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胰腺癌裸鼠皮下异种移植动物模型建立研究 *
于春波 孙 鹏 张小伟 于书红 董志伟

（河北省承德市丰宁县医院 河北 承德 068350）

摘要 目的：用人体胰腺癌细胞株，建立小鼠胰腺癌细胞株 (pGHAM-1) 移植性胰腺癌模型, 并研究其生物学特性。方法：将

pGHAM-1 细胞培养后配成 1×107/ml，取 0.2mL 接种于小鼠皮下。于接种后 20、30、40 天观察肿瘤的生长、转移及腹水量。接种 40
天后处死动物，解剖取出移植瘤，用游标卡尺测量肿瘤大小，再进行 HE 染色的组织病理学检查，免疫组织化学检测血管内皮细胞

生长因子(VEGF)及肿瘤转移相关蛋白(nm23-H1)的表达。结果：分别于 20、30、40 天测量肿瘤体积为 84.1±21.9 mm3, 413.7±
208.4 mm3, 2187.3±1882.8 mm3，后者与 10 d 前比较差异均具有统计学意义(P<0.01)。HE 染色结果显示肿瘤组织呈条索状或小梁

状排列, 肿瘤组织与正常组织交界处有少量淋巴细胞浸润, 肿瘤组织中血管生成罕见。免疫组织结果显示 VEGF 和 nm23-H1 蛋白

在肿瘤组织中均呈阴性表达。结论：异位裸鼠人胰腺癌移植瘤模型易复制，时间短，成功率高，为胰腺癌体内研究提供了理想的动

物模型。
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The Animal Model Study of Pancreatic Cancer Xenograft in Nude Mice*
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ABSTRACT Objective: To establish heterotopic model with pancreatic cancer cell lines (pGHAM-1) in nude mice, and study their

biological characteristics. Methods: The tumor cell lines (PGHAM-1) were cultured, and cell suspension of 1×107/ml cells in 0.2 ml
RPMI1640 was injected into the subcutaneous dorsa along the proximal midline in the mice. Detected the tumor growth, metastasis and
ascites at 20, 30, 40 days after inoculation. Animals were killed and remove the tumor anatomy on day 40. Tumor size was measured with
a caliper, then HE staining of histological examination, and immunohistochemical detection of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and tumor metastasis-associated protein (nm23-H1) expression. Results: The tumors volume were 84.1± 21.9 mm3, 413.7±
208.4 mm3, 2187.3± 1882.8 mm3 after 20,30,40 days, respectively, suggesting that there was were significant statistically between that
and 10d before (P <0.01). The results of HE staining showed that tumor tissue showed cord-like or trabecular arrangement of tumor tissue
and normal tissue at the junction of a small amount of lymphocytic infiltration, and tumor angiogenesis is rare. The results of immunohis-
tochemistry showed that VEGF and nm23-H1 protein expression in tumor tissue were negative. Conclusions: Establishment of hetero-
topic model with pancreatic cancer in nude mice was relatively easy, quickly, and especially with high successful rate. So it can be con-
sidered as an ideal animal model for study on pancreatic cancer in vivo.
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胰腺癌是一种恶性程度较高、预后较差的恶性肿瘤，其死

亡率位于癌症死亡前列，平均 5 年生存率低于 5%[1]。而且其临

床表现无特异性，早期诊断及手术治疗困难[2,3]。临床上很难获

得新鲜的、不同时期的胰腺癌组织标本，从而不可能在临床上

观察其发生发展过程。随着裸鼠移植瘤细胞系的建立，通过建

立胰腺癌实验动物模型，可为深入研究胰腺癌的发生发展以及

浸润转移的机制奠定基础[4-6]。

1 材料和方法

1.1 材料

裸鼠，体重 60-80g, 由承德市附属医院实验动物基地提供

(合格证号:2003-0003)；人体胰腺癌细胞株(pGHAM-1)由南京

市第一医院提供；DMEM 培养液、胎牛血清为美国 Gibco 公司

产品；青霉素、链霉素为 Sigma 公司产品；抗大鼠血管内皮细

胞生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)多克隆抗

体(即用型), 批号: 090100, 抗大鼠 nm23-H1 多克隆抗体(即用

型), 批号: 090100, 均为武汉博士德生物技术有限公司产品；

TIKON TKY-TYS 生物组织自动脱水机, TIKON TKY-BMA 电

脑生物组织包埋机, 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司；

Shandon Finesse誖325 石蜡切片机, 英国 Shandon(珊顿)公司。
1.2 方法

1.2.1 人体胰腺癌细胞株 (pGHAM-1) 移植性胰腺癌模型制作
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将人体胰腺癌细胞株(pGHAM-1)培养后配成 1×107/ml, 取 0.2
mL 接种于裸鼠皮下，4wk 后成瘤。分别于 20、30、40 天用游标

卡尺测量肿瘤大小。根据公式 V = ab2/2 计算肿瘤体积[V = 肿

瘤体积, a = 瘤体最长径, b = 瘤体最短径][7]。肉眼观察肿瘤的转

移与腹水产生情况。
1.2.3 病理学观察 接种 40 天后处死动物，解剖取出移植瘤, 取

材用 100 g/L 中性甲醛固定, 病理解剖检查肿瘤外观及内部切

面；用石蜡包埋切片, HE 染色, 进行组织病理学观察。
1.2.4 VEGF 及肿瘤转移相关蛋白 nm23-H1 的免疫组织化学检

测 免疫组化测定采用迈新 Maxvision 快捷型检测法。切片常

规脱蜡、水化,高温柠檬酸盐修复, 去除内源性过氧化物酶, 以

山羊血清封闭 10 min, 加入稀释的一抗, 4℃过夜；

依次滴加快捷型酶标羊抗鼠 / 兔 IgG 聚合物, DAB 显色、
苏木精轻度复染, 脱水、透明、封片；在高倍镜(×400)下计数阳

性细胞数目及染色强度比较。

2 结果

2.1 移植瘤体积变化监测

接种后第 20、30、40 天, 测量肿瘤体积分别为 84.1±21.9
mm3, 413.7±208.4 mm3, 2187.3±1882.8 mm3。结果显示后者

与 10 d 前比较差异均具有统计学意义(P<0.01)。解剖结果发现

其中有 3 只荷瘤裸鼠的肿瘤内出现液化灶且面积增大，同时伴

有血性腹水。
2.2 病理学检查

肿瘤外观呈扁卵圆形或近似圆形, 境界清楚；切开肿瘤, 3
只裸鼠胰腺瘤中可见液化坏死灶。HE 染色的组织切片镜下所

见:为低分化胰腺癌, 肿瘤组织呈条索状或小梁状排列, 肿瘤组

织与正常组织交界处有少量淋巴细胞浸润, 肿瘤组织中血管生

成罕见。
2.3 VEGF 及肿瘤转移相关蛋白 nm23-H1 的表达

免疫组织化学法检测肿瘤组织中 VEGF 和 nm23-H1 的表

达，结果显示 VEGF 和 nm23-H1 蛋白在肿瘤组织中均呈阴性

表达（见图 2）。

注：与 20d 比较 *P<0.01；与 30d 比较 #P<0.01

Note: Compared with 20d *P <0.01; Compared with 30d # P <0.01

图 1 肿瘤体积变化（mm3）

Figure 1 Changes in tumor volume (mm3)

图 2 肿瘤组织中 VEGF 及 nm23-H1 蛋白的表达（×200）
Figure 2 Expression of VEGF and Nm23-H1 Protein in tumor(×200)

3 讨论

由于裸鼠在形态学、生物学及免疫学等方面与人有许多相

似之处, 目前研究显示其可用于人类心血管疾病、原虫感染、病
毒感染以及肿瘤等多种疾病的动物模型制作[8-10]。研究表明裸

鼠对移植瘤的接受性较强, 对可以诱发肿瘤的病毒也很敏感,
并可以移植某些同源正常组织细胞或者肿瘤细胞，从而具有较

广的应用范围[11-13]。毛庭枝等应用裸鼠 pGHAM-1 细胞株建立

了裸鼠移植性肝癌模型[14]。本研究在此基础上建立裸鼠移植性

胰腺癌模型, 并研究该模型的生长规律与 VEGF、肿瘤转移相

关蛋白表达等生物学特性的关系。通过游标卡尺定期检测移植

瘤体积结果分析可见，移植瘤从第 20 天开始, 每 10 d 分别以

4.9 和 5.3 倍的速度生长。解剖结果发现其中有 3 只荷瘤裸鼠

的肿瘤内出现液化灶且面积增大，同时伴有血性腹水。免疫组

织化学结果表明在移植瘤中 VEGF 呈阴性表达, 提示该胰腺癌

模型肿瘤转移性较弱。免疫组织化学结果表明在移植瘤中
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nm23-H1 亦呈阴性表达, 分析可能是因为 nm23-H1 基因并非

在所有肿瘤中都发挥转移抑制作用。
通过本实验的分析，总结建立胰腺癌模型成功的关键因素

存在以下几点: (1)裸鼠的选择：根据我们预实验结果提示，裸鼠

应选择 3-4 wk，体重为 60-80 g。裸鼠太小，存活率降低；而裸鼠

太大，免疫功能与排异反应较强，成瘤率偏低[15]。(2)移植瘤细胞

的选择：胰腺癌细胞株(pGHAM1)培养后用不含血清的培养基

配成 1×107/ml，取 0.2mL 接种于裸鼠皮下 4 wk 后成瘤。该模

型成瘤率较高，可为胰腺癌的治疗研究提供了一个新的平台，

为人类攻克胰腺癌提供新的途径。
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