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·论　　著·

人肺腺癌裸鼠皮下移植瘤淋巴转移模型的构建与筛选

徐　翼，谭群友，陶绍霖，李松霖，于　杰，方春抒，王如文，蒋耀光　（第三军医大学大坪医院野战外科研究所全军胸外科
研究所，重庆 ４０００４２）

　　［摘　要］　目的　构建人肺腺癌的裸鼠皮下移植瘤模型，探讨不同注射部位对肿瘤生长和淋巴转移的影响。方法　２０只
ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠随机分为４组，每组５只。分别于左侧背部近腋窝、右侧背部近腋窝、左侧后肢和左后爪垫皮下注射 Ａ５４９细胞株，建
立人肺腺癌移植瘤模型，考察各组裸鼠肿瘤生长和淋巴结转移情况。结果　各组裸鼠成瘤明显，模型构建成功。背部近腋窝种植２
组裸鼠肿瘤比后肢和爪垫种植的肿瘤出现时间早，生长速度快（Ｐ＜０．０５）。左侧背部近腋窝、右侧背部近腋窝、左侧后肢和左后爪
垫皮下移植瘤的淋巴结转移率分别为４１．７％、４２．９％、２３．１％和２１．４％。其中左侧背部近腋窝注射最为方便。结论　裸鼠左侧背
部近腋窝皮下注射Ａ５４９细胞操作方便，肿瘤易生长，淋巴转移率高，是构建人肺腺癌皮下移植瘤淋巴转移模型的优选方案。
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　　肿瘤的转移是患者生存的重要影响因素［１］，淋巴

转移是肿瘤转移的重要途径。建立肺腺癌动物模型，

是研究淋巴结转移的主要方法之一。肺腺癌淋巴结转

移模型构建影响因素复杂，其中以移植瘤应用最广泛。

目前肺腺癌移植瘤构建方法难以较准确地考察肿瘤生

长和淋巴转移情况。本实验以ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠为研究对
象，比较人肺腺癌 Ａ５４９细胞裸鼠不同部位皮下移植
瘤模型的构建方法，并进行优化筛选，为研究肺腺癌淋

巴结转移的作用机制和探讨治疗方案奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　ＳＰＦ级雄性ＢＡＬＢ／ｃ（ｎｕ／ｎｕ）裸鼠２０只（６～９周龄，体质
量２０ｇ左右），由第三军医大学大坪医院医学实验动物中心提
供。随机分为左侧背部近腋窝种植组、右侧背部近腋窝种植

组、左侧后肢种植组和左后爪垫种植组，每组５只。各组在无
菌条件下饲养，保持一定的温度和湿度。

１．２　细胞培养
　　人肺腺癌Ａ５４９细胞加入含１０％胎牛血清、青霉素和链霉
素各１×１０５Ｕ／Ｌ的ＤＭＥＭ培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和
湿度恒温培养箱中培养，每２～３ｄ换液１次，５～６ｄ传代１次。
１．３　动物模型构建
　　取处于对数生长期的 Ａ５４９细胞，用冷的磷酸盐缓冲液

１
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（ＰＢＳ）制成细胞悬液，调整最终细胞浓度为２×１０７／ｍＬ，使用胰
岛素注射器，将Ａ５４９细胞分别接种于裸鼠左侧背部近腋窝、右
侧背部近腋窝、左侧后肢和左后爪垫皮下，接种量为每只０．０５
ｍＬ，约含０．１×１０７个活细胞。

１．４　裸鼠带瘤体质量与肿瘤大小检测
　　注射后每天记录观察肿瘤注射部位皮肤改变、局部反应、
硬结出现时间等情况，以肿瘤肉眼可见时记录为肿瘤出现时

间。每隔１ｄ观察裸鼠的进食、精神状态和肿瘤生长情况。待
成瘤后，观察、测量移植瘤的体积（Ｖ），Ｖ＝０．５ａｂ２，其中 ａ、ｂ为
移植瘤的长、短径。

１．５　肿瘤淋巴转移情况检测
　　于注射后４周时处死裸鼠，取移植瘤组织，中性福尔马林
固定，常规石蜡包埋切片，免疫组化检测移植瘤内的特异性指

标ＬＹＶＥ１，考察有无新生淋巴管生成。取同侧及对侧颈部、腋
窝、腹股沟、窝等部位淋巴结，中性福尔马林固定，常规石蜡

包埋切片，ＨＥ染色，显微镜观察，比较各组裸鼠移植瘤淋巴结
转移率。

１．６　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果

２．１　肿瘤出现时间
　　左、右侧背部近腋窝种植组于注射后１１ｄ生长出可见肿瘤，
左侧后肢和左后爪垫种植组于注射后１３ｄ生长出可见肿瘤。

２．２　裸鼠身体情况
　　左、右侧背部近腋窝种植组与左侧后肢、左后爪垫种植组
相比较，裸鼠较早出现精神萎靡、食欲不振、活动量减低、毛发

光泽不良，两侧腋窝种植无明显差别。出现毛发光泽不良和消

瘦后即为裸鼠即将死亡的征兆。左侧后肢、左后爪垫种植组裸

鼠上述表现出现时间较晚，因此可以推测其寿命会较长。

２．３　裸鼠体质量变化和肿瘤生长情况
　　各组带瘤裸鼠体质量均有所下降，左、右侧背部近腋窝种
植组比后肢和爪垫种植组体质量下降迅速（Ｐ＜０．０５），见图１。
左、右侧背部近腋窝种植组比后肢和爪垫种植组肿瘤生长迅速

（Ｐ＜０．０５），见图２。接种４周后处死裸鼠，用直尺测量肿瘤大
小。左、右侧近腋窝种植组肿瘤体积明显大于左侧后肢和左后

爪垫种植组（Ｐ＜０．０１），见表１。
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图１　各组带瘤裸鼠的体质量变化
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图２　各组裸鼠肿瘤生长情况
表１　注射４周时移植瘤大小比较（珔ｘ±ｓ）

分组 数目 移植瘤大小（ｃｍ３）

左侧近腋窝种植组 ５ １．６８±０．１１

右侧近腋窝种植组 ５ １．６０±０．１１

左侧后肢种植组　 ５ １．１９±０．０９＃

左后爪垫种植组　 ５ １．０４±０．０４△

：与左侧近腋窝种植组比较，Ｐ＞０．０５；＃：与左侧近腋窝种植
组比较，Ｐ＜０．０５；△：与左侧近腋窝种植组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　肿瘤淋巴结转移情况
　　免疫组化检测移植瘤内的特异性指标ＬＹＶＥ１证实均有新
生淋巴管生成（图３ａ）。ＨＥ染色显示部分淋巴结有肿瘤转移
（图３ｂ）。左、右侧背部近腋窝种植组、左侧后肢种植组和左后
爪垫种植组的淋巴结转移率分别为４１．７％、４２．９％、２３．１％和
２１．４％。左、右侧背部近腋窝种植组以同侧颈部、腋窝淋巴结
转移为主，后肢种植组以同侧腹股沟和窝淋巴结转移为主，

爪垫种植组以同侧窝转移为主。

ａ：移植瘤免疫组化 ＬＹＶＥ１的表达（×４００）；ｂ：淋巴结 ＨＥ染
色见异形细胞（×４００）

图３　移植瘤的淋巴结转移

３　讨论

　　肿瘤动物模型比细胞模型能更好模拟人体内的肿
瘤生长环境［２］，主要分为自发瘤模型、诱导瘤模型、移

植瘤模型和转基因肿瘤动物模型等４种［３］。其构建方

法各有优缺点，移植瘤模型因具有可操作性强，成瘤周

期短，并且在一定程度上符合人类肿瘤形成的病理过

程等特点，是应用最多的肿瘤动物模型构建方法［４］。

皮下移植具有成功率高、易于动态观察的优点［５］，不

同的移植部位对瘤体的生长速度、发生淋巴结转移等

２
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情况有影响。Ｏｑｕｎｉ等［６］建立了背部的Ｇ３６１黑色素
裸鼠皮下移植瘤模型，出现了较多的腋窝淋巴结和肺

转移。Ｊｉａ等［７］建立了左后肢的结肠癌裸鼠皮下移植

瘤模型，同样用于观察淋巴转移和血管生成等情况。

在乳腺癌［８］、胃癌［９］均有相关模型构建的报道。爪垫

的皮下具有丰富的淋巴管，并呈单向淋巴引流，常见的

淋巴转移方向为窝淋巴结和腹股沟淋巴结［１０］。后

肢作为移植瘤接种部位时，常见的转移部位是窝淋

巴结，位置比较固定，而且可能只有这个位置［１１］。转

移率和转移程度与使用的细胞个数相关。但目前多数

研究均采用单一部位的移植瘤模型，而缺乏关于不同

部位的皮下移植瘤的构建可操作性、肿瘤生长浸润情

况和淋巴转移等对比的报道，研究方法尚不统一，难以

较准确地考察肿瘤生长和淋巴转移情况。因此，本实

验以ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠为研究对象，选取左侧背部近腋窝、
右侧背部近腋窝、左侧后肢、左后爪垫等不同部位分别

注射人肺腺癌 Ａ５４９细胞，建立了多组皮下移植瘤
模型。

　　本实验结果发现，左侧背部近腋窝、右侧背部近腋
窝、左侧后肢、左后爪垫等不同部位裸鼠均全部成瘤，

成瘤率方面无差别。但左、右侧背部近腋窝种植组平

均于１１ｄ后可见成瘤，后肢种植组和左后爪垫种植组
平均约１３ｄ后可见成瘤；移植４周时背部近腋窝种植
组比后肢和爪垫组的肿瘤体积大且更易于剥离，移植

瘤造成裸鼠体质量和活动量明显降低，皮肤松弛度和

消瘦程度更加明显，说明移植瘤的接种部位对产生的

恶病质程度有一定影响。左右两侧背部近腋窝组比较

无明显差异，而较后肢和爪垫种植组肿瘤生长迅速，说

明注射部位对肿瘤的生长速度有一定影响，这与移植

部位的血供是否丰富和周围组织是否疏松等相关［１２］，

背部近腋窝处具有更丰富的血供和疏松的组织。

　　本实验通过免疫组化检测移植瘤内的特异性指标
ＬＹＶＥ１证实各组移植瘤均有新生淋巴管生成，说明
人肺腺癌Ａ５４９细胞注射构建的裸鼠皮下移植瘤均有
产生新生淋巴管性能，可能导致淋巴转移。进一步收

集各部位浅表淋巴结，显示部分淋巴结有肿瘤转移，

左、右侧背部近腋窝种植组以同侧颈部、腋窝淋巴结转

移为主，后肢种植组以同侧腹股沟淋巴结转移为主，爪

垫种植组以同侧窝转移为主，这与不同部位的固有

淋巴引流区域有关。左、右侧背部近腋窝种植组、左侧

后肢种植组和左后爪垫种植组的淋巴结转移率有所不

同。背部近腋窝种植组淋巴转移率明显高于后肢和爪

垫种植组，这可能与背部皮下相对松弛，近腋窝处淋巴

管网丰富且易于产生新生淋巴管有关。但各组皮下移

植瘤淋巴结转移率均不算高，这可能与皮下移植方法

本身淋巴转移发生率较低和接种细胞数较少及成瘤时

间不长有关［１３］。实验还发现，虽然左、右侧背部近腋

窝种植组肿瘤生长和淋巴转移率无明显差异，但按通

常的裸鼠抓持方法，左侧背部近腋窝种植注射肿瘤细

胞较右侧操作更为方便。

　　综上所述，通过比较研究，我们筛选出了左侧背部
近腋窝处皮下注射肿瘤细胞是构建人肺腺癌皮下移植

瘤淋巴转移模型的优选方案。它可为肺腺癌淋巴转移

的机制探讨和诊断治疗研究提供较理想的动物模型。
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