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硒-甲基硒代半胱氨酸抑制原发性
肝癌大鼠肿瘤血管生成的作用及机制
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摘要：目的 探讨硒-甲基硒代半胱氨酸（Se-methyl selenocysteine，MSC）抑制原发性肝癌大鼠肿瘤血

管生成的作用及机制。方法 选取重庆医科大学实验动物中心提供的清洁级SD大鼠120只，采用随机数

字表法分成4组，分别为对照组（30只）、MSC低剂量组（30只）、MSC中剂量组（30只）和MSC高
剂量组（30）只，采用小剂量间断DNE法制备原发性肝癌大鼠模型，MSC低、中、高剂量组大鼠分

别使用12.5 mmol/L、50 mmol/L和200 mmol/L MSC灌胃，给药剂量为5 ml/kg，对照组使用等剂量生理

盐水灌胃，每周5次，共进行6周。采用全自动生化分析仪检测血清AST和ALT水平，酶联免疫吸附实

验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）法检测血清血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）、低氧诱导因子-1α（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）水平，观察大鼠

肝脏病理状态，采用免疫组织化学法检测大鼠微血管密度（microvascular density，MVD）与组织内

VEGF、HIF-α的表达。结果 MSC低剂量组AST水平最高，对照组ALT水平最高，组间大鼠血清AST、
ALT水平差异有统计学意义（F值分别为13.057、12.991，P值分别为0.015，0.023）。对照组大鼠HIF-
1α、VEGF及MVD水平最高，组间差异有统计学意义（F值分别为13.054、12.973、13.068，P值分别

为0.029、0.014、0.032）。MSC中、高剂量组大鼠肝组织内VEGF、HIF-1α表达强度显著低于对照组

（χ2值分别为13.521、14.205，P值分别为0.042、0.033）。结论 MSC可有效抑制原发性肝癌大鼠模型

瘤体中新生血管的生成，其机制与MSC抑制癌组织内HIF-1α和VEGF的表达有关。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effects and mechanisms of selenium-methylselenocysteine 
(MSC) on angiogenesis of rats with primary liver cancer. Methods Total of 120 clean SD rats were selected 
from Experimental Animal Center of Chongqing Medical University and divided into control group (30 
rats), MSC low-dose group (30 rats) , MSC medium-dose group (30 rats) and MSC high-dose group (30 rats) 
according to the random number table method. The rat model of hepatocellular carcinoma was established by 
low-dose intermittent DNE method. Rats in low, middle and high doses group of MSC were administrated 
with 12.5 mmol/L, 50 mmol/L and 200 mmol/L, the dosage was 5 ml/kg. The rats in the control group were 
given equal dosage of normal saline, 5 times a week for 6 weeks. The levels of serum AST and ALT were 
detected by automatic biochemical analyzer and the serum levels of VEGF and HIF-1α were detected by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The pathological changes of liver tissues were observed. The 
expression of VEGF and HIF-α in MVD and the tissues were detected by immunohistochemistry. Results The 
serum levels of AST in the low-dose MSC group was the highest and the serum levels of ALT in the control 
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group was the highest. There were statistically significant differences in serum AST and ALT levels among the 
four groups (F = 13.057, 12.991; P = 0.015, 0.023). The levels of HIF-1α, VEGF, and MVD of rats in control 
group were the highest and had statistically significant differences among the four groups (F = 13.054, 12.973, 
13.068; P = 0.029, 0.014, 0.032). The expression of VEGF and HIF-1α in liver tissue of middle and high dose 
groups of MSCs were significantly lower than those of the control group (χ2 = 13.521, 14.205; P = 0.042, 0.033). 
Conclusion MSC can effectively inhibit the neovascularization in rats with primary liver cancer, and the 
mechanism may be related to the inhibition of HIF-1α and VEGF expression in primary liver cancer by MSC.
Key words: Liver cancer, primary; Selenium-methylseleno-cysteine; Neovascularization; Rats

原发性肝癌是临床常见疾病，其发病隐匿、病

情进展快、易出现转移且预后较差，病死率较高。

原发性肝癌患者首选疗法为手术切除，但目前手

术切除率较低，手术后易复发，远期治疗效果不

理想[1,2]。复发转移是原发性肝癌患者远期疗效不佳

的主要因素，原发性肝癌的转移主要为血行播散，

血管生成可为癌细胞发生浸润转移提供病理基础，

与肿瘤的发病和进展密切相关，因此抗血管生成治

疗也逐步成为研究重点。硒-甲基硒代半胱氨酸（Se-
methylselenocysteine，MSC）是硒代半胱氨酸甲基化

的衍生物质，是天然有机类硒化物，其作用包括抗

衰老、补硒、治疗心脑血管病及抗氧化等。相关研

究显示，MSC对于前列腺癌、乳腺癌及胃癌等都有

诱导凋亡和抑制增殖的作用
[3,4]。因此，本文通过分

析MSC对原发性肝癌肿瘤血管生成抑制作用及相关

机制，以期为临床治疗提供参考。

1 资料与方法

1.1 实验动物  选取清洁级SD大鼠120只，雌雄各60
只，6周龄，平均体重（190.17 ± 15.26）g，由重

庆医科大学实验动物中心提供，许可证号为SCXK
（渝）：2017-0153。适应性喂养1周后开始实验，

喂养条件：笼具均经高温灭菌，以清洁柔软干燥木

屑为垫料，室内环境清洁，温度20～26 ℃，湿度

40%～60%，通风、采光良好，自由饮食、饮水。

1.2 主要仪器试剂  试剂：二乙基亚硝胺（DEN，

日本化成公司），兔抗鼠HIF-1α抗体（美国Bioss
公司），血管内皮生成因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）及缺氧诱导因子-1α（hypoxia 
inducible factor-1α，HIF-1α）试剂盒（美国Sigma公
司），兔抗鼠VEGF抗体（美国Bbioss公司），DAB
显色试剂盒（美国Sigma公司生产），二抗试剂盒

（美国Zymed公司）。仪器：微量式移液器（型

号：PIPETTOR，大龙医疗设备公司），全自动酶

标仪（型号：BioTek ELX800，美国宝特公司），

高速台式离心机（型号：TGL-16B，上海安亭科学

仪器厂），普通光学显微镜（型号：ECLIPSE551，

日本尼康公司），包埋机、烤片机（型号：YB-
7LF、YT-7FB，孝感亚光医用电子公司）。

1.3 实验方法  依据随机数字表法将大鼠分为4组，

分别为对照组（30只）、MSC低剂量组（30只）、

MSC中剂量组（30只）和MSC高剂量组（30只），

每组雌雄各半。采用小剂量间断DNE法制备原发性

肝癌大鼠模型，使用0.2% DEN灌胃，给药剂量为

10 mg/kg，每只大鼠每天1.5～2 ml，每周灌胃15次，

共进行14周。MSC低、中、高剂量组大鼠分别使用

12.5 mmol/L、50 mmol/L和200 mmol/L MSC灌胃
[5]，

给药剂量为5 ml/kg，对照组使用等剂量生理盐水灌

胃，每周灌胃5次，共进行6周，大鼠灌胃时在正常

室温下均由同组研究人员在同一时间内进行。末次

给药后腹腔内注入10%水合氯醛麻醉大鼠，剪开腹

腔，暴露腹主动脉，取血5 ml，3000 rmp离心15分钟

（离心半径为15 cm），取上清液保存；摘取大鼠肝

脏，置入4%多聚甲醛固定液备用
[6,7]。

1.4 观察指标  采用全自动生化分析仪检测血清AST
和ALT水平，酶联免疫吸附实验（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）检测血清VEGF和
HIF-1α水平。将大鼠肝组织标本脱水、透明后使用

石蜡包埋，连续切片，厚度为4～6 mm，行HE染色

后观察大鼠肝组织形态。采用免疫组织化学法 [链
霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结（streptavidin-
perosidase，SP）法染色] 检测大鼠微血管密度

（microvascular density，MVD）与组织内VEGF和
HIF-α表达状况，VEGF和HIF-1α阳性计数使用二

级计分方法，即一个视野内计数细胞100个，每个

切片选取5个视野，阳性细胞数量高于75%计4分，

50%～75%计3分，25%～49%计2分，5%～24%计

1分，低于5%计0分；染色强度方面，棕褐色为3
分，棕黄色为2分，淡黄色为1分，相加之后强阳性

（+++）为6～7分，中度阳性（++）为4～5分，弱

阳性（+）为2～3分，阴性（-）为0～1分，MVD计

数依据Weidner法[8-10]。

1.5 统计学处理  使用SPSS19.0统计软件进行数据分
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析，计量资料以 x ± s表示，采用单因素方差分析和

独立样本t检验，计数资料采用χ2检验，等级资料多

样本对比采用秩和检验。以P ＜ 0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 大鼠肝脏形态和肝功能  对照组大鼠肝脏表层较

粗糙，可见较多灰白色且大小不一的癌结节，肝小

叶结构有损害，增生结节部位癌细胞胞核变大，异

型性显著，核质所占比例增多，核分裂相多，核仁

增多但不显著，细胞呈松散紊乱状排列；MSC低剂

量组大鼠和对照组差异较小，MSC中、高剂量组大

鼠肝脏表层较光滑，癌结节较少，癌细胞异型性较

低且分化程度高，见图1。MSC低剂量组AST水平

最高，对照组ALT水平最高，组间大鼠血清AST、

ALT水平差异有统计学意义（F值分别为13.057、
12.991，P值分别为0.015，0.023），见表1。
2.2 各组大鼠血清VEGF、HIF-1α含量及MVD  对
照组大鼠HIF-1α、VEGF及MVD水平最高，组间

差异有统计学意义（F值分别为13.054、12.973、
13.068，P值分别为0.029、0.014、0.032）。

2.3 各组大鼠原发性肝癌组织内VEGF、HIF-1α表达  
MSC中、高剂量组大鼠肝组织内VEGF、HIF-1α表达

强度显著低于对照组，差异有统计学意义（χ2值分别

为13.521、14.205，P值分别为0.042、0.033）见表3。
3 讨论

硒是大脑中的一种重要微量元素，大脑中硒含

量较低时会有限摄取硒，适当补硒有益健康。硒的

生物利用度与机体营养程度有关，有机硒的利用度

 

        对照组                                                                                 MSC 中剂量组

图 1  大鼠肝脏病理形态（HE 染色，× 400）

表 1  各组大鼠肝功能对比（ x  ± s，U/L）

组别 AST ALT

对照组（n = 30） 340.18 ± 42.14 287.13 ± 35.29

MSC低剂量组（n = 30） 331.61 ± 40.27 279.16 ± 34.18

MSC中剂量组（n = 30）  157.13 ± 40.19a  108.26 ± 34.19a

MSC高剂量组（n = 30）  160.09 ± 41.21a  107.25 ± 34.21a

F值 13.057 12.991

P值   0.015   0.023

注：与对照组相比，aP ＜ 0.05。

表 2  各组大鼠血清 VEGF、HIF-1α 含量及 MVD 对比（ x  ± s）

组别 HIF-1α（ng/L） VEGF（ng/L） MVD（条/mm2
）

对照组（n = 30） 45.02 ± 5.37 380.24 ± 23.61 40.27 ± 5.17

MSC低剂量组（n = 30） 43.15 ± 5.10 372.59 ± 22.54 38.25 ± 4.98

MSC中剂量组（n = 30）  25.18 ± 5.09a  260.19 ± 22.41a  28.13 ± 4.82a

MSC高剂量组（n = 30）  26.05 ± 5.84a  257.51 ± 22.73a  27.05 ± 4.94a

F值 13.054 12.973 13.068

P值 0.029   0.014   0.032

注：与对照组相比，aP ＜ 0.05。



《中国肝脏病杂志（电子版）》2018年 第10卷 第2期 ·短篇论著· 85

较高且生物毒性低，其治疗疾病主要依赖于自身的

多种活性。MSC为有机硒化合物，和其他有机硒或

无机硒相比，其在抵抗肿瘤方面的效果更好，且毒

性也更小[11]。既往相关研究显示，MSC可抑制多种

肿瘤细胞的生长，这可能和其抑制新生血管与诱导

细胞凋亡有关[12-15]。

原发性肝癌是血管含量丰富的肿瘤，在患者病情

进展、转移与浸润中新生血管具有重要作用，是原发

性肝癌细胞转移的必要条件[16-19]。患者体内癌组织直

径＜ 2 mm前，一般是向周边组织弥散营养物质和氧

气以满足其生长需求，若癌组织直径大于2 mm后，

弥散的营养物质与氧已不能满足癌细胞的生成需求，

此时则需要新生血管来提供更多营养成分[20,21]。MVD
可准确反映患者体内血管生成程度，是检测肿瘤转

移与生长的主要指标。本研究显示，MSC中、高剂

量组大鼠癌组织内MVD数值较对照组显著降低，说

明MSC对癌组织生成新血管有抑制作用。肿瘤的新

生血管受血管生长抑制因子与血管生成诱导因子联合

调控，在促血管生成因子中VEGF活性最强，其可结

合血管内皮细胞膜内VEGF受体，加速内皮细胞的迁

移与增殖，促进生成新血管[22-24]。本研究中对照组大

鼠癌组织内VEGF高表达，血清内VEGF含量上升，

和相关研究一致。MSC中、高剂量组大鼠癌组织内

VEGF表达及血清VEGF含量较对照组显著降低，说

明MSC可通过抑制VEGF分泌来抑制生成新血管。缺

氧条件下会使癌细胞形成的HIF-1α降解量下降，稳

定性升高，同时由胞浆移动至核内和HIF-1β产生二聚

体，在转活后可结合下游靶基因内缺氧反应元件，

增强VEGF的基因表达与转录活性，促进新生血管生

成
[16]。本研究中MSC中、高剂量组大鼠癌组织内HIF-

1α表达及血清内HIF-1α含量较对照组显著降低，说明

MSC对通过HIF-1α的有效表达来抑制新生血管的生

成。

综上所述，MSC可有效抑制原发性肝癌大鼠模

型瘤体的新生血管，其机制与抑制肝癌组织内HIF-

1α和VEGF表达有关，但对于MSC在肝癌治疗中的

应用还需进一步研究。
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