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n-3 PUFAs 对 MNU 诱发大鼠结直肠癌形成的影响及机制
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摘   要	 目的：探讨 n-3 多不饱和脂肪酸（n-3 PUFAs）对 N- 甲基 -N- 亚硝基脲（MNU）诱发大鼠结直肠癌模

形成的影响及机制。

方法：将 60 只 SD 大鼠随机均分为实验组和对照组。两组均用 MNU 进行灌肠诱导结直肠癌，实验组

同时行 n-3 PUFAs 灌胃，而对照组以等量生理盐水灌胃。16 周后，比较两组大鼠的一般情况；处死大

鼠，观察肿瘤发生情况及肿瘤病理特征，气相色谱测定红细胞膜 n-3 PUFAs 浓度，液相色谱串联质谱

检测外周血细胞总 DNA 甲基化水平。

结果：实验组大鼠便血发生率低于对照组、进食量及体质量大于对照组（均 P<0.05）。两组大鼠均有

结直肠肿瘤形成，肿瘤均为腺癌，但与对照组比较，实验组结直肠肿瘤形成率明显降低（63.33% vs. 

86.67%，P<0.05），且肿瘤最大径小、多发肿瘤少。实验组大鼠红细胞膜 n-3 PUFAs 浓度、外周血细

胞总 DNA 甲基化水平明显高于对照组（均 P<0.05）。

结论：n-3 PUFAs 能有效抑制 MNU 诱导的大鼠结直肠癌发生，可能与其提高 DNA 甲基化水平有关。
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) on colorectal tumor 

formation induced by N-methyl-N-nitrosourea (MNU) in rats and the mechanism.

Methods: Sixty SD rats were equally randomized into experimental group and control group. Rats in both 

groups underwent administration of MNU by enema to induce colorectal cancer, and simultaneously, those in 

experimental group were gavaged with n-3 PUFAs, while those in control group were administered the same 

volume of saline in the same fashion. Sixteen weeks later, the general conditions between the two groups of rats 

were compared, after that, rats were sacrificed, the tumor occurrence and pathological features of the tumors were 
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结 直 肠 癌 是 主 要 的 恶 性 肿 瘤 ， 诊 断 时 往 往 处

于 中 晚 期 ， 虽 然 当 今 诊 疗 技 术 取 得 了 很 大 进 展 ，

但5年生存率仍低于30%[1]。本研究观察n-3多不饱

和脂肪酸（n-3 PUFAs）灌胃对N-甲基-N-亚硝基

脲（MNU）灌肠诱导大鼠结直肠癌形成的影响，

并检测血液DNA甲基化水平。 

1　材料与方法 

1.1  实验动物及材料  

选取6周龄健康SPF级别SD大鼠共60只（广东

医学院实验动物中心提供），体质量150~180 g，

实 验 组 和 对 照 组 各 3 0 只 ， 雌 雄 各 半 ， 分 笼 饲 养

于 普 通 环 境 ， 实 验 前 适 应 2 周 。 M N U 购 买 于 美 国

Sigma公司，n -3 PUFAs购买于北京百慧生化制药

责任有限公司，16种脂肪酸甲酯类（FAME）混标

购买于美国Supelco公司。

1.2  实验方法及观察指标

1.2.1  SD 大鼠结直肠癌模型的建立　参照唐茂盛

等 [2] 方 法 建 立 SD 大 鼠 结 直 肠 癌 模 型， 两 组 均 以 

4 mg/mL 浓度 MNU 溶液进行灌肠，每次灌注剂量 

2 mg/100 g，插入深度 6 cm，灌肠频率开始 3 次 / 周

持 续 4 周， 以 后 持 续 以 1 次 / 周 至 16 周。 实 验 组

同时 n-3 PUFAs 灌胃 [0.1 g/100（g·d），稀释成

1.5 mL]，对照组等量的 0.9% 氯化钠溶液灌胃，均

用灌胃针进行灌胃，灌胃深度约 5 cm，两组均喂

养大小鼠生长用饲料（80 g/d），自由饮水。

1.2.2  观察大鼠一般情况　包括第 16 周大鼠大便、

体质量、饮食等。

1.2.3  标本收集　处死大鼠前禁食 12 h，先经心

脏抽取血液 3 mL，离心后保存备用。解剖大鼠结

直肠，寻找隆起组织，观察淋巴结及远处转移情况。

1.2.4  n-3 PUFAs 测定　 取 离 心 分 离 出 的 红 细 胞 

1 mL，气相色谱进行测定。

1.2.5  组织病理学检查　可疑组织进行 HE 染色，

常规病理学检查。

1.2.6  外 周 血 细 胞 总 DNA 甲 基 化 率 检 测　 参 照

Zhang 等 [3] 组织 DNA 甲基化的检测方法，取 100 μL

血 液， 经 DNA 提 取、 纯 化 及 水 化， 取 上 清 供 LC-
MS/MS 分 析。Aglient 1200-6430A 液 相 色 谱 - 串

联质谱仪为美国安捷伦公司产品，胞嘧啶（Cyt）

和 5- 甲基胞嘧啶（5mCyt）购于 Sigma 公司。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0软件，计量资料以均数±标准

差（x±s）表示，采用独立样本t检验，计数资料的

比较采用χ2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  两组大鼠一般情况

2.1.1  大便改变　至第 16 周时，两组大鼠均有大

便改变（大便变细或不成形），实验组 5 只（5/30）

出 现 便 血， 对 照 组 13 只 (13/30) 出 现 便 血， 组 间

差异有统计学意义（P<0.05）。

2.1.2  饮食量变化　实验开始前，研究组饮食量

为（37.56±8.97）g，对照组为（35.86±6.78）g，

差异无统计学意义（P>0.05）。至第 16 周两组大

鼠每日食物消耗量均较造模前下降，实验组饮食量

（66.6±9.2）g，对照组（58.0±12.5）g，两 组 差 异

有统计学意义（P<0.05）。

observed, the concentration of n-3 PUFAs in erythrocyte membrane was measured by gas chromatography, and 

global methylation level in peripheral blood cells was determined by liquid chromatography-mass spectrometry. 

Results: The incidence of hematochezia was lower, and food-intake as well as body weight gain were greater in 

experimental group than those in control group (all P<0.05). Colorectal tumor formation was found in both group 

of rats and all tumors were identified as adenocarcinoma, but the tumor formation rate in experimental group was 

significantly lower than that in control group (63.33% vs. 86.67%, P<0.05), with reduced tumor size and multiple 

lesions. The concentration of n-3 PUFAs in erythrocyte membrane and global methylation level in peripheral 

blood cells in experimental group were significantly higher than those in control group (both P<0.05).

Conclusion: n-3 PUFAs can effectively inhibit the occurrence of colorectal cancer induced by MNU in rats, 

which may probably be associated with their promotion of DNA methylation.

Key words	 Colorectal Neoplasms; Fatty Acids, ω-3; DNA Methylation
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2.1.3  体 质 量 变 化　 灌 肠 前 对 照 组 体 质 量 为

（167.31±9.61）g， 实 验 组 为（163.44±8.83）g，

差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05）。 灌 肠 至 16 周 时

对 照 组 大 鼠 体 质 量 为（295.85±42.92）g 和 实 验

组（345.75±35.11）g， 两 组 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）。

2.2  两组大鼠红细胞 n-3 PUFAs 的浓度

对 照 组 大 鼠 红 细 胞 膜 n - 3  P U F A s 浓 度 为

（3.38±0.81）µg/mL，实验组为（8.39±1.79）µg/mL，

两组差异有统计学意义（P<0 .05）。气相色谱图

见图1。   

2.3  两组大鼠肿瘤形成情况

对照组大鼠26只距肛门2~9 cm处可见局部隆

起 肿 物 ， 其 余 4 只 未 见 肿 瘤 ， 癌 变 大 鼠 中 1 7 例 为

单发、9例为多发，最大直径10 mm，多发肿瘤的

大鼠中仅1例侵犯肠系膜，均未见明显远处转移。

实 验 组 大 鼠 1 9 只 距 肛 门 4 ~ 9  c m 处 可 见 到 隆 起 的

肿物，其余11只未见肿瘤，恶变大鼠中15例为单

发 、 4 例 为 多 发 ， 肿 物 的 最 大 直 径 5  m m ， 未 见 与

周围组织粘连及远处转移（图2）。对照组肿瘤发

生率为86.67%（26/30），实验组的肿瘤发生率为

63.33%（19/30），两组的肿瘤发生率差异有统计

学意义（P<0.05）。

2.4  两组大鼠组织病理学检查 

两组大鼠肿瘤采用HE染色行病理学观察，结

果均为腺癌（图3）。

图 2　大体病理学观察　　A：正常结肠黏膜；B：单发结肠
肿物；C：多发结肠肿物

Figure 2　Gross pathological examination　　A: Normal colonic 
mucosa; B: Solitary colonic tumor; C: Multiple colonic 
tumor 

A B C

图 3　组织病理学观察　　A：正常结肠黏膜（HE×40）；B：结肠非典型增生（HE×200）；C：结肠腺癌（HE×200）
Figure 3　Histopathological examination　　A: Normal colonic mucosa (HE×40); B: Colonic atypical hyperplasia (HE×200); C: Colonic 

adenocarcinoma (HE×200)

A B C

图 1　气相色谱测定红细胞膜 n-3 PUFAs 的浓度　　A：16 种脂肪酸标准品色谱图；B：对照组脂肪酸分布色谱图；C：实验
组脂肪酸色谱图

Figure 1　Determination of the concentration of n-3 PUFAs in erythrocyte membrane by gas chromatography　　A: chromatogram of of 
16 standard fatt y acids; B: Chromatogram of fatt y acids in control group; C: Chromatogram of fatt y acids in experimental group 
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2.5  两组大鼠外周血细胞总 DNA 甲基化率的检测

对 照 组 大 鼠 外 周 血 细 胞 总 D N A 甲 基 化 率 为

（1.213±0.005）%，实验组为（2.271±0.111）%，

两组差异有统计学意义（P<0.05）。DNA甲基化色

谱图见图4。

图 4　大鼠外周血细胞 DNA 甲基化色谱图 
Figure 4　Chromatogram of blood DNA Methylation in 

peripheral blood cells of the rats

1 2 3 4 5 6 7 8 9
计数与采集时间 (min)

3
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0.25

0

×104
+ESI TIC MRM (**->**) sample6-r003.d+ESI TIC MRM (**->**) sample6-r003.d

3　讨　论

成 熟 红 细 胞 缺 乏 合 成 脂 肪 酸 的 能 力 ， 红 细 胞

膜 脂 肪 酸 组 成 的 变 化 与 血 浆 或 其 他 组 织 长 期 进 行

脂 肪 酸 交 换 结 果 ， 反 映 其 他 组 织 脂 肪 酸 代 谢 的 情

况 。 本 实 验 通 过 气 相 色 谱 测 定 大 鼠 红 胞 膜 内 n - 3 

P U F A s 浓 度 评 估 大 鼠 n -3  P U F A s 灌 胃 后 效 果 ， 结

果 两 组 大 鼠 n - 3  P U F A s 差 异 显 著 ， 认 为 口 服 n - 3 

PUFAs能够提高大鼠n-3 PUFAs浓度。

本研究应用MNU对SD大鼠进行灌肠，肿瘤发

生率高（86.67%），贴近结肠癌自然发生、发展

过 程 ， 为 研 究 结 直 肠 癌 等 提 供 理 想 的 动 物 模 型 。

结 直 肠 癌 早 期 多 表 现 为 ： 腹 泻 、 大 便 次 数 增 多 、

血便、黏液便等。本实验结果：灌肠至第16周时

两 组 大 鼠 均 发 生 大 便 性 状 的 改 变 ， 对 照 组 出 现 便

血多于研究组（13 vs .  5，P=0.024）。大便性状改

变可能与MNU灌肠导致肠黏膜发生病理性改变或

与 灌 肠 刺 激 作 用 有 关 ， 血 便 可 能 为 肿 瘤 破 溃 出 血

所致。

灌 肠 至 第 1 6 周 时 ， 对 照 组 大 鼠 进 食 少 于 实

验 组 ， 对 照 组 体 质 量 明 显 低 于 实 验 组 ， 差 异 有 统

计 学 意 义 ， 笔 者 认 为 两 组 体 质 量 的 差 异 可 能 与 饮

食、吸收功能和肿瘤慢性消耗等的差异有关。

本实验对照组大鼠肿瘤发生率为86.67%，而

实 验 组 为 6 6 . 6 7 % ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ， 提 示 n - 3 

PUFAs具有抑制结直肠肿瘤的发生。

对照组的结直肠肿瘤发生率和有关文献[2]报道

相近，但对照组只有1例大鼠肿瘤侵犯肠系膜，无

淋巴结及远处转移，低于文献[2]报道的淋巴结及全

身转移率，具体原因尚不清楚，但作者认为本实验

结果更贴近大鼠结直肠癌缓慢发生、发展特点。

n-3 PUFAs如何抑制结直肠癌？Rogers等[4]认

为n-3 PUFAs是通过增加肿瘤细胞膜流动性，诱导

细胞凋亡。Hull [5]认为n-3 PUFAs通过抗炎作用预

防结直肠肿瘤形成。Vecchio等 [6]认为n -3  PUFAs

通 过 抑 制 C O X - 2 活 性 抑 制 结 直 肠 癌 。 Y a n g 等 [ 7 ]认

为 n - 3  P U F A s 通 过 抑 制 结 直 肠 肿 瘤 干 细 胞 样 细 胞

的增殖，促进肿瘤干细胞样细胞的凋亡。关于n -3 

PUFAs抗结直肠肿瘤作用机理众多，但到目前为

止还不十分清楚。

DNA甲基化是指在不改变基因组中碱基排序

情况下影响基因转录和表达。基因组DNA的低甲

基化是癌细胞表观遗传的重大改变之一 [8]。Zhang

等 [ 3 ]报 道 大 肠 癌 组 织 D N A 甲 基 化 水 平 低 于 癌 旁 组

织 。 同 样 ， B a e 和 S u z u k i 等 [ 9 - 1 0 ]也 证 明 L I N E - 1 、

A L U 等 在 多 种 癌 症 中 存 在 低 甲 基 化 的 现 象 。 最 近

研究发现LINE -1的低甲基化将会导致原癌基因的

激活，从而会促进结直肠癌的转移 [11]。DNA低甲

基 化 一 方 面 可 能 通 过 影 响 染 色 体 的 稳 定 性 ， 造 成

癌细胞中常见的染色体异常 [ 12]；另一方面通过激

活原癌基因的表达，从而促进肿瘤的发生 [ 13]。研

究 发 现 ， 在 癌 细 胞 中 某 些 抑 癌 基 因 的 启 动 子 区 的

C p G 岛 通 常 发 生 甲 基 化 ， 引 起 抑 癌 基 因 的 表 观 沉

默，促进肿瘤发生发展[14-15]。

虞德才等 [16]报道5 -Aza -dC能逆转TFPI -2基因

（ 抑 癌 基 因 ） 的 高 甲 基 化 状 态 ， 使 该 基 因 重 新 表

达。但本实验中研究组血液DNA甲基化水平高于

对 照 组 。 作 者 推 测 作 为 预 防 结 直 肠 癌 发 生 ， n - 3 

PUFAs可能是通过促癌基因甲基化来达到抑制结

直肠癌的发生。

因此，n-3 PUFAs具有抑制大鼠结直肠癌的发

生、发展，可能与其提高血液DNA甲基化机理有

关，具体机制仍需进一步研究。 
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