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摘要：目的 建立裸鼠人前列腺癌淋巴道转移模型

以便用于转移机制和控制方法的研究。方法 分别

采用原位接种及皮下接种两种方法将高转移性前列

腺癌细胞亚系 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８接种于裸小鼠体内，４０ｄ
后检测其成瘤情况及局部淋巴结自发性转移情况。

结果 原位接种法的裸小鼠成瘤率及淋巴结转移率

均达１２／１２，皮下接种法的裸小鼠成瘤率也达 １２／
１２，但未检测到任何淋巴结转移。结论 对该细胞

株采用原位接种法建立裸鼠人前列腺癌淋巴结转移

模型获得成功，为前列腺癌转移机制的研究及试验

性药物治疗提供了模型。
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前列腺癌是欧美国家最常见的男性恶性肿瘤，

在美国男性病人中死亡率仅次于肺癌［１］，在我国随

生活方式改变及寿命提高发病率日益增高，已成为

威胁男性健康的一大杀手。尽管诊断及治疗水平不

断提高，大部分病人仍因发生转移而死亡［２］。因而

研究前列腺癌转移机制，找出控制转移方法对于癌

症治疗具有非常重要意义，而这主要依赖于建立理

想的实验动物转移模型对其进行科学的研究。

目前，应用较多的前列腺癌转移动物模型是其

淋巴道转移模型，而建立此模型运用最广泛的是原

位接种法，即将人前列腺癌细胞接种于免疫缺陷动

物体内的前列腺组织，该模型与肿瘤的组织来源具

有一致性，能较好地模拟人体内前列腺癌转移环境。
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研究表明，前列腺癌细胞能否在免疫缺陷小鼠体内

发生转移及转移率高低，在一定程度依赖于肿瘤细

胞本身的转移能力，因而探寻原位接种于免疫缺陷

小鼠体内后能否产生高转移行为的细胞株对于前列

腺癌转移研究尤为关键。ＰＣ３Ｍ是一种人前列腺癌
细胞株，国外报道用裸鼠体内反复接种法，从其中分

离出一种亚系 ＰＣ３ＭＬＮ４，原位接种到裸鼠体内淋
巴结转移率达 ８０％［３］。刘宇欣等［４］报道运用倍比
稀释法从其中分离出一种亚系 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８，并用裸
鼠皮下瘤块接种法证实其具有较高转移性。作者运

用原位接种法，将此亚系直接接种到裸小鼠体内，并

检测其成瘤及淋巴结转移能力，结果发现，采用原位

接种途径时成瘤率及淋巴结转移率均达到 １００％，
与国外报道的 ＰＣ３ＭＬＮ４的成瘤及转移能力相当
（考虑到本实验所用细胞数较多），标志着利用该细

胞系的原位接种法建立高淋巴道转移性前列腺癌模

型获得成功。

１ 材料和方法

１．１ 动物

６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸小鼠，体重１５～２０ｇ，
由中国科学院上海实验动物中心提供，ＳＰＦ级，动
物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３，饲养于恒温（２５～
２７℃）、恒湿（４０％～６０％）ＳＰＦ层流架中，用高压灭
菌的标准饲料和水供动物自由取用。

１．２ 细胞培养

前列腺癌细胞株 ＰＣ３Ｍ的亚系 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８由
北京大学医学部病理学教研室提供，于含１０％胎牛
血清、青链霉素各１００ｋＵ·Ｌ－１的 Ｆ１２培养基，３７℃，
５％ ＣＯ２的饱和湿度下培养，细胞成贴壁生长，用
０．２５％的胰酶消化传代。
１．３ 肿瘤细胞原位接种

参照文献［５］建立方法。取对数期生长的 ＰＣ
３Ｍ１Ｅ８细胞以０．２５％的胰酶消化后，加入新鲜培养
液重悬制成细胞悬液，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ后重悬于
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ＰＢＳ溶液中，调整细胞密度，用台盼蓝法检验细胞存
活率大于９０％的细胞悬液可用。以２％戊巴比妥钠
ｉｐ麻醉１２只ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸小鼠，使其成仰卧位并
固定，沿腹中线做低位切口。循膀胱及两侧的储精

囊找出前列腺后叶，用棉签压在膀胱和储精囊的背

侧表面，暴露前列腺后叶，从右侧后叶部位将 ３０Ｇ
针头斜向插入前列腺底部，在其被膜下缓慢注入４０

μＬ含２×１０
６个细胞的细胞悬液，要防止瘤细胞悬液

漏出导致腹腔内播散转移，被注射的前列腺后叶内

形成隆起小泡标志结果满意。随后小心将前列腺

返回腹腔内，以 ４０丝线缝合伤口，注意消毒其皮
肤。

１．４ 肿瘤细胞皮下接种

取上述方法制备的细胞悬液以２×１０６个细胞，
每只０．２ｍＬ接种至１２只 ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸小鼠的颈
背部皮下，形成一小皮丘表明接种成功。

１．５ 解剖取材及组织学研究

自接种日起４０ｄ后，以颈椎脱臼法处死全部裸
鼠，取出肝、肺、肾、皮下肿瘤及前列腺称重后同局部

淋巴结（颈部、腋窝、纵隔、腹股沟及主动脉旁淋巴

结）一起固定于 １０％福尔马林中，制成石蜡切片后
行ＨＥ染色，由病理医生观察后判断是否发生肿瘤
及转移。

２ 结果

２．１ 原位接种大体及组织学检查

将含２×１０６个前列腺癌细胞悬液接种于裸鼠
前列腺４０ｄ后，解剖发现在接种 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８细胞的
裸鼠前列腺部位均形成灰白色的瘤块（图 １Ａ），质
韧，组织学检查发现肿瘤细胞已几乎完全取代正常

前列腺组织，仅可见几个残存的正常前列腺腺腔结

构（图２Ａ）。在这些裸鼠腹主动脉旁均可见肿大的
淋巴结，直径约 ２ｍｍ（图 １Ａ），ＨＥ染色后镜检发现
在这些淋巴结内有肿瘤细胞存在（图２Ｂ），且这些细
胞与前列腺内的肿瘤细胞形态一致，表明已发生淋

巴结转移。由于进行的是腹腔内手术，因而常发现

有腹腔内粘连现象，多为肠间粘连及储精囊、膀胱相

粘连，因而解剖时要注意分离以免损伤，但在所提供

的图片中，未发生粘连，因而容易分辨相关组织结

构。在所有原位接种肿瘤细胞裸鼠的肝、肺、肾大体

标本未发现转移灶，病理切片中亦未发现有肿瘤细

胞存在，表明并未发生这些脏器的转移。

２．２ 皮下接种大体及组织学检查

将含２×１０６个前列腺癌细胞悬液接种于裸鼠
皮下７ｄ左右，所有裸鼠颈背部皮下均长出突起的
小瘤块（图１Ｂ），接种后４０ｄ时予以解剖分离皮下组
织后发现瘤体亦呈灰白色，制成石蜡切片 ＨＥ染色
后，行组织学检查发现与原位接种瘤细胞的裸鼠前

列腺内肿瘤细胞具有形态上的一致性（图 ３Ｂ）。同
样，在肝、肺、肾等器官及所有淋巴结病理切片中均

未发现任何肿瘤细胞（图３Ｂ），表明未发生这些器官
的转移。

２．３ 成瘤及转移能力比较

无论是采取原位接种还是皮下接种法，裸鼠成

瘤率都达到１２／１２（１００％），就肿瘤重量而言，皮下接
种法所形成肿瘤要明显大于原位接种法，可能因为

皮下组织比前列腺组织提供更多肿瘤“发展空间”。

但考虑到正常裸小鼠前列腺组织重量仅为 ０．０５ｇ，
由于ＰＣ３Ｍ１Ｅ８肿瘤细胞而导致前列腺体积的增大
已是相当显著的。就局部淋巴结转移来说，转移部

位由解剖生理决定，原位接种法产生转移主要部位

是腹腔内淋巴结（主动脉旁淋巴结为主），颈背部皮

下接种法主要向腋窝、颈部等部位转移。以此为据，

采用原位接种法ＰＣ３Ｍ１Ｅ８细胞产生的淋巴结转移
率为１２／１２，而采用皮下接种法未检测到任何淋巴
结转移。在这两种情况下均不能产生肝、肺、肾等脏

器的转移，因而原位接种法可以用来建立前列腺癌

的单一淋巴结转移模型。主要结果如表１所示。

Ｔａｂ１． Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅｏｆＰＣ３Ｍ１Ｅ８ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｔｅｓａｆｔｅｒ
４０ｄ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

Ｐｒｏｓｔａｔｅ Ｓｕｂｃｕｔｉｓ

Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙｉｎｃｉｄｅｎｃｅ １２／１２ １２／１２

Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｒａｎｇｅ ０．１０－０．３４ｇ ０．１６－０．７９ｇ

Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｍｅｄｉａｎ ０．１６ｇ ０．５１ｇ

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｃｉｄｅｎｃｅ（ＬＮ） １２／１２ ０／１２

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｃｉｄｅｎｃｅ（ＯＲ） ０／１２ ０／１２
ＬＮ：ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ，ＯＲ：ｏｔｈｅｒｏｒｇａｎｓ．Ｎｏｒｍａｌｎｕｄｅｍｏｕｓｅｐｒｏｓｔａｔｅ
ｗｅｉｇｈｔｉｓ０．０５ｇ［５］．

３ 讨论

建立肿瘤转移动物模型是研究人类肿瘤转移的

重要手段，肿瘤细胞能否在动物宿主中生长及发生
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转移取决于肿瘤细胞（种子）本身特性即转移能力及

所处的器官组织环境（土壤）［５］。首先肿瘤细胞本身

的转移能力对于能否产生转移极其重要，因肿瘤转

移是一个相当复杂的过程，肿瘤细胞要在宿主体内

生长并发生侵袭转移需要具备破坏基底膜、浸润结

缔组织间质及侵入小血管和淋巴管基底膜的能力，

另外还要突破宿主机体的免疫屏障，因而并非所有

肿瘤细胞均能在宿主体内发生侵袭和转移，只有那

些具备高转移性且达到一定数目的癌细胞才可以。

这在人前列腺癌细胞中尤为明显，直接从前列腺癌

患者体内分离出来的前列腺癌细胞株如 ＰＣ３，
ＤＵ１４５和ＬＮｃａｐ细胞接种到裸鼠体内均不能产生淋
巴结转移或仅有极低的转移率，不能建立理想的前

列腺癌转移模型只有用通过克隆技术或体外筛选的

方法分离出的高转移性亚系才能在动物体内产生很

高的转移率［６～８］。

不同宿主免疫状况对肿瘤细胞发生转移的影响

也不一样。一些细胞如肝癌细胞株 ＨｃａＦ、宫颈癌
细胞株Ｕ２７在接种至有正常免疫功能的动物体内
即能产生近 １００％的高转移率。相比而言，前列腺
癌细胞 ＰＣ３，ＤＵ１４５和 ＬＮｃａｐ细胞，对宿主免疫状
况要求较高，要使之发生体内转移必须接种至免疫

缺陷动物体内，尤其 ＬＮｃａｐ细胞必须在联合免疫缺
陷（ＳＣＩＤ）小鼠体内才表现出一定的转移能力［８］。

肿瘤细胞接种部位对肿瘤细胞是否能在宿主中

产生转移具有重大意义。在作者的实验中，将同样

数目的ＰＣ３Ｍ１Ｅ８细胞接种到裸鼠的前列腺，成瘤
率与淋巴结转移率均达到 １２／１２，当将其接种到皮
下部位时，尽管成瘤率达１２／１２，却未发生淋巴结转
移。已证实另两种前列腺癌细胞株 ＤＵ１４５和 ＬＮｃａｐ
具有同样的特性。这表明，皮下接种肿瘤细胞虽然

容易操作，但并不是前列腺癌细胞生长和转移的适

合“土壤”。而原位接种法能为人前列腺癌细胞在动

物体内生长转移提供最合适的“温床”，它能较好的

模拟人类前列腺癌生长及转移方式，毕竟前列腺癌

原发部位是前列腺而非皮下，这也是它能为广泛接

受并应用于建立肿瘤体内转移模型的原因。对于原

位接种法能大大提高癌细胞转移能力的机制至今仍

不明，有研究认为可能与前列腺内的间质细胞特别

是成纤维细胞诱导前列腺癌细胞产生降解细胞外基

质的胶原酶有关［９］。另外，虽然 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８在瘤块
皮下接种法时能在裸鼠体内获得很高的淋巴结高转

移率［４］，但它与癌细胞皮下接种法一样，与人体内发

生的前列腺癌转移情况差别太大，因而不能作为理

想的前列腺癌转移模型，目前局限用作前列腺癌生

长方面的研究，如筛选抗肿瘤生长药物和评价放射

治疗的效果。对于瘤块接种法产生转移率远高于瘤

细胞接种法，可能是因为接种组织学完整的瘤块至

裸鼠体内能提供大量的起支持作用的间质细胞来保

持肿瘤组织的三维结构，而后者对于肿瘤细胞能表

现的转移能力有重要影响［１０，１１］。

应该指出的是，将肿瘤细胞接种于前列腺内建

立转移模型也是有其局限性和不足之处的。首先，

模型的成功建立要求有较高的个人操作技术。因为

操作不慎、注射过快或拔出针头过快均会导致肿瘤

细胞从前列腺内溢出或者前列腺被膜破裂，从而可

能会产生腹腔内播种或其他影响实验结果的行为，

因此在运用此方法前一定要多练习。由于裸小鼠比

较昂贵，而且各种小鼠前列腺结构几乎无差异，所以

可以拿其他价钱便宜的小鼠的前列腺来练习。为防

止肿瘤细胞溢出，注射细胞及拔出针头时一定要慢，

另外，由于残存的细胞可能会堵住针头，因而在不同

裸鼠前列腺内接种时换用不同的针头。还有在拔出

针头时用酒精棉球轻轻擦拭接种的前列腺部位可以

减少可能溢出的细胞。

其次，Ａｎ等［１０］报道将一些肿瘤细胞接种至裸
鼠体内部位（即使不是直接注入血管内）后产生的转

移灶可能是由于人为造成的肿瘤细胞非自发性播散

而并非都是自发性的。在这种情况下所产生的转移

灶将会与实际发生的转移情况不完全一样，因为已

证实肿瘤要发生转移首先要形成瘤块，然后一部分

脱落的癌细胞突破周围基底膜组织继而完成其他的

步骤，而人为的非自发性播散因缺乏这些步骤不能

较好的反应转移过程。对于前列腺癌细胞可否通过

淋巴道直接扩散到达腹主动脉旁淋巴结内形成转移

灶，作者认为这种可能性不大。因为如果存在这种

情况，那么任何前列腺癌细胞都能表现很高的“转

移”性，而研究证实在其他条件均相同的情况下，不

同前列腺癌细胞原位接种后主动脉旁淋巴结转移率

差异性很大，有些转移率极低［６，９］。另有研究证

实［３，１２］通过这种方法产生的淋巴结转移灶内的癌细

胞与接种的癌细胞及原发灶内的癌细胞在基因表达

及生物学特性方面具有较大差异性，这些都从一定

程度上支持了淋巴结内的癌细胞并非直接来源于原

先接种的癌细胞。由于不可能进行大量标本的比较

研究，也不能完全排除有部分转移灶是人为非自发

·３４１·中国药理学与毒理学杂志 ２００５年４月；１９（２）



性播散引起的可能性，但这种几率很小不至于影响

实验结果。有人对这种方法进行改进，即将瘤细胞

先接种到裸鼠皮下形成瘤块，再将瘤块切分成小块

接种到前列腺［１１］。虽然能解决非自发性播散的问

题，可这种方法对技术的要求非常高，一般实验室根

本无法开展，而且存在接种瘤块无法保证大小相等

的问题，因而不成熟，这也是肿瘤细胞原位接种法目

前广泛应用的原因之一。

总之，人类癌转移的原位移植战略是目前普遍

接受的抗人癌浸润和转移研究的重要理论基础，利

用原位接种法建立人类肿瘤动物体内转移模型是当

前研究肿瘤体内转移的最有效的工具。作者使用了

原位接种法将 ＰＣ３Ｍ高转移性亚系 ＰＣ３Ｍ１Ｅ８接
种至裸鼠前列腺内，结果产生 １２／１２成瘤率及淋巴
结转移率，标志着该细胞系可用于原位接种法建立

高转移性前列腺癌转移模型，且具有单一淋巴结转

移特性。这是国内首次报道以原位接种法成功建立

前列腺癌裸鼠体内淋巴结转移模型，对今后前列腺

癌转移的机制研究及抗前列腺癌转移的药物筛选具

有重大意义。
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（本文编辑 石 涛）

２００５年国家食品药品监督管理局信息中心中国药学文摘编辑部图书征订启事

《中国非处方药用药购药指南》该书是反映我国非处方药基本情况，指导合理用药、方便药品购销的工具书。系统地介绍了国家食品药品

监督管理局公布的国家非处方药的名称（包括通用名称和商品名称）、药物组成、适应证、性状、作用类别、药理作用、用法用量、禁忌证、注意事

项、不良反应、药物相互作用、贮藏条件、规格、有效期、包装、生产企业等基本情况。分西药和中药两部分，其中西药部分有２５类５９８个品种，
中药部分有５８类１９０２个品种，共计２５００个品种。为方便使用，特设药品名称索引和生产单位名称索引等多种查阅方式。该书为精装国标大
十六开版本。２００４年３月出版，３６０元／册。

《全国医药系统电话号簿》是全国医药系统通讯类工具书。收录范围为：● 全国县级以上药品监督管理部门；● 全国县级以上药品检验单
位；● 各医药科研、教育、信息机构；● 各大药品、生物生化制品、制药中间体、药用辅料及卫生材料生产厂家；● 医疗器械、制药机械、药品包
装厂家；● 县级以上医药公司及连锁机构、药房、药品批发市场、大型药店；● 国外医药机构驻华办事机构；●县级以上医院及部队团级以上医
院药、械供应等。内容包括：单位名称、邮编、地址、联系电话、传真、网址、经营范围及主要产品等信息。该号簿２００３版，２００３年８出版，提供信
息４万多条，大１６开，１２００页，每册１８６元。该号簿２００５版，预计２００５年２月出版，大１６开，收录内容比２００３版有所增加，每册２８６元。
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