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萝卜硫素对免疫抑制小鼠免疫功能的影响

李　臻１　信珊珊 ２　董晓磊１　王　北１　高慧婕３　刘　超３△

（１济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６；２青岛医保城药品连锁有限公司，青岛 ２６６１９９；３济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　观察萝卜硫素（ＳＦ）对环磷酰胺（Ｃｙ）所致免疫抑制小鼠的迟发性超敏反应及ＩＬ１０及 ＴＮＦ

α表达的影响，探讨ＳＦ对机体免疫系统的调节机制。方法　 ＩＣＲ小鼠随机分４组：正常对照组、Ｃｙ模型组、ＳＦ
高剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ）、ＳＦ低剂量组（２５ｍｇ／ｋｇ），每组１０只。采取灌胃给药法。实验１０ｄ后，检测小鼠胸腺（脾
脏）指数、小鼠血清溶血素的浓度；ＤＮＦＢ致敏观察小鼠迟发型超敏反应（ＤＴＨ反应）；ＥＬＩＳＡ测定外周血脾脏细
胞白细胞介素１０（ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子ａ（ＴＮＦα）的表达水平；ＲＴＰＣＲ检测小鼠细胞 ＩＬ１０、ＴＮＦαｍＲＮＡ的
表达水平。结果　相对于Ｃｙ模型组，ＳＦ高、低剂量组胸腺指数、脾脏指数以及小鼠耳廓的肿胀度增大，血清溶
血素水平升高，外周血ＴＮＦα的表达升高，ＩＬ１０的表达降低，差异具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）；与Ｃｙ模型组相
比，ＳＦ高、低剂量组的脾脏细胞 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达升高，ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达降低，差异具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．
０５）。结论　ＳＦ对Ｃｙ所致的免疫低下小鼠有较强的免疫保护作用，可能通过促进ＴＮＦα的分泌上调免疫功能，
或通过抑制ＩＬ１０的表达降低机体的免疫负调节。
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　　传统的化学药物治疗会产生很多无法耐受的
不良反应。因此在使用传统的化疗药物进行治疗

的同时，如何减轻癌症患者的痛苦，提高生存质量，

成为一个亟待解决的问题。使用具有免疫保护力

的天然药物来预防及治疗癌症，既可减轻传统化疗

药物的毒副作用，同时又保护和提高患者的自身免

疫力。西兰花是十字花科植物—甘蓝种的一个变

种，又名青菜花或木兰花椰菜或绿菜花或意大利芥

蓝，具有极高的营养价值，被誉为“蔬菜皇冠”［１］。

在西兰花中最著名的化学预防成分为萝卜硫素

（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦ），它是由硫苷经植物体内的苷酶
水解产生，也可以在生物体内由肠道菌群水解而产

生［２］。ＳＦ现已成为公认的植物当中活性最强的抗
癌成分之一［３５］。近年来，国内外学者更多的研究

主要面向于西兰花有效成分的提取以及ＳＦ抗肿瘤
方面的研究，而缺乏对其免疫调节方面深入、全面

的探讨。因此，本实验研究西兰花提取物 ＳＦ对机
体多方面免疫功能的影响，观察其对环磷酰胺

（Ｃｙ）所导致免疫抑制小鼠的迟发型超敏反应
（ＤＴＨ反应）及 ＩＬ１０、ＴＮＦα表达的影响，探讨 ＳＦ
在细胞因子水平免疫调节作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　４～８周龄ＩＣＲ小鼠〔购自郑州市华
兴实验动物养殖场，生产证号号：ＳＣＸ（鄂）２０１６
０００７〕，体重１９～２２ｇ，雌雄各半。
１．１．２　实验仪器　酶联免疫检测仪（赛默飞世尔
（上海）仪器有限公司）；离心机（ＬＤ５２Ａ型，湘潭
离心机有限公司）；凝胶图像分析系统（北京麦思

奇ＭＳＤ２０００Ａ）。
１．１．３　实验用试剂　ＳＦ（购自 Ａｌａｄｄｉｎ试剂公司，
货号：Ｓ１１１９９７）；Ｃｙ（购自江苏恒瑞医药股份有限
公司，货号：Ｈ３２０２０８５７）；１％二硝基氟苯（ＤＮＦＢ）；
ＩＬ１０、ＴＮＦα检测试剂盒（晶美生物工程有限公
司）。

１．２　实验方法
１．２．１　试验动物分组及给药　ＩＣＲ小鼠随机分为
正常对照组、Ｃｙ模型组、ＳＦ高剂量组以及 ＳＦ低剂
量组，每组１０只。实验开始前，正常饲喂３ｄ，除正
常对照组以外，其余３组均在实验的第３天注射
Ｃｙ（８０ｍｇ／ｋｇ）进行免疫抑制，正常对照组注射等量

的生理盐水。实验第１天开始，ＳＦ高、低剂量组需
每日灌胃高、低剂量的ＳＦ，共１０ｄ，其余两组灌胃等
体积的生理盐水。

１．２．２　小鼠胸腺（脾脏）指数测定　最后一次给
药２ｈ后，称重，做好标记，小鼠脱颈椎处死，无菌解
剖条件下取其胸腺及脾脏，使用精密天平称量重量

并记录。计算公式：胸腺（脾脏）指数 ＝胸腺（脾
脏）质量（ｍｇ）／体重（ｇ）。
１．２．３　小鼠血清溶血素测定　实验开始第６天，
每组小鼠腹腔注射 １０％的绵羊红细胞，每鼠
０２ｍｌ，且在最后一次给药２ｈ后，用眼科镊眼眶取
血２ｍｌ，室温放置３０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ，离１０ｍｉｎ，取上
清，用ＰＢＳ将上述血清分别做１∶２５、１∶１００、１∶５００、
１∶１０００、１∶２０００、１∶３２００递减稀释，取稀释后的血
清０．１ｍｌ置于酶标板中，然后加入等量的０．２％的
ＳＲＢＣ和豚鼠血清（１∶２０），实验均做４个复孔，且
分别设置血清对照、绵羊红细胞对照、豚鼠血清对

照以及ＰＢＳ空白对照，快速放置于３７℃水浴箱中
温浴时间 ６０ｍｉｎ后，２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ。最后取上
清１５０μｌ，放置于一个新的酶标板中，在４５０ｎｍ下，
用酶标仪测定ＯＤ值。
１．２．４　小鼠迟发型超敏反应检测　实验第２天，
用肥皂水涂湿每组小鼠的腹部，然后用手术刀轻轻

刮去小鼠腹部的毛发。面积大约为３ｃｍ×３ｃｍ，待
腹部变干后，向去毛部位涂抹５０μｌ的１％的 ＤＮ
ＦＢ，次日再强化１次，在实验的最后一天，在小鼠
的右耳部位涂抹１０μｌ的０．２％的 ＤＮＦＢ，以便给小
鼠充分的攻击，最后一次给药２４ｈ后，将小鼠脱颈
处死，用打孔器将其左右耳取下，用精密电子天平

分别称取小鼠左右耳的重量，左右耳的重量之差代

表小鼠耳朵的肿胀度。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法测定小鼠外周血的 ＴＮＦα及 ＩＬ
１０因子的表达　最后一次给药２ｈ后，每组小鼠眼
眶取血。室温下静置３０ｍｉｎ，然后２０００ｒ／ｍｉｎ，离心
１０ｍｉｎ，取上清，依照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操
作。酶标仪在４５０ｎｍ条件分别测定ＩＬ１０及ＴＮＦａ
的ＯＤ值，由标准品 ＯＤ值和空白组的 ＯＤ值得到
实际标准品ＯＤ值，根据ＥＬＩＳＡ试剂盒上的标准品
浓度，以ＯＤ值作纵坐标，标准品浓度为横坐标，绘
制出标准曲线，根据实际样本的ＯＤ值分别计算出
两者的实际浓度。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测小鼠脾脏 ＴＮＦα及 ＩＬ
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１０ｍＲＮＡ的表达　采用匀浆法收集脾细胞，Ｔｒｉｚｏｌ
ＲＮＡ提取小鼠脾细胞总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ。
半定量 ＲＴＰＣＲ法检测小鼠脾脏 ＴＮＦα及 ＩＬ
１０ｍＲＮＡ的表达。ＴＮＦα引物 （２０９ｂｐ）上游 ５′
ＡＣＣＧＴＣＡＧＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＴ３′，下游５′ＣＣＧＧＡＣＴ
ＣＣＧＣＡＡＡＧＴＣＴＡＡ３′；ＩＬ１０引物（４８９ｂｐ）上游５′
ＡＧＧＣＧＣＴＧＴＣＡＴＣＧＡＴＴＴＣＴ３′，下游５′ＡＧＧＡＡＧ
ＡＡＣＣＣＣＴＣＣＣＡＴＣＡ３′。采用ＧＡＰＤＨ（１８３ｂｐ）作为
内参，序列：上游５′ＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧ
３′，下游５′ＧＣＡＧＡＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＧＡＴＧＡ３′。ＰＣＲ
产物进行２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶扫描分析ＤＮＡ
电泳条带光量子强度，以目的 ＤＮＡ电泳条带光量
子强度与 ＧＡＤＰＨ电泳条带光量子强度比值为其
表达水平的参数。

１．３　统计学方法
实验数据用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析。计

量单位以 珋ｘ±ｓ表示，采用方差分析进行多组间比
较，采用ＳＮＫｑ检验进一步两两比较。以Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＦ对各组小鼠胸腺（脾脏）指数的影响
与正常对照组相比，Ｃｙ模型组胸腺（脾脏）的

指数明显缩小（Ｐ＜０．０５），建模成功。与 Ｃｙ模型
组相比，ＳＦ高、低剂量组的胸腺（脾脏）指数显著增
大（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　４组小鼠胸腺指数与脾指数的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 胸腺指数／ｇ·ｍｇ１ 脾指数／ｇ·ｍｇ１

正常对照组 ２．６１±０．１８ ５．３４±０．１４

Ｃｙ模型组 ０．９３±０．１３ ４．２０±０．１５

ＳＦ低剂量组 １．２９±０．１８ ４．７２±０．０３

ＳＦ高剂量组 １．７０±０．２５ ５．５６±０．１６

　　Ｆ值 　１４３．３９ 　２２８．０８

　　Ｐ 　 ＜０．０５ 　 ＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＳＦ对各组小鼠血清溶血素的影响
与正常对照组比较，Ｃｙ模型组的 ＯＤ值显著

低于正常对照组（Ｐ＜０．０５），ＳＦ高、低剂量组的
ＯＤ值均明显高于 Ｃｙ模型组（Ｐ＜０．０５），说明 ＳＦ
能够增加小鼠的血清溶血素的含量，提高小鼠抗体

生成率。见表２。

表２　４组小鼠血清溶血功能的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＤ值（４５０ｎｎ）

正常对照组 ０．８７３±０．０３５
ＣＹ模型组 ０．６５０±０．０３１

ＳＦ低剂量组 ０．８２６±０．０１６

ＳＦ高剂量组 ０．８４０±０．０１９

　　Ｆ值 　　１４２．４９
　　Ｐ 　　＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＳＦ对各组小鼠ＤＴＨ的影响
与正常对照组相比，Ｃｙ模型组的小鼠耳廓的

肿胀度要明显变小（Ｐ＜０．０５），说明本实验造模成
功，而 ＳＦ高、低剂量组与 Ｃｙ模型组相比显著增
大，说明ＳＦ高、低剂量组对Ｃｙ抑制的小鼠ＤＴＨ均
有拮抗作用，在此实验中高、低剂量的ＳＦ均增强免
疫低下小鼠的ＤＴＨ反应，增强机体细胞免疫能力。
见表３。

表３　４组小鼠 ＤＴＨ的比较 （ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 肿胀度／ｍｇ

正常对照组 ９．９０±２．３３１
Ｃｙ模型组 １．６０±０．６９９

ＳＦ低剂量组 ３．９２±０．９９６

ＳＦ高剂量组 ４．９２±１．５０５

　　Ｆ值 　　５５．３２
　　Ｐ 　　＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ＳＦ对各组小鼠外周血 ＴＮＦα和 ＩＬ１０表达
的影响

２．４．１　ＳＦ对小鼠外周血 ＴＮＦα表达的影响　与
正常对照组相比，Ｃｙ模型组的 ＴＮＦａ的表达水平
明显降低（Ｐ＜０．０５），而ＳＦ高、低剂量组的 ＴＮＦα
的表达水平相对于 Ｃｙ模型组均显著增加（Ｐ＜０．
０５），说明ＳＦ显著提高小鼠ＴＮＦα的表达水平，且
ＳＦ高剂量组效果更好。见表４。

表４　４组小鼠ＴＮＦα的比较 （ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 浓度／ｎｇ·Ｌ

正常对照组 ３９６．３０±１１．２５５
Ｃｙ模型组 ２８６．８０±１０．７７９

ＳＦ低剂量组 ３４６．８０±７．１４６

ＳＦ高剂量组 ３７０．３０±４．９００

　　Ｆ值 　２７５．１２
　　Ｐ 　 ＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．４．２　ＳＦ对小鼠外周血ＩＬ１０表达的影响　与正
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常对照组相比，Ｃｙ模型组小鼠外周血ＩＬ１０的表达
水平明显升高（Ｐ＜０．０５），作为免疫抑制性细胞因
子，ＩＬ１０表达水平的升高说明造模成功。与Ｃｙ组
相比，ＳＦ低剂量组的ＩＬ１０的表达水平却明显降低
（Ｐ＜０．０５），且与低剂量组相比，ＳＦ高剂量组降低
的更加明显（Ｐ＜０．０５），由此说明，ＳＦ高剂量组、
ＳＦ低剂量组对 Ｃｙ所致的免疫低下小鼠均具有很
好的免疫保护作用，且ＳＦ高剂量组优于ＳＦ低剂量
组。见表５。

表５　４组小鼠ＩＬ１０表达的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 浓度／ｎｇ·Ｌ

正常对照组 １１７０．００±９９．５５５

Ｃｙ模型组 ２３５０．００±４３９．０９０

ＳＦ低剂量组 １７７３．００±１３８．６４８

ＳＦ高剂量组 １２６５．００±９７．４３９８

　　Ｆ值 　　５０．８９

　　Ｐ 　　＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　ＳＦ对各组小鼠脾脏细胞ＴＮＦα和ＩＬ１０ｍＲ
ＮＡ表达的影响

与正常对照组相比，Ｃｙ模型组ＩＬ１０ｍＲＮＡ表
达显著增加，ＴＮＦαｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．
０５）。而ＳＦ高、低剂量组与 Ｃｙ模型组 ＩＬ１０ｍＲ
ＮＡ，表达显著降低 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达显著增加，
（Ｐ＜０．０５）。这与脾脏细胞ＥＬＩＳＡ检测结果一致。
见图１、表６、表７。

注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ａ．Ｃｙ模型组组；ｂ．ＳＦ高剂量组；

ｃ．ＳＦ低剂量组 ｄ．正常对照组

Ａ．ＩＬ１０ｍＲＮＡ；Ｂ．ＴＮＦαｍＲＮＡ；Ｃ．ＧＡＤＰＨｍＲＮＡ

图１　ＲＴＰＣＲ测定ＴＮＦαｍＲＮＡ和ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达

表６　４组小鼠血清ＩＬ１０的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组 别 ＩＬ

正常对照组 ０．４６±０．０４

Ｃｙ模型组 ０．７６±０．０４

ＳＦ低剂量组 ０．５３±０．０５

ＳＦ高剂量组 ０．６３±０．０４

　Ｆ值 　７１．１９

　Ｐ 　 ＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

表７　４组小鼠血清ＴＮＦα的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组 别 ＴＮＦα

正常对照组 １．４２±０．０５

Ｃｙ模型组 ０．８７±０．０６

ＳＦ低剂量组 １．００±０．０５

ＳＦ高剂量组 １．２２±０．０３

　 Ｆ值 　７３．１９

　 Ｐ 　 ＜０．０５

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｃｙ模型组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

本实验利用 Ｃｙ对 ＩＣＲ小鼠进行造模［６９］，以

破坏小鼠的免疫功能，然后在此基础上给予不同剂

量的ＳＦ，以考察ＳＦ对于免疫低下小鼠的免疫调节
作用。胸腺和脾脏是机体极为重要的免疫器官，且

当机体的免疫力升高时，二者的质量也会增大，而

当免疫低下时，则与之相反。因此，本实验首先观

察小鼠胸腺、脾脏指数的变化。本文结果显示，ＳＦ
高、低剂量组的胸腺（脾脏）指数均高于 Ｃｙ模型
组，说明 ＳＦ对 Ｃｙ致免疫抑制小鼠的免疫器官具
有很好的保护作用。其次测定血清溶血素水平实

验以检测小鼠体液免疫水平的改变，结果显示，ＳＦ
高、低剂量组均能显著提高小鼠血清抗体生成率，

增强机体的体液免疫应答水平。而对于 ＤＴＨ来
讲，其反应强度是机体的淋巴细胞参与的结果。当

机体的免疫功能较高时，可以增强ＤＴＨ反应，则左
右耳之差（即肿胀度）随之也会变大。小鼠 ＤＴＨ
检测发现，ＳＦ高、低剂量组的肿胀度要高于 Ｃｙ模
型组，且剂量越高肿胀度越大。ＳＦ可明显增强免
疫低下小鼠的 ＤＴＨ反应，表明其可大大增强 Ｔｈ１
细胞免疫功能。上述实验结果表明，无论从体液免

疫还是细胞免疫，ＳＦ均显示出很好的免疫增强活
性，是一种非常好的免疫保护剂。

ＴＮＦα是由体内单核巨噬细胞、肥大细胞合成
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和分泌的一种细胞因子，具有广泛的生物学活性，

在杀伤靶细胞、促进炎症反应及免疫调节等多方面

发挥重要作用［１０１１］。其在机体内的含量与机体的

免疫功能状态呈正相关。本文结果显示 ＳＦ高、低
剂量组的小鼠 ＴＮＦα外周血的表达及免疫器官
ｍＲＮＡ的表达水平相对于 Ｃｙ模型组明显升高，则
说明ＳＦ提升机体整体的免疫功能，刺激活化的巨
噬细胞释放 ＴＮＦα，ＴＮＦα的水平增加，提升机体
免疫力。

ＩＬ１０多由体内 Ｔｈ２细胞和巨噬细胞产生，对
单核巨噬细胞、ＮＫ细胞、Ｔｈ２细胞均有一定的抑制
活性［１２１３］。与 ＴＮＦα相反，ＩＬ１０是一种免疫抑制
剂，它的表达水平与机体的免疫功能呈负相关，当

机体的免疫功能增强时，ＩＬ１０的表达水平将会降
低，反之，当机体的免疫功能下降时，ＩＬ１０的表达
水平就会升高。本文结果显示，无论是外周血细胞

因子的表达，还是脾细胞ｍＲＮＡ的表达，均显示Ｃｙ
模型组的ＩＬ１０表达水平均高于 ＳＦ高、低剂量组。
由此，ＳＦ可促使 ＩＬ１０表达下降，提高了机体 Ｔｈ２
细胞亚群分化和成熟，提高机体免疫力。外周血中

ＩＬ１０和ＴＮＦα因子的分泌水平的测定，让我们进
一步观察研究了ＳＦ对机体的免疫增强作用的具体
调节机制。上述结果与我们前期的实验结果保持

一致［１４］，再次证明ＳＦ对机体具有良好的免疫保护
作用。从而为ＳＦ在免疫保护和调节方面提供更多
的更为全面的研究资料，进一步为 ＳＦ在癌症的预
防和治疗、提高机体免疫力等多方面提供有效的参

考。
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