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　　提　要　目的: 观察硒对二乙基亚硝胺 ( DEN )诱发大鼠肝癌的影响。方法:在诱癌过程中 ,大鼠分别投

予含 0. 2、 1. 0、 3. 0× 10- 6硒 ( Se)的饲料 ,检测血、肝组织 LPO、 GSH-Px活性 ,观察诱癌率及癌结节面积。结

果: 补 Se后对诱癌率无显著影响 ,但补充 3. 0× 10- 6 Se可使癌结节面积显著减少 ;补 Se可显著地减轻诱癌

早期血和肝组织中 LPO的形成及诱癌过程中血和肝组织中 GSH-PX活性的降低。结论: Se可能具有通过提

高 GSH-Px活力、抑制脂质过氧化作用而抑制肝癌生长的作用。
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　　大量的流行病学和动物实验资料证明 ,硒 ( Se)与

多种人类癌症的发病率呈负相关关系 ,并能显著地预

防和抑制动物的自发性、移植性和化学致癌剂诱发的

肿瘤的发生、发展、播散和复发 [1, 2, 3 ]。迄今为止 ,虽已

对 Se的抗癌机理作了大量的研究 ,但其确切机理尚未

完全阐明
[4 ]
。自由基脂质过氧化作用与肿瘤的关系极

为密切。Se作为谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH-Px )的重

要组成部分 ,具有清除自由基对抗氧化损伤的作用。本

实验观察 Se对实验大鼠肝癌的抑制作用 ,并重点观察

Se的抗氧化能力在抑癌作用中的可能机理。为肝癌防

治研究及对 Se抑癌机理的进一步研究提供依据。

1　材料与方法

1. 1　动物分组与实验方法
　　Wistar大鼠 150只 ,雌雄各半 ,体重 200± 20 g。将大鼠随机

分为对照组、补 SeⅠ 组和补 SeⅡ组 ,每组 50只。分笼饲养 ,定量

给食。对照组食用普通饲料 (含 Se量 0. 2× 10- 6 )。补 SeⅠ 组及

补 SeⅡ组于普通饲料中分别添加 1. 0及 3. 0× 10- 6 Se ( Na2

SeO3 )。 3组大鼠均进行诱癌: 将 DEN (二乙基亚硝胺 )配成

0. 01%水溶液 ,置于棕色瓶中让大鼠自由饮用。

1. 2　取材方法
　　于诱癌开始后 ,每 3周处死一批动物 ,每组 5只。大鼠活杀后

取血、肝素抗凝 ,分离血浆和红细胞。红细胞用冷生理盐水洗涤

3遍 ,等量双蒸水制取溶血液。肝右叶用于病理切片 ,肝左叶制

取匀浆 ,进行各项指标的测定。

1. 3　测定方法
1. 3. 1　 GSH-Px活力测定　　采用 DTN B比色法。

1. 3. 2　 LPO测定　　采用改良的硫代巴比妥酸荧光法。

1. 3. 3　血红蛋白测定　　采用氰化高铁血红蛋白法。

1. 3. 4　组织匀浆蛋白浓度测定　　采用双缩脲法。

1. 4　组织学检查
　　组织标本用常规方法处理。考虑到肝癌分布的随机性 ,将

大鼠整个肝右叶作连续切片 , HE染色 ,光镜下行癌结节计数 ,

测微器测量癌结节的面积 ,用以代表整个肝脏肝癌的发生情

况。肝脏急性炎症病变程度参照林丛等 [5]的分法。

1. 5　统计处理
　　诱癌率的比较用精确概率法检验 ,组间比较用两样本均数

的 t检验 ,批间比较用方差分析。

2　结果

2. 1　 DEN诱癌过程中肝脏组织学表现
　　在诱癌的 1～ 6周 ,大鼠肝脏肉眼观察未见异常。镜下见肝

小叶结构基本完整 ,肝细胞变性坏死 ,并有炎细胞浸润。胆小管

轻度增生。诱癌第 9周后 ,肝脏体积逐渐增大 ,肝叶表面及切面

均可见灰白色结节。镜下以大量异常肝细胞构成的增生结节为

特征 ,伴有大量纤维组织增生 ,在实验的晚期可见结节性肝硬

化形成。实验的第 15周出现肝癌。癌肿多为多发性 ,分布无规

律 ,多为肝细胞癌。

2. 2　补 Se对 DEN诱发大鼠肝癌的影响

　　补 Se后对诱癌各个时期有不同的作用。实验第 3周对照

组 ,补 SeⅠ 组及补 SeⅡ组的急性炎症病变程度依次递减 ,第 6

周 3组间病变程度则相似 ,见表 1。实验第 9周后 ,补 SeⅡ 组较对

照组肉眼观察细胞增生结节数少 ,直径小。而补 SeⅠ 组与对照

组则无明显区别。实验第 15周时开始出现肝癌 ,自 15周至 21周

对照组、补 SeⅠ 组及补 SeⅡ 组的诱癌率分别为 40% 、 28. 5% 、

28. 5% ,统计学上 3组间差异不显著 ( P > 0. 05) ; 3组荷瘤大鼠

平均癌结节数分别为 2. 33、 1. 75、 1. 25,统计学也差异不显著。

然而补 SeⅡ组癌结节平均面积显著低于对照组 ( P < 0. 05) ,

见表 2。

表 1　补硒后肝组织急性炎症分级
Tab 1　 The grading of acute inf lammation in the liver

af ter Se supplementation

Weeks Cont rol group Se suppl.Ⅰ Se su ppl.Ⅱ

3 22. 5 17. 5 15

6 12　 14　 14
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表 2　大鼠肝癌发生情况 ( mm2 ,x-± s )

Tab 2　 The status of carcinogenesis(mm2 ,x-± s)

Control group Se suppl groupⅠ Se suppl groupⅡTime of experi
men t
( wk)

n
N o of tumor-
bearing rats

No. of tumor
nodules

Area of tumor
nodules

n
No of tumor-
bearing rats

No. of tumor
nodules

Area of tumo r
nodules

n
N o of tumor-
bearing rats

No. of tumo r
nodu les

Ar ea of tumor
nodules

15 5 1 2 7. 53± 6. 25 5 0 5 0

18 5 1 2 5. 94± 4. 37 5 1 2 6. 0± 2. 0 5 1 1 0. 53

21 5 4 10 12. 38± 12. 45 4 3 5 12. 19± 14. 08 4 3 4 2. 41± 1. 80　　　

Total 15 6 14 10. 77± 11. 63 14 4 7 10. 42± 13. 25 14 4 5 2. 04± 1. 99* #

* : P < 0. 05 vs contro l g roup;# : P < 0. 05v s suppl. g roupⅠ

2. 3　补 Se对诱癌过程中红细胞、肝细胞中 GSH-Px活力的影响见表 3

表 3　诱癌过程中 GSH-Px活性的变化 (x-± s)

Tab 3　 The changes of GSH-Px activities during carcinogenesis ( x-± s)

Con t rol g roup Se suppl groupⅠ Se suppl. groupⅡTim e of ex peri
ment
(w k ) RBC

( u /mg Hb)
Liver tissue
( u /g of liv er)

RBC
( u /mg Hb)

Liver tis sue
( u /g of li ver)

RBC
( u /mg Hb)

Liv er tis su e
( u /g of liver)

0 180. 04± 6. 33 9033. 23± 415. 67 180. 04± 6. 33 9033. 23± 415. 67 180. 04± 6. 33 9033. 23± 415. 67

3 125. 78± 10. 11 7144. 80± 458. 68 157. 73± 7. 09** 7149. 70± 483. 48 156. 44± 5. 46** 7285. 83± 517. 99

6 160. 69± 4. 05 1694. 21± 191. 31 259. 64± 8. 08** 2123. 64± 279. 43* 261. 87± 11. 06** 2090. 17± 179. 89

9 92. 45± 9. 67 5330. 78± 483. 61 184. 14± 13. 13** 5303. 01± 327. 94 189. 72± 8. 55** 5314. 83± 534. 62

12 135. 56± 5. 89 5145. 74± 453. 92 213. 47± 10. 35** 6188. 83± 477. 41* 833. 44± 8. 59** # # 8839. 64± 740. 87** # #

15 79. 12± 5. 89 2928. 49± 376. 81 228. 31± 8. 47** 5692. 14± 500. 11** 226. 01± 4. 32** 5539. 76± 420. 23**

18 120. 14± 45. 08 2182. 09± 126. 74 237. 01± 8. 11** 2393. 86± 323. 73 263. 74± 10. 54** 2329. 53± 196. 64

21 149. 48± 8. 58 5169. 52± 520. 79 198. 11± 7. 51** 5452. 21± 349. 10 287. 61± 8. 904** # # 5483. 77± 318. 56

* : P < 0. 05;** : P < 0. 01 vs cont rol g roup; # # : P < 0. 01 vs Se suppl. g r oupⅠ

2. 4　补 Se对诱癌过程中血浆、肝组织 LPO含量的影响见表 4

表 4　诱癌过程中 LPO的变化 (x-± s )

Tab 4　 The change of LPO during carcinogenesis ( x-± s)

Con trol group Se suppl. g rou pⅠ Se suppl. g roupⅡTime of exp eri

men t ( w k) Blood plasmaa Liver tis sueb Blood plasma Liver tis sue Blood plasma Liver tis su e

0 3. 52± 0. 55 0. 30± 0. 06 3. 52± 0. 55 0. 30± 0. 06 3. 52± 0. 55 0. 30± 0. 06

3 5. 16± 0. 82 0. 61± 0. 08 4. 35± 0. 60 0. 51± 0. 04 3. 72± 0. 46* 0. 48± 0. 07** #

6 4. 43± 0. 34 0. 51± 0. 08 4. 09± 0. 13 0. 42± 0. 04 3. 94± 0. 29* 0. 36± 0. 05** #

9 4. 53± 0. 82 0. 38± 0. 05 4. 06± 0. 65 0. 35± 0. 07 3. 37± 0. 78 0. 35± 0. 07

12 3. 58± 0. 53 0. 37± 0. 02 3. 52± 0. 48 0. 35± 0. 02 3. 52± 0. 49 0. 34± 0. 02

15 3. 68± 0. 53 0. 32± 0. 05 3. 58± 0. 67 0. 32± 0. 03 3. 57± 0. 46 0. 32± 0. 05

18 2. 82± 0. 29 0. 32± 0. 32 3. 11± 0. 45 0. 31± 0. 03 3. 36± 0. 61 0. 37± 0. 05

21 3. 36± 0. 57 0. 30± 0. 05 3. 70± 0. 57 0. 31± 0. 02 3. 85± 0. 28 0. 33± 0. 04

a: v alues a re expr essed as nmo l M DA /ml; b: v alues are expressed as nmol MDA /mg pro tein;* : P < 0. 05,** : P <

0. 01v s contr ol g roup;# : P < 0. 05 vs Se suppl. g r oupⅠ .
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3　讨论

3. 1　 LPO在癌发生过程中的作用

　　近年来 ,氧自由基及 LPO在癌发生中的作用受到

了广泛的重视
[6 ]
。本实验观察到 LPO在诱癌早期 (第

3、 6周 )显著升高 ,至 12周随着癌前增生结节的形成和

肝癌的发生发展而降低。诱癌早期 LPO升高可能是

DEN代谢活化过程中产生的氧自由基引发的脂质过

氧化作用致。随着癌的产生和发展 , LPO逐渐下降。癌

组织脂质过氧化反应低下被认为是癌细胞丧失细胞增

殖的自我控制机理有关 [7 ]。从本实验可以看出 ,补 Se

后可抑制诱癌早期 LPO的升高作用。因此我们认为

Se可能是部分通过其抗氧化能力即抑制脂质过氧化

作用来达到其抑癌效应的。

3. 2　 Se与 GSH-Px及其抑癌机理

　　部分 Se存在于 GSH-Px必需基因中。GSH-Px、

SOD、 CAT等作为机体的抗氧化系统 ,能催化超氧化

物、过氧化氢及脂质过氧化物的还原 ,从而控制脂质过

氧化物的水平。本实验发现 ,在 DEN诱癌过程中 ,补

Se可显著地提高红细胞 GSH-Px的活力 ,然而 ,肝细

胞中 GSH-Px活力在诱癌过程中则一直在正常水平

以下波动。饲料中补充 1. 0、 3. 0× 10- 6 Se在实验的第

6、 12、 15周时相点可显著提高肝组织中 GSH-Px活

力 ,但升高的 GSH-Px水平仍低于诱癌前水平。可见

在 DEN诱癌过程中 ,肝组织的 GSH-Px严重受损。同

时本实验还发现 ,饲料中添加 3. 0× 10- 6 Se可显著地

抑制诱癌早期 (第 3、 6周 ) LPO的升高作用。由于补 Se

后 LPO变化与 GSH-Px的变化不完全一致 ,所以我们

推测 Se对 DEN诱癌早期 LPO升高的抑制效应似乎

不全是通过肝组织 GSH-Px的抗氧化作用来实现的 ,

可能还存在另一种依赖于 Se的抗氧化因子的存在。本

实验结果显示: 饲料中添加 3. 0× 10- 6 Se组与对照组

相比较 ,能显著地降低癌结节面积 ( P < 0. 01) ,亦即

显著地抑制癌结节的生长速度。由此可以推测: 在此模

型中 , Se的抑癌作用可能部分是通过其抗氧化作用来

实现的 ;另一可能机理是 Se抑制肝癌细胞的增殖而达

到抑癌作用
[8 ]
。
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Inhibitory effects of Se on diethylnitrosamine-induced hepatocar-

cinogenesis in rats
Xiao Tianli, Yuan Aili , Liu Weiw en ( Depa rtment of Gastr oenter olog y , South west Hospital, Third M ilitary M edical Univ er-

sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o observ e the inhibito ry effects of Se on diethylnitr osamine ( DEN ) -induced hepa-

tocar cinogenesis. Methods: During carcinogenesis, W ista r ra ts w ere fed with 3 different die ta ry lev els o f Se

( 0. 2, 1. 0 and 3. 0× 10- 6 r espectiv ely) . Th en the ac tiv ities o f LPO and GSH-Px in the blood and liv er w ere

determined and th e tumo r incidence and a rea of tumo r nodules obse rv ed. Results: Supplementation o f Se sig-

nificantly inhibited the increase of LPO in bo th blood and liv er at th e ear ly stag e of ca rcinogenesis and re-

stor ed the values of GSH-Px in the r ed blo od cells and liv er. Conclusion: Se might inhibit the g rowth of liv er

cance r through improving th e ac tiv ity o f GSH-Px and depressing the lipid per ox idation.

　　 Key words　 Se; diethylnitr osamine; liv er cancer; g luthione per ox idase; lipid pe rox ide; rat
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