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环磷酰胺联合强的松建立人乳腺癌小鼠移植模型*

嵇 健 刘民锋 杨翼鹏 郭昭泽 董建宇 叶长生

摘要 目的：将人乳腺癌细胞接种于具有正常免疫功能但受抑制状态的小鼠，以期建立乳腺癌小鼠模型。方法：将40只雌

性BALB/c随机平均分成4组，按环磷酰胺和强的松用量多少分为对照组、低剂量组、中剂量组、高剂量组。将人乳腺癌细胞接种

于小鼠背部，观察小鼠成瘤时间、成瘤率、肿瘤的影像、病理学表现及其重要内脏器官转移情况等。结果：高剂量组成瘤率高，成

瘤时间早，且内脏器官转移多，小鼠死亡率高。中剂量组成瘤率较低，成瘤时间较晚，内脏器官转移少，小鼠死亡率低。对照组和

低剂量组未见成瘤和小鼠死亡。结论：本实验成功用环磷酰胺联合强的松在免疫正常的小鼠中建立人乳腺癌小鼠移植瘤模型，

较好的模仿乳腺癌在免疫正常的机体里的发生、发展过程。
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Abstract Objective: This study aimed to establish a mouse model of breast cancer by inoculating human breast cancer cells into

mice with normal immune function. Methods: Forty female BALB/C mice were randomized into four groups, with 10 mice in each group.

The four groups were established according to the dosage of cyclophosphamide and prednisone, namely, the control group, low dose group,

medium dose group, and high dose group. The mouse models of breast cancer were established by injecting human breast cancer cells into

the fat pad of the right second breast of mice in the groups. Mice in the four groups were observed based on the time of tumorigenesis, rate

of tumor formation, tumor imaging and pathological features, and metastasis of vital internal organs. Results: In the high dose group, the

time of tumor formation was lower than that of the other groups, but the rate of tumor formation was high. Some visceral metastases occurred

in the mice. By contrast, the medium dose group revealed completely opposite results. No death and tumor formation in both the control and

low dose groups were reported. Conclusion: A human breast carcinoma model in mice was successfully established. Using this model, the

onset and development of breast cancer could be much better imitated in the normal immune system of mice.
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乳腺癌是严重危害妇女健康的恶性肿瘤之一，

在美国，已成为女性癌症的第二大死因［1］。我国乳腺

癌发病率也呈逐年上升趋势，在大城市女性中居首

位［2］。为了探索乳腺癌的生物学特点和新的治疗方

法，国内外研究者借助乳腺癌动物模型，来对乳腺癌

的发病机制、早期诊断和治疗展开研究。既往报道

的人源性乳腺癌动物模型多采用裸鼠，但裸鼠费用

高、生长环境要求高、寿命短。对于长期研究，裸鼠

最大的缺点在于缺少对肿瘤的免疫反应。本实验则

是将人乳腺癌细胞接种于具有免疫功能但受抑制状

态的小鼠体内，以期建立具有正常免疫功能的乳腺

癌动物模型。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 环磷酰胺（sigma）、甲基强的松龙琥珀

酸钠购自比利时法玛西亚普强公司，青霉素钠注射

液购自北京悦康凯悦制药有限公司，RPMI 1640培养

基、胎牛血清、胰蛋白酶及PBS溶液均购自美国Gibco
公司。

1.1.2 细胞株 人乳腺癌细胞株MDA-MB-231购自
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上海细胞生物研究所。RPMI 1640培养基含 10%胎

牛血清和100 U/mL的青链霉素，在5%CO2、37℃培养

箱中培养，隔天换培养基，采用胰蛋白酶消化传代。

1.1.3 动物 BALB/c小鼠 40只，雌性，4周龄，体质

量 12～15 g，购于南方医科大学动物实验中心，饲养

于南方医科大学南方医院动物中心［实验动物质量

合格证号 44002100001315，许可证号 SYXK（粤）

2010-0056］。全部动物实验过程均符合动物伦理委

员会相关法规。

1.2 方法

1.2.1 小鼠乳腺癌模型的建立和鉴定 1）实验分

组：将 40只BALB/c小鼠随机分成对照组：无免疫抑

制+接种人乳腺癌细胞；低剂量组：低剂量免疫抑制+
接种人乳腺癌细胞；中剂量组：中剂量免疫抑制+接
种人乳腺癌细胞；高剂量组：高剂量免疫抑制+接种

人乳腺癌细胞。2）小鼠免疫抑制处理：实验的第1d，
低、中、高剂量组小鼠分别腹腔注射环磷酰胺150 mg/kg、
200 mg/kg、250 mg/kg。第2d，低、中、高剂量组腹腔分

别注射甲基强的松龙50 mg/kg、100 mg/kg、150 mg/kg，
之后连续3 d，3组小鼠腹腔注射青霉素8万 IU/只，预

防感染。第 2周再进行 1次上述操作。对照组小鼠

同时间予以腹腔注射等体积的生理盐水。3）小鼠乳

腺 癌 动 物 模 型 制 备 和 处 理 ：人 乳 腺 癌 细 胞 株

MDA-MB-231购自上海细胞生物研究所。取对数生

长期的细胞，活细胞数>95％，使用1×PBS液清洗3次，

再用 1×PBS液重悬细胞，调整细胞浓度为 1×108/mL，
制备成细胞悬液放在4℃冰上备用。第3周于4组小

鼠的背部接种细胞悬液0.2 mL/只，接连注射5 d。4）
观察指标：肿瘤细胞接种后，每天观察小鼠食欲及活

动度，同时观察记录小鼠成瘤时间、肿瘤形态和肿瘤

溃疡出现的时间。每周测量肿瘤的长径（a）和短径

（b），根据肿瘤体积公式［3］V=1/2×a×b2，计算出肿瘤的

体积。第8周小鼠禁食不禁水24 h，次日用水合氯醛

进行腹腔麻醉，鼠尾静脉注射 18F-FDG 0.2 mci/只，注

射50 min之后进行PET/CT扫描。第9周脱颈处死荷

瘤鼠，完整取出肿瘤组织，记录肿瘤的质量、质地、浸

润以及坏死程度。肿瘤组织和心、肺、肝、肾、脾进行

常规石蜡包埋切片和HE染色，光镜观察。对于实验

过程中死亡的小鼠，于死亡当天进行上一步操作。

1.3 统计学分析

使用SPSS 13.0软件分析数据，计量资料用x±s来
表示，采用独立样本 t检验进行组间比较，计数资料

采用四格表资料的Fisher确切概率法。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠一般情况和死亡率

第4周开始，高、中剂量组与对照组比较，小鼠食

欲不佳，活动度减少，但体质量无明显差异。低剂量

组和对照组比较，食欲、活动度、体质量无明显差异

（表 1）。高剂量组分别有 2只小鼠死于第 7周和第 8
周，死亡率达 40％。中剂量组有 1只小鼠死于第 8
周，死亡率为10％。

2.2 成瘤时间、成瘤率与移植瘤性质

中剂量组和高剂量组接种成功率分别为60％（6/
10只）和80％（8/10只），对照组和低剂量组均无小鼠

成瘤。高剂量组在种植后 4～6 d即可触及肿瘤，中

剂量组在种植后 8～10 d可触及肿瘤。两组移植瘤

形态都较规整，多为圆形。高剂量组小鼠溃疡出现

较早（第 7周），中剂量组溃疡出现时间较晚（第 8
周）。中剂量组虽然成瘤时间较晚，但移植瘤的坏死

较少，更适合PET/CT显像（图1）。

表1 不同时间小鼠体质量和移植瘤体积

Table 1 Body weight and tumor volume of mice at different times
Time

（week）
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Note：△shows no significant differences in the comparison of body weights per week in mice of the four groups；△△shows no significant differences in the
tumor volume of mice in the medium dose and high dose groups in the same week，with the number of weeks for growth of mice xenografts as the first week

Control group
Body weight（g）
13.44±1.13
14.33±1.00
14.89±0.93
15.67±0.87
16.56±1.13
17.11±1.76
18.33±1.58
19.33±1.87
20.33±1.80

Volume（mm3）

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Low dose group
Body weight（g）
13.22±1.39
14.22±1.30
15.22±1.39
16.11±1.05
17.22±0.83
17.89±0.60
18.44±0.88
18.44±0.88
18.44±0.88

Volume（mm3）

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Medium dose group
Body weight（g）
14.00±1.41
14.33±1.50
15.11±1.36
15.67±1.23
17.00±1.12
18.00±0.87
18.56±1.01
18.89±1.05
19.78±0.83

Volume（mm3）

0.00
0.00
0.00

0.68±0.18
3.18±0.64
3.18±0.64

100.50±4.50
260.17±12.98
630.00±21.34

High dose group
Body weight（g）
13.78±1.39
14.44±1.13
15.22±0.83
16.00±1.00
17.33±0.87
17.33±1.58
18.00±1.73
18.67±1.32
19.44±1.59△

Volume（mm3）

0.00
0.00

0.67±0.19
3.50±0.67
30.10±2.08
104.12±4.42
263.86±11.70
632.75±13.05

988.13±24.12△△

617



中国肿瘤临床 2014年第41卷第10期 Chin J Clin Oncol 2014, Vol. 41, No. 10 www.cjco.cn

A：the control group；B：low dose group；C：medium dose group，and high
dose group
图1 中剂量组和高剂量组小鼠PET/CT显像

Figure 1 Positron emission tomography-computed tomography images in
the medium dose and high dose groups

2.3 移植瘤体积与生长曲线

比较高剂量组和中剂量组各时期移植瘤的体积

可以看出，虽然成瘤的时间不同，但两组移植瘤的生

长曲线较相似（表1、图2）。

图2 移植瘤生长曲线

Figure 2 Growth curves of the transplanted tumors

2.4 病理学检查

2.4.1 大体检查 取出的瘤体大致呈圆形，高剂量

组种植瘤表面可见溃疡，质地较软，中央坏死多。中

等剂量组瘤体较硬，中央坏死较少，表面溃疡较少

见。高剂量组的 8只荷瘤鼠有 3只发生肺转移（共 3
个转移病灶），2只发生肝转移（共 2个转移病灶），1
只发生脾转移（共 1个转移病灶）。中剂量免疫抑制

组的 6只荷瘤鼠有 2只出现肺转移（共 2个转移病

灶），1只发生肝转移（共 1个转移病灶），未见脾转

移。两组成瘤后出现主要脏器转移的情况无显著性

差异（表2）。
2.4.2 光镜检查 低剂量组和对照组未见癌组织，

高剂量组和中剂量组的癌组织在光镜下可见细胞大

小形态不一，核大深染，异形性明显，呈巢状、腺管状

或杂乱排列，并伴有坏死（图 3）。镜下观察肿瘤组

织、坏死面积占切片总面积的 5%～25%，记 1分；坏

死面积占切片总面积的26%～50%，记2分。高剂量

组 8例组织中，有 1例记为 1分，7例记为 2分。中剂

量组 6例组织中，5例记为 1分，1例记为 2分。高剂

量组得分比中剂量组明显较高（P<0.05，表2）。

图3 MDA-MB-231乳腺癌移植瘤（HE×100）
Figure 3 Pathological sections of the transplantated tumors（HE× 100）

表2 小鼠内脏转移情况和镜下移植瘤坏死面积

Table 2 Visceral metastasis of mice and tumor necrosis observed by mi⁃
croscopy

3 讨论

动物模型的建立对早期诊断、病因、发病机制、

基因治疗以及临床干预之后的疗效随访中有极其

重要的价值［4-8］。

在国内外开展的人源性乳腺癌动物模型多采用

裸鼠，技术较成熟，成瘤率高，操作较简单，研究较深

入。裸鼠模型固然有不可比拟的优点，但也表现出

费用高、生长环境要求高、食物和水都需要严格的消

毒、寿命短等缺点。本实验则采用环磷酰胺和强的

松抑制具有正常免疫功能的BALB/c小鼠，再注射乳

腺癌细胞悬浮液进行模型构建。虽技术操作方面较

为复杂，但在长期试验中，此种模型可表现出对肿瘤

的免疫反应，更好的模仿乳腺癌在免疫正常的机体

里的发生、发展过程，并且此种模型生存期长，耐受

力强，对于需要长期实验以及后续治疗展现出独特

的优势。1980年，Steel等［9］提出对免疫功能正常的动

物进行轻度的免疫抑制，从而耐受人癌细胞，制备荷

瘤鼠模型。Akhte等［10］使用适当的环孢素A对 SD大

鼠进行轻度免疫抑制，将人结肠癌细胞HT29悬液注

入大鼠腹腔，可成功制备出腹膜转移癌动物模型。

目前国内外可用于建立乳腺癌动物模型的方法

大概有以下 4种：自发性、诱发性、移植性、转基因和

基因敲除性。其中移植法是现在实验室多采用的建

立乳腺癌动物模型的方法，其制作的动物模型具有

周期短、成本低、成瘤率高、肿瘤的生长速度较一致、

A B C

1 200
1 000
800
600
400
200

0

middle dose group
high dose group

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Time（week）

Vol
um

e（m
m3 ）

Group
Middle dose group
High dose group
Note：Fisher exact probability test；△shows the differences between two
groups，P>0.05；△△shows the differences between two groups P<0.05

Metastasis of visceral organs
Metastasis

3
5

No metastasis
3
3△

Necrosis area
One point

5
1

Two points
1

7△△
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个体差异较小等优点［11-13］。目前，因非激素依赖性肿

瘤治疗方法较局限［11］，本实验采用MDA-MB-231细

胞为非激素依赖性肿瘤提供新的研究途径。在预实

验过程中，一次性注射1×108/mL细胞后，小鼠在未成

瘤之前多死亡。与文献有所出入，对本实验进行改

进，将 1×108/mL细胞分次注射，分成 2、3、4、5次进行

注射，最后发现分 5次注射，可以控制在成瘤之前无

小鼠死亡，且肿瘤的形态和大小与1次性注射1×108/
mL细胞无明显差异。故采用分 5次注射，每天小鼠

注射 0.2 mL/只，浓度为 1×108/mL细胞。至于一次性

注射1×108/mL细胞死亡率高的原因是否因为在接受

细胞注射之前进行了环磷酰胺和强的松处理，仍需

要进行进一步的实验和论证。为研究成瘤和免疫抑

制剂的剂量关系，本实验将小鼠随机分成 4组，分别

对 4组小鼠予以低、中、高剂量的免疫抑制和生理盐

水。实验结果表明，高剂量组小鼠成瘤率最高，但小

鼠死亡率最高，达 40％（4/10）；中剂量组小鼠成瘤率

次之，小鼠死亡率较高剂量组明显降低，但仅有 1只
小鼠在实验过程中死亡。对照组和低剂量免疫抑制

组无小鼠成瘤，亦无小鼠死亡。

在临床工作中，PET/CT主要用于肿瘤、心血管系

统、神经系统等方面的疾病。由于科学家在对某种

疾病的认识和研究过程中，逐步意识到动物模型的

建立对于了解疾病的发生、发展及其演变有着举足

轻重的地位，因此PET/CT在小动物领域的研究也逐

步展开［14-15］。本实验小鼠PET/CT显像提示中剂量组

比高剂量组瘤体成像质量好，强化更均匀，更适合于

成像研究。病理学检查是目前疾病诊断的“金标

准”，高剂量组和中剂量组的癌组织在光镜下细胞形

态和排列无明显差别，但高剂量组瘤体组织坏死面

积较大。不论是从PET/CT，还是病理学观察，都能表

明本实验可成功制备出人乳腺癌小鼠移植模型。总

之各种动物模型都有其适用范围，每个研究者必须

根据自己的实验目的，一方面致力于建构新的更方

便更符合实验要求的模型，另一方面对己有模型继

续研究加以改进，制备出最适合自己实验的动物

模型。
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