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区域性缺血对裸小鼠胰腺移植癌抑制作用的研究

郑树 国
.

何振平 段恒春 (第三军 医大学附属西南医院肝胆外科中心 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

为缺血疗法在胰腺癌的临床应用提供基 础研究资料
.

方法
:

在建立人胰腺庙细胞株裸小

鼠胰膝原位移植瘤模型的基础上
,

结扎荷瘤裸鼠 胃十二指肠 动脉
、

腆十二指肠下动脉 及背胰动脉诱导胰腺右

叶 区域性缺血
,

观察缺血对裸小 鼠胰腺移植癌群体增殖动力学及细胞周期动力学的影响
。

结果
:

缺血组移植

痛生长缓慢
,

倍增时间延长
,

移植 痛体积
、

癌细胞增殖指数及蛋白质含量术 后 3
、
7

、

14 d 均显著低于对照组 ( P

< 。
.

0 1 )
.

结论
:

区域性缺血能有效地抑制裸小 鼠胰腺移植癌 的生长
,

并抑 制庙 细胞 D N A 及蛋 白质的合成
。

关挂词 缺血疗法 ;胰腺肿瘤
;
增 殖动力学

;
裸小 鼠

中图法分类号 R 3 6 4
.

1 2 ; R 7 3 5
.

9

本研究在建立人胰腺癌细胞株裸小 鼠胰腺原位移

植瘤模型的基础上
,

结扎荷瘤裸 鼠胃十二指肠动脉
、

胰

十二指肠下动脉及背胰动脉诱 导胰腺右叶区 域性缺

血
,

观察缺血对裸小 鼠胰腺移植癌增殖动力学的影响
,

为缺血疗法 .1[ 2〕在胰腺癌 的临床应用提 供基础 研究

资料
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞培养
、

模型建立及试验分组

人胰 腺癌细胞株 P C
一
3 引 自北 京协 和 医院病理 科 3[]

,

P C
一
3

来 源于一女性胰腺 中分化导管细胞腺癌病 人
,

将其常规培养 于

R PM l l 6 4 0 培养基中
,

定期更换培养液
,

每隔 3~ s d 以 0
.

2 5 %

的胰酶消化
,

按 1 : 2 比例传代
.

人胰腺癌裸小鼠胰腺原位移植

瘤模 型的建立采用 M ar i nc ol a
法 [’j

:

取 指数 生长期 P C
一
3 细胞

,

0
.

25 %胰 酶 消 化脱 壁
,

离 心
、

去 上 清
,

以 R PM n 6 40 液 稀 释
,

0
.

0 4 %台盼蓝染色 细胞计数
,

调整细胞浓度为 10 x lo
“ ·

m l
一 ’ ,

裸小 鼠以 0
.

1 %戊 巴 比妥钠 35 m g
·

k g
一 ’
腹 腔注射麻 醉

,

无 菌

条件下开腹
,

将 R P M n 64 O液 0
.

1 m l( 内含 10
6
个活细胞 ) 注人

胰腺右叶
,

术后禁食 12 h
,

自由饮水
。

本研究共用裸小鼠 35 只
,

均系 S P F 动物
,

鼠龄 6~ 8 周
,

体

重 (2 。士 2
.

0 ) g
,

雌雄兼用
,

饲养条件符合无菌动物要求
。

至接种

后 4 周末
,

35 只裸小鼠中有 3 0 只长 出肿瘤
,

作为研究对象
,

并

随机分为两组
:

①缺血 组 (n = 1 5 ) :

开腹显露胰腺及移植 庙
,

结

扎 胃十二指肠动脉
、

腆 十二指肠下动 脉及背胰 动脉
,

分两层关

腹 ;②对照组 (n = 15 ) :

不结扎血管
,

余步骤同缺血组
。

每组均于

术中及术后 3
、
7

、

14 d 进行指标 观侧
。

1
.

2
.

现察指标及方 法

1
.

2
.

1 移植庙及痛周腆腺组织血流量侧定 采用激光多普

勒法
,

用 L D F
一

, 型微循环多普勒血 流计 (南开大学研制 )
,

血流

量单位用多普勒信号 的电压值 m V 表示
。

1
.

2
.

2 移植庙群体增 殖动力学观察 测量移植癌长 ( L )
、

宽

( W )
、

高 ( H )径
,

根 据公式 V 一 冗 6/
·

L W H 计算移植痛体积

( V )
,

按各时相点移植庙大小 分别描记缺血组对 照组移植癌 的

生 长曲线
,

并根据公式 T D = 0
.

I T / L
o g D T

一

L o g l洲〕 计算移植

癌倍增时间 ( T D
:

倍增时 间 ; D ( ) :

观察开始时移植庙直径 ; D T
:

观察结束时移 植庙直径 ; T
:

观察时 间 )

1
.

2
.

3 移植庙细胞 周期及蛋 白质 含量测定 分别于规 定时

相 点取 新鲜移植痛 组织 。
.

2 9
,

用醉学方法制备单 细胞 悬液
,

70 %冷 乙 醉固定
,

碘化丙 吮一 步插人法 D N A 荧光染色
,

F A CS
-

4 0 0 型流式细胞仪 (美 国 B D 公 司 )测定 细胞 周期
,

每份样本 随

机 测定 1 0
`
个细胞

,

根据公式 P l = S + G Z
/ M / G

。
/ G

, + S + G :
/ M

计算移植店细胞增殖指数 ( PI )
。

以异硫氰基荧光素染色测定移

植癌 细胞蛋白质含量
。

1
.

2
.

4 移植庙及癌周胰腺组织病理形 态学观察 取部分移

植瘤 及庙周胰 腺组织
,

常规切 片
,

H E 染色
,

光镜观察
。

1
.

2
.

5 统计学处理 结果 以 王士 :
表示

,

采用 t 检验
。

2 结果

郑树国
,

男
,

34 岁
,

主治医师
,

博士研究生

2
.

1 移植疾及癌周胰腺组织血流量变化

缺血组移植癌及痛周胰腺组织血 流 量术中分别较对 照组

下 降 5 9写和 4 8写
,

术后 3
、
7

、
1 4 d 均 显著低于 同时相点对 照组

( P ( 0
.

0 1 )
。

2
.

2 移植疮群体增殖动力学

对照组移植瘤体积增长 迅速
,

呈指 数生 长趋势
,

倍增时间

为 3
.

69 d
,

缺血组移植疡生 长级慢
,

术后 3
、
7

、

14 d 移植庙体积

均显著低于 同时相点对照组
,

倍增时间为 6
.

86 d
,

见表 1
。

2
.

3 移植疮细胞周期及蛋 白质含全

缺血组移植痛细胞增 殖指数及 蛋白质含量术后 3
、
7

、

14 d

均显著低于同时相点对 照组 ( P < 0
.

0 1 )
,

见表 2
。
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表 1各组移植瘤体积 (m m, )及倍增时间 ( d ) (月 = 5)

T a b 1 V o lu m e ( m m 3 ) a n d t im e ( d ) o f v o l u m e d o u b l in g i n d if f e r e n t g r o “ p s (月 = 5 )

P o s t一 o P e r a t i o n t i m e (d )

G r o u P

0
.

3 7 1 4

T im e s o f v o lu m e

d o u b l i n g

C o n t r o l 6 7
.

7 2士 6
.

1 3 9 3
.

4 3士 9
.

3 3 3 0 8
.

7 7士 3 1
.

4 4 9 1 2
.

2 7士 7 6
.

4 0 3
.

6 9士 0
.

2 2

I s e h e m i a 6 6
.

80士 5
.

1 8 6 7 6 1士 7 0 2
.

7 5
.

78士 8
.

4 5
’

3 5 5 6 6士 3 4
.

9 8
.

6
.

8 6士 0
.

5 1
’

补 :
P < 0

.

0 5 v s e o n t r o l

表 2 移植瘤细胞增殖指 橄及 蛋白含 t (荧光道值 )变化 (n ~ 5)

T a b 2 C h a n g e s o f p r o l if e r a t iv e i n d e x a n d P r o 吐e i n e o n te n t 泛n th e t r a n s Pl a n t e d e a n c e r ( n = 5 )

P o s t 一 o Pe r a t i o n t im e ( d )

G r o u P

3 7 1 4

C o n t r o l

P r o l i fe r a t i v e in d e x 0
.

3 9 22士 0
.

0 3 8 6 0
.

3 8 5 0士 0
.

0 4 1 6 0
.

3 3 6 4士 0
.

0 34 0

P r o 佬 i n e o n t e n t 2 1 1
.

3 2士 3 1
.

8 0 2 0 4
.

4 5士 2 5
.

3 4 1 6 8
.

7 8士 20
.

13

Is e h e m i a

P r o l i fe r a t i v e i n d e x 0
.

2 3 3 8士 0
.

3 2 8
.

0
.

2 4 8 0士 0
.

0 3 0 3
.

0
.

2 8 5 6士 0
.

0 3 1 3
.

P r o t e in e o n t e n t
8 6

.

3 4士 10
.

1 8
.

8 9
.

4 1士 9
.

3 7
.

1 1 0
.

2 1士 1 6
.

4 5
.

务 :
P < 0

.

0 1 v s e o n t r o l

2
.

4 移植疾及癌周胰腺组织的病理形态学改 变

光镜 下
,

移 植瘤细 胞排列 成腺腔样或聚集成束
,

核 大而异

形
,

核仁明显
。

对照组移植癌细胞密度高
,

癌周胰腺组织小叶轮

廓清晰 ;缺血组 移植癌 呈大片凝 固坏死
,

并可见 渐进性坏 死细

胞
、

炎症细胞浸润及纤维组织增生
,

癌周胰腺组织术后 3 d 可见

轻度 间质水肿
,

少许炎症 细胞浸润
,

无出血坏死性改 变
,

术后 14

d 可见腺泡萎缩
、

结构破坏
,

出现纤维化及淋 巴细胞浸润
.

3 讨论

本研究成功地将人胰腺癌细胞株 P C
一

3 移植于裸

小 鼠胰腺右叶
,

模拟 了人胰腺癌的常见发病部位及组

织学类型
。

移植癌生长在胰腺原位
,

局部微环境
、

血液

循环及淋巴引流特征与人类胰头癌十分相似
,

在形态
、

生长
、

浸润转移等方面与其来源肿瘤保持一致
。

血流量

测定结果显示缺血组移植癌及癌周胰腺组织血流量术

中分别较对照组降低 5 9%和 4 8%
,

术后 3
、

7
、

14 d 均

显著低于对照组
,

提示结扎荷癌裸鼠胃十二肠动脉
、

胰

十二肠下动脉及背胰动脉所诱导的胰腺右叶区域性缺

血效应至少持续 14 d
,

且移植癌的缺血程度较癌周胰

腺组织更为严重
,

表明该模型用 于缺血疗法对胰腺癌

作用的研究较人胰腺癌裸小 鼠皮下移植瘤模型及动物

源性胰腺 自发瘤及诱发瘤模 型更接近人体实际情况
,

且具有诱导期短
、

易于复制及肿瘤获得率高等优点
。

本研究发现
,

对照组移植癌体积增长迅速
,

呈指数

生长趋势
,

缺血组移植癌生长缓慢
,

和对照组比移植癌

体积显著缩小
,

倍增时间延长
,

提示 区域性胰腺缺血能

有效地抑制移植癌的生长
。

D N A 合成及有丝分裂是细

胞增殖的标志
,

正常 的细胞合成是细胞周期顺利进行

必不可少的
。

本研究采用流式细胞仪测定移植癌细胞

周期
,

换算成增殖指数
,

并测定蛋 白质含量
,

结果显示

缺血组移植癌细胞增殖指数及蛋 白质含量术后 3
、

7
、

1 4 d 均显著低于同时相点对照组
,

提示缺血阻碍了移

植癌细胞从 G
。
/ G

,

期向 S
、

G
Z

/ M 期的过度
,

使绝大部

分细胞阻滞在 G
。
/ G

,

期
,

表明缺血抑制了移植癌细胞

D N A 及蛋白质的合成
,

使细胞周期的正常运行受阻
,

进而抑制移植癌细胞的分裂增殖
。

有报道胰的各动脉

分支在胰腺实质 内形成纵横交错的立体网络吻合
,

结

扎或栓塞一支或两支胰的主要动脉后不会造成坏死性

胰腺炎等严重并发症 .5[ 们
。

本研究发现缺血组癌周胰腺

组织术后早期轻度间质水肿
,

未见 出血坏死性改变
,

后

期 出现腺泡萎缩
,

纤维化及淋巴细胞浸润
,

符合慢性缺
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血性胰腺炎的组织病理学特征
,

与 T a
an k a 等闭 的报

道相仿
。

我们在后期的临床应用中亦发现胰周动脉结

扎安全可行
,

无坏死性胰腺炎等严重并发症发生 8j[
。

缺血疗法能否有效的应用于临床胰腺癌的治疗主

要取决于两个因素
:

①胰腺癌对缺血治疗的敏感性
,

即

在缺血状态下癌的生长是否能得到有效 的控制 ; ② 区

域性胰腺缺血是否会导致急性坏死性胰腺炎等严重并

发症
。

本研究结果表明区域性缺血能有效地抑制裸小

鼠胰腺移植癌的生长及增殖
,

从机制上模拟 了缺血疗

法对临床胰腺癌的作用过程
。

病理形态学检查发现癌

周胰腺组织无出血及坏死性炎症改变
。

由此推论
,

缺血

疗法在中晚期胰腺癌 的治疗 中安全可行
,

在控制癌肿

生长
,

缓解症状及力争缩小后二期切除等方面具有重

要的作用
。
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