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縮寫表

01. 2…AAF 2-acetylaminofluorene 

。 2. N-OH-AAF N-hydroxy 咱 2-acetylaminofluorene

。 3. N 呵!的 -AAF N-nitroso-2 可 acetylaminofluorene

。 4. SCE sister chromatid exchange 

。 5. BrdU 5-bromodeoxyuridine 

。 6. PBS phosphate buffered saline 

。 7. H & E hematoxylin and eosin 

。 8. LPS lipopolysacchar‘ ide 

09. AST asparate aminotransferase (GOT) 

10. ALT alanine aminotransferase CGPT) 

11. GGT r 向 glutamyltranspeptidase

12. HCC hepatocellular carcinoma 

13. PHA-M phytohemagglutinin M 

1 是. DMA dimethylamine 

15. NDMA nitrosodimethylamine 

16. G6Pase glucose-6 向 phosphatase

17 . ATPase adenosinetriphosphatase 

Ti 



摘要

2-Acetylaminofluorene (2凹的F) 加上 sodium 
nitri 泊，在酸性狀態下，經亞的化作間產生 N咱們 troso-

2-acetylaminofluorene (扑NO-AAF ) t 過去已經証實其

基間毒性和致突變性垃 2-AAF 更強 O 為了預測扑NO-AAF

在體肉之生成，利用大白鼠同時餵食的F 和 NaN02' 來觀

察 NaN02 對 AAF 在姐妹染色分體交換和腫瘤生成之影響

O 因此本研究，將自 Îstar 雄性大自鼠分為 5 組:第 1

組做為對照組，第 2 組線以含 0.3% NaN02 之飼料，第

3組線以含0.02% AAF 之飼料，第是組餵以含 AAF+0.2%

NaN02 之飼料和第 5 組錄以含 AAF +0.3% NaN02 之飼料

，為期 6 個月。
實驗結果發現第 3 組、第是組和第 5 組的 SCE 交

換頻數都高於對照組，而且都有顯著的差異 (P<0.05) ; 
然而第是組與第 5 組和 AAF 組作能較，別無顯著的差異

存在。另外，在組織病理學方面，這三姐都有肝細聽癌之

生成，而且也發現相對肝臟重量的增加，以及肝功能標記

的上升 O 因此第 4 組的大白鼠，在 AAF 加了 NaN02 之後
和 AAF 組相能較，有明顯增加腫瘤的大小以及增高血清

中 GGT 和 AST 之作用;但是第 5 組則沒有明顯的增強

之作用 o

我們認為，同時餵食 NaN02 和 AAF 之後，可以增加

SCE 交換的頻數，而且也會誘發肝細胞癌之三位成;但是不

同劑寰的 NaN02 對 AAF 之肝癌生成為何有不同的影響，

則須要做進一步的研究與探討 G
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Abstract 

2-Acetylamiriofluorene (AAF) reacts in acidic 
conditions with nitrous fume yielding N-Nitros 。可 2 向

acetylaminofluorene (N-NO-AAF) , as previously 
shown , to exert more genotoxic and mutagenic 
effects than its parent compound. To predict the 
endogenous formation of N 申 NO-AAF ， the effects of 
sodium nitrite on sister-chromatid exchange and 
tumorigenicity of AAF in rats administer‘ ed AAF and 
NaN02 were observed. For this study , male 日 istar

rats were divîded Înto five groups group 1 
served as the control groupi group n treated with 
NaN02 (0.3%); group m was given 0.02% AAF alone 

group IV rece i ved both AAF and NaN02 (0.2%) and 
group V rece i ved both AAF and NaN02 (0.3%) i n 
diet for 6 months. 

At the end of the experiment , the SCE 
frequencies of group m 、 group IV and group V were 
significantly higher than the control group , but 
the frequencis were not significantly different 
among group m 、 group IV and group V 
Additionally , nearly al1 rats În group 盟 (6/6 ) 
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group N (6/6)and group V (5/6)deve i oped 

hepatoc~llular carcinoma in the histopathological 
examination. Those rats developed tumors were a1so 
shown combined with elevatin of relative liver 
weight , activities of hepatic function rnarkers. 
The rats received the combination of AAF and NaN02 
in diet (group IV) with significant enhancement of 
tumor size and higher ac 七 ivities of GGT and AST in 
serum compared with AAF treated group , but the 
group V was not significant enhancement of tumor 
size compared with AAF treated group. 

當e concluded that administration of sodium 
nitrite with AAF may increase the frequency of 
sister chromatid exchange and induce the formation 
of hepatocellular carcinoma , but the different 
effect between group IV and group V was 
significant for hepatocarcinogenesis. 留e must make 
an effort to further study. 
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宣 e 別呂

過去的研究報告發現，自然璟境的食物中含有許多致

癌的亞硝基化合物 (N 自 nitro compounds) (1.2)0 問時有

研究指出，這些致癌物可以在消化液的酸性狀態下，由於

亞硝酸鹽 (nitrites) 和胺類 (amines) 的作用，而在體

內形成亞磷酸胺 (nitrosamine)o 如此，含有硝酸鹽和亞

硝酸鹽的食物，可能是某些癌症的危險因子，尤其是習和

食道的癌症 (3 ，是) 0 事實上?已有報告証實亞硝酸胺能在

動物的體內形成 (5 ， 6) ，並旦有証據顯示在致癌物中同時

添加盟硝酸鹽，能夠加強腫瘤形成的作用 (7 由 11) 0 

2-acetylaminofluorene (2-AAF) 就是屬於芳香胺的一種

致癌物，在研究芳香胺 (arylamides and amines) 的代謝

和致癌作用中，最常接使用微模型化合物 (model compo-

unds) (12 , 13) 0 
2-AAF 在老鼠實驗中是一種有殼的致癌物，而它主寰

的標的組織 (target tissue) 是雄性老鼠 (male rats) 
的肝瓣。它可以誘導老鼠的肝磁產生病位 (f oc i)、新生
性綜節和肝細胞癌的病變 O 因此， 2-AAF 經常被用來做為

老鼠肝癌生成的致癌物 (1← 17) 0 化學致癌物必須經由活

化才有作用，而 2-AAF 被 cytochrome P凹的。活化之後

，形成 N-hydroxy-AAF 的中閻麗物，再經函數種不同的

生化反應，諸如:氣自氫氧化 (N-hydroxylation) ，硫酸
黯轉換 (sulfate transfer) ，氣-氣也乙臨摹轉換 (N 峙。咱

acetyl transfer) ，去乙酪化( deacetylation )，或單
電子的氧化步磁 (l-electron oxidation step) ，而形成



終極致癌反應的中間產物(國 1) 0 其中扑OH-AF 可直接

和 DNA 發生反應，產生 扑 (deoxyguanosin-令 y 1 卜r

aminofluorene. 這也是鼠體加入 2-AAF之後的主要產物

(圖 2) (18-22) 0 
台大醫學院的林教授將胺類藥物 phenacetin 轉變為

和nitrosophenacetin ，証實對 Salmonella typh 卜
murium 有很高的致突變性，而且對雞胚胎也有很強的致

畸變性 (23) 0 而有趣的是， AAF 和 phenacetin 在芳香

璟上，含有一個相闊的 N-acetyl-amino group ，因此假
定經由 AAF 的亞崩化作用“ itrosation) 應該可以建生

一種新的亞硝基化合物 G 知所頓期，林教授將公益的加

sodium nitrite ，經亞崩化作用 (nitrosation) 之後，
而得到扑Nitroso-2-acetylaminofluorene (N-NO 自 AAF)
它是一種新的直接作用的致突變原 (mutagen) 和致畸

胎原 (teratogen) ，而且能和胺墓酷、 DNA 作用(屬 3)

(2的 O 仲的一AAF可以誘發 Ch i nese hamster ovary (CHO) 
和 C3日 10T 1/2細胞的 DNA 單般的斷裂以及陸已間可抗藥性

(ouabain resistance) 的突變 (25)0 而 H 呵 NO-AAF 也能高

度地活化，以誘發 C3HI0T 1/2細胞 cycle 由 dependent的轉

形作用 (26)0 2-AAF 在許多動物質驗及人類屆選血液實

驗中，發現 SCE 交換頻數會增加 (27-33) 。而在 Chinese

hamster ovary cells 的實驗中，也發現 N-NO-AAF 會增
加 SCE 的交換頻數 (3的。

2 



本論文研究之目的在探討以 NaNOz 興 AAF 同時會使食

大白鼠之情況下 t圳的2 對 AAF 所誘發之姐妹染色體交

換頻率以及肝癌生成作用之影響 O

實驗結果發現 AAF 組、 AAF + NaN02 (0.2%) 怨和
AAF+NaNOz (0.3%) 組的 SCE 平均值都高於對照紹，而

且有顯著差異;然而 AAF + NaNOz (0.2%) 組與 AAF + 
NaNOz (0.3%) 組和 AAF 組作出較，除了第四個月有顯著

差異外，在第三、第五和第六個月則無顯著差異的存在。

在組織病理學方面， AAF 組、 AAF + Nal的 2 (0.2%) 
紹和 AAF + t拍即 z (0.3%) 組都有肝細胞癌的形成，然而

AAF + NaN02 (0.2%) 組和 AAF + NaNOz (0.3%) 組的
肝細胞癌之組織形態分化和 AAF 純的表現相悶，但是在AF

在加了 NaNOz 之後，低濃度的 NaN02 (0.2%) 有促進

AAF 之致癌作用，但高濃度 NaNOz (0.3%) 則稍微減輕

AAF之作用 O

QU 



貳 φ 材料與方法

q缸
j;主E 驗材料

試藥名稱

01. 2 間 Acetylaminofluorene (AAF) 

。 2. S 0 d i u m n i t r i t e ( N a N 0 2) 

。 3. 5 - Bromodeoxyuridine {BrdU) 

。是. Hoechst 33258 

05. Colcemid 

。 6. Giemsa (dye) 

。 7. Phosphate buffered saline ( PBS ) 

KH2P04 

K2HP04 

。 8. Hypotonic solution 

KCI 

09. Fixer 

methanol 

acetic acid 

1. O. F 0 ì' III a 1 i n 1 0 % 

11. Hematoxylin and Eosin stain 

12. Alanine amÎnotransferase kit 

13. Asparate aminotransferase kit 

14. Gammma-glutamyl transpeptidase kit 
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購買廠牌

Sigma 

Ferak 

Boehringer 

Hannheim 

Calbiochem 

Sigma 

E. Herck 

E. Herck 

E. Herck 

E. Her‘ ck 

E. Herck 

E. ~{erck 

SurgÌpath 

E. ~terck 

E. },{erck 

E. l,íer c k 

Boehringer 

Mannheim 



二.實驗動物之分組

本研究選用的動物是體重 120 間 150 公克 Wîstar 大

白鼠，像購自台大醫院實驗動物中心，以 Purina Lab 
Chow 為飼料，蒸餾水不限制飲用。於實驗前一星期觀察
其健康情形，選取健康者供其實驗使用，並每雨過量體棄

一次，為期 6 個月。
第一組: 6 隻，對照組，只線以普通飼料。

第二組: 6 雯，線以含 0.3% Nat的 2 普通飼料。

第三組: 6 隻，餵以含 0.02% 2-AAF 飼料 O

第四組: 6 雯，餵以合 0.02% 2-AAF+0.2% NaN02 飼料 G

第五組: 6 雯，餵以含 0.02% 2-AAF+0.3% NaN02 飼料 G
從第 3 個月起至第 6 個月止，共摘取頸靜脈血 4次

，做 SCE 的實驗分析，並在第 6 個月全數將大白鼠斷頭

散血，分離血清後{故酵素分析，並量肝臟重量以及詳細觀

察肝餾形態的變化，所宵內臟經由 10%褔馬林固定，做成

石蠟切}9，以 Hematoxylin - Eosin染色，必要時男作特

殊榮色如 Hasson's 染色， Mucicarmine染色等，全部標
本均傲詳緝的鏡檢 G 於實驗期間，若有大白鼠死亡，立即

解剖{故病理切片，以茲對照 G

只
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姐妹染色分體 交換實驗

姐妹混色分體交換 (sister chromatid exchange , 
SCE) 是一種發生在 DNA層次上的現象，為染色體在有絲

分裂時，四肢 DNA ，亦即二個染色分體問陸生交換( ex-
change )的情形 (35) ，再利用手bromodeoxyuridine

(BrdU) 取代 DNA 上的 thymidine的技術 (36) ，以及加

上 Hoechst 33258 和 Giemsa 染色的方法 (37) ，藉自
Brd目的存在，讓 DNA 複製二次，來觀察細胞分裂中期的

細胞，而計算出 SCE 的交換頻數 O 據研究指出，當細胞曝

露在致突變物和致癌物的璟境中，時常會增加姐妹染色分

體交換的次數 (38-40)0 我們知道姐妹染色分體交換 (SCE)

可以表示正常 DNA 修復的一種型式，而經各種不問物理

和化學處理後，也可以間接評估 DNA 損傷的可能性 O 因此

，目前它是偵測 DNA damage的一種有效的方法(訓，在2)0

(一)姐妹染色分體交換( SCE) (詞， 43 ) 

1 .細胞培著:

(01) 從大白鼠 (日 istar) 頸靜脈抽取 2ml 血液，以

10血 1 PBS (Phosphate buffered saline) 洗條 3
次，離心後取淋巴球細胞層部分進行細胞培養 O

(02) 取無鸝培著瓶，加入 10甜 i 細胞培養液 RPHI 16的

(G IBCO) ，此培養液內含有胎牛血清( fetal calf 

serum) 10% ，抗生素 (Penicillin (10000 U!m l) 

及 streptomycin (10 mg/ml)J 0.5% ，和 36 闊
的故酸氫銷 (NaHCO:~) 0 

( 03) 在培養瓶中加入 0.6 圳的細體分裂刺激素 Phyto-

hemagglutinin M (PH 宜， GIBCO) 及 O. 1 m 1 
lipopolysacchar‘ ide (LPS , 50 ug/ml)o 

月b



( 04) 將 (1 )處理過的血液樣本，加 0.6 rnl 於每一個培

義瓶中。

(05) 把培養瓶放入攝氏 37 度二氧化碳濃度 5% 之細胞
培養箱內培養 O

(06 )細胞培養 μ 小時之後，加入 0.1 rnl 的小brorno 叫

2-deoxyuridine (Brd 日， 600 ug/rnl) ，使其最後濃度
為 20 uM ;以無袋子將培養瓶包住，避免見光，再放
回細胞培養箱中繼續培議 O

(07 )細胞培養 60 小時後，加入 O. 1 m 1 秋水仙素 (C -

olcemid , 10ug/ml) ，使其最後濃度為 0.1 ug/mlo 
(08) 細胞培養 62 小時左右，取出撥著物， 移到離心管

肉，以 1200 r.p.m. 速度，離心 8 分鐘 G
(09) 離心後，皈出上 j青液，混合留存之下層沉澱 G

(10) 加入 6 rnl 氣化辦低張 i容;夜 (0.54%KCI) ，立即用

j商管均勻混合氯化鄧與沈澱物。

(11 )靜置 15 分鐘後，以 1200 r.p.m. 速度離心 3 分鐘

O 

(12 ) 離心後，吸出上清液，混合留存之下層沉澱 O

(13) 加入 6吋圳的問定液 (rnethanol acetic acid = 
3 1 v/v) 後， 迅速混合均勻靜宣 30 分鐘後，~

1200 r.p.rn. 速度，離心 8 分鐘 O
(1的離心後，吸出上 j青液，混合留存之下層沉澱。

(15 )軍覆 (13 )自 (1是)兩次，直到下層沈澱物呈臼色，

雜質減少即可

(16) 取出玻片，準備;向共 O

(17 )在最後一次離心完成後， 依沈澱量多少， 服出多
餘之上清液，留存 0.5 自 1 rnl 之固定液 G

(18) 以適當距離滴片(約 70 公分左右) ，觀察滴片之結

果，調整距離 O 每一管約滴 2-3 片滴完後宣於玻片

烘乾器 (s 1 ide warrner) 上烘乾。
(19) 滴好的玻片，放責 2-3天後再染色，效果較好。
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2. 染色 (37) : 

(01) 將玻共浸泡在 Hoechst 33258 溶液 (2.5 mg/50 ml 
HzO) 10 分鐘，這主缸必須以鋁箔紙密封，以免曝光 O

(02) 以蒸餾水洗游玻片， 滴數滴緩衝溶液( 0.16 M 
Sodium phosphate + 0.04 M Sodium citrate PH= 
6.8) 於玻片上，蓋上蓋玻片，於中午時閱日曬 1.5 
~-'2 hrso 

( 03) 將戰玻共浸泡在蒸餾水中，使蓋玻共滑落， 再放在

65
0

C 的 2xSSC 中， Jj( t谷 15 分鐘。

仰的水浴後，將玻片浸於蒸餾水中，除淨 2xSSCo

(05 )再以 5% Giemsa 染色 10 分鐘，風乾後， 即可以

顯微鏡觀察結果。

3. 顯微鏡觀察及照相:

(01) 將樂色過的玻共，寰於額微鏡下，先以低倍 (100-

200x) 檢視，找到分裂中期 (metaphase) 細胞後，
再轉至高倍 (的。由 1000x) 觀察，以確定是否為第

二次分裂中期 (metaphase II )細胞 O

(02) 將底內 (Kodak Technical Pan ESTRA-AH Base) 裝
入顯微鏡照相裝鞏肉，顯微鏡為西德 Zeiss 公司
生麗之 Axiophot 機型 O

(03) 找到 metaphase 宜的細胞後，檢視染色體數目是否

42 條，染色對能是否清晰明顯，一切符合條件役，

則記錄其編號， X 軸， Y 軸坐標，然後照相 G

( 04) 照完相後?中共並放大成 3 x 5 inches 大小之照
共 (ILFORD) ，以利於結果之對j 讀(<
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(二) SCE 判讀:

1 .每一組老鼠至少觀察 30 餾染色對此清晰之第二次中

期細胞，且每個細胞內染色體數目為 42 ~瘓，才列入

計算 G

2. 結果之對j 讀過程，對j 讀者皆不知道所判讀的細胞是屬

於實驗組或對照組的研究對象，以避免偏差發生。

3. 每緝的結果均由三名乎有j 讀者重覆狗j 讀。

4. 兩餾染色分體間對稱性的交換，計為發生兩次 SCE ，

染色分體問末端的交換，計為一次 SCE ，染色分體悶

在中心粒部位的交換，則不列入 SCE的計算(園是) 0 

四.酵素分析的方法(往往， 45)

測定項目包括 Bilirubin (BUN) , Creatinine (CRE) 
以及肝功能診斷韓素包括 Asparate aminotransferase 

(AST) , Alanine aminotransferase (ALT) ， γ 呵 Glutamyl

transpeptidase (GGT) 做為急性肝毒性的分析指標，轉

胺酵素的測定 (A衍， ALT) 係根犧 Reitman 申 Frankel 方

法，將血清加入含臼 -ketoglutaric acid 及 asparate ( 
或 alanine) 之緩衝液中反應，形成 oxaloacetic acid 
(或 pyruvic acid) 然後與 dinitrophenylhydrazine
反應呈色，在 546 nm 下測其吸光 o GGT 的活性則根據

Persijin 方法，將血清與 L-gamma-glutamyl-3-car、 boxy

可是 -nitroanilide 及受質 glycylglycine 反應，行成 5-

am i rlo叮叮1 i tro-benzoate 然後在 405 nm (;七色。
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五.組織切片 (46)

方法:解自j 之俊，取出大臼鼠之肝臟，以 10% 褔馬

林圈定叫小時，經酒精脫水，包煙後，做成石蠟塊，薄

切成 4-6 凹的組織切片，再進行 H & E staino 

。 1. H & E stain :脫蠟後，以蘇木紫溶液 (Hematoxyl in) 
染 2呵呵臨 i n (時間可長可短視蘇木紫溶液之不鬧而各

異) 0 

。 2. 水洗 O
03. 以 0.5% HCI 行分辨染色色度之，約卜5 seco (若
用不必分辨染色度蘇木紫溶液，此一步驗可省略)然

後 Jj(洗數分鐘 O

。是.浸入氯 Jk (水 1000ml 中，滴濃氯水雨滴)至組織呈

美麗藍色，約需數秒 C

。 5 .流水中沖洗，至少 15min (若沖洗過夜 a 項可省略) 0 

。 6. 染以 0.5% EosÎn Y 溶液，數秒奎爾分鐘 O

07. 依次通過的% 190% , 95% a 1 coho 10 
08. 移入 100% 酒精，二甲笨由 100% 酒精 (1:1) ，

二甲笨 E 木餾油 (4 : 1) ，二申笨( 1 ) ，二甲笨
(立)各半分鐘 O

09. 以二甲笨使之透明 O

10. 封蠢，以顯徹鏡觀察，並照像 O
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六.鏡檢分類 (47-50)

主要根據 The Rat Liver Tumor Workshop 之報告

1 .變異肝細胞病社 (Foci of cellular alteration) 

(1 )亮細胞病社 (Clear cell foci) 

(2) 睹酸性細胞或毛玻璃樣病位 (Eosinophilic or 

ground glass foci) 
(3) 嗜鹼性細胞病社 (Basophilic foci) 

(的混合細胞病社 (Mixed cell foci) 

病姓是小於一個肝小葉 Oobule) 大小的病變，其主

要的變化在於細胞質的色質和構泊的外觀;肝臘的結構沒

有明顯的散愣，受影響的肝細胞板和周圍的肝細胞互相合

拼，而沒有明顯的界限存在 O 受影響的肝細胞可能純正常

的肝細胞大或小，而且細胞核可能增大或濃染，而且含有

大的核仁 O 睹酸性細胞病社通常是細胞質量的增加，而造

成整個細胞的增大 G 自當鹼性細胞病女士含有嗜鹼性的細胞簣

，細胞大小純正常的肝細胞大或小 G 而亮細胞通常是正常

的大小或稍微腫大 G 一般認為嗜驗性細胞病位和腫瘤之生

成，比其它的變異細胞病姓有明額的相關 O 同時也認為病

位在細胞學上的表現和新生性結節細胞的組成相間，因此

病社很可能進一步形成為新生性結節 O
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2. 新生性結節 (Neoplastic Nodule) 

一般新生性結節為球形的病變，經常大於好幾個肝小

藥，在結節內正常的肝臟結構會消失，其內的肝細胞由自當

酸性細胞或亮細胞所組成，而自蠢鹼性細胞較為少見;細胞

大小不一，細胞核睡大而濃染，而且有明顯的核仁，有時

可出現有緣分裂的現象。肝賽可能變窄或變寬，肝細胞板

出一層以上厚度的肝細胞所組成，其排列不規則，同時會

壓迫周圍的肝細胞而有明穎的界限 O 在動物之致癌生成的

實驗中，這種新生性結節是增殖性的病變，它們的出現顯

示肝細胞癌生成的可能性會增加。

3. 肝組鮑癌 (Hepatocellular carcinoma) 

(1) 良好分化 (well differentiated) 

(2) 中等分化 (moderately differentiated) 

(3) 不良分化 (poorly differentiated) 
(約有線狀的或乳頭狀的形成 (with glandular and 

/or papillary formation) 
肝組跑癌通常被認為是比新生性結能更大而且更不規

則的病變，它們可以侵犯肝菜的主要部份，也會壓迫或侵

入聞聞正常的肝實質細胞 G 小裸樣的肝細腺癌很像正常的

肝臨的構道，可以區分為良好到不良的分化;腫瘤細胞含

一層以上細胞的厚度，呈寬的塊狀或板狀，另外有一種組

織變典型的肝細跑癌，含有明顯的腺狀或乳頭狀的構道，

很像腺癌 (adenocarcinoma)o
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4. 膽管纖維化 (Cholangiofibrosis)

這種病變的特徵是膽管明顯的增生，帶有極緻密的纖

維聞質;而管控輝大充有漿液物質 O 這種病變常見於以 4

呻dimethyl 呵 amÎnoazobenzine (DAB) 或 2-acetylaminof-

luorene (2-AAF) 等致癌物餵食老鼠的肝臟之中 O

t. 統計分析 (51t52)

1 .由於姐妹染色分體交換頻數在本研究樣本之分佈情形

，經常態性檢定 (testÎng for normality) 之後，

發現並非全部呈常態分{布，因此在此較各組的差異時

，使用無母數統計的 Wilcoxon rank sum test 來進

行分析，位{童設定為 0.05 。

2. 生化值的數據方面，在此較各組時只考慮是否有美異

性，所以採用 t-test 來進行分析 G
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蓋章，結果

一.姐妹樂色分體交換

如表 1 所示，第 3 個月對照組 SCE 的平均值為

8. 肘，而 NaN02 組 SCE 的平均值為 8.80 ;兩組之問沒有

顯著差異 (P=0.9822)0 而 AAF 組 SCE 的平均值為 12.40

, AAF+NaN02 (0.2%) 組 SCE 的平均值為 12. 的，

AAF+NaN02 (0.3%) 組 SCE 的平均值為 11.97 ;三純的

平均值都有增加，其交換頻數顯著高於對照紹， P í直各為

0.0010 、 0.005是 和 0.0082 ，都小於 0.05 ，皆有領著差

異 G 然而後兩姐和 AAF 組之間則無顯著差異， P 值各為

0.6297 和 0.4403 ，皆大於 0.050

第 是{閏月對照組 SCE 的平均{貴為 8.37 ，而 NaN02

組 SCE 的平均值為 8.80 ; 兩組之問沒有顯著差異
佇立0.6667) 。而 AA-F 經 SCE 的平均值為 13. 的，

AAF+Na Ì'的 2 (0.2%) 組 SCE 平均值為 10.63 ， AAF+Nal的 2

(0.3% ) 組 SCE 的平均值為 11 . 10 ;三組的交換頻數顯
著高於對照怨， p {藍各為 0.0002 ， O. 例如和 0.0365 ，

都小於 O. 的，皆有顯著差異 G 然而後兩緒和 AAF 組作能

較也有顯著差異， P 值各為 0.0223 和 0.0是 78 ，都小於

0.050 
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第 5 個月對照組 SCE 的平均值為 9.23 ，而 NaN02

組 SCE 的平均{度為 9.53 ; 兩組之間沒有顯著差異

(P=0.8172)ü 而 AAF 組 SCE 的平均值為 13.33 , AAF+ 

NaN02 (0.2%) 組 SCE 的平均倍為 13.90 , AAF+NaN02 

(0.3% ) 組 SCE 的平均值為 1 是 .37 ;三組的交換頻數顯

著高於對照妞， P {宣皆為 0.0001 ，小於 0.05 ，有顯著差

異 G 然而後兩組和 AAF 組之問則無顯著差異， P 償各為

0.7091 和 0.5 是77 ，皆大於 0.05 。

第 6 個月對照組 SCE 的平均值為 9.33 ，而 NaN02 

級 SCE 的平均值為 8.53 ;兩組之間沒有顯著差異 佇立

0.3490) 。而 AAF 組 SCE 的平均債為 14.57 ， AAF+HaH02 

(0.2% )組 SCE 的平均值為 1 是 .23 ， AAF+NaN02 (0.3%) 
組 SCE 的平均值為 1 是 .53 ;三組的交換頻數顯著高民對

照組， p {藍各為 0.0001 、 0.0003 和 0.0001。然而後兩緒

和 AAF 組之間則無顯著差異， p -(重各為 0.8241 和

0.7055 ，都大於 0.050

對照組和 NaN02 組 SCE 的平均價從第 3 {I閏月至第

6 個月沒有顯著的增加，而且每個月之間也段有顯著華異

存在 (P>0.05)o

AAF 組 SCE 的平均值從第 3 個月的 12.40 至第 6

餾月的 14. 衍，雖然有些增加，但是每個月之問仍是沒有

顯著的差異存在作>0.05)0

5 
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AAF+NaN02 (0.2%) 組第 4 個月 SCE 的平均倍為

10.63. 從第 5 個月 SCE 的平均值為 13.90 ，第 6f閏月

SCE 的平均值為 14.23 ;顯示在後兩個月時 SCE 的平均

值有增加，而且後兩個月的 SCE 平均值和第 4 個月之間

有顯著的華異存在 (P<0.05) 。

AAF+Na削 2 (0.3%) 總第 4 個月 SCE 的平均值為
11. 間，從第 5 個月 SCE 的平均值為 1 是. 37 .第 6 .{I閏月

SCE 的平均值為 14.53 ;顯示在後兩個月時 SCE 的平均

個有增加，而且後兩個月的 SCE 平均值和第 4 個月之間

有顯著的差異存在 (P<O.05)o

二.大自鼠體重和肝臟重量的變化

如國 5所示，除了 AAF 組和 AAF+NaN02 (0.2%) 組
在第 是{閏月後有體重減輕的現象之外，另外三組則有體

軍增加的現象 G 在大白鼠艘軍變化方面， NaNOz 組與 AAF

組和對照怨之閱有顯著差異 (P<O.OOl)o 而 AAF+NaN02 

(0.2% )紹興 AAF+NaN02 (0.3%) 組和 AAF 組之間則無

顯著差異存在 G 屬 6表示各組相對肝臟重葷的比例關銘。

如表 2 fiJf 示，對照組相對肝臟的重量平均值為 2.65 ，

Nal的 2 姐的平均值為 2. 詞，兩組之間有顯著差異 (P< 

0.001) ，而 AAF 組的平均值為 10. 凹，和對照怨之閱有

顯著差異 (P<O.OOl)o AAF+Nat的 2 (0.2%) 經相對肝臨

的重量平均值最高，為 17.96 ，和 AAf 總能較，顯然有

明顯增加，而且兩組有領著差異 P<0.05 。然而 AAF+

NaN02 (0.3%) 緝的平均值為 6. 侃，和 AAF 組相忱較，

領然有減輕的現象，而且兩組有顯著差異 (P<0.001) 。

戶
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三.韓素分析

如表 3 所示， BUN 和 CRE 在各組之問沒有顯著的差

異存在 G 而表 忌，顯示 AST 在各組間也沒有統計上的意

義 O 在 ALT 方面， AAF 組和對照組有顯著差異 CP<O.OOl)

; AAF+NaN02 (0.3%) 緒和 AAF 組之間也有顯著差異

CP<O.005) 。在 GGT 方面， AAF 組和對照組之間有顯著差

異 (P<O.OOl) ; AAF+NaNOz (0.3%) 組和 AAF組之問也有

顯著差異 (P<0.05)o

四.組磁病理學之觀察

1 .肉眼病社檢視

從表 5 所示，對照緒和 NaN02 組的肝臟皆皇正常之

外觀;其餘三純的肝臟幾乎都有結節樣的外觀，切面下呈

灰白色的多發性結節(國 7) , 較大的肝癌則可發現明顯

的出血和壞死的現象 O 另外同時可以見到有一些黨狀的病

變;切關之後，內含淡綠色{象聽汁樣的水狀液體 G

2. 組織病理之觀察

從表 5 所示， AAF 絡、 AAF+NaNOz (0.2%) 組和
AAF+Nat的 2 (0.3% ) 組都含有病社 (f oc i )、新生性結節

(neoplastic nodule) 和肝細胞癌 (hepatoce 11 u 1 ar 
carcinoma) 的病變。大部分的病位和新生性結節皆由睹
酸性細胞所組成 (國 8) ，有的貝自由亮細胞所組域(國的

，自喜鹼性組胞則較少見 O 而肝細胞癌則大部分為分化良好

門r
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的癌細胞，極似正常肝細胞 O 核大而圈，細胞質多而皇粒

狀踏伊紅性，往往排成小樑樣的形狀 (國 10) ;有的則主

腺狀構造(圈 11) ，經 Iillic i carIR i ne 染色，呈陽性反應
G 少部分為分化不良的肝細胞癌，排列較不規則，小標構

造很難分辨，癌細胞大小也較不一致，有時可見到許多不

正常的核分裂 {攝 12 ), 甚至有巨大的多核性癌細胞

(關 13) 0 同時這三組也伴有膽管擴張和擔管纖維化

(cholangiofibrosis) 的現象 (國 14) ，經 Hasson's 染

色，呈陽性反應，顯示擔管周圍組織有明顯的纖維化 O

AAF 組中有 4 隻先後在第 5 摺月死亡，經解部j 之後

，發現都有肝細胞癌的形成。其中的一隻在口腔左側顯部

發現有一灰白色腫瘤，經切片下証實為鱗狀上皮癌 (圖

15) ，並非肝姻跑癌之轉移 O

AAF+NaNOz (0.2%) 組中有一隻死於第 3 個月，經

解剖之後，只發現有新生性結節，而無肝細胞癌的發現 G

另外一雙死於第 是{閏月，經解剖後，則發現有肝細胞癌

的形成;並且在腹聽有許多小結節，經切片下証實為肝細

胞癌的轉移(閱 16) 。

AAF+NaN02 (0.3%) 組全部 6 隻養到第 6 11閏月，解

剖?是只發現 5 隻有肝細胞癌的形成 G

8 
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一.姐妹樂色分體交換實驗之研究限制

1 .樣本數:
由於姐絲染色分體交換實驗相當花時間及精神，

從第三個月起至第六個月止，每個月抽取大白鼠的頸

靜脈血，以觀察每個月其 SCE 的變化 G 而本實驗共

分 5 組，每組有 6 隻大自鼠，共計有 30 雯，其樣

本數不多; 而且 SCE 交換頻數在本研究樣本分佈情

形，經常態性檢定之後，發現每一組並非主常態分{布

，因此在此較各組之間的差異時，採府無母數統計的

日 ilcoxon rank sum test 來進行分析，以避免樣本
有非常態分佈乏問題 G

2. 細胞數:

本實驗每組至少數 30 個染色對出清析之第二次

中期細胞，是否定以表示該組大白鼠 SCE 的情形，

值得加以操討。

3. 染色體數目:

在每個月的 SCE 的研究，常可以見到染色體數

目之異常的情形發生，而且愈到最後 (尤其在第 6 
個月) , 其染色體數目之異常愈多，可能是癌症之生

成而造成染色體數目的異常 c 不過，本研究之細胞染

色體數目，皆一律觀察在2 條約染色體，才列入計算

;因此所造成之誤差是微乎其微。
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4. 血液樣本:

血液樣本是否足以表示大白鼠的 SCE 情形，值

得加以探討 O 我們也有直接從 AAF+NaN02 (0.2%) 組

中的一隻大白鼠，做肝癌細胞的純化，試鷗建立肝癌

細胞株，以觀察其 SCE 的情形;但是由於人力及時

間的限制，有待{改進一步的研究及分析，也許能更直

接探討肝細胞癌與 SCE 交換頻數之闊的關係 O

二.酵素分析之研究限制

1 .樣本數:

由於肝功能試驗是在第 6 個月將大自鼠殺死的

同時取血，因此每個實驗組若有大自鼠死亡時，將會

影響試驗的數種;如 AAF 組到第 6 個月時只剩下 2

雙，而 AAF+NaN02 (0.2%) 組到第 6 個月時剩下是

隻 O 另外三純的大白鼠則完全存活到第 6 個月時才

給予殺死。

2. 試驗方法:

一般肝功能試驗的方法是針對人類而設計，因此

，以大白鼠的血液去做各項的檢查時，其生化{直可能

會有些偏差，但是由於我們是以各實驗組的生化倍數

據和對照組作能較，看看是否有統計上的意義而己，

所以可能不會造成很大的誤差。

門
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三.組織病理學之研究限制

1. 樺本數:

由於組織病理所取的樣本是大自鼠的內臟器官，

而且也可以在死後馬上採取內臟用 10%福馬林來固

定，所以不像肝功能試驗會影響樣本數，但是對於實

驗組中大白鼠肝細胞癌形成的隻數，可能多少有一些

影響;如此AF + N a N 0 2 ( 0 . 2.% )組有 1 雯死於第 3 個

月，經解剖之後，只發現有新生性結筋，而無肝細胞

癌的形成 O

2. 致癌過程:

組織病理只能觀察部j病虹、新生性結飾和肝細胞

癌形成的結果，而沒有辦法觀察到以上病變形成的過

程 O 因此，我們無法探討實驗組中那一組先有病蠻的

形成;但是，有一點我們可以知道，大部分大自鼠在

實驗中的死亡都和肝細胞癌的形成有關;如 AAF 組

中有 是隻先後在第 sfl閏月死亡，經解剖之後，都有

肝細胞癌的形成 O 而 AAF+NaN02 (0.2%) 組有 1 隻

死於第 4 個月，經解剖之梭，也有肝細胞癌的形成

O 
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第二節結果討論

姐妹染色分體交換

雖然致癌物作用的危險位貴 (critical site) 
仍是未知，但是很可能是肇始於基因物質的改變而造

成腫瘤的形成。大多數的致癌物 9 如 2-AAF ，可以浩

成基因損傷;並且可以在分裂中期觀察對u ~染色體的異

常和姐妹染色分體交換 (SCE) 的現象。過去的報告

指出， 2-AAF 在動物質驗及人類的周邊血液中 9 可以

增加 SCE 交換的頻數 (2下33) 。而本實驗也証明從

第 3 個月至第 6 個月 AAF 的 SCE 均高於對照組，

而且有顯著的差異 (P<O. 05) t 雖然體外合成的 i卜 NO

-AAF是一種直接作用的致突變原，而且其致癌毒性忱

2-AAF 更強，也增加 SCE 的交換頻數 (2哇，詞， 34) 0 

而 AAF+NaN02 (0.2%) 姐和 AAF+NaN02 (0.3%) 組

的 SCE 平均值也高於對照組， 而且也有顯著的差異

(P<O.OS)o 然而 AAF+NaN02 (0.2%) 組與 AAF+ 

NaN02 (0.3%) 組和 AAF 組作能較，除了第 4 個月

有顯著差異之外，在第 3 、 5 、 6 個月則無顧著差異

的存在。而第是個月的 AAF+NaN02 (0.3%) 組和

AAF 組之間剛好介於統計顯著性的選錄 (P=0.0478) 

O 

因此，很顯然地可以看出 2-AAF 在加了不問濃

度的 NaN02 之後，和 2-AAF 相能較並沒有明顯增加

SCE 交換頻數，而且也沒有顯著差異 O

少
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的 r i 在最近的研究報告 (53)中指出兩種食物

染料 Indigo carmine 和 Fast green 都可以增加

mi ce 骨髓細胞 SCE 的交換頻數，但是在加了 NaN02

之後卻降低了 SCE 的交換頻數，顯示這兩種染料和

h削2 在 SCE 的表現有括抗的反應 (antagonistic

response)o 也許 AAF 和 NaN02 在體內合成時，在

胃部酸性的條件下，也有括抗的反應，而沒有明顯增

加 SCE的交換頻數，至於是否如此，則有待進一步的

研究與探討。

二.大白鼠體護和肝臟重量的變化

AAF 組和 AAF+NaN02 (0.2%) 組在篇是個月後
體重有減輕的現象，可能和肝細胞癌的形成有關;由

於此時肝細胞癌可能已經形成，而造成大白鼠瘦弱的

體質，以致於大白鼠體輩有經漸減輕之現象 G 然而

AAF+NaN02 (0.3%) 組在解部j 時，發現肝臨的腫瘤誰

不知上述兩組那樣大，表示腫瘤的形成較慢，因此這

經大自鼠的體輩無誠輕的現象 O

至於相對肝臟重量方面，以 AAF+NaN02 (0.2%) 

組的平均積最高，為 17 .俏，和 AAF 組的 10.58 相

出較，顯然有明顯的增加，而且兩組之閱有顯著的差

異 (P<0.05)o 因此低濃度的 NaN02 (0.2%) 對 AAF

之致癌有促進之作用 O 然而 在AF+NaN02 (0.3%) 緝

的平均值為 6 .俏，和 AAF 組相比較，則有降低的現

象，而且兩組之閱有顯著的差異 (P<O.OOl) 。因此高

濃度的 NaN02 (0.3%) 對 AAF 之致癌有減輕之作用

ü 
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三.酵素分析的變化

1 . BUN: 是肝織新陳代謝的產物，當肝細胞有病變時或

膽管發生阻塞時， BUN 時常會逆流進入血液中，而導

致黃疫的發生，造成檢驗數值的增高。但是在本實驗

中，在各組之悶沒有顯著差異的存在 G

2 . CRE: 用於顯示腎臟腎綠球的過濾速度，可以檢定腎
臟的功能 O 但是在本實驗中，在各組之問沒有顯著差

異的存在 O

3. AST: 亦即 GOT ，和 ALT 間為測量肝細胞受損的指

標 (5巷， 55) 。不過， AST 除了存在於肝臟中之外，也

存在於腦部、心臟及血管等器官或細胞; 因此， AST 
的數值偏高峙，表示這些部位有可能發生病變。但是

在本實驗中，在各組之問沒有顯著差異的存在 O

4 . AL T : 亦即 GPT ，它主要存在於肝細胞中，當肝職受

到傷害時， ALT 就會釋放到血液中 O 在本實驗中，

AAF 組和對照總有額著差異 (P<O.OOl) ，顯示在肝細

胞癌形成峙， 對於周圍正常肝細胞的壓迫， 而過成

ALT 數(寰的上升。在添加 Nal的2及 AAF 之組其 ALT

垃單獨立AF 處理組有顯著上升 (P<O.05)o

5. GGT: 是一種肝、膽分泌的酵素，可做為診斷肝細胞

癌早期病變的指標、 (56-58) ，在肝細胞變性或有損傷

峙，這種酵素也會上升 (59 , 60)0 而在本實驗中，

AAF 組和對照總有顯著差異 (P<O.OOl) ，顯示在肝細

胞癌形成時， 對於周闊正常肝細胞的損傷， 而 j造成

GGT 數值的上升 O
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四.組織病理學之探討

對照紹和 NaN02 組的肝臟皆呈正常的外觀，而

且在鏡下也顯示正常之肝小菜的構造。而 Mereto 等

(61 )在最近的研究報告中指出，單獨給予 NaN02 時

，老鼠的肝臟在使用組繳生化標記 GGT , ATPase 和

G6Pase 的樂色下，可見病姓 (foci) 的出現;可能

因為本實驗所使用的劑最較低的緣故，所以沒有病仕

的發生 O

AAF 組、 AAF+NaNOz (0.2%) 組和 AAF+NaNOz
(0.3% )組的大白鼠都含有病虹、新生性結節和肝細

胞癌的病變 o Teebor 和 Becker (62) 利用 2 月 AAF

來誘導老鼠肝臟產生病址和新生性結節;而新生性結

節是肝細胞癌的早期病變 (峙，的， 6是) ，因此這三經

有肝細胞癌的肝臉都全部合併有新生性結節。組成新

生性結節的肝細胞，三組之中以稽酸性細胞最多，其

次是亮細胞，而睹鹼性細胞最少，和 Peraino 等
(65 , 66) 的報告相同 O 而 Bannasch (63) 和

日 i 11 a ms 等 (67) 則指出，當新生性結節欲形成肝細

胞癌之前，其肝細胞之組成自睹酸性細胞和亮細跑逐

漸減少，而自喜鹼性細砲則建漸增加，而本實驗之中，

這三組所見的病變其組織形態分化也是如此。但是，

AAF 在加了 NaN02 之後，低濃度的 NaN02 (0.2%) 
有促進 AAF之致癌作用;其肝癌形成之後肝臟蠶蠱的

平均值最高()然而高濃度的 Nat的 2 (0.3%) 則有減

輕 AAF 之致癌作用;其肝癌形成之後肝臟重量的平

民
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均值卻(民於 AAF組 O 誠如林教授最近的一篇報告指出

，老鼠的寫並不像人類，並非是處在酷性的狀態;因

此，採舟餵食的方式， DMA (dimethylamine) 能否高

度的發生亞硝化作用仍是未知的 (68) 0 所以很顯然

的，在餵食 0.19% DMA 和 0.3% NaN02 之後，並

不能在肝臟組織中!叢生足以誘發肝細胞癌之 NDMA 

(nitrosodimethylamine) 的濃度 O 、也許. AAF 和
D峭的情形也是相悶，在大白鼠的筒中並不能高度的

發生亞硝化作用;但是，因為 AAF 本身就有致癌生

成之作用，所以在加了不同濃度的 NaNO立之後，仍

有肝細胞癌之生成。另外一個可能原因是誘發肝癌時

間太長 2 在末期所見的結果已是沒有差別的肝癌現象

，若能提早在早期觀察肝癌化現象(如用 γ- GT 
foci 等) ，或許能看出 NaN02+AAF 組與 AAF 單獨處

玉皇組之差別 O 只是， 我們無法了解， 不同濃度的

NaN02 會造成不闊的結果，是否高濃度的 NaNOz 和

AAF 有括抗作用，而被少肝癌形成的數目及大小，至

於是否如此，則有待深入的研究 G
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Table 1. Data on sister chromatid exchanges induced by NaN02 and AAF 
with or without NaNOz in peripheral lymphocytes of rats . 

SCEs / cell (Mean 土 S.D. ) b 

Treatment a 

third month fourth month fifth month 

Control 8.97 土 3.74 8.37 土 3.87 9.23 土 3.23 

NaNOz (0.3% 8.80 土 3. 是 9 8.80 土 3.25 9.53 土 3.50 

AAF (0.02% ) 12.40 土 4.08 得 13.40 土 5.01 位 13.33 土 4.11 你

AAF + NaN02 (0.2% 12.40 土 5.01 米 10.G3 士 2.87*# 13.90 士 3.55 比

AAF + NaN02 (O.3% ) 11 .97 土 是， 57 們 11.10 土 4.58 汗，# 1 是 .37 士 4.84'" 

sixth month 

9.33 土 3.21 

8.53 土 3.27 

14.87 土 5.69" 

1 是 .23 土 5.22 司

1 是 .53 土 5.0 是*

a. In these experiment , cOJltrol rats were on synthetic basal diet while experimental rats received 
the AAF with or without NaNO 之 in the diet for 6 months. 

b. Mean 土 S.D. of six animals (30 cells / animals) 
*. P < 0.05 compared with control group. 
#. P < 0.05 compared with AAF treated group. 



Table 2. Effect of NaNOz on relative liver weigh1二) body weight and mortality in AAF-t 工、 eated rats. 

Treatment a Rela t. ive liver wt. b % of body wt. change c ~1ortal i ty 

Control 2.65 土 0.06ι1 270 土 17 0/6 

NaN02 (' 0.3% 2.29 土 0.07 得 178 土 。/ 6 

AAF (0.02% ) 10.58 土 0.68 '. 1:36 土 36 、 ηs 在/ 6 

AAF + NaN02 (0.2% 17.9 Ci土 3. 是[) # 1 生 2 土 2 巳 2/6 
扒J

AAF + NaN02 
α2 

(0.3% ) 6.08 土 O. 生 7 n # 173 土 18 0/6 

a. In these experiment , control rats were on synthetic basal diet while experimental rats received 
the AAF with or without NaN02 in the diet for G months. 

上J. Relative liver wt. = (liver wt./body wt.) x 100% 
c. % of body wt. change = [(final wt. - initial wt.) / initial wt. ] x 100% 
d. Nean 土 SD see mortality for n value. 
詩 P < 0.001 compared with control group. 
#. P < 0.05 , ## P < 0.001 compared with AAF treated group. 



Table 3. Effect of NaN02 on the level of serum BVN and CRE in AAF-treate(一l r ,êl ts. 

Treé\tment a BUN(mg/d工) CRE(mg/dl) 

Control 21 . .)土 O. C /) 0. C;.:3 十 0 ， 0 主

叭iaNO 2 (0.3% 18.7 土 O. C; O.ö7 土 0.02 

AAF (0.02% 25.5 土 ,) • J O.G5 土 0.05 

卜J '\AF + NaNO 2 (0.2% ) 40.8 土 ~.9 1 . 10 土 0. -:1之

丸。

AAF + NaN02 (0.3% ) 22. 在土 0.9 0.63 土 O.Ot 

a. See legend to Table 2. 
b. ~1(引\n 土 SD See mortιlJit;;: of TabJ 佇立 f CJ l' [1 \ a J u. e . 



Table 生. Effect of NaN02 on th仿 hepatic function mar、kers in AAF-treated rats. 

Tl' eatment a AST (IU/L) ALT (工 U!L) GGT (IU/L) 

Control :3 15 土 ~i 2 76 土 5 b 0.5 土 0.2 

NaN02 (0.3% 238 土 24 64 土
『

0.8 土 0.4 I 

AAF (0.02% ) 28在+ 34 229 土 74'" lG 生 .0 土 55.0" 

AAF + NaN02 (0.2% 86吾土 是 88 288 土 150 37 ë,. 0 士 1 是1. 0

w AAF + NaN02 (0.3% ) 3 是 8 土 56 140 土 23" 55.9 土 15.3 誰有

o 

a. See legend to Table 2. 
b. ~jean 土 SD See mortality of Table 2. for n value. 
不. P < 0.001 compared with control group. 
#. P < 0.05 , ## P < 0.01 compared with AAF treated group. 



Table 5. Main patholog 工 cal changes in the liver of rats . 

Pathological Changes 
Treatment a 

Foci Neoplastic Nodule HCC Cholangiofibrosis 

Control 0/6 0/6 。/ G 。/巳

NaN02 (0.3% 0/6 。/ G 。 /G 。/ (ì 

w 
•..1 AAF (0.02% (; / G C / 6 6 / fí 6 / (ì 

AAF + NaN02 (0.2% ) 6/6 6/6 5 / 5 b 6/6 

AAF + NaN02 (0.3% ) 6/6 6/6 5/6 (; / 6 

a. See legend to Table 2. 
b. One rat died in the thir、 d month , no evidence cf HCC i3 found. 
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市區

Fig. 7 Gross appearé主nce of multinodular liver cell 
carcinoma with focal necrosis. Rat was fed AAF+ 
NaN02 (0.2%). 

Fig. 8 Eosinophilic foci consists predominantly of 
eosinophilic cells in a trabecular pattern. Rat was 
fed AAF+NaNO 2 (0.2%). Hi間， X200. 
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可當

Fig. 9 Mixed cell foci composed of clear cells (•) 
and eosinophilic cells (~ ) with crowded arrangement. 
Rat was fed AAF+NaN02 (0.2%). f自己E ， XI00. 

Fig. 10 Well differentiated hepatocellular carcinoma 
made up of basophilic cells arranged in a trabecular 
pattern. Rat was fed AAF. H&E , XI00. 
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Fig. 12 Moderate工 y differentiated hepatocellular 
carcinoma. B于sophilic tumor cells with pleomorphj 
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Fig. 13 Poorly differentiated hepatocellular 
carcinoma consists of numerous bizarre tumor 
giant cells . Rat was fed AAF. H&E , X200. 

F~g. 14 Cholangiofibrosis was characterized by 
marlζed proliferation of bile ducts within a 
fibrous stroma. Rat was fed AAF+NaNOz (0.2%). 
H&耳， X100. 
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海

Fig. 15 Well differentiated squamous cell 
carcinoma is foundin the left buccal mucosa of 
a rat. Rat was fed AAF. H&E , X100. 

Fig. 16 Metastatic hepatocellular carcinoma 
with glandular formation in the lymphatic of 
omentum. Ra七 was fed AAF+NaN02 (0.2%). H&E , X100. 
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