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柠 檬 按 叶 挥 发 油 抑 制

小 鼠 大 肠 癌 的 初 步 实 验 观 察
药理学教 研室 耽宝琴 未永康

本实验用对称二甲 脐 (DMH )诱 发的

小鼠大肠癌模型
,

观察柠檬按叶挥发油的抗

肿瘤作用
。

据国外文献报告
,

D M H 诱发的小鼠大

肠癌模型已广泛用于生化
、

药理等基础医学

的研究 ( ` ’ “ )
。

我们的实验表明
,

用 D M H在昆

明种小鼠上可获得较高的诱癌率 ( 81 % )
,

所诱发大肠癌的组织学特性及生物学行为与

人类大肠癌较为相似 ( “ 》 。

据药典记载
,

柠檬按叶对结核菌
、

金黄

色葡萄球菌等有抑制作用 ( 摇 )
。

柠檬按叶挥发

油在体外抗肿瘤试验
,

及动物移植性肿瘤抑

瘤试验中均显示了抑瘤作用
。

在 艾 氏 腹 水

癌小鼠
,

腹腔注射给药的抑 瘤 率 达 6 7
.

5~

9 8
.

凌% ; 在 5 28 0小鼠及 W
a l k e r 2 5 6 大鼠肿

瘤模型
,

亦有 30 % 以上的抑 瘤率 ( ” )
。

本实

验 目的在于观察柠檬按叶挥发油对小鼠大肠

癌的抑制作用
,

及较长期给药对动物重要脏

器的影响
,

为过渡临床积累资料
。

材 料 和 方 法

一
、

致癌

动物
:

本校动物室培育的昆明种小鼠
,

雌性
,

体重 1 5~ 2 29 ,

共 6 0只
。

致癌剂
:

D M H
,

白色粉状 结 晶
,

熔点

16 5 ℃
。

自行合成
。

临用前以 灭 菌生 理盐水

配成 0
.

4% 溶液
,

用碳酸氢钠将 溶液 的 p H值

调至 6
.

5一 7
.

0
。

方法
:

每周按 20 m g / k g 剂量给小 鼠 背

部皮下注射 0
.

4 % D M H 溶液
,

连续 20 周
。

二
、

治 疗

动物
: 上述小鼠经 20 周 注射 D M H 后尚

存活38 只
,

供治疗试验用
。

药物
:

柠檬按叶挥发油
。

药液配制
:

量

取 2
.

5 m l 原油置研钵内
,

边磨边加入吐温 80

乳化剂 3 ~ 4 滴
,

磨匀后逐 滴加入少量蒸馏

水
,

研磨成乳状液
。

再用蒸馏水逐步稀释成

2
.

5% 乳剂
。

方法
:

完成 20 周致癌的 38 只小鼠随机分

为治疗
、

对照两组
,

各 19 只
。

治疗组每鼠每

日用 2
.

5 %柠檬按叶挥 发 油 乳 剂 o
.

75 m l灌

胃
,

连续给药 了日为 1 疗程
,

每隔 7 日重复

1疗程
。

共治疗近 7 周
,

累积给药 26 次
,

给

药总量每 鼠为柠檬按叶挥发 油 0
.

49 m l
。

对

照组同法给予等量生理盐水
。

实验结束时将两组存留小鼠断头处死
,

取血作白细胞计数
,

测定血红蛋 白及血清谷

丙转氨酶值
。

尸检需肉眼观察胸
、

腹腔有否

病变
。

自肛 门向
_

[剖开直肠
、

结肠
,

计数肛

管及肠壁肿瘤
,

并以游标卡尺 测 量 肿 瘤的

纵
、

横径
。

自肛门向 上截取 8 c m 长肠段置

1 0% 甲醛内固定
。

石蜡包埋
、

切片
、

H
.

E
.

染色
,

作病理学检查
。

以小鼠带瘤数为指标
,

用方差分析法作

统计处理
。

治疗期间死亡小鼠均作尸检
,

观察肿瘤

形成情况
,

但不列入疗效统计
。

结 果

随机分组时
,

治疗及对照组小鼠平均体

重分别为 29
.

2 士 3
.

19 及 29
.

7 士 3
.

3 9
。

治疗结

束时分别为 28
.

8 士 5
.

9 : 及30
.

7 士 6
.

9 9
。

治疗
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6 0
,
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前后无明显差别
。

瘤数为 J 个 ( 5 个 / 5 只 )
。

对照组死亡 7只
,

给药期间治疗组小鼠一般情况与对照组 平均大肠肿瘤数 1 4
.

1个 ( 9 9个 / 7只 )
,

肛门

无明显差异
。

治疗组共死亡 5 只
,

平均带大 肿瘤数 1个 ( 7 个八只 )
。

上述死鼠大多有

肠肿瘤数为 3
.

6个 ( 1 8个 / 3只 )
,

平均舵门肿 肛门肿州继发感染 (见表 l )
。

表 1 两组 小鼠治疗期 间死亡记录

照 组
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. 死亡时间从治疗开始日起算

实验结束时治疗组尚存 14 只小鼠
,

其中

10 只小鼠有大肠肿瘤
,

共带瘤 1 16 个
,

平均每

鼠带瘤 8
.

3个
。

所有大肠肿瘤均分布在肛门上

4 c m范围肠段内
,

呈息肉状突向肠腔
。

最大

肿瘤的纵
、

横 径为 6 m m 义 s m m
,

最 小为

l m m 火 l m m
。

镜检大多为中 度 分化的原

位腺癌和浸润型腺癌
,

浸润深度多为粘膜下

层
。

其中 4 只肉眼未见大肠肿瘤
。

镜检其中

3 只属正常肠粘膜
,

1 只为 巾度 非 典 型增

生
。

该组有 8 只小鼠带肛门肿瘤
,

镜检属鳞

状细胞癌 (见表 2 ,

图 i )
。

表 2
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△
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,
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对照 2 1只小鼠全部有大肠肿瘤
,

共带瘤

2 25 个
,

平均每鼠带瘤 1 8
.

8个
。

该组小鼠的大

肠壁均显著增厚
:

肿瘤大 多呈徐集排列
,

分

布在肛门以 上 7 c l71 范围肠段内
,

呈 息 肉状

突向肠腔
。

最大肿瘤的纵
、

横径 为 s m m x

7 m m
,

最小为 1 , , I n l 欠 o
.

s m m
。

镜 检 大多

属中度分 化的腺癌
,

浸润深度大多达粘膜下

层
,

部分 已侵入肌层乃至浆膜层
。

该组有 1

只肉眼仅见肠壁增厚
,

镜检
一

证实为腺癌 ( 见

图 2
、

3 )
。

该组 7 只小鼠带肛门肿瘤
,

镜

检为鳞癌 ( 见 表 2 ,

图 1 )
。

用方差分析法比较两组资料
。

治疗组平

均带大肠肿瘤 8
.

3个 /鼠
,

对照 组 为 1 8
.

8个 /

鼠
,

差异显著 ( F 二 4
.

56
,

P < 0
.

05 )
。

治

疗组小鼠平均大肠肿瘤数显著低于对照
。

抑

表 4 )
。

两组小鼠血红蛋 白及血清谷丙转氨酶均

值无显著差异
。

但两组血清谷丙转氨酶值都

高于正常均值 ( “

)( 表 4 )
。

表 4 两组 小鼠白细 胞数等的比较

对 照 组 治 疗 组 P值

白 细 胞 数 16
.

17 5士 1 3
.

2 0 5 6
.

0 4 3士 1
.

9 4 0 < 0
.

D5

血 红 蛋 白 9
.

3士2
.

8 1 1
.

0土1
.

2 > 0
.

05

血清转氨酶 9 5
.

2土 34
.

6 6 2
.

9士2 1
.

5 > 0
.

0 5

其它脏器的切片镜检均未见肿瘤
,

除对

照组有 1只镜检为肺炎外
,

余皆未见异常
。

讨

瘤率为 5 5
.

9 % (
1 8

。

8 一 8
。

1 8
。

8

足对 。 0%二 5 5
.

9%)
。

本实验分别抽样镜检了对照组小鼠的92

只大肠肿瘤及治疗组的 66 只大肠肿瘤
,

结果

见表 3
。

对照组有 2 8
.

3% 的大肠肿瘤已侵入

粘膜下层
、

15
.

2% 已侵犯肌层
、

2
.

2% 侵犯

浆膜层
。

治疗组则大多局 限 于 粘 膜 内 ( 占

8 3
.

3% )
,

侵入粘膜下层及肌层 的分 别 为

1 3
.

7% 及 3
.

0%
,

未见有浸犯浆膜者
。

表 3 两组 小筑大肠 肿瘤浸 润深度比较

镜检
瘤数
(个 )

浸 润 深 度

拈膜内 粘模
一

日
二

: 叽 艘 浆 脱 层
, ` T。 。 。 。

5 0 2 6 14 2
对照组 9 2

` 。 , .

; “ 、 , , 。 o ` ; , 、 , , 二 `

二记 、 , 。 “ ,

` 、
z ’ J ’ 认̀泌

。 自
( 5 4

.

3% ) 荟 ( 2 8
.

3环 〕 ( 1 5
.

2另 ) ( 2
.

2界 〕
5 5 9 2 0

冶厅组 防
z 。 。

骂 记 、 / , ,

; 配 、 , 。 n

命 、
, 目

·」 几且
一 世色3和 (户二色到渔

`

坚杰
铃
表示占总瘤数的百分比

治疗组平均带肛门肿瘤 0
.

57 个 /鼠
,

对照

组为 0
.

75 个 /鼠
。

无显著 差 异 ( F 二 0
.

50
,

P > 0
。

0 5 )
。

治疗组平均白细胞数为 6 , 0 4 3 / m m “ ,

显

著低于对照
,

可能与该组肛门肿瘤继发感染

较少有关
。

治疗组 8 只肛门肿瘤中仅 2 只继

发感染
,

对照组 7 只中 6 只有继发感染
,

且

凡有继发感染者 白细胞数大多显著增高 ( 见

本实验选用 D M H 作致癌剂
,

因为该物

质易于合成
、

使用方便
,

在一些种系的小鼠

诱癌率较高 ( 7 ’ 8 )
。

实验表明
,

无论是用直接致癌剂M N U
、

M N N G ( “ )灌肠
,

还是用间接致癌剂 D M H皮

下注射诱癌
,

动物大多在 4 个月 时已出现大

肠粘膜细胞癌变
。

因此
,

采用注射 D M H 20

周 的小鼠作为柠檬按叶挥发油的实验治疗模

型是较适宜的
。

估计此时绝大多数小鼠已出

现大肠肿瘤
。

柠檬按叶挥发油对 5 2 5 0
、

W
a ] k e r 2 5 6及

艾氏腹水癌均显示了抑制作用
。

但这些移植

肿瘤模型的组织学特性及生物学行为均与人

体大肠癌相差甚远
。

而用 D M H诱发 的小鼠

大肠癌
,

其组织学特性及生物学行为均 与人

体大肠癌较为相似 ( ’ 。 )
。

用该模型来观察柠

檬按叶挥发油对大肠腺癌的特异 性 对 抗 作

用具有一定的价值
。

本实验结果表明
,

治疗

组小鼠的大肠肿瘤数显著低于对照组
,

镜检

治疗组小鼠肿瘤的浸润程度亦低于对照组
,

提示柠檬按叶挥发油具有抑制小鼠大肠癌的

作用
。

据药典记载柠檬按叶具有抗菌作用
。

本

实验中用柠檬按叶挥发油治疗的小鼠
,

其肛

门肿瘤继发感染 率 低 于 对 ( 下转 第55 页 )
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取的轮状病毒可被患儿恢复期血清的抗体特

异地结合
,

在双份血清标本中抗体滴度有 4

倍以上增高
。

根据 电镜和 E L 巧 A 结果表明
,

轮状病毒是杭州地区 19 81 年秋冬季婴幼儿腹

泻的主要病原
。

用电镜直接确认病毒的存在
,

是现时寻

找轮状病毒典型病例的可靠依据
,

但对粪便

离心处理有不同的要求
。

本实验低 速离心和

超速离心两组
,

阳性率相仿
。

有报告患儿的

排毒粒时间
,

以起病后第 3 ~ 4 天的粪便中

最多 ( “ ) ,

本组实验结果 与之相符
,

电镜检查

以发病第 4 天阳 性率 最高
,

第 3
、

5 天 次

之
。

我们认为只要抓准取材时间
,

一般取于

发病第 3 一 5 天
,

是可以提高 电镜检出的
,

而对离心的要求是较次要的
。

E ll e n s ( 7 )等用电镜和 E L IS A 对 5例腹

泻患者粪便标本进行检测
,

两种方法所得结

果相同
。

本组实验以电镜为依据
,

以超 离处

理粪便标本作为抗原
,

对 11 例腹泻患儿双份

血清进行 E L IS A 检 测
,

两种方法所得结果

相符
,

且 E L 巧 A 的阳性率更高
,

说明 E L SJ A

对电镜未发现病毒颗粒者
,

从血清中还可以

查得其抗体
。

同时
,

E L sI A 定量 试验 血清

需要量少
,

仅用血清 0
.

05 一 O
。

l m l
,

加之 目

测结果有一定的准确性
,

无需贵重仪器
。

因

此
,

E L IS A 应用于轮状病毒性肠炎的检查
,

是一种特异性强
,

敏感度高
,

经济简便的检

测方法
。

( 附 图 见插 页第 5 页 )

( 本 文 电镜和超离技术由浙江省 电镜室

和本校中心实验 室协助 完成
,

特此致谢
。
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( 紧接 第61 页 ) 照组
,

可能与该药的抗菌作

用有关
。

对照组白细胞均值高于正常均值
,

此可能与继发感染有关
。

治疗组白细胞均值

在正常范围内
,

提示该药无显著抑制造血系

统作用
。

小 结

一
、

连续20 周注射 D M H 诱发小鼠大肠

癌
。

第21 周将 38 只小鼠随机分 为两组
。

治疗

组每 日灌胃
,

给子 2
.

5%柠檬按叶挥发油乳剂

o
.

7 5m l
, 7日 1疗程

, 7 周累积给药 26 次
,

给

药总量每鼠为柠檬按叶挥发油原油 。
.

49 m l
。

对照组同法给予等体积生理盐水
。

二
、

治疗结束处死全部存留小鼠
。

治疗

组平均带大肠肿瘤 8
.

3个 /鼠
,

对照组为 18
.

8

个 /鼠
,

差异显著
,

抑瘤率为 5 5
.

9%
。

提示柠

檬按叶挥发油有抑制小鼠大肠肿瘤的作用
。

三
、

两组小鼠肛 门肿瘤均数无显著差异
。

柠檬按叶挥发油对肛门部鳞癌无抑制作用
。

四
、

柠檬按叶挥发油对小鼠重要脏器无

明显毒性
。

( 图 见插 页 第 5
、

6 页 )
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