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　　［摘要］　背景与目的：近年来有关十字花科植物预防肿瘤的研究，主要探讨其抗氧化、抗突变作用、

调节免疫功能及诱导细胞凋亡等。芥菜籽(mustard seeds，MS)是十字花科植物的种子。本研究旨在探讨MS

对1,2-二甲基肼(1,2-dimethylhydrazine，DMH)诱导的大鼠大肠肿瘤的抗氧化和免疫偏移作用机制。方法：

将48只Wistar雄性大鼠随机均分为4组：DMH模型组(模型组)、DMH+5%MS干预组(5%MS干预组)、DMH+7.5%MS

干预组(7.5%MS干预组)和正常对照组。模型组和MS干预组每周按30 mg/kg剂量给予DMH腹腔注射1次，连续20

周，均于32周时处死大鼠观察大肠肿瘤发生率并HE染色确定肿瘤的组织分型，检测血清脂质过氧化产物丙二醛

(malondialdehyde，MDA)水平、抗氧化酶活力、Th1和Th2亚群细胞因子含量。结果：正常对照组大鼠无肿瘤发

生。模型组总成瘤率为100%，5%MS干预组和7.5%MS干预组总成瘤率分别降低33.3%和58.3%(P<0.05)。DMH诱

导大鼠形成肿瘤的过程中，模型组MDA水平和Th2亚群细胞因子含量均显著高于正常对照组(P<0.05)；而抗氧化

酶活力明显低于正常对照组(P<0.05)。经MS干预后MDA呈显著下降趋势(P<0.05)，而抗氧化酶活力和Th1亚群

细胞因子含量均呈显著升高趋势(P<0.05)。结论：芥菜籽显著降低DMH化学诱导的大鼠大肠肿瘤的发生，作用

机制可能与其抗氧化作用和免疫平衡偏移有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Recently, a large number of researches have shown that cruciferous 
plants have the chemopreventive effect on tumor. Mechanisms of antitumorigenesis were investigated on antioxidation, 
antimutation, immunity and inducing apoptosis, and so on. Mustard seeds (MS) are the seeds belong to the cruciferous 
plants. This study aimed to investigate antioxidation and immune deviation of MS on colorectal tumor in rats induced 
by 1, 2-dimethylhydrazine (DMH). Methods: A total of 48 male Wistar rats were randomly divided into four groups: 
DMH alone, DMH+5%MS, DMH+7.5%MS, and the untreated control group(Saline). Colorectal tumorigenesis was 
induced by intraperitoneal injecting 30 mg/kg DMH once a week for 20 weeks. At the end of 32 weeks, the rats were 
sacrificed, then colorectal tumor incidence was observed and histological type was determined by HE staining. A 
colorimetric assay was used to detect levels of the lipid peroxidation product malondialdehyde (MDA) and the activity 
of antioxidant enzymes in the serum of all rats. The levels of Th1 and Th2 cytokines were detected with Luminex200. 
Results: No tumorous lesion was found in the untreated control group. However, the total tumor incidence in 
DMH+5%MS group and DMH+7.5%MS group was significantly decreased 33.3% and 58.3% respectively, compared 
with the DMH group’s (100%, P<0.05). As DMH induced colorectal tumorigenesis, MDA and Th2 cytokines in the 
serum were significantly higher in the DMH group than those in the untreated control group (P<0.05), but the activities 
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　　流行病学调查显示，大肠肿瘤是世界上

常 见 的 肿 瘤 之 一 ， 有 较 高 的 发 病 率 和 病 死 

率［1］。通过食疗预防大肠肿瘤的发生和降低

其对生命的威胁是目前研究的热点。近来有研

究发现，十字花科植物可以通过清除体内自由

基并诱导抗氧化酶形成，同时刺激免疫反应从

而达到降低肿瘤发病率的目的［2］。经常食用

辣根、甘蓝、花椰菜、卷心菜等十字花科蔬菜

能降低人类前列腺癌、肺癌、膀胱癌、食管癌

和结肠癌等的患病危险［3-4］。芥菜籽(mustard 
seeds，MS)是十字花科属植物的种子，而以其

干预预防肿瘤形成的研究甚少。本实验以1,2-二
甲基肼(1,2-dimethylhydrazine，DMH)化学诱导

的大鼠大肠肿瘤作为研究对象，研究MS对预防

实验性大鼠大肠肿瘤作用及其作用机制，为开

发利用MS预防大肠肿瘤提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　主要试剂

　　化学诱癌剂DMH购自美国Sigma公司，以

0.9%NaCl溶液配制，终质量浓度为1 g/L，用l 
mol/L NaHCO3调节溶液pH值至6.5~7.0并过滤除

菌；脂质过氧化产物丙二醛(malondialdehyde，

MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，

SOD)、过氧化氢酶(catalase，CAT)及谷胱甘肽

过氧化物酶(glutathione peroxidase，GSH-PX)
测定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所；

LEGENDplexTM Custom Rat 3-Plex Cytokine Panel
试剂盒为Biolegend公司产品；Luminex200为美

国Millipore公司产品。

1.1.2　实验动物

　　48只清洁级雄性(5～6周龄)Wistar大鼠购自

南方医科大学动物实验中心。MS购自广州长合

种子有限公司，我们根据参考文献［5-6］分别

of antioxidant enzymes were significantly lower (P<0.05). While the MS treatment, compared with the DMH group, 
significantly suppressed the MDA level but enhanced the activities of antioxidant enzymes and levels of Th1 cytokines 
(P<0.05). Conclusion: MS significantly decrease prevalence rates of DMH-induced colorectal tumor in rats. The 
mechanism may be related with the antioxidation and immune balance deviation.
　　［Key words］ Mustard seeds; 1,2-dimethylhydrazine; Colorectal tumor; Antioxidation; Immune deviation

设定5%和7.5%作为理想MS饲料干预浓度，在

动物中心加工制成含5%MS和7.5%MS的颗粒饲

料。实验大鼠饲养于南方医院动物实验中心，

颗粒饲料喂养，定量给食，自由取食及饮水，

正常饲养1周，自第2周开始实验。饲养室保持

良好通风，环境温度控制21～23 ℃，湿度控制

在40%~50%，12 h循环光照。

1.2　方法

1.2.1　实验分组及处理

　　48只Wistar大鼠随机均分为：①DMH模型

组：30 mg/kg腹腔注射DMH，每周1次，连续

给药20周，标准饲料喂养；②DMH+5%MS干

预组：DMH给药同模型组，5%MS颗粒饲料喂

养；③DMH+7.5%MS干预组：DMH给药同模

型组，7.5%MS颗粒饲料喂养；④正常对照组：

腹腔注射与DMH等量0.9%NaCl溶液，标准饲料

喂养。实验第32周以颈椎脱臼处死动物取整段

大肠及外周血。

1.2.2　HE染色

　　大肠肿瘤组织标本在4%甲醛溶液中固定 

24 h，脱水，石蜡包埋，4 μm厚连续切片，HE
染色，中性树胶封片。

1.2.3　血清MDA含量及抗氧化酶SOD、CAT、

GSH-PX活力的检测

　　采用硫代巴比妥酸法检测MDA的含量；采

用黄嘌呤氧化酶法检测SOD的活性；采用可见

光分光光度法检测CAT的活性；采用化学比色

法检测GSH-PX的活性。严格按照试剂盒说明书 

操作。

1.2.4　检测血清中的Th1亚群细胞因子和Th2亚

群细胞因子的含量

　　设定96孔板上标准品以及待测品的位置，

严格按照LEGENDplexTM Custom Rat 3-Plex 

Cytokine Panel试剂盒操作，采用Luminex200检

测分析。
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1.3　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计软件进行分析。应用χ2

检验(Chi-square test)比较各组间大鼠大肠肿瘤发

生率的差异，多组间比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA)，组间多重比较采用SNK方

法进行分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　大肠肿瘤肉眼观察

　　模型组全部大鼠大肠黏膜可见向肠腔突出

的大小不一的肿瘤；5%MS干预组有8只出现向

肠腔突出的肿瘤；7.5%MS干预组有5只发现肠

腔肿瘤(图1)。

图1 DMH诱导的大鼠大肠肿瘤的大体形态 

Fig.1 Morphology of DMH-induced colorectal tumors in rats

2.2　病理组织学检查

　　HE染色后镜下观察大肠肿瘤分为腺瘤及腺

癌，模型组肿瘤组织多以腺癌为主，浸润达黏

膜下层以下，而MS干预组以腺瘤为主，局限

于黏膜层内(图2)。模型组总成瘤率为100%， 

5%MS干预组和7.5%MS干预组总成瘤率分别降

低33%和58.3%，正常对照组未发现肿瘤形成。

χ
2
检验显示，5%MS干预组和7.5%MS干预组总

成瘤率与模型组相比明显降低，差异有统计学

意义(χ
2
=9.687，P=0.008，表1)。

2.3　血清MDA含量和抗氧化酶活力

　　检测各组大鼠血清MDA的含量显示，模型

组MDA含量明显高于正常对照组，差异有统计

学意义(P<0.05)；经MS干预后均呈下降趋势，

其中7.5%MS干预组下降明显，与模型组相比差

异有统计学意义(P<0.05)。检测抗氧化酶活力显

示，各实验组间SOD、CAT、GSH-PX活力差异

有统计学意义(P<0.05，表2)。

表 1　MS对1,2-二甲基肼诱导大鼠大肠肿瘤发生的影响

Tab. 1    Effects of mustard seeds (MS) on DMH-induced colorectal tumor in rats 

[n(%)]
Groups Total tumor incidence Adenocarcinoma incidence Adenoma incidence
DMH 12(100) 10(83.3) 2(16.7)
DMH + 5% MS 8(66.7)   3(25.0) 5(41.7)
DMH + 7.5% MS 5(41.7)     1(8.3) 4(33.3)
Saline 0(0)        0(0)      0(0)
P value 0.008    < 0.001  0.400

图 2　DMH诱导大鼠大肠肿瘤过程中的黏膜病变

Fig. 2    Micrographs of various colorectal mucosa

(HE, ×100)
 A: Normal mucosa; B: Adenoma; C: Adenocarcinoma.
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2.4　Th1亚群细胞因子(IL-2、IL-l2p70、

TNF-α、IFN-γ)的含量

　 　 各 实 验 组 中 ， T h 1 亚 群 细 胞 因 子 含 量

经 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P I L - 2= 0 . 0 2 2 ； 

PIL-12p70=0.037；PTNF-a=0.015；PIFN-r=0.028)，其

中7.5%MS干预组IL-2［(57.50±8.76)pg/mL］

含量与模型组［(48.68±6.33)pg/mL］相比显著

增加(P<0.05)；5%MS干预组IL-12p70、TNF-α
和IFN-γ的含量分别为(22.02±5.39)pg/mL、

(16.56±7.95)pg/mL和(15.28±7.89)pg/mL，与

模型组的含量［分别为(15.03±5.53) pg/mL、

(10.02±1.41)pg/mL和(7.52±4.32)pg/mL］相比显

著增加(P＜0.05，图3)。

2.5　Th2亚群细胞因子(IL-4、IL-5、IL-10、

TGF-β)的含量

　 　 各 实 验 组 中 T h 2 亚 群 细 胞 因 子 含 量 经

比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P I L - 4 = 0 . 0 1 3 ； 

P IL-5=0.004；P IL-10=0.003；PTGF-β=0.039)，

其中7.5%MS干预组 IL-4、 IL-5含量分别为

(2.41±0.77)pg/mL、(11.82±3.45)pg/mL，与

模型组的含量［分别为(4.97±3.29)pg/mL、

(26 .34±12.03)  pg/mL］相比显著减少 (P＜

0.05)；5%MS干预组IL-10、TGF-β含量分别为

(36.89±5.74)pg/mL、(1 151.23±329.28)pg/mL，

较模型组含量［分别为(49.79±9.69)pg/mL、 

( 1   5 9 6 . 1 0 ± 5 1 9 . 7 9 ) p g / m L］ 相 比 显 著 减 少

表 2　MS降低DMH诱导大肠肿瘤的大鼠血清MDA含量，提高SOD、CAT、GSH-PX的活力

Tab. 2    MS suppress lipid peroxidation and enhance the activity of serum SOD, CAT, and GSH-PX in the DMH-induced rat model 

(x±s)
Groups MDA/nmol·mL-1 SOD/U·mL-1 CAT/U·mL-1 GSH-PX/U·mL-1

DMH 27.59±9.04 156.29±6.48 9.29±1.98 5.67±4.30
DMH+5% MS  21.85±10.27       174.13±14.36** 12.43±2.12* 16.12±6.10*
DMH+7.5% MS  13.70±4.91*     174.13±6.74**   14.88±2.44**   18.51±11.48*
Saline  14.44±6.63*   167.59±3.81* 13.04±3.42* 16.72±8.06*
P value 0.043 0.006 0.010 0.045
 *: P<0.05 vs DMH group; **: P<0.01 vs DMH group.

图 3　MS增加DMH诱导大肠肿瘤的大鼠Th1亚群细胞因子含量 

Fig. 3    MS increase levels of Th1 cytokines in the DMH-induced rat model

 *: P<0.05; n=12.
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(P<0.05，图4)。

3　讨　　论

　　大鼠大肠肿瘤模型的建立采用参考文献的

方法通过化学诱癌剂DMH成功诱导肿瘤发生，

模型组成瘤率可高达100%［7］。DMH诱导的大

鼠大肠肿瘤符合人类大肠癌多步骤、多阶段、

多基因参与的慢性过程，存在息肉-腺瘤-腺癌

的演变顺序，为研究摹拟人类大肠癌提供实验

动物模型。本研究结果表明，MS对DMH诱导

的大鼠大肠肿瘤具有明显的化学预防作用，并

随MS浓度增加总成瘤率降低显著，其作用机制

可能与其抗氧化作用和免疫平衡偏移有关。

　　一方面，近年来许多研究发现肿瘤的发生

与自由基在体内产生的一种负面的氧化应激

作用有关。当外界有毒的物理化学因素如放射

线、毒物、化学致癌物等作用于机体后，自由

基的产生与清除平衡严重失调，导致细胞分子

结构破坏、细胞脂质过氧化、蛋白失去酶活

性、DNA突变致癌等效应，而天然抗氧化剂(维
生素E、维生素C等)及抗氧化酶(SOD、CAT、

G S H - P X 等 ) 有 助 于 对 抗 自 由 基 对 机 体 的 损 

害［8］。因而寻找更多有效清除自由基和对抗

氧化应激破坏机体连锁效应的天然抗氧化剂成

为当今研究热点［9］。本研究发现，MS在干预

DMH化学诱导大鼠形成大肠肿瘤的过程中具有

极强的抗氧化能力，可明显降低体内脂质过氧

化产物，同时又显著提高抗氧化酶活性。

　　另一方面，目前研究认为肿瘤发生与免疫

系统改变有密切关系，包括免疫清除、免疫平

衡、免疫逃逸3个阶段。当机体免疫功能失调或

低下时，发生肿瘤的概率明显增高。机体免疫

抗肿瘤的机制十分复杂，在控制具有免疫性肿

瘤细胞的生长中，T细胞介导的免疫应答反应起

重要作用，其中Thl亚群细胞因子又是主导对抗

肿瘤免疫反应，而Th2亚群细胞因子促进肿瘤

形成［10-12］。Th1主要分泌细胞因子包含IL-2、

IL-l2p70、TNF-α、IFN-γ等，而Th2主要分泌的

细胞因子有IL-4、IL-5、IL-10、TGF-β等。本研

究通过检测细胞因子水平变化发现，MS降低大

鼠大肠肿瘤的发生还体现在Th1/Th2免疫偏移，

DMH具有诱导抑制杀伤肿瘤细胞的Th2免疫反

应，而MS可以使大鼠体内免疫系统的Th2反应

完全逆转为对抗肿瘤的Th1反应，从而达到有效

的预防肿瘤作用。

　　有文献报道氧化应激活性氧促进TGF-β表达

图4　MS降低DMH诱导大肠肿瘤的大鼠Th2亚群细胞因子含量 

Fig. 4    MS decrease levels of Th2 cytokines in the DMH-induced rat model

 *: P<0.05; n=12.
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增多，共同介导肿瘤形成［13］，然而IL-4分泌增

多又可诱导氧化应激共同促进细胞死亡［14］。

由此推断，Th2细胞因子和氧化应激协同促进肿

瘤发生、发展；反之，Th1细胞因子和抗氧化作

用可对抗肿瘤形成。本研究发现MS作为具有抗

氧化作用的食品抗氧化剂同时能够使Th1/Th2免

疫平衡向Th1偏移，从而发挥抗肿瘤作用。MS
具有兼顾调节抗氧化系统和主导Th1免疫调节的

特性，化学预防DMH诱导的大鼠大肠肿瘤的发

生。因此，MS作为一种新的、天然的抗氧化剂

和免疫调节剂，为人类大肠肿瘤的防治提供了

新思路。
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