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人结肠癌细胞系裸小鼠淋巴结转移的观察
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+ + 摘+ 要：目的+ 建立人结肠癌细胞系裸小鼠爪垫淋巴道转移动物模型，并评价卡培他滨抗癌药物效果。方法+ 裸小
鼠爪垫皮下注射人结肠癌 ,-.#!!) 细胞，在 ! / ) 周及 ’ 周取材，进行 ,0染色及 -01免疫组化检测，观察种植瘤的成瘤
率、生长情况、淋巴结转移规律，并口服卡陪他滨抗癌药物观察其疗效。结果+ 种植 ! 周后成瘤率 !""2。肿瘤在 * / % 周
成指数生长。* 周时见第一级窝月国腹股沟淋巴结转移（& 3 $），到 ) 周时 !""2转移，其中腹股沟淋巴结转移阳性率 ()4 52
（!" 3 !*）；$ 周时见第二级髂血管旁淋巴结转移（! 3 $）；到 ’ 周时见第三级肾门淋巴结转移（! 3 $），髂血管旁淋巴结转移
（* 3 $），但均未见肝肺远处转移。淋巴结转移发生在肿瘤指数生长之前，,0染色及 -01免疫组化染色证实淋巴结有弥漫
性癌细胞转移浸润。口服化疗药物卡培他滨能有效抑制肿瘤生长及淋巴结转移。结论+ 成功建立了人结肠癌裸小鼠爪
垫淋巴道转移模型。此模型快速简便、转移集中、转移率高，且应用此模型能够评价抗癌药物卡培他滨抗癌疗效。
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第 !" 期# 涂经楷，等$人结肠癌细胞系裸小鼠淋巴结转移的观察#

# # 淋巴道转移是人结直肠癌最常见的转移途径和方
式，且淋巴结转移灶可以成为进一步血道转移的桥头

堡［!］。在当前的治疗研究中，不单是针对手术治疗，

也包括化疗预防结直肠癌，为了能够进一步研究结直

肠癌转移机制、药物干预等抗转移治疗，适合的动物模

型是必须的，然而目前尚缺乏人结直肠癌单纯性淋巴

道转移有效的实验模型。卡培他滨是一种在结直肠肿

瘤生长初期和淋巴结转移临床化疗中大量使用的药

物。本研究采用人结肠癌细胞系接种于裸小鼠爪垫皮

下建立单纯性淋巴道转移模型，探讨淋巴结转移规律，

并初步评价了卡培他滨抗癌药物抑制肿瘤生长和淋巴

结转移的效果。旨在为人结直肠癌淋巴道转移机制研

究、寻找新的治疗方案以及药物干预等抗转移治疗提

供理想的动物模型。

!" 材料与方法

!$ !# 材料
!$ !$ !# 肿瘤细胞 # # 人结肠癌细胞株 %&’(!!)，为低分化腺
癌。由重庆医科大学附一院外科实验室提供。

!$ !$ *# 实验动物# # +,-+ . / 01 . 01裸小鼠 2! 只，由重庆医科
大学实验动物中心提供（动物合格证：3&45*66"(666!）雄性，
鼠龄 7 8 ) 周，体质量 !9 :左右。
!$ !$ ;# 化疗药物# # 卡培他滨（希罗达）2<(脱氧(2(氟(=［（戊
氧基）羟基］>胞（嘧啶核）苷（瑞士罗氏制药）。

!$ *# 方法
!$ *$ !# 人结肠癌细胞株 %&’(!!) 细胞的复苏与培养# # 将冻
存的人结肠癌 %&’(!!) 细胞株（本实验室提供）从液氮罐中取
出后，迅速放入 ;" ?温水中复苏，并加入含 !6@新生小牛血清
的 ABCD!)76 细胞培养液进行培养，台盼蓝染色进行活细胞计
数，活细胞数大于 E2@用于裸小鼠爪垫注射建模。
!$ *$ *# 人结肠癌淋巴道转移裸小鼠移植模型的建立 # # 将
%&’(!!) 对数生长期的细胞制成浓度为 ! F !69个 . GH的细胞悬
液，实验动物以 !@氯胺酮 6$ ; GH .只腹腔麻醉，2 GI0后消毒裸
鼠右后肢爪垫皮肤，将 6$ 67 GH（7 F !6)个）的 %&’(!!) 细胞悬
液用 * 号针头缓慢注射于裸鼠右后肢爪垫皮下接种。
!$ *$ ;# 观察项目
!$ *$ ;$ !# 肿瘤生长及淋巴道转移情况# # 定期观察爪垫肿瘤
生长情况，全身状况，以及月国窝、腹股沟，腹腔等处淋巴结肿大

转移情况。每周测量种植瘤块长短直径，肿瘤体积（GG;）J ! .
* F长 F（宽）*，此目的在于研究肿瘤生长和淋巴结转移间的关
系。前期实验用 ;2 只裸鼠同时接种肿瘤细胞，每 2 只鼠在 ! 8
) 周不同时间分批处死取材，余下 2 只观察至 9 周处死。完整
解剖检查足垫淋巴引流各站淋巴结以及肝、肺等远处脏器转移

情况。收集种植瘤块，月国窝、腹股沟、髂血管旁、肾门淋巴结以

及肝、肺等组织，放置在 !6@福尔马林中固定，室温保持 *7 K
后石蜡包埋，切片 %L染色行组织学检查。

!$ *$ ;$ *# 爪垫瘤块、转移淋巴结组织免疫组化检测人 &L,#
# 试剂购于中杉生物公司的浓缩型兔抗人 &L, 多克隆抗体及
3(C(E66! 试剂盒，严格按照说明书操作。
!$ *$ ;$ ;# 动物成模标准的检测与方法 # # !肉眼观察：发现
回流路径区域淋巴结肿大；"淋巴结组织 %L 染色病检观察，
确定转移的人结肠癌细胞；#接种瘤块、淋巴结转移灶组织人
&L,检测阳性。
!$ *$ 7# 卡培他滨的抑制效果# # 在 %&’(!!) 细胞裸小鼠爪垫
模型上观察卡培他滨对肿瘤及淋巴结转移的抑制效果。

# # 实验设口服给药 9只裸鼠，于 ; 周后开始灌胃，另设 9 只接
受不含卡培他滨的水溶液的裸小鼠作为对照组。将卡培他滨溶

于 2@的阿拉伯胶糖中制成悬液，按剂量为 ;2E G:·M: >!·N >!

灌胃 * 周（! 8 2 N和 9 8 !* N）［*］。在给药完成后 E N（种植 ) 周
时）处死裸鼠取材月国窝腹股沟淋巴结。

!$ ;# 统计学分析
# # 数据以 !! O "表示，并行两独立样本 #检验。

#" 结果

*$ !# 裸小鼠接种生长情况
# # 裸小鼠爪垫接种瘤细胞 !2 GI0后苏醒，活动如常。此接种
技术无手术死亡率，术后无死亡及并发症。肿瘤细胞接种 ! 周
后肉眼见肿瘤结节生长，所有接种的肿瘤细胞在裸小鼠爪垫注

射部位全部成瘤，成瘤率 !66@（图 !）。在接种后不同时间测
量肿瘤体积大小，肿瘤体积随接种时间生长，其生长曲线见图

*。生长曲线表明肿瘤在 ; 周后成指数生长，7 周后部分瘤块开
始发黑糜烂，) 周后瘤块溃烂明显且几乎完全占据爪垫，瘤体生
长趋于缓慢。

图 !" 裸鼠接种 $ 周时肿瘤细胞生长的瘤体

*$ *# 人结肠癌淋巴结转移成模情况
# # 爪垫注射成瘤 * 周后可以在汇流的腹股沟区触及肿大的
淋巴结，约米粒大小，质地偏硬，可以活动，有黏连感。7 8 ) 周
后转移的淋巴结增大至绿豆或黄豆大小。淋巴结转移规律：!
腹股沟 -=B ：! 8 * 周未见 -=B，; 周时见转移发生，转移率
76@［测量肿瘤体积（!!* O ;*）GG;］，) 周后所有接种裸小鼠
均发生一级淋巴结转移，转移率 !66@，见图 ;,［测量肿瘤体积
（! 7)6 O ;"6）GG;，见图 *］。"髂血管旁 -=B：2 周后可见部

!2)!



分转移，! " # 周转移率 $%& " ’%&，见图 ()。!肾门 *+,：’
周前未见转移，# 周时见部分转移，转移率 $%&，见图 (-。但均
未见肝肺远处转移，并观察到淋巴结转移发生在肿瘤指数生长

之前。解剖取材肉眼观察到转移淋巴结见图 .。
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图 #" 肿瘤细胞接种后 $ % & 周各级淋巴结转移情况

图 ’" 爪垫种植 ( 周取材肉眼见转移淋巴结

$0 (1 病理组织学观察
$0 (0 21 结肠癌爪垫种植瘤形态学观察1 1 组织切片表现为未

分化癌，癌组织多呈圆形、椭圆形，核大畸形、深染，核分裂相多

见，呈弥漫性生长。癌组织排列呈团状或索状，无明显腺体结

构存在，呈浸润性生长，见图 !/。

$0 (0 $1 淋巴结的形态学观察1 1 肿瘤接种爪垫后转移淋巴结

取材作 34染色在光镜下发现：在淋巴结的髓窦区域出现转移

癌细胞形态异型性较大，呈圆形、椭圆形，核大畸形、深染，核分

裂相多见，呈弥漫性和灶性浸润。此外，在髓窦区域以外的其

他区域也有转移癌细胞浸润分布，见图 !)。

!! !"
/：爪垫皮下瘤体（34 5$%%）；)：转移淋巴结（34 5.%%）

图 )" 爪垫接种癌细胞 ( 周光镜观察

$0 .1 免疫组化分析
1 1 使用抗人 -4/抗体显示种植瘤以及转移淋巴结中肿瘤细
胞表达人 -4/蛋白，见图 ’。提示种植瘤及转移灶从人结肠癌
3-6722’ 细胞得来。

!! !"
/：裸鼠爪垫种植瘤人 -4/ 蛋白表达；)：裸鼠转移淋巴结中人

-4/蛋白表达

图 (" 肿瘤细胞接种裸鼠爪垫 ( 周取材免疫组化检测"（879 5 .%%）

$0 !1 在 3-6722’ 细胞裸小鼠爪垫模型上卡培他滨对
肿瘤及淋巴结转移产生的效果

1 1 口服给药 2 周后观察到腹股沟淋巴结扪及明显变小、变
软，$ 周后腹股沟淋巴结缩小不易扪及。在裸小鼠爪垫种植 ’
周时取材测量肿瘤体积，给药组与对照组比较，卡培他滨明显

抑制肿瘤的生长（! : %0 %2），见图 ;。另外，在所有经过卡培他
滨处理的裸小鼠中未发现淋巴结转移。
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卡培他滨灌胃治疗组

+

<：! : %= %2，与对照组比较

图 *" 给药组与对照组肿瘤生长曲线

#" 讨论

1 1 人结直肠癌与众多的恶性肿瘤一样，非常容易发

$!’2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 第 1 三 1 军 1 医 1 大 1 学 1 学 1 报 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 第 (%卷



第 !" 期# 涂经楷，等$人结肠癌细胞系裸小鼠淋巴结转移的观察#

生淋巴道转移，且时间较早。目前一些结肠肿瘤的实

验动物模型被建立，但并没有针对人结直肠肿瘤单纯

的淋巴道研究模型。我们通过在裸小鼠爪垫注射人结

肠肿瘤细胞，然后遵循其单向三级淋巴回流途径这一

解剖学基础发生淋巴结转移，从而建立了一个有用的

人结直肠癌淋巴道转移研究模型。而以往用新鲜人结

直肠组织和细胞系所建立的裸小鼠皮下移植模型均不

能发生深部浸润和转移［%］，脾内［&］、门静脉［’］或腹

腔［(］注射人结直肠癌细胞系产生的肝转移灶模型，也

只是血性转移过程，无淋巴道转移。目前广为应用的

结直肠癌原位移植肝转移模型它虽然既有肿瘤的原位

生长、又有区域淋巴结肿大及肝转移灶形成等优

点［"，)］，但腹腔区域淋巴结深在，腹腔转移广泛、弥散，

难于淋巴道转移实验研究的控制和量化，也不利于实

验观察和抗转移治疗的处理，更不便于结直肠癌单纯

淋巴道转移的相关研究。为此，我们模型的优势在于：

!肿瘤局部生长便于观察，利于干预因素的处理。"
转移呈单向性淋巴道转移且减少了影响因素，更适合

单纯性淋巴道转移的研究。#操着简便且转移率高，
可以满足大批量实验和推广应用。

# # 本实验着重观察了人结肠癌细胞在淋巴道转移中
的生物学特性和转移规律。我们在实验中，首先发现

有肿大的淋巴结，其次常规的 *+ 染色也发现有转移
的上皮性癌细胞，转移的结肠癌细胞多聚集在淋巴结

的髓窦区域，其他区域也有散在分布，生长方式表现为

浸润性生长，转移癌细胞形态异型性较大，染色质深。

镜下证实转移癌细胞存在，用时免疫组化检测结果显

示肿瘤组织及转移灶人 ,+-蛋白表达，表明种植瘤及
转移灶癌细胞均源于所种植的人类结肠癌细胞。因

此，从不同层面上证实本研究模型是成功的。

# # 另外，采取不同时间取材初步观察了淋巴结转移
情况及规律，。我们发现在裸鼠爪垫注射人结直肠肿

瘤细胞在局部形成肿瘤，继之发生淋巴结转移，所有标

本第一站淋巴结均转移充分。( 周前主要集中在第一
站，且转移率高，并且在转移形成中以腹股沟淋巴结转

移阳性多见，而第二站，第三站转移率较低，这可能是

观察转移时间不够以及与腹股沟淋巴结自身功能有

关，机制尚待进一步研究。

# # 为了调查此模型的有效性以及对抗肿瘤药物疗效
的评价，我们检验了卡培他滨抗癌效果。从临床的观

点，结直肠癌的主要治疗是外科手术，以及提倡对于进

展期结直肠癌手术前后的化疗可以减少局部复发和转

移［.］。卡培他滨是新一代口服 ’/01 的前体药物，是
一种对肿瘤细胞有选择性活性的口服细胞毒制剂，在

23酶作用下才转化为 ’/01而发挥抗肿瘤作用。我们
在此模型上初步观察到口服卡培他滨投药可以抑制肿

瘤生长，并且显著地抑制淋巴结转移。

# # 本实验构建了人结肠癌细胞系裸小鼠单纯性淋巴
道转移自发模型，并应用此模型能够评价卡培他滨抗

癌效果。该模型能够模拟临床肿瘤淋巴道转浸润移的

生物学特性和过程，可为进一步研究结直肠癌淋巴道

转移机制以及评价新的抗转移治疗方案提供一定帮

助。
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