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［摘　要］目的：探讨膈俞穴注射乳腺癌４Ｔ１细胞构建小鼠乳腺癌模型的可行性。方法：清洁级４～６周龄雌
性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１６只，随机分为膈俞穴组和右肩胛组各 ８只，膈俞穴组将小鼠乳腺癌 ４Ｔ１细胞悬液接种于
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠左侧膈俞穴，右肩胛组接种于右侧肩胛部作为对照，观察两组小鼠成模时间、成瘤率、小鼠的远期存
活率以及肿瘤生长曲线。结果：膈俞穴组小鼠的成瘤时间快于右肩胛组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；肿瘤生
长曲线显示膈俞穴组肿瘤生长速度明显高于右肩胛组，且后期两组之间的差距越来越明显（Ｐ＜００５），但两组
成瘤率及远期存活率均无差异。结论：膈俞穴注射乳腺癌４Ｔ１细胞可成功复制小鼠乳腺癌模型，且成模时间
短。
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　　虽然我国女性乳腺癌的发病率和死亡率在世
界范围处于中低水平，但是乳腺癌仍是我国女性最

常见的癌症之一［１］，为深入研究本病的防治，建立

高效、便捷、可靠的动物模型十分关键。在中医针

灸理论中，膈俞穴为八会穴的血会，此处内应膈膜，

膈膜之上有心，心主血；膈膜之下有肝，肝藏血。此

外，手太阴肺经“上膈”，足太阴脾经“上贯膈”。膈

膜与主血四脏均关系密切，可以调理气血，故为血

会［２］。因膈俞穴气血旺盛，利于乳腺癌４Ｔ１细胞
的生长，故本实验选用此穴作为构建动物乳腺癌模

型的穴位。

１　材料与方法
１．１　材料

１６只清洁级４～６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠由贵
州医科大学动物中心购入，体重（２０±２）ｇ；４Ｔ１乳
腺癌细胞株购自中科院细胞库，１６４０培养基购自
美国 ＧＩＢＣＯ公司，胎牛血清及胰蛋白酶购自北京
索来宝公司，青霉素及链霉素为华北制药集团公司

产品；超净台购自美国 ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ公司，恒温水
浴箱（ＨＨＷ４２０）由江苏省金坛市医疗仪器厂生
产，ＣＯ２恒温培养箱购自 ＴＣ２３２３型美国 ＳＨＥＬ
ＤＯＮ公司，－８０℃超低温冰箱由日本 ＳＡＮＹＯ公
司生产、台式离心机（ＡｎｋｅＴＤＬ４０Ｂ）由上海安亭
科学仪器厂生产。

１．２　乳腺癌４Ｔ１细胞悬液的制备
传代培养小鼠乳腺癌４Ｔ１细胞，收集处于对数

生长期的４Ｔ１细胞，用ＰＢＳ润洗２次，吸弃ＰＢＳ后
加入适量全培养基调整细胞浓度，制备成１×１０７／
ｍＬ的４Ｔ１细胞悬液备用。
１．３　动物模型的建立

１６只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠予以正常饮食适应性喂养
１周后，随机分为膈俞穴组和右肩胛组，每组８只，
膈俞穴组将４Ｔ１细胞悬液注射于 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠左
侧膈俞穴（小鼠膈俞穴定位第 ７胸椎下两旁肋
间）［２］，右肩胛组参照文献［３］将４Ｔ１细胞悬液注
射于ＢＡＬＢ／ｃ小鼠右侧肩胛部处。
１．４　观察指标

注射４Ｔ１细胞后，每天观察小鼠生活饮食及
接种部位瘤块的生长情况，包括瘤块出现时间、瘤

块大小、成瘤率和远期（３０ｄ）存活率。每隔５ｄ用
游标卡尺测量瘤块的长径（ａ）和短径（ｂ），并根据
Ｖ＝ａｂ２／２计算瘤块体积［４］，绘制生长曲线。第３０
天时脱颈处死两组小鼠，取出肿瘤组织，用带表游

标卡尺测量肿瘤长短径，送贵州医科大学附院病理

科ＨＥ染色，观察肿瘤细胞形态。
１．５　统计学方法

所得数据采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，组
间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　肿瘤生长状况和病理检查结果
膈俞穴组小鼠接种４Ｔ１细胞２～６ｄ后接种部

位均出现肿块，右肩胛组于４～８ｄ后长出肿块，两
组肿块均质硬、增长迅速、活动度不高，１０ｄ后两
组小鼠中均有部分出现瘤块破溃现象。接种后第

３０天时脱颈处死小鼠，解剖可见瘤体呈粉白色，大
部分出现胸腔、腹腔或淋巴结转移且与周围组织高

度粘连；病理检查显示肿瘤细胞多呈圆形，核浆比

率大，核仁和染色质染色深，细胞分裂活跃，细胞排

列无序，癌细胞呈实性片状弥漫性分布，少数呈腺腔

样，浸入周围组织及横纹肌，部分伴坏死，见图１。
２．２　成瘤时间、成瘤率及存活时间

膈俞穴组小鼠的成瘤时间、远期存活率均优于

右肩胛组，差别具有统计学意义（Ｐ＜００５），见表１。

表１　小鼠膈俞穴或右肩胛接种乳腺癌
４Ｔ１细胞成瘤情况

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎＧｅｓｈｕａｃｕｐｏｉｎｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｎｄｒｉｇｈｔ

ｓｈｏｕｌｄｅｒｂｌａｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ４Ｔ１ｃｅｌｌ

接种部位 ｎ 成瘤时间（ｄ）成瘤（％）远期存活（％）
右肩胛 ８ ４．２８±０．３２ １００ ７５
膈俞穴 ８ ２．９５±０．３０（１） １００ 　１００（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　移植瘤的生长曲线
膈俞穴组平均肿瘤体积从第５天开始到第３０

天均明显高于右肩胛组，且后期两组之间的差距越

来越明显，见图２。

３　讨论

目前，比较成熟的乳腺癌动物模型复制方法

有：（１）自发型，即采取近交繁殖的小鼠，培育到一
定年龄则自发出现乳腺癌；（２）诱发型，多采用有
致癌作用的化学物质，经不同方式作用于实验动
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图１　膈俞穴或右肩胛接种乳腺癌４Ｔ１细胞３０ｄ时的肿瘤组织（ＨＥ，×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图２　膈俞穴组和右肩胛组瘤体生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
物，诱使其发生乳腺癌；（３）移植型，有同种和异
种、原位和异位的区别，但都是将肿瘤组织或细胞

种植于实验动物体内；（４）转基因型，即将特定的
基因导入动物体内，并使其在宿主体内表达、遗

传［５－６］。本实验采用了移植型复制方法。膈俞穴

是八会穴中的血会，为全身气血汇聚之处。《类经

图翼》中提到“足太阳穴，谷气由隔达于上焦，化精

微为血之处，故曰血会。”曾经有人检索了大量文

献，发现膈俞穴适应症广泛，长于治疗血证，有活血

化瘀、通络止痛、养血止血的作用［７］。历代医家对

膈俞穴也有独到的论述，如元代医家滑伯仁云：

“膈俞是太阳脉气所发也，太阳多血，又血乃脉之

象”。清代医家陈修园曰：“诸经之血，皆从膈膜上

下，又心主血，肝藏血，心位于膈上。肝位膈下，交

通于膈膜，故血会于膈膜也”［８］。气血是人体内的

精微物质，是生命物质的本源，因而有形之邪在体

内得以生长也离不开气血的滋养。另外，机体各脏

腑的正常运行全赖气机健运、营血滋养，外来邪气

会消耗机体的气血，若邪气占用大部分气血，将导

致正气更虚，机体会出现邪盛正衰。如《医宗必

读》中提到“积之成也，正气不足，而后邪气踞

之”［９］。金代医家张元素在《活法机要》中曰“壮人

无积，虚人则有之，脾胃虚弱，气血两衰，四时有感，

皆能成积”［１０］。故本实验选取膈俞穴注射小鼠乳

腺癌４Ｔ１细胞悬液，一方面是将乳腺癌细胞种植于
气血旺盛之处，易于肿瘤细胞在动物体内增殖生

长；另一方面，肿瘤耗损气血，造成机体正气亏虚，

防御功能减弱，从而更易于肿瘤的生长。另外，膈

俞穴对应膈肌部位，在西医解剖学中认为，膈肌的

上方是肺，肺通过肺动、静脉完成肺循环，从而完成

血液中气体的交换；其下方是胃肠，此处完成营养

物质与代谢产物的交换。血液在隔膜上下的两次

新陈代谢构成了血液整体的以旧换新，加之隔膜主

动脉与腔静脉裂孔的存在，使隔俞位于隔膜位置对

于血的运化具有了一定意义［１１］。

实验结果显示，膈俞穴组成瘤时间明显早于右

肩胛组，且病理切片显示为癌变，说明膈俞穴注射

４Ｔ１细胞确实可以复制小鼠乳腺癌模型，并可缩短
成膜时间，对小鼠远期存活率无影响。实验过程

中，选择膈俞穴注射小鼠乳腺癌４Ｔ１细胞悬液小鼠
容易固定，一人即可完成操作，而传统的注射于右

侧肩胛部，因部位接近头部，为防止咬伤需要一人

固定小鼠，一人注射，不方便操作。且注射于肩胛

部，肿瘤长大后会致颈部、耳背部均为肿瘤，此时抓

取老鼠会刺激肿瘤产生疼痛，增加了抓取老鼠的难

度，而注射于膈俞穴则无论肿瘤大小，均可轻松抓

取。此外，在观察肿瘤、测量肿瘤大小时，膈俞穴也

较肩胛部易于观察和测量，降低了测量误差。实验

中，膈俞穴处肿瘤生长迅速，肿瘤大小适中，可以缩

短造模时间，对远期存活率影响不大，实验小鼠可

以存活至实验结束。实验的不足在于实验样本量

较少，还需要后续大样本量的实验作为支撑。

（下转第３０９页）
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ＰＤＣＤ４通过促进肝癌、乳腺癌、胶质瘤、肾癌等肿
瘤细胞的凋亡［６－７］，在多种恶性肿瘤组织包括肺

癌、结肠癌、肝癌、胰腺癌等组织中的表达下调甚至

缺失，且与肿瘤潜在恶性程度密切相关［８］。ＰＤ
ＣＤ５是由北京大学人类疾病基因中心在国际上首
先报道的一个新的人类凋亡相关基因，该基因编码

的蛋白由１２５个氨基酸组成，定位于胞质和胞核，
在机体多种组织中呈现中高水平的表达［２，９］。ＰＤ
ＣＤ５表达异常与多种疾病的发生有关，在肿瘤细
胞的表达明显低于正常细胞［１０］，ＰＤＣＤ５在肿瘤的
发生发展过程中发挥一定作用［１０］。但有关 ＰＤ
ＣＤ４、ＰＤＣＤ５与卵巢肿瘤关系的研究报道较少，其
在卵巢肿瘤的表达水平及作用尚不明确［１１－１２］。

本组研究发现卵巢癌上皮性组织中 ＰＤＣＤ４、
ＰＤＣＤ５蛋白表达阳性率明显低于卵巢囊腺瘤和正
常组织，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。卵巢上皮
性癌Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期及Ⅳ期癌组织中的 ＰＤＣＤ４、
ＰＤＣＤ５蛋白表达阳性率逐渐降低，两两比较差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。提示卵巢上皮性癌患
者病情的发生、发展与ＰＤＣＤ４、ＰＤＣＤ５蛋白表达水
水平降低有关。
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