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　　摘　要：目的　研究建立人食管癌裸鼠皮下移植及原位移植模型的方法。方法　从新鲜的人食管癌标本上切除肿瘤组织，移

植于裸鼠皮下，建立原代移植瘤并连续传代３次后，取肿瘤组织分别移植于裸鼠皮下及食管黏膜下，分别观察移植瘤成瘤率、大体

及组织形态、肿瘤的侵袭和转移情况。结果　皮下移植模型成瘤率６０％，为低分化鳞癌，未见淋巴结及远处器官转移；原位移植

模型成瘤率８０％，与患者原发肿瘤组织形态一致，可见广泛的淋巴结转移及肝肺转移。结论　初步建立了有效的人食管癌裸鼠

皮下移植及原位移植模型，为食管癌的研究提供了重要工具。
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　　肿瘤是当前威胁人类生命最严重的疾病之一，每年死于肿

瘤的人数以百万计，肿瘤的防治研究，已成为医学研究中的重

要课题。在动物体内建立人类疾病模型可以更好地模拟活体

状态下疾病的特征，为疾病病因研究及治疗提供实验材料。

１９６９年Ｒｙａａｉｄ首次成功地将人类肿瘤移植于无胸腺裸小鼠，

这为异种动物肿瘤移植开辟了新局面。由于裸鼠缺乏Ｔ淋巴

细胞功能，所以是极为理想的肿瘤移植模型材料［１］。我国在这

方面已经做了不少探索，成功地将大肠癌［２］、乳腺癌［３］、肺癌［４］

等移植于裸鼠。但关于食管癌裸鼠皮下移植尤其是原位移植

模型的报道较少，本实验采用将人食管癌组织块接种于裸鼠体

内的方法，观察其生长特征，初步建立了人食管癌裸鼠皮下移

植及原位移植模型，为食管癌的研究提供了重要的实验工具。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　食管癌组织来源　食管癌组织来源于新乡医学院第一

附属医院胸外科的１例食管癌患者手术切除标本，病理诊断为

低分化、淋巴结转移阳性食管鳞癌组织，且术前未进行放化疗。

１．１．２　实验动物　实验所用的ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠由新乡医学院

动物实验中心提供，３～４周龄，体质量１６～２２ｇ，雌雄均可，随

机取用。裸鼠在恒温（２５～２７℃）、恒湿（４０％～５０％）、无特殊

病原菌级饲养室条件下饲养。动物先放于有机玻璃盒内，再置

于超净生物层流架内，每个饲养盒内饲养５～６只裸鼠。笼具、

垫料、饲料、饮水均经高压蒸汽灭菌。所有实验程序均严格按

无菌操作规程进行。

１．２　方法

１．２．１　肿瘤手术标本的移植　手术切除标本离体后在无菌条

件下去除包膜，清除标本周围的纤维组织及坏死部分，用含有

青霉素／链霉素双抗（终浓度为１００ＩＵ／ｍＬ）及１０％胎牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养液反复冲洗后，取新鲜的癌组织用弯剪剪

成约１ｍｍ３ 组织碎块。裸鼠经０．５％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）

腹腔注射全身麻醉。取２粒组织碎块包埋于裸鼠右腹部皮下，

共１０例，５／０丝线缝皮，继续饲养观察，取原代移植成功且肿

瘤生长良好的裸鼠１只，处死后进行鼠间传代，连续传代３次，

每代１０只，观察成瘤率。

１．２．２　裸鼠皮下移植　取１０例裸鼠，全身麻醉后取传３代后

移植瘤移植于裸鼠皮下，移植方法同上。术后继续饲养，每周
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观察２次。裸鼠饲养至自然死亡或濒临死亡状态下处死。观

察移植瘤成瘤率、大体及组织形态、肿瘤的侵袭和转移情况。

１．２．３　裸鼠食管黏膜下移植　取１０例裸鼠，全身麻醉后取腹

正中线切口开腹，在手术显微镜下游离食管下段。做３ｍｍ切

口深达黏膜下层，经切口将２粒１ｍｍ３ 传代后瘤块以１０／０无

损伤缝合线固定于食管壁黏膜下层。以７／０丝线缝合腹膜，５／

０丝线缝皮。荷瘤裸鼠饲养至自然死亡或濒死状态下处死，观

察移植瘤成瘤率、大体及组织形态、肿瘤的侵袭和转移情况。

１．２．４　病理学检测　上述移植瘤标本常规石蜡包埋切片，苏

木精伊红染色，光镜下观察。

２　结　　果

２．１　裸鼠移植瘤成瘤率　人食管癌组织移植于１０只裸鼠皮

下，原代成瘤１只，成瘤率１０％（１／１０），传代３次后，成瘤５只，

成瘤率５０％（５／１０）。

２．２　裸鼠皮下移植模型的观察　皮下移植的１０例裸鼠共有

６只形成肉眼可见肿瘤，成瘤率６０％，移植瘤呈膨胀性生长，圆

形或椭圆形，灰白色，边界清楚，有纤维包膜包裹。光镜下观察

移植瘤与人原发食管癌组织形态特点基本相同，为低分化鳞状

细胞癌。细胞呈片状或条索状排列，细胞大小不同、形态各异，

核浆比增加，核分裂像多见，见图１Ａ。肿瘤周围淋巴结、肝、肺

未见癌转移。

２．３　裸鼠原位移植模型的观察　食管黏膜下移植的１０例裸

鼠尸检可见８例成瘤，成瘤率８０％。原位肿瘤肉眼观见图１Ｂ。

光镜下观察移植瘤与人原发食管癌组织形态特点基本相同，镜

下观见图１Ｃ。８例均发生食管周围淋巴结癌转移，转移率

１００．０％（８／８），见图１Ｄ；有３例发生肝转移，转移率３７．５％（３／

８）见图１Ｅ；有２例发生肺转移，转移率２５．０％（２／８），见图１Ｆ。

　　Ａ：皮下移植模型肿瘤；Ｂ：原位肿瘤肉眼观；Ｃ：原位肿瘤镜下观；Ｄ：原位移植模型淋巴结转移癌；Ｅ：原位移植模型肝转移癌；Ｆ：原位移植模型

肺转移癌。

图１　　病理学检测结果

３　讨　　论

肿瘤动物模型是研究肿瘤生物学行为及肿瘤治疗的主要

工具之一，广泛应用于肿瘤生长、肿瘤免疫、抗肿瘤药物筛选等

方面的研究［５］。应用裸鼠建立的移植性肿瘤模型是目前应用

最多的动物模型，他是将外源性肿瘤细胞或组织移植到裸鼠内

生长并形成肿瘤，其中以皮下移植模型和原位移植模型最为

常见。

本研究采用瘤组织块接种法，这种方法能较好地保持肿瘤

细胞形态，接种后成瘤率高。在裸鼠皮下传代３次的目的是通

过反复传代可以对肿瘤细胞起到筛选作用，提高成瘤率。与直

接移植患者肿瘤标本相比，经过传代后，移植瘤处于无菌状态，

用传代后的移植瘤建模，瘤体更易存活，也有较高的成瘤率［６］。

本次研究也证实了这一点。

传统的移植途径是将肿瘤细胞或组织进行皮下移植。皮

下移植模型具有操作简单、便于观察的优点，可以部分模拟人

恶性肿瘤的生物学特征，但皮下移植属于异位移植，脱离了起

源组织器官的微环境，在实验中移植瘤的一些行为常不同于原

先患者身上恶性肿瘤的生物学行为［７］。本次研究发现，皮下移

植瘤虽与人原发食管癌组织相同，都是低分化鳞状细胞癌，但

移植瘤被纤维结缔组织囊包绕，呈局限性生长，未见局部扩散

和远处器官转移，原因考虑是结缔组织包绕干扰了新生血管的

生长和长入［８］。故皮下移植模型难以用于肿瘤转移相关的

研究。

原位移植，是将人类肿瘤细胞或组织移植到免疫缺陷动物

相当于人类肿瘤原发部位组织器官内。与皮下移植相比，原位

移植具有丰富的自然血管，可保证瘤体获得充分的营养，且肿

瘤细胞具有亲器官性，容易在与母体肿瘤相同的器官上滞留、

浸润或扩散，更能模拟食管癌侵袭、转移的特征［９］。本次研究

发现，食管黏膜下移植瘤的成瘤率要高于皮下移植，为低分化

鳞状细胞癌，没有包膜，呈浸润性生长，可见广（下转第８３３页）
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Ⅱ诱导 ＶＳＭＣｓ的 增 殖 与 迁 移 的 影 响。实 验 结 果 显 示，

ＰＤ９８０５９能显著抑制ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移，而

ＳＢ２３０１５能显著促进ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移，提

示ＡｎｇⅡ诱导的细胞增殖、迁移与磷酸化ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ表

达上调有关，且磷酸化Ｐ３８在此过程中起负性调节作用。实

验还应用蛋白质印迹法评估了 Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９及ＳＢ２３０１５对

ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ内磷酸化ＥＲＫ１／２、Ｐ３８ＭＡＰＫ表达上

调的影响。作者选择３０ｍｉｎ作为观察时间，Ｖａｌ（１０－５～１０－３

ｍｏｌ／Ｌ）和ＳＢ２３０１５（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）明显抑制了 ＡｎｇⅡ诱导的磷

酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达，ＰＤ９８０５９（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）则对此过程无

明显影响，说明磷酸化ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ则对 ＡｎｇⅡ诱导的磷

酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达无调节作用。这与 Ｋｉｎｔｓｃｈｅｒ等
［９］研

究结果相一致。

综上所述，Ｖａｌ预防支架术后再狭窄的机制可能与其抑制

ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移及ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ表达

有关，而磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ则对ＡｎｇⅡ诱导的磷酸化ＥＲＫ１／

２ＭＡＰＫ的表达起负性调节作用。这为今后临床应用 Ｖａｌ预

防支架植入术后再狭窄提供了依据。
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泛淋巴结转移及肝肺转移。可见，原位移植为人类恶性肿瘤的

研究，尤其是与侵袭、转移相关的研究提供了更为适宜的动物

模型。
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