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　　【摘　要】　目的　探讨硒在机体自然抗肿瘤发生过程中的作用。 方法　给断乳雄性W istar

大鼠M NN G (N 甲基2N’2硝基2N 亚硝胍 20 m gökg)灌胃,每天一次,连续 10 d,以诱导大鼠胃粘膜

异倍体形成 (大鼠胃癌模型形成)。第 25 w k 时,用流式细胞仪测定硒对大鼠胃幽门粘膜异倍体形

成的影响,用免疫组织化学ABC 法观察大鼠胃粘膜异倍体形成过程中,其胃的胃泌素细胞 (G 细

胞)、生长抑素细胞 (SS细胞)、52羟色胺细胞 (52H T 细胞)的免疫组织化学变化,并对以上结果进行

定性、定位、定量分析以及统计学处理。 结果　1. 硒能抑制M NN G 所致大鼠胃粘膜细胞异倍体的

形成。2. 实验对照组与正常对照组比较,大鼠胃粘膜胃泌素细胞的免疫组织化学反应明显增强 (P

< 0. 01) , SS细胞、52H T 细胞也有增强的趋势 (P > 0. 05)。3. 加硒各组与实验对照组比较,大鼠胃

粘膜胃泌素细胞的免疫组织化学反应明显减弱 (P < 0. 01) , SS细胞、52H T 细胞也有减弱的趋势 (P

> 0. 05)。 结论　内分泌细胞可能与M NN G 所致大鼠胃粘膜细胞异倍体的形成和发展有关;硒可

能对大鼠胃内分泌细胞的功能有一定影响。
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　　在人类肿瘤死亡率中,因胃癌而死亡者居我国

各种恶性肿瘤之首。胃肠道内存在着大量内分泌细

胞,因此,胃肠内分泌激素对胃癌发生的影响及其机

制的研究引起国内外学者的日益关注。硒是人体所

必需的营养元素,同时也是一种广泛的抗癌因子。目

前人们对硒抗癌机制的研究主要侧重于硒与抗氧化

作用[ 1, 2 ] , 硒与细胞免疫的关系[ 3～ 5 ], 硒与肿瘤生物

学活性之间的关系[ 6 ]等,而硒与机体内分泌的关系

所知甚少。本实验拟观察硒在大鼠胃癌形成 (胃粘膜

异倍体形成)过程中的作用以及对胃的胃泌素细胞

(gastrin cell, G 细胞)、生长抑素细胞 ( som ato sta t in

cell, SS 细胞)、52羟色胺细胞 (52hydroxytryp tam ine

cell, 52H T 细胞)的影响,以探讨硒在机体自然抗肿

瘤发生过程中的作用。

1　材　料　与　方　法

1. 1　实验动物及其分组

　　断乳雄性W istar大鼠 72只,体重 35～ 66 g,由

北京医科大学实验动物中心提供。分组见表 1。

1. 2　染毒

　　M NN G (N 甲基2N’2硝基2N 亚硝胍,北京医科

大学第一临床医院基因室邓大君教授惠赠)用二甲

基亚砜 (DM SO )助溶, 配成 100 m göm l溶液, 再用

生理盐水稀释 100倍即可使用,现用现配。实验开始

1 w k 后 (即断乳大鼠饲养一周后) , 给W istar 大鼠

M NN G灌胃 (20 m gökg) , 正常对照组以同样浓度

的二甲基亚砜2生理盐水灌胃,每日一次,连续 10d,

期间每天称体重以调整致癌剂M NN G 给药量。

1. 3　饲养观察

　　72 只雄性W istar 大鼠, 2 只一笼,饲养在带托

盘的钢丝笼内,在一定时间内给所有动物相同的饲

料量,并吃完定量,密切观察大鼠体重及精神状态的

变化,实验第 20 w k 后检测几只实验对照组大鼠胃
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幽门粘膜均出现异倍体后即处死全部大鼠。
Ta b le 1　G roups of W is ta r ra ts

Group n Do ses of M NN G Conten t of selen ium
in fo rage T im e of selen ium given

É 　　　N o r G 12 0 N o r　0. 1m gökg N o

Ê 　　　Exp G 12 20 m gökg N o r　0. 1m gökg N o

Ë H iSe G befo re M NN G gavage 12 20 m gökg H iSe　2. 0 m gökg O ne w eek befo re M NN G gavage

Ì L oSe G befo re M NN G gavage 12 20 m gökg L oSe　0. 2 m gökg O ne w eek befo re M NN G gavage

Í H iSe G after M NN G gavage 12 20 m gökg H iSe　2. 0 m gökg A fter M NN G gavage

Î L oSe G after M NN G gavage 12 20 m gökg L oSe　0. 2 m gökg A fter M NN G gavage

N o r G: no rm al contro l group; Exp G: experim ental con tro l group; H iSe: h igh selen ium; L oSe: low selen ium group

1. 4　取材

　　大鼠禁食 12 h,用 2. 5%戊巴比妥腹腔注射麻

醉 (1 m lökg)后, 取大鼠胃组织, 固定在 4%多聚甲

醛溶液中,用于DNA 含量测量及免疫组织化学石

蜡切片制作。

1. 5　胃幽门粘膜上皮细胞悬液的制备及DNA 含量

的测定

　　大鼠胃组织用 4%多聚甲醛溶液固定 24 h,剥

离胃窦部粘膜, 用 PBS (0. 1 m o löL , pH 7. 36)浸泡

24 h,剪成 1 mm 3 小块,用 0. 2%透明质酸液室温消

化以去除粘膜表面粘液; 然后用含 0. 2%胰酶和

0. 02% 胶原酶的混合消化液, 37 ℃震荡消化

40 m in。吸取悬液上层细胞至 10 m l刻度离心管中,

加入等体积的 1%小牛血清终止消化; 用上述蛋白

酶消化液再消化残留组织 2次,每次 30 m in。合并

收集的细胞悬液, 500 röm in, 离心 5 m in 后弃上清

液。将沉淀细胞悬浮于 PBS (0. 1 m o löL , pH 7. 36)

中, 在同样条件下再离心一次, 然后用 RNA 酶 (20

Λgöm l)消化, 300 目尼龙网过滤, 用 PBS 调正细胞

悬液浓度为 1×106 m l。碘化丙啶 (p rop id ium iodide,

P I)进行DNA 染色,流式细胞仪测定细胞DNA 含

量。用DNA 指数 (DNA index,D I)表示DNA 含量。

D I=
G0ö1实验样品细胞峰均道值

G0ö1正常胃粘膜上皮细胞峰均道值

　　DNA 倍体的判断指标为: D I= 0. 90～ 1. 10,为二倍体;

D I≠0. 90～ 1. 10,为异倍体。

1. 6　胃组织免疫组织化学石蜡标本的处理及免疫

组织化学方法

　　4%多聚甲醛固定后的大鼠胃组织,常规石蜡包

埋,切成 5～ 6 Λm 厚切片,备用。分别选用兔抗人胃

泌素、兔抗人 52羟色胺、兔抗人生长抑素抗体,行常

规ABC [卵清素2生物素2过氧化物酶复合体 (avid in2
b io t in2perox idase com p lex, ABC )免疫组织化学染

色。

1. 7　图像分析

　　将以上免疫组织化学方法所得图像用 L eica

Q 500M C 图像分析仪进行图像分析。测定空白区灰

度值,然后每个标本从幽门到胃体的方向,按一定距

离选取 10个视野,行二值化处理后,测定阳性细胞

灰度。然后被测灰度换算成平均光密度 (M OD )值。

M OD 值= 1 g GR EV 0öGR EV 1; GR EV 0∶空白度

灰值; GR EV 1:被测视野灰度值。

1. 8　统计学处理

　　本实验应用 SPSS软件包对组间均数进行方差

分析。细胞异倍体发生率用卡方 (X 2)检验等统计学

处理。

2　结　果

2. 1　生长情况

　　在实验的第 15 w k 之前,各组大鼠饮食情况良

好,体重增长速度基本相同,未见不良现象发生; 但

15 w k 之后,补硒组大鼠的体重有一定增长趋势,尤

其灌胃前补高硒组较为明显,但各组比较无统计学

意义。结果如图 1所示。

F ig. 1　W e ight cha nge s of ra t in the e xpe rim e nt

2. 2　DNA 含量测定及病理分析

　　大鼠异倍体发生率见表 2。

2. 3　免疫组织化学结果
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2. 3. 1　胃粘膜胃泌素细胞的免疫组织化学观察:用

胃泌素抗血清进行ABC 免疫组织化学染色显示,大

鼠胃泌素阳性细胞呈圆形、卵圆形或长梭形,其细胞
　　Ta b le 2　Inc ide nce of a ne up lo id ce lls in m ucosa l

e p ithe lium of ra t ga s tric a n trum

Group n
N um ber of

aneup lo id rats
Incidence of

aneup lo id rats%

É 5 0 0b

Ê 8 8 100

Ë 10 5 50a

Ì 8 6 75

Í 8 5 62. 5

Î 9 7 77. 8

a: compared w ith Exp G P < 0. 05; 　b: compared w ith Exp G P <

0. 01

质呈棕黄色,方法对照未见阳性细胞。正常大鼠胃泌

素细胞多分布在胃幽门腺的底部,而腺体体部和颈

部较少 (图 2)。光镜下观察,实验各组大鼠胃泌素细

胞的数量无明显的变化。实验对照组的胃泌素阳性

细胞较正常对照组反应强,染色深,而喂饲加硒饲料

的各组胃泌素阳性细胞染色强于正常对照组,而弱

于实验对照组。

F ig. 2　Ga s trin ce lls w e re d is tribute d m a in ly in m ucosa l

e p ithe lium of W is ta r ra t ga s tric a n trum ABC m ethod, ×400

2. 3. 2　胃粘膜生长抑素细胞的免疫组织化学观察:

用生长抑素抗血清ABC 免疫组织化学染色,可见大

鼠生长抑素细胞呈卵圆形、长梭形或不规则形,有长

的胞浆突起,突起末端可有一球形膨大 (图 3)。阳性

细胞可分布于胃粘膜各处,以胃幽门部稍多,而胃体

部、胃底部较少; 另外,在整个胃腺,其底部、体部较

多,而在颈部较少。光镜下可见实验对照组大鼠胃粘

膜生长抑素细胞染色较正常对照组和喂饲加硒饲料

各组大鼠阳性反应强。

F ig. 3　SS ce lls d isp la y ing long cy top la sm ic p roce sse s

d is tribute d m a in ly in m ucosa l e p ithe lium of W is ta r

ra t ga s tric a n trum　ABC m ethod, ×200

F ig. 4　52HT ce lls d is tribute d in m ucosa l e p ithe lium of

W is ta r ra t ga s tric co rpus ABC m ethod　×200

F ig. 5　52HT ce lls d is tribute d in m ucosa l e p ithe lium of

W is ta r ra t ga s tric a n trum ABC m ethod　×200

2. 3. 3　胃粘膜 52H T 细胞的免疫组织化学观察: 　

52H T 免疫阳性细胞形态多样, 呈圆形、卵圆形、长

梭形或不规则形,可见到细长细胞突起。52H T 阳性

112营养学报 2000年第 22卷第 3期

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



产物定位于细胞质中,呈棕色致密块状分布,染色较

深,常常覆盖整个细胞核,方法对照片为阴性 (图 4,

5)。52H T 免疫阳性细胞在胃壁内的分布无明显的

区域性差异,但在胃,主要分布于胃的底部,而胃体

部、颈部较少。细胞内 52H T 的阳性反应强度,实验

对照组高于正常对照组,喂加硒饲料的各组大鼠 52
H T 细胞内的阳性强度均稍低于实验对照组, 但稍

高于正常对照组。

2. 3. 4　图象分析:　用图象分析仪对以上免疫组织

化学法所得图象进行平均光密度 (M OD )测定结果

见表 3。
　　Ta b le 3　MOD of GAS、SS、52HT ce lls in W is ta r ra t

s tom a ch (x±s, n= 5)

Group GA S SS 52H T

É 0. 1359±0. 016b 0. 1422±0. 018 0. 1896±0. 027

Ê 0. 1661±0. 013 0. 1638±0. 007 0. 2187±0. 010

Ë 0. 1395±0. 005b 0. 1509±0. 014 0. 1926±0. 014

Ì 0. 1378±0. 010b 0. 1355±0. 030 0. 1881±0. 030

Í 0. 1365±0. 008b 0. 1378±0. 039 0. 2012±0. 022

Î 0. 1357±0. 011b 0. 1282±0. 038 0. 1955±0. 007

b: compared w ith EG P < 0. 01

M OD: m ean op tical density, GA S: gastrin, 胃 泌 素、 SS:

som ato stat in,生长抑素、52H T: 52hydroxytryp tam ine, 52羟色胺

3　讨　论

3. 1　亚硒酸钠对M NN G 所致大鼠胃癌中胃粘膜

DNA 异倍体形成的影响及其意义

　　本实验结果提示: 亚硒酸钠可以抑制大鼠幽门

粘膜异倍体形成, 而且灌M NN G 前喂饲加硒饲料

组优于灌M NN G 后喂饲加硒饲料组, 尤其以灌

M NN G 前给高硒组大鼠的异倍体形成率与阳性对

照组比较具有显著性意义 (P < 0. 05)。另外, 灌

M NN G 前补硒优于灌M NN G 后补硒,补高剂量硒

(2. 0 m gökg)优于补低剂量硒 (0. 2 m gökg) , 这与

Ip [ 7 ]的研究结果基本一致。以上结果说明,补硒对大

鼠胃癌的发生具有一定的预防作用。

　　根据国内、外和本研究结果推测可能机制如下:

①因为硒可以通过调节细胞免疫[ 3～ 4 ] ,调节 IL 22 受

体表达,增强自然杀伤细胞活性[ 5 ]等免疫机制参与

癌症的化学预防。推测亚硒酸钠可以通过增强机体

的免疫能力,加强了机体的抗癌作用; ②GSH 2Px 可

以有效地减少H 2O 2,抑制脂质、类固醇、核酸等的过

氧化[ 8 ]。推测机体可能通过含硒酶 GSH 2Px 等抗氧

化作用抑制自由基的产生, 而减少了细胞内L PO

(指活性氧与不饱和脂肪酸作用产生的丙二醛等产

物)的含量,从而抑制或拮抗了M NN G 对DNA 的

损伤; ③亚硝酸钠也可能改变了M NN G 的代谢或

直接抑制了M NN G 对 ras基因的诱导,抑制了胃粘

膜上皮细胞的增殖和转化; ④É型碘甲腺原氨酸 5’

脱碘酶可能也参与了抗癌作用,但 Ip [ 7 ]认为富硒蒜

的摄入并不影响此酶的活性,故 T 4öT 3 之比的变化

并不影响硒的抗癌作用。所以,含硒É型碘甲腺原氨
酸 5’脱碘酶在抗癌中的作用,有待进一步探讨; ⑤

本研究显示:到第 20 w k,喂饲加硒饲料组的大鼠体

重有一定的上升趋势, 尤以给M NN G 前高硒组较

为明显;推测硒可能影响了大鼠机体的代谢。

3. 2　胃粘膜内分泌细胞的免疫组织化学结果及其

意义

　　胃粘膜上皮和胰腺中存在着大量的内分泌细

胞,近年来研究发现,胃、胰内分泌细胞分泌的激素

除了对正常胃粘膜和胰具有调节作用外,对胃、肠恶

性肿瘤也有一定的影响。虽然硒与内分泌的关系所

知甚少, 但也有研究表明[ 9～ 11 ], 硒与血管活性肠肽

(V IP)受体、血清素 (52H T )、多巴胺等存在着某种

相关关系。本实验结果提示,实验对照组大鼠胃粘膜

内分泌细胞的免疫组织化学阳性强度与正常对照组

相比较,胃泌素细胞阳性反应明显增强 (P < 0. 01) ,

SS细胞、52H T 细胞也有增强的趋势 (P > 0. 05)。加

硒各组大鼠胃内分泌细胞的免疫组织化学阳性强度

与实验对照组比,胃泌素细胞阳性反应明显减弱 (P

< 0. 01) , SS 细胞、52H T 细胞也有减弱的趋势 (P >

0. 05)。可能是因为硒抑制了胃粘膜细胞的增殖,抑

制异倍体形成,调节了胃粘膜抗氧化作用,胃泌素细

胞的活性因此而降低。提示胃内分泌细胞可能介导

了M NN G 所致胃癌的发生和发展, 而且硒对机体

胃、胰内分泌细胞的功能可能也具有一定的影响,有

关机制有待进一步探讨。
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EFFEC TS O F S ELEN IUM ON CARC INO G ENES IS
AND ENDO CR INE C ELLS O F RA T S TOMACH

SU Yang2p ing, TAN G Jun2m in, TAN G Yan, P IAO J ian2hua1, D EN G D a2jun2, X IA Y i2m ing1

(D ep artm en t of H istology and Em bry ology , B eij ing , 100083; 1Institu te of N u trition and F ood H y g iene, Ch inese A cad emy

of P reven tive M ed icine, B eij ing , 100050 2T he F irst H osp ita l, B eij ing M ed ica l U niversity , B eij ing , 100083)

　　【Abs tra c t】　O b je c tive :　To invest iga te the act ion of d ieta ry Se on carcinogenesis of gastric cancer in
ra t. M e thods : W ista r ra t stom ach carcinogenesis w as induced by M NN G (N 2m ethyl2N ’2n it ro2N 2
n it ro soguan id ine, 20 m gökg) gavage daily fo r 10 days. A t 25 th w eek, the inh ib ito ry effect of d ieta ry Se
on incidence of aneup lo id cells in m uco sa l ep ithelium of gastric an trum w as determ ined by flow cytom etry
( FCM ). Changes of gastrin cell, ss cell, 52H T cell in W ista r ra t stom ach w ere detected by ABC
imm unoh istochem ica l m ethod. Re sults : 1. D ieta ry Se inh ib ited the aneup lo id cell fo rm at ion in W ista r ra t
stom ach by M NN G gavage. 2. T he imm unoh istochem ica l po sit ive act ivit ies of W ista r ra t stom ach gastrin
cells w ere sign if ican t ly st ronger in experim en ta l con tro l group than tha t in no rm al con tro l group (P < 0.
01). T he po sit ive act ivit ies of ss and 52H T cells a lso show ed an increasing tendency (P > 0. 05). 3. T he
imm unoh istochem ica l po sit ive act ivit ies of W ista r ra t stom ach gastrin cells w ere sign if ican t ly w eaker in Se
diet group s than tha t in experim en ta l con tro l group (P < 0. 01). M o reover, the po sit ive act ivit ies of ss and
52H T cells show ed a decreasing tendency ( P > 0. 05). C onc lus ion: Endocrine cells m ay have som e
rela t ion sh ip w ith aneup lo id cell fo rm at ion and developm en t in W ista r ra t stom ach. D ieta ry Se m ay
influence endocrine cell funct ion s in ra t stom ach, bu t its m echan ism needs to be fu rther exp lo red.

Ke y w o rds:　ga s trin ce lls;　som a tos ta tin ce ll;　52HT ce ll;　imm unohis tochem is try;　ra t s tom a ch ca nce r
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