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人结肠癌 ?lLSB 细胞裸鼠皮下移植瘤模型的建立

张胜行!张诗兰!兰小鹏

!!!摘要"!目的!建立人结肠癌 ?lLSB 细胞移植瘤模型#研究其形态学及生物学特性% 方法!将处

于对数生长期的人结肠癌 ?lLSB 细胞接种于 EB 只裸鼠右侧背部皮下#待瘤体生长至直径 E [I -1时处

死裸鼠#取出肿瘤组织#将其磨碎并与培养基混合&过滤#滤液与基质胶混合#再将基质胶细胞悬液接种

于 ;B 只裸鼠右侧背部皮下#H O后处死裸鼠#观察肿瘤大体特征#光镜及电镜下观察肿瘤病理学特征%

结果!接种 ?lLSB 细胞的裸鼠于接种后 L 周有 ; 只成瘤% 接种基质胶细胞悬液的裸鼠在接种后 H O有

IS 只成瘤#瘤体形状规则#肿瘤组织呈现典型癌变特征% 结论!本实验成功建立了人结肠癌裸鼠皮下

移植瘤模型#该模型成瘤率高#瘤体形状规则#病理学改变与临床非常相似#为研究人结肠癌干预措施提

供了较为理想的动物模型%
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!!结肠癌属四大最常见的恶性肿瘤#发病逐年增

多#晚期患者预后差#长期生存率低#因此一直是临

床研究的热点% 建立适当的人结肠癌动物模型#对

进一步研究结肠癌的生物学特性&探讨结肠癌的发

病机理与防治措施起到非常关键的作用% 皮下移植

基金项目% 福建省科技厅国际合作重点项目"IBBL9BEI$

作者简介% 张胜行"EKHG<$#男#河北衡水人#硕士研究生#主

管技师#研究方向+免疫学和科研管理

作者单位% ;DBBID 福建福州#南京军区福州总医院全军检

验医学研究所

通讯作者% 兰小鹏#@<1,2N+N,"TMU:2",C-'1C-"

瘤模型操作简单#成瘤率高#应用广泛)E*

#目前研究

者多采用细胞悬液注射法建立小鼠结肠癌模型#结果

不尽相同#方法有待改进% 本研究应用人结肠癌

?lLSB细胞接种裸鼠#鼠间异体移植建立人结肠癌裸

鼠皮下移植瘤模型#并观察其形态学和生物学特性%

=>材料与方法

=C=>实验动物和主要试剂>I [; 周龄 8=g8̂-裸

鼠 LB 只#雌雄各半#购于上海西普尔<必凯实验动物

公司)动物合格证号为 ?XJ]"沪$IBBH<BBBH*#?>0

级条件下饲养% 人结肠癌细胞株 ?lLSB 购自南京
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凯基生物公司% 胎牛血清购自杭州四季青生物公

司% F>V9<EGLB 培养液购自奥地利 >==公司% 基

质胶购自8Z公司%

=C?>细胞培养>?lLSB 细胞株培养于完全培养基

中"F>V9<EGLB 培养液jEBa胎牛血清 jLB q胰岛

素#M_HCL$#置于 ;H b D a Xo

I

细胞培养箱内#;

O换液一次#细胞至 HBa [SBa融合时#以 BCIDa

胰酶消化细胞#进行传代%

=C@>?lLSB 细胞裸鼠皮下移植瘤模型的建立!随

机选取 EB 只裸鼠#接种前 ; O 起每只腹腔注射环磷

酰胺 EBB 1&̂Q&#连续 I O% 隔天后#将处于对数生

长期的 ?lLSB 细胞消化计数#经台盼蓝染色#细胞

活性大于 KDa(离心后细胞重悬于 F>V9<EGLB 培养

液中#细胞密度为 E eEB

H

1̂N% 用碘酊消毒裸鼠右

侧背部皮肤#用无菌一次性注射器将 BCI 1N细胞悬

液"I eEB

G 个细胞$接种于裸鼠右侧背部皮下% 待

初代移植肿瘤长至直径 E [I -1时#脱颈处死裸鼠#

取移植肿瘤在 HDa酒精中浸泡 I [; 12"后#将瘤体

移入培养皿中#清除外周血块及结缔组织#剪成小块

之后用匀浆器稍微磨碎#以 E ÌB 比例与完全培养基

混合#单层纱布过滤#滤过的液体与等量的基质胶

"EB 1&̂1N$混合#制成基质胶细胞悬液% 另取裸鼠

;B 只#接种前处理同前#每只裸鼠均皮下注射 BCI

1N基质胶细胞悬液)I*

% 接种后每天观察裸鼠体重

变化#观察裸鼠接种点有无破溃红肿及种植瘤的生

长情况#并用游标卡尺隔日测量肿瘤大小一次#以皮

下结节直径大于 BCD -1为成瘤标准%

=CA>肿瘤组织的病理学观察>第二批裸鼠于接种

后第 H 天断颈处死#小心剥离肿瘤#称取移植瘤的重

量% 将肿瘤组织用 La多聚甲醛固定#制成石蜡切

片#_@染色#在显微镜下观察肿瘤病理学变化%

=CB>透射电镜观察肿瘤组织的超微结构变化>修

剪约 E11

; 的肿瘤组织块#固定于 ICD a的戊二醛

中#用环氧树脂 SEI 包埋#透射电镜下观察肿瘤细胞

中细胞器损伤情况和细胞器数目与完整性改变%

?>结>果

?C=>裸鼠及皮下移植瘤生长情况>第一批选取的

EB 只裸鼠#在无菌环境下生长#状态良好#接种点无

红肿破溃% 皮下注射肿瘤细胞 L 周后#有三只裸鼠

成瘤#G 周左右肿瘤长至直径约 BCS -1大小#边界

清晰#手指挤压可以活动% 第二批 ;B 只裸鼠背部皮

下接种后#第 ; 天即可见有肿瘤生长#第 H 天 IS 只

裸鼠皮下肿瘤包块直径大于 BCD -1#包块无红肿无

溃破#边界清晰#手指挤压可以活动"图 E$(E 只未

见肿瘤生长#E 只肿瘤生长缓慢#未达成瘤标准% 全

部裸鼠均健康&活泼#生长状态良好%

图 E!皮下移植瘤生长情况

?C?>肿瘤组织的病理改变>裸鼠处死后取瘤体观

察标本#细胞实体瘤为球形结节状#肿瘤为非浸润生

长(瘤体有完整的包膜包裹#与周围组织分界清楚#

容易分离#质地较脆#剖面呈鱼肉状#血供丰富"图

I$% _@染色显示肿瘤细胞排列紧密#瘤细胞生长

活跃#大小相对一致#核质深染#染色质粗#核浆比例

大#部分区域可见腺腔形成% 肿瘤细胞分泌黏液#并

侵犯周边结缔组织#无大范围细胞损伤现象"图 ;$%

图 I!皮下移植瘤大体特征

图 ;!肿瘤组织的病理改变#_@eLBB$

?C@>肿瘤组织的超微结构改变>透射电镜下观察#

肿瘤细胞不规则#但核浆比例大#核染色质较深#细

胞器数量较多#线粒体丰富#胞浆内可见大小不等的

分泌小泡#核膜完整"图 L$%
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图 L!肿瘤组织的超微结构改变#透射电镜 eEB BBB$

@>讨>论

目前#结肠癌动物模型可分为自发性&诱发性&

移植性和转基因动物肿瘤模型#其中移植瘤模型因

成功率高&生物学性状稳定&建立周期短C基本上能

满足肿瘤的生物学行为研究&药物评价的需要而被

广泛应用)E*

%

本研究选用人结肠腺癌细胞株 ?lLSB#该细胞

株具有恶性程度高&增殖旺盛&倍增时间短&传代迅

速等特点#能很好地满足移植瘤的需要% 8=g8̂-

裸鼠和 ?X9Z鼠均有免疫功能缺陷#常用于肿瘤动

物模型的建立#而裸鼠对培养条件等要求低#易于动

态观察肿瘤的生长状态);*

%

移植瘤形成及动物模型建立受诸多因素影响#

如实验动物的种系&健康状况&性别&育龄&细胞培养

的条件&细胞的制备情况&细胞的数量及活力&接种

的方法及部位等% 本研究主要考虑以下影响因素+

%

鼠龄+一般宜选择 I [; 周龄的裸鼠进行实验)L*

#

鼠龄过大#裸鼠体内产生较多的.]细胞#影响肿瘤

的移植成功率(

&

接种瘤细胞量+接种量过少#移植

瘤不易成活(接种量过大#引起肿瘤的失控生长#对

将来的实验干预带来负面影响(

,

裸鼠的营养状况+

在本实验开始时仅用高压灭菌饲料喂养#裸鼠体重

及肿瘤均生长缓慢(加喂灭菌葵花子和熟鸡蛋后#裸

鼠体重及肿瘤生长均明显改观%

肿瘤移植的部位文献报道不同#皮下接种操作

简单#肿瘤表浅#便于观察#潜伏期短#肿瘤生长速度

较快#本研究第一批 EB 只裸鼠接种细胞后 ; 周#多

数裸鼠可见类圆形的肿物生成#L 周时成瘤率为

HBa#D 周时成瘤率为 SBa#有两只裸鼠未长出肿

瘤% 之所以没有达到文献报道的 EBBa移植成功

率#可能与肿瘤细胞接种数量偏差及裸鼠免疫活性

的个体差异有关% 之后改用体内和体外交替传代的

方法#取第一批裸鼠皮下移植瘤细胞悬液接种于第

二批裸鼠皮下#成瘤率即达 KGa%

细胞皮下接种时#由于裸鼠皮肤组织较为松弛#

细胞悬液流动性强#一般需要 ;B O 左右才能观察到

肿瘤的生长#而且肿瘤的形状很不规则#不利于对瘤

体积测量和计算#影响结果分析% 因此本研究参考

文献方法)D*

#把细胞重悬于基质胶中% 基质胶是一

种细胞外基质复合物凝胶#其成分和哺乳动物的细

胞基底膜类似)G*

#具有促进细胞增殖&细胞分化&胶

原分泌&血管生成&组织成形的作用)H*

% 基质胶在

低温时"Bb [Lb$是液状#而温度高于 IDb时即可

成胶状#因此可以把细胞悬液固定在裸鼠皮下#防止

细胞悬液向周围流动#益于细胞增殖% 应用基质胶

可显著提高肿瘤细胞在动物体内的致肿瘤性)S<K*

%

本研究采用基质胶之后#细胞成瘤时问缩短#H O 左

右即可在接种部位观察到肿瘤#且形状规则%

本研究建模方法简便#成瘤率高#瘤组织形状规

则易于测量#为较理想的模型制作方法#可为深入研

究人结肠癌提供较为理想的动物模型%
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