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人肝癌裸小鼠原位移植模型的建立与鉴定
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提 要 人肝癌裸 小鼠原位移植模型的制备
.

是将肿瘤切除标本先接种到裸小 鼠 ( BA L B / C A )皮下
,

待移

植瘤稳定传代后
,

再植入同种裸小鼠肝内
。

皮下和原位移植瘤经光镜
、

电镜观察均保留人肝癌组织形态学特点
,

免疫组化染色显示人 A F P 及 H B
s
A g 阳性

,

细胞图像分析 D N A 含量呈异倍体
。

但是肝癌最具特征性的生物学

行为
,

如腹腔浸润转移
、

腹水等表现仅见于原位移植瘤模型
.

本模型的建立方法实用可靠
,

同时表明原位移植瘤

模型在肝庙研究中更为理想
。

主肠词 肝肿瘤 ; 肝 细胞瘤 ; 肿瘤移植 ; 疾病模型
,

动物 ; 小鼠
,

裸

中图号 R 7 3 5
·

7

一9 9 5 年 5 月 至 1 9 9 4 年 1 2 月
,

我们进行了人肝

癌切除标本裸小鼠原位移植模型 的建立和鉴定工

作
,

现报告如下
,

材料与方法

1
.

1 移植瘤源

为手术切除组织标本
,

代号 H c 一 93
,

来自一 59

岁男 性 原 发性 肝癌 患 者
,

术 前 患 者血 清 A F P

13 00 0 拌g /L
,

肿瘤病理学诊断为梁索型的高分化肝

细胞性肝癌
。

1
.

2 实验动物

为 4周 ~ 8周龄的雌性 B A L B / C A 裸小鼠
,

由中

国科学院上海药物研究所提供 (合格证号
:

中科动管

第 。04 号 )
.

在 s P F 条件下饲养
,

无菌实验操作
。

1
.

3 肿瘤移植及传代

将 0
.

3 c m 的人肝癌组织块接种于 两只裸小鼠

腋部皮下
,

瘤块长至 l 。 m 时
,

用套管针作腋部皮下

插块传代
,

观察移植瘤的接种成活率
、

生长潜伏期
、

两代间隔时间和有无自然消退
.

用游标卡尺每周测

量移植瘤的大小
、

按 (长 火 宽 x 高 x 二 / 6) 计算平均每

周几何直径净增值
.

测定荷瘤 l 个月后血清中 A F P

浓度并观察荷瘤鼠平均生存时间
.

L 4 移植瘤肝内原位接种

移植瘤皮下稳定传代 8 代后行原位移植
。

取 8

周龄裸小鼠麻醉后作左肋下横切 口
,

用套管针将移

植瘤块植入左肝叶实质中后缝合伤口
.

观测指标同

皮下移植瘤模型
.

1
.

5 裸小鼠皮下
、

肝内移植瘤组织的鉴定

1
.

5
.

1 光镜 和 电镜检查 光镜标本 H E 染色后检

查
。

电镜样品经醋酸铀和构检酸铅双重染色后
,

在

Z EI SS 一 9 0 2 型透射电镜下观察
.

1
.

5
.

2 免疫组 织化学染 色 用 A F P ( 1 : 5 0 0 )
、

F e r -

r
i t i

n ( 1 , 5 0 )
、

H B
s
A g ( 1 , 7 5 0 )

、

E M A ( 1 : 4 0 )
、

C E A

(l ,

30 0) 5 种抗原
、

A B C 染色法检测
。

试剂均 为

D A K O 公司生产的单克隆抗体
。

染色结果评价
:

( 一 )

阴性
、

( + ) 阳性 细胞 < 50 %
、

( 十 十 )阳性细胞 >

5 0%
。

1
.

5
.

3 细她图像分析 (I C M ) 组织作厚度 5 拜m 的

切片
。

采用 F eu lg e n 改良法行 D N A 特殊染色 ( CA S

F e u l g e n A z u r e A K it )
。

使用 C SA 一 2 0 0 细胞图像分

析仪
、

C A S 公司 Q P A 软件测定细胞核 D N A 含量和

细胞周期各时相细胞的比例
。

每张切片随机测量 100

个细胞 核
,

以 正常裸小 鼠肝组织 G /G 期细胞 的

D N A 含量作为二倍体对照值
,

得出 D N A 指数 ( D l

值 )和各期细胞比例
。
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A F P I )

表 2 H C c
一

93 免疫组化染色结果

F
e r r i t i n H B

s
A g E M A 之) C E A 3 )

+料十抖+十料料杆+抖++抖原人肝 癌

移植瘤 (代 )

3

5

7

1 O

l 3

1 5

l ) A F P
:

甲胎 蛋白 ; 2 ) E M A
:

上皮细胞膜抗原
; 3 ) C E A

:

癌胚抗原

2
.

5 细胞图像分析

H C C
一
9 3 为一异 倍体肿 瘤

,

平均 D l 值 3
.

36
。

D N A 分布图显示移植瘤代间 D N A 含量相对稳定
,

细胞增殖能力高 (表 3 )
。

表 3 H C c
一 9 3 细胞细胞图像分析

移植瘤 (代 ) D l
, ’ G o + G

l
( % ) S ( % ) G Z + m ( % )

1 3
.

9 0 5 1
.

3 4 3 7
.

0 0 1 1
.

6 6

3 3
.

2 8 3 7
.

1 5 4 9
.

5 2 1 3
.

3 3

7 3
.

2 3 3 9
.

8 2 4 2
.

7 1 1 7
.

4 7

1 0 3
.

6 0 34 3 5 4 5
.

4 5 2 0 2 0

1 3 3
.

3 0 38
.

1 6 4 3
.

3 3 1 8
.

5 1

1 6 2
.

8 3 30 () 1 4 4
.

2 8 2 5
.

7 1

l ) D l
:
D N A 指数

3 讨 论

人肝癌切除标本裸小鼠移植模型
,

是 人类肝癌

研究理想的实验材料
。

由于移植部位微环境对再现

肿瘤组织细胞原有的特征有 一定的影响川
,

原位移

植 (
o r t h

o t o p ic t r a n s p la n t a t io n )
,

可获与原肿瘤更为

近似的生态环境
,

在形态 及生物学特征上能高度模

拟人类肿瘤
。

包炎明等比较人肝癌裸大鼠皮下
、

腹腔

和肝 内移植模型
,

发现肿瘤在 生长
、

浸润与转移
,

荷

瘤鼠周 围血 A F P 浓度等方面与移植部位和 生长环

境有关
,

原位移植虽然较其他两者操作难度高
,

但可

能更接近 人肝癌的实验情况 121
.

同时原位移植模型

的另一个优点是可以开展经肝血管治疗的实验性研

究
,

这对 目前临床上 广泛应用的肝癌局部治疗进行

深入 的基础性探讨以及开拓新的治疗方法等研究的

指导意义是不言而喻的
。

但裸大鼠价格昂贵
,

饲养管

理困难
,

实际应用受到一定限制
。

1 9 9 1年脱朝伟 , 3 1等

将人肝癌手术切除标本直接种植到裸小鼠肝内
。

本

研究采用的是经皮下接种过渡的原位移植
,

对模型

除了作常规观测外
,

进而 在免疫原性
、

D N A 含量和

细胞增殖动力学等方面进行了鉴定
。

肿瘤皮下接种

较肝内原位移植操作简单
,

无须再麻醉手术即可直

接观察其生长特性和取材作各种指标的检验
,

也可

为原位移植提供大量瘤源
。

因此
,

将人原肝癌先接种

于裸小鼠皮下
,

待稳定传代后再移植入肝内
,

则使原

位模型的成功建立有可靠的保证并可满足实验标本

数量的需要
。

经皮下接种过渡的原位移植模型同样

能高度模拟 人肝癌的形态学特点和生物学行为
,

证

明 了这种方法的可行性
,

使在为肝癌研究提供实验

材料方面有了更方便的途径
。

两种途径移植的肿瘤均与原人肝癌的形态学表

现相符
,

但是在传代过程中
,

移植瘤逐渐呈低分化倾

向
。

肿瘤细胞群体中的干细胞对瘤体的增殖起着关

键性作用
,

肿瘤呈干细胞生长模式 L` ] ,

在细胞群体演

进过程中持续性的克隆进化使分化更差的干系被选

择并成为主要的干系成份
,

主导着肿瘤的生长 5I[
。

临

床上大肝癌往往比小肝癌的恶性程度要更高
,

移植

瘤在传代中的细胞低分化倾向可能正是揭示 了人肝

癌在增殖过程中存在细胞分化程度的阶段性变化
,

但是这需要进一步证明
。

无论是皮下还是原位移植瘤
,

均保 留了原人肝

癌的细胞生物学及增殖动力学特征
。

同时两者也都

能表达原人肝癌的抗原特性
,

能继续合成肝癌特异

性蛋白
,

确认了裸 鼠周围血中的 A F P 来源
。

虽然表

达程度两者是相同的
,

但原位移植瘤模型的血 A F P

浓度却显著高于皮下模型
,

在使用裸大鼠作为宿主

时也见到类似情况
。

这固然可能与肝脏血窦丰富
、

营

养好有关
,

也不排除肝 内微环境中某些因子参与作

用
.

本研究皮下和原位移植瘤模型最显著的差异是

移植瘤的生长特点
。

除了原位移植瘤潜伏期短
、

生长
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速率快等之外
,

更表现 为高度的浸润性生长
,

高发生

率的转移和腹水
.

皮下移植瘤模型虽然在许多方面

能够模拟 人类肝癌
,

但在肝癌最具特征性的生物学

行为方面却未能再现
,

这表明原位移植瘤模型较之

其他途径接种的模型更具实用价值
。
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