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人肾细胞癌原位移植裸鼠模型的建立及转移相关基因表达分析

谭晓洁１，侯建国２，贺松琴１，常文军１，刘世建１，余永伟３，曹广文１

（１．第二军医大学卫生勤务学系流行病学教研室，上海２００４３３；２．第二军医大学长海医院泌尿外科，上海２００４３３；３．长海医院

病理科）

［摘要］　目的：建立原位移植裸鼠模型，筛选同一标本来源的转移性和非转移性肾细胞癌（ＲＣＣ）。方法：采用皮下移植法、

细胞悬液原位注射法、肾周筋膜内法、组织块原位移植肾包膜下法对ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠接种（或注射）ＲＣＣ组织块（或细胞悬液），

观察各种方法的成瘤及转移情况，并采用免疫组化方法初步对比分析了ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ｐ１６、Ｂｃｌ２、Ｃｍｅｔ在裸小鼠体内的转移

性和非转移ＲＣＣ的表达情况。结果：（１）组织块原位移植肾包膜下法成瘤率及转移率最高，分别为７３．３％（１１／１５）、２０％（３／

１５）。（２）与原发灶相比，转移灶中ＶＥＧＦ表达明显升高（Ｐ＜０．０５），Ｃｍｅｔ表达明显降低（Ｐ＜０．０５），ｂＦＧＦ、Ｂｃｌ２、Ｐ１６表达降

低但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论：组织块原位移植肾包膜下法是切实有效的ＲＣＣ转移模型制作方法。采用该法在裸鼠

中获得了人转移性和非转移ＲＣＣ，免疫组化分析证实了转移性ＲＣＣ中新血管生成因子ＶＥＧＦ表达显著增加。　　　　
［关键词］　癌，肾细胞；肿瘤转移；模型，动物；基因表达
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）转移具

有明显的不确定性，预后极差。建立有效的人ＲＣＣ
动物模型是研究ＲＣＣ的转移机制，寻找转移标志物

的基础。我们早期研究认为人肿瘤移植裸小鼠导致

自然转移率很低，通过改变肿瘤细胞的移植途径可

提高转移效率［１］。Ｏｔｈｏｔｏｐｉｃ移植是在充分考虑肿

瘤与微环境相互作用的基础之上，将人癌细胞移植

到受体动物对应的组织或器官，以期得到较高的成

瘤率及自发转移率。本研究拟采用组织块原位移植

肾包膜下法（ｓｕｒｇｉｃａｌｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｏ

ｒｅｎａｌｃａｐｓｕｌｅ，ＳＯＩ），同时以皮下移植法、细胞悬液

原位注射法、肾周筋膜内法为对照建立裸小鼠ＲＣＣ
原位移植模型，初步研究人新鲜ＲＣＣ在裸鼠体内

成瘤和自然转移情况，并分析了原发灶、转移灶的肿

瘤转移相关基因的表达情况。
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１　材料和方法

１．１　实验动物　ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠，购自中国科学院

上海实验动物中心。雄性，４～５周龄，我校东方肝

胆外科医院实验动物中心ＳＰＦ级环境饲养。

１．２　标本来源　汉族人ＲＣＣ新鲜组织取自就诊于

长海医院泌尿外科的原发性肾癌行肾癌根治术患

者，共３２例，其中１８例随机用于动物实验，病理诊

断３例为颗粒细胞癌，１例为乳头状细胞癌，１４例为

透明细胞癌。

１．３　移植方法　将１８例标本采用皮下移植法、细

胞悬液原位注射法、肾周筋膜内法、组织块原位移植

肾包膜下法对９０只裸小鼠进行移植。

１．３．１　皮下移植法　ＲＣＣ临床新鲜标本经机械修

剪到３～４ｍｍ３体积，于小鼠左后肢皮下包埋，共移

植小鼠７只。

１．３．２　细胞悬液原位注射法　原代培养的ＲＣＣ单

细胞悬液调整密度为５．５×１０６／ｍｌ。１ｍｌ无菌注射

器吸取细胞悬液从肾下极进针，穿过肾实质直到肾

上极肾包膜下，以０．０１ｍｌ／只注射。当看到肾实质

肿胀、肾包膜颜色变白即为注射成功，退出注射器后

检查有无局部出血及细胞悬液溢出。共移植小鼠

２２只。

１．３．３　肾周筋膜内法　打开肾周筋膜，夹取ＲＣＣ
组织块将其送入腹膜后肾窝，手术过程中可能伴有

腹膜受损。共移植小鼠３９只。

１．３．４　组织块原位移植肾包膜下法　根据 Ａｎ
等［２］的ＳＯＩ建立裸小鼠ＲＣＣ高转移模型的基本原

理，在此基础之上有所改动进行肾包膜下原位移植。

打开肾包膜，形成２～３ｍｍ的小切口，夹取ＲＣＣ组

织块送入肾包膜下并远离切口。取肾周脂肪组织覆

盖切口，加压缝合肾周筋膜。缝合皮肤。共移植小

鼠２２只。与 Ａｎ法相比，本研究不缝合肾包膜切

口，而是采用肾周脂肪组织覆盖加压缝合肾周筋膜。

１．４　裸小鼠处死及解剖　小鼠瘦弱、精神萎靡濒死

时，颈椎脱臼处死。凡发现可疑肿瘤灶或转移灶，常

规进行体外培养和病理检查，并冻存；肉眼可见的较

为明显的肿瘤灶除进行上述两项操作外，还进行裸

小鼠体内ＲＣＣ组织再移植。

１．５　转移相关基因的表达分析　分析成瘤鼠移植

瘤组织及转移瘤组织中 ＶＥＧＦ、Ｃｍｅｔ、Ｂｃｌ２、ｂＦ

ＧＦ、Ｐ１６的表达，并以相对应的人癌旁正常肾组织、

肾癌组织、移植鼠正常肾组织做对照。常规４μｍ石

蜡切片，贴在涂有切片粘合剂的干净载玻片上，５８℃
作用１８ｈ，常规二甲苯脱蜡至水。０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ＝７．４）洗３次，每次３ｍｉｎ，抗原修复（ＡＲ）９５℃

１０ｍｉｎ×２次，自然冷却，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ。

滴加一抗（ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ｃｍｅｔ、Ｐ１６、Ｂｃｌ２稀释度

分别１１００、１５０、１８０、１５０、１１００），４℃过

夜，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ。０．３％Ｈ２Ｏ２抑制内源

性过氧化物酶。滴加ＥｎＶｉｓｉｏｎ或 Ｍ 二抗，３７℃孵

育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ。０．０５％ＤＡＢ＋

０．０３％ Ｈ２Ｏ２显色８～１２ｍｉｎ，自来水充分冲洗终止

反应。苏木精衬染３０ｓ，水洗，蓝化（３７℃），０．５％盐

酸乙醇分化，水洗蓝化。常规树脂封片。观察：阳性

产物为棕黄色或呈棕褐色，背景为紫蓝色。各种组

织每个基因的表达随机选择１０个视野，每个视野计

数２００个细胞的阳性细胞数。

１．７　统计学处理　采用第二军医大学卫生勤务学

系统计学教研室ＳＡＳ９．１２软件，进行多个样本均数

比较的方差分析，检验水准为α＝０．０５。

２　结　果

２．１　成瘤率及转移率　到目前为止，９０只小鼠除

组织块原位移植肾包膜下法剩余７只存活外，其余

均已自然死亡或濒死处死。总成瘤率为２７．７％
（２３／８３）。组织块原位移植肾包膜下法成瘤率最高

７３．３％（１１／１５），其次是皮下移植法４２．９％（３／７）、

肾周筋膜内法２３．１％（９／３９），细胞悬液原位注射法

成瘤率为０（０／２２）。肾周筋膜内法由于在肾窝内固

定不良，存在异位成瘤的情况，即原移植部位未发现

肿瘤或移植组织，而是脾脏种植或其他腹腔种植等。

若考虑肾周筋膜内法异位成瘤情况，异位成瘤率为

１５．４％（６／３９），其成瘤率（３８．５％，１５／３９）与组织块

原位移植肾包膜下法仍存在统计学差别 （Ｐ＜
０．０５）。总转移率为３．６％（３／８３）。皮下移植法、肾

周筋膜内法、细胞悬液原位注射法未见肉眼可见的

转移灶；组织块原位移植肾包膜下法３例均转移至

肠系膜，转移率为２０．０％（３／１５）。

２．２　原位移植模型的建立　细胞悬液原位注射法、

肾周筋膜内法、组织块原位移植肾包膜下法均基于

原位移植的思想。细胞悬液原位注射法成瘤率为

０，肾周筋膜内法与组织块原位移植肾包膜下法成瘤

鼠从外观上均难以鉴别，肿瘤往往向腹腔浸润，大多

出现恶液质。不同之处在于：组织块原位移植肾包
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膜下法形成的肿瘤侵入肾实质较多，肿块体积较大，

最大可至２ｍｍ×２ｍｍ×６ｍｍ，伴有肾脏萎缩，同

时发生肠系膜转移；肾周筋膜内法多为微小肿瘤（平

均２～３ｍｍ３），无肉眼可见的转移。此外，皮下移植

法成瘤鼠，通常为接种组织在移植部位被一定程度

吸收后再逐步增大。皮下成瘤后，肿块大多含有坏

死液化灶，个别出现溃疡，无转移。转移小鼠濒

死 的 时 间 最 短 为４８ｄ，最 长 为１１０ｄ，平 均 为

７５ｄ。　　　　

　　成瘤鼠移植瘤体外培养成功率１００％，爬出的

细胞大小形态较一致，以梭形细胞为主，与相应的人

ＲＣＣ原代培养情况相似；接种组织体外培养未见明

显的肿瘤克隆，多为形态各异的混杂细胞。体外培

养细胞传代贴壁比较困难，可能与不能耐受消化有

关，最长传至第二代，细胞逐渐老化。但人ＲＣＣ临

床标本经裸鼠体内致瘤后，体外培养细胞生长爬出

较快，如１例致瘤鼠体外培养第２天即有细胞爬出，

而相对应的人ＲＣＣ原代培养至少需要４ｄ。

２．３　转移相关基因的表达分析　人癌旁正常肾组

织、人肾癌组织、该标本移植鼠正常肾组织、移植瘤

组织及转移组织的ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ｐ１６、Ｂｃｌ２、Ｃｍｅｔ
的表达情况分别见图１。经病理证实，原发肿瘤组

织及转移组织均为乳头状细胞癌。

　　ＶＥＧＦ在转移瘤、小鼠正常肾组织的肾小球部

位及人正常肾组织的肾小球部位阳性细胞数较高，

三者之间没有统计学差异。胞膜、胞核均有表达。

鼠移植瘤及人肿瘤表达量较低，与前三者两两比较

有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

　　ｂＦＧＦ在人肿瘤、鼠肿瘤及转移瘤表达量偏高，

主要在胞核表达，人及小鼠正常肾组织未发现阳性

细胞。Ｐ１６在人及小鼠正常肾组织中的表达量比其

他３种略高，但表达差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ｐ１６主要在胞核及胞膜表面表达，染色较深。Ｂｃｌ２
主要在胞膜及胞核中表达，表达的阳性细胞数由小

到大依次为人正常肾组织、人肿瘤组织、转移组织、

小鼠正常肾组织、小鼠肿瘤组织。前两者与后三者

两两比较，差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

　　Ｃｍｅｔ主要在胞膜中表达，表达的阳性细胞数

由小到大依次为小鼠正常肾组织、小鼠肿瘤组织、人

正常肾组织，人肿瘤组织及转移组织未见阳性细

胞。　　

图１　ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ｐ１６、Ｂｃｌ２、

Ｃｍｅｔ在各种组织的表达情况

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，Ｐ１６，

Ｂｃｌ２，Ｃｍｅｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
１：Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｔｕｍｏｒｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ；２：ＨｕｍａｎＲＣＣ；３：Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ

ｔｕｍｏｒｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ；４：Ｎｏｒｍａｌｍｕｒｉｎｅｋｉｄｎｅｙ；５：Ｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎ

ｋｉｄｎｅｙ
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３　讨　论

　　本研究参照Ａｎ等［２］采用ＳＯＩ建立裸小鼠ＲＣＣ
高转移模型的基本原理，在此基础之上有所改动进

行肾包膜下原位移植。与 Ａｎ法相比，本实验中不

缝合肾包膜切口，而是采用肾周脂肪组织覆盖加压

缝合肾周筋膜。与以往移植方法相比，瘤体生长较

充分，与周围组织粘连较多；未成瘤的接种组织也已

嵌入肾实质内。完整组织块原位移植既有原位移植

的优点，又保持了癌组织的完整结构。故比肿瘤细

胞悬液原位注射、皮下移植拥有较高的移植生长率，

是一种更能接近临床患者征象的方法。近来陆续有

文献报道，细胞悬液原位注射实验结果并不如人们

预期的理想。原因可能是：经过酶解处理的肿瘤细

胞，原有细胞结构被破坏，致使肿瘤生物学行为和自

然属性改变，结果影响人类肿瘤细胞的移植生长与

转移。此外，裸鼠体内致瘤效果与移植组织中有活

性的肿瘤细胞的含量密切相关，成瘤存在着一定的

偶然性。

　　实验过程中有部分小鼠因肝脏病变致死。从小

鼠的临床表现及病理切片（肝细胞坏死、大量炎性细

胞浸润）分析提示动物很可能感染小鼠肝炎（ｍｏｕｓｅ

ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）。小鼠肝炎是实验小鼠最为

重要的疾病之一，严重威胁着小鼠健康，也是制约本

研究建立裸小鼠原位移植模型成瘤和转移的重要因

素。移植过程中未成瘤小鼠平均存活时间比成瘤小

鼠平均存活时间短，提示小鼠的健康状况较差，尚未

成瘤即因其他原因死亡。不仅 ＭＨＶ感染造成的高

死亡率影响了致瘤，而且 ＭＨＶ免疫与小鼠原位移

植模型的低转移率密切相关。肾癌是为数不多的对

免疫治疗有效的肿瘤，细胞因子的联合治疗及过继

免疫疗法有效率平均为３０％［３］。具有转移潜能的

瘤细胞逃避宿主的免疫监督是转移的关键步骤。裸

小鼠缺乏细胞免疫功能，但是其他免疫功能存在，或

有代偿。在受过 ＭＨＶ感染的宿主细胞的免疫调控

下，不仅成瘤困难而且很难形成转移，即便成瘤也可

能因为动物的健康状况受到影响而终止。

　　与原发灶相比，转移灶中血管内皮生长因子

ＶＥＧＦ表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；Ｃｍｅｔ表达明显降

低（Ｐ＜０．０５），ｂＦＧＦ、Ｂｃｌ２、Ｐ１６表达降低但无统计

学差异（Ｐ＞０．０５）。结果与以往报道有所出入，可

能是由于乳头状细胞癌有着有别于透明细胞癌所

致［４］。

　　ＶＥＧＦ是最重要的血管形成因子之一，肿瘤生

长超过１～２ｍｍ３需要血管提供营养。肾透明细胞

癌是血供丰富的实体肿瘤，它的发生与 ＶＨＬ突变

有关。ＶＥＧＦ的表达与 ＶＨＬ的表达呈负相关［５］。

乳头状细胞癌肾动脉造影表现为少血管或无血管

性，与乳头状细胞癌相关的是 ｍｅｔ基因的激活突

变［６］，所以乳头状细胞癌中很可能不存在上述

ＶＥＧＦ的上调机制，因此ＶＥＧＦ在乳头状细胞癌中

的表达较低，此外肾脏本身也是血供丰富的脏器，正

常组织有相对较高的表达，这与本研究结果一致。

但转移灶的阳性细胞数最高，说明转移灶中新血管

形成较多。以往动物模型提示ｂＦＧＦ在ＲＣＣ的侵

袭和转移中起重要作用。在对３８例转移性ＲＣＣ的

临床新鲜标本进行原位杂交时也发现ｂＦＧＦ过度表

达［７］。本研究结果提示人、小鼠肿瘤及转移组织表

达量较正常组织略高，但染色为弱阳性，小鼠肿瘤与

转移组织的表达不存在统计学差异。Ｐ１６的突变使

细胞周期失控，其纯合性缺失与乳头状细胞癌的发

生有关［８］。免疫组化分析发现人及小鼠正常肾组织

表达最高，染色较深；但原位肿瘤及转移灶也有较高

表达，与正常组织相比差别没有统计学差异，需要进

一步验证。Ｂｃｌ２基因编码相对分子质量为２６０００
的线粒体内膜蛋白，该蛋白通过阻断细胞凋亡，维护

正常细胞的内环境稳定。在正常肾组织中，Ｂｃｌ２主

要在肾小球上皮细胞、远曲小管、近曲小管、集合管

中表达。但Ｂｃｌ２的过度表达可以致瘤，也可增强肿

瘤对放疗、化疗的抗性［９］。本研究中无论是人还是

小鼠，其肿瘤组织的Ｂｃｌ２的表达水平较正常肾组织

高（Ｐ＞０．０５），小鼠的Ｂｃｌ２的整体表达水平高于

人。转移组织的Ｂｃｌ２表达水平比小鼠的原发灶低。

Ｌｅｅ等［９］在对透明细胞癌的转移及原发灶的Ｂｃｌ２
的免疫组化分析中发现Ｂｃｌ２的表达与转移部位有

关：转移至脑的肾癌不表达Ｂｃｌ２，转移至肝脏的于

胞质中表达。Ｃｍｅｔ基因定位于７ｑ３１．２，其编码的

蛋白是肝细胞生长因子的受体。Ｃｍｅｔ是家族性乳

头状肾细胞癌的癌基因［１０］，其原癌基因通过错义突

变导致Ｃｍｅｔ蛋白的持续激活及 ＨＰＲＣ的发生。

Ｃｍｅｔ的过度表达与乳头状细胞癌相关（Ｐ＜０．０５）。

本研究中人及小鼠正常肾组织均比瘤组织表达量高

（Ｐ＜０．０５），但小鼠的Ｃｍｅｔ表达水平高于人。转

移瘤Ｃｍｅｔ表达阴性，与文献报道相反。
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　　综上所述，组织块原位移植肾包膜下法是切实

有效的原位模型移植方法。本研究采用该法初步获

得了遗传背景较一致的人ＲＣＣ原发灶及转移灶，这

为反复移植筛选高转移细胞株，并以非转移性细胞

株做对照进行消减克隆转移分子标志物，进而在人

群中筛选进行肿瘤遗传特征、设计合理的预防和治

疗策略奠定基础。
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