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  [摘要] 目的 探讨瘤丝注射法建立C57BL6前列腺癌原位移植瘤模型的应用价值,并与传统的前列腺原

位癌成瘤方法进行比较。方法 取36只7周龄(18~20
 

g)雄性C57BL6近交系小鼠,将其分成A、B、C
 

3组,每
组12只,A组为瘤丝注射组、B组为细胞注射组、C组为肿块移植组。观察每组小鼠的成瘤情况、转移情况、周

围组织浸润情况、小鼠生存期、操作难易程度等指标。结果 A、B、C
 

3组小鼠成瘤率分别为100%、91.67%、
91.67%,3组小鼠成瘤 率 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>0.05)。A、B、C

 

组 小 鼠 肺 转 移 率 分 别 为83.33%、
25.00%、33.33%,肝转移率分别为75.00%、25.00%、25.00%,A组小鼠的肺、肝转移率明显高于B、C

 

组(P<
0.05);B、C

 

组小鼠的肺、肝转移率比较,差异无统计学意义(P>0.05)。3组小鼠均出现广泛的腹腔浸润。A、
B、C组小鼠的生存时间分别为(17.33±2.19)、(14.7±2.39)、(13.58±2.43)d,A组小鼠的生存时间明显长于

B、C
 

组(P<0.05);B、C
 

组小鼠的生存时间比较差异无统计学意义(P>0.05)。A组操作难度要求相对较低,B
组成瘤方式易导致细胞液外溢造成人为肿瘤转移,对术者注射器持握的平稳性要求较高,C组需对前列腺筋膜

进行缝合,要求术者具有较好的显微手术技术。结论 相比于传统的成瘤方法,瘤丝注射法具有更高的成瘤

率、转移率和更长的生存时间。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

C57BL6
 

orthotopic
 

tumor
 

model
 

of
 

pros-
tate

 

cancer
 

established
 

by
 

using
 

the
 

fibroblast
 

injection
 

method
 

and
 

to
 

compare
 

it
 

with
 

the
 

traditional
 

ortho-
topic

 

tumor
 

formation
 

method
 

of
 

prostate
 

cancer.Methods Thirty-six
 

7-week-old
 

(18-20
 

g)
 

male
 

C57BL6
 

inbred
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C,12
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

group
 

A
 

was
 

the
 

fi-
broblast

 

injection,the
 

group
 

B
 

was
 

the
 

cell
 

injection
 

and
 

the
 

group
 

C
 

was
 

the
 

tumor
 

transplantation.The
 

tu-
morigenesis,metastasis,infiltration

 

of
 

surrounding
 

tissues,survival
 

time
 

and
 

operation
 

difficulty
 

were
 

ob-
served

 

in
 

the
 

mice
 

of
 

each
 

group.Results The
 

tumorigenicity
 

rates
 

of
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

were
 

100%,
91.67%

 

and
 

91.67%
 

respectively.The
 

lung
 

metastasis
 

rates
 

of
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

were
 

83.33%,25.00%
 

and
 

33.33%,and
 

the
 

liver
 

metastasis
 

rates
 

were
 

75.00%,25.00%
 

and
 

25.00%
 

respectively.The
 

lung
 

and
 

liv-
er

 

metastasis
 

rates
 

in
 

the
 

group
 

A
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P<0.05);the
 

lung
 

and
 

liver
 

metastasis
 

rates
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P>0.05).The
 

three
 

groups
 

appeared
 

the
 

extensive
 

abdominal
 

infiltration.The
 

survival
 

time
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

was
 

(17.33±2.19)d,
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(14.7±2.39)d
 

and
 

(13.58±2.43)d
 

respectively,and
 

the
 

survival
 

time
 

of
 

the
 

group
 

A
 

was
 

significantly
 

longer
 

than
 

that
 

of
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P<0.05).The
 

survival
 

time
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P>0.05).The
 

operation
 

difficulty
 

requirement
 

in
 

the
 

group
 

A
 

was
 

relatively
 

low,the
 

tumor
 

formation
 

mode
 

in
 

the
 

group
 

B
 

was
 

easy
 

to
 

lead
 

to
 

the
 

overflow
 

of
 

cell
 

fluid
 

and
 

cause
 

the
 

artificial
 

tumor
 

metastasis,
which

 

required
 

the
 

high
 

smoothness
 

for
 

the
 

operator
 

holding
 

the
 

syringe.The
 

group
 

C
 

needed
 

to
 

suture
 

the
 

prostate
 

fascia,which
 

required
 

the
 

operator
 

to
 

have
 

good
 

microsurgical
 

technique.Conclusion Compared
 

with
 

the
 

traditional
 

tumor
 

formation
 

method,the
 

fibroblast
 

injection
 

method
 

has
 

the
 

higher
 

tumor
 

formation
 

rate,
metastasis

 

rate
 

and
 

longer
 

survival
 

time.
[Key

 

words] prostatic
 

neoplasms;transplanted
 

tumor
 

model;C57BL6
 

inbred
 

mice;pathology;metastasis

  近年来,前列腺癌的发病率在全球呈逐年升高的

趋势,已是男性泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤之

一[1]。目前,人们虽然对前列腺癌的治疗研究较多,
但大多停留在皮下移植瘤模型的层面上,因其在生理

结构和疾病发生、发展的过程上都不符合前列腺癌的

一般规律,所以模拟效果并不太理想。RM-1前列腺

癌原位移植瘤方面,目前主要有两种移植方式[2-3],因
其生存期短、操作难度较高且对正常组织损伤较大,
所以导致模拟结果多具有局限性。本研究通过长期

摸索,发现一种新的更适合于实验研究的成瘤方式。
本文旨在对此方法进行介绍,并与其他两种原位成瘤

方式进行比对分析,以探讨其实际应用模拟价值。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选择C57BL6雄性近交系7周龄(18~20
 

g)小鼠

38只,均购自哈尔滨医科大学附属第二医院动物实验

中心,饲养环境恒温、恒湿、清洁、无特殊病原体,允许

小动物自由摄取食物和饮水。
1.1.2 前列腺癌细胞株

小鼠前列腺癌细胞株系即RM-1细胞株购自中

国医学科学院上海细胞库,生长于RPMI1640完全培

养液中,在5%CO2,37
 

℃环境中常规培养。
1.2 方法

 

1.2.1 实验分组

取2只小鼠进行皮下成瘤,用于原位的肿瘤移

植。将余下的36只小鼠随机分成3组,每组12只。
A组为瘤丝注射组、B组为细胞注射组、C组为肿块移

植组。
1.2.2 荷瘤小鼠模型的建立

1.2.2.1 皮下荷瘤鼠的建立

取2只C57BL6近交系小鼠,剪去小鼠背部毛发,
用医用乙醇清洁小鼠背部,接种制备细胞浓度为2×
107 个/mL的RM-1前列腺癌细胞,并将其接种于小

鼠背部皮下。每只接种100
 

μL。定期查看肿瘤生长

状况。用于瘤丝注射组和肿块移植组的肿瘤均取自

上述鼠背皮下肿瘤。
1.2.2.2 A组模型的建立

用于移植的瘤丝来源于上述荷瘤鼠。取1
 

mL注

射器并抽吸10
 

μL生理盐水。将取出的瘤块置于低

温、无菌的0.9%生理盐水中,用1
 

mL注射器针头轻

轻划拨肿瘤外周,将划下来的肿瘤丝置于微量注射器

尖端,轻轻回抽注射器,以肿瘤丝刚好堵住微量注射

器尖端为宜。取出上述C57BL6小鼠12只,用镊子沾

水后,轻轻剔去腹部毛发,用医用乙醇对小鼠腹部进

行消毒。用10%水合氯醛麻醉小鼠,仰卧位,取下腹

部正中切口长1.5~2.0
 

cm,显露腹腔。轻轻提拉膀

胱,暴露前列腺,将顶有肿瘤丝的针头插入前列腺包

膜下,此时注射生理盐水,将肿瘤丝推入前列腺内,缓
慢拔出针头。恢复器官位置,用6-0单针缝合线分别

连续缝合腹肌和皮肤,用聚维酮碘再次对伤口进行消

毒处理。待小鼠苏醒后放回笼中。
1.2.2.3 B组模型的建立

取对数生长期RM-1前列腺癌细胞,配成浓度为

2×107 个/mL溶液。取出上述C57BL6小鼠12只,
用镊子沾水后,轻轻剔去腹部毛发,用医用乙醇对小

鼠腹部进行消毒。从小鼠右下腹缓慢注射10%水合

氯醛麻醉小鼠,待小鼠麻醉后,取仰卧位,沿腹部正中

线距离外生殖器约0.5
 

cm处做1.5~2.0
 

cm手术切

口,显露腹腔。找出膀胱所在位置,用镊子轻轻提拉

膀胱,推 开 膀 胱 底 部 周 围 组 织,显 露 前 列 腺,
1.5

 

mm×2.0
 

mm×2.0
 

mm大小,分为左右两叶,有
明显的腺体组织特征,用微量注射器向右侧前列腺包

膜下注射RM-1细胞悬液10
 

μL,以包膜和腺体分离,
肉眼可见轻微鼓起为标准[2]。恢复器官位置,其余同

1.2.2.2。
1.2.2.4 C组模型的建立

取出皮下荷瘤鼠的瘤块,切成直径1
 

mm的肿瘤

块。用上述建立细胞注射原位瘤模型的方法找出前

列腺,用尖刀分离两腹侧叶,将肿瘤块置于两腹侧叶

间形成的缝隙中用8-0单线缝合针将肿块与前列腺缝

合在一起,轻轻关闭并缝合被摸[3]。恢复器官位置,
其余同1.2.2.2。
1.2.3 实验观察

以小鼠出现严重恶病质,濒死状态为实验结束的

终点,此时安乐处死小鼠。观察小鼠成瘤情况,取出

肺、肠、肝、脾、肾、胃进行甲醛固定,石蜡包埋,切片,
苏木精-伊红(HE)染色后光镜下观察是否有转移灶。
1.3 统计学处理

应用SPSS17.0统计软件进行数据处理。计量资

料用x±s表示,组间比较采用独立样本t检验;计数

资料以率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher精确
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检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组小鼠成瘤及转移情况比较

A、B、C组小鼠成瘤率分别为100%、91.67%、
91.67%。处死小鼠,解剖打开腹腔,可观察到肿瘤呈

块状,3组小鼠均有大量且广泛的腹腔组织浸润,膀
胱、腹膜均肉眼可见肿瘤侵犯,腹膜后及盆腔淋巴结

均已和肿瘤融合成块,无法分离,满腹血性液体。且

重要的器官如肺、肠、肝、脾、肾、胃均有转移(图1),其
中,A、B、C 组 小 鼠 肺 转 移 率 分 别 为 83.33%、
25.00%、33.33%,肝 转 移 率 分 别 为 75.00%、
25.00%、25.00%,A组小鼠的肺、肝转移率明显高于

B、C组(P<0.05),B、C组小鼠的肺、肝转移率比较差

异无统计学意义(P>0.05);3组小鼠的建模成功率

和肠、脾、肾、胃器官转移率比较,差异均无统计学意

义(P>0.05),见表1。

  A:肠;B:肺;C:肝;D:脾;E:肾;F:胃。

图1  光镜下观察各器官转移情况(HE染色,×400)

表1  3组小鼠建模成瘤及转移情况比较[n(%),n=12]

项目 A组 B组 C组

建模成功 12(100.00) 11(91.67) 11(91.67)

肠转移 8(66.67) 3(25.00) 4(33.33)

肺转移 10(83.33) 3(25.00)a 4(33.33)a

肝转移 9(75.00) 3(25.00)a 3(25.00)a

脾转移 7(58.33) 3(25.00) 4(33.33)

肾转移 6(50.00) 4(33.33) 4(33.33)

胃转移 7(58.33) 4(33.33) 3(25.00)

  a:P<0.05,与A组比较。

2.2 3组小鼠生存时间比较

A、B、C组小鼠生存时间分别为(17.33±2.19)、
(14.7±2.39)、(13.58±2.43)d,A组小鼠生存时间

明显长于B、C组(P<0.05);B、C组小鼠生存时间比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。
2.3 3组小鼠成瘤方式操作难度比较

A组要求相对较低。B组成瘤方式易导致细胞

液外溢造成人为肿瘤转移,对术者注射器持握的平稳

性要求较高,C组需对前列腺筋膜进行缝合,此操作

不仅要求术者具有较好的显微手术技术,且对小鼠机

体有一定的损伤,破坏了原有前列腺生理结构。
3 讨  论

长期以来人们对前列腺癌模型的建立多停留在

皮下水平,皮下成瘤具有便于观察、实验简便的特点,
但不能真实模拟前列腺癌转移情况[4]。有文献表明,
在超声低回声反射阳性时,即临床检测怀疑为前列腺

癌的时候,41.5%的患者已有转移[5]。盆腔淋巴结和

肺部转移是晚期前列腺癌患者常见症状,也是晚期前
列腺癌治疗的重点和难点。临床中前列腺癌患者的

主要治疗方法为雄激素剥夺治疗(ADT),但效果不甚

理想,绝大多数患者都会从激素敏感性 前 列 腺 癌
(HSPC)发 展 成 为 转 移 性 激 素 抵 抗 性 前 列 腺 癌
(mCRPC)[6-7]。有效地建立晚期转移性前列腺癌小

鼠模型,具有非常高的临床价值和社会意义[8]。目前

临床中常用CT作为判断前列腺癌腹腔淋巴结转移的
方式,CT可通过观察淋巴结大小判断有无淋巴结转

移。但CT的分辨率较低,小于1
 

cm的淋巴结难以观

察[9]。有研究表明,前列腺癌在发生周围组织粘连和

侵犯外周器官之前,已有41%的患者发生淋巴结转

移[10]。因小鼠的淋巴结较小,且晚期前列腺癌小鼠腹

腔肿瘤浸润性的转移粘连,加之满腹血性腹水使得晚

期腹腔淋巴结转移情况难以观察。对于此本研究认
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为,淋巴结转移观察的时间窗应控制在腹腔广泛转移

之前,以减少晚期广泛粘连对观察带来的干扰。
传统的前列腺原位移植瘤模型建立通常以细胞

注射或瘤块移植的方式进行。通过传统方式建立小

鼠前列腺原位癌模型,虽有很好的成瘤率,但器官转

移率相对较低。不能很好地模拟临床中晚期前列腺

癌多发转移的情况。而在动物实验中,药物实验往往

需要一定的观察时间窗[11-12]。传统成瘤方式生存时

间短,在药物疗效实验观察中有一定的劣势,有可能

药物尚未发挥作用小鼠便已经死亡,其短暂的生存期

限制了药物方面的观察研究[13-14]。为此,如何在保持

良好成瘤率的前提下,提高肿瘤的转移率和增加小鼠

的存活时间,是当下动物模型构建领域需要解决的问

题。本实验通过瘤丝注射的方式进行原位瘤移植,观
察发现通过瘤丝注射方式进行前列腺癌原位移植可

提供较好的成瘤率和器官转移效果。在生存时间上,
瘤丝注射也较传统成瘤方式明显延长。

在模型制作难度方面,因小鼠的前列腺癌非常

小,只有约1.5
 

mm×2.0
 

mm×2.0
 

mm大小,传统制

作方法对术者精准度要求均较高。使用细胞注射法

成瘤,在细胞注射时,稍有不慎,极易使注射液外溢,
而注射液为无色肿瘤细胞液,少量溢出时肉眼难以观

察。有文献表明,注入肿瘤细胞后3周内,有70%的

移植瘤模型会出现针道转移,从而造成人为播散[15],
所以,此方法增加了人为腹腔转移的风险。手术时需

要术者小心谨慎,认真观察,对注射器持握的平稳性

要求较高,是一项难度较高的精准细致的操作。肿块

移植成瘤时,因肿块肉眼可见,所以一定程度上可以

降低肿瘤人为转移的风险。但因前列腺较小,此操作

亦需要全神贯注,小心谨慎,当肿块放入两腹侧叶间

的缝隙后,应小心将筋膜复位,筋膜为一薄层结缔组

织,缝合需格外小心以确保瘤块被筋膜严密包裹,这
需要术者有较好的外科操作技术,且因需对筋膜进行

切开再缝合,一定程度上破坏了前列腺原有的组织结

构,对小鼠产生了较大的伤害。因此,如何在不改变

小鼠解剖结构的前提下,降低模型制作难度,提升成

瘤方法的实用性,是当下需要解决的问题。而本实验

所采用的瘤丝注射法,只需将1
 

mL注射器针头插入

筋膜下,然后注射10
 

μL生理盐水,此番操作既不会

造成细胞液渗漏导致人为种植转移,也无需对筋膜进

行切开再缝合,不仅降低了操作难度而且减少了人为

种植转移和对小鼠的伤害。
本研究通过新的C57BL6小鼠原位前列腺癌成

瘤方法———瘤丝注射法,并于传统的两种C57BL6小

鼠RM-1前列腺癌原位移植瘤模型进行比对,主要从

成瘤率、血道转移、生存期及操作难度方面进行剖析,
客观的比较了三种成瘤方式的实验应用价值。总之,
瘤丝注射法不仅均具有很好的成瘤率,且对组织损伤

小,血道转移率高,易于操作及普及。其成瘤方式更

适合于模拟晚期前列腺癌患者多发转移的研究,且其

生存时间窗相对较长,可以对药物的治疗效果进行更

好的评价,具有更高的临床模拟价值。
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血压、糖尿病、血脂异常,控制血压的健康管理,降低
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