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氨基比林和亚硝酸钠诱发的肝内胆管癌动物模型

梁 平
,

庄大勇
,

陈 海
,

王细文
,

李洪艳 (第三军医大学附属新桥医院肝胆外科
,

重庆 粼叉叉)38)

提 要
:

目的 用氨基比林和亚硝酸钠诱发叙利亚地鼠肝内胆管癌 ( IC )C 动物模型
,

观察胆管癌发生过程的病理变化
。

方法

以 8仪卜 119几 的氨基比林和亚硝酸钠溶液作为 50 只 6 周龄叙利亚地鼠的饮用水
,

每周饮用 6 d
,

连续饮用 24 周
,

定期分批处死动物
,

观察肝脏组织的病理学改变
。

结果 诱癌早期出现卵圆细胞增生
、

管状增生及小胆管的囊性增生
,

中期主要病变为肝内胆管上皮

乳头状增生
、

化生
、

不典型增生和胆管纤维化
,

晚期可见肝内胆管腺瘤和腺癌
。

晚期肝内胆管癌的发生率达 50
.

0% ( 1 0/ 20 )
。

结论

该动物模型与人类肝内胆管癌发生发展的过程相似
,

方法简便
、

经济
、

可重复性好
,

具有 良好的应用前景
(

肝内胆管的各种增生性

病变与 CI C 密切相关
,

尤其是不典型增生和胆管腺瘤
,

应视为 IC c 的高危性癌前病变
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胆管癌是恶性程度较高的消化系统肿瘤之一
,

近

年来其发病率有上升的趋势
。

肝内胆管癌 ( ntI har eP iat c

cho l a l l g oc acr in om
a ,

CI )C 是指起源于肝内胆管上皮的恶

性肿瘤
,

占肝脏原发性肿瘤的 10 % 一
30 % L’ 1

。

与肝外

胆管癌不同
,

IC C 早期缺乏黄疽等特异性症状
,

且生长

速度相对较快
,

故 CI C 早期诊断困难
,

手术切除率低
,

预后差
,

平均生存期仅 4 一 6 个月圈
。

目前对肝内胆管

癌 ( IC )C 的研究较少
,

对其缺乏 足够的了解
。

为提高

IC C 的临床诊治水平
,

我们对其生物学特性进行研究
,

现将结果报道如下
。

1 材料和方法

1
.

1 诱癌剂

氨基比林 ( A
n l i n o l塑

刃
en )

,

上海试剂一厂生产 ; 亚硝酸钠 ( so
-

id uxn 垃 itr e)t
,

重庆北暗化学试剂厂生产
。
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副主任医师
,

副教授
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主要从事胆管癌的诊断和治疗胰肾联合移植方面的研究
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。
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1
.

2 实验动物

6 周龄的雄性叙利亚地 鼠 (与iar
n h aln set

r
) 70 只

,

分为实验

组 50 只
,

对照组 20 只
{。

两组饲养条件相同
,

控制温度为 20
一

25
℃

,

相对湿度 45 % 一
55 %

,

保持环境清洁
,

地鼠专用饲料喂养
,

饮用水及饲料新鲜无污染
。

1
.

3 诱癌方法

(l )实验组
:

参照 Be
r g l l l日11 3 : 的方法

,

每 日以蒸馏水新鲜配

制氨基比林和亚硝酸钠混合溶液
,

二者浓度均为 800
I n g几

,

并

调整 叫值至 7
.

0
,

作为实验组动物饮用水
,

每周连续饮用 6 d
,

第 7 天饮用自来水
,

连续饮用 24 周
。

( 2) 对照组
:

动物饮用自来

水
,

所有动物均自由饮水
。

每隔 4 周处死实验动物 5
一

10 只
,

对
照组动物 2 一 3 只

,

至第 24 周处死所有动物
,

实验过程中濒死或

死亡的动物立即处死
、

解剖
。

1
.

4 观察方法

( l) 大体观察
:

每 日观察动物的精神
、

饮食及活动情况
,

动

物自然死亡或处死后
,

立 即做尸检
,

观察肝脏的大小
、

色泽
、

外

形及有无肿瘤结节形成
。

同时观察胆囊及肝外胆道
、

胰腺
、

胃
、

脾
、

心
、

肺
、

肾等重要脏器的情况
。

( 2) 组织学检查
:

取肝脏
、

胆

囊及肝外胆道
,

12 周以后处死 /死亡的动物同时取胰腺
、

肺
、

胃
、

肾脏等组织
,

福尔马林固定 24
一

48 h
,

常规石蜡包埋
、

切片
、

苏

木素
一

伊红 ( H )E 染色后镜检
,

病理诊断主要依据组织结构及细
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胞的异型性和浸润程度
。

2结果

实验组动物出现以下主要病理改变 (正常对照组动物肝脏

及胆道未见任何相应病变 )
。

2
,

1 早期 ( 8 周以前 )

本期内实验动物无死亡
。

肝脏的主要改变为肿大和淤血
。

镜检见肝细胞变性坏死 (因诱癌剂的毒性作用引起 )
,

同时可见

卵圆细胞增生 ( 9/ 10) 和炎性细胞浸润
,

多见于汇管区
。

8 周时
,

少数动物出现小胆管管状增生 ( 2/ 10)
:

增生的小胆管多位于汇

管区或大胆管周围
,

呈数量不一簇状分布
,

被包围于纤维组织

中
。

还可见小胆管的囊性增生 ( 1/ 10)
:

增生的小胆管呈囊状扩

张
,

形成单个或多个扩张程度不一的小囊
,

上皮细胞呈扁平状
,

单层排列
。

2
.

2 中期 ( 9
一 16 周 )

此期实验组动物开始出现死亡
,

死亡动物多伴有腹水及出

血
。

肝脏淤血较前加重
,

少数动物出现肝萎缩
,

肝叶间粘连
,

肝

缘变钝
。

镜检见肝细胞变性坏死较前加重
,

部分动物肝内见新

生血管形成
,

肝内胆管除上述早期病变加重外
,

还可见
:
( l) 胆

管上皮杯状细胞化生 ( 1 1 /2 0 ) ; ( 2 )胆管上皮乳头状增生 ( 1 5 / 2 0 ) ;

( 3) 胆管纤维化 ( 8/ 20 )
。

上述病变多发生于大胆管
,

上述 3 种病

变在同一病变胆管可同时出现
。

( 4) 不典型增生 (4/ 20 )
:

多发生

在乳头状增生的基础上
,

上皮细胞呈多层排列
,

极 向消失
,

核

大
,

深染
,

核浆比例失调
。

在此阶段后期已有少数动物出现肝

胆管腺瘤 (5 /20 )及 xC C (4/ 20 )
。

2
.

3 晚期 ( 17 一 2 4 周 )

此期动物死亡明显增多
,

肝脏多表现为萎缩
,

少数动物肝

脏淤胆
。

肝叶问界限消失
,

整个肝脏融合为一体
。

胆囊表现为

扩张或萎缩
,

可伴有胆囊结石
。

发生肿瘤的动物肝脏表面见大

小不等的白色结节
,

最大者直径达 0
.

7 c m
。

镜检
:

肝 内胆管的

各种增生性病变多见
,

胆管腺瘤 ( 12/ 20 )及 1C (C 10/ 20 )常见
。

胆

管腺瘤
:

常为多发
,

由腺管样排列的胆管上皮细胞构成
,

多呈单

层排列
,

腺管大小不一
,

形状不规则
,

间质成分较少
,

少数可见

向腺癌的移行
。

CI C
:

多中心发生
,

多为高分化腺癌
,

中分化腺

癌少见 ( 2/ 14
,

且均出现于第 24 周 )
,

腺腔大小及形态极不规则
,

癌细胞呈单层或复层排列
,

腺管 间为多少不等的纤维结缔组

织
,

有时间质甚少
,

使腺体呈背靠背排列
。

较大肿瘤组织中央

可出现坏死
。

癌灶附近常伴有胆管腺瘤和 /或不典型增生
。

肝

内可见增生的肝细胞结节
,

但未见肝细胞癌发生
。

部分动物胆

囊
、

肝外胆管上皮出现增生
,

但无肿瘤形成
。

胃
、

胰腺
、

肺等器

官未见肿瘤发生及 CI C转移病灶
。

3 讨论

与肝外胆管癌和肝细胞癌相 比
,

该病发病率相对

较低
,

因此通过临床研究探讨该病发病机制和有效治

疗手段的工作受到一定限制
。

本动物模型的建立则为

该病的深人研究提供了一种稳定
、

简便的实验手段
。

域 ns k y 等叫研究证实氨基 比林和亚硝酸钠在小

鼠胃内生成二甲基亚硝胺 ( DM N )
,

后者导致了小鼠肝

血管肉瘤的发生
。

我们以叙利亚地鼠为实验对象
,

以

相同的诱癌剂和相 同的给药途径诱发出了 CI C
,

而未

见肝血管肿瘤和肝细胞癌的产生
,

与 eB gnrr an 3[] 的研究

结果一致
。

同样以 DM N 作为诱癌剂
,

则可诱发大 鼠的

肝细胞癌
。

造成上述差异的原因是不同种属的动物对

亚硝胺类化合物反应的差别很大
,

其中包括产生肿瘤
的靶器官和肿瘤的组织类型 :5, 6 1 。

在本研究中我们采

有 了 3种不 同浓度的致癌剂
,

其中 A 组致癌剂的浓度

及给药方法与 U nj i n s
崎 和 eB卿。 所报道的相同

,

B 组

致癌剂的浓度虽然降低
,

但延长了给药时间
,

动物每周

摄人的致癌剂总量基本与 A 组动物相同
,

C 组动物致

癌剂的摄人量最低
,

仅相当于 A
、

B 组动物的 60 %
。

比

较三组动物的自然死亡率及肿瘤发生率
,

发现二者随

致癌剂浓度的升高和诱癌时间的延长均呈逐渐增高的

趋势
。

本实验结果表明
,

随着实验时间的推移
,

肝内胆管

癌程度逐渐加重
,

并且在 CI C 的病灶周围常可见各种

增生性病变及腺瘤
,

说明本实验所诱发的叙利亚地鼠

CI C 与人类 CI C 相似
,

本模型可模拟人类 CI C 发生发

展的基本过程
匕7

·

8 〕 。

我们认为本动物模型具有以下优点
:

( 1 )肿瘤发生

率较高
,

组织学类型单一 ; ( 2 )癌变过程与人类 CI c 的

发生过程类似
,

可用于 CI C 病因
、

发生机制
、

化学预防

和治疗等方面的研究 ; ( 3) 致癌物质二 甲基亚硝胺在动

物体内生成
,

消除了实验者直接接触致癌的危险 ; ( 4)

致癌剂及实验动物价廉
,

诱癌方法简便
,

易重复
。
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