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甘草甜素预防二乙基亚硝胺致大鼠

肝癌作用的剂量
一

效应关系
①

李俊丽② 严瑞琪 王辉云 黄小延 黄玫玲 冯启胜

(中山医科大学附属肿瘤中心肝癌研究室 ,广州
,

51 。。 6 0)

提 要 应用二乙荃亚硝胺 ( D E N )致大鼠肝癌作用短期体内实验模型
,

对甘草甜素的抑癌作

用进行了盆效关系研究
。

结果发现最低有效剂量为 21 .6 Zm g压 g
,

最佳效应剂量为 4 3 2
.

4 m g / k g
,

而

剂 t 为 8 6 4
·

s m g /k g 时
,

虽有预防作用
,

效果较 4 3 2
·

4 m g /k g 弱 ( p ( 0
·

1 ) , 1 0 8
·

1
叫 /k g

,
2 1 6

·

2
叱 /

k g 和 4 3 2
·

4 m g压g 显示 T t 效关系
.
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甘草甜素是传统中药甘草的主要成分之

一
,

具有众多的生物活性如杭溃疡
、

抗炎症
、

抗变态反应
、

抗病毒
、

诱导干扰素产生
、

调节

免疫功能l[, 幻
、

抗氧化抗 自由基产生
、

抗细胞

毒和保护肝细胞 sj[ 等作用
.

近来
,

由来
,

临床

应用甘草甜素治疗病毒性肝炎
,

特别是慢性

活动性肝炎取得 了显著的效果
,

甘草甜素对

肝脏的作用在临床和实验研究上均受到了广

泛的重视
。

我们先前的研究发现
,

甘草甜素有预防

黄 曲霉素 B
,

和二 乙基亚硝胺 ( D E N )致大鼠

肝癌作用
〔̀ 〕

.

本实验就甘草甜素抑制 D E N 诱

发大 鼠肝癌前病变
,

进一步作 了量效关系的

研究
。

1 材料与方法

1
.

1 试 剂

二乙基亚硝胺 ( D E N ) ;
二乙酞峨基药 ( 2

-

A A F )
:

美国 is g m a 公司产品
; 甘草甜素

:

片

剂
,

为甘草提取物甘草酸经半合成所得甘草

酸单钾盐
,

75 m g /片
。

长沙市中药一厂生产批

号
: 9 2 0 5 0 7

。

1
.

2 基础饲料

由中山医科大学实验动物中心提供的粉

状饲料
,

蛋白质含量为 24 %
。

高压消毒
。

1
.

3 实验饲料

将甘草甜素称量
、

研磨成粉后
,

分别与基

础饲料混匀即成
。

甘草甜素用量见表 1

表 l 各组用药量注毒量及肝重 /体重比情况

组 别

对照组

2 0 m g 组

4 0 m g 组

8 0 m g 组

1 6 o m g /组

动物数 甘草甜素用量
”

D E N 量 ( m g /鼠 ) ”
肝重 /体重
( g / 1 0 0 9 )

l 1

1 2

l 2

l l

1 0 8
·

l m g / k g ( Zo m g /鼠 )

2 1 6
·

Zm g / k g ( 4 o m g /鼠 )

4 3 2
.

4 m g / k g ( s o m g /鼠 )

8 6 4
·

s m g / k g ( 1 6 o m g /鼠)

2 1
.

2 0士 1
.

2 6

2 1
.

0 5士 1
.

9 2

2 0
.

5 8士 1
.

3 6

2 1
.

2 8士 1
.

4 0

2 1
.

5 2士 1
.

5 3

2
.

5士 0
.

4

2
.

4 士 0
.

4

2
.

2士 0
.

4

2
.

1土 0
.

3
, ,

2
.

3士 0
.

3

l) 每日剂 t
,

连用 l刊 ;
2 ) 牙士 s ; 3) 与对照组比较

,

P < 0
.
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4 动 物

6周龄雄性 S D 大 鼠
,

体重 1 3 9士 12 9 ,

二

级动物
,

动物合格证号
:

粤卫动字 9 0 01 号
,

由

中山医科大学实验动物中心提供
。

每鼠 1笼
,

室温控制在 20 ~ 25 ℃
,

饲料任食
,

自来水经净

化过滤器后由动物任饮
。

1
.

5 实验基本程序

6周龄大鼠 60 只随机分成 5组
,

每组 12 只
,

饲以实验饲料共 2周
,

在给实验饲料的第n 夭

腹腔注射 D E N
, 1 o o m g / k g 体重

。

于停用实验

饲料 2周后
,

进 入选择性促癌 程序
:

饲 以含

0
.

01 5 %的 2
一

A A F 饲料共 2周
,

在第 7天作肝

中叶及左外侧 叶切除手术
。

换喂基础饲料 d2

后
,

禁食 2 4 h
,

断颈椎处 死动物
。

在每鼠肝右

前叶规定部位取 2块组织
,

在右后叶
、

尾叶及

乳头状叶规定部位各取一块组织
,

于 4 ℃丙

酮 :
酒精 ( 1

, 1 ,

V / V ) 固定
,

低温石腊包埋切

片
,

参考改良 R ut en b er g 法进行 羊谷氨酞转

肤醉 ( G G T )染色
,

用网形 目镜测微尺在显微

镜下测量面积大于 0
.

o 34 m m
Z

的 G G T 阳性

灶面积
,

然后算出每平方厘米肝切面上 G G T

阳性灶数 (个 / e m
Z
)

、

面积 ( m m
Z

/ e m
Z

)及灶的

平均面积 ( m
,

/个 )
。

结果用 t 检验法进行统计

学处理
,

抑制率用下面公式计算
:

~ 、
,

r

*
, 。 / 、 , ,

实验组
、 、 , ,

~
n /

抑制率 ( % ) 一 ( 1一分瓮尝 ) 火 10 0 %J
,I’

’ p J

甲
、 / “ ’ 、 `

对照组
’ / “ ` “ ” / “

2 结 果

2
.

1 一般情况

整个实验期间
,

各组动物体重变化倾向

基本一致
。

处死时
,

动物肝重
、

体重差异无显

著意义 (尸 > 0
.

0 5 )
,

肝重 /体重 ( g / 1 0 0 0 9 ) 各

实验组均小于对照组
,

其中 s o m g 组最小
,

差

异有显著意义伊 < 0
.

0 5 )( 表 1 )
。

2
.

2 G G T 阳灶发生情况

各组动物肝脏 G G T 阳性灶发生情况见

表 2
。

反映灶数量的指标个 c/ m 名 ,

各实验组均

较对照组小
,

其中 4 o m g 组和 8 0 m g 组差异有

显 著意 义 (尸 < 0
.

0 5) 和极 显著意 义 ( P <

0
.

0 1 )
,

1 6 o m g 组因标准差较大
,

差异无统计

学意义 (尸 < 0
.

1 )
,

Z o m g 组差异无显著意义

( p > 0
.

1 )
。

与 s o m g 组 比较
,

Z o m g 组灶 数较

多
,

差 异有 极显著意义 ( p < 0
.

01 )
,

4 Om g 组

和 1`o m g 组亦稍 多
,

但差异无显著统计学意

义 ( P < 0
.

1 )
。

表 2 各组动物 G G T 阳性灶发生情况任士
、 )

组 别 动物数 个 c/ m , m m 企
/

e m m m Z

/个

对照组

Zo m g 组

4 0 m g 组

8 0 m g 组

1 6 0nT g 组

1 9
.

5 3士 1 2
.

5 4 3
.

1 2士 2
,

6 6 0
.

1 6 5士 0
.

1 4 2

l 2

l 2

1 5
.

8 1士 7
.

2 0 , )

1 1
,

0 7士 8
.

7 4 2 )二 )

2
.

1 9士 0
.

8 7 , ) 0
.

1 3 7士 0
.

1 0 4 5 )

1
.

8 5土 1
.

5 5 . ,
,

a ) 0
.

1 6 5士 0
.

1 4 5 ’ )

7
.

8 9士 4
.

4 4 5 )
1

.

0 4土 0
.

8 0 4 ) 0
.

1 3 1士 0
.

0 8 7 5 ,

1 2
.

6 9士 9
.

4 2 2 ,
, 3 ) 1

.

9 0士 1
.

6 1 2 ,
,

, , 0
.

1 2 9士 0
.

1 1 6 5 )

l )与 8 ()m g 组比较
,

P < 0
.

00 1 ; 2 )与 s o m g 组 比较
,

P < 0
.

1 ;

4) 与对照组比较
,

P < 。
.

肠 ;
5) 与对照比较

, P < 0
.

01

反映灶总面积的指标 m m
Z

c/ m
, ,

与对照

组 比较
,

各实验组均较小
.

唯 8 0 m g 组差异有

显 著意 义 ( P < 0
.

0 5 )
,

2 0 m g 组 ( P > 0
·

1 )
,

4 o m g 组 ( P < 0
.

1 )
,

1 6 0 m g 组 ( P < 0
.

1 )
,

差

3) 与对 照组 比较
,

尸 < 0
.

1 ,

异均 无 显著统 计学 意 义
。

与 80 m g 组相 比
,

20 m g 组明显较大
,

差异有极显著意 义 ( P <

0
·

0 1 )
,

4 0 m g 组 和 1 6 0 m g 组 亦稍大
,

差 异无

显著统计学意义 (尸 < 0
.

1 )
。
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反映灶大小的指标 m m
Z

/个
,

除 4 0m g 组

未显示差别外
,

其余各实验组均较对照组小
,

差异有极显著意义 (尸 < 。
.

0 1 )
。

与 S Om g 组相

比
, 4 0 m g 组 灶较大

,

差异有极显著意 义 (尸

( 0
.

0 1 )
。

与 s o m g 组相比
, 4 o m g 组灶较大

,

差异有极显著意议 (尸 < .0 01 )
,

Z Om g 组灶稍

大
, 1 6 o m g 组灶稍小

,

差异均无显著意义 (尸

> 0
.

1 )
。

以 上结果 表 明
,

甘 草甜 素预 防 D E N

( 10 Om g / k g ,

i p )诱发大 鼠肝癌前病变
,

以

s o m g 组 ( 4 3 2
.

4 m g / k g )效果最好
, 4 0 m g 组

( 2 1 .6 Zm g / k g )为最低有效剂量组
,

而高剂量

的 1 6 o m g 组 ( 8 6 4
.

s m g / k g )虽有抑制作用
,

效

果 却弱 于 80 m g 组
,

较低 剂 量 的 20 m g 组

( 10 .8 l m g / k g )抑制作用很弱
,

效果显著差于

s o m g 组
。

在抑制肝癌前病变 G G T 阳性灶的

个数 (个 / e m
,
) 和 面 积 ( m m

,

/ e m
,

) 上
,

Z o m g

组
、

4 o m g 组和 S Om g 组均 显示 了量 效关系

(附图 )
。

0八00二d̀“勺Jn乙

ǎ%à瓣霜景
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甘 草甜 素齐
.
}最 ( n l只 /鼠 )

附图 甘草甜素抑制 G G T 阳性灶剂量效应曲线

卜一书

3 讨

抑制 G G T 阳性灶的个 c/ m Z曲线

抑制 G G T 阳性灶的 m m 忿c/ m Z

曲线

论

本实验进一步证实了甘草甜素有预 防

D E N 诱致肝癌前病变的作用
,

在一定剂量范

围内
,

其预防作用有明显的剂量效应关系
。

作

者以前的研究还发现甘草甜素可预防黄曲霉

素 B
,

致大鼠肝癌作用
〔` 〕 ,

其它研究也发现甘

草甜素不但有预 防多氧化联苯和 3` 一

甲基
一 4

-

二 甲基一氨基偶氮苯致小鼠的肝损害和肝癌

作 用 2[]
,

尚可抑制 N
一

乙基
一

N’
一

硝基
一

N
一

亚硝

基肛致小鼠十二指肠腺癌作用〔幻
。

这说明甘

草甜素可抑制多种化学物质的致癌作用
。

另

外
,

实验表明甘草甜素可抑制小鼠吉田肉瘤

及艾氏腹水癌的生长 2[]
、

促进肿瘤细胞分化

成熟 s[]
、

抑制肝癌细胞生长和 D N A 合成图
.

加之临床上甘草甜素有保护肝细胞
、

退黄降

转氨酶
、

促进 H eB A g 转 阴和 H B e A b 产生
、

提高人体免疫机能
、

恢复肝功能 〔幻等作用
。

因

而我们认为
,

作为一种价格低廉
、

毒副作用

小
,

集治疗与预防于一体的药物
,

甘草甜素在

希望在肝癌高发区高危人群中作化学预防肝

癌之用
。

本实验甘草甜素对 D E N 致大鼠肝癌作

用的预防作用符合免疫调节 剂的作用特点

— 仅在一定范围有剂 量效应关系
.

有趣的

是
,

本实验 的最低有效剂量 ( 2 1 6
.

Z m g / k g )
,

恰好与森泽成司所报告的甘草甜素令小鼠抗

体显著增强 的剂量 3 Om g / k g (相当于大 鼠等

效剂量 Z l o m g / k g ) 相吻合
。

T a n a k a 〔, 〕
亦证明

在化学致癌过程中
,

甘草甜素可诱导干扰素

产生
,

激活肿瘤动物免疫功能
,

显著提高 N K

细胞活性和 巨噬细胞吞噬率
。

结合临床和实

验所报道 的甘草甜 素诸如增加 小鼠脾脏重

量
、

增加外周血白细胞数 目
〔’ 〕 ,

稳定细胞膜和

核糖体膜结构 [’]
、

显著提高人体巨噬细胞吞

噬指数
,

增 加 N K 细胞活性和诱导干扰素产

生 「8] 等免疫调节作用与本实验结果分析
,

甘

草甜素的免疫调节作用在其预防化学致癌过

程中可能起重要作用
。

但尚需实验进一步证

实
。

目前
,

临床治疗肝 炎的甘草甜素的 口 服

剂量为 3 0 0 m g / d ( 18 o m g / m
,

)
,

相当于本实验

大 鼠 口 服最低有 效剂 量 4 0 m g / d ( 2 z s o m g /

m
Z
) 的 2 / 2 5

,

最佳 效应 剂量 s o m g / d 的 1 / 2 5

即为 4 5 0 0 m g / m
, 。

然而
,

由实验剂量推至人
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·

类用量时
,

不但应认识到药物的体内代谢作

用随种属和个体的不同而有差异
,

而且还应

考虑到本实验所用致癌物 D E N 的量 I Oo m g /

k g
,

远远大于 人类暴露于 D E N 及其他致癌

物的量
。

因而在用甘草甜素对肝癌高危人群

的化学预防时
,

应慎重相应减少用量
。

同时
,

本实验甘草甜素抑制 D E N 致肝癌作用所表

现的在一定范围有效的特点
,

提示临床治疗

肝炎
、

预防肝癌选择适当剂量是非常重要的
。
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