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肝门部胆管癌是消化系统中恶性程度最高的肿瘤

之一#术后复发率高#预后极差)

#F!

*

'其根本原因在于

肝门部胆管癌早诊率低#就诊时大部分患者既已失去

手术机会#而且胆管癌侵袭能力强(转移率高)

%FC

*

'其

中神经侵犯是肝门胆管癌的一大特征#胆管癌的神经

侵犯率高达
E"Y

"

G"Y

)

$FB

*

'为了深入研究胆管癌神

经侵犯的病理发生机制#合适的模型是关键环节'本

研究利用胆管癌细胞系
lTKG%G

建立荷瘤鼠原位种植

模型#并观察该模型神经侵犯发生率#为后续研究奠定

基础'

>

!

材料和方法

#=#

!

细胞培养及实验动物
!

人胆管癌细胞株
lTKG%G

购自中国科学院上海生命科学院细胞库#培养于含

#"Y

胎牛血清的
<6M6

培养基中#置于
%Be

(

$YK@

!

孵箱'

T'QT

"

('20

"

20

裸鼠由中国科学院上海实验

动物中心提供)

5K[d

$沪%

!"#!F"""%

*#雄性#

C

周龄#体

质量
#C

"

#B

N

#在第二军医大学实验动物中心
5DJ

级

裸鼠室内饲养'

#=!

!

动物模型的建立
!

将生长状态良好(处于对数期

的
lTKG%G

细胞胰酶消化#

DT5

洗涤
!

次#配成密度为

#g#"

B

"

,Q

的细胞悬液#将明胶海绵制成
"=$(,g"=$

(,

大小#浸入细胞悬液备用'裸鼠经
"=$Y

水合氯醛

腹腔注射$

%$",

N

"

a

N

%麻醉#固定#常规消毒#于剑突下

沿腹白线开腹#钝性分离肝脏和肠道组织#暴露肝门

+

GB%#

+
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部#将浸有肿瘤细胞的明胶海绵置于肝门部胆管与门

静脉交汇处#关腹'术后抗生素肌内注射
%*

'

#=%

!

种植瘤影像学观察
!

接种后
#

"

!

周间#

T

超观

察肿瘤的位置(大小和血供等情况'

#=C

!

裸鼠生存情况及解剖学观察
!

观察荷瘤鼠的饮

食(活动(体质量等状况'

!

周内死亡裸鼠直接解剖#观

察肿瘤情况&未死亡裸鼠于接种后
#$*

处死#观察肿瘤

情况和周围组织侵犯情况'

#=$

!

种植瘤组织学观察
!

瘤组织经
#"Y

甲醛固定过

夜#常见石蜡包埋(切片(

SFM

染色#显微镜观察'采用

5FD

法进行免疫组化染色#兔抗
5#""

多克隆抗体$

Z'TF

"#$"

#即用型%和
5FD

免疫组化试剂盒购自福州迈新生

物技术开发有限公司'

DT5

替代一抗作阴性对照'

5#""

阳性染色呈棕黄色或棕褐色#定位于细胞质'

C

!

结
!

果

!=#

!

荷瘤裸鼠状况及
T

超检查
!

裸鼠接种肿瘤细胞

后#伤口愈合良好#无感染(发热(伤口裂开等#腹壁静脉

曲张$图
#'

%#活动能力下降(消瘦(体质量增长缓慢&

C

只于
B

"

#"*

内陆续死亡'裸鼠成瘤率达
#""Y

$

#"

"

#"

%'成瘤至
B*

左右#

T

超观察肿瘤情况#显示肿瘤位

于肝门部位#周围血供较丰富$图
#T

%'

图
>

!

荷瘤鼠腹壁静脉曲张大体观及荷瘤裸鼠
K

超检查

'

!箭头所指为腹壁扩张的血管&

T

!

T

超显示肿瘤及血供概况

!=!

!

原位种植瘤解剖学观察
!

解剖结构$图
!

%显示!

大部分肿瘤位于肝门部#白色质硬#单个或播散生长#

肿瘤体积不等#

$

"

#",,

%

&裸鼠肝脏肿大#胆囊扩大明

显#部分裸鼠出现肝脏及淋巴结转移'

图
C

!

裸鼠胆管癌原位种植瘤模型的建立

'

!肝门部肿瘤合并胆囊肿大#红色箭头为肿大胆囊&

T

!肝门部肿瘤

合并肝脏粘连和转移#白色箭头为肿瘤#黑色箭头为肝脏转移灶

!=%

!

种植瘤切片的组织病理学观察
!

肿瘤组织有假

包膜包绕#但大部分肿瘤组织突破包膜侵及周围组织

和$或%脏器'肿瘤细胞分化差#核大深染#异型性明

显#未见明显腺腔形成$图
%'

%'免疫组化结果$图
%T

%

显示移植瘤内肿瘤细胞包绕大量神经组织'神经侵犯

率高达
E"Y

$

E

"

#"

%'

图
J

!

胆管癌移植瘤
H0F

及免疫组化染色

'

!

SFM

染色&

T

!免疫组化染色可见移植瘤内神经组织侵犯
=

黑色箭

头为神经纤维组织
=@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g!""

J

!

讨
!

论

肝门部胆管癌动物模型是研究胆管癌的发病机

制(临床表现和临床治疗极为重要的研究工具'肝外

胆管模型的建立有多种方式#包括化学药物$如二异丙

醇亚硝胺%诱导和手术干预$如胆总管结扎%等#以及肿

瘤细胞直接注射到裸鼠肝门部等'前二者操作复杂(

周期长(成功率低&后者相对简单#成功率较高'李成

刚等)

E

*利用自制的显微注射器直接将肿瘤细胞悬液注

入肝门部胆管与门静脉组织间隙处#成功率达
#""Y

'

但该方法要求较高#需充分暴露裸鼠肝门部#且裸鼠肝

门部组织菲薄#注射困难#我们尝试用该方法进行肝门

部局部注射#但均告失败'为了提高成功率#本研究采

用明胶海绵法将肿瘤细胞直接固定于裸鼠肝门部#该

方法简单易行#成功率极高'

肝门部胆管癌的临床表现特殊#如食欲下降(黄

疸(消瘦(疼痛(发热等#甚至有门脉高压以及胆囊炎等

表现'本研究成瘤率达到
#""Y

#荷瘤动物出现食欲下

降(消瘦和黄疸等症状#而且存在腹壁静脉曲张#个别

裸鼠出现呕血#影像学和解剖均显示肿瘤位于肝门部#

且胆囊扩张明显'因此#本研究构建的裸鼠肝门部肿

瘤模型能够充分反映肝门部胆管癌的临床特征#与李

成刚等)

E

*的研究较为类似'肝门部原位移植瘤具有胆

管癌患者的一系列特征#但本研究结果同时显示肝门

部胆管癌移植瘤模型还具有门静脉受压或肿瘤浸润造

成门脉高压等特点'

lTK

细胞是由王曙光等)

G

*建立的肝门部胆管癌细

胞株#侵袭性较强'本研究中所有裸鼠的荷瘤均表现

+

"E%#

+
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肝门部胆管癌神经侵犯裸鼠动物模型的建立

为肿瘤细胞呈团块状和侵袭性生长#大部分肿瘤组织

突破假包膜#侵及周围组织#如腹膜(肝脏(脾脏(胰腺

和腹膜后淋巴结等#成瘤均一性较强#显示了该细胞具

有高侵袭性#完全符合肝门部胆管癌的生物学特性'

神经侵犯是胆管癌的一大特征)

#"F##

*

#本研究采用
5#""

蛋白对肿瘤内部神经纤维组织进行染色#观察原位移

植瘤内是否存在神经侵犯#结果显示肿瘤组织内部存

在大量的神经纤维#这些神经纤维直接与肿瘤细胞接

触#未见明显神经鞘'通过
5#""

染色#我们发现
E"Y

荷瘤鼠的肿瘤存在神经侵犯#且呈多发性分布#提示胆

管癌细胞具有嗜神经性'本研究提出了一种模拟肝门

部胆管癌恶性生物学行为#包括神经侵犯的动物模型#

可用于临床药物等的干预和治疗'然而肿瘤细胞和神

经纤维的互动关系还有待于进一步研究'

综上所述#本研究成功建立了肝门部胆管癌原位

移植瘤模型#该模型能够较好反映胆管癌患者临床表

现和胆管癌生物学行为#如高转移性和嗜神经性#为了

解肝门部胆管癌的生长和浸润规律以及进行干预治疗

研究提供了有效的实验平台'所有荷瘤鼠种植肿瘤后

均常规使用
%*

抗生素治疗#无感染相关事件发生#但

约
C"Y

的荷瘤鼠因肿瘤相关并发症而死亡#主要为胆

总管受压(肝功能受损严重所致'因此#在制备荷瘤鼠

时要根据实验目的和要求#选择适当的细胞接种密度#

以及合适的干预时间#如在成瘤的第
B

天进行干预或

治疗#尽量减少死亡率'此外#即使是裸鼠肝门部原位

种植瘤#其病理学特点与临床肝门部胆管癌镜下表现

完全不同#移植瘤组织部位肿瘤细胞致密#纤维结缔组

织极少#而人肿瘤组织正好相反#纤维结缔组织多#而

肿瘤细胞相对较少'因此该模型只是反映了肝门部胆

管癌细胞的生物学特点#还不能够很好模拟临床肝门

部胆管癌患者的病理生理环境'因此#寻找合适的诱

导肝门部胆管癌自发成瘤模型是未来的重要研究

方向'
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