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摘　要　目的:研究限量饮食(DR)对小鼠肝代谢活化致癌物以及致癌物导致的 DNA链断裂程度的影响。方法:用
32
P-

后标记和高效液相色谱法测定致癌物-DNA 主要加合物生成量;用随机寡核甘酸引物合成法(ROPS)测定 DNA 链断裂程度;

用体外代谢酶活性测定法检测有关代谢酶的活性。结果:①限量饮食减少小鼠肝中黄曲霉毒素 B1(AFB1)-和 2-乙基氨基芴

(2-AAF)-DNA 加合物(AF- C 8-dG)的生成 ,同时也减少致癌物导致的 DNA 链断裂;限量饮食增加苯并[ a] 芘(BaP)-DNA 加

合物(BaP- N 2-dG)和 6-硝基苯甲萘(6-NC)-DNA 总加合物的生成 , 也增加致癌物导致的 DNA 链断裂。 ②在小鼠肝中 , 致癌

物-DNA 加合物的生成量与致癌物导致的 DNA 链断裂程度密切相关;③限量饮食诱导某些与致癌物代谢有关的酶。结论:限

量饮食特异地改变小鼠肝代谢酶的活性继而影响致癌物的代谢活化 , 这种作用在致癌过程的起始阶段可能起着重要的作用。
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Abstract　Objective:To study the ef fect of dietary rest riction on the metabolic activation of carcinogens

and carcinogen-induced DNA strand breaks in B6C3F 1 mouse livers.Methods:32P-postlabelling and HPLC tech-

niques w ere applied to detect the format ion of major carcinogen-DNA adducts.Random olig onucleo tide-primed

synthesis w as used to measure the ex tent of DNA strand breaks.The enzyme activity w as measured by the in

vi trometabolic experiment.Results:To be show ed that DR significant ly inhibi ted af lato xin B1(AFB1)-DNA

major adduct and 2-acetylaminofluorene (2-AAF)-DNA major adduct (AF-C
8
-dG)formation as w ell as car-

cinogen-induced strand breaks.DR enhanced the fo rmation of hepat ic benzo[ a] pyrene(BaP)-DNA adduct (BaP-

N
2-dG)and to tal 6-nit rochrysene (6-NC)-DNA adducts as w ell as BaP-, 6-NC-induced DNA strand breaks.

The formation of the carcinogen-DNA adduct in mouse liver w as correlated with the carcinogen-induced DNA

strand breaks.DR also induced the activity of several metabolizing enzymes.Conclusion:The ef fect of DR on

the carcinogen activation is dependent upon the DR-modulated carcinogen metabolizing enzyme activities.It may

play an important role in the initiation stage of carcinogenesis.

Subject headings　diet;metabolism/enzymology ;tumor markers;DNA damage

　　限量饮食(dietary rest riction , DR)可延长实验

动物的寿命 ,对肿瘤的自然发生和发展有抑制作

用[ 1] ,对化学致癌也有抑制作用[ 2] 。但产生这些作

用的机理还未明确 ,以往的研究多注重于 DR对癌

症发生的促进阶段和发展阶段的影响 。但是 ,许多

致癌物需经代谢活化才有致癌作用 , DR可以改变

许多代谢酶的活性[ 3] ,它对致癌过程的起始阶段的

影响又是怎样的呢? 为了探讨这个问题 ,本实验选

取黄曲霉毒素 B1(AFB1)、苯并[ a] 芘(Bap)、6-硝基

苯甲奈(6-NC)和 2-乙基氨基芴(2-AAF)作为间接

致癌物的代表。采用高效液相色谱(HPLC)和32P-

后标记的薄层色谱分析法 ,用这几种致癌物的主要
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DNA加合物的生成量及有关的代谢酶活性的改变

作为致癌物代谢活化的指标 ,研究 DR对不同致癌

物代谢活化的影响。另外 ,还测定了 DR对致癌物

导致的 DNA断裂的影响 ,以探讨其与致癌物-DNA

加合物生成的关系。

1　材料和方法

1.1　试　剂
3
H-AFB1 (7.7 MBq/mol), Bap , 小牛胸 腺

DNA , T4 多聚核苷酸激酶(T4 polynucleotide ki-

nase , PNK)购自美国 Sigma 公司;[ γ-32P]ATP(3.4

MBq/mol)购自美国 ICN Biomedicals。标准品来

源:BaP 主要的 DNA 加合物 BP- N
2
-dG , 2-AAF

主要的DNA加合物AF-C
8-dG以及 6-NC 加合物

标准品分别由美国国家毒理研究中心符必成博士 、

Beland FA博士以及 Delclos KB博士赠给;AFB1 主

要 DNA 加合物由本实验室合成 ,并经过质谱分析

及核磁共振分析鉴定[ 4] 。

1.2　动物的饲养和染毒

雄性 B6C3F1 小鼠由美国国家毒理研究中心

繁殖供应并以标准的 NIH-31饲料喂养。小鼠从

生后第 16周起 ,所有动物分成两组 ,一组为随意饮

食(ad libitum , AL),另一组则给予 AL 组饲料消耗

量的 60 %,但补充足够的维生素和矿物质是为限

量组(DR组)。小鼠在限量饮食 5周后开始染毒 ,

所有的动物都是腹腔注射给药 ,每个剂量组 5只动

物。染毒剂量分别为
3
H-AFB1(5 、10 、20 mg/kg ,

7.2×10
6
MBq/mol);BaP(5 、10 、20 mg/kg);2-

AAF(5 、10 、20 mg/kg);6-NC(2 、5 、10 mg/kg), φ

=75%二甲基亚砜(DMSO)作为溶剂。在各时间

点 ,用干冰产生的 CO2 使动物发生晕厥 ,迅速解剖

动物 ,脏器称量后置-70 ℃冰箱保存 。

1.3　加合物的定量分析
3 H-AFB1-DNA加合物的定量分析采用高效液

相色谱法(HPLC)分离法[ 4] ;BaP-,6-NC-和 2-AAF-

DNA 加合物的定量分析用
32
P-后标记的薄层色谱

分析法[ 5 ～ 7] 。AFB1-DNA 加合物的量和单位表示

为 b [ n (3H-AFB1-adducts)· m
-1　(DNA)] /(pmol·

mg-1);BaP-, 2-AAF-和 6-NC-DNA 加合物的水平

用相对加合物标记值
[ 8]

(relative adduct labeling , 量符

为 Y RAL　)来表示。可按如下公式计算:Y RAL　=[加合

物计数率(min-1)/正常核苷酸的计数率(min-1)×

稀释因子] ,本实验中稀释因子为 10-9 ,即 Y RAL　×

10-9 。

1.4　DNA链断裂测定

采用随机引物寡核苷酸合成法(random

oligonucleotid-primed synthesis , ROPS)[ 9] ,DNA 链

断裂程度的量和单位表示为 b [ n (
32
P-dCTP in-

co rpo ration)·m
-1　(DNA)] /(pmol·mg-1)。

1.5　酶学测定

谷胱甘肽硫转移酶(GST), 芳烃羟化酶

(AHH), 7-乙氧基-9-羟基异口恶吩唑去 乙基酶

(EROD), 7-五氧基-9-羟基异口恶吩唑去乙基酶

(PROD),1-硝基芘还原酶(1-NR)的测定参照文献

[ 4 ,5]的方法。

1.6　数据统计

每只动物数据测定重复 3次 ,每一剂量组 5只

动物测定数据平均值的均值表示为平均值±标准

误( x ± s x),统计学分析采用 SSPS 7.0 For Win-

dow s软件包中的 t检验。

2　结　果

2.1　限量饮食对致癌物-DNA加合物生成及 DNA

链断裂的影响

表 1是动物经 AFB1 , BaP 和 6-NC 染毒 24 h

后 ,2-AAF 染毒 72 h后 DNA加合物生成量的数据

结果 ,其它剂量组的结果略。可见限量饮食减少小

鼠肝中 AFB1-DNA 加合物的生成 , 减少 2-AAF-

DNA加合物(AF- C
8-dG)的生成 ,同时也降低致

癌物导致的 DNA链断裂程度;另外 ,限量饮食增加

BaP-DNA加合物(BP-N
2-dG)和 6-NC-DNA 总加

合物的生成 ,也增加致癌物导致的 DNA链断裂程

度。表 1中的相关系数是致癌物在不同染毒剂量

下加合物的生成和 DNA链断裂的关系 ,显示在两

组小鼠中两者高度相关。

2.2　限量饮食对几种代谢酶活性的改变作用

从表 2中可见限量饮食对表中所列的几种酶:

谷胱甘肽硫转移酶 、芳烃羟化酶 、7-乙氧基-9-羟基

异口恶吩唑去乙基酶 、 7-五氧基-9-羟基异口恶吩唑去

乙基酶 、1-硝基芘还原酶 ,都有不同程度的诱导作

用 ,所有的数据都是小鼠肝微粒体酶及肝胞浆提取

液的体外代谢实验结果。
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表 1　限量饮食对致癌物-DNA 加合物生成及 DNA链断裂的影响

Table 1　The effect of dietary restriction on the formation o f carcinogen-DNA adducts and DNA strand breaks　( x ± s x)

Carcinogen-DNA adducts

AL-mouse DR-mouse

DNA strand breaks1)

AL-mouse DR-mouse

Co rrelation coefficient

AL-mouse DR-mouse

AFB1(5 mg/ kg)2) 　5.50±0.12 　3.82±0.234) 　　108±25 　　39±115) 　　0.955) 　　0.904)

BaP(20 mg/kg)
3)

　　(BP- N 2-dG) 0.40±0.05 0.66±0.034) 155±33 355±875) 0.945) 0.884)

2-AAF(10 mg/ kg)3)

　　(AF- C 8-dG) 6.55±1.05 3.77±0.074) 245±45 127±335) 0.985) 0.854)

6-NC(2 mg/ kg)3) 3.88±0.34 8.45±2.205) 75±15 127±204) 0.975) 0.834)

　　1)DNA strand breaks w as expressed as b [ n (32P-dCTP inco rporation)· m -1　(DNA)]/(pmol·mg-1);2)AFB1 adduct was

expressed as b [ n(3H-AFB1-adducts)· m -1　(DNA)]/(pmol·mg -1);3)BaP、2-AAF and 6-NC adducts were expressed as Y RAI　×

10-9 , compared to AL group:4)P <0.05;5)P <0.001

表 2　限量饮食对代谢酶活性(λB)的影响作用

Table 2　The effect of DR on the activity of metabolic enzymes　( x ± s x)

　　　　λB/[ λB] AL-mouse　　 　DR-mouse Change(%)

Glutathione S - tr ansferase(GST)

　　[ fmol·mg -1·min-1] 2.02±0.18　 　 6.95±0.542) +
3)

244
Aryl hydrocarbon hydroxy lase(AHH)

　　[ pmol·mg-1·min-1] 　 102.3±9.3 　　　 130.0±3.61) +28

7-Ethoxy-resorufin-O -deethylase(EROD)

　　[ pmol·mg
-1
·min

-1
] 143.3±5.4 204.3±17.9

1) +43

7-Pento xyreso rufin-O -dealky lase(PROD)

　　[ pmol·mg-1·min-1] 2.9±0.1 4.6±0.41) +59

1-Nitropy rene reductase(1-NR)

　　[ nmol·mg-1·min-1] 2.1±0.2 4.4±0.32) +

110

　　Compared to AL group:1)P <0.05;2)P <0.001;3)+means the percentage of increase

3　讨　论

3.1　限量饮食(DR)减少肿瘤的自然发生率和致

癌物诱导的肿瘤发生率

许多动物实验证明 DR有降低肿瘤发生的作

用 ,包括 AFB1诱导的大鼠肝肿瘤 ,BaP 诱导的小鼠

皮肤肿瘤等。这可能与 DR改变药物代谢酶的催

化活性 ,进而改变药物在体内的转化 、利用和排

出[ 10]有关。本研究发现 DR特异地改变致癌物的

代谢活化 ,即对不同的致癌物产生不同的作用 。DR

减少 AFB1-DNA加合物和 2-AAF 主要 DNA加合物

(AF-C
8-dG)的生成 ,但增加 BaP 主要 DNA加合物

(BP- N
2
-dG)和6-NC-DNA总加合物的生成 。

3.2　DR影响致癌物-DNA 加合物生成的可能机理

代谢酶的特异性调节作用 。DR诱导肝谷胱甘

肽硫转移酶 , 故能较快地清除 AFB1 的终致癌物

AFB1-8 ,9-环氧化物 ,这也许是 AFB1-DNA 加合物

生成减少的原因;而 DR增加 BaP-DNA 加合物的

生成 ,可能是由于 DR诱导了 CYP1A1酶(EROD)

和芳烃羟化酶(AHH)活性的缘故 ,这两种酶是活

化代谢 BaP 的主要酶类;DR能诱导 1-硝基芘还原

酶 、N -乙酰转移酶(N -AT)和 UPD 葡萄糖醛酸

脂酰转移酶(UPD-GT)活性[ 11] ,前两者对 2-AAF

有活化作用 ,而后者则加快 2-AAF 代谢物的排泄 ,

DR使 AF- C
8-dG 的生成减少也许是这几种酶代

谢调节作用的总和。6-NC 的代谢活化主要是形成

羟基-6-氨基萘 , 这其中需要依赖细胞色素 P450
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CYP2B的PROD酶 、硝基还原酶以及依赖CYP2E1的

4-硝基酚水解酶的催化 ,本实验室的结果及文献报道

都证明 DR诱导上述几种酶的活性 ,这也许是 6-NC-

DNA加合物在 DR组中生成增加的缘故。

3.3　DNA损伤 、DNA加合物与肿瘤发生的关系

本实验证明致癌物诱导的 DNA 链断裂程度 ,

即DNA损伤程度与 DNA 加合物的生成量成正相

关。说明 DNA加合物是一个较好的反映 DNA 损

伤作用的生物指标。但从本实验的所有结果来分

析 ,DR影响某些致癌物 DNA 加合物生成的作用

与其降低肿瘤发生率的终效应并不相符。这可能

是由于 DR调节代谢酶以及修复酶活性的特异性

所引起的 ,另外 ,肿瘤发生是多因素参与的多阶段

过程 , DR对致癌过程 3个阶段作用的总和决定其

对肿瘤发生影响的总效应 。它对致癌过程的后 2

个阶段的作用效应 ,如降低细胞增殖率;减少 DNA

甲基化;增加细胞凋亡;降低癌基因的表达等方面 ,

在DR抗肿瘤过程中可能也起着很重要的作用。

这些方面的进一步研究将有助于阐明 DR减少肿

瘤发生的机制。
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