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　　提　要　以人肺巨细胞癌细胞系 PLA-801的两个细胞克隆 C株及 D株 ,建立了 PLA-801C及 PLA-801D

裸鼠皮下移植瘤模型 ,以人肺腺癌裸鼠移植瘤培养细胞 Anip973,复制了 Anip973裸鼠皮下移植瘤及腹水瘤模

型 ,对其生物学特性进行了研究。这 4株移植瘤模型的淋巴结及肺转移率由低到高依次为 PLA-801C

皮下瘤 ( 0% , 0% )、 Anip973皮下瘤 ( 8. 6% , 4. 3% )、 Anip973腹水瘤 ( 100% , 12. 0% )、 PLA-801D皮下瘤 ( 100% ,

31. 6% )。具有同源性的不同转移力人肺癌裸鼠移植模型的建立对肺癌转移机理的对比研究具有意义。

　　关键词　疾病模型 ,动物 ;裸鼠 ;肺肿瘤

　　中图法分类号　 R363

　　恶性肿瘤转移是患者死亡的重要原因。由于转移

过程只有通过整体观察才可证实和确认 ,须以整体研

究为起始或归宿 ,故建立人类肿瘤转移动物模型具有

重要意义。由于人类肿瘤皮下移植于裸鼠后一般难以

形成转移 ,故目前国内外人肺癌裸鼠移植瘤转移模型

极少
[ 1, 2 ]

,主要有 2株报道 ,其一为吴秉铨等
[3 ]
以 PLA-

801人肺巨细胞癌细胞系建立的 PG裸鼠移植瘤模型 ;

其二为王吾如等 [ 4]以 AGZY-83-a肺腺癌细胞系在裸

鼠体内筛选建立的 Anip模型。作者用来自于 PLA-

801细胞系的两个克隆 C株及 D株 ,建立了 PLA-801C

低转移裸鼠皮下移植瘤模型及 PLA-801D高转移裸

鼠皮下移植瘤模型 ,利用 Anip973裸鼠移植瘤培养细

胞复制了 Anip973皮下移植瘤及腹水瘤模型 ,并对上

述不同转移特性的 4株模型进行了生物学特性研究。

1　材料与方法

1. 1　实验动物
　　 BALB /c-nu /nu裸鼠 ,由本室自行提供 ,鼠龄为 ( 6～ 8)周 ,

雌雄兼用 ,其实验和饲养均在 SPF条件下的超净层流架中进

行 ,灭菌处理的水和饲料供动物自由摄入。

1. 2　肺癌细胞来源
　　 PLA-801C及 PLA-801D均为人肺巨细胞癌 PLA801母系

细胞系的克隆化细胞株 [5, 6] ,由解放军总医院病理科提供 ,

Anip973肺腺癌裸鼠移植瘤培养细胞由哈尔滨医科大学病理学

教研室提供 [4, 7 ]。

1. 3　接种方法
　　将引入细胞系传代扩大培养至所需数量后 ,于培养细胞处

于指数生长期时 ,将培养瓶中的 RPMI-1640培养液倾出 ,于培

养瓶中加 0. 25%胰酶消化 ( 1～ 5) min ( PLA-801D可不经消

化 ) ,加入培养液制成细胞悬液 ,经细胞计数器计数及 0. 1%台

盼蓝染色证实活细胞比率大于 90%后 ,以 1 000 r /min离心

5 min,除去上清液 ,加入细胞培养液 ,将细胞吹打成细胞悬液 ,

按 5× 108细胞 /ml的浓度于裸鼠腋部皮下或腹腔注射 0. 2 ml,

接种后每周观察 2次。原代移植成功后 ,皮下瘤无菌采取瘤体 ,

剪成碎块 ,按 1 3的比例加入细胞培养液后 ,以组织研磨器制成

悬液于裸鼠皮下注射 0. 2 ml,腹水瘤采取腹水 0. 2 ml直接腹腔

注射 ,行鼠间传代。

1. 4　移植瘤生物学特性观察
1. 4. 1　生长特性　　接种后观察肿瘤移植成功率、生长潜伏

期 ,每周测量瘤体长、宽、高各径。

1. 4. 2　大体和组织学观察　　处死及自然死亡的裸鼠均进行

全身解剖 ,测量双侧腋部及腹股沟部淋巴结体积 ,观察肺部转

移情况 ,采取皮下移植瘤、腋部与腹股沟部淋巴结、各脏器 , 4%

中性多聚甲醛固定 ,石蜡包埋、切片 , HE染色 ,普通光镜观察。

1. 4. 3　电镜观察　　采取 1 mm3数块移植瘤、癌性腹水离心沉

淀获取瘤细胞 ,以 2. 5%戊二醛固定 ,按常规程序制备标本 ,

JEM-2000EX型透射电镜观察。

1. 4. 4　染色体分析　　采取移植瘤组织及癌性腹水按常规染

色体法制片 ,并以裸鼠骨髓细胞作染色体对照分析。

1. 4. 5　流式细胞分析　　采取裸鼠接种后 21 d的 4株移植瘤

液氮冻存的细胞悬液或腹水 , 经 300目不锈钢网过滤 ,

800 r /min离心沉淀 ,加入 70%冷乙醇固定 ,按常规方法以美国

BD公司 FACStar-PLus流式细胞仪进行细胞增殖周期定量分

析 ,并计算细胞增殖指数:

　　 PI= ( G2M+ S)÷ ( G0 /G1+ S+ G2M)× 100%

1. 4. 6　移植瘤冻存及复苏　　将每代皮下瘤部分标本在含

30%小牛血清、 5%二甲基亚砜的 RPM I-1640冻存液中剪成

1mm3的碎块或制成细胞悬液 ,腹水则直接加入冻存液 ,装入冻

存管内密封 ,将其按 4℃ 4 h以上→ 0℃ 1 h→ - 20℃ 30 min→

液氮的顺序逐渐降温置液氮中保存。复苏时 ,将冻存管迅速投

入 37℃温水中解冻 ,将冻存液更换为细胞培养液后 ,皮下或腹

腔接种于裸鼠。
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2　结果

2. 1　生长特性
　　 PLA-801C裸鼠皮下移植瘤已传 13代 ,移植成功率 50% ,潜

伏期 3周 , 8周时体积约 0. 5 cm× 0. 8 cm× 1. 0 cm; PLA-801D裸

鼠皮下移植瘤前 5代移植成功率为 20% ～ 80% ,现已传 23代 ,其

移植成功率已达 100% ,潜伏期 7 d, 4周时瘤体积约 1. 7 cm× 0. 8

cm× 0. 5 cm; Anip973皮下移植瘤 移植成功率一直为 100% ,已

传 21代 ,潜伏期 1周 , 4周时瘤体积约 1. 8 cm× 1. 5 cm× 0. 8 cm;

Anip973腹水瘤已传 25代 ,移植成功率均为 100% ,前 5代移植

时 ,常为血性腹水 ,在腹腔内出现乳糜样癌组织 ,以后逐渐过渡

为乳白色癌性腹水 ,潜伏期约 5 d, 3周时腹部明显膨大 ,见图 1。

图 1　移植后 56 d的 PLA-801C裸鼠皮下瘤 (左上 )、 21 d的

PLA-801D裸鼠皮下瘤 (左下 )、 14 d的 Anip973裸鼠皮

下瘤 (右上 )及 21 d的 Anip973裸鼠腹水瘤 (右下 )

Fig 1　 Tumors manif ested in nude mice 56 d af ter subcuta-

neous inoculation ( SI) of PLA-801C ( top left ) , 21 d

af ter SI PLA-801D ( bottom lef t ) , 14 d after SI

Anip973 ( top right) , 21 d after intraperitoneal inocu-

lation of Anip973 ( bottom right)

2. 2　病理形态学
2. 2. 1　 PLA-801C皮下移植瘤　　体外培养细胞为星状 ,多角

形或梭形 ,见图 2。移植瘤包膜完整 ,易与周围组织分离 ,组织学

检查瘤细胞不侵袭周围组织 ,其细胞形态仍呈星状、多角形或

梭形 ,见图 3。电镜下 ,细胞排列较 PLA-801D细胞疏松 ,细胞间

具有较多的胶原纤维 ,胞质内可见环状畸形线粒体、粗面内质

网、高尔基体 ,核周界曲折凹陷或形成裂隙。

2. 2. 2　 PLA-801D皮下移植瘤　　体外培养的 PL A-801D细

胞多呈圆形 ,见图 2。其移植瘤难以与周围组织分离 ,组织学检

查可见瘤细胞严重侵袭肌肉 ,瘤组织间质极少 ,瘤细胞仍多呈

圆形或椭圆形 ,核 -质比大 ,核深染 ,核仁明显 ,核分裂象多见 ,

见图 3。电镜下瘤细胞排列紧密 ,细胞质内可见粗面内质网、高

尔基体、线粒体 ,偶见有单位膜包绕的高电子密度小体及大小

不等的脂滴样结构 ,核膜明显 ,核周隙扩张 ,核外形曲折凹陷或

形成裂隙。

图 2　 PLA-801C(左 )、 PLA-801D(右下 )及 Anip973(右上 )培养

细胞　 (× 200)

Fig 2　 Monolayer culture of PLA-801C cells ( left ) , PLA-

801D cells ( bottom right) , Anip973 cells ( top right )

(× 200)

图 3　 PLA-801C裸鼠皮下瘤不侵袭肌肉 (左 ) , PLA-801D裸鼠

皮下瘤明显侵袭肌肉 (右 )　 ( HE× 100)

Fig 3　 No invasion of PLA-801C cells ( lef t) and invasion of

PLA-801D cells ( right) to the muscular tissue　

( HE× 100)

2. 2. 3　 Anip973皮下移植瘤　　其培养细胞多呈三角形、椭圆

形 ,见图 2。移植瘤包膜完整、常由彼此相连的 3～ 5个小瘤体组

成 ,质地较软 ,中心常坏死。光镜观察瘤细胞仍呈三角形或椭圆

形 ,作腺管状排列 ,见图 4。电镜下瘤细胞呈典型的腺癌细胞结

构 ,癌细胞成片分布或形成原始腺腔 ,细胞表面出现粗细不等

或微绒毛样突起 ,构成原始腺腔的胞间有复合连接 ,细胞的腔

面有微绒毛 ,原始腺腔内有的可见不同电子密度的分泌物样圆

形小体。细胞质内可偶见胞质内微腔 ,有粗面内质网、高尔基体

及线粒体 ,可见核内包涵体 ,见图 5。

485第 6期　　　　　　　　　　　魏　泓 ,等 .不同转移特性人肺癌裸鼠移植瘤模型的建立及复制　　　　　　　　　　　



图 4　 Anip973裸鼠皮下瘤 (左 )及腹水瘤 (右 ) ,前者呈典型腺癌

结构　 ( HE× 200)

Fig 4　 Photomicrograph of Anip973 subcutaneous tumor

( left ) and ascitic tumor ( right ) in nude mice, note

the characteristic f eatures of adenocarcinoma in sub-

cutaneous Anip973　 ( HE× 200)

图 5　 Anip973裸鼠皮下瘤 (左 )及腹水瘤 (右 ) ,示原始腺腔 (左 )

　 (TEM× 20 000)

Fig 5　 Electron micrograph of Anip973 subcutaneous tumor

( lef t) and ascitic tumor ( right ) in nude mice, note the

primary adenolumina ( lef t)　 ( TEM× 20000)

2. 2. 4　 Anip973腹水瘤　　光镜下腹水瘤细胞均呈圆形 ,大小

不等 ,核大、深染 ,胞质仅占核周一小部分 ,易见多核瘤巨细胞 ,

见图 4。电镜下 ,其腹水瘤细胞与皮下瘤细胞相似 ,细胞表面仍

具微绒毛 ,但细胞游离 ,不形成原始腺腔 ,核畸形更为突出 ,表

现为多核及核周界在多处形成复杂走向的裂隙 ,见图 5。

2. 3　染色体分析
　　 4株移植瘤均呈现人类染色体形态 ,每一瘤细胞同时具有

中央亚中央或端着丝粒染色体 ,而对照的裸鼠骨髓细胞染色体

全部为端着丝粒染色体 ,见图 6。

图 6　 PLA-801C(左上 )、 PLA-801D(左下 )、 Anip973(右下 )裸

鼠皮下瘤与裸鼠骨髓细胞 (右上 )染色体。小鼠染色体均

为端着丝粒 ,而人肺癌细胞染色体为端着丝粒、中央和亚

中央着丝粒　 (× 400)

Fig 6　 The chromosomes of PLA-801C ( top left ) , PLA-801D

( bottom left) , Anip 973 ( bottom right) growing subcu-

taneously in nude mice and that of bone marrow of

mice ( top right ) , showing that human cell chromo-

somes are metacentric, submetacentric and acrocentric

while that of mouse cell are all acrocentric　 (× 400)

2. 4　流式细胞分析见表 1

表 1　 4株人肺癌裸鼠移植瘤细胞周期分布及增殖指数

Tab 1　 Cell cycle and proliferation index of four strains of

human lung carcinoma xenograf t in nude mice

Type of xenograf t
Prolif eration

Index
G0 /G1 S G2+ M

Subcu taneou s PLA-801C 48. 9 51. 1 31. 6 17. 3

Subcu taneou s PLA-801D 55. 0 45. 0 40. 5 14. 5

Subcu taneou s Anip973 67. 9 32. 1 47. 1 20. 8

Asciti c Anip973 46. 8 53. 2 21. 7 25. 1

2. 5　移植瘤转移情况
　　 4株裸鼠移植瘤淋巴结及肺转移情况见表 2,其它器官未发

现转移。 PLA-801D皮下瘤的肺转移形式主要表现为小血管内

形成瘤栓 M ,见图 7,少数突破血管形成血管外小转移灶 ,仅见 1

例形成较大面积的肺转移灶。 Anip973皮下瘤及腹水瘤的肺转

移形式为小结节状转移 ,见图 8。 PLA-801D的淋巴结转移程度

严重 ,轻者淋巴结局部组织被瘤细胞侵占 ,严重者仅残存少量

淋巴组织 ,且出现坏死性瘤组织区 ,见图 7。Anip973腹水瘤的淋

巴结转移严重者被具腺管结构瘤细胞完全侵占 ,见图 8。

486　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 18卷



表 2　 4株人肺癌裸鼠移植瘤转移情况 (% )

Tab 2　Metastases of four strains of human lung

carcinoma xenograf t in nude mice (% )

Type of xenograf t
Lymph-node
metas tasis

Lung
metastasi s

Subcu taneou s PLA-801C 0 /20 ( 0) 　 0 /20 ( 0)　

Subcu taneou s PLA-801D 38 /38 ( 100) 12 /38 ( 31. 6)

Subcu taneou s Anip973 4 /46 ( 8. 6) 　 2 /46 ( 4. 3)

Asciti c Anip973 50 /50 ( 100) 　 6 /50 ( 12. 0)

图 7　 PLA-801D裸鼠移植瘤的淋巴结转移 (左 )及肺

转移 (右 )　 ( HE× 200)

Fig 7　 Lymph-node metastasis ( left ) and lung

metastasis ( right ) of PLA-801D growing

subcutaneously in nude mice　 ( HE× 200)

图 8　 Anip973腹水瘤的淋巴结转移 (左 )及肺转移

(右 ) ,淋巴结被腺癌组织取代　 ( HE× 100)

Fig 8　 Lymph-node metastasis ( left ) and lung

metastasis ( right ) of Anip973 in nude

mice, showing replacement of lymph node

by metastatic adenocarcinoma t issue

( HE× 200)

2. 6　瘤株冻存及复苏
　　 PLA-801D皮下瘤、 Anip973皮下瘤及腹水瘤的冻存复苏

成活率均为 5 /5,而 PLA-801C的成活率为 2 /5。

3　讨论

　　 4株人肺癌裸鼠移植瘤模型的生长特性基本稳定。

PLA-801D皮下瘤、 Anip973皮下瘤及腹水瘤的移植成

功率已达 100% , PLA-801C皮下瘤成功率 50% ,病理

形态学显示 PLA-801C及 PLA-801D符合肺巨细胞

癌特点 , Anip973皮下瘤及腹水瘤符合肺腺癌特点 ,染

色体分析显示了其人染色体形态 ,冻存复苏成活率除

PLA-801C皮下瘤为 40%外 ,其余 3株均为 100% ,表明

4株人肺癌裸鼠移植瘤模型的生物学特性稳定 ,说明了

PLA-801C及 PLA-801D裸鼠皮下移植瘤模型的成功

建立以及 Anip973皮下瘤及腹水瘤模型的顺利复制。

　　 4株移植瘤淋巴结及肺转移率由低到高依次为

PLA-801C皮下瘤、 Anip973皮下瘤、 Anip973腹水瘤、

PLA-801D皮下瘤。转移率较高的 PLA-801D及

Anip973腹水瘤 ,表现为局部淋巴结的 100%转移 ,而

肺转移率均较低 ,分别为 31. 6%及 12. 0% , PLA-801C

皮下瘤则未发现淋巴结及肺的转移。由于小鼠淋巴结

体积小 ,取材及制样受限 ,故建立高肺转移的人肺癌裸

鼠移植瘤模型对于各种转移与抗转移作用定量实验研

究更具有实用性。

　　 3株裸鼠皮下移植瘤模型中 , PLA-801C生长速度

缓慢、细胞增殖指数、移植成活率及冻存复苏存活率均

较低 ,与其低转移特点相符 ;而 Anip973皮下瘤生长速

度、细胞增殖指数高于 PLA-801D皮下瘤 ,但其淋巴

结及肺转移率与之相比均较低 ,表明其生长增殖速度

与其转移力的相关性受不同瘤株的影响。

　　 PLA-801C与 PLA-801D皮下瘤均来源于 PLA-

801细胞系 , Anip973皮下瘤及 Anip973腹水瘤均来源

于以 AGzy-83a细胞系在裸鼠体内筛选建立的 Anip

细胞 ,且国内较有影响的高转移人肺癌 PG裸鼠移植

瘤模型也来源于 PLA-801细胞系
[7 ] ,各模型虽具同源

性 ,但其生长特性、病理形态、转移特性等存在不同程

度差异。上述系列模型的建立及复制 ,对肿瘤转移机理

及肿瘤异质性理论的对比研究具有重要意义。
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Establishment and repl ication of human lung carcinoma metastasis

models in nude mice
Wei Hong , Niu Rong , Wu Fengchun, Shi Jingquan, Chen Yisheng ( Depar tment of Labor ato ry Animal Science, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Two strains of human lung ca rcinoma metastasis models w ere established and two strains of

human lung adenocarcinoma w ere r eplicated in nude mice in the fo llowing pr ocedure: ( 1) The nude mice w ere

inocula ted subcutaneously with cellular co lonal strains C and D iso lated fr om a human lung giant carcinoma

cell line PLA-801 to establish two models of subcutaneously tr ansplanted carcinoma PLA-801C and PLA-

801D; ( 2) Two models we re replica ted respectiv ely th rough subcutaneous and intr aperitoneal inocula tion of

human lung adenocar cinoma cell Anip973 cultiv a ted from its transplanted xenog ra ft. It wa s found that the bi-

ological cha racteristics of the four strains w ere stable and their metastatic r ates to lymph node and lung w ere

in o rder from low to high among subcutaneous PLA-801C ( 0% , 0% ) , subcutaneous Anip973 ( 8. 6% ,

4. 3% ) , ascitic Anip973 ( 100% , 12. 0% ) and subcutaneous PLA-801D ( 100% , 31. 6% ) . The establishment

of transplanted models o f h uman lung ca rcinoma from the same o rigin and with various me ta sta tic potentia ls

in nude mice is o f g reat significance for the compara tiv e study o f mechanisms o f lung ca rcinoma metastasis.

　　 Key words　 disease models, animal; nude mouse; lung neoplasms
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表现为一侧或双侧乳房内一个或多个散在的活动性肿块 ,肿块

生长迅速 ,乳头无溢液 ,肿块边缘清楚 ,与皮肤无粘连且富有弹

性 ,如具备以上特点 ,乳腺肿块应考虑为乳腺淋巴瘤 ,且最终诊

断取决于病理 ,治疗方式以手术切除为主 ,根据组织病理学及

免疫学特征 ,辅以化疗 ,放疗及免疫治疗。早期治疗 ,疗效好。例

1经手术切除 ,辅以化疗 ,转移灶放疗 ,患者生存 4年后失访。近

期疗效较满意 ,与文献 [2 ]报告相符。

　　乳腺纤维肉瘤较少见 ,来源于多向分化的乳腺间叶组织 ,

诊断依赖于病理检查并结合免疫组化及电镜检查。治疗方式以

手术切除为主 ,失败原因常为血道转移 ,局部切除不彻底时可

局部复发 ,故术后补充放疗可降低复发率。例 2采取手术加放

疗 ,预后较好 ,已生存 9年 ,无复发和转移 ,能从事一般的劳动。

　　关键词　乳腺肿瘤

　　中图法分类号　 R737. 9
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