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摘要:目的:探讨不同硒化合物体外抗肿瘤作用。方法: 用M T T 法测定纳米粒元素硒、低价硒

和亚硒酸钠体外对人白血病细胞 HL - 60、人肺癌细胞A 549 和人肝癌细胞HC 的细胞毒作

用;用化学发光法评价这些硒化合物对体外产生活性氧的清除效果。结果:亚硒酸钠对三种肿

瘤细胞有一定细胞毒作用,但对体外产生的活性氧无抑制作用; 纳米硒和低价硒,特别是低价

硒,对HL - 60细胞有强烈的杀伤作用,并能有效清除过氧化氢和超氧阴离子。结论:不同硒化

合物对不同肿瘤细胞有不同的细胞毒作用。纳米硒和低价硒对肿瘤细胞的杀伤作用可能与亚

硒酸钠有不同的机制。低价硒在治疗白血病方面有潜在的应用价值。
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　　硒是人体必需的微量元素,具有广泛的生物学

功能[ 1 ]。人群调查资料显示,机体硒水平与癌症发生

率呈负相关[ 2 ] ,补硒能有效抑制多种人类肿瘤的发

生[ 3～ 5 ]。本研究用M T T 法探索不同硒化合物对多

种肿瘤细胞的细胞毒作用,为硒的抗肿瘤作用提供

实验依据和新形式的硒化合物。

材料与方法

1　材　料

红色纳米粒元素硒和低价硒由合肥经济技术学

院张劲松提供,硒浓度分别为 5 mM 和 75 mM ; 亚

硒酸钠、噻唑兰 (M T T )、二甲基亚砜 (DM SO )为美

国 Sigm a 公司产品; HL 260细胞系由本所血液室提

供; A 549人肺癌细胞、人肝癌细胞和人胚肺纤维细

胞 (H EL )均由本所其他研究室提供; R PM 1640 细

胞培养液购自 Gibco 公司; 其他均为市售分析纯试

剂。

2　M T T 试验[ 6 ]

将细胞接种 96孔培养板 (N unc公司产品)中,

每孔接种 5000～ 10000个细胞,分别加入 0、01125、

0125、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0和 8. 0 m göL 的亚硒酸钠、
纳米粒硒和低价硒,每种硒化合物每个浓度 3 个平

行孔,每孔总体积 011 m l。并设细胞对照和调零孔。

置 5%CO 2、37°C和 95%湿度条件下培养 72 h。培养

结束前 4 h,每孔轻轻吸去上清液 0105 m l, 同时加

入M T T (5 m gömL ) 50 Λlö孔,继续培养 4 h,培养结

束后,每孔加入DM SO 100 Λl,吹打混匀,使紫色结

晶完全溶解, 用酶联免疫检测仪测定 570 nm 波长

下的光密度值。

3　化学发光测量硒对活性氧的抑制作用[ 7 ]

将不同浓度的硒化合物加入 011 mm o löL 的鲁
米诺碳酸盐缓冲液中, 用 SH G21 化学发光测量仪

(上海)测定过氧化氢和超氧阴离子 (黄嘌呤- 黄嘌

呤氧化酶体系)产生的化学发光 (6 s) ,以空白对照

的发光强度为 100% ,计算硒对氧化氢和超氧阴离

子产生化学发光的抑制率。以化学发光抑制率为纵

座标,硒浓度为横座标, 求出抑制 50%化学发光时

硒的浓度 IC 50。

4　数据处理

统计学分析采用相关线性回归计算 IC 50。

结　　果

1　不同硒化合物对不同肿瘤细胞的细胞毒作用

亚硒酸钠、纳米硒和低价硒对人肺癌A 549 细

胞、人肝癌细胞和人白血病HL 260细胞杀伤作用结

果如图 1所示。可以看出,不同的硒化合物对不同的

肿瘤细胞表现出不同的细胞毒作用,且在一定浓度

范围内呈线性相关。对OD 抑制率和硒浓度进行相

关线性回归,计算不同硒化合物对不同肿瘤细胞杀

伤作用的 IC 50结果如附表所示。

　　从图 1和附表结果可以看出,三种硒化合物对

人肺癌细胞A 549 的细胞毒作用相当, 亚硒酸钠对

人肝癌细胞有较强的细胞毒作用,而纳米硒和低价

硒对人白血病HL 260细胞的杀伤作用明显高于亚
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图 1　亚硒酸钠、纳米硒和低价硒对人肺癌细胞A 549 (a)、人肝癌细胞 (b)

和人白血病细胞HL 260 (c)的细胞毒作用

图 2　亚硒酸钠、纳米硒和低价硒对体外过氧化氢(a)和超氧阴离子 (b)的清除作用

附表　不同硒化合物对不同肿瘤细胞的细胞毒

作用比较　 ( IC 50,m göL )

亚硒酸钠 纳米硒 低价硒

人肺癌细胞A 549 1. 42 1. 52 1. 25

人肝癌细胞HC 0. 98 4. 18 3. 54

人白血病细胞HL 260 2. 82 0. 88 0. 18

硒酸钠,特别是低价硒,对人白血病 HL 260 细胞有

强烈的细胞毒作用, IC 50为 0118 m göL ,分别约是纳

米硒和亚硒酸钠 1ö5和 1ö15,暗示低价硒在白血病

的预防和ö或治疗中可能具有潜在的开发应用价值。
2　不同硒化合物对体外活性氧的清除作用

亚硒酸钠、纳米硒和低价硒对体外过氧化氢和

超氧阴离子的清除作用结果如图 2所示。可以看出,

亚硒酸钠在体外对活性氧无清除作用,纳米硒和低

价硒对过氧化氢和超氧阴离子均有显著清除作用,

特别是低价硒,清除效果更明显,对过氧化氢和超氧

阴离子产生化学发光的 IC 50分别是 14155和 13130

m göL ,分别是纳米硒的约 1ö4和 1ö6。

讨　　论

60 年代以前, 有关硒防治癌的研究虽有报道,

但并未真正引起人们的重视。1966年, Sham berger

等报道了硒抑制巴豆油的致癌作用,并继续在这方

面做了大量研究,从此,硒的抑癌作用才引起人们广

泛注意。当前,在肿瘤研究领域中,对硒的抑癌作用

及其机理研究,引起了肿瘤学、营养学、流行病学以

及生物化学等研究者的极大兴趣,并获得了有意义

的研究证据,归纳起来主要有: (1)实验肿瘤学方面,

证明硒对动物自发的及化学致癌剂和病毒诱发的肿

瘤以及移植肿瘤的形成均有抑制作用。(2)人群调查

资料方面, Sham berger 等对美国各州白人男性 55

～ 64岁特定年龄的癌症死亡率进行调查分析,结果

表明,在高硒、中硒和低硒州之间癌症死亡率的差别

非常显著[ 8 ] , Sch rauzer 等在世界范围内调查了 27

个国家和地区的情况,得出了同样的结论,即摄入硒

的量越高,癌症发病率越低[ 9 ]。在我国,对肝癌高发

区的江苏启东和肺癌高发区的云南锡矿人群的血硒

水平分析的结果也表明,癌症发病率与血硒水平呈

明显的负相关[ 10 ]。更有意义的是,于树玉等在低硒

地区江苏启东县用补充亚硒酸钠的方法有效地降低

了当地居民的肝癌发病率,获得了硒抑制癌症的直

接证据[ 11, 12 ]。 (3)体外实验方面,硒对肿瘤细胞的生
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长和ö或存活力有明显的抑制作用,即证实了硒对肿

瘤细胞具有杀伤作用。研究还显示,硒对非癌变组织

的细胞的生长和存活并无明显影响,揭示硒具有抑

制肿瘤的特异性。本研究中,我们也观察了亚硒酸

钠、纳米硒和低价硒对正常人胚肺细胞 (H EL )增殖

的影响,结果表明,低浓度 (0125～ 2 m göL )的亚硒

酸钠对H EL 细胞有明显的促增殖作用, 4～ 8 m göL
亚硒酸对 H EL 细胞的生长无明显影响。低浓度

(0125～ 1 m göL )的纳米硒对H EL 细胞生长无明显

影响,其中 0125 m göL 剂量有明显促增殖作用, 2～

8 m göL 纳米硒对H EL 细胞生长有抑制作用。0125

m göL 低价硒对 H EL 细胞有明显促增殖作用, 015

～ 8 m göL 低价硒对H EL 细胞的抑制作用明显。

硒的抑癌机理主要有以下几个方面: (1)调节谷

胱甘肽过氧化物酶活性[ 13 ]。谷胱甘肽过氧化物酶是

一种含硒酶,它广泛分布于哺乳动物的各种组织中,

其重要功能便是通过非特异地催化过氧化氢和一系

列有机过氧化物的还原,从而保护细胞的膜系统不

受损害。现已证明,细胞的膜系统的氧化性损伤与癌

变密切相关,甚至有人提出癌是一种“膜系统疾病”,

因此,硒通过调节谷胱甘肽过氧化物酶活性从而达

到对膜的保护,是防止细胞癌变的重要作用,即硒的

抑癌作用与其抗过氧化作用有密切关系。(2)介入某

些致癌物的代谢。化学致癌物的致癌机理主要是通

过在体内进行代谢活化,形成一系列代谢产物,这些

活化的代谢产物与细胞中某些大分子结合形成加合

物,从而导致基因突变或蛋白质失活,进而影响细胞

发挥正常生理功能甚至癌变。实验研究表明,硒能阻

止某些化学致癌物的代谢活化,或拮抗其代谢产物,

从而抑制化学致癌物的致癌作用[ 14 ]。 (3)促进DNA

损伤修复。细胞癌变的产生归根结底是DNA 的损

伤, 致癌物诱发的DNA 损伤是多方面的, 如DNA

单链的断裂、染色体易位、姐妹染色体交换、DNA 加

合物的形成等。有证据表明,硒能有效地降低致癌物

诱发的多种DNA 损伤[ 15 ]。(4)对肿瘤细胞的直接杀

伤作用。许多实验研究表明,在体外培养条件下,硒

对多种肿瘤细胞的生长有显著的抑制作用,而对正

常组织细胞的生长无明显影响[ 16 ]。 (5)调节机体免

疫功能。免疫功能的失调是机体发生病变的主要原

因,癌症也是如此。许多研究表明,硒显著地影响免

疫系统所包含的三种免疫防御方式,即非特异免疫、

体液免疫和细胞免疫。硒对免疫功能的调节作用可

能是硒抑制肿瘤的重要机制[ 17 ]。

值得指出的是,硒的抑癌效果与机体内硒水平、

所用硒制剂、生活环境中存在的和摄入的某些硒的

拮抗物质或协同物质的多少,以及硒的不同摄入途

径有关, 此外, 硒对不同肿瘤的抑制结果也存在差

异。本研究中,三种硒化合物对三种肿瘤细胞的细胞

毒作用各不相同,提示用硒防治癌症时必须充分认

识到硒化合物形式及其剂量的重要性。
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言,影响也是很大的。缺铁时,能直接损伤淋巴细胞

合成DNA ,抑制抗体形成,干扰溶菌酶的活性,降低

白细胞内髓过氧化酶的活性,使白细胞的杀伤能力

下降;淋巴细胞对特别抗原的反应效能下降,对感染

的应激能力降低,使组织易受感染[ 4 ]。

牙龈炎和牙周炎,同属发生在牙周组织上的炎

症,其局部致病因素均为口腔不洁、致病微生物、牙

结石、软垢、食物嵌塞、不良修复体等,但这两种病的

预后却截然不同,牙龈炎无论病程多长,病变只限于

龈组织上,而牙周炎却顺着牙周组织不断扩大炎症

范围, 最终导致牙周膜破坏, 牙槽管吸收及牙齿脱

落。为了找到牙周炎的全身致病因素,人们作了大量

的研究工作,目前公认细菌是牙周病的始动因子,但

机体的免疫状态,可能是牙周病发生、发展的重要环

节[ 5 ]。通过我们对微量元素各自对机体的健康意义

的研究和对牙龈炎,牙周炎患者头发微量元素的测

定、比较,不难看出,机体锌、铁水平低下,是造成牙

周炎患者免疫功能低下的原因之一。牙龈炎患者的

牙龈在局部因素刺激下受损继发炎症,由于机体的

锌、铁等微量元素处于正常水平,保证了正常的免疫

功能的实施。由于锌对组织的营养效应,使受损的龈

组织得到及时的修复,这样,在局部因子去除以前,

其对组织的损伤作用和机体的免疫修复作用互相抗

衡,使炎症不能向牙周膜、牙槽管处发展,而只限于

龈组织上。牙周病患者,由于机体锌、铁等微量元素

水平低下,导致免疫功能低下,牙周组织对炎症的应

激能力下降,使炎症能向深层组织扩散,破坏牙周组

织。锌元素缺少,不使局部组织的修复能力低下,受

损的组织得不到及时修复,就导致了牙周炎的发生。

通过这一测试结果,使我们想到,如果在合适的

时候,给患者补充一定量的微量元素锌和铁剂,对提

高患者的免疫力,防治牙周病,将会起到积极作用。
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Zhu M a oxia ng , Ya ng Zhihua , Gong Yifen

( Institu te of Radiation M edicine,A cadem y of M ilitary M edical Science. ,Beijing 100850, Ch ina)

Abstract: O bjective: To investigate the an titumo r effects in vitro of various selen ium compounds such as sodium selen ite, elem ent

selen ium particles in nano- m etre size and low valen t selen ium. M ethods: The cyto tox icities of various selen ium compounds on

som e tumo r cells w ere m easured using M TT assay. The scavenging actions of these selen ium compounds on reactive oxygen

species in vitro w ere valuated by chem ilum inescence assay. Resu lts: Though sodium selen ite show ed som e cyto tox icities on HL -

60, A 549 and HC, w h ich the IC 50 w ere respectively 2. 77, 1. 43 and 0. 98 Λg selen ium öm l, there w ere no inh ib ito ry effect on

reactive oxygen species in vitro. The cytoytox icities of elem ent selen ium particles in nano- m etre size and low - valen t selen ium

on A 549 and HC w ere less than that of sodium seelenate, bu t they show ed a sign ifican t cyto tox icity on HL - 60, especially low -

valen t selen ium w ho se IC50 w as 0. 18 Λg selen ium öm l, and show ed a stronger supp ression to hydrogen perox ide and superox ide

an ion radicals in vvitro. Conclusion: There w ere differen t cyto tox icty effects on differen t tumo r cells among various selen ium

compounds, and perhap s there w ere differen t m echan ism betw een elem ent seelen ium particles in nano - m etre size and low -

valen t selen ium and sodium selen ite. It is indicated that the low - valen t selen ium had latency value app lying in leukem ic therapy.

Key words: Selen ium; au titumo r; Reactive oxygen xpecies;M TT assay; Chem ilum inescence
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