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　　摘要：目的　研究硒螺旋藻（ＳｅＳＰ）对大鼠肝叶切除术后肝细胞再生和抗氧化能力的影响，以
印证其生物利用价值。方法　用 Ｗｉｓｔａｒ大鼠复制 ６７％肝叶切除动物模型，设 ＳｅＳＰ高剂量（Ｈ）和低
剂量（Ｌ）治疗组，术前以 ＳｅＳＰ灌胃 ７ｄ；另设生理盐水（Ｃ）及假手术对照组（Ｓ）。于手术前及其后
２４ｈ取鼠肝细胞，检测硒（Ｓｅ）、丙二醛（ＭＤＡ）含量及谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰｘ）和超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性；利用免疫组化方法测定肝细胞增生核抗原（ＰＣＮＡ）表达指数，慧星实验检测过氧化氢诱
导的肝细胞 ＤＮＡ损伤。结果　与 Ｃ，Ｓ组相比，Ｈ组、Ｌ组肝细胞中 ＭＤＡ水平明显降低（Ｐ ＜０．０５），
而 Ｓｅ，ＧＰｘ和 ＳＯＤ明显升高（Ｐ＜０．０５）；肝细胞 ＰＣＮＡ指数明显升高（Ｐ＜０．０５），过氧化氢诱导的
ＤＮＡ损伤程度较轻。结论　ＳｅＳＰ对肝切除鼠肝细胞具有一定的抗氧化和促再生作用。
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高，其中生物膜脂质过氧化损伤是诱发肝衰竭的重

要机制。肝再生是肝切除术后肝功能重建的基础，

氧化还原调节在其中发挥重要作用。螺旋藻（Ｓｐｉｒ
ｕｌｉｎａ）中的藻蓝蛋白、藻多糖等具有抗氧化、刺激造
血、抗辐射和促进 ＤＮＡ损伤修复的功能［１－２］。硒参
与构成谷胱苷肽过氧化物酶（ＧＰｘ），硫氧还蛋白还
原酶（ＴＲ）等硒酶的活性中心，在细胞增殖、分化调
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节中起重要作用［３］。许多天然硒化合物具有抗氧

化、抗感染和抗细胞损伤效应，并能调节细胞增

殖［４］。螺旋藻对硒具有较强的生物转化能力，硒螺

旋藻（ＳｅＳＰ）中的生物活性物质具有更强的免疫调
节和抗氧化活性［５］。本文通过大鼠肝切除模型，检

测手术前后丙二醛（ＭＤＡ），Ｓｅ含量和谷胱甘肽过
氧化物酶（ＧＰｘ），超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性变
化，结合肝细胞增生核抗原（ＰＣＮＡ）表达量及肝细
胞对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的 ＤＮＡ氧化损伤耐受能
力的检测，探讨 ＳｅＳＰ对大鼠肝切除术后的抗氧化
保护及促肝再生效应。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　 实验动物 　 健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重
（２２０±２０）ｇ，购自中山大学医学院实验动物中心。
１．１．２　主要试剂和药品　硒螺旋藻（ＳｅＳＰ）按照
优化条件添加亚硒酸钠自行培养获得［６］，硒含量

４３１μｇ／ｇ。Ⅳ型胶原酶、ＤＨａｎｋｓ及 ＲＰＭＩ１６４０培
养液均为 Ｇｉｂｃｏ公司产品。ＰＣＮＡ检测试剂盒为博
士德产品。小牛血清购自杭州四季青公司。ＭＤＡ，
ＧＰｘ，ＳＯＤ检测试剂盒购自南京建成生物工程研究
所。２，３－二氨基萘（２，３ＤＡＮ）和 Ｏｌｉｇｒｅｅｎ（Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒＰｒｏｂｅｓ）为 Ｓｉｇｍａ公司产品。正常熔点琼脂糖和
低熔点琼脂糖（ＡｇａｒｏｓｅＬＭＰ）为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。
淋巴细胞分离液购自中国医学科学院血液研究所。

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），ＴｒｉｔｏｎＸ１００，Ｈ２Ｏ２及其它试
剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　分组　４８只大鼠随机分 ４组，每组 １２只。
（１）ＳｅＳＰ高剂量处理 （Ｈ）组：用 ＳｅＳＰ１５０ｍｇ／
（１００ｇ·ｄ）［补硒量 ６２μｇ／（１００ｇ·ｄ）］灌胃；（２）
ＳｅＳＰ低剂量处理 （Ｌ）组：灌胃的 ＳｅＳＰ用量为
１５ｍｇ／（１００ｇ· ｄ）［补 硒 量 为 ６．２μｇ／（１００ｇ·
ｄ）］；（３）生理盐水对照（Ｃ）组：用生理盐水 ５ｍＬ／
ｄ灌胃；（４）假手术对照（Ｓ）组：用生理盐水 ５ｍＬ／
ｄ灌胃。用药时间均为 ７ｄ（表 １）。

表 １　大鼠分组情况

　　项目
生理盐水对

照组（Ｃ组）
假手术对

照组（Ｓ组）
高剂量组

（Ｈ组）
低剂量组

（Ｌ组）
大鼠数量（只） １２ １２ １２ １２
肝切除量（％） ６７ ６７ ６７ ６７
ＳｅＳＰ用量 － － １５０ １５
　［ｍｇ／（１００ｇ·ｄ）］
补硒量 － － ６２ ６．２
　［μｇ／（１００ｇ·ｄ）］
生理盐水（ｍＬ／ｄ） ５ ５ － －
用药时间（ｄ） ７ ７ ７ ７

１．２．２　造模　大鼠经 １０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠按体重

３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，Ｓ组大鼠于腹部正中施加

３ｃｍ切口暴露腹腔，轻轻摆动肝脏左叶与中叶后，

关闭腹腔；Ｈ组和 Ｌ组大鼠采用 ＨｉｇｇｉｎｓａｎｄＡｄｅｒｓｏｎ

创建的大鼠肝切除模型［７］。

１．２．３　取样　手术时（０ｈ）及手术后 ２４ｈ每组分

别处死 ５～６只大鼠，取出肝脏。大鼠肝细胞分离

采用 ＢＲＥＡＴ法［７］：打 开腹腔，腹腔静脉肝素钠注

射，门静脉插管，输液泵匀速前灌液原位灌注，待肝

脏血液冲洗干净后，用 ０．５ｇ／Ｌ的胶原酶以 ８～１０

ｍＬ／ｍｉｎ的流速循环灌注肝脏 １０ｍｉｎ，分离肝细胞，

２００目滤网过滤，５００ｒ／ｍｉｎ离心 ８ｍｉｎ后 ＰＢＳ洗涤

（５００ｒ／ｍｉｎ３次）收集肝细胞，ＰＢＳ调整细胞密度

１０７／ｍＬ。

１．３　检测项目

（１）大鼠肝细胞中 ＭＤＡ浓度以及 ＧＰｘ和 ＳＯＤ

活性测定按试剂盒说明进行；（２）Ｓｅ浓度测定采用

２，３－二氨基萘（２，３ＤＡＮ）荧光法［８］（９７０ＣＲＴ荧

光分光光度计，上海分析仪器总厂）；（３）ＰＣＮＡ表

达指数的测定采用免疫组化方法，按试剂盒使用说

明书进行操作，按下列公式计算 ＰＣＮＡ的指数：ＰＣ

ＮＡ的指数 ＝ＰＣＮＡ阳性肝细胞数 ÷观察的肝细胞

总数 ×１００％；（４） 慧 星 试 验 按 文 献 方 法 进

行［９－１０］，肝细胞与 １００ｎＭ Ｈ２Ｏ２３７℃作用 ３０ｍｉｎ

诱导肝细胞氧化损伤，Ｏｌｉｇｒｅｅｎ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）染

色后，用配备有高解析度数码 ＣＤＣ（韩国三星公

司）的荧光显微镜（ＬＨＳ－Ｈ１００Ｐ－７型，Ｎｉｋｏｎ）获

取图像，观察细胞 ＤＮＡ的损伤程度。

１．４　统计学处理

全部数据用均值 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示，用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理，采用单因素方差

分析和差异显著性 ｔ检验，Ｐ ＜０．０５表示差异有

显著性意义。

２　结　果

２．１　肝细胞 Ｓｅ含量测定

手术前后 Ｈ组和 Ｌ组 Ｓｅ含量均明显高于 Ｃ组

和 Ｓ组 （Ｐ ＜０．０５）；术后各组 Ｓｅ含量均高于术

前，其中 Ｈ组和 Ｌ组术后比术前显著升高 （Ｐ ＜

０．０５）（表 ２）。

２．２　肝细胞 ＭＤＡ含量测定

手术前，各组 ＭＤＡ含量差异不明显；手术后，除

０２
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Ｓ组外其它各组 ＭＤＡ含量均比术前明显升高（Ｐ＜

０．０５），但 Ｈ组在术后则明显低于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）

（表 ２）。

２．３　肝细胞 ＧＰｘ活性测定

手术前，只有 Ｈ组 ＧＰｘ活性明显高于对照组

（Ｐ＜０．０５）；手术后，除 Ｓ组外其它各组 ＧＰｘ活性

均比术前明显升高（Ｐ ＜０．０５），而且治疗组 ＧＰｘ

活性都明显高于 Ｓ组 （Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

２．４　肝细胞 ＳＯＤ活性测定

手术前，各组 ＳＯＤ活性各组差异不明显；手术

后，除 Ｓ组外其它各组 ＳＯＤ活性均比术前明显升高

（Ｐ＜０．０５），而且治疗组 ＳＯＤ活性明显高于 Ｓ组

（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表 ２　ＳｅＰＳ对肝部分切除术肝细胞 Ｓｅ、ＭＤＡ含量及 ＧＰｘ和 ＳＯＤ活性的影响 （ｘ±ｓ）

分组

Ｓｅ［ｎｍｏｌ／１０７（细胞）］
实验开始时

０ｈ（ｎ＝６）

术后２４ｈ

（ｎ＝５）

ＭＤＡ［ｎｍｏｌ／１０７（细胞）］
０ｈ

（ｎ＝６）

术后２４ｈ

（ｎ＝５）

ＧＰｘ［Ｕ／１０７（细胞）］
０ｈ

（ｎ＝６）

术后２４ｈ

（ｎ＝５）

ＳＯＤ［Ｕ／１０７（细胞）］
０ｈ

（ｎ＝６）

术后２４ｈ

（ｎ＝５）
Ｈ ２５．３±４．５１），２） ３０．４±２．９１），２），３） １８．０±１．８ ２５．２±１．７１），２），３） ５１±７１），２） ７６±９１），２），３） ２１±３ ４５±４１），２），３）

Ｌ １９．８±１．８１），２） ２４．２±２．４１），２），３） １８．７±２．１ ２８．３±１．８２），３） ４７±５ ６９±７２），３） １９±２ ４０±３２），３）

Ｓ １７．３±１．８ １９．４±１．６ ２０．０±１．７ ２２．３±１．７１） ４３±４ ４９±５１） １８±２ ２１±３１）

Ｃ １６．９±１．９ １７．６±１．９ １９．３±１．６ ３１．０±２．５３） ４５±４ ６１±８３） １９±３ ３６±５３）

　　　　注：１）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与０ｈ比较，Ｐ＜０．０５

２．５　肝细胞 ＰＣＮＡ表达指数

手术前，Ｈ组和 Ｌ组大鼠的 ＰＣＮＡ指数均高于 Ｃ

组和 Ｓ组。与手术前相比，手术后各组 ＰＣＮＡ指数

均有一定程度提高，但只有 Ｈ组增高显著，并且明

显高于 Ｃ组和 Ｓ组（Ｐ＜０．０５）（图 １）。

２．６　Ｈ２Ｏ２诱导的肝细胞 ＤＮＡ损伤

手术前后分离的各组大鼠肝细胞在未经 Ｈ２Ｏ２
攻击时，慧星试验检测肝细胞 ＤＮＡ无明显损伤，染

色区集中明亮；手术后 ２４ｈ分离的各组大鼠肝细胞

经 １００ｎＭ Ｈ２Ｏ２３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，慧星试验检测

肝细胞 ＤＮＡ均有明显损伤，染色区松散，有明显的

头和尾，但各组间损伤程度存在明显差异，其中以

Ｃ组肝细胞 ＤＮＡ损伤最为明显，Ｈ组肝细胞 ＤＮＡ损

伤最轻 （图 ２）。

　　１）与 Ｃ组比较，Ｐ ＜０．０５；２）与 Ｓ组比较，Ｐ ＜０．０５；

３）与 ０ｈ比较，Ｐ ＜０．０５

图 １　各组大鼠肝细胞 ＰＣＮＡ表达指数

　　　　　　Ｈ组　　　　　　　　　　Ｌ组　　　　　　　　　　　　Ｓ组　　　　　　　　　　　Ｃ组

ａ－ｄ：未经 Ｈ２Ｏ２诱导的正常肝细胞；ｅ－ｈ：经 １００ｎＭ Ｈ２Ｏ２处理 ３０ｍｉｎ的损伤肝细胞

图 ２　各组大鼠肝细胞 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＤＮＡ损伤

１２
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３　讨　论

肝叶切除手术可引起机体一系列的病理生理

变化。本实验结果（表 ２）表明肝切除手术（Ｃ组）

比假手术（Ｓ组）诱发大鼠肝细胞更强烈的脂质过

氧化损伤，ＭＤＡ含量升高，机体抗氧化酶 ＧＰｘ和

ＳＯＤ活性呈代偿性增高。ＳｅＳＰ富含硒，具有抗氧

化活性。硒酶 ＧＰｘ具有强大抗氧化作用，它不仅

能催化 Ｈ２Ｏ２，还能催化有机过氧化物特别是脂质

过氧化物（ＬＰＯ），将其还原为相应的醇，从而减少

ＬＯＯ
!

和ＬＯ
!

等自由基的生成，使组织细胞免受

过量过氧化物，特别是过氧化脂质的损害，维持细

胞正常的功能［１１］。另外，ＳｅＳＰ中还富含有其它

多种抗氧化活性成分如维生素 Ｅ，综合发挥抗氧

化作用［１］。本实验发现手术前补充 ＳｅＳＰ，可明显

提高肝切除大鼠肝细胞硒酶 ＧＰｘ活性，对 ＳＯＤ活

性也有明显的上调作用。

肝细胞有巨大的再生潜力，肝细胞再生增殖是

一复杂的病理生理过程，尽管单纯肝切除可刺激

残肝细胞再生增殖，但这种促进作用是有限的。

研究已发现硒构成 ＧＰｘ、ＴＲ、脱碘酶和硒蛋白 Ｐ等

硒酶 ／硒蛋白活性中心，在细胞增殖、分化调节中

起重要作用［３］。本实验结果表明，肝切除术前辅

以 ＳｅＳＰ则可显著提高肝细胞的 ＰＣＮＡ表达水平，

提示 ＳｅＳＰ具有较强的促肝细胞再生效应，将有

助于肝脏组织及功能恢复。另外，ＳｅＳＰ富含优质

蛋白及丰富的藻多糖［１］，对肝功能恢复和增强肝

功能贮备有一定作用，对 ＳｅＳＰ中可能存在的其

它促肝细胞再生修复活性物质还有待进一步发

现。

本实验采用慧星试验研究 Ｈ２Ｏ２对肝细胞 ＤＮＡ

的损伤及 ＳｅＳＰ的保护作用。发现，Ｃ组比 Ｓ组肝

细胞 ＤＮＡ损伤更为明显，表明手术后肝细胞对自

由基损伤更为敏感，补充 ＳｅＳＰ大鼠肝细胞 ＤＮＡ

损伤则明显减轻，进一步提示 ＳｅＳＰ对肝细胞具

有较好的抗氧化作用。ＳｅＳＰ对 ＤＮＡ氧化损伤的

保护作用也将有助于肝细胞的再生增殖和功能修

复。

本实验证明，ＳｅＳＰ可较好地拮抗肝切除术引

起的脂质过氧化损伤，对 Ｈ２Ｏ２诱导的肝细胞 ＤＮＡ

的损伤也有一定保护作用，并对肝细胞再生具有

明显促进效应。故初步认为，ＳｅＳＰ是良好的生物

补硒剂，增强机体的抗氧化能力，有助于肝叶切除

术后康复。
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