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　　［摘要］　目的　初步探讨富氢水（ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒ，［Ｈ］Ｈ２Ｏ）对结直肠癌荷瘤小鼠肿瘤的抑制作用及其机制。方法

小鼠右腋皮下接种人结直肠癌ＳＷ４８０细胞（４×１０６／只），建立移植瘤小鼠模型，造模的同时给予小鼠自由饮用富氢水

（０．８ｍｇ／ｋｇ），每日早、中、晚３次更换新鲜富氢水。对照组给予普通水。荷瘤２８ｄ后处死小鼠，取肿瘤组织，通过检测肿瘤体

积和质量判断肿瘤的生长情况。用免疫组化法检测肿瘤组织中Ｋｉ６７蛋白的表达，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况，比色法检测

谷胱甘肽（ＧＳＨ）及氧化型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）水平，基因芯片和ｑＲＴＰＣＲ方法筛选并验证差异表达基因。结果　与对照组相

比，富氢水干预后可抑制小鼠肿瘤的形成，减小肿瘤体积和质量（犘＜０．０１，犘＜０．０５），降低Ｋｉ６７蛋白的表达（犘＜０．０５），促进细

胞凋亡（犘＜０．０５），增高ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值（犘＜０．０５）；富氢水干预可调节γ干扰素（ＩＦＮγ）相关基因的表达。结论　在结直肠癌

中，富氢水可通过抑制细胞增殖、促进细胞凋亡、调节细胞内氧化还原环境及ＩＦＮγ相关基因的表达而发挥抗肿瘤活性作用。

［关键词］　氢；结直肠肿瘤；细胞凋亡；氧化性应激；γ干扰素相关基因
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　　结直肠癌是常见消化道恶性肿瘤之一，其发病 率在全世界范围内处于恶性肿瘤第３位，在西方发
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第９期．张　瑶，等．富氢水对结直肠癌荷瘤小鼠肿瘤的生长抑制作用及其机制

达国家中处于第２位
［１２］。在我国，随着近年来居民

生活水平的提高和饮食习惯的改变，结直肠癌的发

病率也呈上升趋势，位居恶性肿瘤和致死因素的第

４位
［３］。结直肠癌早期诊断率低，术后易复发，具有

高侵袭性和高病死率的特点，所以从膳食营养干预

的角度寻找能有效抑制结直肠癌细胞增殖的功能性

物质具有重要意义。

研究发现氢分子具有良好的选择性抗氧化及抗

炎作用［４］。富氢水（ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒ，［Ｈ］Ｈ２Ｏ）含

有较高浓度的氢气，目前关于富氢水的研究大多围绕

其良好的抗氧化及抗炎活性，及其在缺血再灌注损

伤、糖尿病等代谢性疾病的应用［５６］，将其应用于肿瘤

的预防及治疗方面的研究较少。有研究表明富氢水

可显著抑制放疗引起的氧化应激反应，减轻放疗的不

良反应，有效改善接受放疗的肝癌患者的生活质量，

提示富氢水可辅助用于恶性肿瘤患者的放化疗［７］；Ｌｉ

等［８］证明富氢水可减轻化学毒性物质所致的大鼠肾

脏损伤，并抑制早期肿瘤的发生。我们前期在动物实

验中发现，富氢水对葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅ

ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导的慢性结直肠炎及结直肠癌具有

较好的预防作用，能显著抑制肿瘤的发生（未发表数

据）。本研究利用皮下接种人结直肠癌细胞系ＳＷ４８０

细胞建立荷瘤小鼠动物模型，初步探讨富氢水对肿瘤

形成、生长的抑制作用及其分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料　ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠购于上海斯莱克实验

动物有限公司［动物许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２０１０

０１０１］，４周龄，体质量（２０±２）ｇ；结直肠癌细胞系

ＳＷ４８０购于中国科学院上海细胞库；ＤＭＥＭ培养基

购于上海源培生物科技有限公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购

于Ｇｉｂｃｏ公司；鼠抗人Ｋｉ６７单克隆抗体工作液及

ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ二抗均购于上海长岛生物技术有限公司；

ＴＵＮＥＬ试剂盒购于瑞士罗氏公司；活性氧（ＲＯＳ）检

测试剂盒（Ｓ００３３）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和氧化型谷胱甘

肽（ＧＳＳＧ）检测试剂盒（Ｓ００５３）均购于上海碧云天生

物技术研究所；焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，

ＤＥＰＣ）购自上海索宝生物科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ○
Ｒ试剂

购于ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；无水乙醇、三氯甲烷、异

丙醇均为国产优级纯，购自上海晶纯生化科技股份有

限公司；引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；荧光定量ＰＣＲ

（ｑＲＴＰＣＲ）试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○
Ｒ

ＲＴ ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ

（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ，ＲＲ０３７Ａ）购于宝生物工程（大连）

有限公司；富氢水（０．８ｍｇ／ｋｇ，还原电位５００ｍＶ）由

北京活力氢源饮品有限公司提供。

１．２　实验动物分组及模型建立　将１６只４周龄的

ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠随机分为对照组（Ｃｔｒｌ，狀＝８）和富

氢水干预组（［Ｈ］Ｈ２Ｏ，狀＝８）。首先，取对数生长期

的ＳＷ４８０细胞，于裸鼠右腋皮下接种（４×１０６／只）。

接种后，为保证水中氢气浓度，富氢水干预组每天早、

中、晚３次更换新鲜富氢水供小鼠自由饮用；对照组

给予普通水。观察肿瘤的生长情况，用直尺测量肿

瘤长度（ａ）、宽度（ｂ），用公式犞＝犪犫２π／６计算其体

积。荷瘤２８ｄ后处死小鼠，取肿瘤组织，称质量后

进行后续实验。

１．３　免疫组化检测Ｋｉ６７表达　Ｋｉ６７是反映肿瘤

细胞增殖活性、判断肿瘤侵袭力的重要参考指

标［９１０］。取裸鼠肿瘤组织，多聚甲醛固定、脱水、石

蜡包埋。蜡块连续切片，切片厚度４μｍ，脱蜡、水

化，加３％过氧化氢溶液阻断内源性过氧化物酶，

ＰＢＳ冲洗，用ＥＤＴＡ（ｐＨ＝８）高温高压修复抗原。

滴加鼠抗人Ｋｉ６７单克隆抗体工作液，３７℃水浴箱

内孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗；加ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ二抗，３７℃水

浴箱内孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；加新配制的ＤＡＢ显

色液，显微镜下观察，阳性显色为棕黄色。自来水冲

洗，苏木素复染，０．１％盐酸分化，自来水冲洗，ＰＢＳ

冲洗返蓝。梯度乙醇脱水干燥，中性树脂封片。由

专职病理科医师盲法独立阅片。根据细胞核染色定

义为淡黄至棕黄色为Ｋｉ６７阳性细胞，随机选择１０

个视野，于４００倍镜视野进行计数，每个视野计数

５００个细胞，计算Ｋｉ６７阳性细胞数占总细胞数的百

分数。Ｋｉ６７阳性细胞数０～２０％为Ｋｉ６７低表达，

大于２０％为Ｋｉ６７高表达。

１．４　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡　取裸鼠肿瘤组

织，冰冻切片，用４％多聚甲醛常温下固定２０ｍｉｎ，

ＰＢＳ漂洗３０ｍｉｎ，细胞通透液０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００

冰上通透２ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗；加 ＴＵＮＥＬ反应液

（ＴｄＴ＋荧光素标记的ｄＵＴＰ），３７℃湿盒中避光孵

育１ｈ，ＰＢＳ漂洗；加ＤＡＰＩ，４ｍｉｎ后用ＰＢＳ漂洗，防

荧光淬灭封片剂封片。对照ＴＵＮＥＬ反应液中不加

ＴｄＴ，其余反应同前。荧光显微镜下观察，选取５个

非重叠４００高倍镜视野观察，计算凋亡细胞数。

·３８０１·
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１．５　氧化应激相关指标的检测　冰冻切片加入５

μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ荧光探针溶液，３７℃避光孵育

９０ｍｉｎ，用缓冲液清洗切片，显微镜下观察细胞荧光

强度。用“＋”或“－”表示荧光强弱：（－）无荧光；

（±）极弱的可疑荧光；（＋）荧光较弱，但清楚可见；

（）荧光明亮；（～）荧光闪亮。待检标本特异

性荧光强度达“”以上，而各种对照显示为（±）或

（－），即可判定为阳性。

取肿瘤组织制备裂解液，按照试剂盒操作说明

测定ＧＳＨ 和ＧＳＳＧ含量，计算ＧＳＳＧ／ＧＳＨ 的比

值，实验重复３次。

１．６　差异表达基因检测　富氢水干预组和对照组

各随机取３个移植瘤组织，送欧易生物科技有限公

司进行基因表达谱检测。简述如下：抽提肿瘤组织

ＲＮＡ，利用ＡｇｉｌｅｎｔＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ进行毛细管电泳检

测ＲＮＡ质量。利用ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＧｅｎｅＣｈｉｐ○
Ｒ

Ｈｕｍａｎ

ＧｅｎｏｍｅＵ１３３Ｐｌｕｓ２．０Ａｒｒａｙ（包含４７０００个转录

本，代表３８５００个明确的人类基因）基因表达谱芯

片进行检测、分析。

１．７　ｑＲＴＰＣＲ方法验证部分基因的表达　按照

ＴＲＩｚｏｌ试剂盒操作说明抽提肿瘤组织总ＲＮＡ，按

照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○
Ｒ

ＲＴ ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ （ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ

Ｔｉｍｅ）试剂盒操作说明进行反转录操作合成ｃＤＮＡ，

按照ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ试剂盒说明进行

ｑＲＴＰＣＲ。目的基因引物序列如表１所示。ＰＣＲ

反应液体系（２０μＬ）：ＳＹＢＲ
○ＲＰｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇Ⅱ（Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×）１０．０μＬ，ＰＣＲ上游引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ＰＣＲ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８

μＬ，ｃＤＮＡ（＜１００ｎｇ）２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．４μＬ。

ＰＣＲ反应参数：９５℃变性３０ｓ；９５℃５ｓ、６０℃２０ｓ，

４０个循环。熔解曲线分析：９５℃１５ｓ，６５℃１５ｓ，

９５℃１５ｓ。基因扩增结果采用相对定量法分析对照

组和富氢水干预组中目的基因相对表达量，计算表

达水平比率（２－ΔΔＣｔ）。

表１　犘犆犚扩增引物序列

犜犪犫１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

犕犿狆９ Ｆ：ＧＧＧＣＴＴＡＧＡＴＣＡＴＴＣＣＴＣＡＧＴＧＣＣ

Ｒ：ＧＡＡＧＡＴＧＴＴＣＡＣＧＴＴＧＣＡＧＧＣＡＴＣ

犐犐１２狉犫１ Ｆ：ＴＡＧＧＧＡＣＣＴＧＡＧＡＴＧＣＴＡＴＣＧ

Ｒ：ＣＣＣＧＧＡＧＣＴＡＡＧＧＣＡＡＣＡＣ

犆狊犳２狉犫 Ｆ：ＡＣＡＧＡＧＡＡＣＣＴＡＧＡＴＣＧＡＧＣＣ

Ｒ：ＧＴＧＴＡＣＴＣＴＴＣＧＣＴＣＣＡＣＴＴＧ

犜狀犳犪犻狆８犾２ Ｆ：ＣＧＧＣＡＣＴＴＡＧＣＴＴＴＧＧＴＧＡＧ

Ｒ：ＧＡＧＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＣＣＣＡＴＡＧＡ

犆狓犮犾９ Ｆ：ＧＧＡＧＴＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＣＴＡＧＴＧ

Ｒ：ＧＧＧＡＴＴＴＧＴＡＧＴＧＧＡＴＣＧＴＧＣ

犆犱犽６ Ｆ：ＴＣＴＣＡＣＡＧＡＧＴＡＧＴＧＣＡＴＣＧＴ

Ｒ：ＣＧＡＧＧＴＡＡＧＧＧＣＣＡＴＣＴＧＡＡＡＡ

犖狉狆２ Ｆ：ＧＣＴＧＧＣＴＡＣＡＴＣＡＣＴＴＣＣＣＣ

Ｒ：ＧＧＧＣＧＴＡＧＡＣＡＡＴＣＣＡＣＴＣＡ

犆犾犱狀２４ Ｆ：ＣＣＡＣＡＣＣＧＣＴＧＡＣＴＣＴＣＴＴＧ

Ｒ：ＧＴＴＡＡＣＣＡＴＧＣＣＧＧＧＡＧＡＣＡ

β犪犮狋犻狀 Ｆ：ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ

Ｒ：ＣＧＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＴ

　　Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅ

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

学分析。数据结果以珔狓±狊表示，采用ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ进行组间比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　富氢水对荷瘤小鼠肿瘤体积和质量的影响　与

饮用普通水的对照组相比，富氢水干预组小鼠整体成

瘤情况受到抑制（图１Ａ、１Ｂ），具体表现为富氢水干预

组小鼠的肿瘤体积和质量均低于对照组（图１Ｃ、１Ｄ；

犘＜０．０１，犘＜０．０５）；第２８天时，富氢水干预组小鼠

的肿瘤体积为（５８７±６４）ｍｍ３，质量为（０．２６２±

０．０２８）ｇ，均低于对照组［平均肿瘤体积为（８９２±１０８）

ｍｍ３，质量为（０．４３８±０．０３４）ｇ；犘＜０．０１］。

图１　富氢水对裸鼠体内成瘤能力的影响

犉犻犵１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狊狅犳犺狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狑犪狋犲狉狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳狋狌犿狅狉犻狀狀狌犱犲犿犻犮犲

Ａ：Ｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ；Ｄ：Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ；［Ｈ］Ｈ２Ｏ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜

０．０５，犘＜０．０１．狀＝８，珔狓±狊

·４８０１·
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第９期．张　瑶，等．富氢水对结直肠癌荷瘤小鼠肿瘤的生长抑制作用及其机制

２．２　富氢水对荷瘤小鼠结直肠癌组织中Ｋｉ６７蛋

白表达及细胞凋亡的影响　富氢水干预组Ｋｉ６７蛋

白表达阳性细胞率为（１１．０±２．８）％，而对照组为

（２８．０±３．６）％，两组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５），说明富氢水干预后小鼠结直肠癌细胞的增殖

能力减弱。采用ＴＵＮＥＬ法检测两组小鼠结肠癌组

织的细胞凋亡情况，结果表明，富氢水干预组凋亡细

胞率为（１４．８±２．２）％，而对照组仅为（２．６±

０．４）％，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），表

明富氢水可促进结肠癌细胞凋亡，见图２。

２．３　富氢水对荷瘤小鼠结直肠癌组织氧化应激状

态的影响　如图３所示，与对照组相比，富氢水干预

后并未显著降低小鼠结肠癌细胞内ＲＯＳ的含量，而

是通过降低ＧＳＨ和升高ＧＳＳＧ水平（犘＜０．０５）发

挥抗肿瘤作用。与饮用普通水的对照组相比，富氢

水干预组ＧＳＨ水平降低了２２％，而ＧＳＳＧ含量升

高了３８％，从而显著提高了 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ 的比值

（犘＜０．０５）。

２．４　富氢水对荷瘤小鼠结直肠癌组织部分基因表

达的影响　为了进一步探究富氢水抑制结肠癌细胞

增殖、促进其凋亡的分子机制，本研究利用基因芯片

对比了富氢水干预组与饮用普通水的对照组小鼠肿

瘤组织的差异表达基因（图４Ａ、４Ｂ），其差异表达基

因的验证结果如图４Ｃ所示。从图中可以看出，与对

照组相比，富氢水干预可上调 犕犿狆９、犐犐１２狉犫１、

犆狊犳２狉犫、犜狀犳犪犻狆８犾２、犆狓犮犾９（犘＜０．０５），下调犆犱犽６、

犖狉狆２及犆犾犱狀２４等γ干扰素相关基因（犘＜０．０５）。

图２　富氢水对荷瘤小鼠结肠癌组织犓犻６７蛋

白表达及细胞凋亡的影响

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犓犻６７狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱狋犺犲犪狆狅狆狋狅狊犻狊

犻狀犮狅犾狅狀狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲狊狅犳［犎］犎２犗犪狀犱犆狋狉犾犵狉狅狌狆狊

［Ｈ］Ｈ２Ｏ： Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈ ｗａｔｅｒ； Ｃｔｒｌ： Ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　富氢水对荷瘤小鼠结肠癌组织氧化应激状态的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犺狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狑犪狋犲狉狅狀狅狓犻犱犪狋犻狏犲狊狋狉犲狊狊犻狀狋狌犿狅狉犫犲犪狉犻狀犵犿犻犮犲

ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；ＧＳＳＧ：Ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；［Ｈ］Ｈ２Ｏ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５ｖｓＣｔｒｌ

ｇｒｏｕｐ．狀＝８，珔狓±狊

图４　富氢水对荷瘤小鼠结直肠癌组织部分基因表达的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犺狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狑犪狋犲狉狅狀犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狊犻狀犮狅犾狅狀狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲狊狅犳［犎］犎２犗犪狀犱犆狋狉犾犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓ；Ｂ：Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｏｍｅｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓ．

［Ｈ］Ｈ２Ｏ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５ｖｓＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．狀＝８，珔狓±狊
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３　讨　论

早在１９７５年，Ｄｏｌｅ等
［１１］将患有鳞状细胞癌的

无毛小白鼠放于高压氢气舱内（８ＭＰａ，２．５％氧气，

９７．５％氢气），发现氢气可使皮肤肿瘤消退。但由于

高压氢气用于临床治疗存在安全隐患，此类研究并

未引起广泛注意。直至２００７年，日本学者采用化学

反应、细胞学等手段，证明氢气溶解在液体中可选择

性中和羟自由基和亚硝酸阴离子（两者皆为氧化损

伤的重要介质）［１２］。这一发现引起了研究氢气治疗

疾病的热潮，大量研究相继发现氢在脑组织缺血再

灌注损伤［１３］、炎症［１４］、电离辐射损伤［１５］、神经系统

损伤以及代谢综合征［１６１７］等疾病中均发挥一定的

作用。

近年来，通过采用增加压强等技术将氢气溶解

于水中，制备获得了给予方便且安全的富氢水，推动

了氢在临床研究中的应用。研究发现富氢水可减轻

组织氧化应激和炎症反应［１８１９］。另有少量研究表

明，富氢水对肾癌［８］及非酒精性脂肪肝引发的肝癌

具有一定的预防作用［２０］。本研究利用结肠癌荷瘤

小鼠动物模型，研究了富氢水对结肠癌肿瘤细胞增

殖、凋亡及氧化应激状态的影响，结果表明富氢水可

有效抑制肿瘤细胞的增殖，抑制肿瘤的生长，诱导肿

瘤细胞凋亡，并进一步证明了富氢水抗肿瘤生物学

活性的发挥与其对肿瘤组织氧化应激状态的调节作

用有关。

机体尤其是线粒体产生的ＲＯＳ在各种细胞信

号转导中扮演重要角色。一方面，危险因素如吸烟、

环境污染物、辐射、病毒感染等可通过诱导产生大量

ＲＯＳ引发慢性病如恶性肿瘤的发生；另一方面ＲＯＳ

可通过激活ＮＦκＢ、ＡＰ１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１）等转

录因子，调控炎症反应以及肿瘤细胞增殖、侵袭、转

移及血管生成等。ＲＯＳ还可调控抑癌基因如狆５３、

犘犜犈犖及犚犫基因的表达；然而肿瘤的放、化疗又是

通过产生大量ＲＯＳ发挥杀伤肿瘤细胞的作用，另外

一些功能性抗肿瘤活性物质又通过清除ＲＯＳ减轻

氧化应激状态，以发挥预防肿瘤的活性。这提示

ＲＯＳ的功能类似于ＴＮＦα、炎症反应及ＮＦκＢ，具

有“抑癌”及“促癌”的“双刃剑”效应，提示机体氧化

应激状态的调控在肿瘤治疗中可能具有重要的作

用［２１］。已有研究表明ＧＳＨ的损耗对细胞氧化应激

平衡的调节及细胞死亡通路的激活发挥重要的中枢

调控作用［２２］，本研究发现富氢水干预后，虽然并未

降低结肠癌组织细胞内 ＲＯＳ的含量，但可降低

ＧＳＨ水平、升高ＧＳＳＧ水平，提高ＧＳＳＧ／ＧＳＨ的比

值，从而打破细胞内的氧化还原平衡，使肿瘤组织处

于ＲＯＳ应激状态，这可能是富氢水发挥抗肿瘤活性

的机制之一。

为了进一步探究富氢水抑制肿瘤细胞增殖、促

进其凋亡的分子机制，本研究还利用基因芯片对比

研究了富氢水干预组与对照组的差异表达基因，发

现富氢水干预后可影响γ干扰素相关基因的表达。

干扰素是一类重要的抗病毒、抗肿瘤和免疫调节细

胞因子，广泛用于造血系统恶性肿瘤、淋巴瘤及多种

实体瘤的临床治疗。研究表明干扰素与细胞表面受

体结合后，主要通过ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号途径，调节如

凋亡相关分子犉犪狊／犉犪狊犔、犜犚犃犐犔／犃犘犗２、抑癌基

因犫犪狓、犫犪犽及狆５３等一系列干扰素刺激基因（ＩＦＮ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＩＳＧｓ）的表达，这些ＩＳＧｓ与细胞

凋亡及细胞周期密切相关［２３］。此外，干扰素还可放

大由ｃａｓｐａｓｅ诱导的线粒体功能紊乱效应，诱导线粒

体途径的细胞凋亡。因而，干扰素可通过调节细胞

周期、抑癌基因的表达及增强肿瘤细胞对凋亡信号

的敏感性，诱导肿瘤细胞凋亡，发挥其抗肿瘤生物学

活性。本研究结果表明富氢水干预可上调犕犿狆９、

犐犐１２狉犫１、犆狊犳２狉犫、犜狀犳犪犻狆８１２、犆狓犮犾９，下调 犆犱犽６、

犖狉狆２及Ｃ犾犱狀２４等γ干扰素相关基因的表达（犘＜

０．０５），其中犕犿狆９基因参与肿瘤的转移及血管生

成［２４］；犆狊犳２狉犫基因参与ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路、调

控细胞凋亡等［２５］；犆狓犮犾９基因参与Ｎｏｔｃｈ信号通路，

从而参与调控细胞凋亡及细胞周期［２６］；犖狉狆２基因

不仅与血管生成相关，还可调控细胞增殖、细胞周

期、细胞运动和细胞迁移、细胞分化、细胞凋亡

等［２７］。上述研究结果提示富氢水可能通过影响多

个靶基因发挥肿瘤的抑制作用，对上述基因的具体

调控机制和途径尚需要进一步研究。
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