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大鼠胰腺癌和非癌胰腺组织 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ
计数及意义

杨乐平，杨竹林，李青龙，范文涛

（中南大学湘雅二医院 肝胆胰疾病研究室，湖南 长沙 ４１００１１）

　　摘要：目的　探讨大鼠胰腺癌组织和非癌组织中 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ三者间的关系及其意义。方法　
应用 ＡＢＣ免疫组化法测定 １７例大鼠胰腺癌、２２例非肿瘤胰腺组织及 １０例正常胰腺组织石蜡切片标

本中 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ。结果　３６例 ＳＤ大鼠 ３～５个月内二甲苯蒽并诱发的胰腺癌发生率为 ４７．２％。

胰腺癌组织中 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ均值分别为 ７６．５６±１９．９３，１５．５４±５．９３，１４．８７±５．１９，明显高于１０例

正常胰腺组织的 ３０．６３±１４．７７，１１．０１±４．９９和 １１．０４±５．０３以及模型组中非癌胰腺组织的

２４．４２±１１．３２，１０．９９±４．９９和 ９．３１±４．６４，差异均有显著性（均 Ｐ＜０．０１）；且 ５个月组胰腺癌 ＴＡＭ，

ＭＣ计数大于 ３～４个月组（Ｐ＜０．０１）。胰腺癌中 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数之间存在着密切的正相关（ＭＶｖｓ

ＴＡＭ，ｒ＝０．７８８；ＭＶｖｓＭＣ，ｒ＝０．８３２；ＴＡＭｖｓＭＣ，ｒ＝０．６３５）。结论　二甲苯并蒽置入 ＳＤ大鼠胰腺

实质内短期可获得较高的胰腺癌发生率，大鼠胰腺癌中间质浸润的炎症细胞 ＴＡＭ和 ＭＣ具有促进肿瘤

血管生成作用。
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　　肿瘤的微血管计数（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ，ＭＶ）可以直
接反映肿瘤血管生成的程度，与肿瘤进展、浸润和

转移以及患者的预后有密切关系［１－３］。浸润至肿

瘤部位的巨噬细胞分化为肿瘤相关巨噬细胞

（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＴＡＭ），对肿瘤的血管
生成、生长速度、基质形成及溶解有着诸多影

响［４－６］。胰腺癌基质中还分布着一定数量的肥大

细胞（ｍａｓｔｃｅｌｌ，ＭＣ），可以分泌多种生长因子和
细胞因子，对肿瘤的血管生成和肿瘤进展预后也

有明显协同促进作用［６－８］。笔者应用二甲基苯并

蒽（ＤＭＢＡ）置入 ＳＤ大鼠胰腺实质内建立胰腺癌
模型，建模后检测胰腺癌和非癌组织中 ＭＶ，ＴＡＭ，
ＭＣ，并探讨三者的关系。

１　材料与方法

１．１　动物模型
ＳＤ大鼠 ５０只，由湘雅二医院实验动物中心

提供，体重 １５０～２００ｇ，雌雄不分，随机分为２组：
胰腺癌模型组（４０只）和空白对照组（１０只）。动
物术 前 禁 食 ２４ｈ，不 禁 水。２％ 戊 巴 比 妥 钠
１．５ｍＬ／ｋｇ腹腔内注入麻醉，经上腹正中切口２ｃｍ
进腹。胰癌组在暴露胰腺后，于体尾部切开胰腺

被膜及部分实质，深 １ｍｍ，置入 ９ｍｇＤＭＢＡ，缝合
胰腺被膜，关腹后在普通环境中饲养。对照组仅

行胰腺被膜及实质切开和胰腺被膜缝合。每日观

察动物的精神、饮食及活动情况，动物自然死亡或

处死后，立即进行尸检。在第 ３，４，５个月分别随
机处死胰癌组大鼠 ７，９和 ２０只。对照组大鼠于
第 ５个月全部处死。
１．２　病理学观察

（１）大体观察胰腺及全身主要脏器的肉眼改
变；（２）大鼠处死后取胰腺全部及肝、胆囊、胆总
管、胃、肠、肺组织置入 １０％福尔马林固定 １６～
１８ｈ，常规石蜡包埋，苏木素 －伊红（ＨＥ）染色，镜
下观察各脏器病理学改变。

１．３　免疫组化检测 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ
兔抗人第Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体，鼠抗

巨噬细胞 ＣＤ６８单克隆抗体，鼠抗色胺酶（ｔｙｐｔａｓｅ，
ＴＡ）单克隆抗体，生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ，生物素
标记羊抗鼠 ＩｇＧ，ＡＢＣ试剂以及 ＤＡＢＨＣＬ显色试
剂盒均购自武汉博士德公司。

ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ染色方法均为常规 ＡＢＣ免疫组
化法（步骤略）。以培养的血管内皮细胞作为 ＭＶ
染色的阳性对照，以博士德公司提供的阳性切片

作为 ＣＤ６８，ＭＣ染色的阳性对照，以 ０．０１Ｍ磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ每次
染色的阴性或替代对照。由 ２名病理科医师盲法
阅片。ＭＶ的判断：任何被染成棕黄色孤立的内皮
细胞或细胞团，只要能与邻近的 ＭＶ、肿瘤细胞或
其它结缔组织分开，即将它们作为 １个 ＭＶ，不相
连分支血管也作１个 ＭＶ计数。ＴＡＭ和 ＭＣ判断：
ＴＡＭ相关的 ＣＤ６８阳性颗粒和 ＭＣ阳性颗粒多呈
棕黄褐色，分别定位于 ＴＡＭ或 ＭＣ胞浆及胞核中，
细胞形态多样，体积较大，胞浆丰富，外形呈卵圆

形或多边形，偶见融合的多核巨噬细胞。ＭＶ计数
参照 Ｗｅｉｄｎｅｒ法［８］，即 高 倍 镜 （２００倍）下 计 数
１０个癌组织视野内 ＭＶ数，以其平均值为该病例
ＭＶ值。ＴＡＭ和 ＭＣ计数参照 Ｍｏｌｉｎ法［９］，即高倍

镜下观察 ５个视野内 ＴＡＭ，ＭＣ数，求其均值为该
病例计数。

１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行分析。ＭＶ，ＴＡＭ，

ＭＣ计数值属于正态资料，采用成组样本的 ｔ检
验，它们与临床病理特征的关系采用单因素方差

分析；相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。检验水准
α＝０．０５，α＝０．０１。

２　结果

２．１　成模情况
模型组有 ２只大鼠在术后 １个月内自然死

亡，１只在术后 ２个月内自然死亡，另有 １只在第
５个月内胰腺发生纤维肉瘤，上述 ４只不列入统
计范围，故模型组动物数为 ３６只。在模型制作术
后 ３～５个月期间，模型组 ３６只大鼠有 １７只胰腺

７４２
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形成肿块（４７．２％），其中 ３个月有 ２只（２／７，
２８．６％），４个月有 ４只（４／１０，４０．０％），５个月
有 １１只（１１／２０，５５．０％）发生胰腺导管癌（图
１）；对照组均无肿瘤形成，病理证实均为正常胰
腺组织；模型组非癌胰腺组织可见导管上皮不典

型增生等病理改变（１５／１９，７８．９％）（图 ２）。模
型组胰腺外主要脏器均未见肿瘤形成和明显的病

理学改变。

２．２　ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数
胰腺癌组的 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数值均高于正常

胰腺组和非癌模型组胰腺，差异均有高度显著性

（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

表１　正常对照组和胰腺癌组ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数

项目 例数 ＭＶ ＴＡＭ ＭＣ

正常胰腺组织 １０ ２４．８１±５．４１１） １１．０１±４．９９１） １１．０４±５．０３１）

非癌胰腺组织 １９ ２４．４２±１１．３２１） １０．９９±４．９９１） ９．３１±４．６４１）

胰腺癌组织 １７ ７６．５２±１９．９２ １７．４２±５．８２ １４．８７±５．１９

　　注：１）与胰腺癌组织比较，Ｐ＜０．０１

２．３　ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数与致瘤时间的关系
置入后 ＤＭＢＡ后３～４个月与５个月两时段胰

腺癌组比较，除 ＭＶ外，５个月胰腺癌组的 ＴＡＭ～
ＭＣ计数值均大于 ３～４个月组，差异均有高度显
著性（Ｐ＜０．０１）（表 ２）（图 ３－５）。

表２　胰腺癌组ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数与临床病理特征的关系

制模时间（月） 例数 ＭＶ ＴＡＭ ＭＣ

３～４ ６ ８１．８５＋２８．０４ ９．３３＋４．４６ ８．８７＋３．０４

５ １１ ７３．５１±１８．７２ １９．０２±４．４２ １８．１４±２．７３

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．４　大鼠胰腺癌组织中 ＭＶ，ＴＡＭ，ＭＣ计数之
间的相互关系

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分 析显 示，胰 腺 癌 组 中 ＭＶ与
ＴＡＭ计数之间（ｒ＝０．７８８，Ｐ＜０．０１），ＭＶ与 ＭＣ
计数之间（ｒ＝０．８３２，Ｐ＜０．０１）存在着密切正相
关和 ＴＡＭ计数与 ＭＣ计数之间（ｒ＝０．６３５）均存
在明显正相关。

　　　图１　高分化胰腺导管癌，模型组 （ＨＥ×２００） 　　图２　胰腺导管重度不典型增生，模型组 （ＨＥ×２００）

图３　ＭＶ计数１１０个／ＨＰ，中分化胰腺
导管癌，模型组（ＡＢＣ免疫组化法
×２００）

图４　ＴＡＭ计数３８个／ＨＰ，中分化胰腺
导管癌，模型组（ＡＢＣ免疫组化法
×２００）

图５　ＭＣ计数１８个／ＨＰ，中分化胰腺导
管癌，模型组 （ＡＢＣ免疫组化法
×２００）

８４２
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３　讨　论

胰腺癌生物学行为复杂，易浸润转移和易复

发。近年来通过对肿瘤血管生成的研究，认识到

处于血管期生长的肿瘤能够表现出无控制地加

速增长，进一步体现其浸润、转移、复发的潜能

［１－３］。有研究表明，在乳腺癌、大肠癌等恶性肿瘤

中，ＭＶ的高低差异对预后有显著意义［９，１１－１２］。胰

腺癌的 ＭＶ和其他肿瘤一样，能够很好地反映肿

瘤血管生成的程度，对肿瘤的分期、转移、预后等

指标有着较为肯定的相关。本研究显示，模型组

胰腺癌 ＭＶ明显高于正常胰腺和非癌胰腺组织，

表明胰腺肿瘤的血管生成参与了胰腺癌的发生、

发展过程，与国内外的研究基本一致［３，７］。

在恶性肿瘤的间质内有数量不等的炎症细胞

浸润，包括巨噬细胞、肥大细胞及中性粒细胞，推

测它们在介导局部免疫过程的同时，对肿瘤的生

长及肿瘤微环境的构建也发挥极其重要的作

用［７，８］。随着研究的深入，巨噬细胞和肥大细胞对

血管生成的促进作用进一步得到证实。文献报

道，癌间质中 ＴＡＭ，ＭＣ量与肿瘤 ＭＶ呈正相关，

且能诱导和表达多种生成因子和细胞因子，如白

介素 ８（ＩＬ８），单核细胞趋化蛋白 １（ＭＣＰ１），巨

噬细炎性蛋白 １（ＭＩＰ１）等，并可促进肿瘤血管

生成［５－８，１４］。本研究结果显示，ＳＤ大鼠胰腺癌

ＴＡＭ，ＭＣ计数明显高于正常胰腺组织和非癌胰

腺组织，而且随着致瘤因素作用时间的延长，浸

润在癌组织中的 ＴＡＭ和 ＭＣ数量也有相对增多

的趋势，可见其与胰腺癌的临床病理变化有一定

的关系。

本实验结果显示，胰腺癌间质内浸润的 ＴＡＭ

和 ＭＣ均和癌组织的 ＭＶ有密切关系，且随着胰

腺癌临床病理的变化，两者间的密切关系依然存

在（Ｐ＜０．０１），表明胰腺癌间质内 ＴＡＭ，ＭＣ和胰

腺癌的血管生成存在关联性。与国外类似研究

的结论一致的。故认为，本资料结论可能为胰腺

肿瘤的临床治疗手段和手术方式的选择，以及预

后判断提供一定的实验基础和参考。
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