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一些亚硝胺类化合物有致癌作用
,

其中

育的主要是引起动物发生食管癌 ( 1
、
” )

。

这

类化合物存在于环境中
,

某些食物也含有一

定量的亚硝胺
。

我们曾初步分析河南省林县

和范县的主要食物样品
,

在林县 12 4 个样品

中
,

有 29 个的薄层色谱分析含有亚硝胺
,

范

县的 86 个样品中
,

仅一个为阳性
,

一些提取

物经气相色谱的证实
,

但还要作质谱仪的分

析来肯定 ( 3)
。

此外
,

在具备二级胺或 其 他

胺和硝酸盐或亚硝酸盐
,

以及适当的酸碱度

和催化剂的情况下
,

亚硝胺能在体内合成
,

特别是在 胃内
,

这可能是人体亚硝胺化合物

的一个主要来源 ( 4 一 6)
。

在亚硝胺化合物的体外合成中
,

M i r v i s h

等 ( 1 9 7 2 ) 的试管内实验证明
,

某些二级胺

及氨基酸经加氮作用能合成相应的亚硝胺
,

并可用维生素 C
、

尿素和氨基磺酸馁抑制或

阻断其合成 ( 7 )
。

为研究食管癌的病因与预防措施
,

我们

结合林县的现场工作
,

进行杭氧化剂维生素

C
、

落酞胺等阻断亚硝胺在体内合 成 的 实

验
,

以能引起大鼠发生食管鳞癌的 甲基节基

亚硝胺为代表
,

观察抗氧化剂对前身物甲基

节胺与亚硝酸钠的影响
。

主要内容有三项
:

(一 )维生素 C 阻断甲基节胺与亚硝酸钠在大

鼠体内合成 甲基苇基亚硝胺的实验
,

( 二 )大

鼠胃内合成亚硝胺的薄层色谱分析与维生素

C 的阻断作用
,

( 三 )维生素 C 对 27 例林县妇

女尿 中亚硝酸盐含量的影响
.

实 验 观 察

一
、

维生素 C 阻断甲基节胺与亚硝酸钠

在大 鼠体内合成甲基节基亚硝胺的实验
.

实验用W i s t a r
种大 鼠

,

开始时体 重 50

一 70 克
,

全部动物喂此相同的饲料块
,

不加限

制
,

每周称体重一次
。

设下列五组 (表 1 )
:

表 1 维生素 C 对亚硝胺诱发食管癌的阻断作用

头瘤食管乳平 均 给 药 总

组 别
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1
.

甲基节基亚硝胺组

10 只雌性大 鼠
,

每周用喂管从 口腔注入

甲基节基亚硝胺 ( 。
.

2 毫 克 ) 三次
,

剂量按

体重每公斤每天一毫克计算
。

存活 1 00 一 1 54

天共 8 只
,

平均实验 13 5 天
,

给药的平均总

剂量 1 7
.

8毫克
。

结果全部动物发生食管乳头

瘤
,

通常是多发的
,

散布于食管各段
.

2
.

甲基节基亚硝胺加维生素 C 及落酞

胺组

30 只雄性大 鼠
,

每周给甲基节基亚硝胺

的方法和剂量同第 1组
。

于实验开始前 5 天

起即在饮水 中加维生素 C
,

以后继续每周给

6 天
,

平均每天每只大鼠口服 2 00 毫克维生

素 C
,

另外于喂甲基节基亚硝胺后
,

每次立

即再喂维生素 C 1 00 毫克
,

落酞胺 1 00 毫克
,

这些抗氧化剂的剂量不随体重而增减
.

存活时间 10 。一 1 61 天共24 只
,

平均进行

实验 1 54 夭
。

喂甲基节基亚硝胺的平均总剂

量为 3 9
.

8毫克
,

维生素 C 及落酞 胺 分 别 为

30
.

5克及 6
.

5克
。

结果有 22 只动物的食管发

生乳头瘤
,

其中有一例发展为鳞状细胞癌
。

3
.

甲基节胺与亚硝酸钠组

30 只雄性大鼠
,

每周喂甲基节胺及亚硝

酸钠各 4 毫克三次
,

剂量按体重每公斤每天

20 毫克计算
.

存活 1 29 一 1 72 天共 27 只
,

平均

进行实验 17 0 天
,

喂服甲基节胺及亚硝酸钠

的平均总剂量各88 7
.

6毫克
.

结果有 20 只动

物的食管发生乳头瘤
。

4
.

甲基节胺与亚硝酸钠加维生素 C 及

落酞胺组

25 只雄性大鼠
,

每周喂甲基节胺与亚硝

酸钠的方法和剂量同第 3 组
。

于实验开始前

5 天起即在饮水中加维生 素 C
,

给维生素 C

及落酞胺的剂量和方法均与第 2 组相同
。

存

活 1 6 7一 1 6 9天共 2 0只
,

平均实验 2 6 8 天
,

喂

甲基节胺及亚硝酸钠的平均总剂量 各 8 0 6 ; 3

毫克
,

维生素 C 及落酞胺分别为 3 3
.

。 及 6
.

6

克
.

结果全部动物的食管粘膜上皮光滑
,

组

织切片未发现有乳头瘤的发生
。

5
.

甲基节胺与亚硝酸钠加维生素C 组

2 0只雄性大鼠
,

每周喂甲基节胺与亚硝

酸钠
,

以及维生素 C 的方法和剂量均与第 4

组相同
,

不给茄酞胺
.

存活 1 66 天共 1 7只
,

喂 甲基节胺及亚硝酸钠的平均总 剂 量 各 为

8 1 9
.

9毫克
,

维生素 C 为 33 克
.

结果全部动

物的食管粘膜未见异常
,

组织学检查未发现

有上皮增生或乳头瘤
。

以上实验结果表明
,

在 5一 6 个月内
,

甲基节基亚硝胺能引起大鼠发生食管肿瘤
,

病变仅见于食管及舌的后根部位
,

同时给维

生素 C 及落酞胺不能抑制食管肿瘤的发生
.

给大鼠喂 甲基节胺及亚硝酸钠
,

能在体内合

成亚硝胺
,

并产生食管乳头瘤
,

同时喂维生

素 C 能完全阻断肿瘤的产生
。

二
、

大鼠胃内合成亚硝胺的薄层色谱分

析与维生素 C 的阻断作用
.

为进一步了解胃内合成亚硝胺与抗氧化

剂的作用情况
,

我们用三种能引起大鼠发生

食管癌的亚硝胺 ( 甲基节基亚硝胺
、

呱嗓亚

硝胺
、

肌氨酸乙酷亚硝胺 ) 的前身物作短时

间实验
,

观察适当量的甲基 节胺与 亚 硝 酸

钠
,

呱毗嚓 (驱蛔灵 )与亚硝酸钠
,

肌氨酸乙

醋与亚硝酸钠在胃内的作用
,

以及于喂甲基

节胺和亚硝酸钠之前 ( 第一次 ) 与喂后 ( 第

二次 ) 随即给维生素 C 的效果 (表 2
,

3 o)

表 2 甲基节基亚硝胺在大鼠

胃内的合成实验
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表 3维生家C 对甲基节基亚硝胺

体内合成的阻断作用

维生索C

( 毫克 )甲基节胺} 亚硝酸钠

第一次} 第二次…( 毫克 )…( 毫克 )

作 用

时 间

甲基节基
亚稍胺的

( 分 )

胃 内

容 物
( PH )

十十+ 士亡口̀J 一匀n ù
0

lb10 吐nQ
2

a nC 舀
22000

ē日00
ù UO即 O口n 乃 OOR 八己n 月

11 44777 了7
00 100 2000000 11 40000 220 。。

00 100 100 200 2

大鼠经 1 5小时的禁食
,

于喂药后 40 一 90

分钟处死
,

结扎胃的幽门和贵门
,

取出胃
。

先用蒸馏水冲洗胃的外壁
,

剪开胃壁并测定

内容物的 P H 值
,

再用大约 50 毫升蒸馏水将

胃冲洗干净
,

滤去洗下液的食物残渣
。

将滤

出液置于 5 00 毫升蒸馏瓶中
,

加氢氧化钠溶

液20 毫升
,

再加蒸馏水使最终体积为 1 00 毫

升
。

对喂 肌氨酸 乙醋与亚硝酸钠的胃内容物

加 I M腺 50 毫升
,

活性炭 1 克与 1
.

04 M 的硫

酸锌 0
.

5 毫升
,

搅拌 5 分钟后过滤
`

用二氯

甲烷提取的方法
,

参照 S e n 与 D a l p e ( 19 7 2 )

的A 法进行 ( 8 )
。

每次薄层色谱分析取 10 微升

或 10 心微升样品溶液
。

薄板层用硅胶 ( K 沈

s e lg e

1G )制成
,

用微量注射器将标准的亚硝

胺样品先点在薄板右侧
,

然后再点提取的样

品浓缩液
,

经展开剂处理后
,

作 光 解 与 喷

G
r i e S S

试剂或苗三酮试剂显色
。

薄层色谱分析的结果
: 1

.

适量 的甲基节

胺
、

呱嗦或肌氨酸 乙醋和亚硝酸钠在大鼠胃

内能迅速合成相应的亚硝胺
。

2
.

在 胃内合成

甲基节基亚硝胺的过程中
,

先加入适量的维

生素 C
,

可以阻断这种亚硝胺的生成
; 而在

合成亚硝胺之后
,

维生素 C 就失去阻断的作

用
。

此外
,

实验未能显示落酸胺的抑制加氮

作用
。

三
、

维生素 C 对 27 例林县妇女尿中亚硝

酸盐含量的影响
.

我们收集林县 27 名家 庭 妇 女 ( 35 一 75

岁 ) 的24 小时尿
,

加甲苯 10 毫升防腐
,

将蛋

白沉淀后
,

加入活性炭脱去尿的颜色
。

取 5

毫升尿滤液
,

加对氨基苯磺酸溶液 2 毫升
,

a 一
蔡胺溶液 2 毫升混匀

,

静置 半小 时后
,

用 7 2型分光光度计 5 30 m u 比色
,

并以一定量

亚硝酸盐的标准液作对照
,

计算尿中亚硝酸

盐的含量
。

每一例测定尿 中亚硝酸盐 5 次
。

在服维

生素C 前测定 2 次
,

含量为 2
.

14 一 12
.

4 。毫

克 / 24 小时尿
,

平均 5
.

05 毫克 / 24 小时尿
。

连

续服维生素 C ( 每天 3 次
,

每次 3 00 毫克 )

6 天后
,

每人尿 中亚硝酸盐的含量均明显减

少
,

降为 0 一 4
.

28 毫克 / 24 小时尿
,

两次测

定的平均为 2
.

07 毫克 / 24 小时尿
.

停服维生

素 C 后 3 天
,

尿中亚硝酸盐的含量又上升为

0
·

4 8一 7
·

37 毫克 / 24 小时尿
,

平均 3
.

62 毫克

2/ 4 小 时尿
。

这些数据经统计学处理
,

均有

明显差异 ( 表 4 )
。

表 4 维生案 C 对 27 例林县妇女

尿中亚硝酸盐的影响
,

~
, 。

{尿中亚稍酸盐平均含量 j
, 、

_

月叭 卜拼工爪 . 1 , 力二, 片 / , J ,

l’ 麟 、 1 f U孔

一万-

一 }
一立
塑

一
牛

- 一
一服

_

丽 …
5

’

。 5 士刁` 。
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_
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·
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讨 论 和 总 结

甲基节胺与亚硝酸钠能在大鼠胃内迅速

合成 甲基节基亚硝胺
,

引起食管 肿 瘤 的 发

生
.

同样
,

眠嗦及肌氨酸乙醋和亚硝酸钠在

胃内也能合成相应的顺嗦亚硝胺与肌氨酸乙

醋亚硝胺
。

胃内的酸性环境条件有利于亚硝

胺的合成
,

在另一实验里
,

我们用林县谷糠

提取的二级胺和亚硝酸钠喂大 鼠
,

胃内容物

的薄层色谱与气层色谱的分析都表明有亚硝

胺的生成
.

( 总 1 7 7 ) 3 x



维生素 C能阻断甲基节胺的加氮作用
,

抑制甲基节基亚硝胺的合成
,

因此在喂甲基

节胺与亚硝酸钠的同时加给维生素 C
,

就能

预防大鼠发生食管肿瘤
。

最近见到类似的工

作
,
I v a n k o v i 。等 ( 1 9 7 3 )报告大 鼠于妊娠 1 0-

11 天时
,

维生素C 能阻断乙基尿素与亚硝酸

钠合成 乙基尿素亚硝胺
,

子代出生 4 一 6 周

时不发生脑水肿
,

预期以后不会发生脑及神

经系统的肿瘤 ( 9 )
。

G r e e n b l a t t ( 1 9 7 3 ) 报

告三级胺一一二 甲基安基比林与亚硝酸钠在

小鼠体内能合成二甲基亚硝胺
,

于 48 小时内

发生急性肝坏死
,

维生素 C 能阻止肝脏的病

变 ( 1 0)
。

在大 鼠的安基比林与亚硝酸 钠 胃内

合成实验中
,

K a m m 等 ( 1 9 7 3) 用抗坏血酸钠

也得到预防肝病变的效果 ( 1 1)
。

我们 的 实 验

未能显示葵酞胺的抑制性影响
。

维生素 C 的阻断亚硝胺合成作用
,

仅限

于其前身物的合成过程中
,

如在二级胺和亚

硝酸盐合成亚硝胺之前先给适量维生素 C,

其阻断的效果最大
。

维生素 C对亚硝酸钠有

强结合能力
,

较二级胺迅速
,

使亚硝酸盐还

原
, ,

因此阻碍二级胺的加氮作用
,

阻断亚硝

胺的合成
。

我们的实验证明
,

在 甲基节胺与

亚硝酸钠起作用之后
,

再喂维生素 C 未能阻

断甲基节基亚硝胺的合成
。

维生素 C 不能抑

制已合成 的亚硝胺的致癌作用
,

在喂甲基节

基亚硝胺及维生素 C 与茄酞胺组
,

22 例发生

食管肿瘤中
,

有一例大 鼠的食管为鳞癌至于

维生素 C 是否还有其他特性涉及抗癌作用
,

需要作进一步的研究
。

我们曾测定林县疏菜和 粮 食 中的二级

胺
,

亚硝酸盐和硝酸盐
,

初步结果表明二级

胺和亚硝酸盐的含量均较范县 为 高 (1 “ )
。

河

南省肿瘤防治研究队 ( 1 9 7 3 ) 报告林县 60 名

成年 人尿 中硝酸盐的排出量较郑州 40 名居民

为高
,

其中有 9 人尿中含有亚硝酸盐
,

而在

后者没有测出 (1 3 )
.

本文的测定结果 表 明
,

在林县成年妇女 24 小时排 出的尿 中
,

含有亚

硝酸盐
,

口服维生素C 能减少亚硝酸盐的排

出量
,

停服后又逐渐回升
。

因此在食管癌高

发地区
,

饮食营养中应注意维 生 素 C 的 供

应
,

适量增加维生素 C 可能对预防肿瘤的发

生上有重要的意义
。

( 附图见 1 1 7页图 1一 4 )
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.

中国医学科学院林县贫管庙防治研究队
。

亚硝胺病因的研究二
、

林县与范县良品中二级胺
、

盐和硝酸盐的测定
。

抗癌 简讯 (林县 )
, 1 :

16 一21
,

13
。

河南省肿瘤防治研究队
。

林县城关公社付水凹大

队 60名成年社员尿中亚硝酸盐及硝酸盐徘 出量测定
。

抗痛

简讯 (林县 ) 2
t 2 2一2 4

, 19 7 3
·

带瘤小鼠脾脏细胞及其R N A 的免疫性

上 海实验生物研完所肿瘤研 究室

叶庆炜 王 球达 章 国成 刘海湖

在机体对抗肿瘤的免疫反应中
,

免疫淋

巴细胞起着重要作用
.

大量的研究证明
,

经

肿瘤抗原致敏的免疫淋巴细胞能在体内或体

外特异性地抑制肿瘤的生长 ( ,一 8)
。

甚 至
,

当

肿瘤在机体内进行性生长的时候
,

机体对肿

瘤的免疫作用依然存在
,

患瘤机体的淋 巴细

胞仍具有抗瘤免 疫 性
。

R o s e n a u和 M
o r t o n

(9) 报告
,

带瘤小 鼠的淋巴细胞在 体 外 能够

抑制瘤细胞的生 长 ; G e r s h o n
等 ( 10 )指 出

,

带有进行性生长肿瘤的大鼠能排斥这种肿瘤

的再移植 ; Y o s h id a 和 S o u t h a m ( , , )将带瘤

小鼠的脾脏细胞与瘤细胞混合后接种于未处

理的小 鼠时
,

瘤细胞在宿主中的生长受到抑

制
。

在人体肿瘤中
,

H e l l s t r 6 m ( 12 )和 J a g r l a

m 。 。
cls (13 ) 等也发现肿瘤患者 的 淋 巴细 胞

对肿瘤细胞有抑制和杀灭 作用
。

C h e e m a( “ )

和 F r e n s t e r (1 5) 等已经在临床上应用患 者的

淋巴细胞进行免疫治疗
,

收到了一些效果
。

最近
,

D e c k e r s
等 ( , “ ) ( , 7 )又进一步 以实验 证

明
,

带瘤动物的这种抗瘤免疫性可以通过转

输脾脏细胞继承传递给其他未经处理的正常

动物
。

在我们采用小鼠 S 一 1 80 肉瘤为材料的实

验中
,

不仅长瘤小鼠的脾脏细胞与瘤细胞混

合后接种于动物时能抑制瘤细胞在宿主体内

的生长
; 而且

,

实验还指出
,

从带瘤小鼠脾

脏 中抽提的 R N A也同样具有这种抗瘤 的 免

疫性
。

材 料 和 方 法

一
、

实验动物
:

体重 18 一20 克
“

津白
”

纯

种小白鼠
。

二
、

肿瘤模型
:

小 鼠移植型 S 一 1 80 实体

肉瘤
.

三
、

实验方法
:

1
.

带瘤小鼠脾脏细胞悬液的制备
:

实

验小鼠每三天腹腔 注射一次 S 一 1 80 瘤细胞悬

液
,

每次注射量为 2 x l 。“
瘤细胞 0/

.

念毫升
,

(瘤细胞悬液制备方法见引文 ( 8 ) )
,

第四次

注射后间隔三天杀 鼠剖腹
,

见腹腔内长有直

径 o
·

5一 1
,

sc m 大小不等的实体瘤 块
,

取这

些小鼠的脾脏用生理盐水洗涤二次后按引文
` 8) 方法制备脾脏细胞悬液

。

2
.

带瘤 小 鼠 脾 脏 R N A的 提 取
:

按

M ac h( ’ 8) 所叙述的方法略加改进
。

带瘤小鼠

断颈髓处死
,

取 出脾脏称重后
,

立刻于乾冰中

冰冻
,

每克脾脏加 10 毫升。
.

I M
,

P H 5
.

。 的

T r is 缓冲液 ( 内含 0
.

5肠 硫酸十二烷基钠和

( 总 1 7 9 ) 3 3




