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　　提　要　对亚硒酸钠预防甲基硝基亚硝基胍 ( MNNG)所致胃粘膜细胞损伤的作用进行研究。结果发

现 ,胃粘膜细胞先用 1× 10- 5 mol /L或 1× 10- 6 mo l /L亚硒酸钠预处理 4 h,再给 MNNG组细胞的增殖速率、

软琼脂集落形成能力、非程序 DNA合成水平、质脂过氧化物和 ras p21蛋白含量均显著低于 MNNG组 ( P

< 0. 05～ 0. 01)。结果提示 ,一定剂量亚硒酸钠对 MNNG诱导的胃粘膜细胞损伤有防护作用。
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　　国内外大量流行病学调查证明 ,硒与人类癌症死

亡率呈负相关 ,硒缺乏可增加人类患癌的危险性
[1 ]
。动

物实验亦证明 ,硒具有拮抗或抑制化学致癌剂的致癌、

诱癌作用。为了解硒对胃粘膜细胞的保护作用 ,本文观

察了亚硒酸钠 ( Na2 SeO3 )对甲基硝基亚硝基胍 ( MN-

N G)所致胎胃粘膜上皮细胞损伤的预防作用。

1　材料与方法

1. 1　实验设计
　　胎胃粘膜上皮细胞的分离、培养和鉴定见文献 [2 ]。实验共

分 4组 ,包括 M NN G组和 1× 10- 5 mo l / L Na2 SeO3+ MNN G组

( S1组 ) , 1× 10- 6 mol /L Na2 SeO3+ MNNG组 ( S2组 )及 1× 10- 7

mo l /L Na2 SeO3+ MNNG( S3组 )。MNNG用量在培养液中终浓

度均为 10- 5 mol / L。取第 2代培养 24 h后细胞 , S1、 S2、 S3组分别

用相应浓度 Na2 SeO3预处理 4 h,再与 MNN G组同时加入 MN-

NG,培养 24 h后 ,更换正常培养液 ,继续培养 40 d,观察实验过

程中各组细胞各项指标的变化。

1. 2　研究内容与方法
1. 2. 1　细胞生长曲线　　不同处理后 ,将细胞以 2× 105 /瓶的

密度接种于培养瓶 ,次日起每天每组取 3瓶细胞 ,消化后制备细

胞悬液 ,计数细胞 ,取平均值共计 5 d,绘制出生长曲线 ,比较各

组细胞生长速度。

1. 2. 2　软琼脂集落形成试验　　取培养第 30天细胞悬液 0. 2

ml(含细胞 1000个 )与 0. 35%软琼脂 3 ml混匀后 ,注入含 0. 6%

琼脂底层平皿 ,置 CO2孵箱中培养 10 d,取出计数集落形成个

数。

1. 2. 3　非程序 DNA合成 ( UDS)测定　　各组细胞经不同处

理后分别加入羟基脲 ( 5mmol /L , Sigma公司 )和 3 H-TdR 5μci /

ml(中国原子能研究所 ) ,细胞继续培养 4 h,每瓶取小量细胞行

台盼蓝染色 ,以观察细胞成活情况 ,其余制备样品 ,按文献 [3 ]

方法测定 UDS。

1. 2. 4　脂质过氧化物 ( LPO )测定　　采用硫代巴比妥酸比色

法。检测培养第 1、 5、 10、 20、 30和 40天细胞 LPO含量 [4 ]。

1. 2. 5　 r as p21酶联免疫吸附实验　　取各组第 10、 20、 30、 40

天细胞测定 ras p21蛋白 ,检测方法见文献 [ 4]。

1. 3　统计学处理
　　采用方差分析比较各组间差异的显著性 , P < 0. 05为差别

显著 , P < 0. 01为差别非常显著。

2　结果

2. 1　细胞生长速度比较
　　以细胞生长曲线表示。Na2 SeO3处理后 , S1、 S2组细胞生长

速度明显减慢 ,培养第 5天细胞数分别比 MNNG组低 64%和

42% ,见附图。

附图　各组胃粘膜上皮细胞生长曲线

Fig　 Growth curves of dif f erent groups of

gastric epithelial cells
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2. 2　软琼脂集落形成情况见表 1

表 1　各组胃上皮细胞软琼脂中集落形成个数 (x-± s)

Tab 1　 The numbers of colony formation in soft agar in

dif ferent groups of gastr ic epithelial cells ( x-± s )

Groups Number of colony

M NNG 6. 2± 0. 84　　

S3 5. 4± 1. 14　　

S2 2. 4± 1. 14**

S1 0. 8± 0. 84**

** : P < 0. 01 vs MNNG

　　由表 1可见 , S1和 S2组集落形成个数显著低于 MNNG组

( P < 0. 01) ,而 S3组集落形成个数与 MNNG组相比差别不显

著 ( P > 0. 05)。

2. 3　 Na2 SeO3对 MNNG诱导胎胃粘膜上皮细胞

UDS的影响
　　经台盼蓝染色观察 ,各组细胞成活率均在 90%以上。

Na2 SeO3对 MNNG诱导胎胃粘膜上皮细胞 UDS的影响见表

2。由表 2可见 , S1组和 S2组胃粘膜上皮细胞的 UDS水平显著

低于 M NN G组 ( P < 0. 05～ 0. 01) ,而 S3组 UDS水平与 MN-

NG组相比差别不显著 ( P > 0. 05)。

表 2　各组胃粘膜细胞的 UDS水平 (x-± s )

Tab 2　 The levels of unscheduled DNA synthesis in diff erent

groups of gastric epithelial cells (x-± s)

Groups cpm /106 cell s

M NNG 183. 8± 20. 5　　

S3 169. 0± 19. 1　　

S2 156. 6± 18. 7*　

S1 116. 6± 15. 6**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 05 vs MNNG

2. 4　 LPO测定结果见表 3

表 3　各组胃上皮细胞 LPO含量 (CB /nmol· ml- 1 ) (x-± s )

Tab 3　 LPO contens in dif ferent groups of gastric epithelial cells (CB /nmol· ml- 1 ) (x-± s)

Time ( d)
Groups

1 5 10 20 30 40

MNN G 5. 40± 0. 64 5. 95± 0. 65 6. 43± 0. 63 7. 42± 0. 68 5. 53± 0. 69 4. 05± 0. 52

S3 5. 47± 0. 63 5. 90± 0. 63 6. 44± 0. 62 7. 30± 0. 65 5. 74± 0. 62 4. 22± 0. 54

S2 4. 11± 0. 55* 4. 28± 0. 61** 4. 47± 0. 56** 4. 68± 0. 59** 4. 72± 0. 61 4. 78± 0. 63

S1 3. 87± 0. 54** 4. 12± 0. 58** 4. 32± 0. 58** 4. 52± 0. 57** 4. 65± 0. 60 4. 66± 0. 63

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs MNNG

　　由表 3可见 , S1组和 S2组培养第 1、 5、 10、 20天细胞 LPO

含量显著低于 M NN G组 ( P < 0. 05～ 0. 01) ,而 S3组与

MNNG组相比差别不显著 ( P > 0. 05)。

2. 5　各组细胞 ras p21检测结果见表 4

表 4　胃上皮细胞 ras p21表达变化 (A值 ) (x-± s )

Tab 4　 Expression of ras p21 in dif ferent groups of

gastric epithelial cells (x-± s )

Time ( d)
Grou ps

10 20 30 40

M NNG 0. 98± 0. 99 1. 08± 0. 11 1. 12± 0. 11 1. 12± 0. 12

S3 0. 95± 0. 11 1. 04± 0. 11 1. 08± 0. 12 1. 18± 0. 11

S2 0. 79± 0. 07* 0. 86± 0. 07* 0. 87± 0. 09** 0. 91± 0. 09**

S1 0. 65± 0. 08** 0. 68± 0. 08** 0. 68± 0. 09** 0. 69± 0. 08**

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs MNNG

　　由表 4可见 ,在各时相点 , S3组细胞 r as p21水平与

MNNG组相比差别不显著 ( P > 0. 05) ,而 S1和 S2组细胞 ras

p21水平则显著低于 MNNG组 ( P < 0. 05～ 0. 01)。

3　讨论

　　体外研究表明 ,硒能有效地抑制直接诱变剂

MNNG对细胞遗传物质的损伤及诱发突变作用 ,还可

抑制肿瘤细胞的生长 ,使其向正常细胞分化
[5 ]
。本文观

察了不同浓度 Na2 SeO3对 MNNG所致胎胃粘膜上皮

细胞损伤的预防作用 ,结果发现 ,先加 1× 10- 5
mol /L

和 1× 10
- 6

mol /L Na2 SeO3 预处理 4 h 后 ,再加

MNNG组细胞增殖速度及软琼脂中集落形成个数均

明显低于对照组 ,提示一定剂量下硒对胃粘膜上皮细

胞异常增殖有抑制作用。

　　正常情况下 ,细胞 DNA合成仅见于 S期 ,但当细

胞 DNA受到损伤进行修复时 ,其 DNA合成可发生在
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整个细胞周期。那些发生于 S期以外的 DNA合成 ,谓

之非程序 DNA合成 ( Unscheduled DN A synthesis,

UDS)。测定 UDS是一种检测致突变因子的可靠生物

学方法 ,我们过去研究提示 MNNG可损伤细胞 DNA

使细胞 UDS水平显著升高
[4 ]
。 本研究发现 ,先用 1×

10- 5
mol /L( S1组 )和 1× 10- 6

mo l /L Na2 SeO3 ( S2组 )

预处理胃粘膜 4 h,其 UDS水平显著低于 MNNG组 ,

而用 1× 10- 7 mol /L Na2 SeO3 ( S3组 )预处理 ,其 UDS

水平与 MNNG组相比则无显著差别 ,提示一定剂量

Na2 SeO3可防止 MNNG对胃粘膜细胞 DNA的损伤。

　　 LPO是指活性氧与不饱和脂肪酸作用产生的丙

二醛等产物 ,它可致细胞 DNA损伤 ,参与肿瘤的启动

和促进过程 [6 ]。 本研究发现 , S3组细胞 LPO含量与

MNNG组同步升降 ,而 S1组和 S2组细胞 LPO含量

在培养第 1、 5、 10和 20天显著低于 MNNG组。 提示

一定剂量维甲酸可抑制 MNNG引起的脂质过氧化 ,

防止其对胃粘膜细胞的损伤。

　　 p21蛋白是癌基因 ras产物 ,我们过去的研究发

现 , MNN G组 ras p21含量显著高于对照组 ,提示

MNNG可诱发 ras p21异常表达。本研究还发现 , S1

组和 S2组 ras p21水平显著低于 MNNG组 ,而 S3组

与 MNNG组相比则差异不显著 ,提示一定剂量

Na2 SeO3可抑制胃粘膜上细胞 ras p21的表达 ,防止细

胞癌变。

　　目前对硒的抗癌机理仍不完全清楚 ,根据本文资

料推测可能与以下有关: ( 1)抑制肿瘤细胞生长繁殖 ;

( 2)拮抗化学致癌物对细胞遗传物质的损伤 ,保护细胞

DNA,并促进受损 DNA的修复 [7 ] ; ( 3)抑制癌基因的

表达 ; ( 4)抑制致癌物引起的脂质过氧化及自由基的产

生 ,达到防癌目的。
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Preventive ef fects of Na2 SeO3 on injury of gastric epithelial cells induced

with N-methyl-N '-nitro-N-nitrosoguanidine
Liu Wei , Fang Dianchun, Liang Houjie, Liu Weiw en ( Depar tment o f Gastr oenter olog y, Southw est Hospital, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Th e study o f the preventiv e effects of Na2 SeO3 on injur y of g astric epithelia l cells ( GECs) in-

duced with N-methyl-N '-nitro-N-nitro soguanidine ( MNN G) revealed tha t the pro life rating rate , number of

colony formation in sof t ag ar , lev el of unscheduled DN A synthesis, content o f lipid pero xida tiv e products and

concentra tions o f r as P21 in GECs in the g roup w ith pret reatment using 1× 10- 5 mol /L or 1× 10- 6 mol /L

Na2 SeO3 w ere significantly decreased as compa red with th e g roup w ithout. This suggests that a cer tain

do sage o f Na2 SeO3 can effectiv ely prevent injury of GECs induced with MNN G.

　　 Key words　 gastric muco sA; epithelial cell; N-methy l-N '-nitr o-N-nitr osoguanidine ( MNNG) ; Na2 SeO3
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