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芥菜提取物调节结肠癌小鼠肠道菌群及信号通路

Wnt/JNK和NF-κB p65/COX-2
田艳1,2，杜海平2，陈兰艳3，赵玲艳1，徐月炬2，赵翊滢2，邓放明1*

（1.湖南农业大学食品科学技术学院，湖南长沙 410128）（2.广西科技大学广西柳州螺蛳粉工程技术研究

中心，广西柳州 545006）（3.重庆市秀山县人民医院，重庆 409900）

摘要：探讨芥菜硫代葡萄糖苷（Glucosinolate,GSL）提取物对结肠癌的恢复作用。紫外法检测芥菜总 GSL，

氧化偶氮甲烷联合葡聚糖硫酸钠诱导 Balb/c 小鼠建立结肠炎性相关的结肠癌模型，小鼠分为对照组、模型组和芥

菜 GSL 提取物低、高剂量组，样品干预 9 周后，分析炎症因子水平以及 NF-κB p65/COX-2 和 Wnt/JNK 信号通路

的表达，通过 16S rRNA 高通量测序分析肠道菌群。结果显示，芥菜总 GSL 含量高达 127.11 μmol/g。与模型组比

较，芥菜 GSL 提取物高剂量组小鼠体质量和结肠长度分别增加了 42.11% 和 20.37%（P<0.05），结肠肿瘤个数显

著减少（P<0.05），结肠组织中 IL-6、TNF-α 和 IL-17 表达水平分别降低了 46.88%、70.22%、20.43%，IFN-γ 表达

水平升高了 98.55%，NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的蛋白表达分别降低了 60.91%、15.57%、63.31%、96.58%

（P<0.05）；芥菜 GSL 提取物组显著回调了 Bacteroides、Turicibacter、Ruminococcaceae UCG-014、Ruminiclostridium_5、

Akkermansia、norank f Clostridiales vadinBB60 group、Prevotellaceae UCG-001 和 Blautia 等菌的丰度，恢复了肠道微

生物的平衡状态。综上，芥菜 GSL 提取物通过改善结肠癌小鼠病理状态、调节炎症因子、信号通路和肠道微生物，

展现辅助治疗结肠癌的潜力。
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abstract: The therapeutic effects of mustard leaf extract, glucosinolate (GSL), on colon cancer were investigated. 

Total GSL content in mustard leaf was quantified using UV spectrophotometry. A colon cancer model associated with colitis 
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根据世界卫生组织统计，结肠癌是全球第三大

常见癌症，其发病率和死亡率逐年上升  [1]  。近年来，

研究发现肠道菌群失衡和信号通路异常在结肠癌的

发生、发展和转移中起着重要作用 [2] 。因此，寻找

一种能够调节肠道菌群和信号通路的天然食物或者

药物具有重要的研究意义。

大叶芥菜使用广泛 [3] ，其所含的硫代葡萄糖

苷（Glucosinolate, GSL）具有抗氧化、抗炎和抗肿

瘤等生物活性 [4] 。近年来，GSL 在癌症治疗领域的

研究逐渐受到关注 [5] 。前期研究 [6] 发现芥菜中富含

GSL，通过高效液相色谱 - 电喷雾质谱联用（High-
performance Liquid Chromatography Coupled with 
Quadrupole-time-of-flight Mass Spectrometry, HPLC-
Q-TOF-MS）技术从芥菜提取物中鉴定出21种GSL。
同时还发现，芥菜 GSL 提取物通过诱导细胞周期

蛋白 B（Cyclin B）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）
和细胞周期蛋白 E（Cyclin E）基因的下调，以及

细胞凋亡基因，如半胱天冬蛋白酶 -3（Caspase-3, 
CASP3）和裂解型半胱天冬蛋白酶 -3（Cleaved 
Caspase-3, c-CASP3）的上调使人结肠癌细胞凋亡，

表明芥菜 GSL 提取物在预防结肠癌方面有较大潜

力 [6] ，但关于芥菜 GSL 提取物对结肠癌小鼠肠道菌

群及相关信号通路的影响的研究尚不充分。

结肠癌进展受免疫应答与促 / 抗炎因子调节，

如白细胞介素 -6（Interleukin-6, IL-6）、干扰素 -γ
（Interferon-gamma, IFN-γ）等，它们通过调控细胞

增殖、凋亡影响肿瘤形成 [7] 。值得注意的是，肿瘤

发生与发展中的信号通路异常也被认为是癌症的一

个重要特征 [8] 。Wnt 信号通路在细胞增殖、分化和

迁移中发挥重要作用，而其异常激活与多种癌症

的发生和进展密切相关  [9] 。研究表明，氨基末端激

酶（Jun N-terminal Kinases, JNKs）的过度活化与炎

症性肠病的发病有关，而 JNKs 的抑制则可以减轻

肠炎的严重程度 [10] 。核因子 κB p65（Nuclear Factor 
Kappa B p65, NF-κB p65）/ 环氧合酶 -2（Cyclooxygenase-2, 
COX-2）信号通路在调控炎症反应、细胞增殖和凋

亡等生物过程中具有关键作用，而这些过程在结肠

癌症的发生和发展中具有重要意义 [11] 。此外，结肠

癌的发生与肠道菌群失衡密切相关。肠道菌群对肠

道稳态、营养吸收、免疫调节至关重要，其失衡可

能引发肠炎、炎症性疾病和结肠癌 [12] 。因此，研

究肠道菌群及其相关通路在结肠癌发生中的作用

及其调控方法具有重要意义。本研究采用氧化偶

氮甲烷（Azoxymethane, AOM）联合葡聚糖硫酸钠

（Dextran Sulfate Sodium, DSS）诱导 Balb/c 小鼠建

立结肠炎性相关的结肠癌小鼠模型，以探究 GSL
提取物对结肠癌的作用结果，以此种方式诱发的

结肠癌是与结肠炎相关的癌症，与人类长期慢性

肠道炎症而导致的结肠癌相似  [7] 。通过检测体征

指数、小鼠结肠组织以及血清中肿瘤坏死因子 -α
（Tumor Necrosis Factor-alpha, TNF-α）、IFN-γ、
IL-6、白细胞介素 -17（Interleukin-17, IL-17）的

变化，基于 Illumina Miseq 平台对小鼠肠道菌群进

行分析，以及通过 Wnt/JNK、NF-κB p65/COX-2
信号通路分析，揭示芥菜 GSL 预防结肠癌的作

用机理。

was developed in Balb/c mice using azoxymethane and dextran sulfate sodium. The mice were divided into control, model, 

and low/high-dose mustard leaf GSL groups. After a 9-week trial, inflammatory cytokine levels and NF-κB p65/COX-2 and 

Wnt/JNK signaling pathway activities were analyzed. The gut microbiota was examined through high-throughput sequencing 

of 16S rRNA. Total GSL content in mustard leaf reached 127.11 μmol/g. Compared with the model group, the high-dose 

mustard leaf GSL group showed significant respective increases in weight and colon length (42.11% and 20.37%, respecitvely 

(P<0.05)), a significant reduction in the number of colon tumors (P<0.05), decreases in IL-6, TNF-α, and IL-17 expression in 

colon tissue by 46.88%, 70.22%, and 20.43% respectively, a 98.55% increase in IFN-γ expression, and significant decreases 

in NF-κB p65, COX-2, Wnt, and JNK protein expression by 60.91%, 15.57%, 63.31%, and 96.58%, respectively (P<0.05). 

The abundances of Bacteroides, Turicibacter, Ruminococcaceae UCG-014, Ruminiclostridium_5, Akkermansia, norank 

f Clostridiales vadinBB60 group, Prevotellaceae UCG-001, and Blautia were significantly altered by mustard leaf GSL, 

resulting in a restoration of a healthy microbial balance in the gut. In summary, leaf mustard GSL is a potential adjuvant 

therapy for colon cancer, as evidenced by its capacity to alleviate pathological conditions and modulate inflammatory 

cytokines, signaling pathways, and gut microbiota in mouse models of colon cancer.

Key words: mustard leaf glucosinolate extract; colon cancer; gut microbiota; Wnt/JNK signaling pathway; NF-κB p65/

COX-2 signaling pathway
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1  材料与方法

1.1 材料与试剂

芥菜：湖南省华容县芥菜基地。

AOM（分析纯），美国 Fisher Scientific 公司；

DSS（ 分 析 纯 ）、TNF-α、IL-6、IL-17、IFN-γ 试 剂

盒，江苏酶免实业有限公司；异硫氰酸弧、巯基乙醇、

无水乙醇（分析纯）、RNA 清洗浓缩缓冲液（RNA 
Wash Concentrate, RWC）、焦碳酸二乙酯（Diethyl 
Pyrocarbonate, DEPC）、磷酸甘油醛 3- 脱氢酶

（Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase, GAPDH）、

芥子酶，美国 Sigma-Aldrich 公司；GeneJET Genomic 
DNA Purification Kit、AxyPrep DNA Gel Extraction 
Kit，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂（分子生物学级），德国 Merck 
Millipore 公司；考马斯亮蓝、十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺（Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis, SDS-PAGE）（分析纯）、蛋白质分子

量标准品、琼脂糖凝胶、FastPfu 聚合酶，上海宏原

生物科技有限公司；引物，苏州金唯智生物科技有

限公司。 

1.2 仪器与设备

Alpha 1-2 LDplus 冷冻干燥仪，德国克里斯特

公司；Micro 5417R 高速冷冻离心机，美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司；1645050 型电泳仪，美国伯

乐公司；Hei-VAP G3 560-01302-00 旋转蒸发仪，德

国海道夫公司；CB 系列 CO2 培养箱，德国宾得公

司；DNA Engine 2 Opticon 定量实时聚合酶链反应

（Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction，
qRT-PCR）仪，美国 MJ Research 公司；TS100 倒置

显微镜，日本尼康公司；Odyssey CLx 红外成像系统，

美国利克生物科技公司。

1.3 方法

1.3.1 样品处理

田间收割新鲜的芥菜，清除表面的泥土，自然

晾干、剁碎、混合均匀。真空冷冻干燥处理后，使

用高速中药粉碎机将其粉碎，粉末须通过 60 目

的筛孔。将筛好的粉末装入袋中进行密封，存放

在 -80 ℃的超低温冰箱中备用。

1.3.2 总GSL的提取纯化及测定

提取总GSL的方法基于参考文献 [6] 进行了调整。

1.0 g 干燥样本与 50 mL 的体积分数 70% 乙醇溶

液混合，放入 250 mL 的锥形瓶中，在 70 ℃的水

浴中加热提取 30 min。随后进行离心，以分离上

层清液。对残留的沉淀再用 30 mL 体积分数 70%
乙醇溶液进行两次提取，将重复 3 次得到的上清

液合并，经过旋转蒸发浓缩至 5 mL 左右。纯化

采用酸性氧化铝为填料的柱层析技术，湿负荷法逐

次添加样品，每次添加量为 1 mL。利用 0.1 mol/L
的硝酸钾溶液洗脱，收集洗脱液，并通过旋转蒸

发浓缩到 5~10 mL，最后采用冷冻干燥法获得粉

末状样品。

总 GSL 的含量通过紫外光谱法按照 SN/T 1868-
2007《进出口油菜籽及其制品中硫苷总量测定标

准》进行测定。实验步骤简述如下：称取粉末状样

品 0.1 g 溶解于 100 mL 蒸馏水中。吸取 5 mL 加入

至活化的二乙氨基乙基（Diethylaminoethyl, DEAE）
Sephadex A-25 离子交换柱中，加入 5 mL 0.02 mol/L
的醋酸钠溶液清洗柱子，以去除未结合的物质。向

柱中加入 1.0 mL 的芥子酶溶液（50 mg/mL），37 ℃
条件下水浴 1 h。然后用 3 mL 的超纯水将化合物从

色谱柱中洗脱三次，收集至 10.0 mL 的容量瓶中，

加入 2.0 mL 的酚 -钨酸溶液混合，定容至 10 mL。从

容量瓶中吸取 1.0 mL 的溶液置于试管中，加入

3.0 mL 的葡萄糖显色溶液，37 ℃条件下水浴 30 min，
冷却至室温，使用紫外分光光度计在 505 nm 波长

下测定其吸光度。根据标准葡萄糖含量和吸光度生

成标准曲线。通过定量分析总 GSL 的含量，其结果

计算公式如下所示。

W =
X×100
m×V

                                                       （1）

式中：

W——样品中硫代葡萄糖苷总量，μmol/g ；

X——由标准曲线算得测定溶液中的葡萄糖量，μmol/g ；

m——样品质量，g ；

V——用于上柱样品提取液的体积，mL。

1.3.3 动物分组与模型建立

采用雄性 Balb/c 小鼠 40 只，体质量 20±2 g，
来源于湖南斯莱克景达实验动物有限公司［许可证

号 SCXK（湘）2016-0002，无特定病原体（Specific 
Pathogen Free, SPF）级］。实验前 1 周进行适应性饲

养，条件为：自由进食与饮水、温度 20±2 ℃、湿度

45%~55%、12 h 光照周期。随机分为对照组、模型组、

低剂量组和高剂量组，每组 10 只。第 1 天，除对
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照组外，其余组腹腔注射 10 mg/kg AOM，并在第

2、5、8 周分别提供质量分数 3% DSS 水诱导结肠

癌。从第 8 天起，低、高剂量组分别饲喂含质量分

数 1% 和 10% 芥菜 GSL 提取物食物；模型组和对照

组维持正常饲料。记录体质量，第 10 周末通过脱

颈椎处死，收集生物样本。实验获湖南斯莱克景达

动物福利伦理委员会批准（SJA19014）。

1.3.4 小鼠结肠组织中细胞因子检测

参照试剂盒说明书采用 ELISA 的方法检测

TNF-α、IL-6、IL-17、IFN-γ 的表达水平。

1.3.5 qRT-PCR法检测结肠组织中NF-κB p65、
COX-2、Wnt、JNK mRNA的表达水平

在冰浴中将 20 mg 结肠组织搅碎，并加入

500 μL 异硫氰酸弧溶液及 10 μL 巯基乙醇。混合物

均质化后，在 4 ℃、13 200×g 条件下离心 10 min，
分离上清。上清液转移到 DNA 富集管，在 4 ℃下

离心 2 min 去除 DNA。取上清，加入适量无水乙醇，

混合后转移到 RNA 富集管，在 4 ℃下离心 2 min 分离

RNA 沉淀与蛋白质。将沉淀的 RNA 重新悬浮于少

量去离子水或缓冲液中，加入 RNA 清洗浓缩缓冲

液清洗 2 次，清洗后的 RNA 中加入 30 μL DEPC 水

（质量分数 0.1%，不含 RNA 酶），在 4 ℃、13 200×g
下离心 5 min，收集纯化的 RNA。

引物如表 1 所示，选定 GAPDH 作为内参基因

进行标准化。使用 2−ΔΔCt 法进行目标基因 mRNA 的

相对定量计算，重复 3 次试验。

1.3.6 蛋白质印迹法检测结肠组织中NF-κB p65、
COX-2、Wnt、JNK蛋白表达水平

20 mg 结肠样本绞碎，用裂解液（组成比例为

50:1:1:1 的 2× Radio-Immunoprecipitation Assay 缓冲

液、100× 蛋白酶抑制剂、100× 磷酸酶抑制剂Ⅰ和

100× 磷酸酶抑制剂Ⅰ）提取细胞蛋白质。考马斯亮

蓝法检测蛋白含量，混合等体积的 5× 上样缓冲液，

并在 95 ℃处理 10 min 以变性蛋白，样品 -80 ℃冰

箱中备用。

制作质量分数为 12% SDS-PAGE 凝胶，并设立

电泳系统。加载 5 μL 样品及蛋白质分子量标准品进

行电泳，使用 160 V 电压运行 45 min。电泳完成后，

将凝胶中的蛋白转移到膜上，设置 100 V 电压持续

1 h 45 min 的转移。完成膜封闭及一、二抗体孵育后，

采用红外成像系统进行检测。

1.3.7 肠道菌群多样性分析方法

DNA 提取与纯化：采用试剂盒 GeneJET Genomic 
DNA Purification Kit 提取小鼠粪便样品中总 DNA，

质量分数为 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，

NanoDrop 2000 检测 DNA 浓度和纯度。 
PCR 扩増及产物定量和均一化：对 V3-V4 可变

区使用 338F 和 806R 引物进行 PCR 扩增。引物信

息如表 2 所示。PCR 扩增反应体系如表 3 所示。扩

增过程包括 95 ℃预变性 3 min，27 个循环（包括

95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s），
72 ℃下延伸 10 min。

高通量测序：收集 PCR产物并使用 AxyPrep 
DNA Gel Extraction Kit 进行纯化，使用 Tris-HCl
洗脱后，进行质量分数为 2% 琼脂糖电泳检测和

QuantiFluor™-ST 荧光定量检测。最后，由上海美

吉生物医药科技有限公司协助使用 Illumina 公司的

Miseq PE300 平台测序、分析。 

1.4 数据处理

所有数据均采用 SPSS 19.0 进行统计分析和

处理。计量数据采用均值 ± 标准偏差（Standard 
Deviation, SD）的形式表示，两组之间的均值差异

采用 t 检验来进行评估。四组间的均值差异采用单

因素方差分析（Analysis of Variance, ANOVA）和

Duncan 检验进行分析。P ＜ 0.05 表示差异具有统计

学意义。

表 1  引物序列

Table 1 Primer sequence

引物 上游引物 下游引物

NF-κB p65 5′-GCTTTGCAAACCTGGGAATA-3′ 5′-TCCGCCTTCTGCTTGTAGAT-3′

COX-2 5′-ACGCTTCTCCCTGAAGCCGTAC-3′ 5′-GTAGAGGGCTTTCAATTCTGCAGCC-3′

Wnt 5'-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3′ 5′-GGATTAGGGCTTCCTCTTGG-3′

JNK 5′-GCTGGAGAGGCTGCCAAGGTTT-3′ 5′-AGGTCCCGCTGTTGCTGGTGGTGTA-3′
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表 2  引物序列

Table 2 Primer sequence

引物名称 序列（5′-3′）

338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

表 3  PCR扩增反应体系

Table 3 PCR Amplification reaction system

试剂 添加量 /μL

5×FastPfu 缓冲液 4

2.5 mmol/L dNTPs 2

5 μmol/L 引物 0.8

FastPfu 聚合酶 0.4

DNA 模板 10

加 ddH2O 至 20

2  结果与讨论

2.1 芥菜GSL提取物对小鼠体质量、结肠长
度、肿瘤个数及结肠组织病理形态的影响

新鲜芥菜的冻干粉用乙醇提取、纯化、浓缩和

冻干后得到大叶芥菜 GSL 提取物，经检测和分析，

其总GSL含量高达 127.11 μmol/g。与研究结果 [6] 比较，

无显著性差异（P ＜ 0.05），通过 HPLC-Q-TOF-MS 技

术从新鲜芥菜提取物中鉴定出 21 种 GSL，包括 2- 丙
烯基 GSL、5- 己烯基 GSL、4-  甲基硫代丁基 GSL、
3- 丁烯基 GSL 和 4- 甲氧基 -3- 吲哚甲基 GSL 等 [6] 。

图 1 芥菜 GSL 提取物对小鼠体质量、肿瘤个数及

结肠组织的影响

Fig.1 Effects of leaf mustard glucosinolates extract on 

body weight, tumor number, and colon tissue in mice

注：* 小鼠体质量、结肠长度为平均值，n=10。不同的

平均值经 LSD 检验，不同的字母 a~c 表示数据具有统计学

意义上的显著差异性（P ＜ 0.05）。

图 2 结肠组织 HE 染色形态学观察（50×）

Fig.2 Morphological observation of colon tissue stained

 by HE staining (50×)

注：a 为正常组，b 为模型组，c 为 GSL 提取物低剂量组，

d 为 GSL 提取物高剂量组。

芥菜 GSL 提取物对 Balb/c 小鼠体征影响如

图 1a、1b、1d 所示，于第 10 周，与模型组比较，

对照组小鼠体质量增加了 68.42%，结肠长度增加

了 40.74%（P ＜ 0.05），与模型组比较，芥菜 GSL
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提取物高剂量组小鼠体质量增加了 42.11%，结肠

长度增加了 20.37%（P ＜ 0.05）；与模型组比较，芥

菜 GSL 提取物处理组结肠癌小鼠的肿瘤个数显著减

少（P ＜ 0.05）（见图 1c）。表明 AOM 联合 DSS 诱

导 Balb/c 小鼠结肠癌后，严重影响小鼠的正常生长，

而芥菜 GSL 提取物处理组均能降低结肠癌小鼠体质

量降低和结肠长度缩短的程度，且呈现量效正向关

系；如图 2 所示，除对照组外，各组小鼠都观察到

炎性细胞侵袭。模型组表现出结肠黏膜上皮细胞的

变性、坏死和剥落，以及严重的炎症细胞侵袭和异

常结构。低剂量组的小鼠结肠黏膜呈现轻微的炎症，

黏膜固有层有少量炎症细胞侵袭；而高剂量组的小

鼠结肠黏膜保持较好的形态，未观察到炎症细胞侵

袭。表明芥菜 GSL 提取物对结肠癌小鼠结肠炎症有

一定的康复效果，且芥菜 GSL 提取物高剂量组的效果

更好。结肠癌与结肠炎之间存在密切联系，长期的炎

症可增加结肠癌风险
 [13,14] 。以上研究结果显示，芥菜

GSL 提取物可能通过减轻炎症进而降低结肠癌风险。

2.2 芥菜GSL提取物对结肠癌小鼠的炎症因
子水平的影响

研究显示，TNF-α 能激活免疫细胞，在肠炎和

结肠癌进程中促进炎症并可能促使肿瘤通过影响细

胞凋亡或生长形成 [13] 。IL-6 在结肠炎和结肠癌中，

水平通常会升高，这被认为可能增加疾病的严重程

度。此外，IL-6 还可能通过增加细胞生长和抑制细

胞凋亡，从而促进肿瘤的形成和发展 [14] 。IL-17 是

由 T 细胞分泌的一种细胞因子，对于肠炎和结肠癌

的发病机制起着关键的作用。研究显示，IL-17 可

以增强免疫反应，进一步增加炎症。此外，IL-17
还可以刺激细胞的增长和存活，这可能会促进肿瘤

的形成和发展 [15] 。IFN-γ 是一种重要的抗病毒和免

疫调节因子。在肠炎和结肠癌中，IFN-γ 通常发挥

着抑制作用。IFN-γ 可以刺激免疫细胞，增加抗肿

瘤的免疫反应 [16] 。

各组小鼠结肠组织中炎症因子的检测结果如

图 3 所示，与模型组比较，对照组中小鼠结肠组织

IL-6、TNF-α 和 IL-17 表达水平分别降低了 56.25%、

90.13%、40.35%（P ＜ 0.05），IFN-γ 表达水平升高

了 183.12%（P ＜ 0.05）；与模型组比较，芥菜 GSL
提取物高剂量组结肠组织 IL-6、TNF-α 和 IL-17
表达水平分别降低了 46.88%、70.22%、20.43%，

IFN-γ 表达水平升高了 98.55%（P ＜ 0.05）；与模型

组比较，芥菜 GSL 提取物低剂量组中的上述指标

均出现明显逆转趋势，但部分未达显著性差异。

杨晓丽等  [17] 研究了辣木籽蛋白酶解物改善小鼠

肠道黏膜炎的作用，结果显示，与模型组比较，

提取物组小肠组织中 IL-6 和 TNF-α 含量分别降

低 11.23% 和 5.17%，本研究芥菜 GSL 提取物高

剂量组数据分别增大了 35.65% 和 65.05% ；He
等  [18] 研究了鹿皮多糖的抗结肠癌活性，与模型组

比较，鹿皮多糖能有效降低结肠组织中 TNF-α、
IL-6、IL-17 水平，与本研究中炎症因子的变化

趋势一致，以上结果说明芥菜 GSL 提取物能在一

定程度上调整炎症因子的分泌，继而改善结肠粘

膜组织的损伤。
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图 3 各组小鼠结肠组织中炎症因子的含量

Fig.3 Inflammatory factors in colon tissues of mice in each 

group

注：不同的平均值经 LSD 检验，不同的字母 a~c 表示

数据具有统计学意义上的显著差异性（P ＜ 0.05）。下图同。

2.3 小鼠结肠组织中NF-κB p65/COX-2、
Wnt/JNK的mRNA和蛋白的表达情况 

图 4 各组小鼠结肠组织中 Wnt、JNK、NF-κB p65、

COX-2 的 mRNA 和蛋白表达

Fig.4 Wnt, JNK, NF-κB p65, COX-2 mRNa and protein 

expression in colon tissues of mice in each group

NF-κB p65/COX-2 通路在结肠炎中发挥关键作

用。NF-κB 是激发炎症因子产生的主要调控因子

之一，而 COX-2 的产物 PGE2 也是重要的炎症介

质。因此，这两者的过度活化可导致持续性炎症反

应，进而引起结肠炎。长期结肠炎症是导致结肠癌

的关键因素，NF-κB p65/COX-2 路径不仅通过促炎

作用推动肿瘤生成，还通过影响细胞增长与存活基

因表达加速癌症进展，对结肠癌形成和发展至关

重要  [19] 。同样，Wnt 和 JNK 通路在炎症和癌症进

程中扮演重要角色，在结肠炎和结肠癌中 Wnt 和
JNK 的激活可能会加重炎症反应，并促进肿瘤的

发生和发展 [20] 。

如图 4、5 所示，与模型组比较，对照组小

鼠 结 肠 组 织 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的

mRNA 的表达分别降低了 60%、44.44%、39.39%、

33.33%（P ＜ 0.05），芥菜 GSL 提取物低剂量组小

鼠 结 肠 组 织 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的

mRNA 的表达分别降低了 20%、25%、27.27%、

40%（P ＜ 0.05），芥菜 GSL 提取物高剂量组小

鼠 结 肠 组 织 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的

mRNA 的表达分别降低了 40%、21.11%、21.21%、

43.33%（P ＜ 0.05）。与模型组比较，对照组小鼠结

肠组织 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的蛋白表

达分别降低了 66.53%、56.58%、41.62%、65.49%
（P ＜ 0.05），芥菜 GSL 提取物低剂量组小鼠结肠组

织 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的蛋白表达分

别降低了 59.79%、21.27%、71.23%、94.38%（P  ＜ 0.05），
芥菜 GSL 提取物高剂量组小鼠结肠组织 NF-κB 
p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的蛋白表达分别降低了

60.91%、15.57%、63.31%、96.58%（P ＜ 0.05）。
综上，模型组小鼠结肠组织 NF-κB p65、COX-2、

Wnt 和 JNK 的 mRNA 和蛋白均出现过表达，芥菜

GSL 提取物对 NF-κB p65、COX-2、Wnt 和 JNK 的
mRNA 和蛋白具有明显回调作用（P ＜ 0.05），这些

结果表明，芥菜 GSL 提取物可以抑制 NF-κB p65/
COX-2 和 Wnt/JNK 通路。这一发现与相关报道中

冬凌草甲素通过阻断 NF-κB p65/COX-2 [21] 和 Wnt/
JNK [22] 通路抑制结肠癌细胞增殖的结果相吻合。

结合本文 2.2 中结果进一步分析表明，芥菜

GSL 提取物不仅调节了 NF-κB p65/COX-2 和 Wnt/
JNK 通路，而且还调节了与炎症反应紧密相关的

IL-6、IL-17、IFN-γ 和 TNF-α 等因子的表达。这些

炎症因子的表达受到 NF-κB 等转录因子的调节，其

中 IL-17 可以诱导 COX-2、IL-6 等炎症因子的表达，

而TNF-α和 IFN-γ则能激活或抑制NF-κB信号通路。

此外，Wnt 和 JNK 通路的激活也可能间接或直接影

响 NF-κB 的活性 [23] 。以上表明，芥菜 GSL 提取物

不仅通过抑制 NF-κB p65/COX-2 和 Wnt/JNK 通路

的活性来调控结肠癌，还能通过影响与这些通路相

关的炎症因子来发挥作用。
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图 5 各组小鼠结肠组织中 Wnt、JNK、NF-κB p65、COX-2

的蛋白 /β-actin 的相对表达

Fig.5 Relative expression of Wnt, JNK, NF-κB p65, COX-2 

proteins/β-actin in colon tissues of different groups of mice

注：不同的平均值经 LSD 检验，不同的字母 a~c 表示

数据具有统计学意义上的显著差异性（P ＜ 0.05）。

2.4 芥菜GSL提取物对结肠癌小鼠肠道中菌
群多样性的影响 

结肠癌和结肠炎小鼠肠道中的菌群变化是一个

非常重要的研究领域。通常，健康的肠道微生物群

落（菌群）与宿主维持一种相互有益的关系，而菌

群失调与结肠癌和结肠炎等疾病密切关联。因此，

本研究通过对 16S rRNA 基因的 V3-V4 可变区进行

高通量测序，分析了芥菜 GSL 提取物对肠道微生

物区系组成的影响。如图 6、7 所示，在属水平上，

不同类群间的群落结构存在明显差异，对照组中拟

杆菌（Bacteroides）、图里菌属（Turicibacter）、瘤

胃球菌科 UCG-014（Ruminococcaceae UCG-014）、
瘤胃梭菌 _5（Ruminiclostridium_5）、阿克曼氏菌属

（Akkermansia）、无等级分类 _ 梭菌目 vadinBB60 群

（norank_f_Clostridiales_vadinBB60_group）、普雷沃

氏菌科 UCG-001（Prevotellaceae UCG-001）、布劳

氏菌属（Blautia）、双歧杆菌属（Bifidobacterium）

的菌群丰度显著高于模型组（P ＜ 0.05），而在芥菜

GSL 提取物组中又得到了回调。

关于芥菜及其提取成分对肠道菌群影响的研

究未见报道，Xu 等
 [24] 研究了花椰菜 GSL 提取物

粉对高脂饲料喂养小鼠的脂质代谢和肠道菌群的

影响，花椰菜 GSL 提取物粉干预后，Bacteroidetes
的丰度增加，与本研究中芥菜 GSL 提取物干预后

Bacteroidetes 的增长趋势一致，而花椰菜 GSL 提取

物中和芥菜 GSL 提取物中都测出 2- 丙烯基 GSL、
4- 甲基硫代丁基 GSL、3- 丁烯基 GSL 等 GSL 成

分；Verma 等 [25] 研究印度炎症性肠病患者的肠道菌

群发现，患者的 Bifidobacterium 数量与健康对照组

相比显著下降，本研究模型组中，Bifidobacterium
和 Akkermansia 显著低于对照组，而在 GSL 高剂

量组中得到显著回调（P ＜ 0.05），这与本研究中

Bifidobacterium 的变化趋势一致。

Bacteroides 可以通过生产短链脂肪酸丁酸，丁酸

进入宿主细胞后，调节炎症因子如 TNF-α 和 IL-6 等

的生成，继而直接干预 NF-κB 路径。Bifidobacterium、

Turicibacter、Ruminococcaceae UCG-014 和

Ruminiclostridium_5 可能通过调节免疫反应（如

TNF-α 和 IL-6 的表达）和维持肠道屏障功能来影响

宿主健康 [26-28] 。Akkermansia 已被广泛研究其对肠道

屏障功能的积极作用，通过维持黏膜层的完整性来

调节宿主的免疫反应和炎症反应 [29,30] 。肠道菌群通

过其代谢产物如丁酸直接与宿主细胞相互作用，或
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者通过影响肠道黏膜下的免疫细胞，参与宿主的多

种信号通路和分子机制。为深入理解肠道菌群如何

通过代谢产物丁酸等介入信号通路和分子机制的具

体途径，需对这些代谢产物进行更进一步的测定与

分析，以确认其在肠道菌群与信号通路及分子中的

具体作用。

图 6 各组别所有样本在属水平下肠道菌群落组成

Fig.6 The intestinal bacteria composition at Genus level of all samples

图 7 各组别所有样本在属水平下群落热图

Fig.7 The community heatmap at Genus level of all samples
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3  结论

芥菜 GSL 作为一种天然活性成分，具有潜在的

抗结肠癌效果。本研究使用小鼠模型模拟结肠炎性

相关的结肠癌，进一步研究了芥菜 GSL 提取物的抗

癌作用机制。实验结果显示，芥菜 GSL 提取物可

以改善结肠癌小鼠的体质量下降、结肠长度缩短和

肿瘤数量增加的情况，说明其具有明显的预防结肠

癌的效果，其作用机制涉及调节炎症因子（TNF-α、
IL-6、IL-17、IFN-γ）的水平、调控 NF-κB p65/COX-2
和 Wnt/JNK 信号通路的表达以及恢复肠道菌群的

平衡状态。这些发现为揭示芥菜 GSL 的抗癌机制

和开发潜在的治疗方法提供了重要的科学依据。

进一步研究包括对芥菜 GSL 进行更深入的分离和

纯化，以明确其活性成分与结构效应关系，从而

优化其抗癌活性。此外，运用代谢组学和蛋白组

学方法，详细分析芥菜 GSL 提取物对肠道微环境

的影响，特别是其对代谢产物如短链脂肪酸和肠

道菌群酶活性的调节作用，以期进一步揭示芥菜

GSL 与宿主肠道微环境之间的相互作用机制，为

结肠癌的预防和治疗提供更全面的科学依据和新

的治疗靶点。
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