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人肝癌移植裸鼠后基膜成分分布的变化
*

欧阳能太 周慕晰 董 郡

〔 病理学教研 室 )

提 要 巧例人肝癌手术标本移植裸鼠后
,

3 例获成功
。

作者对移植前后的肝癌组织 进 行了石蜡

切片的那型胶原 ( C ol l万 )
、

层粘连蛋白 ( L A M ) 和纤维连接蛋白 ( F N ) 的免疫组 化 染 色
。

结 果显

示
:

①人肝癌移植裸鼠后
,

癌组织形态结构基本保持不变
,

但基膜成分的分布变得不规 则
,

量 减少
。

②原肝癌与周围肝组织交界处无发现连续性的基膜成分阳性染色
,

而移植瘤与宿主组 织交界处可见连

续性的基膜成分分布
。

③肝癌裸鼠移植瘤中细胞周围 C ol l万和 F N 阳性
,

提示肝癌组织中部分 C ol l了

和 F N 可能是由肝癌细胞产生
。

关锐词 肝癌 , 基膜成分
;
裸鼠 ; 免疫组 织化学

中圈号 R 7 3一 3 5 4

有关高转移的肿瘤裸 鼠模型的建立文献 已

有不少的报道
,

移植瘤多数呈膨胀性生长
,

较

少向周 围浸润和转移
。

多认为可能与裸鼠的天

然杀伤细胞 ( N K细胞 ) 活性较高
,

移植瘤 细 胞

浸润特性的改变以及移植瘤周 围形成包膜等因

素有关
〔`一端〕 。

近年来
,

基膜成分在肿瘤浸润 中

的作用越来越受到重视
。

关于裸 鼠移植瘤浸润

性改变与基膜成分分布改变的关系
,

文献尚令

报道
。

作者通过外科手术切除肝癌
,

将标本移

植于裸 鼠
,

对移植前后的肿瘤 组 织 进 行 W型

胶原 ( c o l l a s e n t y p e w
, C o l l Vl )

、

层粘连蛋白

( l a m i n i n , L A M ) 和纤 维 连接蛋 白 ( f ib r o n e c
-

it n , F N )等基膜成分的免疫组织化学方面的研

究
,

对移植瘤周围包膜的基膜成分的特性
、

来

源 以及与肿瘤浸润之关系等作了初步的探讨
。

材 朴 与 方 法

材料及来源

1
.

杆 癌标本 1 5例肝癌手术切除标 本 取

自本校附属肿瘤医院手术室
。

除 1 例为胆管细

胞癌外
,

其余均为肝细胞癌
。

2
.

动物 n c
一 n u/ n u裸小鼠为本校裸鼠实

验室繁殖
。

雌雄兼用
。

鼠龄 4 一 6 周
。

饲养于

无特殊致病菌 ( S P F ) 环境下
。

3
.

试 剂 本实验免疫组织化学材料 是 使

用V ec t as it n 公司的 A B C 药盒
。

显示剂二氨基联

苯胺 ( D A B )为 A l dr ic h公司生产
。

所用抗 体 的

来源及用法详见表 1
。

表 1 3 种第一抗体的来源及 用法

第一抗休 品 种 稀释度

多克隆

多克隆

D A K O A 2 4 5 1 : 4 0 0

L A M G I B C O 6 8 0一 3〕 1 0 1 : 5 0 0

C o l l F 单克隆 S E R O T E C M
心二A l l 9 1: 1 2 0 0

特异性

基膜 (结缔组织 )

基膜

基膜 (结缔组织 )

方 法

1
。

肝癌裸鼠移植 新鲜肝癌手术切 除标

补高校博士点科研基金资助课题
,

第一作者现在江

西宜春医学专科学校病理教研室

小时取出肿瘤传代
。

方法同上
。

并进行裸鼠的

本在无菌条件下经 16 4 0 液冲 洗
,

剪 成 1 ~ 2

m时小块后
,

取 4 一 5 块经套管针种入裸鼠腋

部皮下
。

移植瘤成活者
,

在肿瘤长至 10 m m
3

大
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常规解剖检查
。

2
.

免夜组 织化学染 色 肝癌组织 经 10 %

中性福尔马林固定液固定 16 一 2 4小时
。

常规脱

水
,

石蜡包埋
,

切片厚为 4拼m
,

涂胶贴片
,

58

℃烤 3一 5 小时
。

经二甲苯
、

酒精脱蜡后进行

C o l l W
, L A M 和 F N 的免疫组化 A B C 法染色

和常规 H E 染色
。

免疫组化染色墓本步骤
:

①
3% H夕

2

液浸泡 5 分钟
,

以消除内源性过 氧 化

氢酶
,

蒸馏水洗 10 分钟 ; ②胰蛋白酶液消化 25

分钟
,

磷酸盐缓冲生理盐水 (P B )S 洗 3 次各 5

分钟 ; ③正常羊 ( 或马 ) 血清孵育 15 分钟
; ④

第一抗体孵育 1 小时 ( 室温 )
, P B S 洗 3 次各

5 分钟
; ⑤羊抗兔 ( 或马抗鼠 ) 血清 1 : 2 0 0孵

育60 分钟 ( 室温 )
, P B S 洗 3 次各 5 分钟

; ⑥

A B C I :
1 0 0孵育 6 0分钟

, P B S洗 3 次各 5 分 钟
;

⑦ D A B显色 ( D A B的配制
: 3 m g D A B加入 s m l

p B S中
,

溶解后过滤 )
,

临用前加入 s % H
: 0 2 2 5拼l

,

显 微 镜 下 显 色
,

流 水冲洗
; ⑧苏木 素 复 染

15 ~ 30 秒
,

流水冲洗 20 分钟
; ⑨酒精脱水

,

中

性树胶封片
。

观 察

1
.

裸鼠移植瘤的观察 肿 瘤 移 植 裸 鼠

后
,

每周 肉眼观测 l 次
,

大小以几何平均直径

( G M D ) 表示 ( G M D = 粼 ( L 又
W x H ) )

。

移

植瘤长至 10 m m 大小时
,

处死裸鼠并解 剖
,

肉

眼观察移植瘤的大体生长情况
。

2
.

肝癌 的组 织学分型 参照 1 9 7 8年 w H O

的肝癌分类标准
。

肝癌的分级参照武汉医学院

和中山医学院合编的 《 外科病理学 》
。

3
.

基膜 成分在扦癌组织 中的分布类型

参照 D o n a t o 和 J a g i r d a r 等
〔“

,

6〕
方法分为细 胞 周

型
、

小梁周或腺泡周型
、

间质型和瘤周型
。

染

色评价采用半定量方法
:

( 一 ) 表示无 阳性染

色
; (

`

) 表 示 稀疏分布或弱染色
;

(
、 +

) 表

示中等量分布 ; (“
*

) 表示密集分布
。

同时观

察阳性染色的连续性
。

功
,

并分别传 3 一 5 代
,

即病例 H T一 3
、

H T一 6

以及H皿 1 1
。

3 例成活的第 2 代移植瘤
,

即H T一 3

亚
、

H T 一 6 卫和 H T 一1 1 1
,

组织形态上仍能保持原

肝癌的基本特征
。

但在癌细胞排列上
,

H T一 3 1

和 H T一 n l 的原肿瘤均以梁索状结构为主
,

而

移植瘤中梁索状结构不明显
,

癌细胞呈巢状紧

密排列
。

血窦样结构形成较少
。

3 例移植瘤肉

眼均未见明显浸润
,

有薄层包膜环绕
。

但在人

体内的原肝癌均呈浸润性生长
。

移植瘤的分化

程度均与原肿瘤保持一致 ( 表 2 )
。

表 2 3 例人肝癌移植裸鼠前后的形态特征

病例号
移植

前后

分化

程度
组织类型劳

11
勺1甘11前后前后前后H T

一 3

H T
一 6

H T
一 1 1

梁索型 (部分实体性 )

实体型 (部分梁索状 )

腺泡型 (部分梁索状 )

腺泡型 (部分梁索状 )

梁索型 (部分透明细
胞

,

部分实休性 )

实体型 (部分梁索状 )

芳 括号里为次要的结构类型

结 果

人肝瘩移植裸爪前后的形态特征

15 例人肝癌移植裸鼠 后
,

有 3 例 移 植 成

人肝痛裸鼠移植前后基膜成分的分布

1
.

F N 的分布 本实验的 3 例肝癌裸鼠移

植瘤
, F N 的分布与原肿瘤有所不 同

,

具 有 以

下特点
:

①原肝癌与周围肝组织交界处无明显

的连续性 F N染色分隔
,

癌细胞呈浸润性生 长
。

而移植瘤与宿主组织交界处 F N染色明显阳性
,

形成一连续的线状或网格状分布包绕移植瘤
,

形成清楚的分界
; ②原肝癌的小梁周 围 F N 呈

连续性线状分布
。

而在移植瘤中仅见 少量非连

续
、

不规则呈散在的小条状分布
; ③移植前后

的肝癌中均可见细胞周 围F N 和间质 F N 的阳性

染色反应
。

另外
,

较特殊的是在 H T一 n l 移植

瘤中
,

可见肿瘤与宿主组织交界处 F N 染 色出

现局灶性缺损 ( 图 1 )
。

在该处外义形成一癌

细胞灶
,

共周亦由F N 染色 阳性 的 包 膜 所 环

绕
。

2
.

L A M的分布 L A M在移植瘤中的分布

与原肿瘤有差别
:

①与NF 染色相似
, L A M 在

移植瘤周 围亦呈一连续性线状或 网格状的分布
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等
.

人肝癌移植裸 鼠后基膜成分分布的变化

( 图 2 )
。

而原肿瘤与周围组织交界处无连续

性的L A M分布 ( 图 3 )
。

②原肝癌的 小 梁 周

L A M 呈 连 续或不连续的线状分布
。

而移植瘤

中却未见有连续性分布的小梁周 L A M
,

仅 见

少量散在不规则的小条状 L A M 阳性染色
。

在

移植瘤
一

与宿主组织交界 处 亦 可 见 连 续 性 的

L A M 染色局灶性缺损
,

癌细胞向外生长的 现

象
,

其外面的包膜 L A M 染色亦呈阳性 (图 4 )
二

移植前后的肝癌中均未见到 细 胞 周 L A M 阳

性
。

3
.

C o l l W的分布 抗人 C o l l lV单克隆抗

体 染 色
,

在 原 肿瘤中
,

肝癌组织与周围肝组

织交界处亦未见有连 续 性 的 C ol l那分 布
。

小

梁周的 C ol l W则 呈 连 续 性或不连续的带状分

布
。

而在移植瘤中
, _

上述 F N 和 L A M 染色阳性

的癌组织与宿主组织交界处末见连续性的 C ol l

W染 色 阳 性
。

仅 在局部见 少量 散 在 C ol l W

分布
。

小梁周 C of l N 则 呈 不 规 则的小条状
,

分布于癌细胞梁索之问
。

较突出的是在 3 例移

植瘤中均可见 部 分 癌 细 胞 周 C ol l万染 色 阳

性
。

而在原肝癌中均未见到此现象
。

3 例肝癌

裸鼠移植前后 3 种基膜成分的分布详见表 3
。

表 3 3 例人肝痛裸鼠移植前后基膜成分的分布

L A人4

病例号 移植 瘤周 小梁周 细胞周 间质 瘤周 小梁周 细胞周 间质 瘤周

C o l l W

小梁周 细胞周 间质

ù一关

+关

+lc关

+

+l+c
.

口祀
.

曰llj]后前后前H T 一 3
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~
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~ 泌
~

一
一
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一
.

-
峪

+ 1

+ 1

e : e o n t in u e d i : i n t e r r u P t

讨 论

*
染色效果不佳

,

未作分析

不能限制肿瘤的浸润
。

裸鼠移植瘤周非薄的假

包膜是否其特性与一般的结缔组织包膜有所不

人肝癌裸鼠移植前后基膜变化与生物学特

性的关系
一

般认为
,

肿瘤移植于棵 鼠后
,

能保持原

肿瘤的组织学及其生物学特性
,

但移植瘤通常

不易发生浸润和转移
。

本文 3 例裸 鼠移植成功

的人肝癌经多次传代均未见有转移现象
。

这 与

汤钊献等
L ? ’ 报道的结果一致

。

有人认为这可能

与裸 鼠的 N K 细胞活性较强有关
。

但 iF en
n es 等

` ’ 〕
采用 T细胞和N K细胞联合缺陷的 b e i g e一 n u d e

小鼠实验
,

在 70 只皮下移植瘤中仅有 3 例发生

转移
。

目前多数学者认为 N K 细胞不是决定浸

润转移的主要因素
。

S h ar k e y 等
〔行〕
提出移植瘤周围形成 的纤维

结缔组织假包膜可能限制了移植瘤 向周 围 提

润
。

但生长在人体的肿瘤
,

宿主的结缔组织增

生反应所形成的假包膜较移植瘤的厚得多
,

却

同
,

目前尚未见文献报道
。

本实验结果显示
,

全部肝癌移植瘤边界清楚
。

经免疫组化证实
,

移植瘤周假包膜含有丰富的 F N 和 L A M 等基膜

成分
,

形成连续性线状或 网格状排列
,

而它们

的原发肿瘤的假包膜则未见上述基膜成分的明

显阳性染色
。

由于菇膜是 由一些大分子物质组

成的一种复杂的致密结构
。

原位癌亦必须穿过

基膜这一主要屏障而成为浸润 癌
。

故 我 们 推

测
,

恶性肿瘤移植裸鼠后浸润性改变可能与移

植瘤周所形成 的假包膜含有丰富的基膜成分有

关
。

有人
〔“ 〕认为人类恶性肿瘤在裸鼠身上多次

传代后
,

肿瘤细胞本身的浸润能力可能发生了

改变
。

但经裸鼠多次传代的肿瘤细胞
,

重新进

行细胞培养时
,

其浸润能力并未见 明 显 的 改

变
。

本实验结果中仍可见到肝癌移植瘤细胞的
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局灶浸润现象
,

说明裸鼠肝癌移植瘤细胞仍具

有浸润生长的能力
。

但其浸润性生长似乎困墓

膜成分的形成包绕而受到限制
。

当癌细胞 突破

了假包膜向外浸润时
,

宿主又可不断地对浸润

的癌细胞产生富含基膜成分的假包 膜 将 其 包

绕
。

宿主对癌细胞的这一反应性增生是否会因

癌细胞与宿主的异种差异而不 同
,

有待进一步

的研究
。

尽管移植瘤与原肿瘤的形态结构基本保持

不变
。

但基膜成分的分布却有明显的不同
。

在

移植瘤 中
,

基膜成分的量明显减少
,

呈不规则

的小条状分布
。

其原因可能与下列 因素有关
:

①肿瘤细胞因生长环境的改变
,

产生基膜成分

的特性亦有所改变
。

②肿瘤的间质细胞繁殖不

如肿瘤细胞
,

故 由间质细胞产生的基膜成分减

少
。

③宿主产生 的部分基膜成分在移植瘤中呈

不规则的分布
。

总之
,

由于肿瘤中的基膜成分

米源尚不十分清楚
,

移植瘤中影响基膜成分分

布改变的因素尚需进一步探讨
。

关于肝癌组织中基膜成分的来源

对肝癌组织中基膜成分的来源目前还不是

很清楚
。

尽管肝癌细胞产生 C of l W和 F N 的能

力已在细胞培养中被证实
〔“

,
` “ 〕 。

但肝癌细胞在

体内产生 C ol l W尚 无 文 献报道
。

本实验的抗

人 C of l W单 克 隆 抗 体染色清楚地显示肝癌移

植瘤组织中含有丰富的 C ol l W
。

并 见 有 肝 癌

细胞周 COl l W染 色 阳 性
。

这证明肝癌细胞 在

体内能产生 C ol l W
。

移植瘤周包膜中的 C Ol l万

染 色 呈 阴 性反应
,

即瘤周 包 膜 中的 C of l F

可能是鼠源性的
。

包膜中的 F N 和 L A M 成分

是 否 为 鼠 源性的
,

尚待用其单克隆抗体染色

进行鉴别
。

与 D O
an ot 等

t 6 〕
观察到的结果相似

,

本文大多数肝癌组织 中均见细胞周 F N 阳 性
,

但未见有癌细胞周 L A M 的阳性染 色
。

因此
,

我们认为肝癌组织中至少部 分 C of l那和 FN 是

肝癌细胞产生 的
。

窦状隙间质细胞可能是肝癌

组织中 L A M的主要来源
。

( 本文 图见播页 2 )
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简 讯

从 1 0 9 2年起
,

学报将定期召开有全体常务编委参加的定稿 会
,

以进一步对学报论著的创造性
、

科学性
、

实用性

作严格把关
,

从而加强编委会对学报质量的宏观控制
。

这一决定 是 在 1 0 9 1年 1 0月 1 8日的 1 , 9 2年首期定稿会上做

出的
。

21 位与会者
,

包括上届常务编委 11 名
,

编委和有关专家代表 6名
,

学报专职工作人员 4 名
,

在听取学报编辑 室

负责人作 1 9 8。年以来的工作总结后
,

大家 就 学报今后的工作方针
、

工作程序以及对学报目前西临困难的解决办

法提出了建议
,

确定了审稿
一
定稿

一

编稿
一
发稿的工作制度

。

会
_

L还完成了编委会的换届工作
,

有 71 名专家被提议

组成新一届学报编委会
,

其中顾问 9 人
、

常务编委 1 6人 ( 见封 4 )
。

会议由编委会主任彭文伟教授主持
。

校党委副书记 卓大宏教授
、

期刊 编 辑 部 主 任祝家镇教授等参加了会

议
。

彭文伟教授在会上做重点发言时指出
:
学报是科委确定的一级杂志

,

是我校 的 学术橱窗
,

中山医大的学术

声誉
、

学术地位维系于学报一身
,

因此要在人力
、

物力和财力上给学报予特殊的倾斜 政 策
,

要给学报予不同于

其它刊物的待遇
,

一定要下决心
、

花气力扶持它
,

办好它
。

( 学 讯 )


