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[摘要]　目的　本研究用 VX２乳腺癌组织块种植法建立新型乳腺癌腋窝淋巴结转移模型,探讨超声在实验

兔 VX２乳腺癌腋窝转移性淋巴结定性诊断中的应用价值.方法　采用组织块种植法将 VX２传代瘤株接种于２２
只雌性新西兰种大白兔右侧第３乳头的乳垫内,原位肿瘤生成后触诊检查腋窝淋巴结有无肿大,待触及肿大的淋

巴结时切除原位乳腺癌组织并行病理组织学检查.第５周对实验兔淋巴结行超声检查,依据其诊断标准评价淋巴

结的性质,所得结果与病理组织学检查结果进行比较.结果　第２周时,２０只实验兔可触及乳腺内的质韧结节,超
声显示类圆形、边界尚清,内部回声尚均匀的低回声实性结节,肿瘤内部及周边血流丰富.３周后,触诊发现１８只

实验兔有肿大淋巴结发生.第５周超声检查示转移性淋巴结３５枚,非转移性淋巴结７枚.以病理组织学结果作为

金标准,基于淋巴结个数,超声诊断转移性淋巴结的准确性为８５．７％(３６/４２),灵敏度为８９．２％(３３/３７),特异度为

６０．０％(３/５),建模成功率为８１．８％(１８/２２).超声与病理组织学两种方法对转移性淋巴结的诊断差异有统计学意

义(χ２＝４．５４１,P＜０．０５).结论　组织块种植法建立的新型大白兔乳腺癌淋巴转移模型创伤小,成功率高,易发生

淋巴结转移.常规超声对诊断兔乳腺癌转移性淋巴结有一定的应用价值.
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THEESTABLISHMENTOFARABBITLYMPHNODEMETASTASISMODELOFVX２BREASTCANCERANDTHEVALUEOF

ULTRASOUNDINITSDIAGNOSIS　LIWenjun,ZHUHong,SUNYequan,ZHUQing,YANChunyu,LIUFeng 　(DepartＧ

mentofMedicalImaging,WeifangMedicalUniversity,Weifang２６１０５３,China)

[ABSTRACT]　Objective　Toestablishanew modelofbreastcanceraxillarylymphnodemetastasisbyVX２breastcancer

tissueimplantation,andtoinvestigatethevalueofultrasoundinthequalitativediagnosisofaxillarymetastaticlymphnodesinrabＧ

bitswithVX２breastcancer．　Methods　TheVX２subculturedtumorstrainwasinoculatedintothebreastpadoftherightthird

nippleof２２femaleNewZealandwhiterabbitsbytissueimplanation．Afterinsitutumorformation,palpationwasperformedto

checkwhethertheaxillarylymphnodeswereenlarged．Whentheenlargedlymphnodesweretouched,theorthotopicbreastcancer

tissueswereresectedforhistopathologicalexamination．Atthe５thweek,theexperimentalrabbits＇lymphnodeswereexaminedby

ultrasonography,andthenatureofthelymphnodeswasevaluatedaccordingtothediagnosticcriteria;theresultsobtainedwere

comparedwiththoseofhistopathologicalexamination．　Results　Atthe２ndweek,toughnodulesinthemammaryglandwere

touchedin２０experimentalrabbits,ultrasoundshowedaquasiＧcircular,clearboundary,lowＧechosolidnoduleswithuniforminterＧ

nalecho,andabundantbloodflowinsideandaroundthetumor．Threeweekslater,palpationrevealedthat１８rabbitshadenlarged

lymphnodes．Atthe５thweek,ultrasoundexaminationrevealed３５metastaticlymphnodesand７nonＧmetastaticlymphnodes．

Usingthehistopathologicalresultsasthegoldstandard,basedonthenumberoflymphnodes,theaccuracyofultrasounddiagnosis

ofmetastaticlymphnodeswas８５．７％ (３６/４２),thesensitivitywas８９．２％ (３３/３７),thespecificitywas６０．０％ (３/５),andthe

modelingsuccessratewas８１．８％ (１８/２２)．Thereweresignificantdifferencesinthediagnosisofmetastaticlymphnodesbetween

ultrasoundandhistopathological(χ２＝４．５４１,P＜０．０５)．　Conclusion　Thenewwhiterabbitmodelofbreastcancerlymphnode

metastasisestablishedbytissueimplantationhassmalltraumaandhighsuccessrateandispronetolymphnodemetastasis．ConＧ

ventionalultrasonographyhascertainvalueinthediagnosisofmetastaticlymphnodesinrabbitswithbreastcancer．
[KEYWORDS]　Breastneoplasms;Lymphaticmetastasis;Ultrasonography;Pathology;Mammaryneoplasms,experimenＧ

tal;Models,animal;Rabbits

　　世界卫生组织(WHO)指出乳腺癌是女性最常

见的恶性肿瘤,也是女性死亡的主要原因之一,占所

有癌症死亡人数的２３％,无论是在发达国家还是发

展中国家,发病率和死亡率在过去的５０年内不断增

加[１Ｇ２].最新研究表明,在我国乳腺癌是４５岁以下

女性最常见的死亡原因,３０~５９岁女性为乳腺癌高

发人群[３].尽管乳腺癌的治疗水平在不断提高,但
仍有部分患者会发展为乳腺癌晚期,主要原因为肿

瘤早期就已经转移至腋窝淋巴结,这常常是导致患
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者死亡或治疗失败的原因[４].因此为了更好地治疗

转移性乳腺癌,非常有必要建立合适的动物乳腺癌

转移模型.本研究采用组织块种植法建立新型大白

兔乳腺癌淋巴转移模型,并评估超声对乳腺癌转移

性淋巴结的诊断价值.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　８月龄普通级纯种雌性新西兰种

大白兔２２只,购买于济南金丰实验动物有限公司

(许可证号SCXK(鲁)２０１４０００６),体质量为(３．５１±
０．２４)kg.雄性兔１只,体质量２．２kg,建荷瘤兔用

于取肿瘤组织.

１．１．２　实验设备　德国西门子乳腺容积成像系统,
型号 ACUSONS２０００,探头９L４,频率５~８ MHz.
徕卡DM２０００研究级显微镜(德国徕卡公司).

１．２　方法

１．２．１　荷瘤兔的建立　用固定器将雄性新西兰种

大白兔固定后,将２０g/L的利多卡因剂量(０．５mL)
以０．１mL/s的流量缓慢局部注射至左下肢内侧(已
备皮)肌肉丰富区.将液氮保存的 VX２瘤组织(购
于协和医科大学)３７℃解冻复苏后,置于 RPMI培

养液的玻璃皿中,在１０倍显微镜下用眼科剪剪成微

小瘤粒,将瘤粒放于１８G 穿刺针的针头处,位于针

头头端为最佳.穿刺进入兔后腿外侧肌肉内,用内

芯将瘤粒顶出,缓慢拔出穿刺针.３周后,在接种部

位可触及质韧的实性包块,即荷瘤兔制作成功.

１．２．２　接种组织块制备　荷瘤兔行肿瘤包块剥离

术前禁食１２h、不禁水.取俯卧位固定四肢于兔手

术台上,常规消毒、铺无菌洞巾,肿瘤周边行利多卡

因多点分层浸润麻醉,无菌条件下切取荷瘤兔后腿

实体瘤,瘤体用生理盐水清洗３次后,切除边缘纤维

结缔组织,取靠近外周、无坏死的肿瘤组织,放置于

滴加有庆大霉素生理盐水的玻璃皿中(５０mL生理

盐水含庆大霉素２００００U)[５].１０倍显微镜下将瘤

组织剪成微小瘤粒.将瘤粒存于１８G 穿刺针针头

头端(每次取１粒)备用.

１．２．３　兔乳腺癌模型制作及观察　将２２只雌性兔

清醒状态下仰卧位固定,用穿刺针将瘤粒注射于兔

胸壁右侧第３乳头的乳垫下,缓慢拔针.拔针后局

部压迫片刻,确认无出血后碘附消毒.接种后每日

观察肿瘤是否形成,皮肤有无溃破,兔的活动状态及

生长情况有无异常.移植术后第３周起每日触诊检

查腋窝淋巴结有无肿大.接种前所有实验兔腋窝均

未扪及肿大淋巴结.

１．２．４　超声及病理组织学检查　待触诊能触及质

韧的肿大淋巴结后,行外科手术将原位乳腺癌组织

切除,并保留乳头,切除的原位乳腺癌组织行病理组

织学检查.每周采用超声检查肿大淋巴结的大小、
形态、回声及瘤体血供.待兔出现恶病质时,通过静

脉注射过量戊巴比妥将兔处死,解剖后观察淋巴结

及各脏器的肿瘤转移情况,并做病理组织学检查,用

４０g/L甲醛溶液固定原位乳腺癌及转移性淋巴结,
乙醇梯度脱水、包埋和苏木精Ｇ伊红(HE)染色.淋

巴结内见巢状排列、与正常细胞分界明显、大小形态

不一、胞质相对丰富、有核分裂象的肿瘤细胞,提示

淋巴结内有转移.

１．３　统计学方分析

采用SPSS２２．０统计软件对数据进行分析,计
数资料比较采用χ２检验,以P＜０．０５为差异有统计

学意义.

２　结　　果

２．１　建模成功率

用于造模２２只兔,２周后超声检查,２０只兔接

种部位有病灶,乳腺移植瘤成功,另外１只于接种

２d后死亡,另１只未长出原位移植瘤,接种成功率

为９０．９％(２０/２２).３周后,１８只实验兔腋窝处可触

及质地较硬的转移性淋巴结.经过病理组织学检查

证实１８只实验兔淋巴结为转移性,淋巴结转移率为

９０．０％(１８/２０),建模成功率为８１．８％(１８/２２).其

中,８只实验兔各发现３枚淋巴结,８只各发现２枚

淋巴结,其余２只各发现１枚淋巴结.

２．２　肿瘤生长情况

移植术后１~２周触诊法可触及种植于乳腺的

瘤组织肿块,质韧,活动度差,类圆形.第１~２周增

长速度较慢,从第３周开始增长速度明显加快.

２．３　常规超声表现

第３周时行超声检查示乳头下类圆形的低回声

实性暗区,边界尚清;彩色多普勒血流显像(CDFI)
示肿瘤内部及周边均可见星点状和(或)短棒状混合

型血流信号,流速较低.转移性淋巴结呈圆形或类

圆形,淋巴门结构消失或移位,内部回声欠均匀;

CDFI示淋巴结内部和(或)周边均可见星点状和

(或)短棒状混合型血流信号,血流信号多集中在淋

巴结周边.

２．４　病理组织学检查结果

移植瘤呈类圆形,血供丰富,切开后见液化坏死
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形成(图１A);病理组织学切片检查,高倍镜下见癌

细胞大小、形态不一,胞质丰富,淡红染色,核异型性

明显(图１B、C).第５周超声检出转移性淋巴结３５
枚,经病理组织学证实３３枚为转移性淋巴结,２枚

为非转移性淋巴结;非转移性淋巴结７枚,经病理组

织学证实４枚为转移性淋巴结(直径均＜５mm),３
枚为非转移性淋巴结.基于淋巴结个数,超声诊断

转移性淋巴结的准确性为８５．７％,诊断的特异度为

６０．０％,诊断的灵敏度为８９．２％(３３/３７).腋窝转移

性淋巴结肉眼可见表面凸凹不平并有大量毛细血管

生成,形态不规则,淋巴结门消失(图１D).高倍镜

下转移性淋巴结见大量癌细胞巢,癌细胞体积大,核
大深染,淋巴结的正常结构被完全破坏(图１E、F).
正常肺组织内查见肿瘤细胞(图１G).超声与病理

组织学两种方法对转移性淋巴结的诊断存在差异,
并具有统计学意义(χ２＝４．５４１,P＜０．０５).

A:乳腺癌原位移植瘤大体表现;B、C乳腺癌原位移植瘤高倍镜下所见;D腋窝转移性淋巴结大体表现;E、F转移性淋巴结高倍镜下所见;

G乳腺癌肺转移高倍镜下所见,HE染色,４００倍.

图１　病理组织学检查结果

２．５　尸检情况

将１８只实验兔处死后进行解剖,发现全部出现

了腋淋巴结转移,２只实验兔双肺见多发大小不等

结节状转移灶.

３　讨　　论

乳腺癌淋巴结转移动物模型建立的探索,是进

行乳腺癌研究的重要内容之一.该模型不仅有利于

寻找肿瘤转移的抑制或促进因素,同时在研究人类

乳腺癌的发病机制、治疗、转移及预防等方面起着非

常重要的作用,是联系基础研究与临床研究的桥

梁[６Ｇ７].乳腺癌是否转移对于临床具有重要意义,对
于腋窝淋巴结阴性的患者,可避免行腋窝淋巴结清

扫,减少患肢并发症的发生[８Ｇ１０].

VX２肿瘤细胞株起源于shope病毒诱发的兔

乳头状瘤衍生的鳞癌,是一种可以移植的肿瘤细胞

株[１１].移植性乳腺癌动物模型是目前应用最广、研
究最多的乳腺癌模型[１２].移植方法包括细胞悬液

注射法、组织块悬液接种法以及肿瘤组织块接种法

等[７].近年来,国内外多位学者研究发现以上三种

方法均可建立乳腺癌原位移植瘤动物模型[１３Ｇ１６],其
中肿瘤组织块接种和组织块悬液接种肿瘤生长快,
易发生淋巴结及多脏器的转移.细胞悬液注射法虽

能建立乳腺癌模型,但淋巴结转移率不高.据报道

将细胞悬液注射到裸鼠皮下,建模成功率为１００％,
但无淋巴结转移,并且细胞悬液在接种时一旦进入

动物皮下、血管或胸壁肌肉组织内,常引起扩散转

移,影响实验结果[１３,１７].

人类乳腺癌移植性模型常常使用的动物是裸

鼠,因其无胸腺,缺乏成熟的 T淋巴细胞,同时能保

持肿瘤细胞的原有形态及病理组织学特性,成为肿

瘤研究中较为理想和常用的动物实验工具[１８].但

裸鼠饲养条件要求高,缺少对肿瘤细胞的免疫反应,
对化疗等治疗的耐受性差[１９],同时裸鼠淋巴结较

小,转移性淋巴结不易发生,肉眼很难观测,需要解

剖或采用辅助技术来观察裸鼠的淋巴结[１３].新西

兰种大白兔作为一种较大型实验动物,其生长特征

及转移过程与人类乳腺癌相似,且肿瘤生长快,成瘤

率高,转移淋巴结大而浅,又适于被肉眼、彩超等检

测,具有很高的科研应用价值.
传统的移植性肿瘤转移模型一般对原位移植瘤

未进行处理,因此不适用于复发转移性乳腺癌治疗

方法的研究.本研究建立的兔乳腺癌模型是先将

VX２瘤块接种于实验兔右侧第３乳垫内,淋巴结发

生转移后再将 VX２原位移植瘤进行外科切除.此

法的优势为:①更接近于人类乳腺癌术后的情况,模
拟淋巴结及后期远处脏器的转移,排除了原位肿瘤

的干扰,能更准确地评估治疗效果.徐加菊[１１]研究

发现,兔 VX２乳腺移植瘤在４周时会出现液化坏

死,如果动物伴发感染后死亡则不易确定死亡原因.

②此法建立的动物模型生存期较长,适用于观察药

物疗效,为判别药物疗效提供较宽的时间窗.③易

发生淋巴结转移且转移途径接近人类乳腺癌淋巴结

转移.本实验淋巴结转移率为９０％,接近于凌瑞

等[１４]报道的９１．３％的结果.病理组织学证实肿瘤

已转移到腋窝淋巴结,提供了进行与淋巴结转移有
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关的实验的机会.④实验安全性高,术后感染发生

率低.但本实验也存在如下问题:①没有进行预实

验.②难以确保种植组织块大小的完全一致,加之

实验兔间个体差异,故每只实验兔原位移植瘤和转

移性淋巴结的大小及出现时间不同.③影像检查单

一,可以联合 MRI或 PETＧCT 对转移性淋巴结进

行诊断.
超声是常用的乳腺疾病诊断方法,也是检测腋

窝淋巴结的常用方法之一.超声检查无辐射、操作

简单、实时动态,在临床被广泛应用于辅助诊断.本

实验中超声诊断特异度较低,分析认为:①癌细胞沿

淋巴管转移到淋巴结并在淋巴结内增殖是一个动态

变化的过程,早期并不引起淋巴结的大小、结构的显

著改变.部分研究表明乳腺癌转移性淋巴结中大约

１５％~４８％为微小转移[２０],因此超声检查很难检

出.②非转移性淋巴结早期主要引起炎性反应性增

生,即便这样,假阴性仍然存在.本实验假阴性淋巴

结边缘光整,形态规则,内部回声均匀、未见血流分

布而误诊为非转移性淋巴结,经病理组织学证实为

转移性淋巴结.可以通过乳腺癌前哨淋巴结活检术

(SLNB)降低以上两种情况的假阴性率.③人为因

素.加强扫查精准度,调节好超声仪器,都将可以提

高超声筛查的准确性.
实验心得:①瘤块制备时,要仔细剔除肌肉、血

管及内部坏死结缔组织,选择外周生长旺盛富有弹

性的组织.肿瘤从剥离至接种最好控制在２h之

内.②注射瘤组织和退针时速度要慢,保证瘤组织

留在乳腺内,拔针后局部压迫片刻,确认无出血后碘

附消毒.③注意无菌操作.避免感染所致接种失

败,手术后及时使用抗生素预防感染.
总之,组织块种植法制备的新型乳腺癌动物模

型易操作、创伤小、肿瘤生长快,较好地模拟了人类

乳腺癌术后的情况,为探索乳腺癌淋巴转移或复发

转移性乳腺癌患者新的治疗方法提供实验动物模

型.常规超声对于兔乳腺癌转移性淋巴结的诊断有

一定的应用价值,但由于微小转移的存在,还达不到

病理组织学诊断的准确率.
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