
论著"基础研究
!!

&'(

%

!)*+","

&

-

*(../*!,0!1#+$#*2)!,*++*))$

卵巢癌不易发生脑转移的机制探讨$

杜
!

琴!

!郑
!

艺2

!雷开键+

%

!贾钰铭+

"

!*

山西省大同市第三人民医院肿瘤科
!

)+0)),

#

2*

遵义医学院附属医院产科!贵州遵义
9,+)))

#

+*

四川省宜宾市第二人民医院肿瘤科
!

,$$)))

$

!!

#摘要$

!

目的
!

分析卵巢癌明显脑转移少见的可能机制%方法
!

将肺腺癌
49$"

细胞株和卵巢癌
WV'C+

细胞株分别通过尾

静脉&腹腔&颈总动脉&颅内途径注入雌性裸鼠体内"每个途径
!,

只裸鼠$(

$

!

,

周后处死裸鼠!取其脑&肺&肾&脾脏&肝脏&输卵

管&卵巢及腹腔肿瘤包块!进行
S5

染色!分析脑内成瘤情况%结果
!

尾静脉注射途径
WV'C+

细胞株组无脑转移!

49$"

细胞株组

有
2

例脑转移#腹腔注射途径
WV'C+

细胞株组无脑转移!

49$"

细胞株组有
2

例脑转移#颈总动脉注射途径
WV'C+

细胞株组未发

现脑内成瘤!

49$"

细胞株组
#

例脑内成瘤%以上
+

种颅外注射途径!

WV'C+

细胞株与
49$"

细胞株在颅内成瘤率比较!差异有统

计学意义"

"

"

)*)!

$%而直接颅内注入途径
WV'C+

细胞株组
!$

例脑内成瘤!

49$"

细胞株组
!)

例脑内成瘤!二者比较差异无统

计学意义"

"

#

)*)9

$%结论
!

血脑屏障可能在阻止卵巢癌脑转移过程中起了重要作用%

#关键词$

!

卵巢肿瘤#肺肿瘤#脑转移#裸鼠#血脑屏障
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卵巢癌是女性生殖系统恶性肿瘤之一#

9

年存活率低#约

29B

!

+)B

$卵巢癌容易在腹腔广泛播散#

0)B

的病例就诊时

已属晚期$但卵巢癌极少发生脑转移#尤其是上皮细胞性卵巢

癌#据相关报道卵巢癌脑转移的发生率为
)*2"B

!

)*#)B

(

!1$

)

$

而肺癌脑转移很常见#约
2)B

!

9)B

#在脑转移瘤中来源于肺

癌的占
!#B

!

,$B

(

9

)

$为了探索卵巢癌脑转移少见的原因#

笔者将卵巢癌
WV'C+

细胞株和肺腺癌
49$"

细胞株通过不同

途径注入裸鼠体内#观察这两种细胞株在颅内成瘤的差异#从

而探讨卵巢癌不易发生脑转移的机制$

C

!

材料与方法

C*C

!

材料
!

雌性
_4=_

&

6

裸鼠#

,

!

#

周龄#体质量!

!#X2

"

A

#无特定病原体级!

W8]

"#购自北京华阜康生物科技股份有限

公司#饲养于
W8]

动物房$肺腺癌
49$"

细胞株及卵巢癌
WV1

'C+

细胞株#购自北京金紫晶生物医药技术有限公司$

C*D

!

主要试剂
!

@8[>!,$)

培养液*灭活新生牛血清*胰酶购

自
S

Q

K'/D

生物制品公司'

8_W

液购自贵阳爱瑞生物有限公

司'氯化钠购自上海试剂总厂'水合氯醛购自国药集团化学试

剂有限公司'甲醛溶液购自重庆市北碚精细化工厂$

C*E

!

主要仪器
!

WSf1##4

往复式水浴恒温振荡器购自江苏

太仓市实验设备厂'

6D/EN(JI

A

D9$!93

离心机购自德国
5

LL

D/1

&'NJ

公司'低温冰箱
[3]1+#f5

购自
WF/

Q

'

公司'

T(V'/

光学

显微镜购自尼康仪器有限公司'

_82!!3

精密电子天平购自北

京赛多利斯电子有限公司'

67

2

孵箱购自
:GDNM'WK(D/E(J(K

公

司'

:[W1!)!9

倒置显微镜购自
7H

Q

M

L

I.

公司$

"!,$

重庆医学
2)!,

年
!!

月第
$9

卷第
++

期

$

基金项目!四川省卫生厅科技基金资助项目!

!2))!$

"'四川省宜宾市科技基金资助项目!

2)!2fW]))0

"$

!

作者简介!杜琴!

!"#$%

"#硕

士#住院医师#从事肿瘤转移的研究$

!

%

!

通讯作者#

51MF(H

%

HV

-

,))

)

!,+*K'M

$



C*F

!

细胞培养及制备
!

肺腺癌
49$"

细胞株及卵巢癌
WV'C+

细胞株用
@8[>!,$)

培养液培养!含
!)B

新生牛血清"#当细

胞达到
#)B

!

")B

融合时进行消化$最后以
)*"B

氯化钠注

射液稀释至细胞密度为
!b!)

0

&

M=

和
+b!)

0

&

M=

两种单细胞

悬液#备用$

C*G

!

接种方法
!

接种动物按以下途径分别接种肺腺癌
49$"

细胞株和卵巢癌
WV'C+

细胞株#每种细胞每个途径各接种
!,

只裸鼠$!

!

"尾静脉途径%裸鼠尾部皮肤用
09B

乙醇常规消

毒#将制备好的
)*!9M=

肿瘤细胞悬液!浓度为
!b!)

0

&

M=

"

注入裸鼠尾静脉#共注入
!*9b!)

, 个肿瘤细胞$!

2

"腹腔途

径%裸鼠腹部皮肤用聚维酮碘消毒#将制备好的
)*!9M=

肿瘤

细胞悬液!浓度为
!b!)

0

&

M=

"注入裸鼠左侧腹腔$!

+

"颈总动

脉途径%用
2B

水合氯醛!麻醉剂量标准%

2))M=

&

V

A

"腹腔注射

麻醉裸鼠!麻醉后观察裸鼠呼吸*心率稳定#无大小便失禁"#以

仰卧位将已麻醉的裸鼠固定于实验木板上#用聚维酮碘消毒裸

鼠颈部皮肤#剪开皮肤#钝性逐层分离皮下组织#暴露右侧颈总

动脉#用
)

号丝线标记颈总动脉近心端并结扎#远心端用动脉

夹!

+MM

型号"夹闭#用眼科剪刀在两端封闭的这一段颈总动

脉动脉壁剪开一个小斜口#再用
85

导管插入颈总动脉斜口#

取掉远心端动脉夹#继续插入
!KM

#沿导管注入
)*)9M=

肿瘤

细胞悬液!浓度为
+b!)

0

&

M=

"#用
)

*

丝线将注射处远端结

扎#以防细胞回漏$聚维酮碘常规消毒手术切口后立即缝合皮

肤$术后裸鼠保温#待裸鼠苏醒后放入笼中继续饲养$!

$

"颅

内途径%裸鼠麻醉同上#俯卧位固定于实验木板上#参照
ZF.E1

N(E(.

等(

,

)的方法进行颅内注射%用聚维酮碘消毒裸鼠头部皮

肤#在裸鼠头顶部正中切开长约
)*9KM

皮肤#暴露颅骨#在前

囟前
)*9MM

*中线右侧
2*)MM

处为进针点$用
!M=

注射器

抽吸
+b!)

0

&

M=

的单细胞悬液
)*)9M=

!含有
!*9b!)

, 个肿

瘤细胞"#用适当力度注入颅内#进针深度约为
+MM

#消毒棉球

压迫止血数分钟#缝合切口$术后裸鼠保温#待裸鼠苏醒后放

入笼中继续饲养$有研究报道(

01#

)

$将
T6>1S$,)

细胞接种在

裸鼠肺叶中#

$

周后发现脑转移*骨转移及肾上腺转移$本实

验继续饲养裸鼠
$

!

,

周后#部分裸鼠行动迟缓#进食减少#出

现呼吸急促#消瘦#腹部增大#腹部可扪及包块$用颈椎脱臼法

处死裸鼠#系统解剖探查#取脑*肺*肾脏*脾脏*肝脏*双侧输卵

管*卵巢及腹腔肿瘤包块#

!)B

中性甲醛固定#石蜡包埋#

S5

染色$所有病理切片均由同一位具有高级职称的病理专家阅

片确认$

C*I

!

统计学处理
!

采用
W8WW!,*)

统计软件进行统计分析$

计数资料用率或构成比表示#各率或构成比的比较用
!

2 检验'

因为
%

"

$)

#

:

"

!

#用四格表的
](.GDN

确切概率法统计#以
"

"

)*)9

为差异有统计学意义$

D

!

结
!!

果

D*C

!

尾静途径成瘤或转移情况
!

见表
!

#两种细胞株颅内转

移比较差异无统计学意义!

"

#

)*)9

"$

表
!

!!

裸鼠尾静脉注射
WV'C+

细胞和
49$"

!!!

细胞脑转移比较%

%

&

组别 动物数 脑转移 肺内成瘤

WV'C+

细胞
!, ) ,

49$"

细胞
!, 2 !)

D*D

!

腹腔注射途径成瘤或转移情况
!

腹腔肿瘤大体外观呈球

形#直径约
!MM

至
2KM

大小不等#白色#质硬#表面凹凸不

平#与腹壁及腹腔周围器官有粘连#将肿瘤切开后#内部实质色

白#无液腔及坏死区域$肺脏*膈肌*肝脏*胰脏*胃*脾脏*卵

巢*输卵管*子宫等表面均可见到结节$其成瘤或转移情况见

表
2

#两种细胞株颅内转移比较差异无统计学意义!

"

#

)*)9

"$

表
2

!!

裸鼠腹腔注射
WV'C+

细胞和
49$"

!!!

细胞脑转移比较%

%

&

组别 动物数 脑转移 肺转移 腹腔及腹腔脏器成瘤

WV'C+

细胞
!, ) ) $

49$"

细胞
!, 2 , !$

D*E

!

右颈总动脉注射途径
!

由于右侧总动脉被结扎#个别裸

鼠出现同一方向转圈运动及一侧眼睑闭合现象#可能是因为右

侧大脑缺血及损伤右侧迷走神经引起$成瘤或转移情况#见表

+

#两种细胞株颅内转移比较#差异无统计学意义!

"

#

)*)9

"$

表
+

!!

裸鼠颈总动脉注射
WV'C+

细胞和
49$"

!!!

细胞脑转移比较%

%

&

组别 动物数 脑转移 肺转移

WV'C+

细胞
!, ) )

49$"

细胞
!, # )

D*F

!

前
+

种途径裸鼠颅内转移总体情况
!

见表
$

#两种细胞

株颅内转移比较差异有统计学意义!

!

2

Y!"*2))

#

"

"

)*)!

"$

表
$

!!

前
+

种途径注射
WV'C+

细胞和
49$"

!!!

细胞脑转移总体比较%

%

&

组别 动物数 脑内成瘤 肺转移

WV'C+

细胞
$# ) ,

49$"

细胞
$# !2 !,

D*G

!

裸鼠颅内直接注射途径
!

WV'C+

细胞和
49$"

细胞脑内

成瘤率都很高#差异无统计学意义!

"

#

)*)9

"#见表
9

$

表
9

!!

裸鼠颅内注射
WV'C+

细胞和
49$"

细胞脑

!!!

内成瘤情况比较%

%

&

组别 动物数 脑内成瘤 肺转移

WV'C+

细胞
!, !$ $

49$"

细胞
!, !) ,

E

!

讨
!!

论

!!

卵巢癌起病隐匿#腹腔内转移率高#复发率高#预后差#在

女性生殖系统恶性肿瘤中的病死率居高位(

"

)

$但上皮性卵巢

癌发生脑转移的极少见(

!)

)

#而非小细胞肺癌脑转移很常见$

笔者假设卵巢癌
WV'C+

细胞株在裸鼠体内会和在人体内一样#

脑转移也很少$为此#通过不同途径将这两种细胞株注入裸鼠

体内#或许对探索卵巢癌不易脑转移的机制有一定启示$从动

物实验结果分析#尾静脉注射途径*腹腔注射途径*颈总动脉注

射途径都在裸鼠体内不同部位形成一定的肿瘤灶#虽然
WV'C+

细胞株形成肿瘤灶的比率相对较少#但卵巢癌
WV'C+

细胞株未

发现
!

例在脑内成瘤#这应该不是偶然现象$笔者可以据此推

断#血脑屏障在阻挡卵巢癌
WV'C+

细胞进入脑组织的过程中起

了重要作用$而直接注入脑组织的两种肿瘤细胞成瘤率都很

高#说明裸鼠脑组织环境并不能抑制肺癌
49$"

细胞和卵巢癌

WV'C+

细胞的生长$裸鼠颈总动脉注射途径#卵巢癌
WV'C+

细

胞株未发现颅内成瘤#而肺腺癌
49$"

细胞株颅内成瘤率达到

)2,$
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#这一点与临床肺癌易发生脑转移相符#而卵巢癌细胞为

什么不容易通过血脑屏障#目前还不清楚$尾静脉注射途径与

腹腔注射途径颅内转移差异无统计学意义#可能是样本量不

够'同时也提示#采用这两种途径循环肿瘤细胞数量不是那么

多#因而肺癌细胞株进入大脑的可能性也低$

血脑屏障是机体最重要的内部屏障之一#由脑毛细血管内

皮细胞*基膜和胶质细胞足突共同组成(

!!

)

$血脑屏障的结构

包括%毛细血管内皮细胞之间的紧密连接*毛细血管基膜*由星

形胶质细胞终足围绕形成的毛细血管基膜外的胶质膜(

!2

)

$血

脑屏障是维持脑内环境稳定的重要结构#它允许脑组织所需要

的营养物质通过的同时而可有效阻挡有害物质的侵入(

!+

)

$由

于脑毛细血管内皮的屏障功能#蛋白质*大分子药物以及各种

染料不易透过血脑屏障'脑毛细血管内皮细胞间的紧密接合含

有带负电荷的胶质#故带负电荷的物质不易通过血脑屏障(

!$

)

$

是否卵巢癌
WV'C+

细胞株整体带负电荷的分子多#从而被血脑

屏障排斥在外#是笔者下一步研究的方向$腹腔注射途径#卵

巢癌
WV'C+

细胞株未发现肺内转移#可能是由于腹膜屏障也会

在一定程度上阻挡
WV'C+

细胞向腹腔外侵犯$

综上所述#一旦血脑屏障在某些因素影响下被破坏#卵巢

癌脑转移的概率则大大增加$卵巢癌患者保持血脑屏障的完

整性#对于减少卵巢癌脑转移起到非常重要的作用$至于卵巢

癌细胞不容易通过血脑屏障#是其电荷屏障作用还是相关分子

作用#有待于今后进一步探讨$

参考文献

(

!

)

[F

Q

DN@̂

#

_DNV'R>@

#

<N(JJ(EG.6:*6D/ENFH/DNC'I..

Q

.1

EDM(/C'HCDMD/EP

Q

'CFN(F/KFNK(/'MF

(

^

)

*6F/KDN

#

!"0#

#

$!

!

2

"%

00,10#+*

(

2

)

=FN.'/3[

#

6'

L

DHF/&=̂

#

['.DN@8

#

DEFH*6D/ENFH/DNC1

'I..

Q

.EDM MDEF.EF.D.(/D

L

(/EGDH(FH'CFN(F/KFNK(/'MF

(

^

)

*7P.EDE<

Q

/DK'H

#

!"#,

#

,#

!

,

"%

0$,109)*

(

+

)

@'..\[

#

6FNM(KGFDĤ 4
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