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下咽癌颏下区成瘤与腋下区成瘤裸鼠模型的比较
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[摘要] 目的 建立一种下咽癌颏下区成瘤裸鼠模型，并与传统腋下区成瘤裸鼠模型进行比较。方法　选择 
5 周龄 BALB/c 雄性裸鼠，分为颏下区成瘤裸鼠模型组（颏下组）和腋下区成瘤裸鼠模型组（腋下组）。每组又分

为两个亚组，分别注射人下咽癌细胞株 FADU 及 HN31，各亚组 12 只。颏下组于左颏下区注射肿瘤细胞，腋下组

于右腋下注射肿瘤细胞，记录 4 个亚组裸鼠成瘤时间、成瘤体积、体质量。记录裸鼠死亡情况。对 8 周后仍生存的

裸鼠行超声检查，观察局部肿瘤生长、浸润情况及肝、脾、肾等器官转移情况，并行常规 H-E 染色和免疫组织化学

染色观察肿瘤的转移情况。结果　接种后第 7 天时颏下组裸鼠即有瘤体出现，第 9 天时腋下组出现瘤体；第 33 天
时 FADU 腋下组、HN31 腋下组裸鼠瘤体体积分别大于 FADU 颏下组、HN31 颏下组（P＜0.05，P＜0.01）。各组

裸鼠体质量至接种后第 17～19 天基本达到峰值，此后颏下组裸鼠体质量逐步减轻，腋下组仍有所增加；第 33 天
时 FADU 腋下组、HN31 腋下组裸鼠体质量分别大于 FADU 颏下组、HN31 颏下组（P 均＜0.01）。第 8 周时 FADU 
颏下组裸鼠死亡 8 只，HN31 颏下组死亡 10 只，颏下组共存活 6 只；FADU 腋下组死亡 6 只，HN31 腋下组死亡 
6 只，腋下组共存活 12 只。不同接种部位、接种不同细胞组间裸鼠死亡率差异均无统计学意义。超声和病理检查结

果显示，颏下组 6 只存活裸鼠中，4 只发现颈部淋巴结转移及肝脏转移灶，腋下组 8 只存活裸鼠中仅 1 只发现肝脏

转移灶，两组间差异有统计学意义（P＜0.05）。颏下组有 2 只发现肺部转移灶，腋下组有 1 只发现肺部转移灶；

颏下组有 1 只发现脾脏转移灶，腋下组无裸鼠存在脾脏转移灶，两组间差异均无统计学意义。结论　颏下区成瘤与

腋下区成瘤裸鼠模型各有特点。颏下区成瘤时间短，局部侵害重、远处转移比例高，适用于研究肿瘤在体侵袭性和

转移性。腋下区成瘤可形成较大体积瘤体，但邻近器官、组织受累程度轻，裸鼠存活时间长，但远处转移率相对较

低，适用于肿瘤细胞自身特性的研究。
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Comparison of submental tumorigenesis model and axillary tumorigenesis model in nude mice 
xenotransplanted with human hypopharyngeal carcinoma cells
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[Abstract]　Objective　To establish a submental tumorigenesis model by injecting human hypopharyngeal carcinoma 
cells to nude mice, and to compare the model with traditional axillary tumorigenesis model. Methods　Five-week-old male 
nude mice were selected and divided into submental tumorigenesis model group (submental group) and axillary tumorigenesis 
model group (axillary group). Each group was divided into two subgroups by injecting human hypopharyngeal carcinoma 
cells FADU or HN31, namely sub-FADU, sub-HN31, ax-FADU, and ax-HN31 groups, with 12 nude mice in each group. 
The nude mice in the submental group were injected with tumor cells in the left side of submental area, and those in the 
axillary group were injected with tumor cells in the right side of axillary area. The time of tumor formation, tumor volume 
and body mass of nude mice were measured. The death of nude mice was recorded. After eight weeks, the local tumor growth, 
infiltration, and organ metastasis such as liver, spleen and kidney of the survival nude mice were examined by ultrasound, 
and the tumor metastasis was observed by routine H-E staining and immunohistochemical staining. Results　On the 7th 
and 9th days after injection, the tumors were observed in the submental group and the axillary group. On the 33rd day after 
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头颈肿瘤在世界范围内常见肿瘤中居于第 
6 位 [1]，下咽癌是头颈肿瘤中恶性程度较高的一

种，据美国癌症组织预测，2018 年美国将新增下

咽癌患者 2 500 例[2]。下咽癌易发生早期转移[3]，

这不仅因为头颈部淋巴组织丰富，还与该肿瘤细

胞的生物学特性、所处微环境等有关。尽管手术

治疗、放射治疗、化学治疗等单一或联合应用的

治疗手段在不断进步，但一旦肿瘤发生转移则意

味着预后差 [4]，因此利用合适的动物模型深入研

究肿瘤转移的机制尤为迫切。目前常用的肿瘤转

移机制研究模型有尾静脉注射肿瘤细胞肺转移模

型和局部接种肿瘤细胞全身转移模型，其中局部

接种模型常见的接种部位有肩背部和腋下区。下

咽癌原发部位在头颈部，肩背部和腋下区血供、

淋巴回流情况及局部组织层次等均与头颈部不

同，而颏下区与下咽癌的在体微环境接近。基于

上述情况，本研究采取在颈部紧靠下咽的颏下区

接种下咽癌细胞株建立裸鼠下咽癌模型，并与传

统的腋下区接种模型进行比较，观察模型裸鼠局

部成瘤情况、颈部淋巴结转移情况和远处转移 
情况。

1　材料和方法

1.1　下咽癌细胞株　RPMI 1640 培养液、DMEM 

培养液、胎牛血清（FBS）均购自美国 Gibco 公
司；0.25% 胰酶购自美国 Life Technologies 公司。

人下咽癌细胞株 FADU 购自中国科学院细胞所；

HN31 为人下咽癌细胞[5]，由美国韦恩州立大学惠

赠。细胞常规培养、传代，至状态良好、融合度达 
90% 时 PBS 洗涤 3 次，胰酶消化后吹打成单细胞

悬液，计数后将细胞重悬于不完全培养液中，调整

细胞密度为 1×106/mL。
1 . 2　动物饲养与建模　选取在无特定病原体

（specific pathogen free，SPF）级动物饲养环

境中繁殖、生长的 5 周龄雄性 BALB/c 裸鼠 48 
只，培养温度为  26～28 ℃，相对湿度保持在 
40%～60%。每日维持 10 h 光照、14 h 无光的明

暗周期。将裸鼠分为颏下组和腋下组 2 组，每组 
24 只；2 组均分别接种 FADU 及 HN31 细胞，即

为 FADU 颏下组、HN31 颏下组、FADU 腋下组、

HN31 腋下组 4 个亚组，每亚组 12 只。使用胰岛

素注射器以皮下注射法接种肿瘤细胞。颏下组裸鼠

在左侧颈根部进针，朝向颏下中线与左下颌骨水

平支围成的三角区域方向，皮下潜行约 5 mm 后接

种细胞 100 μL；腋下组于双腋窝连线与右腋前线

交叉点稍偏左进针，朝向腋窝方向，皮下潜行约 
5 mm 后接种细胞 100 μL。注意进针时需皮下潜行

约 5 mm，避免渗漏[6]。

injection, the tumor volume in the ax-FADU and ax-HN31 groups was significantly bigger than those in the sub-FADU and 
sub-HN31 groups (P＜0.05, P＜0.01). The body mass of nude mice in each group reached peak on the 17th to 19th days after 
injection, and thereafter the body mass in the submental group was gradually decreased and that in the axillary group was 
still increased. On the 33rd day after injection, the body mass in the ax-FADU and ax-HN31 groups were significantly higher 
than those in the sub-FADU and sub-HN31 groups, respectively (P＜0.01). After eight weeks, there were eight deaths in 
the sub-FADU group and 10 in the sub-HN31 group, with six mice alive in the submental group; there were six deaths in 
the ax-FADU group and six in the ax-HN31 group, with 12 alive in the axillary group. There was no significant difference 
in mortality of nude mice between the four subgroups. Ultrasound and pathological examination showed that four survived 
nude mice were found with cervical lymph node and liver metastases in the submental group, and only one was found with 
liver metastases in the axillary group; and the difference between the two groups was statistically significant (P＜0.05). There 
were two pulmonary metastases in the submental group, and one in the axillary group; there was one spleen metastases in the 
submental group and no spleen metastases in the submental group; and there were no significant differences between the two 
groups. Conclusion　Submental tumorigenesis model and axillary tumorigenesis model have their own characteristics. The 
submental tumorigenesis model has shorter tumorigenesis time, higher local invasion and higher distant metastasis rate, and is 
suitable for studying the invasiveness and metastasis of tumor in vivo. The axillary tumorigenesis model has larger volume of 
tumor, less injury to the adjacent organs and tissues, longer survival time and lower distant metastasis rate, and is suitable for 
the study of the characteristics of tumor cells.

[Key words]　hypopharyngeal neoplasms; submental region; axillary region; experimental neoplasms; nude mice
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(6): 597-602]
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1.3　接种后观察　观察各组裸鼠的成瘤时间。接

种 7 d 后有裸鼠局部见肿瘤形成，第 13 天时半数

以上裸鼠可见瘤体形成。此后每日测量裸鼠体质

量和瘤体体积（长径×短径×短径），直至有裸

鼠死亡。观察并记录裸鼠生存与死亡情况，直至

第 8 周。

1.4　超声与病理检查　将 8 周后仍生存的裸鼠行

全身麻醉（采用 2% 异氟烷吸入麻醉，异氟烷购自

深圳市瑞沃德生命科技有限公司），使用意大利 
Esaote MyLabTM One /Touch B 型超声机（探头型号

为 SL3116，频率 22 MHz）检查局部肿瘤生长、浸

润情况，以及肝、脾、肾等器官转移情况。采用颈

椎脱臼法处死裸鼠，取肝、脾、肺组织行常规 H-E 
染色和免疫组织化学染色，观察肿瘤在组织中的转

移情况，验证超声检查结果。

1 . 5 　统计学处理　采用  S P S S  2 2 . 0  软件和 

GraphPad Prism 5.0 软件进行数据分析。符合正态

分布的计量资料以 x±s 表示，组间比较采用两样

本均数比较的 t 检验；计数资料的组间比较采用 
χ 2 检验。采用  Kaplan-Meier  法计算裸鼠生存

率，并行  log-rank 检验比较组间差异。检验水 
准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　成瘤时间与瘤体体积变化　接种后第 7 天颏

下组裸鼠颏下区即有可见的局部肿块，第 9 天腋下

组裸鼠腋下区开始出现可见的肿块，至第 13 天半

数以上裸鼠均已出现肿块。各亚组裸鼠的瘤体体积

变化如图 1A、1B 所示。第 33 天时腋下组成瘤裸

鼠的瘤体体积均大于颏下组，其中 FADU 颏下组

与 FADU 腋下组、HN31 颏下组与 HN31 腋下组差

异均有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。

图 1　接种不同细胞颏下组与腋下组裸鼠瘤体体积（A、B）和体质量（C、D）的比较

Fig 1　Comparison of tumor volume (A, B) and body mass (C, D) of nude mice inoculated with different cells between 

submental and axillary groups
*P＜0.05, **P＜0.01 vs FADU/HN31 submental group at same time point. n＝12, x±s

图 2　不同模型裸鼠的大体观察

Fig 2　Gross observation of nude mice in each group 
A: HN31 submental group, the mouse had facial and eyelid swelling; B: FADU submental group, the mouse had lighter body mass 

and less subcutaneous fat, and was cachexia; C: FADU axillary group, the mouse had bigger tumor volume and the tumor was cystic

2.2　裸鼠体质量变化　接种初期，各组裸鼠体

质量均缓慢增加，不同接种部位组间裸鼠体质量

差异无统计学意义。至第 17～19 天时各组裸鼠

体质量基本达到峰值。此后，颏下组裸鼠体质量

逐步减轻，日渐消瘦，精神萎靡，呈恶病质状态 

（图 2A、2B）；腋下组裸鼠精神好，无明显消瘦

（图 2C）。第 33 天时 FADU 颏下组与 FADU 腋下

组、HN31 颏下组与 HN31 腋下组间裸鼠体质量差

异均有统计学意义（P 均＜0.01，图 1C、1D）。
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部转移灶，腋下组有 1 只，两组间差异无统计学意

义。颏下组有 1 只裸鼠发现脾脏转移灶，腋下组无

裸鼠存在脾脏转移灶，两组间差异无统计学意义。

所有裸鼠均未发现肾脏转移灶。

3　讨　论

头颈部鳞状细胞癌治疗失败的原因之一是肿

瘤局部复发或远处转移。下咽癌具有高转移和复发

率，早期即可发生跳跃式转移，是头颈部鳞状细胞

癌中预后较差的一种。肿瘤发生远处转移需经过多

个步骤，受多种因素的制约，其中每一步都受肿瘤

自身条件和局部环境的制约，要求肿瘤细胞具备一

些特定能力[7]，趋利避害，适时进行自我改造[8]，

例如与周围环境中的间充质干细胞相互作用[9]，或

分泌外泌体抑制宿主免疫[10]，并为转移创造微环 
境[11]。此中很多机制尚不明确，需要建立一种能真

实模拟下咽癌生长、转移特点的动物模型。目前

常用的肿瘤转移模型有尾静脉注射肿瘤细胞肺转

移模型和局部接种肿瘤细胞全身转移模型。尾静

脉注射模型的肿瘤细胞并未经历肿瘤细胞前期从原

发灶脱落的步骤，而是直接进入静脉系统，经右心

很快进入肺循环，因此无法全程模拟体内肿瘤转移

情况[12]，仅模拟了肿瘤转移的后半程[13]，不适于研

图 3　各组模型裸鼠的生存率比较

Fig 3　Comparison of survival rate of nude mice in each group

图 4　超声检查成瘤裸鼠肿瘤局部生长、浸润情况

Fig 4　Tumor growth and infiltration in nude mice 

detected by ultrasound
A: Submental group, the metastatic tumor and calcified plaque 

were observed in liver; B: Axillary group, the tumor squeezed 

the axillary artery, but it had not been violated

2.3　各组裸鼠生存与死亡情况　接种后第 22 天
时 FADU 颏下组开始出现裸鼠死亡，死亡时裸鼠

体质量低于平均体质量，肿瘤局部破溃，皮下脂

肪薄，呈恶病质状态。第 23 天时腋下组开始出现

裸鼠死亡，死于肿瘤消耗与浸润。至第 8 周结束

时，FADU 颏下组死亡 8 只，HN31 颏下组死亡 

10  只，颏下组共存活  6  只；FADU 腋下组死

亡 6 只，HN31 腋下组死亡 6 只，腋下组共存活 
12 只；两组间裸鼠死亡率差异无统计学意义。接

种部位相同、但接种肿瘤细胞不同的各组间裸鼠死

亡率差异无统计学意义。各亚组裸鼠的生存曲线见

图 3。

2.4　淋巴转移与远处转移情况　第 8 周时超声检

查结果显示，颏下组存活裸鼠局部瘤体的深部已突

破肌肉层，呈深度浸润，并有钙化；其中 4 只肝内

可见大小不同、回声高低不一的占位，有钙化（图 
4A），考虑为转移灶。腋下组存活裸鼠背部肌肉

层均有肿瘤侵犯，但没有大面积突破；此外，可见

肿瘤挤压腋动脉，但尚未侵犯（图 4B）。颏下组

和腋下组裸鼠超声检查均未发现有脾脏转移灶。

病理检查结果显示，颏下组存活裸鼠中有 4 
只发现颈部淋巴结转移及肝脏转移灶，腋下组仅

有 1 只发现肝脏转移灶，两组间差异有统计学意

义（P＜0.05）。颏下组存活裸鼠中有 2 只发现肺
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究转移启动和初级阶段。局部接种肿瘤细胞全身转

移模型可以观察肿瘤对局部组织的浸润、破坏、淋

巴转移和其他脏器转移情况，相比肺转移模型更接

近肿瘤在体情况。局部接种模型常用的接种部位有

肩背部和腋下区。这些部位的优点是成瘤部位皮肤

厚，周围无重要器官、血管，不影响小鼠的日常生

活；缺点是不能提供不同来源的肿瘤特异性的生存

环境。另一种相对成熟的头颈部鳞状细胞癌动物模

型是 Dunne 等[14]建立的新西兰大白兔 VX2 肿瘤模

型，该模型成瘤速度快，且淋巴结转移率与人类相

当，但缺点是在耳部注射。下咽癌原发部位在头颈

部，若在肩背部、腋下区或耳部接种，其血供情

况、淋巴回流情况、局部组织构成及层次等均与原

发部位不同。而颏下区与下咽癌原发部位的在体微

环境接近，接近人下咽癌细胞的在体情况，可模拟

肿瘤局部微环境，重演肿瘤转移过程中发生的事

件。为此，本研究建立了颏下区接种下咽癌细胞株

的裸鼠成瘤模型。

此前虽有学者研究颏下区成瘤[15]，但未对比颏

下区成瘤与其他常规区域成瘤的优劣。Dinesman 
等[16]比较了口底肌肉内成瘤与背部成瘤的区别，但

考虑口底注射对组织的损伤，以及背部血供、淋巴

回流情况与口底迥异，该研究可比性并不强。因

此，本研究选择以腋下区为对照与颏下区成瘤进

行比较。腋下区是常用的成瘤部位，其淋巴管网丰

富，更具有可比性。结果发现颏下区血供丰富导致

肿瘤生长快、易成瘤，故成瘤时间短，同时因肿瘤

快速生长引起占位效应，影响进食吞咽、淋巴静脉

回流，故裸鼠头面部肿胀；此外，因头面部神经较

丰富，癌性疼痛影响进食，故造成恶病质，导致后

期裸鼠体质量较轻。腋下区肿瘤生长稍慢，成瘤时

间晚于颏下区。但颏下皮肤较薄，肿瘤侵犯皮肤后

易破溃形成溃疡；而腋下区及周围胸背部皮肤较坚

韧，成瘤后不易破溃，故后期瘤体体积较大。

本研究发现，FADU 与 HN31 细胞相同注射部

位的裸鼠组间死亡率差异无统计学意义，提示两种

下咽癌细胞的生物学特性在肿瘤致死性方面无明显

差异。同一种下咽癌细胞、不同注射部位的裸鼠组

间死亡率差异也无统计学意义，提示不同部位接种

并不改变肿瘤细胞的恶性行为。

本研究结果显示，颏下组裸鼠的淋巴结转移

及肝脏转移率高于腋下组，表明不同区域淋巴回

流、末梢循环的特点不一样，颏下区成瘤更适合

模拟下咽癌细胞转移的情景。此外，本研究发现裸

鼠颈部淋巴结有转移，腋窝淋巴结未发现转移，

提示不同组织来源的肿瘤细胞有组织特异性，与环

境中的间充质干细胞、基质等相互作用才能形成转 
移[9]。颏下区的血供、淋巴系统结构更接近下咽肿

瘤细胞的在体情况，能更好地模拟肿瘤在人体中的

生长和转移情况。

本研究还应用超声检查观察了小动物脏器转移情 
况，超声检查基于声波在软组织传播而成像，其因

所达到组织深度的限制和成像质量易受骨组织或空

气的影响而应用受限[17-18]。但其具有无辐射、操作

简单（特别是在浅表大血管成像方面）、设备价格

便宜等特点，因此在小动物研究中有一定的价值。

超声检查分辨组织层次的能力非常实用，本研究应

用超声检查观察肿瘤的局部浸润、破坏和探测远处

实性器官转移情况，效果满意。相较于 MRI、CT 
等检查，超声检查更经济、便捷，但由于解剖等原

因，其在探查脾脏病变时敏感性稍差。

综上所述，颏下区成瘤与腋下区成瘤模型各

有优缺点。颏下区成瘤模型因瘤体生长快、局部侵

犯仿真度高，且早期即出现淋巴结转移，适用于研

究肿瘤（特别是头颈部肿瘤）的局部浸润生长、转

移情况。腋下区无重要器官，故腋下成瘤模型对裸

鼠的生存威胁小，生存期长，且移植瘤会保留肿瘤

原有特性[19]，故适用于肿瘤自身特性的研究，如耐

药性等方面的研究。
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