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摘要　目的: 探讨硒对淋巴细胞抗大肠癌的作用。方法: 包括实验与临床二部分, 以半胱氨酸硒作为影响因素、人 T 淋巴细

胞为效应细胞, 人结肠癌细胞 (L oV o 细胞株) 为靶细胞; 采用M T T 比色法、凋亡细胞荧光计数检测凋亡细胞的数量; 同时

检测上清液中 TN F2Α (肿瘤坏死因子 Α) 的含量。然后, 于 1998年 3月至 1999年 3月, 将 40例大肠癌患者, 随机分成对照

组和治疗组分别给予一般酵母和酵母硒 (600 Λgöd) 持续两周, 观察治疗前后血硒水平、T 细胞亚群和免疫球蛋白, 以及细

胞因子 ΑTN F 的变化。结果: 半胱氨酸硒在一定的浓度范围内 (015 Λgöm l～ 110 Λgöm l) 可增强人 T 淋巴细胞的抗肿瘤活性

( P < 0105 ) , 促进人结肠癌细胞的凋亡, 且肿瘤细胞的凋亡比例上升 ( P < 0105 ) ; T 淋巴细胞抗肿瘤作用的增强与上清

液中的 TN F2Α的增高有关 ( P < 0105 )。大肠癌患者经补硒后, 血硒由 (0176±0117) Λmo löL 上升到 (0199±0123) Λmo lö

L , P < 0105 ; CD 4由 (24109±4110) %上升到 (27195±4191) % , CD 8由 (20118±2148) %上升到 (23109±4147) % , P <

0105 ; 血清中 IgM 从 (8317±23137) m g 上升到 (103169±35149) m g, P < 0105。结论: 硒可提高淋巴细胞的抗肿瘤作用,

改善机体的免疫功能。
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Abstract　Objective: T h is paper is to study w hether selenocysteine cou ld enhance T lym phocyte an t i2
co lon ic cancer cell funct ion1M ethods: T h is study includes tw o parts: the experim en t and clin ica l p ract ice1
Selenocysteine w as tested as an influencing facto r to hum an T lym phocyte in hum an co lon ic tum o r cells

(L oV o cel: hum an co lon ic adenocarcinom a) as a ta rget cell1 M T T and acrid ine o range fo r quan t ita t ive

m easu rem en t w ere u sed1 TN Fa w as a lso m easu red1 40 pat ien ts w ih t co lo recta l carcinom a w ere random ly

divided in to tw o group s, therapeu t ic group and con tro l group 1 Sub jects w ere assigned to a 22w eek s tria l

w ith either 600ug Seöday (as selen ium en ru iched yeast) o r pu re yeast as a p lacebo1 T he changes of serum

selen ium levels, T lym phocyte sub sets, imm unoglob in, and cytok ine TN FΑ in serum w ere exam ined befo re

and after the experim en t1 Results: M T T and acrid ine o range dying show ed tha t selen ium enhanced T

lym phocyte an t i2tum o r funct ion of and induced L oV o cells to apop to sis w ith in the p roper levels (0152110gö

L ) 1 Enhancem en t of T lym phocyte an t i2tum o r funct ion is rela ted to TN FΑ ( P = 0101 ) , and no t to SOD

and M DA ( P > 0105 ) 1 Serum Se level (0181±0110 Λm o löL ) , T lym phocyte sub sets, w ere low er in

co lo recta l cancer pa t ien t than no rm al, bu t im p roved sign if ican t ly after Se supp lem en ta t ion in therapeu t ic

group ( P < 0105 ) , and w as sign if ican t d ifferen t from con tro l group ( P < 0105 ) 1 Concluso in:

A dm in ist ra t ion selenocysteine can enhance T lym phocyte an t i2co lon ic cancer funct ion, and im p rove the

imm un ity of pa t ien ts w ith co lo recta l cancer1
Key words　Co lo recta l carcinom a; Selenocysteine; T lym phocyte

　　硒是人体必须的微量元素之一。流行病学资料

表明缺硒不但与大肠癌, 并与多种癌肿的发生和死

亡相关[ 1 ] , 因而明确低硒是癌肿高发的危险因素[ 2 ]。

动物实验显示硒可抑制自发性肿瘤的发生[ 3 ] , 也可

阻抑化学物质二甲肼的致癌作用[ 4 ] , 这些资料有力

地支持, 并为临床上补充微量元素硒以防止和降低
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癌肿发病率的合理性提供了依据, 但硒又是通过什

么作用机理来降低和防止癌肿的发生? 我们在临床

研究中发现大肠癌患者血硒浓度低于正常值, 血中

T 细胞亚群包括CD 3, CD 4, CD 4öCD 8, N K 细胞,

LA K 细胞均下降。在给予补硒后, 随着因硒浓度的

提高CD 3, CD 4, CD 4öCD 8, N K 细胞, LA K 细胞

值均相应增高, 从而表明硒与人体免疫功能的密切

关系[ 5 ] , 同时也提示临床上应用硒后有可能通过提

高人体的免疫力来防止和降低大肠癌的发生。为了

进一步阐明补硒后能否通过增强细胞免疫功能以抑

制大肠癌细胞的生长或增强 T 淋巴细胞的杀伤作

用使肿瘤细胞灭活以致凋亡, 我们进一步对此进行

了实验和临床研究。

1　材料方法

111　实验研究

　　半胱氨酸硒为美国 Sigm a 公司产品, 人结肠癌

细胞株L oV o 细胞购自中科院上海细胞所, 人外周

血单个核细胞 (淋巴细胞) 由健康志愿者全血分离

得到。

11111　荧光染色法: L oV o 细胞浓度调整至 1×

105öm l, 淋巴细胞与肿瘤细胞之比为 20�1混合。按

不同浓度分组为: 对照组, 硒 015 Λgöm l, 硒 110 Λgö

m l和硒 210 Λgöm l。待培养至 24 h、48 h、72 h 时,

胰酶消化, 吸出 25 m l细胞悬液于载玻片上, 加入 1

Λl混合荧光染色液 (100 Λgöm l丫叮橙和 100 Λgöm l

嗅乙啶) 混匀, 置荧光显微镜下, 观察并计算细胞

凋亡指数。

11112　M T T 法的细胞毒活性测定: 同上, 培养

(37℃、饱和湿度, 5%CO 2 孵箱) 12 h、24 h、48 h

和 72 h; 结束前 4 h, 加入M T T 100 Λgö25 m l, 孵

育 4h, 去上清液, 加入DM SO 100 m l溶解甲替结

晶, 微振混匀, 呈色 10 m in, 用酶标仪 630 nm 波长

下测光密度 (OD ) 值。计算各实验孔肿瘤细胞的抑

制率。

　　肿瘤抑制率 (% ) = 1- 试验孔OD 值ö对照孔

OD 值。

112　临床研究

　　1998年 3月至 1999年 3月瑞金医院外科患大

肠癌的住院病人 40例 (男 26例, 女 14例) 中位年

龄 58岁 (26～ 85岁) , 全部经手术及病理证实。随

机分成二组, 治疗组和对照组。见表 1。
表 1　40例大肠癌患者一般情况 (例)

组别 n
性别

(男ö女)
中位年龄

(岁) 结肠癌 直肠癌
D ukes分期

A B C

治疗组 20 14ö6 58 7 13 4 9 7

对照组 20 11ö9 58 8 12 3 9 8

总计 40 25ö15 58 15 25 7 18 15

11211　临床观察:采用随机对照的方法抽取临床上

大肠癌患者 (术前未经化疗、放疗及免疫治疗) , 分

为二组: 治疗组和对照组。治疗组在入院后测定血

硒CD 3, CD 4, CD 8, TN FΑ及免疫球蛋白等各项指
标, 手术前 7 d 给予酵母硒片 200 Λg, 每日 3次, 手

术后第四天开始继续给予硒治疗 7 d,对照组除给予

一般酵母治疗, 余均相同。

11212　血硒测定: 取样: 外周静脉穿刺抽得 015 m l

的血清, 用V ID EO 22型原子吸收分光光度计 (美

国 IL 公司)和W HB29B 型氢化物发生器 (北京翰时

科学制作所) 测定。

11213　T 淋巴细胞亚群的检测方法: 采用间接免疫

荧光染色法: CD 3, CD 4, CD 8单抗来自上海免疫所。

11214　免疫球蛋白检测: 散射比浊法: 采用

BECKM AN 的 IgG IgA IgM 单 抗, 及 A rray

P ro tein System。

113　统计学处理: 采用国际标准的 SA S 统计软件

包中多因素方差分析, 统计显著性水平定为 P <

0105。

2　结　果

211　实验研究

21111　硒对 T 淋巴细胞杀伤L oV o 细胞的影响:

见表 2。

　　总的模型方差值 F= 6104, P= 0102, 有显著意

义。按浓度分组: F= 5116, P= 01042, 其组间异差

有显著意义, T 淋巴细胞与L oV o 细胞作用受硒影

响并有浓度依赖关系。按时间分组: F= 5114, P=

01019, 具有显著意义, T 淋巴细胞与L oV o 细胞作

用不仅受硒影响而且随时间的变化而增强。

21112　硒对淋巴细胞致L oV o 细胞凋亡荧光染色

的结果: 见表 3。
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表 2　不同浓度硒对 T 淋巴细胞杀伤L oV o 细胞的影响

(M T T 波长 630 nm 的肿瘤抑制率: % )

时间 (h) 0 Λgöm l 015 Λgöm l 110 Λgöm l 210 Λgöm l

24 1711±2114 2817±4156 3313±6181 6714±5111

48 2419±1129 25112±3191 46117±3168 68134±7175

72 6714±10131 67131±6158 7610±11184 70162±7143

表 3　经硒作用后淋巴细胞致L oV o 细胞凋亡指数的变化 (% )

时间 (h) 0 Λgöm l 015 Λgöm l 110 Λgöm l 210 Λgöm l

24 13±115 1412±311 2616±214 3917±313

48 25±119 1816±411 3217±211 5314±610

72 27±212 2911±217 3111±318 7810±1011

　　总的模型方差值 F= 10187, P= 010062有显著

意义。按时间分组及组比较: F= 5152, P= 01048各

组间差异有显著意义, 即各实验组的凋亡细胞数随

时间变化而增加。按浓度分组及组间比较: F =

31119, P= 010009。各浓度组间异差有显著意义, 细

胞凋亡数以随硒的浓度增加而增加。

212　临床研究

21211　血硒浓度: 见表 4。

表 4　治疗前后大肠癌患者血硒浓度的变化 (CB öΛmo l·L - 1)

分组 n
血硒浓度 ( xθ± s )

治疗前 治疗后
P

治疗组 20 0176±0117 0199±0123 < 0105

对照组 20 0182±0115 0183±0117 > 0105

P > 0105 < 0105

21212　T 细胞亚群的测定: 见表 5。

表 5　大肠癌患者治疗前后 T 细胞亚群的测定的情况 (% )

指标 正常值
治疗组 (n= 20) 对照组 (n= 20)

治疗前 治疗后 P 治疗前 治疗后 P

CD 3 65% 46136±8130 51163±13175 > 0105 50129±10176 49181±8163 > 0105

CD 4 40% 24109±4110 27195±4191 < 0101 25165±3140 26125±3180 > 0105

CD 8 30% 20118±2148 23109±4147 < 0101 21138±2111 20175±1160 > 0105

CD 4öCD 8 210 1120±0121 1128±0118 > 0105 1121±0114 1125±0116 > 0105

　　大肠癌对照组和治疗组患者的 T 细胞亚群的

测定结果: CD 3、CD 4、CD 8及CD 4öCD 8的比例均

低于正常值, 有显著差异 ( P < 0101 )。治疗组治

疗前后 CD 3、CD 4öCD 8 比值比较无显著差异, 而

CD 4、CD 8值治疗前后有显著 ( P < 0101 )。

21213　免疫球蛋白的测定: 见表 6。
表 6　大肠癌患者治疗前后的免疫球蛋白测定的情况

指标
正常值

(ΘB öm g1L - 1)
治疗组 (20例) 对照组 (20例)

治疗前 治疗后 P 治疗前 治疗后 P

IgG
1070

(723～ 1685) 109010±21515 100817±249 > 0105 1024±20715 1081±18015 > 0105

IgA
170

(69～ 382) 253108±83156 30012±13013 > 0105 23018±75141 270±54115 > 0105

IgM
84

(63～ 277) 8317±22137 103169±35149 < 0105 9516±20147 9011±1915 > 0105

　　对照组和治疗组中 IgA 和 IgG 值在治疗前后

均无明显差异。治疗组中 IgM 在治疗前后有明显提

高 ( P < 0105 ) , 而对照组的无明显差异。

3　讨　论

311　硒对淋巴细胞抗大肠癌细胞作用的影响

　　原瑜等的研究表明, 低浓度硒化合物对淋巴细
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胞的DNA、RNA 和蛋白质合成具有促进作用,但在

高浓度时, 则具有明显的抑制作用[ 6 ] , 即所谓的双相

性 (b iphase)。本研究表明, 在半胱氨酸硒≤1 Λgö

m l时, 对肿瘤细胞和淋巴细胞均无抑制作用; 而当

半胱氨酸硒> 1 Λgöm l时, 对肿瘤细胞和淋巴细胞

均有明显的抑制作用, T 淋巴细胞对硒毒性的敏感

性要比肿瘤细胞 (人结肠癌细胞株) 强。半胱氨酸

硒= 1 Λgöm l时, T 淋巴细胞的抗肿瘤活性最强, 肿

瘤细胞的凋亡比例最高。凋亡的肿瘤细胞经荧光染

色, 肿瘤细胞核染色质浓聚呈橙黄色。M T T 法[ 5 ]检

测显示, T 淋巴细胞抗L oV o 细胞的细胞毒作用上

升, 其和丫啶橙凋亡细胞荧光染色结果具有良好的

相关性。

　　本实验结果表明, 硒在一定浓度下可显著地增

高淋巴细胞的抗肿瘤能力。其机制目前争论较多。顾

公望等认为硒使淋巴细胞和巨噬细胞内的硒依赖型

GSH 2Px 水平升高, 增强其特异性硒依赖性, 从而促

进免疫功能[ 8 ]。也有人认为硒作为一种非特异性免

疫刺激物, 刺激免疫细胞功能。B row n 等观察到硒

可使M LA 144细胞分泌白细胞介素22,即硒调节T 淋

巴细胞抗肿瘤活性还可能与细胞因子有关。

312　硒对大肠癌患者免疫功能的影响

　　硒具有抗肿瘤作用已为许多实验研究所证实。

对于硒抗肿瘤的作用机理也已提出了不少的理论。

但临床上对硒的抗肿瘤的研究却较少报道。鉴于流

行病学资料表现低硒与许多恶性肿瘤的发生相关,

是恶性肿瘤发生机理中共性的较强的一个, 同样免

疫功能低下的现象在恶性肿瘤病人中也可经常发

现。通过补硒来改善机体免疫功能引起了关注。本

研究再次显示, 大肠癌患者全血中的 T 淋巴细胞亚

群均低于正常值[ 5, 9 ]。补硒后, CD 4、CD 8均较治疗

前明显提高, 提示硒对 T 淋巴细胞的增殖有促进作

用[ 10, 11 ]。免疫功能包括细胞免疫和体液免疫。反映

体液免疫状态的免疫球蛋白 ( IgG、 IgA、 IgM ) 在

肿瘤免疫中也起一定的作用, 即通过直接或间接方

式发挥免疫效应。本研究发现, 大肠患者的免疫球

蛋白中的 IgG、 IgM 处于正常水平, 而 IgA 则明显

低于正常值 ( P < 0105 )。补硒后, 血中 IgG、IgA

无明显的变化, 而 IgM 则有明显地升高。此结果表

明, 大肠癌患者的低硒状态, 似乎对体液免疫功能

的影响较小。

　　硒的疗效与剂量有密切的关系。随着摄入剂量

由小到大, 硒的生物效应也依次出现“缺乏- 适量

- 过量” (中毒)。当缺硒时, 通过适量补硒提高血

硒的水平, 也相应地改善机体免疫功能和抗氧化能

力。当过量补硒时, 血硒过度升高可引起毒性作用,

反而会损伤机体功能。因此, 适量补硒以避免副作

用是补硒治疗的前提。本实验使用的制剂是富硒酵

母片剂, 每日总剂量 600 Λg, 时间两周, 因此是安

全、可靠的, 无中毒危险性。完全按照我国营养学

会所规定的每日补充量范围, 以不超过 600 Λgöd 为

宜。作为长期保健补充, 每日 50～ 200 Λg以足够。
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