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乳腺癌淋巴结转移动物模型的建立及评价
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　　［摘要］　目的　建立不同乳腺癌淋巴结转移的动物模型，并评价其效果。方法　取 ６～８周龄
ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠６０只，采用４Ｔ１乳腺癌细胞悬液注射小鼠不同部位等人工移植方法构建６种淋巴结
转移动物模型（ｎ＝１０），另采用小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 Ｔ抗原（ｍｏｕｓｅｍａｍｍａｒｙｔｕｍｏｒ
ｖｉｒｕｓｐｏｌｙｏｍａｍｉｄｄｌｅＴａｎｔｉｇｅｎ，ＭＭＴＶＰｙＭＴ）转基因小鼠作为肿瘤自发淋巴结转移模型（ｎ＝５），并从操
作可行性、病理组织学观测、肿瘤生长速度及小鼠生存等多方面综合评价不同淋巴结转移模型的优劣特

征。结果　７种转移模型方法中有４种成功建立淋巴结转移的动物模型，其中ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转
移模型临床复现情况最佳，成瘤率可达１００％，但存在实验标准化差的弊端；后脚掌窝淋巴结模型淋
巴结发生转移速度最快，易操作且重复性高，成瘤率也可达１００％，适合用于淋巴结转移相关研究；腿部
腹股沟淋巴结模型操作简单，重复率高，可达１００％，但是其转移时间较后脚掌窝淋巴结模型略长；腹
股沟淋巴结对侧淋巴结模型存在操作较难、荷瘤成功率仅为５０％、重复性差的缺陷；另外３种荷瘤模型
（舌下颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模型、骨髓内腹股沟淋巴结模型及右上背皮腋窝淋巴结模型）均未
能在短时间内成功建立淋巴结转移模型，在病理切片中未观察到肿瘤细胞的存在。结论　后脚掌窝
淋巴结模型成瘤效果好，最适合用于开展乳腺癌淋巴结转移相关研究。
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　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，据估计，在较发达
地区乳腺癌的发病率为 ７４．１％，病死率为 １４．９％，是
继肺癌之后的第二大常见恶性肿瘤和第五大致死疾

病［１］。尽管现在的医疗水平提高了乳腺癌的检出率

及治疗效果，但是仍然有部分患者不能从中获益，其主

要原因是乳腺癌发生了淋巴结转移或远端转移［２］。

淋巴结是机体重要的外周免疫器官，在免疫方面发挥

着关键作用，当细菌或病毒入侵人体时，淋巴结能够抵

抗及清除外来异物，减少机体出现感染性疾病的风

险［３－４］。然而，在肿瘤转移过程中，癌细胞能够进入淋

巴管再通过淋巴液迁移到引流淋巴结中，并且在引流

淋巴结中增殖，使引流淋巴结发生病变，甚至还能从引

流淋巴结中逃逸扩散到其他器官［５－７］。临床上，淋巴

结的状态作为分期预后因素的诊断价值已被广泛重

视，并且对淋巴结转移与否以及转移程度的评价将决

定患者的后续治疗［８］。因此在肿瘤发生淋巴结转移

后，淋巴结在抗肿瘤免疫中发挥的作用以及在淋巴结

转移后如何对患者进行精准治疗仍需进一步研究［９］。

　　为了对乳腺癌淋巴结转移机制进行深入研究，目
前急需建立稳定成熟的动物模型，重现临床上乳腺癌

淋巴结转移的现象，以期后续开展肿瘤学相关基础研

究解决临床上淋巴结转移这一实际难题。目前针对建

立肿瘤淋巴结转移的动物模型主要有舌下接种法［１０］、

脚掌接种法［１１－１２］、睾丸内接种法、骨髓内接种

法［１３－１４］、背部接种法［１５］及耳部接种法等，基于其使用

的实验动物的多样性及实验操作的复杂性和稳定性，

本研究期望通过总结并优化实验技术，对小鼠的不同

部位进行荷瘤建立不同的乳腺癌淋巴结转移模型，并

通过操作可行性、肿瘤生长速度、淋巴结病理检测及小

鼠生存等综合评价不同建模方式的优劣性，从而筛选

出最稳定可靠的动物模型，为乳腺癌淋巴结转移的研

究奠定基础，进而为临床准确评估患者风险和预后提

供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株及细胞培养　　小鼠乳腺癌细胞系
４Ｔ１采购于中国医学科学院基础医学研究所。所有细
胞用富含１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）和１００Ｕ／ｍＬ青霉素／
链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养于含有 ５％ ＣＯ２的
３７℃细胞培养箱中。所有细胞系定期进行支原体污
染检测。

１．１．２　实验动物　　ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠购自重庆滕
鑫生物科技有限公司，共６０只，小鼠乳腺肿瘤病毒介
导多瘤病毒中间 Ｔ抗原（ｍｏｕｓｅｍａｍｍａｒｙｔｕｍｏｒｖｉｒｕｓ
ｐｏｌｙｏｍａｍｉｄｄｌｅＴａｎｔｉｇｅｎ，ＭＭＴＶＰｙＭＴ）转基因小鼠
（乳腺癌小鼠）购自赛业生物科技有限公司 ５只，６～
８周龄，体质量约为２０ｇ，用于开展实验相关研究。
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１．２　方法
１．２．１　建模方法
１．２．１．１　ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转移模型　　
ＭＭＴＶＰｙＭＴ转基因小鼠模型是通过植入 ＰｙＭＴ基因
到乳腺特异性启动子腺病毒（ＭＭＴＶ）的表达载体中建
立的。乳腺特异性启动子的作用使得 ＰｙＭＴ基因在小
鼠乳腺组织中高表达，从而使小鼠出现乳腺肿瘤的表

型［１６］。利用该小鼠自发乳腺癌的特性来观察其淋巴

结转移规律，共５只ＰｙＭＴ小鼠。
１．２．１．２　腹股沟淋巴结对侧淋巴结型［１７］　　将
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后肢腹部和腿部备毛后，对小鼠进行麻
醉处理，使用无菌剪刀和镊子在其腹股沟处剪开约

１ｃｍ的小口，取４Ｔ１细胞悬液５μＬ，共计５×１０５个细
胞，使用一次性无菌胰岛素注射针将细胞悬液接种于

小鼠腹股沟处淋巴结中。在细胞悬液进入淋巴结后，

可观察到淋巴结明显凸起，以此确定肿瘤细胞悬液在

小鼠淋巴结内注射成功，共１０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。
１．２．１．３　腿部腹股沟淋巴结模型［１８］　　取 ４Ｔ１细
胞悬液１００μＬ，含５×１０５个细胞，使用一次性无菌胰
岛素注射针皮下接种于 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠左后肢大腿处，
共１０只小鼠。
１．２．１．４　后脚掌窝淋巴结模型［１１］　　取４Ｔ１细胞
悬液５０μＬ，含５×１０５个细胞，使用一次性无菌胰岛素注
射针皮下接种于ＢＡＬＢ／ｃ小鼠左后肢脚掌，共１０只小鼠。
１．２．１．５　舌下颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模型［１０］

　　用镊子将麻醉后的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠舌头固定，取
４Ｔ１细胞悬液５０μＬ，含５×１０５个细胞，使用一次性无
菌胰岛素注射针接种于 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠舌左缘黏膜下，
共１０只小鼠。
１．２．１．６　骨髓内腹股沟淋巴结模型［１４］　　取 ４Ｔ１
细胞悬液８μＬ，含 ５×１０５个细胞，使用一次性无菌胰
岛素注射针接种于麻醉后的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后肢腿胫骨
中，共１０只小鼠。
１．２．１．７　右上背皮腋窝淋巴结模型［１５］　　取 ４Ｔ１
细胞悬液１００μＬ，含５×１０５个细胞，使用一次性无菌
胰岛素注射针皮下接种于 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠右上背皮下，
共１０只小鼠。
１．２．２　样本处理　　根据小鼠肿瘤的大小及小鼠的
生存情况，决定处死小鼠取其引流淋巴结和对侧淋巴

结的时间点。具体如下：①ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转
移模型在小鼠出生８周取材；②“后脚掌窝淋巴结”
模型、“右上背皮腋窝淋巴结”模型和“骨髓内腹股沟
淋巴结”模型在荷瘤后１７ｄ取材；③“舌下颈内静脉
肩胛舌骨肌淋巴结”模型在荷瘤后９ｄ取材；④“腹股

沟淋巴结对侧淋巴结”模型和“腿部腹股沟淋巴结”
模型在荷瘤后２６ｄ取材。将小鼠处死后，取其引流淋
巴结、对侧淋巴结及未经处理的小鼠淋巴结于组织固

定液中固定，然后进行包埋、切片、染色，制作 ＨＥ染色
切片。

１．２．３　评价指标　　均在荷瘤后 ７ｄ开始监测，每
２天观察肿瘤的生长情况及小鼠状态。待小鼠生存状
况差或肿瘤负荷大于２０００ｍｍ３时麻醉处死小鼠。以
病理切片为标准观察淋巴结内细胞形态结构是否发生

变化，以此确定是否发生淋巴结转移。同时根据构建

不同淋巴结转移模型的操作可行性、成瘤率、小鼠生存

等方面综合评价７种淋巴结转移模型的优劣性。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．２．１（４４１）软件进行分析。
数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用非配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转移模型
　　图１Ａ为ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转移模型及取材
部位，通过对病理切片进行分析后发现该淋巴结形成

了明显的巢状肿瘤，结构破坏明显，滤泡数量减少，髓

窦形态明显改变，可以看到淋巴细胞与肿瘤细胞形成

了明显的分界线（图 １Ｂ）。同时与未处理的对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，ＰＹＭＴ小鼠前哨淋巴结（ｓｅｎｔｉｎｅｌｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅ，ＳＬＮ）质量增加 ３倍左右（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ）。结
果提示 ＭＭＴＶＰｙＭＴ小鼠发生了肿瘤细胞淋巴结转
移，且淋巴结转移率为 １００％，成瘤率也为 １００％，
ＭＭＴＶＰｙＭＴ转基因小鼠模型具有自发性转移、可重
复性和接近病理状态的特点，提示其是一个理想的乳

腺癌淋巴结自发转移研究模型。

２．２　小鼠腹股沟淋巴结对侧淋巴结模型
　　图２Ａ为小鼠腹股沟淋巴结对侧淋巴结模型的荷
瘤及取材部位，通过对病理切片分析发现淋巴结内部

组织已经坏死，并且形成较多空泡，淋巴结中存在大量

的细胞核碎片；从细胞核形态上判读，应是肿瘤细胞来

源，说明此时该模型已发生淋巴结转移，但由于取材时

间太晚，肿瘤组织已经破坏，未能观察到界限清楚的肿

瘤转移灶，此时的淋巴结已经随着肿瘤细胞的侵袭发

展为淋巴瘤（图 ２Ｂ），与未处理的对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）相
比，腹股沟淋巴结荷瘤小鼠的对侧淋巴结（ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ
ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ，ＣＬＮ）质量增加了 ２．５倍左右（Ｐ＜０．０１，
图２Ｃ），以上结果均说明该荷瘤模型在荷瘤后２６ｄ发
生了淋巴结的转移。但是在实验过程中发现该荷瘤模
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型的操作方法难度较大，荷瘤成功率仅为 ５０％。因
此，该模型的构建对操作者技术要求较高，重复性较

低，易操作失误形成皮下瘤，不能成功建立模型。

２．３　小鼠腿部腹股沟淋巴结模型
　　图３Ａ为小鼠腿部腹股沟淋巴结模型的荷瘤及取
材部位，通过对病理切片分析发现淋巴结已经被肿瘤

细胞侵袭形成了肿瘤亮区。内部细胞结构发生改变，

转移的乳腺癌细胞大小、形态差异大，没有形成腺体样

结构，但明显不同于正常的淋巴细胞（图３Ｂ）。对病理

切片进一步分析发现，随着肿瘤细胞的侵袭在淋巴结

内形成了２个转移灶，如图３Ｂ中黑色实线圈画部分所
示。同时通过对比前哨淋巴结（ＳＬＮ）和对侧淋巴结
（ＣＬＮ）质量发现引流淋巴结的质量显著增加（Ｐ＜
０．０１，图３Ｃ）。说明小鼠后肢皮下荷瘤２６ｄ后肿瘤细
胞会发生远处转移，重塑淋巴结结构和细胞组成，最终

形成淋巴结转移灶。同时该模型操作简单，成瘤率为

１００％，重复性好，但发生转移的时间较长，不利于后续
实验的进行。
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Ａ：ＰｙＭＴ自发乳腺癌小鼠模式图　 ：肿瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片　Ｔ：肿瘤细胞；Ｎ：正常细胞；Ｃ：淋巴结
质量　ａ：Ｐ＜０．０１

图１　ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转移模型
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Ａ：荷瘤模型图　 ：荷瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片　Ｔ：肿瘤细胞；Ｃ：淋巴结质量　ａ：Ｐ＜０．０１

图２　小鼠腹股沟淋巴结对侧淋巴结模型
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２．４　小鼠后脚掌窝淋巴结模型
　　图４Ａ为小鼠后脚掌窝淋巴结模型的荷瘤及取
材部位，结果显示在窝处的淋巴结中出现了２处成
片的肿瘤亮区，说明肿瘤细胞在淋巴结内形成了２处
转移灶（图４Ｂ）。该部位的细胞形态不规则，说明转移
的乳腺癌细胞形态差异大，虽然没有形成腺体样结构，

但细胞表面成泡状，与正常淋巴细胞的结构和形态

完全不同。同时发现前哨淋巴结（ＳＬＮ）质量较对侧
淋巴结（ＣＬＮ）质量显著增加（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ）。这
也证明通过脚掌荷瘤建立向淋巴结转移的小鼠模型

是可行的。
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Ａ：荷瘤模型图　 ：荷瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片　Ｔ：肿瘤细胞；Ｎ：正常细胞；Ｃ：淋巴结质量　ａ：Ｐ＜０．０１

图３　小鼠腿部腹股沟淋巴结模型
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Ａ：荷瘤模型图　 ：荷瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片　Ｔ：肿瘤细胞；Ｎ：正常细胞；Ｃ：淋巴结质量　ａ：Ｐ＜０．０１

图４　小鼠后脚掌窝淋巴结模型
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２．５　小鼠舌下颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模型
　　图５Ａ为小鼠舌下颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模
型的荷瘤及取材部位，根据病理切片的结果显示，小鼠

淋巴结正常形态存在，无肿瘤细胞侵袭（图５Ｂ），同时
荷瘤小鼠的前哨淋巴结（ＳＬＮ）与正常小鼠淋巴结
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）质量无明显变化（图 ５Ｃ）。此外，该荷瘤模
型成瘤后易引起小鼠进食困难，从而导致小鼠消瘦，在

荷瘤的第９天造成小鼠死亡，存活时间短不利于后续

其他实验的进行。

２．６　小鼠骨髓内腹股沟淋巴结模型
　　图６Ａ为小鼠骨髓内腹股沟淋巴结模型的荷瘤及
取材部位，结果显示小鼠腹股沟淋巴结未发生变化，其

结构完整，滤泡分布均匀（图６Ｂ），前哨淋巴结（ＳＬＮ）
与对侧淋巴结（ＣＬＮ）质量无明显变化（图６Ｃ），说明此
种方法在构建淋巴结转移小鼠模型上不易成功。该种

方法的成瘤率为７０％，较其他荷瘤方式成瘤率低。
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Ａ：荷瘤模型图　 ：荷瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片；Ｃ：淋巴结质量

图５　小鼠舌下颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模型
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Ａ：荷瘤模型图　 ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片；Ｃ：淋巴结质量

图６　小鼠骨髓内腹股沟淋巴结模型
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２．７　小鼠右上背皮腋窝淋巴结模型
　　图７Ａ为小鼠右上背皮腋窝淋巴结模型的荷瘤及
取材部位，结果显示小鼠腋窝处淋巴结结构形态完整，

淋巴细胞未发生变化（图７Ｂ），同时前哨淋巴结（ＳＬＮ）
的质量与对侧淋巴结（ＣＬＮ）相比未发生显著变化
（图７Ｃ）。此荷瘤方式简单，成瘤率可达 １００％，但肿
瘤细胞向腋窝淋巴结的侵袭较缓慢，在荷瘤后１７ｄ依
然未见淋巴结结构、形态发生改变，细胞间质也未见明

显变化。

３　讨论

　　乳腺癌是常见的恶性肿瘤之一，严重威胁女性的
生命健康，２０２２年美国新增２８７８５０例侵袭性乳腺癌，
其中因乳腺癌而死亡的患者约４３２５０例［１９］。乳腺癌

发生转移与否决定了患者的治疗方法及预后情况，但

目前对于乳腺癌的转移机制尚未明确，而乳腺癌最常

见的转移部位便是腋窝淋巴结。为深入了解乳腺癌淋

巴结的转移机制，目前急需建立稳定、高效、易重复的

乳腺癌淋巴结转移模型。

　　肿瘤转移模型主要包括自发性肿瘤转移模型、移
植性肿瘤转移模型和诱发性肿瘤转移模型。其中诱发

性转移模型的肿瘤发生转移率较低；移植性肿瘤转移

模型虽然发生转移率高、方法简单，但是其对手术无菌

操作要求严格且成瘤周期较长，更重要的是个体差异

较大，不适用于所有的实验动物。因此，在本实验中主

要选择了自发性肿瘤转移模型进行研究。在所采用的

７种荷瘤模型中，ＰｙＭＴ小鼠自发淋巴结转移模型的淋
巴结转移率为１００％，可形成巢样乳腺组织结构，同时
其自发成瘤导致淋巴结转移与临床患者的现象更加吻

合，直接选用ＰｙＭＴ小鼠就能满足实验要求，无需其他
实验操作，但选择该模型进行研究时耗费的成本远高

于其他自发性肿瘤转移模型，同时该模型用于研究肿

瘤淋巴结转移时肿瘤负荷较大，且可能形成多个肿瘤，

不利于后续相关实验的进行。因此，为了找到更合适

的淋巴结转移模型，本研究从进行实验的成本、重复性

及转移率多方面出发，建立了另外６种不同的自发性
肿瘤转移模型，根据小鼠的生存状态及肿瘤的生长大

小决定处死小鼠、取其淋巴结的时间点。由于舌下颈
内静脉肩胛舌骨肌淋巴结模型的小鼠在成瘤后进食困

难、消瘦，易造成小鼠模型的死亡，因此该模型在荷瘤

后第９天取颈内静脉肩胛舌骨肌淋巴结，病理切片中
未观察到肿瘤侵袭淋巴结的原因可能是取材过早；根

据肿瘤生长大小，后脚掌窝淋巴结模型、右上背皮
腋窝淋巴结模型和骨髓内腹股沟淋巴结模型在荷瘤
后１７ｄ取其引流淋巴结，经病理切片分析后发现后脚
掌窝淋巴结模型已发生肿瘤淋巴结转移；而右上背
皮腋窝淋巴结模型和骨髓内腹股沟淋巴结模型并未
发生淋巴结转移，原因可能是观察时间太短，或是不同

部位引流淋巴结的影响导致在短时间内无法形成淋巴

结转移。腹股沟淋巴结对侧淋巴结模型和腿部腹股
沟淋巴结模型则是在荷瘤后２６ｄ取其淋巴结，根据病
理切片显示这２个模型的引流淋巴结中均已发生肿瘤
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Ａ：荷瘤模型图　 ：荷瘤部位； ：取材部位；Ｂ：淋巴结转移病理切片；Ｃ：淋巴结质量

图７　小鼠右上背皮腋窝淋巴结模型
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淋巴结转移，说明当肿瘤发展到晚期时发生淋巴结转

移的可能性显著增加，即使是在淋巴结这种免疫器官

中荷瘤也无法消灭肿瘤细胞，发生肿瘤淋巴结的转移，

结果证明腹股沟淋巴结对侧淋巴结模型更适用于当
淋巴结被肿瘤细胞侵袭后，其在抗肿瘤免疫中发挥的

作用等相关研究；而腿部腹股沟淋巴结模型虽然也能
够构建淋巴结转移模型，但其发生转移的时间点相对

靠后，接近肿瘤晚期，不利于进行其他相关研究。

　　综上所述，从实验成本、重复性、成瘤率、操作可行
性及病理检测多方面综合考虑认为后脚掌窝淋巴
结模型最适合用于乳腺癌淋巴结转移基础实验研究，

同时其不仅仅局限于乳腺癌淋巴结转移模型的构建，

在其他瘤种中同样适用。总之，在进行肿瘤淋巴结转

移相关实验研究时，根据实验需求选择合适的动物模

型及合适的时间点对于实验的顺利进行至关重要。
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ＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２０２２，３５１：１０２－１２２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｊｃｏｎｒｅｌ．２０２２．０９．０１５．

［１８］ＳＴＲＩＢＢＬＩＮＧ ＳＭ，ＲＹＡＮ Ａ Ｊ．Ｔｈｅｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｉｎｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｃａｎｃｅｒｒｅｓｅａｒｃｈ
［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｔｏｃ，２０２２，１７（９）：２１０８－２１２８．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｓ４１５９６０２２００７０９３．

［１９］ＧＩＡＱＵＩＮＴＯＡＮ，ＳＵＮＧＨ，ＭＩＬＬＥＲＫＤ，ｅｔａｌ．Ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，２０２２［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０２２，７２
（６）：５２４－５４１．ＤＯＩ：１０．３３２２／ｃａａｃ．２１７５４．

（收稿：２０２３１２０６；修回：２０２４０２０１）

（编辑　汪勤俭）
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