐射防护和辐射  减轻性能。提取、纯化或合成亚麻籽SDG

是体外以及体内有效的抗氧化剂。  为了探索SDG的治疗潜力，我们通过新颖的化学反应合

成SDG，并通过评估  其还原能力，金属螯合潜力，和针对·OH自由基、过氧化自由基和DPPH

自由  基的自由基清除活性来确定合成的SDG(R,R)和SDG(S,S)的抗氧化剂性能。我  们还通

过评估其预防γ-辐射诱导对质粒DNA(pBR322)和小牛胸腺DNA的  损伤的潜力，证明了合成

的SDG(R,R)、SDG(S,S)非对映异构体的辐射防护特 征。

[0235] 我们还表明，通过SDG的基因组DNA的最大辐射防护已经在约5.0 μM浓度下实现，

该浓度低于其自由基清除和抗氧化剂作用的EC50值，典型  地在130-200μM的范围内。有趣

的是，在本研究中确定的SDG在清除辐射诱  导的次氯酸盐中的最大有效性在0.5至5μM内。

这表明SDG的DNA保护作  用部分是由于清除了损伤性ClO-。显示SDG对次氯酸盐诱导的2-AP

修饰的 保护作用的结果表明，SDG通过防止次氯酸盐诱导的对核碱基的损伤来保护  DNA。

[0236] HOCl由活化的嗜中性粒细胞的髓过氧化物酶使用由NADPH氧化酶  和氯离子作为

底物产生的过氧化氢产生。HOCl可以氯化并氧化核碱基。由于  HOCl可氯化核碱基，因此这

可能引起基因毒性。氯化核苷已经被鉴定并与炎  症和癌症相关。

[0237] 可能存在若干种潜在的机制，通过这些机制SDG可以保护DNA免受  辐射诱导的损
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伤：1)通过清除引起核碱基的氯化和氧化的次氯酸根离子；2)通  过清除通过与氯离子反应

产生次氯酸盐的·OH自由基。我们观察到在氯离子存  在下在磷酸盐缓冲盐水(PBS)中以及

在单独的盐水(初步实验)中，·OH的  产生急剧下降。考虑到氯离子在体内生理介质中的高

浓度，次氯酸盐产生的显  著性和次氯酸盐诱导的对包括DNA的细胞组分的损伤将是辐射损

伤的主要机  制；3)通过与DNA碱基对结合，作为若干黄酮类如lutiolin、山奈酚和槲皮  素；

4)通过阻断相似嘌呤和嘧啶碱基，特别是C5、C6和C8上以及在脱氧核  糖位点处质子的抽取

或·OH的添加。这些机制已被提出用于保护免受自由基诱  导的DNA损伤；5)最后，通过还原

形成的氯胺，从而再生核酸中的内部和外  部氨基基团。因此，SDG作为次氯酸离子的清除剂

以及作为抗氧化剂和自由基  清除剂以及来自次氯酸盐诱导的氯化作用的核碱基的保护剂

可以充当DNA辐 射防护剂和辐射缓解剂。

[0238] 次氯酸盐以pH依赖的量作为次氯酸盐阴离子(ClO-)，次氯酸  (HClO)和游离氯

(Cl2)的混合物存在于溶液中。在生理pH下，ClO-和  HClO是主要分子。与强的单电子氧化剂

如·OH相比，次氯酸盐是一种双电子  氧化剂，比·OH更少反应性并且更具选择性。次氯酸盐

可氯化富含电子的芳环  和NH-化合物。它氧化伯醇和仲醇以及苄基亚甲基基团和叔次甲基

基团和酚。  上述反应的第一步是氯化，然后水解/HCl消除。SDG包含所有上述反应位  点，除

了使SDG分子成为强效次氯酸盐清除剂的氨基。在方案1(图20)  中，我们提出了通过SDG使

用核苷碱基的1-电子或2-电子还原的DNA保护的 新颖机制。

[0239] 总之，我们已经证明SDG清除次氯酸(ClO-)离子并防止辐射诱导  的次氯酸盐和

DNA损伤。由于已知次氯酸离子通过氯化/氧化修饰DNA碱  基，并且然后随后导致DNA损伤，

因此我们的发现显示SDG可用作与癌症治  疗的放射治疗或意外暴露于辐射相关的正常组

织损伤的辐射防护剂。

实例4

亚麻籽及其木脂素保护免受苯并-α-芘的影响

[0240] 亚麻籽、SDG和木脂素衍生物通过抑制多步致癌作用过程来减轻由烟  草和其他环

境致癌物造成的肺部肿瘤发生(图21)。在该实例中，提供了实  验，表明在动物模型中,木脂

素SDG具有通过调节Nrf2调节的阶段II解毒通路  和可能其他机制的化学预防活性。SDG的

保护作用由直接ROS清除和/或间接  抗氧化/抗炎性能以及降低致癌物毒性和DNA损伤来介

导。

[0241] 鼠上皮细胞暴露于烟草和环境致癌物苯并-α-芘(BaP)诱导破坏性活  性氧簇

(ROS)，如通过氧化还原敏感性荧光染料检测的(图23)。早在暴露  于致癌物后2小时，荧光

强度的强烈增加表明细胞中ROS的产生。

[0242] 为了证明SDG降低细胞中致癌物诱导的氧化性DNA损伤，将SDG  (10μM)添加至暴露

于25μM的BaP的人上皮细胞(A549)中，并使用质谱  法检测对DNA的氧化损伤，如8-氧代-7,

8-二氢鸟嘌呤(8-氧代-dGuo)的存在  指示的。SDG在致癌物暴露后3和6小时减少DNA损伤

(图22)。同样，为  了证明SDG防止ROS从致癌物暴露中产生，将小鼠上皮细胞暴露于10或20 

μM  BaP和增加浓度的SDG(0、0.1、0.5、1、5μM  SDG)，并在2小时后检  测ROS。SDG清除有害ROS

至可忽略的水平(图24)。

[0243] 类似地，SDG防止暴露于BaP的人上皮细胞中的基因毒性应激。将细  胞暴露于强致

癌物如BaP，诱导基因毒性应激，如通过增加的p53蛋白水平所  指示的(图25)。这通过在5、
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10、25和50μM浓度下SDG的存在而减轻剂  量依赖性。SDG还防止暴露于BaP的人上皮细胞中

的氧化性DNA损伤。将细  胞暴露于强致癌物如BaP，诱导氧化性DNA损伤，如通过增加的γ-

H2AX(双  链DNA断裂的标志物)的水平所指示的(图26)。这通过在5、10、25和  100μM浓度下

SDG的存在而减轻剂量依赖性。此外，SDG防止暴露于BaP的  人上皮细胞中的DNA加合物形

成。将细胞暴露于强致癌物如BaP诱导DNA  加合物的形成(图27)。DNA加合物是与致癌物共

价连接的DNA片段，并与  恶性肿瘤的发展直接相关。DNA加合物水平通过单独或组合给予

SDG或其代 谢物ED和EL的存在而降低。

[0244] 亚麻籽及其木脂素在化学致癌物诱导的肺肿瘤的小鼠模型中提供保  护。给小鼠

(A/J菌株)以1mg/Kg剂量经腹膜内注射4次烟草和环境致癌物  BaP(每周一次)(图28)。小鼠

在暴露时用亚麻籽或木脂素饮食开始。在暴  露后在不同时间评估小鼠，以确定肿瘤负荷，

小鼠重量和总体健康状况。

亚麻籽降低小鼠中的肿瘤负荷：

[0245] 图29呈现了BaP暴露和饮食亚麻籽给予后若干个月，鼠肺的代表性  临床图像。图

30呈现了BaP暴露和饮食亚麻籽给予后若干个月，鼠肺的代表  性H&E应变肺切片。来自喂食

对照饮食(上图)或亚麻籽(下图)的小鼠的  箭头指示的结节在亚麻籽喂养的小鼠中显示更

小。每个小图代表不同的动物。

[0246] 使用针对整体肿瘤面积和结节大小(图31A和B)的图像分析软件进  行形态学评估

组织学鼠肺切片。在喂养亚麻籽饮食的小鼠中，肿瘤占据的肺面  积显著减少(p<0.03)。类

似地，存在更小肿瘤结节尺寸的趋势。针对每个  肺的肿瘤结节的总数(图32A)和侵袭肺的

肿瘤％(图32B)，还将组织学鼠  肺切片进行了形态学评估。每个肺存在更少的肿瘤结节的

趋势(A)并且在亚麻  籽补充剂下更少的肿瘤侵入的趋势(B)。

[0247] 最后，亚麻籽补充剂显示防止来自由BaP诱导的肺癌的耗散效应。在  BaP暴露后纵

向测量动物重量200天。饲喂亚麻籽饮食的小鼠暴露于BaP下，  显示比当对照饮食时暴露于

BaP的小鼠显示更高的重量(图33)。

实例5

亚麻籽及其木脂素保护细胞和组织免受石棉诱导的损伤

介绍

[0248] 恶性间皮瘤(MM)是一种毁灭性的，疼痛的和致死型的癌症，没有  疗法和治疗的现

实机会。MM的发展与暴露至石棉纤维直接相关。最近的研究  表明，石棉诱导的癌症的发病

机理是由于通过持续石棉纤维造成的慢性炎症和  氧化组织损伤。全粒亚麻籽(FS)具有已

知的抗氧化剂，抗炎和癌症化学预防  性能。在该实例中，在Nf2+/mut；Cdkn2a+/mut小鼠中测试

了FS及其富含在饮食中  给出的木脂素开环异落叶松脂素二葡糖苷(SDG)的木脂素组分

(FLC)防止 急性石棉诱导的炎症和炎症细胞因子释放的能力。

材料和方法

小鼠饮食和石棉暴露

[0249] 在啮齿动物食物中给出了FS和其富含木脂素开环异落叶松脂素二葡  糖苷(SDG)

的木脂素组分(FLC)。将小鼠(Nf2+/mut；Cdkn2a+/mut)在单次ip  推注400mg青石棉石棉后一天

(+1)或前一天(-1)置于10％Fs或10％FLC  补充剂饮食上，并且评估3天后腹部炎症和促炎

细胞因子释放(参见图34)。  选择NF2小鼠品系，因为当暴露于石棉时其形成MM的加速形式。
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组织收获和分析

[0250] 使用液相色谱，串联质谱(LC/MS/MS)，评估亚麻籽木脂素代谢物  (如哺乳动物木

脂素肠内酯(EL)和肠二醇(ED))的系统水平(即，血  浆)，以确保FS被该小鼠品系的肠道菌

群有效代谢，并且水平与其他小鼠模 型中的那些可比较。

[0251] 使用PBS进行腹部灌洗，并使用细胞离心涂片分析确定巨噬细胞  (MF)和嗜中性粒

细胞(PMN)的水平。

讨论

[0252] 使用液相色谱，串联质谱(LC/MS/MS)，评估亚麻籽木脂素代谢物  (如哺乳动物木

脂素肠内酯(EL)和肠二醇(ED))的系统水平(即，血  浆)，以确保FS被该小鼠品系的肠道菌

群有效代谢，并且水平与其他小鼠模  型中的那些可比较(图37)。巨噬细胞(MF)和嗜中性粒

细胞(PMN)的腹  部灌洗水平表明FS和FLC都钝化由石棉诱导的急性腹部炎症(图36和  38)。

此外，促炎细胞因子TNF-α和IL-1β的水平也通过饮食剂降低(图37  和38)。

[0253] 结论：这些发现表明亚麻籽及其木脂素组分的化学预防性能延伸到保  护免受石

棉诱导的组织和细胞损伤。亚麻籽因此可以用作恶性间皮瘤的化学预 防中的饮食剂。

实例6

体内SDG给予的优化剂量和动力学

[0254] 在本实例中，在通过口服灌胃以水溶性形式给予SDG的小鼠中，呈  现了关于药物

代谢动力学、生物利用度、和剂量应答的数据。

[0255] 剂量研究：向小鼠口服给予5、25、50和100mg/Kg体重的SDG剂量  (n＝5/剂量)，并

且4小时后收集组织用于分析。通过液相色谱和质谱分析  SDG及其生物活性代谢物ED、EL和

SECO的血浆浓度，并以ng/mL表示  (图39)，而Nrf2调节的抗氧化剂酶(AOE)(SDG及其代谢物

的细胞内靶  标)的基因表达水平，使用qRT-PCR从相同动物的肺组织中进行确定(图  40)。

HO1、NQO1和GST的基因表达水平增加2-3倍，以少至5mg SDG/Kg，并且相对于基线达到平均6

倍的增加，以100mg/Kg  SDG。基因水  平由肺组织中蛋白质水平的更低但仍显著增加支持。

[0256] 药代动力学研究：在选择100mg/kg剂量作为诱导显著的AOE表达， 同时允许在循

环中检测SDG的剂量后，进行药代动力学研究以确定靶组织  (即，肺)中的生物利用度和生

物效应。在15min、30min、和1、2、4、6、  8、12小时收集血液样品以及组织(肺、脑、肝、肾、脾)。

如上在血浆和肺 中确定SDG水平(图41)。单次剂量100mg  SDG/Kg被良好吸收，并且在循  环

中在给予后长达6小时(图41A)和冲洗的、无血的肺组织中持续4小时可  检测到完整的SDG

(图41B)。SDG的血浆和肺组织浓度分别在给予后30分  钟达到0.8和12.6μM的水平。值得注

意的是，代表性的AOE基因表达水平  (HO-1、NQO1、GST)的强烈诱导显著升高(p<0.05)超过

基线(图41C)。观察到的基因表达增加与通过蛋白质印迹确定的蛋白质水平的增加相  关

(未显示)。重要的是，以相同剂量给予每日两次的SDG持续7天显示无  不耐受性也无毒性。

这些数据表明，通过这种可溶性SDG形式可以获得显著 的生物利用度和效率。因此，大大促

进了SDG在人类治疗中的用途，并且不  太可能发生毒性风险。因此，50-100mg/Kg(每天1或

2mg  SDG)的剂量足以  在靶组织中诱导预期的保护作用，并且可用于进一步研究。

实例7

在Nrf2缺陷小鼠中BaP诱导的肺肿瘤发生中的SDG对致癌作用的起始或促  进阶段的影

响。
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[0257] 来自肺损伤模型的数据显示，FS和FS衍生的SDG在饮食中可以上调  肺中的Nrf2和

Nrf2激活的基因和蛋白质。在本实例中，使用Nrf2敲除小鼠，  测试了这种途径的活化是SDG

的化学预防效应的重要机制的假说，并且确定  SDG在致癌作用的起始和促进阶段是否具有

活性。

SDG在Nrf2缺陷小鼠中的作用。

[0258] 在这些实验中，将野生型A/J小鼠中在BaP诱导的肺癌模型中口服给  予的合成SDG

的作用与在A/J背景(目前保持在我们的动物设施处的集群)  上回交的Nrf2缺陷小鼠进行

比较。简言之，对一组野生型(WT)小鼠和一组  敲除(KO)小鼠喂食对照饮食。一组WT小鼠和

一组KO小鼠通过其饮用水  给予SDG，以达到50和100mg/Kg的每日SDG消耗(以测试在抑制肺

癌发展  中剂量应答关系)，如图42A中所示。SDG给药研究和动力学确定SDG应当  给予持续

至少几天，因为这被确定为饮食在组织中达到稳定状态所需的最小时  间，随后4次每周注

射i.p.给予的1mg/小鼠苯并[a]芘(BaP)。口服(口服灌  胃或在饮用水中)50和100mg/Kg 

SDG均可诱导肺中的期酶表达(参见图  41)。在4、6和9个月处死小鼠(参见图42B)，并且收获

肺组织，用于：a)  肿瘤负荷的组织学评估和通过图像分析进行定量，b)Nrf2调节的AOE表达

的  蛋白质印迹检测和氧化应激，c)在小鼠组织和尿中的8-氧代-7,8-二氢-2’-脱氧  鸟苷

(8-氧代dGuo)水平，和d)DNA加合物形成。使用以下各项评估小鼠的  亚组的肺炎症：a)支气

管肺泡灌洗，和b)使用分别针对CD11b/Ly6G、  CD11b/F4/80、和抗-CD3的抗体对炎性细胞

(如嗜中性粒细胞、活化的巨噬细 胞和T细胞)的FACS分析。

[0259] 统计：为了达到统计显著性每组需要的并且建议20只小鼠/组的小鼠  的最小数

量。

[0260] 分析：如上所述(图29和31)，在获得50和100mg/Kg  SDG的WT  小鼠中预期肿瘤的数

量和大小的减少，然而在100mg/Kg剂量的情况下，结果  更深刻(更少的肿瘤)。在与对照饮

食的WT小鼠相比时，由于丧失了使BaP  解毒的能力，预期在获得对照(无药物)的Nrf2  KO小

鼠中更高数量的肿瘤。  然而，预期在接受SDG的Nfr2  KO小鼠中没有肿瘤减少(与KO小鼠没

有药  物相比)，因为SDG的主要作用是通过Nrf2激活介导的。在Nrf2/SDG小鼠 的肿瘤负荷

中观察到的任何减少都归因于也有贡献的其他机制，如SDG的直  接自由基清除效应，其应

通过测量氧化应激的标志物来检测。

SDG和Nrf2激活在致癌作用的起始和/或促进阶段中的作用。

[0261] 预期上述数据将提供关于在BaP的起始和促进阶段期间的SDG给予 的明确机械的

数据。还感兴趣的是确定在刚刚起始阶段(图42A，计划B)期  间或在刚刚促进阶段期间(图

42A，计划C)的SDG补充剂的功效。因此，  使用这些不同的进食计划在野生型A/J小鼠中进行

此图解中概述的实验。

[0262] 分析：在促进或起始期间给予SDG时，预期肿瘤数量和大小减少。  如上所述在Nrf2 

KO小鼠中重复研究，以定义II期酶上调对该活性的贡献。最  近已报道Nrf2在致癌作用期间

具有两个作用，其中一个在肿瘤起始期间是预 防的，并且第二个是促进恶性进展。这些发

现表明使用Nrf2预防肺癌的恶性  进展，而Nrf2激活剂更适合于肺癌预防。预期SDG作为化

学预防剂是有效 的。尽管Nrf2在SDG的抗癌作用中起作用，但是可能还涉及其他机制或甚

至 更重要，如全身流体(血液)或肺组织中miRNA的调节。

向吸烟者给予SDG补充剂对氧化应激的全身和肺特异性生物标志物的影响。
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[0263] 设计了具有遗传和生化终点的SDG的口服给予的临床研究，这些终  点是遗传和生

化的。

[0264] 所选人群：第一组将由从未吸烟的正常健康志愿者组成。该组允许评  估感兴趣的

基因和氧化性生物标志物的真实基线水平(可能低)，以便评估在 “非刺激”环境中由SDG补

充剂诱导的变化。第二组受试者将由目前主动的  吸烟者组成。选择该组是因为：i)它们处

于活动性癌症初始的高风险中并且是  化学预防试验中的潜在受试者，并且ii)先前已经显

示吸烟诱导在呼吸上皮中 的其自身基因组改变，以及活性氧化应激。该组允许吸烟者中的

基因组和氧化  应激标志物的作图，并且以确定在已经“活化的”环境中由SDG诱导的什么 

基因组改变。该组还允许在该高风险群体中通过SDG确定升高的氧化应激标  志物的减少。

选择交叉设计，其中每个患者还将摄入在明胶胶囊剂中给予的安  慰剂对照和SDG补充剂

(参见图43)。

[0265] 剂量：选择商业配制品(BREVAILTM)以避免在不同批次的原或研磨 的亚麻籽观的

情况下察到的SDG含量和生物利用度的显著变异性。可替代  地，将使用合成的SDG如米什拉

(Mishra)等人，生物有机化学与医药化学  通讯(Bioorganic&Medicinal  Chemistry 

Letters)2013,(19):5325所述的合成的  SDG。药理研究表明，每天给药包含50mg的SDG的这

种配制品产生与病例  对照研究中癌症发病率的降低相关的最高五分位数中发现的ENL水

平类似的  ENL水平(中值，63nmol/L)。

[0266] 临床研究：该研究将是一个单中心，随机，双盲，两期交叉试验。将  存在两个3周的

治疗期，其间穿插有一个月的清除期(图43)。交叉设计的原 理是受试者中的治疗的比较从

比较中去除任何“主体效应”，并提高研究的效  率和效能。将二十(20)名健康志愿者(10名

吸烟者和10名终身不吸烟者) 随机化来摄取以下各项，按次序，或者是每天50mg  SDG(一个

胶囊剂  BREVAILTM或合成SDG)持续3周，随后1个月的清除期并且然后安慰剂  (由相同提供

者(木质素研究，圣迭哥，加利福尼亚州)提供的没有SDG的  胶囊剂)再持续3周，或者是安慰

剂持续3周，一个月的清除，并且然后50  mg  SDG持续3周。在基线和第2、3、7、9和10周获得口

腔上皮(通过口腔  拭子获得)、呼气冷凝液、尿和血液。主动吸烟状态将通过尿液可替宁测

定来  确认。该研究将由佩恩(Penn)机构审查委员会批准，并且所有参与者将提供  书面知

情同意书。将在基线处给予包括综合吸烟史和环境烟草暴露(ETS)的  详细问卷。参加者将

每周参加，用于评估副作用，遵守测试剂摄取，收集间歇 的烟草和药物使用的数据以及样

品收集。

[0267] 统计原理/效能分析：感兴趣的主要比较是尿氧化应激的变化，如通  过尿8-氧代-

7,8-二氢-2’-脱氧鸟苷(8-氧代-dGuo)，呼气冷凝液的变化(探索  性)，以及在SDG治疗后研

究受试者的颊上皮中基因表达水平的变化所测量 的。预期20名患者为这项探索性研究提

供合理的效能。由于本研究的性能，  校正不适用于多重比较。本研究被设计来获得SDG补充

剂的效果的评估。还  要注意，存在有限的效能来测试遗留效应，但4周的清除期应避免这些

关注 点。

口服SDG摄入后颊拭子上皮细胞中基因表达变化的评估

[0268] 在这些实验中，使用颊粘膜上皮细胞作为支气管上皮组织的替代组  织。这类细胞

比需要侵入性支气管镜检查的支气管上皮细胞更容易获得(即，  通过使用简单的颊擦拭)。

这种方法在人类中的有效性由以下证据支持，颊上  皮可以作为基因阵列研究中气道支气

说　明　书 36/42 页

38

CN 112336736 A

38



管组织的替代组织。

[0269] 这种方法进一步使用小鼠中所摄入的FS进行验证。在对照或10％FS  饮食喂养小

鼠三周后，收获一定范围的组织，并通过免疫印迹分析两种代表性  Nrf-2诱导蛋白(HO-1和

NQO1)的表达。观察到肺和肝脏中这些标志物的显  著增加(数据未显示)。重要的是，观察到

两种蛋白质的鼻上皮的明显可检测 的增加(图44)，因此验证鼻咽组织也可以用作肺的替

代物。在人类中也有  一些可行性数据支持这种方法。对2名正常志愿者给予整粒FS(每日

40g) 持续一周。取颊拭子，成功提取RNA，并且制备cDNA。测量Nrf2依赖性基 因HO-1的相对

表达水平。如图45中所示，HO-1mRNA表达在一个受试者中  增加了34％，在第二个中增加了

63％(p<0.05)。这些数据表明这种方法是  可行的，并且FS和SDG促进正常健康志愿者中的

Nrf2依赖基因。

[0270] 在试验中，在基线和在纤维对照和FS饮食的2和4周后，在对照和 吸烟受试者中取

颊拭子。如上产生mRNA和cDNA，并且使经受RT-PCR以评  估代表性抗氧化剂和II期药物代谢

酶的相对表达水平，这些酶包括NQO-1、  HO-1和谷胱甘肽-S-转移酶(GST)。除了是Nrf2诱导

酶的“经典”代表之  外，所选择的酶也可以发挥重要的机械作用。NQO1在烟草烟雾中存在的

促致  癌物的解毒和活化中起双重作用。NQO1的变体基因型与日本受试者中肺癌风 险降低

显著相关。在遗传研究中，HO-1也被认为是针对香烟烟雾中的氧化剂  和芳香烃的细胞保护

剂。因此，HO-1也代表了用于监测亚麻籽效应的重要生  物标志物。许多研究已经显示GST多

态性，吸烟和肺癌之间的关系。重要的  是，肺细胞中苯并[a]芘衍生的DNA加合物通过由细

胞色素P-450-和醛酮还原  酶介导的代谢产生的反应性中间体的解毒通过肺特异性GST来

调节。由于苯  并[a]芘是一种重要的肺致癌物，并且它存在于烟草烟雾中，在吸烟者中GST 

被监测为亚麻籽的作用的生物标志物。

[0271] 数据分析：使源自5个正常的非吸烟志愿者的颊拭子的大量cDNA库  用作所有分析

的“基线”比较器。使用β-肌动蛋白和GAPDH将来自所有试验  样品的cDNA标准化至该库。一

旦标准化，将每个研究样品与基线比较器进行 比较，并计算百分比或倍数变化。主要分析

是比较在从不吸烟者和当前吸烟者  中SDG摄取的3周之前和之后的基因表达的变化(使用

配对t检验)。还将这  些值与其安慰剂对照样品中的值进行比较。另外的分析将所有时间点

的表达变  化与SDG进行比较，包括冲洗值(重复测量ANOVA)，以及在基线和SDG  和安慰剂之

后非吸烟者和吸烟者之间的比较。比较2与3周数据和3周与冲洗  数据以建立应答的动力

学。

确定同一患者群体中通过SDG的氧化应激的降低

[0272] 虽然难以测量人类受试者的氧化应激，但最成熟的方法之一是测量  IsoP的尿水

平。已经开发了用于这种标志物的可靠和可重复的测定。数据获自  等待肺移植的患者，该

患者摄取40g  FS长达13周。发现在FS时，尿IsoP稳  定下降，表明氧化应激的全身降低(一些

IsoP亚类降低至FS前水平的  26％)。代表性患者的数据显示在图46中。BaP，香烟烟雾中的

致癌物，引起 活性氧簇介导的DNA链断裂和8-氧代-7,8-二氢-2'-脱氧鸟苷(8-氧代-dGuo)

形 成。可以使用LC-MRM/MS在生物样品(尿、肝、肺)中检测8-氧代-dGuo。  来自2名人类志愿

者的数据表明，每日消耗40g  Fs持续3周诱导8-氧代-dGuo  减少的趋势，在同样饮食的肺移

植患者(n＝5)中也观察到趋势(图47)。

[0273] 试验：在试验中，在对照和吸烟受试者中在多个时间点采集尿液样  品。以盲法方
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式测量尿液的IsoP和8-氧代-dGuo的水平。

[0274] 用于评估肺氧化应激的呼气冷凝液：考虑到在这些受试者中进行侵入  性测试像

支气管镜检查是不可行的，使用一种非侵入性样品收集技术，呼气冷  凝液(EBC)用于调研

肺氧化剂应激。在呼气中发现许多物质，这些物质在通  过冷却(即，冷凝)可获得的液体中

是可检测的。这种方法的优点是它作为实  时分析和评估肺中氧化应激生物标志物的非侵

入性采样方法是非侵入性的并且  是方便的。氧化应激的生物标志物包括：H2O2、异前列烷

(IsoP)、丙二醛、  4-羟基-2-壬烯醛、抗氧化剂、谷胱甘肽和亚硝化应激标志物。EBC中的异

前列  烷水平被评估为用于研究FS对肺氧化应激的作用的有用的非侵入性方法。从  对照受

试者和吸烟者收集的EBC来测量8-isoP。非吸烟者的水平一致低-接近  测试的灵敏度

(1.2pg/ml+/-0.6，n＝8)，表明EBC在非吸烟者中没有用。虽  然只有四个吸烟者测量水平，

有趣的是，这些受试者中的两个具有高得多的水  平：16pg/ml和6.5pg/ml。因此，在那些具

有高基线水平的吸烟者中，EBC用  于跟踪肺特异性氧化应激。

[0275] 数据分析。确定每个受试者的基线值，并且使用配对t检验评估在治  疗结束时(3

周)观察到的变化。另外的分析将所有时间点的表达变化与SDG  进行比较，包括冲洗值(重

复测量ANOVA)，以及在基线和SDG之后非吸  烟者和吸烟者之间的比较。我们可以比较2与3

周数据和3周与冲洗数据以建 立应答的动力学。

亚麻籽木脂素(SDG)的化学预防性能

[0276] 在这些实验中，测试了类似于萝卜硫素的SDG可以降低异生物质的  毒性并且解毒

致癌物(如BaP)的假说。首先，评估SDG对支气管上皮细胞 的体外作用。针对下述所有SDG剂

量进行细胞毒性试验，如MTT测定。第 二，评估在BaP小鼠模型中口服给予的SDG。

评估在正常小鼠和人原发性肺上皮细胞中SDG介导的BaP解毒作用和Nrf2  介导的II期

酶表达的诱导。

[0277] 当由上皮细胞代谢激活时，BaP(10或20μM)以剂量和时间依赖性  方式诱导ROS(图

23)。针对小鼠研究，使用永生化的C10小鼠支气管细胞  系(来源于Balb/C小鼠)，假定这些

细胞是非致瘤性的，接触抑制的，并且  包含所有被研究的Nrf2调节机构。使用A549细胞进

行类似的研究(用于模拟  人类1型肺泡上皮细胞的转化的但高度分化的肺癌细胞系-参见

图22-23中的数  据)并且重要的是原代人支气管上皮细胞。

[0278] 为了评估直接的ROS拦截，将一系列临床相关的SDG浓缩物(0.1-  10μM)与10μM  B

[a]P同时加入，并且测量代表直接抗氧化活性的H2DCF荧  光的减少。液相色谱/多反应监测

质谱(LC/MRM-MS)也用于确定GSSG:GSH 比率。BaP还可以快速诱导DNA加合物形成，该形成

可以使用LC-MRM/MS  进行测量(图22)。由BaP引起的BaP诱导的氧化性DNA损伤可以通过8-

氧  代-dGuO形成，使用标准COMET图像分析的单个细胞的尾力矩(数据未显  示)，或用于检

测γH2AX的免疫印迹的密度计量分析(数据未显示)来测  量。为了评估DNA加合物和氧化变

化，将一些列SDG浓缩物与10μM  B[a]P 同时添加，并且测量这些参数。此外，进行MTT细胞毒

性测定以评估在致癌  物不存在和存在下对这些细胞的直接SDG效应(FS和FLC只能在体内

测  试)。接下来，测试纯化的SDG上调支气管上皮细胞中的II期酶的能力。具  体地，测量用

木脂素SDG(0.1-10μM)处理孵育0、1、2、4、24、48和72  小时后的GST-Ya和NQO-1信息和蛋白

的诱导。这些酶被选择作为II期系统 的特征代表性ARE调节酶。进行RT-PCR和免疫印迹分

析。在鉴定II期酶上  调的时间过程后，用SDG预处理上皮细胞，并在最大II期诱导的时间点
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添加  BaP。使用上述测定评估氧化应激，DNA损伤和细胞死亡。

[0279] 数据分析，预期结果和其他研究：第一组研究定义了SDG的直接抗  氧化剂作用。在

SDG自身消失(因此没有直接的抗氧化剂效应存在)的稍后 时间点进行的第二组研究，定义

了SDG由于其II期酶诱导效应的影响。进行  氧化应激和炎症的另外的测量以确定通过SDG

血浆氧化应激测量(血浆丙二  醛)和促炎应激标志物(如IL-6、IL-1α、IL1β、TNF-α、C反应蛋

白)的减  少。

在A/J小鼠-化学致癌物诱导肺肿瘤发生的鼠模型中，SDG的化学预防性能。

[0280] 在上述相同的研究设计之后，在A/J小鼠肺中研究口服给予的SDG对  BaP诱导的致

癌作用的进展的影响(图42A，计划A)。将SDG补充的小鼠  与对照直接比较。进行的后续研究

包括：仅在起始阶段使用SDG的研究(图  42A，计划B)和仅在促进阶段使用SDG的研究(图

42A，计划C)。

[0281] 统计：动物研究通常包含多于20只小鼠的两组(例如，对照与50  mg/Kg  SDG)，并且

使用ANOVA或其他合适的线性模型进行分析。所有计算  假设为双侧检验，α水平为0.05，并

且检验力至少为80％。

表1：将在3个实验计划(参见图42A：

计划A、B、C)上放置的3个测试组的  小鼠在4、6和9个月(3个时间点)处  死，即，3×3×3

×20个小鼠＝540个小 鼠。

实例8

SDG对石棉诱导的致癌作用的影响。

[0282] SDG或亚麻籽饮食被假设为减少石棉诱导的ROS/炎症，导致：1)  ROS，2)减少细胞

因子；3)减少HMGB1；4)更少的肿瘤发生病灶；和5)更少 的肿瘤。下划线假说是减少的炎症

和氧化应激将导致细胞的恶性转化减少和更  少的肿瘤负荷(参见图48)。

[0283] 为了测试亚麻籽木脂素SDG将减少石棉诱导的炎症以及氧化和亚硝  化应激的假

设，将小鼠腹膜巨噬细胞暴露于不同浓度的青石棉石棉纤维(10、  20、30、和40ng/cm2)。在

石棉暴露(3、4、6和8小时)后的可变时间处，  将细胞用SDG(50μM)孵育，并且24小时后收集

上清液以检测炎症细胞因  子分泌和亚硝化/氧化应激(图49)。

[0284] SDG在体外通过人类间皮细胞钝化石棉诱导的ROS分泌(图50)。  检测细胞中石棉

诱导的ROS的实验计划：(人间皮细胞)HM细胞或小鼠巨噬  细胞在20％DMEM中接种24小时；

在HBSS中添加20μM  DCF持续1小时；  用包含H2O2(100μM)，石棉(10μg青石棉/cm2)和/或SDG

(50μM)的  1％DMEM替代上清液；并且在开始石棉暴露后监测荧光水平长达36小时。  结果表

明，石棉和H2O2诱导高水平的ROS，然而在介质中添加SDG显著降低  ROS水平至基线水平(图

50)。

[0285] 评估培养物RAW巨噬细胞中的石棉诱导的氧化应激(ROS释放)。  将细胞用ROS敏感

染料H2DCFDA处理30min，并且然后将它们暴露于载体  至40μg/cm2石棉纤维或4uM次氯酸盐
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溶液，并用分光光度法测量荧光强度  持续90、150分钟和27小时。石棉诱导的ROS在石棉暴

露后不久产生，并在  观察期间持续(图51)。

[0286] 在暴露于石棉后几小时向巨噬细胞给予SDG降低氧化应激(图  52)。雌性C57/Bl6

小鼠注射2mL巯基乙酸盐，并且3天后收获腹膜巨噬细  胞。将2百万个细胞/孔接种在6孔板

中并暴露于20μg/cm2石棉。在石棉暴露  后3、4、6或8小时用25或50μM  SDG(合成SDG)处理细

胞。在石棉暴露  后24小时收获细胞。对冷冻上清液样品进行分析。结果显示，丙二醛，脂质 

过氧化的标志物，随着时间的推移随着石棉暴露而增加(图52A)。在将25  和50μM  SDG添加

稻细胞中的情况下，MDA的水平显著降低(p<0.05)(图52B)。

[0287] 暴露于石棉后若干小时向巨噬细胞给予的SDG减少亚硝酸应激(图  53)。为了评估

在石棉暴露后细胞中的钝化亚硝化应激中的SDG，向雌性  C57/Bl6小鼠注射2mL巯基乙酸盐

并且在3天后收获的腹膜巨噬细胞。将2百  万个细胞/孔接种在6孔板中并暴露于20μg/cm2

石棉。在石棉暴露后3、4、6  或8小时用25或50μM  SDG(合成SDG)处理细胞。在石棉暴露后24

小时收 获细胞。对冷冻上清液样品进行分析。结果显示，亚硝酸盐，亚硝化应激的标  志物，

随着时间的推移随着石棉暴露而增加(图53A)。在将25和50μM SDG添加稻细胞中的情况下，

MDA的水平显著降低(p<0.05)(图53B)。

[0288] 暴露于石棉后若干小时向巨噬细胞给予的SDG减少炎症细胞因子分  泌(IL-1β)

(图54)。为了评估在石棉暴露后细胞中钝性炎症细胞因子分泌  (IL-1β)中的SDG，向雌性

C57/Bl6小鼠注射2mL巯基乙酸盐和在3天后收 获的腹膜巨噬细胞。将2百万个细胞/孔接种

在6孔板中并暴露于20μg/cm2石  棉。在石棉暴露后3、4、6或8小时用25或50μM  SDG(合成

SDG)处理细  胞。在石棉暴露后24小时收获细胞。对新鲜上清液样品进行分析。结果显示 

IL-1β，促炎细胞因子，随着时间的推移随着石棉暴露而增加(图54A)。在  将25和50μM  SDG

添加稻细胞中的情况下，IL1β的水平显著降低(p<0.05)  (图54B)。

[0289] 暴露于石棉后若干小时向巨噬细胞给予的SDG减少炎症细胞因子分  泌(TNF-α)

(图55)。为了评估在石棉暴露后细胞中钝性炎症细胞因子分泌  (TNF-α)中的SDG，向雌性

C57/Bl6小鼠注射2mL巯基乙酸盐和在3天后 收获的腹膜巨噬细胞。将2百万个细胞/孔接种

在6孔板中并暴露于20μg/cm2石棉。在石棉暴露后3、4、6或8小时用25或50μM  SDG(合成SDG)

处理  细胞。在石棉暴露后24小时收获细胞。对新鲜上清液样品进行分析。结果显  示TNF-α，

促炎细胞因子，随着时间的推移随着石棉暴露而增加(图55A)。  在将25和50μM  SDG添加稻

细胞中的情况下，TNF-α的水平显著降低(p<  0.05)(图55B)。

[0290] 简言之，本实例中的体外实验证明(1)SDG阻断人类间皮细胞和小鼠  RAW巨噬细胞

中的石棉诱导的ROS；(2)SDG阻断通过暴露于石棉的小鼠腹  膜巨噬细胞的炎性细胞因子分

泌；和(3)SDG阻断暴露于石棉的小鼠腹膜巨噬  细胞中的氧化(脂质过氧化)和亚硝化应激

(亚硝酸盐水平)。这些体外实验  支持体内实验以确定SDG在钝性慢性炎症中的有用性并且

最终确定由于石棉 暴露导致的恶性肿瘤。

[0291] 因此，使用两种小鼠模型在石棉诱导的间皮瘤中测试SDG，其中该小 鼠在石棉暴

露后遗传倾向形成间皮瘤。使用这些模型，评估亚麻籽和SDG对  单一剂量的石棉在小鼠中

的急性效应，以及测试亚麻籽和SDG是否在这些加  速的石棉诱导MM模型中抑制肿瘤的发展

(图56)。

[0292] SDG富集的亚麻籽木脂素饮食(FLC)钝化MEXTAG小鼠中的石棉  诱导的腹部炎症
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(图57)。简言之，向6只雄性MEXTAG小鼠(10-12周  龄)ip注射400μg的青石棉石棉，体积为

0.5mL。在石棉注射之前，将半数  小鼠置于富含SDG(35％SDG)的FLC饮食上持续两周-其他

小鼠在标准饮食  上。3天后，用5mL的PBS灌洗小鼠，并且进行灌洗用于sups和细胞计数。  进

行细胞离心涂片并针对差异，计数3-5个独立的视野-计算总细胞的％。与  0％FS饲喂的小

鼠相比，喂食10％FLC的小鼠在腹部灌洗液WBC中具有26％ 的减少(P＝0.014)(图57)。

[0293] 在7周龄、雄性、暴露于石棉的NF2(129sv)(+/-)小鼠中进行急  性期研究，以评估

在饮食中给予的亚麻籽和木脂素SDG配制品的作用。Nf2小 鼠的石棉暴露的实验计划和亚

麻籽/SDG木脂素配制品评估示于图58中。简言  之，在第0天通过腹膜内注射将雄性NF2

(129SV)(+/-)暴露于400μg石  棉。小鼠在石棉暴露前24小时(第-1天)在测试饮食(0％FS、

10％FS、10％  FLC；n＝2只小鼠/组)上开始，并在石棉暴露后第3天处死。使用5mL的1  ×PBS

进行腹部灌洗(AL)。炎症细胞流入在3天达到峰值，并在石棉暴露后  9天逐渐减少。因此，选

择3天作为在所有后续实验中评估炎症的时间点(图  59)。

[0294] 亚麻籽及其富含SDG的木脂素成分钝化石棉诱导的炎症(年轻小 鼠)(图60)。在饮

食中FS或FLC添加的情况下，总白细胞(图60A)降  低，虽然不显著。然而，当观察细胞差异，

并且特别是巨噬细胞水平时，水平  显著通过亚麻籽和SDG-木脂素饮食减弱(图60B)。

[0295] 亚麻籽及其富含SDG的木脂素成分钝化石棉诱导的炎症(老年小 鼠)(图61)。与仅

300,000个细胞/mL(高出10倍)相比，通过呈现约  3,000,000WBC/mL的腹部灌洗液，暴露于

腹部石棉的老龄小鼠(图61A)对  石棉更敏感。结果表明，炎症细胞嗜中性粒细胞(图61B)和

巨噬细胞(图  61C)在老龄小鼠中二者都显著高于年轻小鼠。

[0296] 图62：富含SDG的亚麻籽木脂素提取物(在饮食配制品中给出)使  老年小鼠中石棉

炎症钝化(图62)。在第0天用400μg石棉注射(经腹膜  内)雄性NF2(129SV)(+/-)小鼠。小鼠

在石棉暴露前一周(第-7天)在测  试饮食(0％Fs或10％FLC)上开始，并在石棉暴露后第3天

处死。用5mL  1  ×PBS进行腹部灌洗(AL)(将1ml腹部灌洗液离心，并且冷冻上清液)。  在-

80°下冷冻收集血浆。在灌洗液中评估细胞，并且显示通过富含SDG的饮  食，总WBC和嗜中性

粒细胞、巨噬细胞和嗜酸性粒细胞都显著减少。

[0297] 富含SDG的亚麻籽木脂素提取物(在饮食配制品中给出)使老年小 鼠中石棉炎性

细胞因子分泌和亚硝化应激钝化(图63)。在第0天用400μg  石棉注射(经腹膜内)雄性NF2

(129SV)(+/-)小鼠。小鼠在石棉暴露前一  周(第7天)在测试饮食(0％Fs或10％FLC)上开

始，并在石棉暴露后第3 天处死。用5mL  1×PBS进行腹部灌洗(AL)(将1mL腹部灌洗液离心，

并  且冷冻上清液)。在-80°下冷冻收集血浆。细胞因子IL1β和TNFα以及亚硝酸  盐的水平被

富含SDG的饮食显著钝化。

[0298] 简言之，这些用NF2小鼠的体内实验证明：(1)饲喂富含SDG的饮食 的小鼠具有显

著减少的腹部炎症，如通过腹部灌洗液WBC所确定；(2)SDG  富集的饮食减少腹部灌洗液中

嗜中性粒细胞的数量；(3)在饲喂SDG富集的小 鼠中，促炎细胞因子、IL-1β和TNFα的水平降

低；并且(4)富含SDG的饮食 喂养的小鼠具有更低水平的腹部灌洗液亚硝酸盐，表示减少由

暴露于石棉纤维 诱导的亚硝化应激。

[0299] 这些实例中的这些研究证明SDG的化学预防活性。进行更大规模的  生物标志物研

究以评估颊上皮中的II期酶的诱导和通过SDG的氧化应激减  少。在暴露于致癌物的受试者

(例如，前体或当前吸烟者)中，在口服SDG  每天给予后，进行另外的测量，测量氧化应激和
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炎症，并且包括血浆氧化应激  测量(血浆丙二醛)和促炎应激标志物(如IL-6、IL-1α、IL1β、

TNF-α、C-反  应蛋白、F2-异前列烷)。

[0300] 尽管本文已举例说明并描述了本发明的某些特征，但是本领域普通技  术人员会

想到许多修改、替换、改变和等同。因此，应当理解，所附权利要求 旨在覆盖落入本发明的

真实精神内的所有这些修改和改变。
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