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ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 乳腺癌小鼠不同周龄肿瘤微环境中
免疫细胞的组成变化
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 乳腺癌转基因小鼠的致瘤特性及肿瘤微环境中免疫细胞的

组成变化。 方法　 准备 ８ 组在 ４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８ 周龄的 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 雌性小鼠（以 ＦＶＢ 小鼠为背景）以
及 １ 组 ８ 周龄 ＦＶＢ 雌性小鼠，对其血常规进行检测，通过组织病理学切片观察乳腺的病理变化及肺转移情

况，通过流式细胞术分析血液、脾、肿瘤中的免疫细胞。 结果　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠 ４ ～ ６ 周龄时乳腺导管出现

腺管样病变，８ ～ ９ 周龄时导管部分长至生长边界，此后逐渐突破腺体边界，在 ８ ～ １２ 周龄时形成早期乳腺

癌，在 １０ ～ １４ 周龄时出现晚期乳腺癌的特征。 在 １２ 周龄时部分小鼠肺部分出现可见转移病灶，１４ 周龄肺部

转移灶明显增多；随着周龄增长，小鼠血液中白细胞、中性粒细胞、血小板逐渐增多，而淋巴细胞、红细胞则呈

逐渐下降趋势；流式细胞术提示随着周龄增长，小鼠脾、肿瘤中 Ｔ 细胞比例逐渐下降，血液、脾、肿瘤中 ＭＤＳＣｓ
逐渐增加，肿瘤中 ＮＫ 细胞也逐渐增加。 结论　 本研究对不同周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠模型的血常规、病理及

组织中的免疫细胞进行分析，为乳腺癌恶性进展过程中肿瘤免疫微环境的动态变化提供新视角。
【关键词】 　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠；乳腺癌；肺转移；肿瘤微环境
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　 　 乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一。 最新

癌症统计数据表明乳腺癌发病率在女性癌症中

居于首位［１］。 多项研究已证明，肿瘤介导的免疫

重塑对乳腺癌的进展具有重要影响。 肿瘤微环

境（ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）包括免疫细胞、
肿瘤细胞、肿瘤相关成纤维细胞、细胞外基质及

周围的血管等多个组成部分，构成了一个复杂的

生态系统［２］。 免疫微环境作为肿瘤微环境的一

个重要组成部分，随着肿瘤病情的恶化，免疫微

环境涉及免疫细胞状态（如具有高度可塑性肿瘤

相关巨噬细胞）、群体结构（造血干细胞分化）、运
输模型（选择性地招募免疫抑制细胞到转移微环

境）以及细胞间的通信网络等各种变化。 因此，
深入探索乳腺癌发展过程中癌症进展和免疫群

体变化特征，有助于为免疫治疗提供更好的靶向

策略和个性化治疗方案。
乳腺肿瘤病毒（ｍｏｕｓｅ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｖｉｒｕｓ，

ＭＭＴＶ）⁃多瘤病毒中间 Ｔ 抗原（ｐｏｌｙｏｍａ ｍｉｄｄｌｅ Ｔ⁃
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰｙＭＴ）乳腺癌转基因小鼠，被认为是乳腺

癌研究的经典模型［３］。 此种乳腺癌模型经历了

原发性肿瘤进展的 ４ 个典型阶段：增生、腺瘤、早
期和晚期癌，同时从癌前病变进展为恶性肿

瘤［４］。 相较于其他乳腺癌动物模型，ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
乳腺癌小鼠表现出疾病进展稳定，６ ～ ８ 周龄的

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 雌性小鼠会发展出乳腺肿瘤，１００％
的肿瘤渗透率，并且 ８０％ ～ ９０％的小鼠会在 １４ ～
１６ 周龄自发出现肺转移。 此外 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小

鼠模型在发生、发展过程中，伴随着炎性细胞的

浸润及血管形成，有较好的乳腺癌发生发展病理

特征和完整的免疫系统，与人类乳腺癌的发展过

程极其相似，且具有共同的形态学和转录特征，
为研究与乳腺癌进展及转移相关实验提供了可

靠的动物模型，这可减少外部环境因素对肿瘤微

环境的干扰，有助于乳腺癌原位发展及转移等方

面的研究［４－５］。 课题组前期研究了不同性别

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠的成瘤特点及观察不同时间的

肺转移，为本研究奠定了实验基础［６］。 因此，以
ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 乳腺癌小鼠为研究对象，通过观察

对不同周龄雌性小鼠肿瘤微环境中免疫细胞的

组成变化，为研究乳腺肿瘤的发生、发展、转移以

及药物的筛选与治疗方法提供更加明确的思路

与方向。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取 ＳＰＦ 级雌性 ８ 周龄 ＦＶＢ 小鼠 ５ 只、雌性

４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８ 周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因
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小鼠各 ５ 只，共 ４０ 只，４ ～ １２ 周龄体质量为 ２０ ～
３０ ｇ，１４ ～ １８ 周龄体质量为 ３０ ～ ５０ ｇ。 ＭＭＴＶ⁃
ＰｙＭＴ（ＦＶＢ）转基因小鼠在浙江中医药大学动物

实验中心【ＳＣＸＫ（浙）２０２１－０００３】进行保种扩群，
品系名称为 ＦＶＢ ／ Ｎ⁃Ｔｇ（ＭＭＴＶ⁃ＰｙＶＴ） ６３４ Ｍｕｌ ／ Ｊ。
饲养地点位于浙江中医药大学动物实验中心

【ＳＹＸＫ（浙）２０２１－００１２】。 饲养的环境温度 ２０ ～
２５ ℃，湿 度 ４０％ ～ ６５％， 光 照 为 明 暗 交 替

１２ ｈ ／ １２ ｈ，自由摄食和饮水，循环通风换气。 本

动物实验经浙江中医药大学实验动物管理与伦

理委员会批准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２４０５⁃０５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｔａｑ 酶、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ、 ＭｇＣｌ２、 １０ × ｂｕｆｆｅｒ、
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、６ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 等均购于 ＴａＫａＲａ
公司 （ 批 号： ＡＬ１４６０７Ａ， ＡＪ３０３８７Ａ， ＡＬ１４６０９Ａ，
ＡＮＦ１５６６Ａ，ＡＮ７０６２７Ａ，ＡＬＧ２４５６Ａ），琼脂糖粉购

于广 州 赛 国 生 物 科 技 有 限 公 司 （ 批 号：
ＥＺ７８９０Ｃ４４７），凝胶核酸染料购于苏州优逸兰迪

生物科技有限公司（批号：Ｓ２００９Ｌ），磷酸缓冲盐

溶液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ） 和 ＲＰＭＩ１６４０
培养基购于赛默飞世尔科技有限公司 （批号：
８１２２１６６，８１２１３５３），青霉素⁃链霉素溶液（１００ × ）
购于北京兰杰柯科技有限公司（批号：ＢＬ５０５Ａ），
红细胞裂解液购于北京索莱宝科技有限公司（批
号：ＢＬ５０３Ｂ），胎牛血清购于内蒙古大溪生物科技

有限公司（批号：ＤＸ⁃１００５），流式细胞抗体购于美

国 ＢＤ 公司（Ｂｅｃｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ），包
括 ＣＤ４５ ＰＥ⁃Ｃｙ７ 抗体 （批号： ００６６１６３）、 ＣＤ１１ｂ
ＡＦ７００ 抗体（批号：９２８９０８５）、ＣＤ１１ｃ ＰＥ 抗体（批
号：１２３５７７２）、ＣＤ３ ＦＩＴＣ 抗体（批号：２２９３７８１）、
Ｌｙ６Ｃ ＡＰＣ 抗体（批号：２０４６６４１）、Ｌｙ６Ｇ ＢＶ５１０ 抗

体（批号：０２６８３７６）、ＮＫ１􀆰 １ ＢＶ４２１ 抗体（批号：
Ｂ２４９６２０）、Ｂ２２０ ＡＰＣ⁃Ｃｙ７ 抗体（批号：６０８２７０３）、
ＣＤ４５ ＦＩＴＣ 抗体（批号：１２６０８８１）、ＣＤ３ ＢＶ６０５ 抗

体 （ 批 号： ２０９４３９１ ）、 ＣＤ４ ＰＥ 抗 体 （ 批 号：
２１２２３６６）、 ＰＤ⁃１ ＢＶ４２１ 抗体 （批号： ７１５６９４８）、
ＣＴＬＡ⁃４ ＡＰＣ 抗体（批号：Ｂ３５７１４８）、ＣＤ４４ ＢＶ５１０
抗体（批号：Ｂ３８６１５６）、ＣＤ６２Ｌ ＰＥ⁃Ｃｙ７ 抗体 （批

号： １００５００６ ）、 ＣＤ８ ＡＰＣ⁃Ｃｙ７ 抗 体 （ 批 号：
１００５００４）。 ＰＣＲ 仪 购 于 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司，
Ｔａｎｏｎ⁃２５００ 全自动数码凝胶图像分析仪购于上海

天能科技有限公司，Ｂａｙｅｒ２１２０ 全自动血液细胞分

析仪购于德国西门子公司， 流式细胞仪 ＢＤ
ＦＡＣＳａｎｔｏ 购于美国 ＢＤ 公司，ＡＳＰ２００Ｓ 全自动脱

水机、半自动切片机购于德国 Ｌｅｉｃａ 公司，ＡＰ２８０⁃
２ 包埋机购于德国 ＭＩＣＲＯＭ 公司， ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ
２􀆰 ０ ＲＳ 数字切片扫描仪购于日本滨松光子公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠基因型鉴定

选用雄性 ８ 周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ（ＦＶＢ 背景）与
雌性成年 ＦＶＢ 小鼠合笼交配。 取 ３ 周龄小鼠剪

尾提取 ＤＮＡ 后，进行 ＰＣＲ 扩增，上游引物：５’⁃Ｇ
ＧＡＡＧＣＡＡＧＴＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＧＧ⁃３’，下游引物：
５’⁃ＧＧＡＡＡＧＴＣＡＣＴＡＧＧＡＧＣＡＧＧＧ⁃３’。 反应

条件为：９４ ℃变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ；６４ ℃ １ ｍｉｎ；
７２ ℃ １ ｍｉｎ；３５ 个循环：７２ ℃ ２ ｍｉｎ，充分延伸，扩
增产物为 ５５６ ｂｐ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物实验与采样

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠 ４０ 只，为实验组，
分为 ８ 组，每组 ５ 只，分别为 ４、６、８、１０、１２、１４、１６、
１８ 周龄及 ８ 周龄 ＦＶＢ 小鼠 ５ 只，为阴性对照组。
实验结束后，各组小鼠采用 ＣＯ２ 安乐死后使用心

脏穿刺法收集血液于 ２ ｍＬ 抗凝管中。 收集小鼠

第一对乳房组织及全肺组织，用 ４％多聚甲醛中

固定。 从抗凝管中取 １００ μＬ 血液及小鼠脾和肿

瘤组织，制备单细胞悬液用于流式细胞术检测。
实验流程如图 １ 所示。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血常规检测

将肝素钠采集的抗凝血立即使用全自动血

液细胞分析仪进行检测，主要检测指标有：白细

胞（ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ， ＷＢＣ） 计数、 中性粒细胞

（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ，ＮＵＥＴ）计数、淋巴细胞（ ｌｙｍｐｈｃｙｔｅ，
ＬＹＭＰＨ）百分比、血小板（ ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）计数、红
细胞（ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，ＲＢＣ）计数。
１􀆰 ２􀆰 ４　 病理检测

使用无菌器械剥离小鼠第一对乳房组织及

全肺组织，将组织置于 ＰＢＳ 中轻轻清洗，去除血

液和残留物。 将组织分别置于 ４％多聚甲醛中固

定过夜。 后使用石蜡包埋，脱蜡和复水后，制作

４ μｍ 组织切片用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色，再用乙

醇梯度脱水，二甲苯透明后用中性树胶封片固

定。 采用 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字切片扫描仪进行扫

描，并用 ＮＤＰ． ｖｉｅｗ ２􀆰 ０ 软件对扫描图像进行病

理分析。
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图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ

１􀆰 ２􀆰 ５　 流式检测

实验开始前配制好所需试剂：ＭＡＣＳ 缓冲液

（含 ２％灭活的胎牛血清（５６ ℃水浴，３０ ｍｉｎ）和

１％青霉素⁃链霉素的无菌磷酸缓冲盐溶液）；
Ｈａｒｖｅｓｔ 培养基：含 ２％灭活胎牛血清，１％青霉素⁃
链霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基。

取小鼠血液、脾、肿瘤进行流式细胞术检测

免疫细胞亚群变化。 将小鼠利用 ＣＯ２ 安乐死后，
取约 ０􀆰 ７ ｇ 肿瘤组织及脾组织，放置于预冷的

Ｈａｒｖｅｓｔ 培养基中，使用眼科剪充分将组织剪切成

小块，使用无菌注射器柄轻轻研磨组织，然后使

用 ７０ μｍ 尼龙膜过滤，去除大块组织碎片。 后用

２ ｍＬ Ｈａｒｖｅｓｔ 培养基冲洗滤膜，收集滤液，即为单

细胞悬液。 加入 ３ ｍＬ 红细胞裂解液混匀离心

（１５００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ） 以去除肿瘤组织中的红细

胞，细胞沉淀加入 ＭＡＣＳ 缓冲液清洗两次后，将细

胞重悬于 ＭＡＣＳ 缓冲液中获得单细胞悬液。 将小

鼠利用 ＣＯ２ 安乐死后，取适量小鼠心脏血液于

２ ｍＬ 抗凝管中，取 １００ μＬ 血液于 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管

中，加 １００ μＬ 红细胞裂解液，如上述操作同样制

成单细胞悬液。 取 ２００ μＬ 细胞悬液至 ９６ 孔透明

Ｖ 型底微孔板中，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，去上清；
使用 ＭＡＣＳ 缓冲液清洗 １ 次后加入抗体。 避光孵

育 １０ ｍｉｎ 后，ＭＡＣＳ 清洗 １ 次，加入 ２００ μＬ ＭＡＣＳ
缓冲液重悬细胞，转移至流式管中上机检测。 使

用流式细胞仪 ＢＤ ＦＡＣＳａｎｔｏ 检测并用 ＦｌｏｗＪｏ
１０􀆰 ８􀆰 １ 软件进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据均使用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示，并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 １􀆰 ２ 进行统计分析，
两组间比较，应用独立样本 ｔ 检验进行组间分析；
多组间比较，采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）进行统计分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠的基因鉴定结果

经 ＰＣＲ 扩增后，加入 ２ μＬ ６ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，
混匀，上样 ６ μＬ 于 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶上样孔中，电
泳 ３０ ｍｉｎ 后，结果如图 ２ 所示，含有 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
基因的实验组小鼠在 ５５６ ｂｐ 的位置有条带，阴性

对照组在 ５５６ ｂｐ 处无条带。
２􀆰 ２　 不同周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠血常规变化

特点

本研究选取 ８ 周龄阴性对照组小鼠和 ４ ～ １４
周龄 ＦＶＢ 背景的 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 雌性小鼠，通过对

小鼠心脏取血检测血常规相关指标发现，４ ～ ８
周龄小鼠 ＷＢＣ、ＮＥＵＴ 与阴性对照组相比无明显

变化，在第 １０ ～ １４ 周龄时 ＷＢＣ 和 ＮＥＵＴ 显著增

加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；ＬＹＭＰＨ

８３９



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ７ 月第 ３３ 卷第 ７ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｌｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ７

　 　 　 　 　 　

注：１、２、３、４：实验组；５、６：阴性对照组。

图 ２　 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定

Ｎｏｔｅ． １， ２， ３， ４． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ． ５， ６． ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｙ ＰＣＲ

在第 １０ ～ １４ 周龄时显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；ＲＢＣ 在第 １２ ～ １４ 周龄时

显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；ＰＬＴ 则在 １２
～ １４ 周龄时显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 乳腺组织及肺组织形态学变化特征

２􀆰 ３􀆰 １　 乳腺组织形态变化特点

乳腺组织 ＨＥ 染色结果显示（图 ３），阴性对

照组乳腺处于静止期，乳腺导管上皮细胞排列规

则，管腔无扩张，小叶及腺泡数较少，核仁不明

显；４ ～ ６周龄时，实验组乳腺脂肪组织中腺泡增

表 １　 不同周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠血常规指标变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｏｕｔｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＷＢＣ ／ （１０９ ／ Ｌ） ＮＥＵＴ ／ （１０９ ／ Ｌ） ＬＹＭＰＨ ／ ％ ＲＢＣ ／ （１０１２ ／ Ｌ） ＰＬＴ ／ （１０９ ／ Ｌ）

阴性对照组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ３９ ± ０􀆰 ４０ ０􀆰 ６６ ± ０􀆰 １２ ８８􀆰 ８６ ± １􀆰 ４５ ８􀆰 ７１ ± ０􀆰 １３ １１９４􀆰 ６０ ± ３７􀆰 ３８

４ 周龄
４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ ５􀆰 ９２ ± ０􀆰 ３６ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ０９ ７４􀆰 ６４ ± ２􀆰 １２ ７􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２４ １０１８􀆰 ２０ ± ９８􀆰 ３０

６ 周龄
６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ ８􀆰 ２５ ± １􀆰 ７７ １􀆰 ２０ ± ０􀆰 １９ ８０􀆰 ７８ ± １􀆰 ５１ ８􀆰 ４５ ± ０􀆰 ２１ １０１６􀆰 ２０ ± １４８􀆰 ９５

８ 周龄
８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ ８􀆰 ４１ ± ２􀆰 １１ １􀆰 ２６ ± ０􀆰 ４０ ７７􀆰 ８６ ± ４􀆰 ９８ ８􀆰 １８ ± ０􀆰 ３２ １０５６􀆰 ８０ ± ５５􀆰 ４３

１０ 周龄
１０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ １０􀆰 ７６ ± １􀆰 ４２∗ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ４０∗ ７１􀆰 ０２ ± ６􀆰 ６２∗∗ ８􀆰 ０６ ± ０􀆰 ２０ １２５３􀆰 ４０ ± ７５􀆰 ０７

１２ 周龄
１２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ １２􀆰 ５６ ± ２􀆰 ９５∗∗ ４􀆰 ５５ ± ２􀆰 ４２∗∗ ５２􀆰 １６ ± １０􀆰 ４５∗∗∗∗ ７􀆰 ３８ ± ０􀆰 ３１∗∗∗∗ １３８９􀆰 ６０ ± ６７􀆰 ４０∗

１４ 周龄
１４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ １５􀆰 ８０ ± ２􀆰 ６９∗∗∗∗ ９􀆰 ７９ ± １􀆰 ８１∗∗∗∗ ３３􀆰 ３０ ± ２􀆰 １２∗∗∗∗ ６􀆰 ４７ ± ０􀆰 ４０∗∗∗∗ １４２５􀆰 ００ ± ８８􀆰 ３４∗∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

图 ３　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠乳腺组织病理学变化（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｉｎ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ５）

９３９
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生形成密集的乳腺小叶，并逐渐形成腺瘤，细胞

体积和细胞核也有增大；８ 周龄时小鼠肿瘤细胞

继续浸润，出现了明显的乳腺增生，但还未突破

腺体边界；１０ ～ １２ 周龄时，小鼠乳腺组织大量被

肿瘤细胞浸润，肿瘤细胞呈现多形性，腺体的轮

廓变得不清晰，大部分乳腺小叶结构已难以分

辨；至第 １２ ～ １４ 周龄时，乳腺组织几乎完全被肿

瘤细胞浸润，并且因肿瘤组织快速增长，肿瘤组

织中心出现细胞皱缩或胀大、染色质凝集或呈絮

状等坏死或凋亡表现。 图 ４ 为 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠

乳腺组织形态学变化模式图，显示了 ＭＭＴＶ⁃
ＰｙＭＴ 小鼠乳腺病变的 ４ 个发展阶段。

注：与阴性对照组相比，在不同年龄段的转基因 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠和处于不同发育阶段的导管中观察到 ４ 个肿瘤阶段。

图 ４　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠乳腺组织形态学变化模式

Ｎｏｔｅ． Ｆｏｕｒ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｄｕｃｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｉｎ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３􀆰 ２　 肺组织形态变化特点

肺组织 ＨＥ 染色结果显示（图 ５），阴性对照

组肺内支气管的上皮主要由单层纤毛柱状上皮

构成，肺泡腔为空泡状薄壁结构；ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小

鼠 ４ ～ １０ 周龄时肺组织较正常小鼠无明显变化；
至第 １２ 周龄时，小鼠肺部 ＨＥ 染色可见细胞核增

大、细胞质深染、细胞体积增大。 肿瘤细胞从原

发部位通过血液循环或淋巴系统迁移至肺部，形
成转移灶。 图 ６ 为转移肺结节个数统计。 至 １４
周龄时，转移灶数量较 １２ 周龄明显增多，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 １６ 周龄时肺组织出现严

重的肺转移并伴有弥漫分布的癌巢，表现为非典

型增生，由于癌巢的压迫或浸润导致周围组织的

结构改变，使导管变窄，细胞形态和大小存在差

异，个别情况下可观察到核分裂现象，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 １８ 周龄时肿瘤细胞进一步

恶化和转移，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。
２􀆰 ４　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠血液、脾、肿瘤中免疫细

胞组成特点

２􀆰 ４􀆰 １　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿
瘤中 Ｔ 淋巴细胞的变化规律

　 　 流式细胞术检测不同周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠

血液、脾、肿瘤中 Ｔ 淋巴细胞的变化规律。 如图 ７
所示，ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠与阴性对照组相比，血液

中 Ｔ 淋巴细胞无明显变化趋势。 阴性对照组脾

中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的所占比为（３２􀆰 ００ ± ２􀆰 ５６）％，
ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的所占比为（１２􀆰 ６８ ± ０􀆰 ９４）％。 在第

１０、１２、１４ 周脾中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的所占比分别为

（２６􀆰 ７０ ± ２􀆰 ０７）％、（２４􀆰 ９３ ± ４􀆰 ３６）％、（２２􀆰 ６３ ±
１􀆰 ３４）％，随着小鼠周龄的增加，脾中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞

的比例显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜
０􀆰 ０００１）；在第 １２、１４ 周脾中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的所占

比分别为（７􀆰 ５１ ± １􀆰 ０４）％（６􀆰 ２６ ± ０􀆰 ５９）％，随着

小鼠周龄的增加，脾中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的比例显著降

０４９
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注：红色箭头：气管；黄色箭头：肺泡；蓝色箭头：转移性结节。

图 ５　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肺组织病理学变化（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｔｒａｃｈｅａ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ． Ａｌｖｅｏｌｉ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗｓ． Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｏｄｕｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ５）

注：与阴性对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ６　 转移肺结节个数（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ（ｎ ＝ ５）

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 阴性对照组肿瘤

中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞占比为（５４􀆰 １０ ± ３􀆰 ３７）％，ＣＤ８＋ Ｔ

细胞所占比为（２５􀆰 ８０ ± ２􀆰 ７６）％。 在第 １０、１２、１４
周脾中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的所占比分别为 （ ３７􀆰 ６２ ±
５􀆰 ４８）％、（２５􀆰 ６５ ± ６􀆰 ２６）％、（４􀆰 ７９ ± ２􀆰 ３５）％，随
着小鼠周龄的增加，肿瘤中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的比例显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；在
第 １０、１２、１４ 周肿瘤中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的所占比分别

为（２２􀆰 ０４ ± １􀆰 ０８）％、（２１􀆰 ３８ ± １􀆰 ２４）％、（１４􀆰 ２２
± １􀆰 ８６）％，随着小鼠周龄的增加，肿瘤中 ＣＤ８＋ Ｔ
细胞的比例显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０００１）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿
瘤中自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ，ＮＫ）的变化

规律

如图 ８ 所示，实验组与阴性对照组相比，血液

和脾中 ＮＫ 细胞无明显变化趋势。 阴性对照组肿

瘤中 ＮＫ 细胞所占比为（０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ４８）％，在第

１４９
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注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组不同周龄血液、脾、肿瘤中 Ｔ 淋巴细胞的代表性图片；Ｂ：不同周龄小鼠血液中 ＣＤ４＋ Ｔ 和 ＣＤ８＋ Ｔ

细胞比例统计图；Ｃ：不同周龄小鼠肿瘤中 ＣＤ４＋ Ｔ 和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比例统计图；Ｄ：不同周龄小鼠脾中 ＣＤ４＋ Ｔ 和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比例统计

图。

图 ７　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿瘤中 Ｔ 淋巴细胞的变化规律（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｂｙ ｆｌｏｗ

ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ Ｔ ａｎｄ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ

ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ Ｔ ａｎｄ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｄ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ Ｔ

ａｎｄ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２４９
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１０、１２、１４ 周肿瘤中 ＮＫ 细胞所占比分别为（４􀆰 ４５
± １􀆰 ２９）％、（９􀆰 ６１ ± ０􀆰 ５８）％、（２２􀆰 ８０ ± ２􀆰 ２０）％。
随小鼠周龄的增加，肿瘤中 ＮＫ 细胞的比例显著

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。

注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组不同周龄血液、脾、肿瘤中 ＮＫ 细胞的代表性图；Ｂ：不同周龄小鼠血液中 ＮＫ 细胞比例统计

图；Ｃ：不同周龄小鼠脾中 ＮＫ 细胞比例统计图；Ｄ：不同周龄小鼠肿瘤中 ＮＫ 细胞比例统计图。

图 ８　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿瘤中 ＮＫ 细胞的变化规律（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｂｙ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｄ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２􀆰 ４􀆰 ３　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿
瘤 中 骨 髓 源 性 抑 制 细 胞 （ ｍｙｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）的变化规律

如图 ９ 所示，实验组与阴性对照组相比，阴性

对照组血液中 ＭＤＳＣｓ 细胞的所占比为（２１􀆰 １４ ±
１􀆰 ９５）％，在 １２、１４ 周血液中 ＭＤＳＣｓ 细胞的所占

比分别为（３４􀆰 １８ ± ５􀆰 １９）％、（４３􀆰 ０５ ± １􀆰 ７２）％，
随着小鼠周龄的增加，血液中 ＭＤＳＣｓ 细胞的比例

显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 阴性对照组

脾中 ＭＤＳＣｓ 细胞的所占比为（２９􀆰 ７３ ± ２􀆰 ５１）％，
在 １２、１４ 周脾中 ＭＤＳＣｓ 细胞的所占比分别为

（６２􀆰 ６３ ± １０􀆰 ０４）％、（７８􀆰 ６０ ± ５􀆰 １２）％，随着小鼠

周龄的增加，脾中 ＭＤＳＣｓ 细胞的比例显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 阴性对照组肿瘤中

ＭＤＳＣｓ 细胞的所占比为（１７􀆰 １５ ± ３􀆰 ０６）％，在 １０、
１２、１４ 周肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细胞的所占比分别为

（２７􀆰 ７７ ± １􀆰 ０４）％、（２６􀆰 ８７ ± ２􀆰 １７）％、（２８􀆰 ６１ ±
３􀆰 １７）％，随着小鼠周龄的增加，肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细

胞的比例显著增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。
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注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组不同周龄血液、脾、肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细胞的代表性图；Ｂ：不同周龄小鼠血液中 ＭＤＳＣｓ 细胞比

例统计图；Ｃ：不同周龄小鼠脾中 ＭＤＳＣｓ 细胞比例统计图；Ｄ：不同周龄小鼠肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细胞比例统计图。

图 ９　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠不同周龄血液、脾、肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细胞的变化规律（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＭＤＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃ．
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｄ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＤＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＭＤＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

３　 讨论

乳腺癌的自然病史包括经过明确的病理和

临床阶段的进展，癌症发展过程涉及多个阶段，
从导管或小叶过度增生开始，逐渐演变为原位癌

和浸润癌，最终发展为转移性疾病［７］。 本研究记

录并观察了乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因雌性小鼠

不同周龄肿瘤的发生、发展和转移情况。 ＭＭＴＶ⁃
ＰｙＭＴ 小鼠发病过程分为 ４ ～ ６ 周龄乳腺增生期，
８ ～ ９ 周龄腺瘤期，８ ～ １２ 周龄早期癌以及 １０ ～
１４ 周龄晚期癌 ４ 个阶段。 课题组前期发现雌性

小鼠肿瘤细胞在 １２ 周龄侵入肺部，到 １６ 周龄时

已能检测到明显的肺转移［６］。 本研究对 ６ ～ １８
周龄小鼠肺部进行病理切片，揭示了肿瘤从局部

侵袭到远处转移的病理变化，与课题组前期研究

结果一致。 为研究肿瘤转移和抗转移治疗提供

了重要依据。
血液中的 ＷＢＣ 共有 ５ 种，即单核细胞、淋巴

细胞、 ＮＵＥＴ、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞。
ＷＢＣ 可以反映人类机体炎性状态，炎症反应的特

征是循环中性粒细胞水平升高，同时循环淋巴细

胞水平下降［８－９］。 ＮＵＥＴ 是白细胞中主要抵御病

４４９
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原体的细胞，在人体免疫系统中起着至关重要的

作用，其细胞数量和功能的变化可反映疾病进

程，病情严重时，ＮＵＥＴ 呈快速上升的趋势。 本实

验血常规检测中发现，雌性 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠随

着周龄的增加，ＷＢＣ 及 ＮＵＥＴ 数量从第 １０ 周时

开始呈上升趋势，明显高于阴性对照组，提示肿

瘤相关炎症反应加剧。 淋巴细胞在体内抗肿瘤

免疫反应中担任关键角色，能够阻止肿瘤细胞的

增殖和转移［１０］。 在癌症患者中，淋巴细胞数量低

与免疫系统的广泛抑制有关，并且往往与较差的

预后有关［１１］。 血常规结果显示，淋巴细胞计数从

第 １０ 周时开始呈下降趋势，提示免疫抑制，导致

小鼠局部免疫力的下降，造成了有利于肿瘤生长

的免疫受损环境。 肿瘤相关性贫血 （ ｃａｎｃｅｒ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｅｍｉａ，ＣＲＡ）主要是指在肿瘤发展过程中

发生的贫血，是恶性肿瘤的常见并发症之一，肿
瘤继发性贫血和恶性肿瘤侵入正常组织导致失

血，骨髓浸润抑制红细胞生成或炎症导致功能性

缺铁密切相关［１２］。 血常规结果显示，小鼠在 １２
周龄时开始出现贫血情况，此时已为 ＭＭＴＶ⁃
ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤发展末期，并且贫血情况随着肿

瘤进展进一步加重。 血小板的增多与恶性肿瘤

发展密切相关，研究发现，恶性肿瘤患者常伴有

血小板增高的现象，尤其是在肿瘤晚期，血小板

的数量会显著上升。 现已有众多证据证实肿瘤

细胞进入血液后会激活凝血系统，通过纤维蛋白

和活化血小板的黏附，形成癌栓，从而促进了肿

瘤细胞的转移和扩散［１３］，同时阻断 ＮＫ 细胞与肿

瘤细胞的直接接触，削弱了机体的抗肿瘤免疫反

应。 癌 栓 过 程 中， 血 小 板 促 循 环 肿 瘤 细 胞

（ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ， ＣＴＣｓ） 上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ） 是形成

新肿瘤病灶的重要机制［１４］。 实验研究发现，在第

１２ 周时，小鼠血小板随肿瘤的发展而升高，提示

肿瘤相关血栓形成，同时 ＨＥ 观察肺转移灶出现。
肿瘤微环境与肿瘤细胞间的相互作用是一

个复杂而动态的过程，其中免疫细胞以 Ｔ 淋巴细

胞为主发挥着关键作用［１５－１６］。 在健康状态下，Ｔ
淋巴细胞能够识别并清除肿瘤细胞。 然而，在肿

瘤微环境中，Ｔ 淋巴细胞的功能可能受到抑制，导
致免疫逃逸。 本实验通过流式细胞术对不同周

龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 雌性小鼠的脾、血液、肿瘤中的 Ｔ

淋巴细胞分析后发现，随着小鼠的年龄增长，小
鼠免疫微环境中 Ｔ 淋巴细胞比例下降提示免疫

微环境中细胞免疫抑制程度增加，免疫屏障功能

受损，从而促进肿瘤的生长和转移。 ＮＫ 细胞是

免疫系统的重要组成部分，可清除多种肿瘤细胞

和异常细胞。 在肿瘤微环境中，许多 ＮＫ 细胞失

去了杀伤能力，有些甚至促进了肿瘤的生长。 研

究发现，肿瘤组织微环境 ＮＫ 细胞表现出异质性

和功能障碍，抑制肿瘤生长的能力遭到破坏，失
去了抗肿瘤功能［１７－１８］。 大部分晚期肿瘤都能逃

避 ＮＫ 细胞的杀伤，本研究观察到第 １２ 周时，肿
瘤中 ＮＫ 细胞比例逐渐增加，杀伤肿瘤细胞的功

能受到抑制。 根据 ＮＫ 细胞在实体瘤中失能的特

征，为进一步恢复肿瘤内 ＮＫ 细胞和增强抗肿瘤

免疫提供新思路。 ＭＤＳＣｓ 是未成熟骨髓细胞的

异质群，通过抑制 Ｔ 细胞、ＮＫ 细胞等免疫细胞的

活性，削弱机体的抗肿瘤免疫反应，从而为肿瘤

细胞的生长和转移创造有利条件［１９－２１］。 本实验

中小鼠 １２ 周时脾、血液、肿瘤中 ＭＤＳＣｓ 细胞比例

则呈逐渐上升态势。 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠随着周龄

的增加，ＭＤＳＣｓ 在细胞中增加，促进了肿瘤转移

微环境形成。 减少 ＭＤＳＣｓ 在转移前微环境的聚

集，可以降低肿瘤细胞的侵袭和转移能力。
综上所述，本研究通过从乳腺癌实验动物不

同周龄的选择出发，有助于更全面地理解乳腺癌

从早期到晚期的发展。 首次利用流式细胞术分

析了肿瘤免疫微环境中细胞组成的变化，不仅提

高了分析的精确度和深度，还揭示了免疫细胞亚

群随时间的动态变化规律，为实验者提供了更准

确地时间节点，从而在最佳时机进行组织取样。
这不仅有助于节省实验时间和物质成本，还能够

有效筛选高效抗肿瘤药物，进一步推动乳腺癌研

究的深入发展。
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