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甲 基 硝 基 亚 硝 基 肌

诱发 大 白 鼠大 肠 癌 的实 验 报 告

耽宝琴
带

许敬尧料 肉丽娟 介

大肠癌是常见肿瘤
,

在我国大肠癌的发

病率约占所有肿瘤的第五
、

六位
。

目前早期

大肠癌以外科手术治疗为主
,

晚期以化疗为

主
,

化疗中又以 5 一氟脉嗜咙为主要
,

但疗

效不高
,

单用有效率仅 20 %左右
( ` ) 。

因此
,

亚须建立与人类相似的动物大肠癌模型
,

籍

以进一步研究其病因
、

发病机理
、

早期诊断

等
,

以便找到更有效的治疗方法
。

为此
,

我

们用 甲基硝基亚硝基肌 ( M N N G ) 诱 发 了

大白鼠大肠癌
,

并观察其癌变过程和肿瘤的

病理学特征
。

材 料 与 方 法

动物
: 采用年龄为 18 周 的 W i s at r

大白

鼠 ( 上海实验生物研究所提供
,

是同系同胎

繁殖至 16 ~ 1 7代大鼠 ) 2 1只
,

其 中雌鼠 10 只
,

雄鼠 n 只
,

作为诱癌用
。

2 1只大鼠中 N o .

14

在灌药几天后 因肠穿孔致 死
,

未 列 入 结果

中
。

另取 18 周的杂种雄性大鼠 ( 本校动物室

繁殖 ) 6 只作为对照
。

饲以动物 室 自 制 糕

块
,

自由饮水
。

药物
:

M N N G为淡黄色粉状结晶
,

不易

溶于水
,

用 33 % 乙醇配制成 0
.

67 % M N N G

乙醇溶液备用
,

如再不溶解
,

可在水浴中微

热
。

该溶液不稳定
,

临用时配制
。

方法
:

大鼠分成给药和对照两组
,

采用

直肠灌药法
。

用磨平的腰椎穿刺针头 ( 长 8

厘米 ) 由肛门插入直结肠 7 ~ 8 厘米深 ( 相

当于结肠左曲处 )
,

给药组 每 鼠 每 次注入

0
.

67 % M N N G 乙醇溶液 0
.

3毫升 ( 相 当 2毫

克 )
,

每周 2 次
,

共25 次
。

对照组注入同容

积的 3 3 % 乙醇
,

方法及次数均与给药组同
。

为 了提高诱癌率
,

在实验 5 个月时
,

给药组

每鼠每次再灌肠 M N N G Z 毫克
,

每周 3次
,

共 10 次
。

对照组以 同法灌 33 % 乙醇
。

给药组

每鼠灌肠的 M N N G 总量为 70 毫克
。

自然死亡及处死 ( 仅 N o .

15 ) 的大 鼠均

进行全身解剖
,

肉眼和解剖镜观察
,

随即取

大肠
、

肝
、

脾
、

肺
、

肾等组织放入 20 %福尔

马林液中固定
,

石腊包埋
,
H E 染色

,

其中

部 分 切 片 作 G o m or i 网 状 纤 维 染 色
,

V o n 一

G e i s o n
胶元纤维染色及 A l o i a n 兰 粘液

染色
,

显微镜观察
。

结果
:

用 M N N G 灌肠后 2 一 3 个月及

8一 9个月时死亡率较高
,

前者为 5 只
,

25 %
,

后 者为 7 只
,

35 %
。

20 只大鼠中生 存 最 长

者为 37 0天 ( 表 1 )
。

在灌肠 2 一 3 个月间死

表 1 大白 鼠致癌过程 中元亡情况

死亡时间
( 月 )

2~ 3 14~ 5 } 6~ 7 两
一

…
一

石刃
1

而
大白鼠数
( 只 ) , ” 引

一
、 ` : .

}
_
一 _ _ _

`

一二一二一匕一二
一

亡的大 鼠
,

多半死前有腹泻
、

食欲减退
、

体

重下降等现象
,

最后常因严重 腹 泻
,

衰竭致

死
。

死后解剖
,

结
、

直肠浆膜面无明显变化
,

剖开肠腔
,

见分泌物增多
,

但无肿块
。

实验

.
药理学教研室

二 ,
病理学教研室
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6个月死亡的大鼠
,

死前均有明显腹泻
、

血

便
,

少数在腹部可触及肿块
。

以后常因肠大

出血
、

严重感染或肠梗阻死亡
。

对照组 6 只

大鼠情况良好
,

体重逐月上升
,

实验 至 4 00

多天时全部处死
。

肉眼检查
: 3 个月内死亡的 5 只大鼠

,

大肠来见明显病变和肿块
。

4 个月后死亡的

大鼠
,

结
、

直肠变祖
,

但浆膜面多光滑
,

肠

腔 内有大小不等
,

形状各异
,

隆起的多个肿

瘤
。

诱癌率达邪 % ( 13 只八 4只
,

15 只 大鼠

中 N o .

5 标本遗失未列入统计
,

N o .

13 仅见

腺瘤 )
。

诱发的肿瘤最多达 12 个 ( N o .

6)
,

少者仅 1个
。

14 只大鼠诱发肿瘤总数为 8 4个
,

平均每鼠 6 个 ( 表 2 )
。

表 2 大鼠用 M 尺N G 灌肠诱 发的肿瘤数及类型

鼠 号 生存时间
(月 )

} 肿 瘤 数

} 1

一

{ l

一

{ 1

{ 晓

钟 瘤 性 质 ( 肿瘤数 )瘤数
材

肿取

4` 5

6

6` 7

腺癌 ( 1 )

标本遗失
.

未作切 J;

场一20

1: } 8

18
,

8

19 ] 8
l

7 { 10

8 … `0

6 } 12、 r 3

1 0

1 2

12、 1 3

12 、 1 3

腺瘤 ( 1 )

腺癌 ( 6 )

腺瘤 ( 1 ) 腺癌 ( 4 )

腺癌 ( 6 ) 腺癌合并粘液腺癌 ( 3 )

腺癌 ( 5 )

腺癌 ( 2 )

腺癌 ( 2 ) 粘液腺癌 ( 1 )

腺癌 ( 1 ) 粘液腺癌 ( 1 )

腺癌 ( 1 ) 粘液腺癌 ( l )

腺瘤 ( 3 ) 腺癌 ( 3 ) 粘液腺癌 ( 3 )

腺瘤 ( 1) 腺癌( 4) 粘液腺癌( 3) 腺癌合并粘液腺癌( 1 )鳞状细胞癌 ( l)

腺癌 ( 3 ) 粘液腺癌 ( 1 )

粘液腺癌 ( 4 )

腺瘤 ( 6 )腺癌 ( 3的粘液腺瘩〔14 )腺癌合并粘液腺癌 ( 4) 鳞伏细胞癌 ( 1)

l一一一
J一

场一16

一

一
.

一

一计
一一总

注
:

生存2~ 3月的鼠号是 1
,

2
.

10
.

1 1
.

2以 N 0
.

14 早期肠穿孔致死未列入统计 )
,

均未发现肿瘤

肿瘤散在分布自肛门以上 1 厘米至 10 一

12 厘米处
,

其中以 3 ~ 6 厘米处最密集 ( 图

1 )
。

肿瘤大小不等
,

除许多小肿瘤融合成

大肿块外
,

最大者 2 x l 义 0
.

3 厘 米
,

最小

如粟粒
,

一般为 0
.

3 X 0
.

4厘米左右
。

大多无

蒂
,

均为隆突型
,

突出于肠腔
。

肿瘤表面
,

多数光滑
,

呈灰白或暗红色
,

少数呈菜花样
。

患肿瘤的大肠明显扩大
,

肠壁增厚
,

肠

粘膜附有大量分泌物
,

部分肿瘤出血
、

坏死
。

6 只大鼠在距肛门 7 一 10 厘米处肠腔异常扩

大
,

肠壁高度增厚
,

且有多数小肿瘤融合成

大肿块
,

伴有明显出血
,

坏死及溃疡形成 ( 图

2 )
。

多数大鼠的结
、

直肠浆膜光滑
,

无肿瘤
,

但少数有肿块向浆膜面突出
。

N o .

6大 鼠 肛

管内有 1 个 O
.

l x O
.

1厘米肿块
,

切片证实为

鳞状细胞癌
,

且肺部有转移
,

其它肿瘤均未

向邻近组织或远处转移
。

多数癌组织均伴有不同程度的出血
、

坏

死
,

特别是瘤体较大者
,

在瘤体中央或浅表

部位
,

有的则形成溃疡
。
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5 6只深癌 巾
,

部分呈 匕
.

肉型
,

有 明确的

蒂
,

并偶见残存的腺体组织 ( 图 3 )
。

部分

为局部隆起型
,

全由稼序纽识构戍
,

少数为

平坦型
,

局部粘膜田舒牛丁 洲眯土 ,
一

匕序变直

接浸润肠壁
。

显微镜俭查
:

对肉眼所见灼 8 5只肿瘤
,

根据肿瘤的大小
,

形态和分布部位的不同而

选取其中6 3只切片观察
。

又根据肿瘤的组织

学特点并参照 L i n g e , n e n 和 G a r i m e r ` 2 ’ 及

M or
s o n 氏 `“ ’ 的组织学分类法将 63 只肿瘤分

为五类 ( 表 3 )
。

表 3 63 只肿瘤的组织 学类型统计

类 型
二橄

1

。 。

靡翩镖 鳞癌 1总 计

10 0%

一6

百分比
` 9

.

5 6 0
.

3 ’ 6
.

4 ’ 2 2
.

2

一
、

腺瘤
:

共 6 只
,

均 为小 管 状腺瘤

( 腺瘤性息肉一图 4 )
,

并伴有不同程度的间

变
,

间变 I 级 1 只
、

I 一 I 级 3只
、

亚级 2 只
。

二
、

腺癌
:

共 38 只
,

为普 通 的 管 状腺

癌
。

癌细胞呈腺管状排列
,

但 腺 管 大 小不

一
,

形态 各异
,

即使同一个体的不同肿瘤或

同一肿瘤的不同区域亦有差异
。

部分腺管扩

张呈囊腔
,

囊内可见乳头状增生
,

有的腺体

排列密集
,

背靠背或腺管共壁
。

癌细胞核大
,

深染
,

核形拉长或呈卵圆形
,

空饱状
,

呈单

层或复层
,

排列紧密
,

核分裂相多见
。

胞浆

嗜碱性或嗜酸性
,

其中含嗜酸性胞浆者胞浆

特别丰富
。

部分腺腔内充满 坏 死 物 质 ( 图

5 )
。

三
、

粘液腺癌
:
共 14 只

,

癌细胞亦呈腺

管状排列
,

但腺腔多扩张呈囊状
,

背靠背或

伴有乳头状结构
,

腺上皮多呈立方形或扁平

状
,

腺腔内充满大量粘液
。

有的腺腔内还漂

浮着印戒型细胞
。

四
、

腺癌合并粘液腺癌
:

共 4 只
,

即上

述两种成分同时混合存在于同一瘤体内
。

五
、

鳞状细胞癌
:

仪 1 只 (发生在 N o .

6
、

大鼠 )
,

为分化性鳞状细胞 癌
,

局 部 浸 润

( 图 6 )
,

}司时并发膝痛
,

并有肺组织广泛

转侈
。

价 途为分化性鳞状细胞癌
,

伴大量角

化珠形成
。

因 M N N G 为直接致癌剂
,

故考

虑肺内鳞癌为转移性病灶
。

癌组织间间质稀少
,

但少数脉癌或大部

分区域间质反应明显
,

似硬癌 ( 图 5 )
。

癌肿之基底部
,

特别是有蒂肿瘤 ( 包活

良性及恶性 )
,

粘膜肌层因受牵拉而上举
,

呈倒置之烧瓶状或 U 字形
,

个别肿瘤甚至连

肠壁肌层亦向粘膜面突出
。

粘膜肌层平滑肌

纤维增生
,

肥厚
,

可达原来的 2 ~ 3 倍
。

有

的被肿瘤组织浸润而分离或破坏
。

粘膜下层

结缔组织增生
,

血管壁明显增厚
,

伴有不等

量炎症细胞浸润
。

5 6只腺癌中
,

除 1 只为原位癌
,

其余均

有不同程度的浸润
,

浸润粘膜肌层者 3 只 ;

达粘膜下层者 32 只 ; 达肌层者 7 只 ; 达浆膜

层者 13 只 ( 表 4 )
。

浸润首先发生在瘤体中

心部
,

先突破粘膜肌层
,

再 向肠 壁 各层穿

透
,

其中 1 只浸润至肠壁淋巴结
, 2 只在浆

膜面形成癌结节
。

表 4 56 只 大肠癌的浸润程度

{ 浸 润 程 度 }

类 型 {

一
一

l
总计

一 匕鬓萝签
二

{豁瞥 }擎瞥 }肌层 !浆膜层 {
`

一 ”

}无浸润 { 肌层 } 下层 { 脚试 一水状
了
列

嚣
;、 一

煲…
1

…
2

}
2 8

…
2

…
5

…
3 8

黔塑息江 { 一 2 1 1 } 1 { 4

” 灌 ` ,留
}

’

} { {

少性塑
一 {

一
,

一

上
一

`

立…二
一…

一

“ 一

…梦
一

总 计
` 1 { 3 { 3 2 1 7 { 1 3 } 6 6

癌旁粘膜多有腺体增生
、

腺管拉长
,

核

深染
。

杯状细胞相对减少
,

有 不 同 程 度间

变
。

除上皮性肿瘤外
,

有 2 鼠结肠浆膜面可

见纤维瘤
,

还有 1 鼠纤维组织高度增生富有

细胞
,

偶见核分裂相
,

似为纤维肉瘤
。

对照组大鼠的肠粘膜切片检查
,

均未见
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异常
。

讨 论

动物大肠癌的 自然发生率很低
,

动物中

仅田 鼠较易发生大肠息肉和肿瘤
,

其后人们

曾试用电离辐射和化学致癌药等方法诱发动

物大肠 癌
,

但直到六十年代才 渐 获 成功
。

义 a r i s a w a ( 4 ) 2 9 7 1年首先用 M N N G 灌 肠法

成功地诱发了大 白鼠大肠癌
。

此外尚有苏铁

素
、

二甲阱
、

甲基氧化偶氮甲醇以及其它亚

硝胺化合物等亦可诱发之
仁“ ’ “ ’ 。

亚 硝 胺化

合物中的甲基亚硝基脉和甲基硝基不硝基孤

均为强烈直接致癌剂
,

诱癌率高
。

从本实验

结果来 看
,

当每鼠直肠灌以 M N N G 70 毫克
,

诱癌率达 93 %
,

实验到 5 ~ 6 个月时大肠粘

膜肉眼即可见肿瘤
,

以后肿瘤数增多
,

瘤体增

大
。

用 M N N G 诱发大肠癌的诱癌率与其灌

注量有关
。

R e d d y 报道
( 7 )采用 1

.

25 毫克 /只 /

周给大鼠 灌 肠
,

共 50 周
,

诱 癌 率为 88 % ,

用 0
.

31 毫克 /只 /周
,

共 50 周
,

无肿瘤发生
。

我

们 曾用浸 有 0
.

2 % M N N G 的棉线缝入 6 只

大 白鼠结肠粘膜内
,

10 个月后解剖均未发现

肿挤留
。

实验结果表明
,

用 M N N G 灌肠引起的

肿瘤均分布在结肠左曲到肛门处
,

其它脏器

均未发现原发癌肿
,

其分布部位与药物灌注

部位密切相关
,

是一种直接致癌剂
。

文献亦

报道给大鼠注射此药引起局部肉瘤
,

灌胃则

引起前胃鳞癌和腺胃胃癌
。

本实验诱发附肿瘤
,

除 6只腺腐外
,

大

部为腺癌
,

粘液腺癌
,

且生长速度很慢
。

除

1 鼠肛管鳞癌发生肺转移外
,

余均未见远处

转移
。

从浸润程度来看
,

以粘液腺癌浸润最

深
,

说明其组织学特性及生物学行为均与人

体大肠癌相似
。

这种模型 与 N ar i s a w a报道
` 4 ’ “ )的相似

,

是一种适于研究大 肠 癌的病

因
、

发病机理
、

早期诊断和寻找有效治疗方

法等的较理想的模型
。

实验中有 5只大鼠在距肛门 7 ~ 10 厘米

处肠腔异常扩大
,

有融合性大肿瘤
,

这可能

与实验第 5 个月再次用 M N N G 灌肠有关
,

因为此时局部肠估膜 ( 与针头接触部位 ) 巳

有病变
,

) 丁N N G 更加重刺激和损害
,

以致

形戍较大的伴有坏死的肿瘤
。

对于人类大肠癌的起源
,

有人认为癌肿

直按起自正常粘膜
,

不经息肉的 增 长 阶 段
( 。 ) ,

但亦有人反对
。

M
u t o ( ’ 。 )主张全部大

肠癌
,

除溃疡性结肠炎外
,

均来 自原有的腺

瘤性息肉及绒毛 状 息 肉
。

eF on i1z o( ” ) 等

亦反对癌肿由正常 L i b e r l; u h n 氏腺窝上皮直

接转化而来
。

对动物大肠癌的起源亦 有 不 同 看法
,

J e r r o ld ( ’ “ )

和 M
a s k e n ( ’ “ )强调大多数结肠

腺癌起源于原位
。

但 N a r i s a w a 丈` )实验中发

现小灶性癌可存在于腺瘤性病变中
。

根据术

实验既有肠枯膜上皮未经息肉阶段而直接转

化为癌
,

如平坦型腺癌及癌旁粘膜局灶性癌

变病灶的出现
。

也有部分腺癌是腺瘤性息肉

间变而转化为癌的
。

由此可见
,

实验性大 白

鼠大肠癌
,

两种起源方式同时存在
。

结

一
、

用 0
.

67 % M N N G 乙醇溶液给 20 只

W I S t ar 大 白鼠灌肠
,

当每鼠每次 2 毫克
,

每

周 2 次
,

共计25 次
,

在实验 5 个月时再次灌

2 毫克 火 10 次
,

总量共 70 毫克
。

除实验 2 一

3 月间死亡的 5 鼠未发现肿瘤和 1 鼠标本遗

失外
,

诱癌率达 93 % ( 13 只八 4只 )
。

致癌的

大 白鼠生存期最长达 3 70 天
。

二
、

实验 4 个月以后死亡的 14 只大 白鼠

共诱发 8 4只肿瘤
,

分布在结肠 左 曲 至 肛门

段
,

在其中段肿瘤最密集
。

肿瘤一般不向附

近或远处转移
,

仅 1 鼠肛管诱发的鳞癌有肺

部转移
。

三
、

根据取材的63 只肿瘤病理观察
,

其

中腺瘤 6 只 ; 腺癌 38 只 ; 粘液腺癌 14 只 ; 腺

癌合并粘液腺癌 4 只
,

鳞状细胞癌 1只
。

这

些腺癌的组织学结构和生物 ( 下转第 73 页 )
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组差别不大
,

均以青年或中年为主有关
。

经手术及病理证实的胃癌2 。例
、

胃溃疡

10 例
,

其 L T R均位胃溃疡组略高于胃癌 组
,

前者 为 1 1 7 1 7 ,

后者为 8 0 3 6 ,
t 二 1二3 5 6

,
P >

0
.

05
,

无明显差异
。

SI 值 胃溃疡组均值 67
.

5 ,

胃癌组为 2 1
.

6
,

显著 低于正常值
, t 二 4

.

5 90
,

P < 。
.

05 差别显著
,

说明恶性肿瘤患者 体内

细胞免疫功能减低
。

W hi t t a k e r 氏等曾提出

乳癌患者使 P H A 引 起 淋 巴 细胞转 化 能力

降低
,

其血清中出现一种使淋巴细 8]J 转化降

低因子 厂 ’ 。

至于 L T R与 sI 值这二个 指标在

胃癌诊断
、

治疗
_

_

巨的价值
,

当继续积累资料

后再分祈
,

初步看来似 S 工值意义较大
。

白血病 10 例在发病期
“
H一 T d R 渗 入 值

变化很大
,

SI
产

胜平均为 12
.

6 ,

显著低于正常

值
,

这可能由于白血病细胞在 不 加 P H A的

对照瓶内经培养后也可分 裂
,

而 使 D N A 组

合
, “

H一 T d R渗入量增加
,

对 照瓶 C P M增

加而使 S 工值下降
。

L T R健因与淋巴 细 胞 计

数等有关
,

故其绝对值可高于正常值数倍到

十数倍
。

有关胃癌
、

胃溃疡 等疾病
“
H一 T d R

淋转临床使用情况
,

另文小结
。

同种异体肾移植在非排 异 期 其工 T R与

少报道指出
, “

H一 T d R渗夕、 依可 作 为 预测

引卜异免疫指标 ` “ )
。

小

木文介绍了应用
“
H一 T d R渗入 法 淋巴

细胞转化试验操作方法
,

并对其某些影响因

素作了讨论
,

初步介绍其对 胃癌
、

白血病
、

肾移植等病例临床应用
,

由于木法采用同位

素计数法
,

因此较涂片法观察淋转百分率为

精确
,

只要实验方法恒定
,

严格控制实验条

件
,

尤其对同一个体进行前后 比较
,

可较客

观地反映机体细胞免疫功能状态
。
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( 紧接第 64 页 )学行为均与人类大肠癌相似
。

四
、

从本实验结果说明
,

大肠癌的起源有

二种
,

一是在致癌剂作用下
,

肠粘膜上皮不经

过息肉阶段而直接转化为癌 ; 另外则先形成

腺瘤后经间变而转化为癌
。

( 图见插页 3 )
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