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可乐果提取物对远端胃肠道正常发育的影响

奥霍·博拉吉·奥拉迪波*

伊洛林大学教学医院常识科 尼日利亚 夸拉州

摘 要：肛门直肠的正常和异常发育仍 有争 议，肛门直肠发育异常的病因知之 甚少。 咖啡因是一 种血管收缩剂，与 肛门
直肠发育异常有关，是可乐 果（Cola nitida）的主 要成分。 尼日利亚 的孕妇大量食用可乐 果来控制呕吐。 我们 研究了 口
服可乐 果提取物（AECON）对 Wistar 大鼠远端胃肠道胎儿生长和发育的致畸作 用。 12 只怀孕的 Wistar 大鼠用于 本
研究，并分为 对照组，接受蒸馏水，实验组 E1、E2 和 E3 分别接受 200mg/kg、400mg/kg、600mg/kg AECON，整个
期间口服怀孕。 对恢复的幼崽进行大体和显微镜检查，以 观察不 同组的各种外部和内部先天性畸形。 使用单因素
ANOVA 分析记录的数据，然后进行 Dunnette 测试。 在（p<0.05）时值被认为 具有统计学意义 。 随着实验组中 AECON
剂量的增加，窝的数量逐渐减少。 此外，与 对照组相比，实验组幼崽的体重有所减轻。 所有组中 的幼犬都没有肛门直
肠畸形或其他 相关的先天性异常。 施用提取物后，组织病理学和生化变化很明显。 根据研究结果，妊娠期口服 AECON
对大鼠没有致畸作 用，但对胎儿发育有不 良影响，也 会影响肝损伤的生物标志物。 因此，不 能保证提取物在怀孕期间
的安全性。
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Abstract: Normal and abnormal development of anorectum is still up for debate and the etiology of abnormal development of
anorectum is poorly understood. Caffeine is a vasoconstrictor that has been implicated in abnormal anorectal development and is a
major constituent of Kola nut (Cola nitida). Kola nut is consumed heavily by pregnant women in Nigeria to control vomiting. We
examined the teratogenic effects of oral administration of the aqueous extract of Cola nitida (AECON) on fetal growth and
development of distal gastrointestinal tract in Wistar rats. Twelve pregnant Wistar rats were used for this study and were divided into
the Control group that received distilled water and experimental groups E1, E2 and E3 that received 200mg/kg, 400mg/kg, 600mg/kg
of AECON respectively and orally throughout the period of pregnancy. Gross and microscopic examinations of the pups recovered
were conducted to observe the various external and internal congenital malformations in the different groups. Recorded data were
analysed using one-way ANOVA followed by Dunnette test. Values were considered statistically significant at p<0.05. There was a
progressive reduction in the number of litters with increasing dosage of AECON in the experimental groups. Also, the weight of the
pups in the experimental groups were reduced in comparison with the control group. None of the pups in all the groups had anorectal
malformations or other associated congenital anomalies. Histopathological and biochemical changes were evident following
administration of the extract. Based on the result of the study, oral administration of AECON during pregnancy does not have
teratogenic effect on the rats but has adverse effects on fetal development and also affected biomarkers of liver damage. Therefore, the
safety of the extract during pregnancy cannot be assured.
Keywords: Anorectal malformations; Birth weight; Cola nitida; Fetal development; Teratogenic effect; Hepatotoxicity

1 简介

后肠的正常和异常发育仍 在争 论中（Kluth等，2011）。
尽管付 出了 很多努力，人 类众多先天性异常的胚胎学和病
理学仍 然是一 个 猜测问题，因为 以 下 原因：缺乏 研究材料
（正常和异常胚胎），胚胎发育研究涉及的各种技术问题，
关于 正常和异常人 类胚胎学的误解和/或过时理论（Kluth，
2010）。 肛门直肠发育异常的病因是多因素的，其中 遗传

（Kong和 Singh，2008）和环境因素被认为 是主 要原因
（Yuan，2005）。 这方面的证据仍 然很少，因为 大多数
潜在的风险因素很少被报道（夏洛特，2010年）。 已报
道的导致肛门直肠发育异常的环境因素、药物和化学致畸
剂包括：实验动物体内的乙 烯硫脲、阿霉素和咖啡因
（Adebayo，2012）。 Colanitida（Kolanut）是一 种常绿乔
木的种子荚，属于 非洲原产 的梧桐科（Cocoa）（Blade，
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000）。 咖啡因是可乐 果的主 要成分，主 要负责其生理活
动（Umoren等，009）。 近年来，人 们 对可能致畸的问题
提出了 担忧。

受孕前和妊娠早期食用可乐 果影响已被认为 是自然
流产（Oyedeji，2012）和延迟受孕（Agbai和 Ugwu，012）
的危险因素。

2 研究目标

本研究的目的是调查母体在妊娠早期食用可乐 是否
对Wistar大鼠胚胎肛门直肠的发育过程有致畸作 用，调
查可被可乐 果提取物诱导的任 何其他 相关异常，以 及研究
可乐 果提取物的植物化学特征。

3 研究问题

该研究旨在寻找以 下 问题的答案：
a）孕妇在怀孕期间食用可乐 果是否对妊娠过程有致

畸作 用？
Wistar大鼠肛门直肠发育？
b）口服可乐 果提取物是否会导致显着的组织形态学

变化或
wistar大鼠胎儿肛门直肠的变化？
c）可乐 果各种成分是什 么 ？
4 文献综述

研究人 员提出了 几种解释肛门直肠畸形的理论，七 周
半后肛门膜的持续存在可以 解释肛门闭锁和肛门狭窄。
（Larsen，2001）。 肛门直肠畸形也 可能由于 后肠和尾沟
之 间的泄殖腔板缺陷而发展（Ikebukuro和 Ohkawa，1994）。

尾沟缺失和泄殖腔背侧膜发育不 良、泄殖腔构型和尿
直肠隔膜也 可能是形成肛门直肠畸形的原因（Bai 等，
2004）。隔膜发育不 良也 可能导致先天性缺陷，其中 尿道、
阴道和直肠融合形成一 个 以 单个 孔口打开的共同通道
（Pena和 Kessler，1998）。 泄殖腔膜的畸形也 可能构成
先天性肛门直肠畸形的基础（VanderPutte，1986）。 尽管
所有这些 试图解释 ARM，但没有普遍接受的理论来解释
肛门直肠胚胎学和产 生 ARM的异常发育。 因此，后肠仍
然是胃肠病学争 议的根源（Bai等，2004）。 在所有 ARM
中 ，肛门闭锁是肛门直肠异常最明显的表现，它在出生期
间或出生后不 久 就被发现。致畸暴露的表征涉及特定试剂、
试剂剂量、胎龄（关键期）和其他 因素，如遗传易感性
（Friedmann等，2002）。 最近已经部署了 许多动物模型
来研究 ARM的背景。 在这些 模型中 ，使用了 以 下 代 理：

a）阿霉素（Thompson等，1978）
b）依维 A酸、反式维甲酸（Sasaki，2004）和乙 烯

硫脲 ETU（Maurício，2007）等物质。
c）维生素 A缺乏 症（Huang等人 ，2011）
d）使用最多的药物是维生素 A衍生物和 ETU
利用大鼠可以 研究更大的胎儿，这是一 个 优势（Kluth，

2010）。 Quiet，al，（2002）研究了 ETU在诱发肛门直
肠异常方面的潜力。 获得的数据表明，诱发肛门直肠异常

的理想
剂量是 125mg/kg。 最常见的异常是男性的直肠尿道

瘘和女性的直肠肛瘘（Kluth，2010）。ETU可能会扰乱 “声
波刺猬”信号分子的作 用机制。 Thompson等人 ，（1978）
使用阿霉素在大鼠胎儿中 以 高百分比诱导各种异常。

观察到食管闭锁伴气管食管瘘和 ARM等。 一 些 研究
人 员研究了 环境危害，发现 ARM 与 母亲 饮酒（Yuan等
人 ，1995）、烟草烟雾和咖啡因（Miller等人 ，2009）、
苯二 氮卓类药

物劳拉西泮 Bonnot等人 之 间存在关联。 Al，2001，
父亲 暴露于 职业 危害（Stollel.al，1997）和叶酸补充剂
（Myerset，al，2001）。 除了 这些 因素之 外，体外受精后
的风险也 增加了 （Reefhuis等人 ，2008）。 然而，强有力
的证据仍 然很少，因为 大多数潜在的风险因素仅 在一 项研
究中 发现。椰子是一 种在社会生活和宗教习 俗中 特别重要
的水果西非热带地区的人 （Adebayo等人 ，2001）。 它因
其可感知的药用属性而受到高度重视，这使其成为 一 种非
常需要的产 品（Adebisi，2004）。 Colanitida提供多种健
康益处，例如：咀嚼兴奋剂本研究的目的是调查母体在妊
娠早期食用可乐 是否对Wistar大鼠胚胎肛门直肠的发育
过程有致畸作 用，调查可被可乐 果提取物诱导的任 何其他
相关异常，以 及研究可乐 果提取物的植物化学特征。研究
人 员提出了 几种解释肛门直肠畸形的理论，七 周半后肛门
膜的持续存在可以 解释肛门闭锁和肛门狭窄。 （拉森，
2001）。 肛门直肠畸形也 可能由于 后肠和尾沟之 间的泄殖
腔板缺陷而发展（Ikebukuro和 Ohkawa，1994）。（Ibikunle
和 Ogbadoyi，2011），它是一 种支气管扩张剂，可用于
治疗百日咳和哮喘（Esimone 等人 ，2007）。 Colanitida
已被用于 消除饥饿和口渴，还用于 控制女性妊娠前三 个 月
的呕吐（Adisa等，2010）。 其他 治疗效果包括控制滴虫
病、治疗孕吐、偏头痛和消化不 良（Oluyole等人 ，2001）。
它也 可以 直接涂抹在皮肤上 以 治疗伤口和炎症（Ibu等，
1986），并用于 清洁牙齿和牙龈（Oluyole等，2001）。
可乐 果的其他 用途包括生产 饮料、调味材料、生物碱、咖
啡因、泻药、心脏兴奋剂和镇静剂 E3组：大鼠在整个 妊
娠期间接受 600mg/kg 可乐 果的提取物将两 只成年雄性
Wistar大鼠与 三 只成年雌性Wistar大鼠分组在一 起，该分
组维持两 个 发情周期已过去。使用阴道灌洗和显微镜检查
精子的存在来测试大鼠的妊娠情况。这一 天被认为 是妊娠
的第 0天（D0）。 （莫顿，1992）。 可乐 果的副作 用包
括由于 其咖啡因和单宁含量而加重消化性溃疡症状
（Alaribe等人 ，2003），它具有致癌性（Chukwu等人 ，
2006），可以 模仿 疟疾样症状（Benie和 Theulant，2003）
并可能导致心律失常和心力衰竭（Adisaet，al，2010）。
可乐 nitida对生殖系统包括对雌性大鼠的抗生育作 用，但
已证明对精液质量没有影响（Infante-Rivard，1993）。 可
乐 果含有大量咖啡因和苏溴胺，因此被用作 兴奋剂
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（Jaiyeola，2001）。 众所周知，称为 茶碱和咖啡因的物
质有助于 放松肌肉并扩大患有哮喘和支气管炎的人 的细
支气管，因此可乐 果通常用于 治疗百日咳和哮喘（Blades，
2000）可乐 果可以 消除饥饿和口渴；控制孕妇呕吐
（Chukwu等，2006）。 传统上 ，这些 坚果被作 为 咀嚼物
质咀嚼，以 刺激唾液的流动（Leakey，2001）。 可乐 豆壳
已被用于 生产 家禽饲料、蜗牛饲料（KOLA-T）。 10%至
15%的可乐 豆壳可降低饲料成本，同时不 会牺牲鸡只的生
产 性能（Olubamiwa等人 ，2002年）。 可乐 果的提取物
在食品工业 中 用作 天然调味剂（Burdock，1997）。 该提
取物还可用作 治疗精神和身体疲劳的天然草药制剂
（Blumenthal，1998）。 可乐 果本身也 出口到世 界各地进
行提取，并用于 制造基于 甲基黄嘌呤的药物（Blumenthal，
2000年）。
咖啡因含量的报告可能在 1.5%到 3.8%之 间变化，具体取
决于 坚果的品种和处理方式。 处理方法包括新鲜（生）坚
果、腌制坚果（6 个 月）、晒干坚果（晒干 40天）和碾
碎和储存的坚果（碾碎和储存 12 个 月的晒干坚果）
（Atawodi等人 ，2007）。 在欧洲，Kolanuts曾被用于 治
疗偏头痛、神经痛、恶心和腹泻（Ratsch，1998）。 如今 ，
可乐 制剂也 用于 治疗身心疲惫（Russel，1995）。 可乐 果
用于 制造可口可乐 和百事 可乐 等饮料（Javies，2002年）。
一 些 先天性综合征与 影响肛门和直肠发育的畸形有关，包
括 VACTERL综合征，它代 表一 种非随机的脊椎、肛门直
肠、心脏、气管-食管、肾脏和肢体异常包括另一 组重要
的肛门直肠畸形患者（Jensen，1998）。

5 材料与方法

5.1植物材料
第 1组（对照）：大鼠口服蒸馏水 21天 ColaNitida

的种子是从 尼日利亚 伊 巴丹 Bodija的一 个 市场采购的，
并由 F.尼日利亚 伊 巴丹 杰里科的尼日利亚 林业 研究所
（FRIN）的植物标本室的 Akinwumi，在那里存放了 凭证
标本。种子的植物化学筛选在尼日利亚 伊 巴丹 伊 巴丹 大学
生药学系进行。

5.2水提取物的制备
这些 水果被切成小块，在室内空气中 晾干。干燥后的

样品被研磨成粉末，储存在塑料袋中 ，并放置在室温下 ，
直到它们 准备使用。 用 5升蒸馏水浸渍 1000g的种子粉
24 小时后，再煮沸 15 分钟，冷却后过滤。 提取液在
40~450℃28温度下 蒸干。

5.3动物材料
十二 只成年雌性大鼠用于 研究。动物购自伊 巴丹 大学

的公共中 央动物房。在伊 巴丹 大学伦理委员会批准使用动
物进行实验后，它们 被安置在通风良好的笼子中 ，并允许
自由采食和饮水将大鼠分为 四组，每组三 只动物如下 ：

第 1组（对照）：大鼠口服蒸馏水 21天
E1 组：大鼠在整个 妊娠期间口服 200mg/kg 的

Colanitida水提取物。
E2 组：大鼠在整个 妊娠期间接受 400mg/kg 的

Colanitida水提取物
E3组：大鼠在整个 妊娠期间接受 600mg/kg可乐 果提

取物
将两 只成年雄性Wistar大鼠与 三 只成年雌性Wistar

大鼠分组在一 起，该分组维持两 个 发情周期已过去。使用
阴道灌洗和显微镜检查精子的存在来测试大鼠的妊娠情
况。 这一 天被认为 是妊娠的第 0天（D0）。

允许所有大鼠在分娩前将妊娠进行到足月，对产 生的
母鼠进行称重并进行身体检查，看是否存在肛门直肠畸形
和其他 可观察到的相关异常。用颈脱位法处死母鼠，剖开
肛门直肠，用 10%的生理盐水固定，进行组织学分析。

5.4分析和测试
对幼崽进行了 以 下 分析和测试：
植物化学研究‒对可乐 种子的水提取物进行植物化学

分析，以 了 解蒽醌、萜类化合物、黄酮类化合物、皂苷、
单宁、生物碱、强心苷和咖啡因。

体格检查‒使用数字称重秤（AmericanweightScale-
Gem-20）对幼崽进行称重，并检查它们 以 观察肛门直肠
异常的存在，以 及实验组中 其他 相关异常，如尾巴发育不
全和肢体缺陷。

幼犬的血液学和血清生化参数将每组 5只幼犬的血
样收集到经乙 二 胺四乙 酸（EDTA）酸处理的样品瓶中 ，
用于 使用标准程序测定血清丙 氨酸氨基转移酶（ALT）、
天冬氨酸氨基转移酶（AST）和碱性磷酸酶（ALP）。 使
用肝素化毛细管从 幼崽的眼后神经丛 获得血液学参数的
血液。血清化学在伊 巴丹 大学兽医病理学实验室进行。 从
每组中 处死五 只幼崽并收获它们 的肝脏用于 用 H＆E 染
色进行组织学分析。使用对照作 为 参考比较不 同组的变化。

组织学，肛门、肝脏和远端胃肠道用 10%福尔马林
固定，石蜡包埋并使用自动切片机在 5µ处切片。 制备组
织切片的载玻片并用苏木精和伊 红染色。

5.5统计分析
所有值均表示为 平均值±平均值的标准误差（SEM）。

使用单因素方差分析和Dunnette检验分析数据。在 p<0.05
时值被认为 具有统计学意义 。 所有数据均使用 Graph Pad
Prism软件 5.00版进行处理。

6 结果

6.1动物
植物化学研究‒对可乐 种子的水提取物进行植物化学

分析，以 了 解蒽醌、萜类化合物、黄酮类化合物、皂苷、
单宁、生物碱、强心苷和咖啡因。

大体形态：对照组和实验组共产 仔 101只，对照组平
均产 仔 数为 11.0±0.58，实验组 E1 为 9.33±0.88，E2组为
8.33±0.33和 5.00±0.58，E3分别。 然而，与 对照组中 幼崽
的体重相比，E3组幼崽的体重显着降低（表 2）。 对照
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组和实验组的幼崽都没有肛门直肠畸形或任 何其他 相关
的先天性异常。

与 对照组的大鼠相比，还观察到实验组的幼崽体重减
轻，尤其是 E3组（600mg/kg）的幼崽（图 1）。 对照和
治疗母鼠的幼崽在行为 或临 床症状方面没有显着变化。

表 1 Colanitida水提物的植物化学成分

6.2物理观察

图 a.第一 组（控制） 图 b.第二 组（200mg/kg）

图 c.第三 组（400mg/kg） 图 d.第四组（600mg/kg）

组图 1 a、b、c、d：Colanitida对动物的影响（体检）
表 2 Colanitida水提物对幼犬血液学和血清生化参数的影

响

（*：显着：p<0.05）。 所有数据表示为 平均值±平均值的
标准误差（SEM）

组织学评估，组图 2示。

图 A.控制 H&Ex100 图 B.控制 H&Ex400
肝脏的正常结构肝细胞的正常外观，组图 3示。

图 C.200mg/kg H&E x100 图 D.400mg/kg H&Ex100
组图 3 肝脏显微照片显示了 可乐 果提取物的作 用。
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图 E.600mg/kgH&Ex100 图 F.600mg/kgH&Ex400
组图 3显示 Colanitida水提取物效果的肝脏显微照片：

E.600mg/kgH&Ex100F.600mg/kgH&Ex400
炎症细胞（IC）

门静脉炎症（PPI）
血管充血（VC）
门静脉（PV）
中 央静脉（CV）
7 讨论

Colanitida种子提取物会导致重要器官的损害，例如
垫料重量的减少。观察到向雌性怀孕大鼠口服高剂量可乐
可导致每只大鼠的窝数逐渐减少。每只大鼠的幼崽数量减
少可能是由于 提取物在卵子发生过程中 对卵子产 生的影
响（Agbia和 Ugwu，2012）。 Ajarem和 Ahmad（1994）
早先报道了 酶联免疫吸附试验（ELISA）方法显示，剂量
浓度为 6mg/kg 和 10mg/kg的 Colanitida水提物可导致血
清促卵泡激素水平显着降低。 FSH）；尽管在所有剂量浓
度下 血清黄体生成素（LH）水平均显着降低。 因此，这
可能会改变动物的发情周期（Sanin 等，2001）。 仅 在
100mg/kg体重的剂量浓度下 ，卵巢和子宫的重量也 有统
计学意义 。 因此，表明水性可乐 果抗生育和抗促性腺激素
作 用。

在怀孕期间向雌性怀孕大鼠施用可乐 nitida可显着
降低幼鼠的体重，尤其是在接受 600mg/kg的怀孕大鼠的
幼鼠中 。这些 变化可能归因于 从 母体到胎儿的营养供应不
足。胎儿营养和宫内生长受限与 功能性胎盘（Metzenbauer，
2002）、胎盘大小、体积和重量减少（Ayoola等，2008）
有很大关系。妊娠期间胎盘重量的增加已被证实会引发相
应的胎儿体重增加（Ajarem，1990），而母体甲状腺素水
平的增加也 已被证明可刺激胎盘生长（Spencer 和
Robinson，1993）。 因此，所有用 Colanitida提取物处理
的大鼠的垫料重量减少可能是由于 T3水平降低导致胎盘
重量减少的结果。窝重量的减少也 可能是由于 胎盘血管的
一 般血管收缩导致怀孕期间子宫胎盘血流量减少。咖啡因
是一 种已知的血管收缩剂，也 是可乐 果的主 要成分。孕鼠
幼 仔 分别给 予 200mg/kg、 400mg/kg 和 600mg/kg，
Colanitida水提物，无肛门直肠畸形、尾部发育不 全或短
尾，无单侧肾发育不 全、肾发育不 全等泌尿系统结构改变，
马 -在肉眼检查外部和内部畸形后的鞋肾。 这表明

Colanitida可能会干扰怀孕期间的胎儿生长，因为 它含有
一 种有效的血管收缩剂，在给药剂量下 对动物没有致畸作
用。 血液学研究表明，提取物导致⽩细胞显着增加，这可
能是由于 身体增强了 胎儿的免疫力，证实了 提取物的免疫
刺激作 用。 该提取物还引起 400mg/kg，600mg/kg组的血
小板值显着增加。提取物增加了 单核细胞水平，这可能表
明血液的吞噬功能增强。 此外，提取物增加了 嗜酸性粒细
胞水平，这可能表明抗过敏和抗寄生虫感染反应。 实验大
鼠的幼崽表现出 ALT活性降低，这可能是由于 肝脏损伤
和损伤导致肝细胞无法合成酶。 该提取物还导致 AST活
性的非显着增加，这可归因于 肝脏和心脏的损伤。 肝脏组
织学显示血管充血伴间质水肿、局部炎症和门静脉周围炎
症。在所有实验组中 ，肝窦也 有增宽，提示门静脉高压症。
该结果证明了 提取物的胚胎毒性。

8 结论

妊娠早期食用可乐 可引起显着的抗生育作 用和大鼠
幼仔 的宫内生长受限，这表明它可能具有胚胎毒性作 用并
导致大鼠不 育。 然而，由于 西非人 类过度食用可乐 种子，
其致畸作 用可以 进一 步研究。
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