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免疫缺陷动物筛选人转移癌中动物非期望死亡原因分析
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［摘要］　目的：阐明免疫缺陷动物筛选人转移癌组织过程中主要的非正常死亡原因，为人类肿瘤动物模型建立和筛选提供借

鉴。方法：采用皮下、原位、肾包膜下移植等多种方法对２６７只ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠接种（或注射）人肾细胞癌、前列腺癌临床标

本、ＤＵ１４５细胞系，分析成瘤率、肝脏病变情况（临床表现、病理切片、死亡时间分布）等。结果：移植肾细胞癌标本的总成瘤

率为２１．７％（３５／１６１），转移率为１．２％（２／１６１）。移植前列腺癌临床标本均未成瘤或发生转移；移植ＤＵ１４５细胞系成瘤率为

１００％（２０／２０），转移率为２５％（５／２０）。肾细胞癌临床标本移植小鼠肝脏病变率为５８．４％（９４／１６１），前列腺癌临床标本移植小

鼠肝脏病变率为４３．４％（４６／１０６），ＤＵ１４５细胞系移植小鼠无１例肝脏病变发生。移植肾细胞癌、前列腺癌标本肝脏病变小鼠

死亡高峰与小鼠总体死亡高峰趋势一致，均发生在每年的冬春季。结论：肝脏病变是造成动物非正常死亡的主要原因，严格

控制ＳＰＦ环境方可保证肿瘤动物模型的顺利建立。
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　　我室于２００３年２月至２００６年４月间在某校两

个ＳＰＦ级实验动物中心采用肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）临床标本及其原代培养细胞悬液、

前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）临床标本及其原代

培养细胞悬液、ＤＵ１４５细胞系对免疫缺陷动物进行

了移植，以建立ＲＣＣ、ＰＣ免疫缺陷动物转移模型。

并通过低成瘤率、低转移率、高肝脏病变率的对比分

析，阐明免疫缺陷动物筛选人转移癌组织过程中主

要的非正常死亡原因，提出改进措施。现报告如下。
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１　材料和方法

１．１　材料　ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠，雌雄不拘，４周龄，分

别购自中国科学院上海分院动物中心和上海ＢＫ公

司。在某校两个动物中心ＳＰＦ条件下饲养。ＤＵ

１４５细胞系，购自中国科学院上海细胞研究所。

　　汉族人新鲜ＲＣＣ临床标本和ＰＣ标本，取自长

海医院泌尿外科未经其他治疗的ＲＣＣ、ＰＣ手术患

者，手术切除后立即置于４℃保存（保温瓶加冰块），

手术切除到动物移植间隔一般不超过３０ｍｉｎ。

１．２　人肿瘤动物体内移植方法　采用１０ｍｇ／ｍｌ
戊巴比妥钠（７０μｌ／１０ｇ）腹腔注射麻醉动物。应用

精密手术器具（Ｒｏｂｅｒｚ，德国）进行精密动物手术。

除移植过程中麻醉意外、未接种标本饲养意外，共成

功移植了２６７只免疫缺陷动物。人新鲜ＲＣＣ临床

标本采用皮下、肾周筋膜内［１］、肾包膜下原位［２］、皮

下＋肾包膜下移植，ＲＣＣ原代培养细胞悬液采用肾

包膜下原位注射法。汉族人新鲜ＰＣ标本采用皮

下、前列腺原位、肾包膜下移植［３］，ＰＣ原代培养细胞

悬液采用前列腺原位注射法［４］。ＤＵ１４５细胞系采

用皮下注射、前列腺原位注射、肾包膜下注射法。

１．３　小鼠形成肿瘤的观察、细胞培养和再移植　移

植ＲＣＣ相关标本的小鼠：通常在小鼠瘦弱、精神委

靡濒死时，颈椎脱臼处死。移植ＰＣ相关标本的小

鼠：由于致瘤后期瘤体增大易堵塞尿道引起尿潴留

而死亡，故一般当触摸到膀胱涨大、但尚未出现恶液

质时即处死，以免影响肿瘤组织再移植的活性。凡

发现可疑肿瘤灶或转移灶，常规进行体外培养包括

相关脏器在内的病理检查，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，进行裸小

鼠体内肿瘤组织的再移植。

１．４　病理分析　Ｆｏｒｍａｌｉｎ固定，取材包埋连续石蜡

切片，ＨＥ染色，常规方法进行。

１．５　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软件进行分析，检验水准为α＝０．０５。

２　结　果

２．１　 成瘤及转移情况 　 总成瘤率为 ２０．６％
（５５／２６７），转移率为２．６％（７／２６７）。移植 ＲＣＣ标

本的总成瘤率为２１．７％（３５／１６１），转移率为１．２％
（２／１６１），其中皮下移植成瘤率最高，其次为肾包膜

下、肾周筋膜内、皮下＋肾包膜下，细胞悬液原位注

射为０。５种不同的ＲＣＣ标本移植法只有肾包膜下

存在转移，均转移至肠系膜淋巴结，转移率为４．１％
（２／４９）。移植ＰＣ标本的总成瘤率为１８．９％（２０／

１０６），转移率为４．７％（５／１０６）。移植ＰＣ临床标本

均未成瘤或发生转移，而采用同样的方法移植ＤＵ

１４５细胞系成瘤率为１００％（２０／２０），转移率为２５％
（５／２０），分别转移至肠系膜淋巴结、肝门淋巴结、腹

股沟淋巴结、肝、肺。见表１。

表１　移植肿瘤标本成瘤及转移情况

Ｔａｂ１　Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｓｉｍｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｏｎｕｄｅｍｉｃｅ
［％（ｎ／Ｎ）］

Ｓａｍｐｌｅｓ Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｒａｔｅｏｆ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ

Ｒａｔｅｏｆ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ＲＣＣ（ｆｒｅｓｈｓｕｒｇｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ） ２１．７（３５／１６１） １．２（２／１６１）
Ｓｕｂｃｕｔｉｓ ３７．５（３／８） ０（０／８）
ＣＯＩ ０（０／２７） ０（０／２７）
Ｐｅｒｉｎｅｐｈｒｉｕｍ ２３．１（９／３９） ０（０／３９）
ＳＯＩ ３６．７（１８／４９） ４．１（２／４９）
ＳｕｂｃｕｔｉｓａｎｄＳＯＩ １３．２（５／３８） ０（０／３８）

ＰＣ １８．９（２０／１０６） ４．７（５／１０６）
　Ｆｒｅｓｈｓｕｒｇｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ０（０／８６） ０（０／８６）

Ｓｕｂｃｕｔｉｓ ０（０／１３） ０（０／１３）
ＣＯＩ ０（０／１９） ０（０／１９）
ＳＯＩ ０（０／１６） ０（０／１６）
Ｕｎｄｅｒｒｅｎａｌｃａｐｓｕｌｅ ０（０／３８） ０（０／３８）

　ＤＵ１４５ １００（２０／２０） ２５（５／２０）
Ｓｕｂｃｕｔｉｓ １００（４／４） ２５（１／４）
ＣＯＩ １００（５／５） ８０（４／５）
Ｕｎｄｅｒｒｅｎａｌｃａｐｓｕｌｅ １００（１１／１１） ０（０／１１）

Ｔｏｔａｌ ２０．６（５５／２６７） ２．６（７／２６７）

　ＣＯＩ：Ｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＳＯＩ：Ｓｕｒｇｉｃａｌｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
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２．２　术后存活时间　依据相关文献［５］，２周存活率
可反映小鼠术后感染或其他意外情况，ＲＣＣ细胞系
成瘤鼠最快５周濒死，最慢８周濒死。故分别选择２
周、５周、８周为时间界值评价不同移植方法对动物
健康状况造成的影响。各种方法２周存活率无统计
学差别，平均存活率为９２．５％（１４９／１６１）。各种方
法５周存活率无统计学差别，平均存活率为８３．２％
（１３４／１６１）。８周存活率平均值为６０．９％（９８／１６１），
以皮下＋肾包膜下法最高（８４．２％），其次分别为皮
下移植法（６２．５％）、肾包膜下法（６１．２％）、细胞悬液
原位注射法（４８．１％）、肾周筋膜内法（４６．２％），各方
法间的差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

　　进一步分析ＲＣＣ临床标本移植术后存活时间。
成瘤鼠术后平均存活时间小于未成瘤鼠，但无统计
学意义。除细胞悬液原位注射法无成瘤外，皮下移
植法和肾包膜下法成瘤鼠平均存活时间大于未成瘤

鼠平均存活时间，皮下＋肾包膜下法和肾周筋膜内
法成瘤鼠平均存活时间小于未成瘤鼠平均存活时间

（图１Ａ）。

　　ＰＣ临床标本及ＤＵ１４５移植动物成瘤鼠原位
注射法和肾包膜下注射法成瘤鼠存活时间均小于未

成瘤鼠平均存活时间（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。

图１　ＲＣＣ临床标本不同移植方法（Ａ）及ＰＣ临床标本和

ＤＵ１４５细胞系移植小鼠（Ｂ）术后平均存活时间分析

Ｆｉｇ１　Ａｖｅｒａｇｅｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｍｉｃｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ
ｗｉｔｈＲＣＣｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ（Ａ），ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ

ｗｉｔｈＰＣａｎｄＤＵ１４５（Ｂ）

　Ｐ＜０．０５ｖｓｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇｔｕｍｏｒｓ；珚ｘ±ｓ

２．３　肝脏病变情况　在成功移植的２６７只小鼠中，

有１４０只发生不同程度肝脏病变致死。其中 ＲＣＣ
临床标本移植小鼠肝脏病变率为５８．４％（９４／１６１），

ＰＣ临床标本移植小鼠肝脏病变率为４３．４％（４６／

１０６），ＤＵ１４５细胞系移植小鼠无１例肝脏病变发

生。解剖时见肝脏表面弥漫性出血或坏死性病灶、

脾肿大，并伴有不同程度的肾门淋巴结、髂动脉间淋

巴结、前肢腋下淋巴结、腹股沟淋巴结肿大。镜下观

察，肝细胞弥漫性的大片坏死，肝窦扩张充血，小叶

内有淋巴细胞和巨噬细胞为主的炎性细胞浸润。见

图２。２００３年２月至２００６年４月出现２个死亡高

峰，分别为２００４年１２月至２００５年３月、２００５年１１
月 至２００６年３月。移植ＲＣＣ标本肝脏病变小鼠死

亡高峰与小鼠总体死亡高峰趋势一致（图３Ａ），移植

ＰＣ标本也出现类似的情况（图３Ｂ），死亡高峰均发

生在每年的冬春季。

图２　小鼠病变肝脏（Ａ，１０％甲醛

溶液固定）及其病理切片（Ｂ）

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｅｌｉｖｅｒ（Ａ，１０％

ｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄ）ａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓ（Ｂ，ＨＥ，×４００）

３讨　论

　　小鼠的自身健康状况对移植瘤的生长至关重

要［６］。移植ＲＣＣ临床标本，皮下移植和肾包膜下移

植成瘤率较高。皮下成瘤鼠瘤体生长局限，肾包膜

下移植成瘤鼠移植组织虽大都已侵入肾实质，但只

有个别小鼠瘤体较大。成瘤鼠、未成瘤鼠普遍存在

肝脏的损害。移植ＲＣＣ临床新鲜标本发生小鼠肝

脏病变比例为５８．４％。其中肾周筋膜内法、皮下＋
肾包膜下移植未成瘤小鼠平均存活时间均小于成瘤

小鼠平均存活时间，提示小鼠健康状况较差，小鼠尚

未成瘤即因其他原因死亡。由此导致肾周筋膜内
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图３　ＲＣＣ（Ａ）和ＰＣ（Ｂ）全部小鼠、肝脏病变小鼠死亡时间分布

Ｆｉｇ３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｅａｔｈｔｉｍｅｏｆａｌｌｍｉｃｅａｎｄｍｉｃｅｗｉｔｈ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄＲＣＣ（Ａ）ａｎｄＰＣ（Ｂ）

法、皮下＋肾包膜下移植法成瘤率相对较低。皮下

移植、肾包膜下移植未成瘤小鼠平均存活时间大于

成瘤小鼠平均存活时间，其成瘤率也相对较高。又

各种方法２周、５周存活率均较高，即便是成瘤率较

低的皮下＋肾包膜下移植法的８周存活率也达到

８４．２％（３２／３８），故可初步排除手术及术后感染、免

疫排斥反应对小鼠健康造成的损害。小鼠总体死亡

时间和肝脏病变小鼠死亡时间分布的升降趋势基本

一致，均出现２个死亡高峰———２００４年１２月至

２００５年３月、２００５年１１月至２００６年３月，说明小

鼠肝脏病变情况是造成小鼠非预期死亡的主要原

因。由于２个死亡高峰均在每年的冬春交替季节，

此时正是冠状病毒活跃的季节，为小鼠提供了感染

鼠肝炎病毒的机会。这两个时间段分别对应着该阶

段所采取的移植方法：肾周筋膜内移植、皮下＋肾包

膜下移植，由于这两种方法成瘤率低，更加确证小鼠

是由于肝脏病变而不是致瘤因素导致死亡。

　　移植ＰＣ临床标本，无１例成瘤或转移，肝脏病

变率为５３．５％。采用不同方法注射 ＤＵ１４５细胞

系，成瘤率为１００％，且广泛转移，转移率为２５％，但

无１例肝脏病变。由于ＰＣ与某些前列腺良性病变

在组织学和细胞学上有一定程度相似，肉眼区分存

在较大局限性和误差。临床上采用多点穿刺病理诊

断确定ＰＣ患者。而用于移植小鼠的ＰＣ组织由于

实验条件的限制无法作到多点穿刺病理确定，实际

是否存在具有活性的肿瘤细胞及其含量都无法确

定。这是采用ＰＣ临床标本建立动物模型的难点所

在，也是本研究零致瘤率的主要原因之一。

　　另一个不可忽视的因素就是肝脏的损害使得小

鼠在尚未致瘤即终止生命，严重影响了致瘤及转

移［７］。病鼠病程通常进展较快，表现为精神委靡、呆

滞、被毛粗乱、弓背、营养不良、进行性消瘦直至死

亡。病理切片见肝细胞坏死，大量炎性细胞浸润。

所有临床资料、病理资料及流行病学资料提示动物

很可能因感染小鼠肝炎致死。但缺乏鼠肝炎病毒

（ｍｏｕｓｅｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）的血清学资料，这是

本研究的不足之处。

　　肿瘤组织的移植部位影响着肿瘤的生长方式及

转移行为。早有文献报道，非特异性免疫炎性病变

可改变肿瘤在动物体内的致瘤过程包括肿瘤细胞的

生长方式，感染 ＭＨＶ的小鼠对动物体内致瘤有抑

制作用。Ｋｙｒｉａｚｉｓ等［６］将同样数量的肿瘤细胞注射
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ＭＨＶ阳性和 ＭＨＶ阴性的裸鼠，结果发现在裸鼠

成瘤数量、瘤体大小、乳酸脱氢酶是否阳性存在显著

差别，且 ＭＨＶ阳性裸鼠所形成的肿瘤无一例存在

侵袭和转移。转移是包括一系列步骤的复杂过程，

虽然制约影响转移的因素很多，但就本研究低成瘤

率、低转移率、高肝脏病变率而言，ＭＨＶ感染是重

要的影响因素，它直接或间接地影响了瘤体的生长

行为及转移的发生。ＭＨＶ主要通过气溶胶、直接

接触传播等造成自发感染，也可通过移植的肿瘤组

织及胎盘等形成实验性感染［８］。小鼠受 ＭＨＶ 感

染，血清中可产生抗体。抗体可保护小鼠免受同一

品系［９］病毒感染１个月至半年，但很难保证免受不

同品系病毒感染［１０］。加之 ＭＨＶ病毒高频率的基

因重组与变异特性，对免疫缺陷小鼠的影响将更加

严重。不仅 ＭＨＶ 感染造成的高死亡率影响了致

瘤，而且 ＭＨＶ感染免疫与小鼠原位移植模型的低

转移率密切相关。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。裸鼠体内有 Ｔ细

胞前体，可以诱导分化为胸腺细胞增强非特异性免

疫。在感染 ＭＨＶ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［１１］。重症联合免

疫缺陷小鼠受 ＭＨＶ感染，病程进展迅速，通常表现

为同一笼具内的小鼠在一夜间全部死亡，解剖见严

重的肝脏病变。小鼠肝炎严重影响科学实验的顺利

进行，同时造成科研经费的严重浪费，导致灾难性后

果。

　　免疫缺陷动物的日常饲养及手术移植等工作对

众多环节提出了严格的要求，相关专业人员必须接

受专业培训。在严格控制手术过程无菌操作基础

上，环境因素也要格外引起关注。只有严格的ＳＰＦ
环境，才能保证肿瘤动物模型的顺利建立，从而无偏

倚地作出科学结论。
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