
! 引言
目前!裸鼠已成为研究人类肿瘤的理想动物模型和进行

各项实验研究的重要工具 !"#" 人肿瘤原位移植瘤模型可以客
观地再现人类肿瘤的临床发展过程!自然模拟肿瘤在人体内

的浸润和转移过程!现已成为肿瘤移植模型的首选 !$#" 囿于操
作技术难度的限制!构建人卵巢癌裸鼠原位移植瘤模型在国
内 少 有 成 功 " 本 实 验 选 用 人 卵 巢 癌 高 转 移 细 胞 株

%&’()*+,-成功构建了人卵巢癌裸鼠原位移植瘤模型"

卵巢癌仍是病死率最高的妇科恶性肿瘤!理想的动物模型对于卵巢癌生物学行为及治疗方法的探索等方面均有重要作用!肿

瘤原位模型因具有相对较高的仿真性而成为动物实验研究的首选! 本研究选用人卵巢癌高转移细胞株 "#$%&’!() 作为成瘤细
胞"拟建立裸鼠卵巢癌原位移植瘤模型"并对相关生物学特性进行研究!首先"将 "#$%&’!()细胞#细胞数约 *!’!+$注射到雌性裸

鼠皮下% 待皮下成瘤后再通过显微外科手术将瘤体小块转移到其他裸鼠卵巢内"追踪观察原位肿瘤的生长和体内的转移情况"在荷

瘤鼠处于濒死状态时将其处死"取原位和转移病灶处的肿瘤组织做光镜及电镜的病理检查!共 ’,只裸鼠接受了原位移植手术"经追
踪观察"有 % 只原位成瘤"成功率为 -./’,0! 通过尸检发现有 - 只荷瘤鼠出现了远处器官的转移&转移率为 %1/110$"转移器官为

肺’肝脏’膈肌’胃表面’肠管表面’胰脏’后腹膜’对侧卵巢’髂窝淋巴结等处"以膈肌和肝脏较为普遍!本研究成功地建立了裸鼠原位

移植瘤模型"其生物学特性在某种程度上与人类卵巢癌更为相似"为卵巢肿瘤的研究提供了一种理想的动物模型!
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! 材料与方法
!"! 动物和试剂
裸鼠购自第三军医大学实验动物中心! 鼠龄 !"# 周!体

重 $%"&’(!雌性" 在重庆医科大学实验动物中心无特殊病原
体#)*+$条件下饲养%

,-./0$’*1购自中国科学院典型培养物保藏委员会细
胞库!医用生物蛋白胶购自广州倍绣生物技术有限公司 &主
要成分为纤维蛋白原与凝血酶$%

!"# 方法
!"#"! 细胞培养

,-./0$’*1 细胞培养于 2*13 $45’ 完全培养基&$’!热
灭活胎牛血清 $!$’’6789 青霉素 !$’’6789 链霉素 ! 置于
:;"’<!=-&孵箱中培养!约每隔 :"5> 用 ’?$!胰蛋白酶溶液
消化传代" 待处于对数生长期时将细胞经胰蛋白酶消化’离
心收集’计数后重悬于无血清 2*1 3 $%5’ 培养基中!配制成

$#$’;浓度的肿瘤细胞悬液!备用"

!"#"# 裸鼠皮下移植瘤的建立
取裸鼠 & 只 ! 于肩胛区皮下注射 $#$’; 浓度的 ,-.

/0$’*1 胞悬液 ’@&89&约含细胞数为 &#$’%$!注射后每天观
察瘤体生长情况" 如接种成功!可于 ! 周后观察到皮下瘤长
出并逐渐增大"

!"#"$ 裸鼠原位移植瘤的建立
取 $ 只皮下移植瘤构建成功的裸鼠 ! 以戊巴比妥钠

&!’8(7A( 体重$麻醉成功后将瘤体取出!选择活力好的瘤组
织浸入 !"的无菌生理盐水中漂洗! 并切成 $88#$88#$88
大小的组织块待用" 取待原位移植裸鼠!麻醉成功后!以左
&或右$侧卧位固定!在肋骨与股骨之间的空虚部位靠近脊椎
骨约 ’@/B8 处做平行于脊椎的纵切口!长约 $B8!暴露腹腔!
可见切口下方为裸鼠右&或左$侧肾脏!肾周可见一直径约为

’@<B8的脂肪团块!用眼科镊小心将脂肪团块牵出腹腔!则右
侧子宫输卵管和右侧卵巢亦被随之牵出" 转解剖显微镜下操
作!镜下观察裸鼠输卵管呈粉红色外观!迂曲盘绕在子宫的
外上方!靠近卵巢!卵巢呈淡红色外观!椭球形!表面可见澄
清透亮的卵泡" 以镊子夹住上述脂肪团块!借以固定输卵管
及卵巢的位置!以眼科手术剪刀小心剪开卵巢皮质!见有血

液流出!取上述已准备好的皮下瘤组织小块!塞入卵巢破口
深处!表面滴注少许医用生物蛋白胶固定!等待 $8CD!待蛋白
胶凝固后!查无活动性出血!将右侧子宫及附件还纳入腹!关
腹" 待麻醉清醒后置回鼠笼继续饲养"

!"#"% 裸鼠原位移植瘤模型的术后观察
术后!每 :> 为一个周期!观察原位移植裸鼠的生存状况!

记录身长’体重’腹围!触诊腹部的肿瘤生长状况 !用游标卡
尺测量肿瘤的大小!待荷瘤鼠消耗至濒死状态时处死后立即
行尸体解剖! 观察卵巢原位的肿瘤生长情况和转移状况!进
行病理检查" 光镜取材后尽快固定于 $’E的中性福尔马林溶
液中!待脱水后石蜡包埋切片&<!8$!用苏木精伊红染色后置
于光镜下观察" 电镜取材后 $8CD 内固定于 &@<E的戊二醛溶
液中&含 $E四氧化锇$!以环氧树脂包埋后行超薄切片!乙酸
铀酰及柠檬酸铅染色后置于透射电镜下观察"

# 结果
#"! 肿瘤原位移植的生长及远处转移情况
共有 $5 只裸鼠接受了卵巢原位的皮下瘤块移植手术!经

过追踪观察!/ 只裸鼠在原位成瘤成功!成瘤率为 <;@$5E" 术
后 5 周!可在裸鼠下腹部触及肿物团块!直径 :"<88!随着时
间推移!卵巢原位的肿瘤逐渐增大!荷瘤鼠逐渐消瘦!腹围增
加!皮下脂肪减少!活动减少!对外界反应迟钝!直至衰竭死
亡!术后平均生存期为 00@$:$:/@&$>"
有 %只荷瘤鼠接受尸检" 尸检可见卵巢原位肿瘤呈椭球

形!多数直径会超过 &B8!白色外观!质硬!表面凹凸不平!与
周围器官粘连!活动度较差!将肿瘤切开后!内部或可见液化
坏死区域" <只荷瘤鼠出现了不同程度的远处转移!转移率为
/:@::E!转移病灶为白色外观!呈粟粒样结节!直径几毫米至
几厘米不等!转移器官为肺脏’膈肌’肝脏’胰脏’胃’肠管’后
腹膜’髂窝淋巴结’对侧卵巢等处!以肝脏和膈肌较为普遍"

本实验追踪观察的荷瘤鼠中!未见有腹水的形成" &见图 $"图
5!表 $$
#"# 光镜和电镜检查结果
光镜下观察卵巢原位以及转移灶的肿瘤细胞均呈浸润性

生长!细胞核大深染&图 <$!细胞核与细胞浆的比例大!核分

图 ! 左卵巢原位移植肿瘤成功的裸鼠
&’(" ! )**+,-./-’01 02 0.-30-04’5 06/.’/1 5/157., ’1 1+87 90+,7

!/" 荷瘤鼠在进行尸检前的大体外观
:/; <717./* ’1,475-’01 =720.7 /+-04,>

!="#!5" 荷瘤鼠腹腔内肿瘤多发转移情况$!5"为!="的放大图$

黑色箭头所指为左卵巢原位肿瘤或腹腔内转移病灶

:=;:5; ?7-/,-/-’5 205+,7, :/..0@; ’1 /=809’1/* 5/6’->A :5; ’, 87-/’* @’-3 71*/.(78 ,5/*7

:/; :5;:=;
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裂相多见!镜下见肿瘤组织中以癌细胞成分为主!排列成片
状或团块状生长!间质成分极少!未见腺腔样结构!符合低分
化肿瘤的特点! 与 !"#$%&’()细胞来源于低分化浆液性囊
腺癌的种属特性相吻合"图 *+图 %#$ 电镜下观察肿瘤细胞内
核仁发达!线粒体核糖体较多!均为肿瘤细胞生长旺盛的表
现"图 &’+图 &&%$

! 讨论
目前!动物模型已经成为各种肿瘤实验研究领域不可缺

少的工具$ 裸鼠因具有先天性 , 淋巴细胞免疫缺陷!从而在
肿瘤实验研究中被广泛应用-./$ 自 &%0% 年裸鼠被引入中国以
来!已经成功地构建了多数肿瘤的移植瘤裸鼠模型$ 卵巢癌
是人类恶性肿瘤中组织来源最为复杂的一种!其发病原因至

图 " 肺脏转移灶
#$%& " ’(()*+,-+$./ .0 +12 32+-*+-+$4

(2*$./* $/ ()/% 5-,,.67

表 8 卵巢原位接种肿瘤成功的裸鼠接种时周龄!术后生存期和肿瘤远处转移情况
9-:(2 8 ;$*+ .0 *),<$<-( =),-+$./ -/= 32+-*+-+$4 4./=$+$./

图 > 膈肌转移灶
#$%& > ’(()*+,-+$./ .0 -/ .<-,$-/ 4-/42,

*?,2-=$/% +. +12 =$-?1,-%3 5-,,.67

图 ! 肝脏转移灶
#$%& ! ’(()*+,-+$./ .0 +12 32+-*+-+$4

0.4)*2* $/ ($<2, 5-,,.67

接种时周龄1周 术后生存期12 肿瘤远处转移器官
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膈肌

右髂窝淋巴结&肝脏&肺脏
肺脏&膈肌&肝脏&胃表面&肠管表面&胰脏&后腹膜
肝脏&对侧卵巢
未见转移!只有原发灶肿瘤!直径约 *88
未行尸检

未行尸检

肠管表面&肝脏

平均值 *9&.!&9&. %%9&.!.693&

图 @ 肺脏转移灶肿瘤光镜观察结果
"箭头所指为肿瘤细胞#"AA!$

#$%& @ B2+-*+-+$4 (2*$./ $/ ()/% 5-,,.6C "AA!7

图 D 卵巢原位移植的皮下肿瘤
光镜观察结果""AA!$

#$%& D E-+1.(.%$4-( 2F-3$/-+$./* .0
*):4)+-/2.)* +)3., 5"AA!7

图 G 卵巢原位肿瘤光镜观察结果
"箭头所指为肿瘤细胞#"AA!$

#$%& G E-+1.(.%$4-( 2F-3$/-+$./ .0 +)3.,*
(.4-+$/% $/ +12 .<-,H 5-,,.6C "AA!7

图 I 膈肌转移灶肿瘤光镜观察结果
"箭头所指为肿瘤细胞#"AA!$

#$%& I B2+-*+-+$4 (2*$./ $/ +12
=$-?1,-%3 5-,,.6C "AA!7

图 J 大肠转移灶#光镜观察结果
"箭头所指为肿瘤细胞#"AA!$

#$%& J B2+-*+-+$4 (2*$./ $/ 4.(./ 5-,,.6C "AA!7
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今尚不清楚! 卵巢癌具有起病隐匿"转移率高"复发率高"预
后差等特点"在女性生殖系统恶性肿瘤中其死亡率高居首
位!"#! 原位移植瘤在一定程度上能客观地模拟人体系统"更符
合人体内卵巢肿瘤发生发展和转移的过程"是一种理想的动
物模型! $%%&年"世界上第一例卵巢癌原位移植’转移裸鼠模
型构建成功!(#")**& 年"中国开始有卵巢癌原位种植成功的报
道!+#! 但是至今将近 ,年的时间里"该领域的研究在国内发展
十分缓慢"相关报道很少"在有限的科研文献中"又缺乏足够
的翔实的图片"数据等资料!

! 结论
本实验成功地构建了人卵巢癌细胞株裸鼠原位移植瘤模

型"并追踪观察了原位肿瘤在胸腹腔内的转移情况"积累了一
定的光镜电镜图片" 为国内本领域的发展提供了一定的理论
依据和实验数据! 根据 -. /. 01等!2#的报道"卵巢癌移植瘤裸
鼠模型的成功率为 $,34223! 本实验中"裸鼠原位移植瘤的
成功率为 (2.$"3"转移率为 ,&.&&3"相对而言"成功率较高!

由于实验条件所限"本实验所采用裸鼠数量不多 #皮下
移植瘤裸鼠 ) 只"卵巢原位移植瘤裸鼠 $" 只$% 另外"因缺乏
活体成型系统等相关设备"无法对荷瘤鼠的肿瘤生长以及转
移情况进行实时追踪和检测"因此所得到的实验数据也较为
有限"有待于在下一步的研究中进行更深入具体的探索!
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图 )* 卵巢原位肿瘤电镜观察结果
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图 )) 右髂窝转移淋巴结电镜观察结果
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注#镜下观察细胞广泛坏死$钙盐沉积$内质网扩张$考虑原位成瘤的时间过长$肿瘤组织已经坏死失活%
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注#镜下观察肿瘤细胞生长旺盛$核大$核仁发达$常染色质丰富$细胞内线粒体较多$游离核糖体较多$并可看到线粒体肿胀%
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