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妊娠小鼠子宫内胎鼠腹腔注射人肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞
对胎鼠生长发育的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨妊娠小鼠子宫内胎鼠腹腔注射人肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞对胎鼠生长发育的影响。 方法　 将孕

鼠随机分为 ５ 组，细胞注射组在孕 １４ ｄ 胎鼠腹腔注射不同浓度的 ＨｅｐＧ２ 细胞悬液，并设假手术组及对照组，记录

孕鼠生产情况、出生小鼠的体重，并对子代鼠的发育学指标进行评价，选取成年后小鼠解剖观察肝、肺、肾等主要脏

器有无畸形、病变，并取材进行 ＨＥ 染色，显微观察各组小鼠主要脏器的病理改变情况。 结果　 与对照组相比，子宫

内胎鼠腹腔各细胞注射组子代鼠的体重和生长发育指标差异无显著性，肉眼观察各主要脏器无病变，显微观察未

见异常结构。 结论　 子宫内胎鼠腹腔注射人肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞不会对胎鼠发育产生影响。
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　 　 肿瘤研究中，新疗法、新药物并未显著改善癌症

患者的治疗和预后的一个重要原因是临床前肿瘤动

物模型不能很好地预测临床试验效果。 在现有肿瘤

动物模型中，肿瘤瘤株与人肿瘤之间不可避免的种属

差异，是导致动物试验结果与临床治疗人肿瘤的实际

情况相差较远的根本原因，从这个角度出发，人肿瘤

的异种移植模型无疑是最具有应用价值和前景的。
而现有成熟的异种移植模型以先天免疫系统组成成

分缺陷的动物作为载体的人源肿瘤模型存在一个重

要的先天缺陷：即其搭载动物为免疫缺陷小鼠，在允

许异种人肿瘤存活的同时，先天缺失抗肿瘤免疫反

应，这意味着无法采用该模型研究移植肿瘤与特异性

免疫系统的相互作用和评估免疫治疗方法及药物的

作用效果［１ － ２］，限制了近年来活跃的肿瘤免疫治疗及

其基础研究。 因此，建立既能保留人体肿瘤生物学特

性，又具有正常免疫功能的动物模型是肿瘤研究尤其

是肿瘤免疫研究的迫切需要。 本研究拟建立可适用

于病人来源的，且免疫功能相对正常的人肿瘤异种移

植动物模型，从而为肿瘤研究，尤其是肿瘤免疫研究

提供新的临床前研究模型。 ＫＭ 小鼠由于繁殖周期

短、多胎妊娠和抵抗力强，是常用的宫内移植实验对

象。 本文在前期工作的基础上［３］ 继续探讨了妊娠小

鼠子宫内胎鼠腹腔注射人肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞对胎鼠成

活率和生长发育的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠，８ 周龄，体重 ３０ ～ ４０ ｇ，购于湖

南斯莱克景达实验动物有限公司［ＳＣＸＫ （湘） ２０１３
－０００４］。 雌鼠经配种、生产后备用。 饲养于江西中

医药大学实验动物科技中心［ＳＹＸＫ （赣） ２０１７ －
０００４］。 实验获得江西中医药大学实验动物伦理委员

会的批准（伦理审查证号：ＪＺＬＬＳＣ２０１７⁃００２１），并按实

验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞购自上海细胞研究所，由江

西中医药大学中药资源与民族药研究中心提供。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠（批号为 ９２２Ｌ０３５），购自德国默克

制药公司；盐酸布比卡因（批号为 Ｄ１１０２Ａ），购自大

连美仑生物技术有限公司；通用型中性组织固定液

（４％多聚甲醛）（批号为 １７５０３０），购自武汉赛维尔

生物科技有限公司；磷酸缓冲盐溶液 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）（批号为 ２０１７１１０８），购自天津市

灏洋生物制品科技有限责任公司；ＤＭＥＭ 高糖培养

基（含双抗，青霉素 １００ Ｕ ／ ｍＬ，链霉素 １００ μｇ ／ ｍＬ）
（批号为 ２０１７０８１２），购自天津市灏洋生物制品科技

有限责任公司；胎牛血清（批号为 ＲＹ３２０１），购自天

津市灏洋生物制品科技有限责任公司；胰蛋白酶

（批号为 Ｔ１３００），购自北京索莱宝科技有限公司；台
盼蓝染液（批号为 ２０１６１１２２），购自北京索莱宝科技

有限公司。 拉制仪（型号为 ＰＣ⁃１），购自日本成茂公

司；微量注射器（型号为 ＩＭ⁃９Ｂ），购自日本成茂公

司；恒温台（型号为 ＴＰ⁃ＳＭＺＳＬ），购自日本东海希多

公司；ＣＯ２ 培养箱（型号为 Ｃ１５０），购自德国宾德有

限责任公司； 全自动脱水机 （型号为 ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ
Ｐｅａｒｌ），购自德国徕卡仪器有限公司；包埋机（型号

为 Ａｒｃａｄｉａ），购自德国徕卡仪器有限公司；切片机

（型号为 ＲＭ２２３５），购自德国徕卡仪器有限公司；染
色封片工作站（型号为 ＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒＸＬ ＋ ＴＳ５０１５ ＋
ＣＶ５０３０），购自德国徕卡仪器有限公司；五人共览显

微镜（型号为 ＤＭ２５００Ｂ），购自德国徕卡仪器有限

公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞置于含 １０％ 胎牛血清、１００
Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖

培养基中，移入培养于 ＣＯ２ 培养箱，于 ３７℃、５％
ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养。 注射前于倒置显微镜

下采用台盼蓝染色法计活细胞数，用 ＰＢＳ 调整细胞

悬液至不同浓度：２􀆰 ５ × １０７ ／ ｍＬ、５ × １０７ ／ ｍＬ 和

７􀆰 ５ × １０７ ／ ｍＬ，即时备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验动物分组、手术及术后观察

选取雄性种鼠和经产的雌性种鼠，在交配前分

开隔离饲养。 下午 １∶ １合笼，第二天检查阴栓，发现

阴栓当天定为 ０ ｄ。 孕鼠随机分为 ５ 组，于孕 １４ ｄ
开腹腔行子宫内注射，即向每只胎鼠腹腔注射 １０
μＬ 不同浓度的 ＨｅｐＧ２ 细胞悬液，对照组注射等量

无菌 ＰＢＳ 溶液，全部胎鼠注射完成后缝合，假手术

组孕鼠只开腹腔不进行胎鼠腹腔注射，直接缝合。
手术具体方法如下：孕鼠腹腔注射 １􀆰 ５％ 戊巴

比妥钠溶液（７０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉，放置在恒温台上，仰
卧，固定。 ７５％酒精消毒并剃光腹部毛发。 下腹部

做 １ ｃｍ 的纵向切口，用湿润棉签轻轻舒展筋膜，并
将妊娠子宫从切口中牵出，确定左、右卵巢，记录胎
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鼠数量后将子宫放回腹腔。 其后逐只牵出进行注

射，注射针头由外径 １ ｍｍ 的毛细玻璃管拉制，术中

不断用 ３７°Ｃ 预热生理盐水湿润子宫。 记录胎鼠注

射可能出现的出血、囊液渗出、囊膜外突、胎鼠损伤

等手术并发症。 注射完成后，小心抽离注射针，将
胎鼠小心放回腹腔。 用 ５⁃０ 编织可吸收缝线缝合筋

膜，５⁃０ 不可吸收缝线缝合皮肤。 于切口处皮下注

射 ０􀆰 ０５％盐酸布比卡因溶液（５ ｍｇ ／ ｋｇ）以减少孕鼠

痛苦。 将孕鼠放置在保温台上保持体温，直至其醒

来。 醒来后转移至铺有厚纱布的笼具里，并置于安

静的区域直到生产。
第二天检查孕鼠有无阴道出血、腹部收缩或烦

躁等流产征兆。 其后每天观察，注意伤口红肿、发
炎、伤口分离和感染等症状。 记录每组孕鼠分娩及

胎鼠成活情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 经子宫内腹腔注射胎鼠的出生后生长发育

指标测定

考察出生后存活的乳鼠发育状况，包括观察是

否存在外观畸形，定期称重，并记录耳廓分离、牙萌

出、出毛、睁眼时间、张耳、雄性睾丸下降、雌性阴道

开口等一般生理发育和运动发育、神经肌肉发育、
反射和感觉功能等特殊生理发育指标的达标

时间［４ － ６］。
选取成年后部分小鼠，摘眼球取血后，解剖观

察肝、肺、肾等主要脏器有无畸形、病变，并取心、
肝、肺、肾、胃、十二指肠、空肠、回肠和盲肠，用 ４％
多聚甲醛组织固定液固定，梯度乙醇脱水，常规石

蜡包埋，５ μｍ 连续切片，ＨＥ 染色，显微观察各组小

鼠主要脏器的病理改变情况。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准误差（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）表示，
用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件包分析，组间比较采用单因素方

差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）评价整体性差异，并进行

方差齐性检验。 采用 χ２ 检验、ｔ 检验进行统计学分

析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 手术并发症

孕鼠中除 １ 只因术中麻醉过量死亡外，其余孕

鼠均未发现感染迹象，每只孕鼠妊娠胎鼠个数为 ２
～ １８ 只，孕鼠及胎鼠具体情况见表 １。

除假手术组外，各组均出现出血、囊液渗出、囊
膜外突等手术并发症，各组总并发症较假手术组差

异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），２􀆰 ５ × １０５ 细胞注射组

囊液渗出、囊膜外突并发症与假手术组间比较差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），对照组囊液渗出并发症、７􀆰 ５
× １０５ 细胞注射组囊液渗出、囊膜外突并发症与假

手术组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与对照组

相比，２􀆰 ５ × １０５ 细胞注射组和 ７􀆰 ５ × １０５ 细胞注射

组总并发症有所增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
２􀆰 ５ × １０５ 细胞注射组囊液渗出、囊膜外突并发症

与对照组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），７􀆰 ５ × １０５

细胞注射组囊膜外突并发症与对照组相比差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。
表 １　 手术孕鼠、胎鼠情况及各组手术并发症的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ａｎｄ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

细胞注射组（细胞数）
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ）

２􀆰 ５ × １０５ ５􀆰 ０ × １０５ ７􀆰 ５ × １０５

手术孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ８ ３０ １７ １０ １４

妊娠胎鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ８８ ４２６ ２４０ １２２ １７５

出血数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｌｅｅｄｉｎｇ （Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ） ０（０） ３（０􀆰 ７） １（０􀆰 ４） ０（０） ３（１􀆰 ７）

囊液渗出数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｙｓｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ （Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ） ０（０） ６（１􀆰 ４）∗ １５（６􀆰 ２）∗∗△△ ２（１􀆰 ６） ７（４􀆰 ０）∗

囊膜外突数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｐｓｕｌｅ ｅｖａｇｉｎａｔｉｏｎ （Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ） ０（０） ０（０） ５（２􀆰 １）∗∗△△ ０（０） ２（１􀆰 １）∗△

胎鼠损伤数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ （Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ） ０（０） ０（０） ０（０） ０（０） ０（０）

并发症总数（百分比，％ ）
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ （Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ） ０（０） ９（２􀆰 １）∗∗ ２１（８􀆰 ８）∗∗△△ ２（１􀆰 ６）∗∗ １２（６􀆰 ８）∗∗△△

注：与假手术组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与对照组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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２􀆰 ２　 妊娠结局

因正常ＫＭ 小鼠生产在孕１８ ～ ２０ ｄ 之间，故将生

产天数少于 １８ ｄ 孕鼠认定为早产孕鼠；术后观察有流

产迹象且超出孕 ２６ ｄ 仍未生产孕鼠认定为流产孕鼠。
各注射组的胚胎丢失率较假手术组高，差异均

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 细胞注射组与对照组相比，

胚胎丢失率有所增加，其中 ７􀆰 ５ × １０５ 细胞注射组

较对照组差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 ２）。
２􀆰 ３　 经子宫内腹腔注射胎鼠的发育状况

结果表明，各细胞注射组顺利分娩的胎鼠与假

手术组相比，差异无显著性。 对照组与假手术组相

比，虽差异无显著性，但体重有所增加（见图 １）。
表 ２　 各组孕鼠妊娠结局的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

细胞注射组（细胞数）
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ）

２􀆰 ５ × １０５ ５􀆰 ０ × １０５ ７􀆰 ５ × １０５

手术孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ８ ３０ １７ １０ １４

正常生产孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｐａｒｔｕｒｉｔｉｏｎ ｍｉｃｅ ６ １３ ４ ２ ２

早产孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｌａｂｏｕｒ ｍｉｃｅ ０ ０ ０ ０ ０

流产孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｂｏｒｔｉｎｇ ｍｉｃｅ ２ １７ １３ ８ １２

难产死亡孕鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｄｉｅｄ ｏｆ ｄｙｓｔｏｃｉａ ０ ０ ０ ０ ０

妊娠胎鼠数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ８８ ４２６ ２４０ １２２ １７５

存活乳鼠数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｉｃｅ

（Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ）
４８（５４􀆰 ５） ４４（１０􀆰 ３）∗∗ １６（６􀆰 ７）∗∗ １０（８􀆰 ２）∗∗ ７（４􀆰 ０）∗∗△

流 ／ 死产乳鼠数（百分比，％ ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｂｏｒｔｅｄ ｏｒ ｄｅａｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｉｃｅ

（Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，％ ）
４０（４５􀆰 ５） ３８２（８９􀆰 ７）∗∗ ２２４（９３􀆰 ３）∗∗ １１２（９１􀆰 ８）∗∗ １６８（９６􀆰 ０）∗∗△

注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与对照组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

图 １　 经子宫内腹腔注射胎鼠出生后体质量增长情况

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎ ｕｔｅｒｏ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ
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　 　 经子宫内腹腔注射并顺利分娩的胎鼠，出生时无

形态缺陷，新生鼠继续发育至成年，其一般发育指标、
特殊发育指标，与假手术组相比无明显变化，７􀆰 ５ ×
１０５ 细胞注射组胎鼠的耳廓分离、雄性睾丸下降、爬

行、听觉惊愕和空中翻正反射时间较假手术组有所延

长，但差异均无显著性（见表 ３、表 ４）。 肉眼和 ＨＥ 染

色、镜下观察表明所有注射组各主要脏器的发育正

常，未见异常结构及细胞（见图 ２ ～ １０）。

表 ３　 经子宫内腹腔注射胎鼠出生后的一般生理发育指标（出生后天数）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎ ｕｔｅｒｏ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ （ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙｓ）

指标
Ｉｎｄｉｃｅｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

细胞注射组（细胞数）
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ）

２􀆰 ５ × １０５ ５􀆰 ０ × １０５ ７􀆰 ５ × １０５

耳廓分离
Ａｕｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ３􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５５ ３􀆰 ４９ ± ０􀆰 ７１ ３􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０ ３􀆰 ０２ ± ０􀆰 ５２ ４􀆰 ０９ ± １􀆰 ４１

上牙萌出
Ｏｄｏｎｔｏｓｉｓ ｏｆ ｕｐｐｅｒ ｔｅｅｔｈ ６􀆰 ４１ ± １􀆰 ３４ ７􀆰 ７１ ± １􀆰 ４５ ７􀆰 ５２ ± １􀆰 ７３ ５􀆰 ５０ ± ２􀆰 １２ ７􀆰 ０５ ± １􀆰 ６７

下牙萌出
Ｏｄｏｎｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｔｅｅｔｈ ４􀆰 ２０ ± ０􀆰 ５３ ４􀆰 ０１ ± ０􀆰 ３８ ４􀆰 １２ ± ０􀆰 ５４ ４􀆰 ５１ ± ０􀆰 ７１ ４􀆰 ５５ ± ０􀆰 ７１

出毛
Ｇｒｏｗｉｎｇ ｈａｉｒ ６􀆰 ６７ ± ０􀆰 ８９ ６􀆰 ２６ ± ０􀆰 ６７ ６􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５１ ６􀆰 ０６ ± ０􀆰 ３３ ６􀆰 ５４ ± ０􀆰 ７１

睁眼
Ｏｐｅｎｉｎｇ ｅｙｅｓ １５􀆰 ８９ ± ２􀆰 ７４ １６􀆰 ２５ ± ２􀆰 ６２ １６􀆰 ３３ ± ２􀆰 ０８ １５􀆰 ５０ ± ２􀆰 １２ １５􀆰 ９６ ± １􀆰 ４１

张耳
Ｏｐｅｎｉｎｇ ｅａｒ １５􀆰 ９６ ± ２􀆰 ７４ １５􀆰 ３８ ± ２􀆰 ２７ １６􀆰 ３３ ± ２􀆰 ０８ １６􀆰 １１ ± １􀆰 ４１ １５􀆰 ５３ ± ２􀆰 １２

雄性睾丸下降
Ｍａｌｅ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｄｅｓｃｅｎｔ ２１􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８４ ２１􀆰 ２５ ± １􀆰 ２８ ２０􀆰 １２ ± １􀆰 ９３ ２０􀆰 ４５ ± ２􀆰 ３２ ２２􀆰 ８１ ± ２􀆰 ２９

雌性阴道开口
Ｆｅｍａｌｅ ｖａｇｉｎａｌ ｏｐｅｎｉｎｇ ２５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ９４ ２５􀆰 ８３ ± ０􀆰 ９８ ２５􀆰 ６５ ± １􀆰 ８７ ２５􀆰 １８ ± ２􀆰 １９ ２５􀆰 ０２ ± ２􀆰 ３８

表 ４　 经子宫内腹腔注射胎鼠出生后的特殊生理发育指标（出生后天数）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎ ｕｔｅｒｏ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ （ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙｓ）

指标
Ｉｎｄｉｃｅｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

细胞注射组（细胞数）
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ）

２􀆰 ５ × １０５ ５ × １０５ ７􀆰 ５ × １０５

爬行
Ｃｒａｗｌｉｎｇ ９􀆰 ０９ ± １􀆰 ２７ ９􀆰 ０７ ± １􀆰 ３６ ９􀆰 ２５ ± １􀆰 ３９ ９􀆰 ０９ ± １􀆰 ４２ １０􀆰 ０１ ± １􀆰 ４１

前肢悬挂
Ｆｏｒｅｌｉｍｂ ｈａｎｇｉｎｇ １０􀆰 ０６ ± １􀆰 ２２ ９􀆰 ６４ ± ０􀆰 ８４ ９􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６ ９􀆰 ５９ ± ０􀆰 ７１ ９􀆰 ４９ ± ０􀆰 ７１

断崖回避反射
Ｃｌｉｆｆ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｒｅｆｌｅｘ ２􀆰 ０５ ± ０􀆰 ２６ ２􀆰 １３ ± ０􀆰 ２６ ２􀆰 ７５ ± １􀆰 ５０ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ６３ ２􀆰 ０４ ± ０􀆰 ５６

听觉惊愕
Ａｕｄｉｔｏｒｙ ｓｔａｒｔｌｅ ｒｅｆｌｅｘ １２􀆰 ２８ ± １􀆰 １０ １１􀆰 ９４ ± ０􀆰 ８８ １２􀆰 ００ ± １􀆰 ００ １２􀆰 ９４ ± １􀆰 ５６ １４􀆰 １８ ± ２􀆰 ８３

平面翻正反射
Ｓｕｒｆａｃｅ ｒｉｇｈｔｉｎｇ ｒｅｆｌｅｘ ５􀆰 ９８ ± １􀆰 ２７ ６􀆰 ２３ ± ０􀆰 ６３ ６􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６ ６􀆰 ５ ± ０􀆰 ７１ ６􀆰 ４９ ± ０􀆰 ７１

空中翻正反射
Ａｉｒ ｒｉｇｈｔｉｎｇ ｒｅｆｌｅｘ ７􀆰 ２９ ± ０􀆰 ４５ ７􀆰 ４１ ± ０􀆰 ５２ ７􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０ ７􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６４ １０􀆰 １７ ± ４􀆰 ２４

３　 讨论

１９４８ 年，Ｍｅｄａｗａｒ 等［７］ 通过向一种小鼠子宫内

注射另一种小鼠的细胞，即在胚胎时期接触外来抗

原，使前者出生后小鼠对后者的排斥反应消失，并
首次提出“获得性免疫耐受”概念。 这为器官移植

领域的研究者打开了大门，让其看到了具有正常免

疫功能的机体接纳特定非己抗原特性活体细胞、器
官的可能性。 其后，对“获得性免疫耐受”的机制研

究表明：在胚胎时期，体内已有针对多种抗原的具

有免疫活性的淋巴细胞克隆，此时若与某种抗原

（包括自身的或人工导入的）相遇，与其对应的淋巴

细胞克隆即被破坏或抑制，出生后只对胚胎期曾接

触过的抗原形成耐受，而对胚胎时期从未接触过的
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注：Ａ：假手术组；Ｂ：对照组；Ｃ：细胞注射组（２􀆰 ５ × １０５ ）；Ｄ：细胞注射组（５􀆰 ０ × １０５ ）；Ｅ：细胞注

射组（７􀆰 ５ × １０５）。 下图同。

图 ２　 各组顺利分娩胎鼠成年后心脏病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （２􀆰 ５ × １０５ ）； Ｄ：

ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （５􀆰 ０ × １０５）； Ｅ： ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （７􀆰 ５ × １０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ３　 各组顺利分娩胎鼠成年后肝脏病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ

ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

抗原仍有免疫应答［８］。 研究表明，采用子宫内注射

异体、甚至异种细胞的方法，可诱导免疫耐受［９ － １０］，
并在移植排斥研究领域得到广泛应用［１１］。 本研究

基于此原理，拟通过向孕鼠子宫内的胎鼠注射人源

细胞，建立免疫功能相对正常的人肿瘤异种移植动

物模型，从而为肿瘤研究，尤其是肿瘤免疫研究提

供新的临床前研究模型。
基于上述观点或假定，本研究需建立 ＫＭ 小鼠

子宫内注射方法。 在注射部位的选择上，刘英等［１２］

采用胎鼠腹腔注射成功地建立了人脐血造血干细

胞宫内移植的小鼠模型，其推测宿主腹腔的间皮细

胞可起到支架基质作用，并把造血干细胞不断地输

送到血循环。 据此，本研究采用了胎鼠腹腔注射，
通过前期实验确定了注射时间为孕 １４ ｄ，并采用了

生育耐受性、适应性和经验上都优于初产孕鼠的经

产孕鼠。
因为恶性肿瘤细胞和胚胎组织一样，呈现旺盛

的增殖能力，需先考察注射人肿瘤细胞是否会对胎

鼠的发育产生影响，因此本研究拟先考察注射人肿

瘤细胞对胎鼠的发育的影响。 考虑到其后研究中
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图 ４　 各组顺利分娩胎鼠成年后肺脏病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ

ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ５　 各组顺利分娩胎鼠成年后肾脏病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ６　 各组顺利分娩胎鼠成年后胃病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｍａｃｈ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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图 ７　 各组顺利分娩胎鼠成年后十二指肠病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ

ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ８　 各组顺利分娩胎鼠成年后空指肠病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｊｅｊｕｎｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ

ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ９　 各组顺利分娩胎鼠成年后回指肠病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｌｅｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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图 １０　 各组顺利分娩胎鼠成年后盲指肠病理学观察（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｃｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｗｎ⁃ｕｐ ｆｅｔａｌ

ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

胎鼠接触异种抗原细胞的数量是出生后胎鼠的免

疫功能及耐受情况的重要影响因素，本研究设置了

不同浓度的人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞注射组［１３ － １４］，并设

假手术组及对照组，记录手术情况及孕鼠生产情

况，以及出生小鼠的体重，并对子代鼠的耳廓分离、
上下牙萌出、全身绒毛、睁眼时间、张耳、雄性睾丸

下降、雌性阴道开口等一般生理发育学指标和爬

行、前肢悬挂、断崖回避反射、听觉惊愕、平面翻正

反射、空中翻正反射等特殊生理发育指标进行评

价，选取成年小鼠解剖观察肝、肺、肾等主要脏器有

无畸形、病变，并取材进行 ＨＥ 染色，显微观察各组

小鼠主要脏器的病理改变情况。
实验结果表明，与假手术组相比，孕鼠子宫内

胎鼠腹腔注射组的术中总并发症显著增加；与对照

组相比，个别细胞注射组的囊液渗出、囊膜外突并

发症显著增加，这可能是导致细胞注射组较对照组

胚胎丢失率有所增加的原因之一。 各浓度细胞注

射组子代鼠的体重和生长发育指标差异无显著性，
肉眼观察各主要脏器无病变，显微观察未见异常结

构。 其中对照组及部分细胞注射组与假手术组相

比，虽差异无显著性，但体重有所增加的原因可能

是对照组较假手术组胚胎丢失率高，存活的子代鼠

少，哺乳期从母鼠获得的营养相对较多。
在本实验确定孕鼠子宫内胎鼠腹腔注射人肿

瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞对胎鼠发育影响的基础上，后续实验

还将系统考察子宫注射人源细胞的数量及时间对

顺利出生胎鼠的荷瘤能力和免疫系统功能的影响，
以确定胚胎期经人源肿瘤细胞诱导特异性免疫耐

受的小鼠，是否具备正常免疫力，且独能允许胚胎

时期接触过的肿瘤细胞生长。
在孕鼠子宫内胎鼠腹腔注射后出现的流产等

非正常生产受操作技术影响较大，术中操作不当、
过度压迫胚胎、子宫复位不好压迫供血血管、孕鼠

术后疼痛不适和各种原因造成的手术时间过长均

会导致手术成功率及胎鼠存活率的下降。 为减少

并发症的发生，提高手术成功率，本课题组总结经

验，采取了以下措施：①相较于子宫内胎鼠注射现

普遍采用的微量注射器，本研究用小直径（１ ｍｍ）玻
璃毛细管拉制极细的针头，使进针损伤降至最低。
②手术中对胚胎进行操作时要格外注意，如固定胚

胎时注意捉持力度，在保证准确进针的前提下尽可

能轻柔；胚胎放回腹腔时用预热生理盐水湿润，减
少对胚胎的挤压。 ③术后注射镇痛药，减少孕鼠的

疼痛，缓解不适，保证术后的保暖和护理措施到位。
整个手术过程严格无菌操作，以及不断练习提高和

熟练实验操作技术也是降低流产、早产的发生，提
高手术成功率的重要保证。

通过以上实验，本课题组确认了孕鼠子宫内胎

鼠腹腔注射人肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞不会对胎鼠发育产

生影响，同时提高了子宫内注射操作的技术水平，
为后续继续研究模型小鼠的荷瘤情况和免疫功能

打下了基础。
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