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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激方法构建乳腺癌合并抑郁症小鼠模型核心行

为症状、生物学指标、病理学等改变。 方法 　 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠随机分为正常（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、束缚（ Ｓｔｒｅｓｓ）组、移植瘤

（Ｔｕｍｏｒ）组和束缚移植瘤（Ｓｔｒｅｓｓ＋Ｔｕｍｏｒ，Ｓ＋Ｔ）组，将 ４Ｔ１ 细胞株接种于 Ｔｕｍｏｒ 和 Ｓ＋Ｔ 组小鼠腋下，待成瘤后，给予

Ｓｔｒｅｓｓ 和 Ｓ＋Ｔ 组小鼠束缚应激 ２１ ｄ。 造模期间监测各组小鼠体重、摄食量。 实验结束后，采用糖水偏好、旷场、高架

十字迷宫、强迫游泳等试验评价各组小鼠抑郁样行为。 小鼠处死后，测量小鼠瘤体重量和体积；采用 ＥＬＩＳＡ 方法检

测各组小鼠血清肿瘤标志物糖类抗原（ＣＡ１９９）、癌胚抗原（ＣＥＡ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）以及相关神经递质 ５⁃
羟色胺（５⁃ＨＴ）、去甲肾上腺素（ＮＥ）、皮质酮（ＣＯＲＴ）的含量；运用 ＨＥ 染色法观察小鼠肿瘤和海马组织病理学改

变。 结果　 Ｓ＋Ｔ 组小鼠体重、摄食量显著降低，瘤体重量和体积明显增大，血清肿瘤标志物（ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＶＥＧＦ）水
平显著升高，快感和对新环境的探索欲望减弱，紧张和绝望行为显著增强，血清神经递质 ５⁃ＨＴ 和 ＮＥ 水平显著降

低，ＣＯＲＴ 水平显著升高；另外肿瘤组织细胞排列松散，间质减少，病理性核分裂象增多，海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排

列和形态紊乱，核内空泡化样改变明显。 结论　 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激诱导的乳腺癌合并抑郁

小鼠模型出现了乳腺癌和抑郁症双重典型症状和生物学指标改变，可为乳腺癌合并抑郁实验研究提供较好的模型
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ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｈａｎｇｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ４Ｔ１ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＲＳ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｄｕａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｇｏｏｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ； ｔｕｍｏｒ
ｍａｒｋｅｒ； ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ； ｂｅｈａｖｉｏｒ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 根据世界卫生组织国际癌症研究机构公布

的 ２０２０ 年数据，乳腺癌最新诊断发病率首次超

过肺癌，成为全球发病率第一的癌症 ［１］ 。 随着医

疗策略的转变，人们逐渐意识到乳腺癌的发生不

仅与生理因素有关，还与个人神经、心理因素和

社会环境所造成的压力密切相关。 与其他类型

癌症相比，由于放化疗、乳房切除术、更年期等因

素的副作用，乳腺癌患者的抑郁症发生率显著升

高，而且抑郁情绪又可导致乳腺癌的复发和转

移，从而 直 接 影 响 乳 腺 癌 患 者 的 预 后 和 生 存

率 ［２］ 。 因此，抑郁与乳腺癌之间的联系越来越

受到研究者的重视，然而，目前关于乳腺癌合并

抑郁症 （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＢＣＲＤ）
的研究多倾向于临床，由于临床研究局限性较

多，因此其深层分子机制研究的开展仍需要依

靠动物模型来完成，故探索和构建乳腺癌合并

抑郁症动物模型可为 ＢＣＲＤ 的防治研究，以及

抑郁症和乳腺癌之间的关系研究等提供可靠的

模型参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 由北京华阜康生物科技股份有限公司［ ＳＣＸＫ
（京）２０１９－０００８］提供的 ＳＰＦ 级 ５ 周龄，体重（１３±
２）ｇ 的雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ４０ 只，饲养于河南中医药

大学屏障动物房［ＳＹＸＫ（豫）２０２１－００１５］，饲养环境

温度（２２±２）℃，湿度 ３０％～４０％，适应性喂养 １ 周后

进行造模。 本实验中涉及的动物造模及相关操作

程序得到河南中医药大学伦理委员会审核批准

（ＤＷＬＬ２０２２０６００３），实验设计及动物使用遵循 ３Ｒ
原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

　 　 ４Ｔ１ 小鼠乳腺癌细胞株购于中国科学院典型培

养物保藏委员会昆明细胞库（ＫＣＢ２００９６７ＹＪ），以含

１０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ （内含 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃
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ｇｌｕｔａｍｉｎｅ）完全培养基，置于温度为 ３７ ℃，ＣＯ２ 浓度

为 ５％的培养箱中常规传代培养。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 小鼠 ５ －羟色胺酶联免疫吸附测定试剂盒

（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃００３３ｃ）；小鼠

皮质酮酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规
格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＯＳＥＬ⁃Ｍ０００１）；小鼠去甲肾上腺素

（ＮＡ ／ ＮＥ）酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，
规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃００４７ｃ）；小鼠血管内皮细胞

生长因子 Ｂ（ＶＥＧＦ⁃Ｂ）酶联免疫吸附测定试剂盒

（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ１２２９ｃ）；小鼠

癌胚抗原（ＣＥＡ）酶联免疫吸附检测试剂盒（ ＥＬＫ
Ｂｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ， ４８ Ｔ， 批号： ＥＬＫ１１３０）； 小鼠 ＣＡ１９９
ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ Ｆｉｎｅ Ｔｅｓｔ， 规 格： ４８ Ｔ， 批 号：
Ｍ０８８９Ｉ０３０）；ＨＥ 染液（索莱宝，规格：５００ ｍＬ，批号：
Ｇ１１２０）；ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ１６４０ 培养液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，规格：
５００ ｍＬ，批号：２０２２１２３０）；胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ，
规格： ５００ ｍＬ， 批号： ＲＫ０９４０３ ）。 Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ
Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 型行为学分析系统（北京众实科技有限公

司）；ＢｉｏＴｅｋ ＥＰＯＣＨ 型多功能酶标仪（美国伯腾仪

器有限公司）；全自动生物组织脱水和石蜡包埋机

（Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）； ＤＭ７５０ 型 生 物 显 微 镜 （ 德 国

ＬＥＩＣＡ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组及造模

　 　 ４０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠根据随机数字表法平均分

为正 常 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ） 组、 束 缚 （ Ｓｔｒｅｓｓ ） 组、 移 植 瘤

（Ｔｕｍｏｒ）组和束缚移植瘤（Ｓｔｒｅｓｓ＋Ｔｕｍｏｒ，Ｓ＋Ｔ）组，每
组 １０ 只。 ４Ｔ１ 细胞传代培养后，调整细胞浓度为 ２
×１０７ ／ ｍＬ，除正常组和束缚组外，其余各组小鼠均进

行皮下接种 ０􀆰 １ ｍＬ，７５％乙醇消毒 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠右

腋下皮毛，１ ｍＬ 注射器轻轻刺入皮下，推入细胞悬

液，为保证细胞活力，实验过程将 ４Ｔ１ 细胞悬液置于

含冰块的烧杯中，整个接种过程于 １ ｈ 内完成［３－４］。
待 ７ ｄ 左右成瘤后，除正常组和移植瘤组小鼠外，其
余各组小鼠均接受 ２１ ｄ 束缚应激造模。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物一般情况观察

　 　 体重和摄食量监测：每周记录小鼠摄食量和体

重的改变，并算出各组每只小鼠的平均体重和摄

食量。
肿瘤体积和重量：剥离移植瘤小鼠瘤体，称取

瘤体重量，游标卡尺测量肿瘤体积大小，肿瘤体积

（ｃｍ３）＝ １ ／ ２ａｂ２（ａ 为肿瘤长径，ｂ 为肿瘤短径）。

１􀆰 ３􀆰 ３　 动物行为学检测

　 　 糖水偏好试验（ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＳＰＴ）是
评估动物快感缺失症状及抑郁程度的重要手段。
将小鼠单笼饲养，第 １ 天给予小鼠两个均装满 １％
蔗糖水的饮水瓶；第 ２ 天给予小鼠两个饮水瓶，一个

装纯净水，一个装 １％蔗糖水；第 ３ 天禁食禁水；第 ４
天正式试验开始时同时给予小鼠 １ 瓶纯净水和 １ 瓶

１％蔗糖水，１ ｈ 后同时取走两个水瓶并称重，根据公

式：糖水偏好 ＝糖水消耗量 ／总耗水量×１００％，计算

各组动物糖水偏好。
强迫游泳试验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＦＳＴ）过程

中的不动时间为反映动物绝望行为的主要指标。
将小鼠放入注水的强迫游泳桶中进行 １５ ｍｉｎ“前游

泳”，２４ ｈ 后，将小鼠再次置于游泳桶中进行 ５ ｍｉｎ
“测试游泳” 并录像，评测小鼠游泳行为与不动

行为。
旷场试验（ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ＯＦＴ）主要用来评价

动物的自主运动能力，探索紧张、抑郁等行为。 将

小鼠放入 ４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ 规格且内部和底部

为灰色的旷场箱底部中心位置，计时的同时进行视

频采集， 观察 ５ ｍｉｎ 内小鼠的活动情况， 运用

Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 行为学分析系统对各组小

鼠活动情况和行为进行分析和评价。
高架十字迷宫试验 （ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ⁃ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，

ＥＰＭ）是一个简单、快速、结果重复性好的焦虑检测

模型，由两条开放臂（５０ ｃｍ×１０ ｃｍ）、两条封闭臂

（５０ ｃｍ×１０ ｃｍ×３５ ｃｍ）和连接四臂的中央区（１０ ｃｍ
×１０ ｃｍ）组成，距离地面高 ６０ ｃｍ。 在中央区正上方

１􀆰 ５ ｍ 处安置摄像头。 将小鼠面向闭合臂放入迷宫

中央格，计时的同时进行视频采集，记录 ５ ｍｉｎ 内小

鼠的活动情况，运用 Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 行为

学分析系统对各组小鼠开放臂、封闭臂进入次数和

停留时间进行分析。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠血清神经递质（５⁃ＨＴ、ＣＯＲＴ、ＮＥ）和肿

瘤标志物（ＶＥＧＦ、ＣＥＡ、ＣＡ１９９）含量检测

　 　 将各组小鼠全血样品室温放置 １ ｈ 后，４ ℃，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上清进行检测。 分别设

定标准孔、空白孔和样本孔。 标准孔内按要求加入

５０ μＬ 倍比稀释的标准品，空白孔加入 ５０ μＬ 样本

稀释液，样本孔加入 ５０ μＬ 待测样本（每个样本设

立 ３～５ 个复孔），然后按照要求分别加入生物素化

抗体工作液，３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ，洗板，加入加酶结合

工作液 １００ μＬ，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，洗板，加入底物溶
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液 ９０ μＬ，３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，当标准孔出现明显梯度

时（前 ４ 个显色孔出现明显蓝色梯度），每孔加入终

止液 ５０ μＬ，立即用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长测量各孔

的光密度（ＯＤ 值）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 小鼠海马和肿瘤组织病理改变观察

　 　 石蜡切片脱蜡、水化———苏木素染色 ５ ｍｉｎ———
流水冲洗 １ ｍｉｎ———１％盐酸酒精分色———伊红染

色———自来水冲洗 ３０ ｓ———梯度乙醇脱水———二甲

苯透明———封片———显微镜观察拍照。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件对数据进行分析，计
量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）描述。 方差齐性且

符合正态分布数据时，采用 Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法

对数据进行分析，组间比较采用 ＬＳＤ 检验，数据不

符合方差齐性组间比较采用 Ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠体重和摄食量比较

　 　 如图 １ 所示，束缚组、移植瘤组和束缚移植瘤组

小鼠体重和摄食量较正常组均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
束缚组和束缚移植瘤组小鼠体重较束缚组显著增

加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；束缚移植瘤组小鼠摄食量较束缚组和

移植瘤组显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜

０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠体重和摄食量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ
ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 各组小鼠肿瘤重量和体积比较

　 　 如图 ２ 所示，与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小

鼠肿瘤重量和体积均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 各组小鼠行为学检测结果

　 　 快感缺失变化如图 ３ 所示，与正常组比较，其余

３ 组小鼠糖水消耗显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组和

移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠糖水消耗量显著

减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
绝望行为变化如图 ４ 所示，与正常组比较，其余

３ 组小鼠 ５ ｍｉｎ 不动时间显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），其中

注：与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠肿瘤重量和体积比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移

植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠糖水偏好比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ
＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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束缚组和束缚移植瘤组小鼠 ５ ｍｉｎ 不动次数也显著

增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组比较，移植瘤组小鼠不动

时间和次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），束缚移植瘤组不动

次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移

植瘤组小鼠不动时间和次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

自主运动和紧张意识的变化如图 ５ 所示，与正

常组比较，其余 ３ 组小鼠总运动距离和中央区进入

次数显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），其中束缚和束缚移植瘤组

小鼠中央区停留时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组

比较，移植瘤组小鼠中央区停留时间显著增加（Ｐ＜

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠 ＦＳＴ 过程中 ５ ｍｉｎ 不动时间和不动次数比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ５ ｍｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ＦＳＴ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组小鼠 ＯＦＴ 过程总运动距离、中央区进入次数和停留时间比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｖｅｄ， ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ， ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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０􀆰 ０１）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠中央区

停留时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
焦虑行为变化如图 ６ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠开放臂停留时间比例显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），
束缚组和束缚移植瘤组小鼠开放臂进入次数比例

显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与束缚组比较，移植瘤组小鼠

开放臂进入次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比

较，束缚移植瘤组小鼠开放臂进入次数和停留时间

比例显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组小鼠 ＥＰＭ 过程开放臂进入次数和停留时间比例比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ⁃ａｒｍ ｏｆ ＥＭＰ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 各组小鼠血清神经递质含量

　 　 ５⁃ＨＴ 含量如图 ７Ａ 所示，与正常组比较，其余各

组小鼠血清 ５⁃ＨＴ 含量显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚

组比较，移植瘤组 ５⁃ＨＴ 显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），而束缚

移植瘤组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束

缚移植瘤组 ５⁃ＨＴ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＣＯＲＴ 含量如图 ７Ｃ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠血清 ＣＯＲＴ 含量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
束缚组比较，移植瘤组小鼠血清 ＣＯＲＴ 含量显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５），而束缚移植瘤组小鼠 ＣＯＲＴ 含量显著

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小

鼠 ＣＯＲＴ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＮＥ 含量如图 ７Ｂ 所示，与正常组比较，其余各

组小鼠血清 ＮＥ 含量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组

比较，移植瘤组小鼠血清 ＮＥ 含量显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠血清

ＮＥ 含量显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 各组小鼠血清肿瘤标志物含量

　 　 ＣＥＡ 含量如图 ８Ａ 所示，与正常组和束缚组比
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较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清 ＣＥＡ 含量显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组

小鼠血清 ＣＥＡ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＶＥＧＦ 含量如图 ８Ｂ 所示，与正常组和束缚组比

较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清 ＶＥＧＦ 含量

显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤

组小鼠血清 ＶＥＧＦ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＣＡ１９９ 含量如图 ８Ｃ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠血清 ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
束缚组比较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清

ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，
束缚移植瘤组小鼠血清 ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 小鼠肿瘤和海马组织病理改变

　 　 肿瘤组织病理改变如图 ９ 所示，小鼠离体瘤呈

不规则球形或椭圆形，可见丰富的血管，呈肉样红

色，部分瘤体有黑色的坏死区，质硬。 ＨＥ 染色显

示，移植瘤组小鼠移植瘤组织肿瘤细胞界限不清，
细胞排列无规则，呈巢团状，间质细胞较少，可见较

多病理性核分裂象；束缚移植瘤组小鼠移植瘤组织

细胞排列较松散，间质细胞较移植瘤组减少，核大

深染，病理性核分裂象较移植瘤组增多。
海马 ＣＡ３ 区组织病理改变 ＨＥ 染色结果如图

１０ 所示，正常组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排列

整齐，细胞形态规则，间隙清晰；束缚组小鼠海马

ＣＡ３ 区神经元细胞数量减少，细胞核内空泡样改

变明显，细胞间隙增大，连接松散；移植瘤组小鼠

和束缚移植瘤组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排列

紊乱，形态不规则，细胞间隙不清，核内空泡化样

改变明显。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组小鼠血清神经递质 ５⁃ＴＨ、ＮＥ 和 ＣＯＲＴ 含量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ５⁃ＨＴ， ＮＥ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组小鼠血清肿瘤标志物含量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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图 ９　 小鼠瘤块肉眼形态特征及肿瘤组织病理改变

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

图 １０　 各组小鼠海马 ＣＡ３ 区组织病理改变

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

　 　 随着乳腺癌合并抑郁症研究的不断深入，此两

种疾病之间的密切关系被越来越多的研究所揭示。
由于人体研究的局限性，动物模型成为了疾病研究

中的重要载体。 乳腺癌合并抑郁症动物模型的构

建可为阐释乳腺癌和抑郁症之间的关系及相互影

响机制研究起到重要的辅助作用。
基于此，本研究首先以 ４Ｔ１ 炎性乳腺癌细胞接

种于 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠腋下的方式建立了经典的乳腺癌

小鼠模型，该模型构建方法成熟，动物生存期较长，
是临床乳腺癌药物筛选使用最多的一种动物模

型［５－６］。 其次，在该经典乳腺癌小鼠模型的基础上

采用慢性束缚应激方法进行抑郁症造模，慢性束缚

应激是抑郁症常用的造模手段，可重复性好，能够

模拟抑郁症兴趣缺失的核心症状［７］。 故本研究运

用 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激方法构

建 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠乳腺癌合并抑郁模型不失为一次有

益的探索。
ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 为较常见的肿瘤标志物，其中

ＣＥＡ 为肿瘤细胞增殖活力敏感指标，当患者病情进

入恶化阶段时，其水平可呈明显的上升趋势［８］。
ＣＡ１９９ 是一种类粘蛋白的糖蛋白成分，消化系统、

呼吸系统和妇科等恶性肿瘤患者血清中均会出现

异常的升高，是早期筛查恶性肿瘤的辅助指标［９］。
临床研究显示恶性乳腺癌患者血清 ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ
的水平显著高于良性和正常对照组［１０］，另外在腋下

接种 ４Ｔ１ 细胞株的乳腺癌小鼠血清中同样也观察到

了 ＣＥＡ 水平的显著升高［１１］。 血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）作为血管生成的主要调控因子，在健康人

组织和血清中 ＶＥＧＦ 呈低表达，而在肿瘤患者中其

表达异常升高，与乳腺癌的发展、复发和转移密切

相关［１２－１３］。 吕思琦等［１４］研究观察到恶性乳腺癌患

者术前血清 ＶＥＧＦ 的表达显著高于良性患者和健康

人。 吴梓政等［１５］ 运用含二甲基苯蒽的芝麻油建立

乳腺癌小鼠模型，并在其血清中检测到 ＶＥＧＦ 水平

的显著升高。 由此可见 ＣＥＡ、ＣＡ１９９ 和 ＶＥＧＦ 可作

为乳腺癌诊断和评估的重要依据。 据本研究结果

可知，移植瘤组小鼠血清中 ＣＡ１９９、ＣＥＡ 和 ＶＥＧＦ 水

平升高，给予慢性束缚应激后小鼠血清中 ３ 种肿瘤

标志物较单纯移植瘤组显著增加。 此外结合对肿

瘤重量、体积分析结果可知，慢性束缚应激联合移

植瘤组小鼠肿瘤重量和体积均较单纯移植瘤组小

鼠显著增加，同时结合肿瘤病理表现推测慢性束缚

应激可能会促进乳腺癌的进展。
抑郁症动物模型构建中其症状须与抑郁症患
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者具有相同的表现，例如食欲不振、体重下降、快感

缺失、行为绝望及社交障碍等［１６］。 故本试验主要针

对抑郁症以上几个方面的行为改变选择强迫游泳、
糖水偏好、旷场和高架十字迷宫试验对模型小鼠的

行为学进行了评价。 另外，本研究还针对与抑郁症

病变密切相关的神经递质 ５⁃ＨＴ、ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 水平

以及海马病理改变进行了观察，与行为学指标协同

佐证，以评价各组小鼠的抑郁状态。 研究结果显

示，在造模 ３ 周后，乳腺癌小鼠出现快感缺失、绝望、
恐惧心理增加和对新环境的探索欲望下降等行为

学表现，而体内的神经递质水平也出现了不同程度

的改变。 而接受慢性束缚应激的乳腺癌小鼠，其抑

郁样行为以及体内神经递质水平变化均较乳腺癌

小鼠更为明显，其抑郁程度较单纯乳腺癌小鼠更为

严重。 另外该结果在食欲及海马病理改变上也得

到了进一步验证，接受束缚应激的乳腺癌小鼠食欲

较乳腺癌小鼠下降更为明显，且海马 ＣＡ３ 区神经元

排列、形态、空泡化等改变均较单纯乳腺癌组小鼠

严重，虽然其体重改变与乳腺癌组小鼠无明显差

异，但是接受束缚应激的乳腺癌小鼠的瘤体显著重

于乳腺癌小鼠，因此两组小鼠体重无显著差异与瘤

体重量的影响有关。 另外，根据实验结果可知，在
本研究中观察到乳腺癌小鼠也表现出了部分抑郁

样行为，这可能与移植瘤体造成小鼠身体机能和行

动能力下降有关，但此时动物模型的抑郁程度个体

差异较大，如在单纯的乳腺癌模型基础上开展抑郁

研究，模型的可重复性较差。 因此，只有在乳腺癌

动物模型的基础上再施加一定的抑郁症造模措施，
得到稳定的乳腺癌合并抑郁症动物模型后，其抑郁

样行为、神经递质水平等才会出现显著而稳定的改

变，更适合乳腺癌合并抑郁的深入机制研究。
因此，４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应

激诱导的乳腺癌合并抑郁症小鼠模型不仅在乳腺

癌标志物等方面表现出明显的异常，同时也出现了

典型抑郁症症状和相应的神经递质改变，可为乳腺

癌合并抑郁发病机制以及药物防治研究提供较好

的模型参考。
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