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耐三苯氧胺乳腺癌异种移植瘤动物模型建立与评价*
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摘要 目的：建立耐三苯氧胺（TAM）人乳腺癌的裸鼠移植瘤模型，为研究和治疗乳腺癌对 TAM 耐药提供研究工具。方法：采用雌

激素受体阳性，对 TAM 耐药的人乳腺癌细胞系 LCC2，接种于 BALB/c 裸鼠皮下，观察肿瘤生长趋势，用免疫组化方法进行鉴定。
结果：在接种细胞数大于 5×106/ 只时，Matrigel 能够显著促进移植瘤的生长。肿瘤组织病理学检测证实为浸润性导管癌，且 Pgp
和 Her-2 为阳性表达。结论：该方法建立的耐 TAM 人乳腺癌移植瘤模型，周期短，成瘤率高，保留了与细胞系相同的肿瘤生物学

特征。
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ABSTRACT Objective: This study aims to establish the xenograft model of human breast cancer resistant to tamoxifen (TAM)so as
to provide a research tool for the study and treatment of breast cancer resistant to TAM.Methods: This study employs the method of
inoculating the human breast cancer cells LCC2 which is estrogen receptor positive and resistant to TAM into BALB/c nude mice.Then it
observes the trends of tumor growth,and identifies by immunohistochemistry methods. Results: When the number of inoculation cells is
more than 5×106,Matrigel can significantly promote tumor growth.Pathology confirms that the xenograft is invasive ductal carcinoma,
and Pgp,Her-2 are positively expressed.Conclusions: The method of establishing the xenograft model of human breast cancer resistant to
TAM has short cycle,high rate of tumor formation, and retains the same characteristics of tumor biology with cell lines.
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近年来，乳腺癌上升为女性恶性肿瘤发病率的首位或第二

位[1]，已成为严重危害城市女性健康的重大疾病。目前，内分泌

治疗是人类雌激素受体(ER)阳性乳腺癌患者的主要措施[2]。其

中，三苯氧胺(tamoxifen，TAM)以疗效确切、副作用少而被广泛

应用，其主要机理是与雌二醇在靶器官内争夺雌激素受体[3]。但

越来越多的临床实践证明，长期使用 TAM 会产生耐药性而限

制了临床疗效的提高[4,5]。因此，研究 TAM 耐药机制，寻找有效

的解决方法，对于提高临床疗效具有重要价值。我们以耐 TAM
的人乳腺癌细胞系（LCC2）为研究对象，建立了耐 TAM 乳腺癌

的动物移植瘤模型，同时检测了与乳腺癌多药耐药性密切相关

的 P 糖蛋白（Pgp）及人表皮生长因子受体（Her-2）在移植瘤中

的表达特征。我们开展本实验的研究目的主要有两个方面，其

一是通过建立耐 TAM 动物模型为研究中药抗耐药效应机制

提供研究工具；其二是探讨乳腺癌内分泌治疗产生的耐药性与

化疗药物导致的耐药性是否存在着共同的耐药机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞和动物 耐 TAM 的人乳腺癌细胞系（LCC2）由美国

乔治敦大学 Clarke 博士惠赠，细胞系生物学特征为 ER 阳性，

雌激素非依赖性[6]。清洁级 BALB/c-nu 裸小鼠 12 只，4-6 周龄，

雌性，购于中国医学科学院实验动物研究所，SPF 级动物房饲

养。
1.1.2 试剂 TAM 为美国 Sigma 公司产品；即用型不含酚红的

IMEM 培养基购自迈晨科技有限公司；活性炭处理过的胎牛血

清系 Bioind 公司产品；BD Matrigel 购自上海前尘生物科技有

限公司；多克隆抗体 Pgp 和 Her-2 均购自武汉博士德生物科技

有限公司。
1.1.3 仪器 CO2 培养箱为 SANYO 公司产品；倒置显微镜为

OLYMPUS 公司产品；图像分析系统为 OLYMPUS 产品，型号
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表 1 肿瘤体积测量结果

Tab.1Tumor volume measurement results

图 1 实验各组肿瘤生长曲线

Fig.1 Tumor growth curve in each group

图 2 移植瘤组织切片（HE 染色，200×）

Fig2.Xenograft biopsy(HE staining,200×)

图 3 移植瘤组织切片（HE 染色，400×）

Fig3.Xenograft biopsy(HE staining,400×)

图 4 移植瘤组织的 Her-2 阳性表达（200×）

Fig4.Her-2 positive expression of xenograft (200×)

图 5 移植瘤组织的 Pgp 阳性表达（200×）

Fig5.Pgp positive expression of xenograft (200×)

Days post-inoculum
Tumor volume(mm3)

5×106 cells 1×107 cells 5×106cells +Matrigel 1×107 cells + Matrigel

10 25.06 227.56 443.96 517.11

14 25.06 297.54 716.08 1287.69

18 25.23 299.00 1274.72 2283.29

22 27.90 301.46 1606.63 2400.49

为 BX60。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 耐 TAM 的人乳腺癌细胞系(LCC2)用不含酚

红的 IMEM 培养基 +5 %活性炭处理过的血清，在 37℃，5 %
CO2 饱和湿度培养箱内长期培养，2-3 天换液，70 %-80 %时传

代[7]。平时用 5×10-7 mol/L TAM 维持耐药性，实验前两周撤药

培养。
1.2.2 建立动物模型 将 12 只 BALB/c-nu 裸小鼠随机分为四

组，每组 3 只。收集对数生长期 LCC2 细胞，1000 rpm，离心 5
min，用无血清的 IMEM 培养基稀释，制成细胞悬液 0.1 ml，在

4℃与 0.1 ml Matrigel 等体积混匀，接种于雌性裸小鼠右侧胸

壁皮下。接种细胞分别为 5×106/ 只、5×106/ 只 +Matrigel、1×
107/ 只、1×107/ 只 +Matrigel。观察肿瘤增长情况。
1.2.3 观察指标 观察肿瘤出现时间及生长速度，出瘤后用游标

卡尺每隔 4 天测量肿瘤的长径(a)和短径(b)，计算肿瘤体积

V=4/3π×a×b2[8]，并绘制生长曲线。
1.2.4 病理学检查 接种后第 24 天脱颈椎法处死小鼠，剥离瘤

体，去除周围脂肪组织，放入 4 %的多聚甲醛中固定，常规将肿

瘤组织制成石蜡切片，行 HE 染色和 Pgp、Her-2 免疫组化检测。
免疫组织化学检测方法采用 SP 法检测。

2 结果

2.1 肿瘤生长状况

接种后 5-7 天皮下可见灰白色结节，呈圆形或椭圆形生

长。于接种后第 10 天开始测量肿瘤大小，每隔 4 天测量一次，

绘制生长曲线。其中，不加 Matrigel 的两组有 1 只裸鼠未成瘤，

加 Matrigel 的 3 只均成瘤。各组肿瘤体积测量结果与生长曲线

见表 1、图 1。

2.2 病理学检查

切除的瘤块呈圆形或椭圆形，包膜完整。经对肿瘤临近组

织、淋巴结以及重要脏器（肺、肝）解剖发现，无淋巴结和其他脏

器的转移。HE 染色显示癌细胞大，胞质丰富，核大，核仁清晰，

多形性明显，经组织病理学观察为浸润性导管癌（图 2、图 3）。
2.3 免疫组化检测结果

Pgp 和 Her-2 在移植瘤组织中均为阳性表达，二者均表达

在细胞膜上（图 4、图 5）。

3 讨论

乳腺癌动物模型的建立方法有自发性、诱发性和移植性三

种[9]，相对而言，建立移植性乳腺癌动物模型具有周期短、成瘤

率高、可使实验动物带有与细胞系相同肿瘤生物学特征。目前，

国内建立乳腺癌移植瘤多以敏感的细胞系或对化疗药物耐药

的细胞系为靶点细胞，探讨某种药物抗肿瘤效应或抗耐药机

制。而针对 TAM 耐药建立动物模型，特别是建立 LCC2 移植瘤

动物模型，国内尚未见文献报道。
我们采用的 LCC2 细胞系起源于人源性 MCF-7 细胞系，
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[J].生命科学，2010,22（6）：529-533
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接种后的成瘤率与接种细胞数成正比。所用的 Matrigel 是由层

粘连蛋白、Ⅳ型胶原纤维、硫酸乙酰肝素和巢蛋白组成的混合

物，在 4℃为液体，在 37℃则聚合成一种凝胶[10]，在成瘤过程

中发挥了重要作用。Matrigel 混合物能够增加异种移植瘤的成

活率,可能与该混合物能够形成一个有效的屏障，使肿瘤细胞

免于局部免疫效应细胞的攻击而增加移植瘤成活率[11]。乳腺癌

异种移植瘤模型的成功建立，能够为开展中药抗 TAM 耐药机

制研究提供稳定的动物模型、缩短研究周期、节约研究经费。
Pgp 是一种能量依赖性跨膜糖蛋白，它具有“药泵”的作

用，能将细胞内的药物主动转运到细胞外，使细胞内药物浓度

下降或定量丧失而产生耐药[12,13]。Pgp 与肿瘤细胞的多药耐药

发生关系极为密切，Pgp 高表达是肿瘤细胞多药耐药的经典途

径，也是研究肿瘤细胞耐药机制与抗耐药效应的重要检测指标

之一。Her-2 在多种肿瘤细胞中均有表达，其信号通路活性提高

是乳腺癌内分泌治疗过程中产生耐药的机制之一[14]。研究发现,
乳腺癌患者中 Her-2 高表达者对 TAM 治疗不敏感[15]。Johnston
等以 Her-2 信号通路抑制剂作用于内分泌耐药的乳腺癌细胞，

结果发现，Her-2 信号通路抑制剂能够克服或延迟乳腺癌细胞

对内分泌治疗的耐药性[16]。我们的研究结果显示，在建立的耐

TAM 乳腺癌模型中，Pgp、Her-2 均为阳性表达，提示乳腺癌细

胞对 TAM 的耐药性可能与二者高表达有相关性，其耐药机制

可能为多种因素的综合，并非单一机制。但鉴于 Pgp 在那些经

常接触毒物的正常组织中也有表达，故推测 Pgp 的表达可能为

正常组织的防御性反应机制。因此，在对该模型的进一步研究

中，我们会选择多种指标，进一步研究 TAM 耐药性与化疗药

物耐药性之间的耐药机制差异，以便为指导临床治疗提供实验

研究依据。
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