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摘要目的：建立一个合适的乳腺癌动物模型将在研究人类乳腺癌的发生、发展、转移等方面中发挥着越来越重要的作用。7,12-二

甲基苯并蒽（7, 12-dimethylbenz anthracene，DMBA）在实验中能诱导大鼠产生乳腺肿瘤。树鼩的基因的结构与人类的相似程度比

啮齿类动物要高，而且树鼩的自发性乳腺癌已经有被报道，因而树鼩很有可能是研究乳腺肿瘤更合适的动物模型。因此我们想用

致癌剂 DMBA诱导树鼩产生乳腺肿瘤而建立树鼩的乳腺肿瘤模型。方法：在这个研究中，我们采用了十只在分娩之后失去幼崽

的雌树鼩，其中一半的树鼩在腰部双侧乳房的脂肪垫注射 100 mg/kg的 DMBA，其余的树鼩作为对照组没有作 DMBA处理。对

生成的肿瘤组织进行病理切片 HE染色的形态特点分析以及免疫组化化学法测定 Ki-67、雌激素受体、孕酮受体、人表皮生长因子

受体 -2、E-钙粘蛋白、P120连环蛋白的表达。结果：通过诊断在 DMBA处理的树鼩中，5分之 1发展浸润性导管癌，其余发展成原

位导管癌。结果还证明了诱导出来的乳腺肿瘤的形态学和病理学特征与人类的浸润性导管癌相似。结论：结果显示我们采用

DMBA注射失去幼崽的雌树鼩的乳腺来诱导乳腺肿瘤是有效的，诱导出来的肿瘤组织学特征与人的乳腺癌相似，诱导的肿瘤组

织表达目前人常用的乳腺癌相关分子生物学标记，并且表达情况与人的乳腺癌相似。这表明了 DMBA诱导树鼩乳腺癌可以提供

一个适合于研究人类乳腺癌发生、发展、转移和治疗的动物模型。

关键词：树鼩；DMBA；诱导乳腺癌

中图分类号：Q95-3；R737.9 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）02-228-05

DMBA Induced Breast Tumors in Tree Shrews ( Tupaia Belangeri Chinese) *

The establishment of a suitable animal model for study of human breast cancer development, metastasis and

other aspects is more crucial. 7, 12-dimethylbenz anthracene (DMBA) has potential to induce experimental breast tumors in rat. Tree

shrew is a more appropriate animal for disease models due to its genetic makeup similarities with human as compared with rodent and

spontaneous breast cancers in tree shrews were already reported. Therefore, we attempt to induce breast tumor in tree shrews by DMBA
treatment. In the present study, ten female tree shrews lost their babies after delivery were employed and half of them received a

single dose of 100 mg/kg DMBA by the lumbar bilateral mammary fatty pad injection, while the others were treated without DMBA as
control. As a result of DMBA administration, one of five candidates had developed infiltrative ductal carcinoma (IDC), while others had

developed into ductal carcinoma in situ, diagnosed with morphological features of pathological sections stained by H&E and

immunohistochemistry to detect the expression of ki-67, estrogen receptor, progesterone receptor, human epidermal growth factor

receptor-2, E-cadherin, and p120-catenin. The results demonstrated that induced breast tumors in tree shrews have shown similar

morphological and pathological characteristics with humans IDC. From the results of experiment, the approach we take
mammary gland injection DMBA in female tree shrew who had lost their babies after delivery is feasible. Histological features of induced

tumor are similar to human mammary tumor, the induced tumor expressed molecular biology markers of human breast cancer, and the

expression is similar to human mammary tumor. It is suggested that DMBA-induced mammary tumor model in tree shrews may provide a

proper animal model in research of its occurrence, progression, metastasis, recurrence and treatment.

Tree shrew; DMBA; Induced breast cancer
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前言

乳腺癌是在全球范围内女性最常见的恶性肿瘤之一。与乳

腺癌相关的最重要因素包括性别和年龄，遗传因素（例如 BR-

CAl/2 的突变）[1]，是否有生过小孩或喂过母乳 [2]，性激素水平

（例如雌激素）等。临床试验数据已经证明乳腺上皮中容易受到

雌激素的直接作用来刺激细胞复制和让细胞离开细胞周期而

趋向于突变[3]。一个长期的研究表明在有乳腺癌家族史的女性

中，曾经有过母乳喂养的女性具有比较低的乳腺癌的发生率[4]。

虽然关于哺乳对乳腺癌的保护作用被研究者的讨论已经有 20

多年的历史了，但是没有研究曾经说明哺乳是如何降低乳腺癌

风险的动力机制。

建立灵长类动物模型是研究乳腺癌的关键。科学家们长期

依赖啮齿类动物去研究诱导肿瘤。但是在某种程度上啮齿类动

物不能精确的体现在人在急性炎症压力中基因和蛋白质组学

反应。来自这个研究的发现不仅仅解释了炎症药物在鼠模型中

高失效率的原因，而且对用鼠模型去研究一些免疫系统起主要

作用的疾病提出质疑，譬如癌症和心脏病[5]。树鼩有很多有价值

的特征说明它有潜能在医学科学研究中作为一种理想的实验

动物[6]，譬如它具有与人的亲缘关系比啮齿类要近，体型小，大

脑占体重的比例高，繁殖周期和寿命短，在相当的繁殖率下比

非人灵长类动物的生产成本要低得多。科学家成功的译解了中

国树鼩的基因组，提高了遗传信息在树鼩作为生物医学研究的

动物模型中的应用潜能[7]。研究树鼩与免疫反应相关的基因的

工作提出由于树鼩具有与人和其他灵长类更近的亲缘关系，树

鼩是研究癌症的很有潜力的选择。

7,12-二甲基 -1,2-苯并蒽(DMBA)是一个在很大程度上依

赖激素的并且常用于诱导乳腺癌的致癌剂。当这种致癌剂被注

入 8只猕猴属的红面短尾猴时，在四年的观察期中，没有产生

可察觉的乳腺癌[9]。虽然不知道这个实验失败的原因还没弄清

楚。但是有证据表明肿瘤生长的微环境影响它的血管生成、生

长、侵袭和转移[10]。而且通过激素受体状态来划分的不同的激

素环境在乳腺癌病因学中发挥着主要作用[11]。对关于雌激素受

体 (Estrogen receptor, ER)、孕激素受体 (progesterone receptor,

PR) 和人类表皮生长因子受体 (human epidermal receptor 2，
HER2)作为治疗和预后的生物标志的探讨在十年前就存在。雌

激素被假定通过促进细胞的复制，减少细胞凋亡来增加随机基

因错误积累的机会[12]。复制标记 Ki-67的免疫阳性细胞的比率

提供了一个精确的衡量手段去评估乳腺癌的增殖。P120-连环

蛋白(P120-catenin)和 E-钙粘蛋白(E-cadherin)常被用来区分浸

润性导管癌和浸润性小叶癌[13，14]。研究树鼩乳腺癌的这些相关

蛋白的表达有助于评价树鼩是否能作为一个很好的乳腺癌动

物模型。本实验采用 DMBA注射失子雌树鼩的乳腺的方法来

诱导乳腺肿瘤，并对诱导出来的肿瘤进行组织学和免疫组化分

析，分析诱导出来的乳腺肿瘤的这些特征是否与人乳腺癌有相

似性。根据实验结果来评价树鼩是否能作为一种研究乳腺癌的

有潜力的动物模型。

1 材料和方法

1.1 动物及处理

雌树鼩(中缅树鼩，体重 130-150 g，通过牙齿状态估计 1-2

岁)，在繁殖季节(3-6月)从中国昆明的一个农村地区捕获。通过

超声波检查法诊断为怀孕的树鼩被单笼单只的饲养在长 400

mm，宽 200 mm，高 300 mm的笼子里，环境严格控制在温度为
20-25 ℃，湿度为 40-60%，8:00-20:00为高日照。所有的动物饲

喂特殊的软化饲料、鸡蛋、牛奶和新鲜水果。根据昆明理工大学

实验动物中心标准操作规程及管理制度进行动物的饲养和繁

殖。

产子一周就已经失去自己的幼崽的雌树鼩，在产子后一周

被用于这个实验当中。它们被随机分为两个实验组。5只一组，

其中一组在腰部双侧乳房的脂肪垫里注射单剂量的以橄榄油

作为媒介物的 100 mg/kg DMBA(7,12-dimethyl-1,2- benz[a] an-
thracene; Sigma-Aldrich, St. Louis, M O, USA )。另外一组（n=5）

另外一组则接受等同总量但没有 DMBA的橄榄油处理作为对
照。。动物每周被触摸检测是否有乳腺肿瘤。首次产生肿瘤的时

间会被记录。实验的最后肿瘤会被分离，可见肿瘤的水平直径

和垂直直径会被分别测量。根据公式：V= (D× d2× π )/6[15]来计

算肿瘤的体积。D代表较长的直径，d代表较短的直径。然后进

行组织病理学分类。

1.2 H&E染色

根据已确立的程序，把乳腺组织和乳腺肿瘤被浸泡到含

10%福尔马林的 PBS中。在酒精中脱水，在二甲苯中透明，然后

包埋到石蜡中。每块乳腺组织连续切 3片 5 滋m厚的薄片，用苏

木精和伊红进行染色。然后用光学显微镜进行组织学评价。

1.3 免疫组化染色
免疫组织化学染色是依照即时快速免疫组织化学 MaxVi-

sionTM（MAIXIN集团，福州，中国）试剂盒方法进行的。简要地

说，取乳腺肿瘤细胞组织和正常的乳腺组织进行福尔马林固

定，石蜡包埋，5 滋m切片。兔源一抗和鼠源一抗购自 MAIXIN

（福州，中国）可以直接使用，无需稀释。针对 anti-ER,anti-Ki67

和 anti-PR 使用兔抗单克隆抗体，而 anti-HER2, E-cadherin 和
P120-catenin则使用鼠抗单克隆抗体。首先组织切片使用梯度

酒精进行脱蜡和再水化，之后每张切片用 PBS冲洗 3次，每次
3分钟。根据对应所需的一抗要求，切片在 EDTA (pH 9.0,1:50)

沸水浴中抗原修复 20分钟。滴加 50 滋L 3%过氧化氢以阻断内
源性过氧化物酶,室温下蕴育 10分钟。滴加一滴对应的兔抗或

鼠抗，室温 (18-30℃ )下孵育 60分钟。随后滴加相应的二抗，羊

抗兔或者羊抗鼠，室温下蕴育 10分钟。滴加 DAB工作液进行

显色，显微镜下观察 3-5分钟。苏木精复染，自来水冲洗返蓝。

最后，切片梯度酒精脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封片。

2 结果

2.1 DMBA乳腺致癌作用的效率
所有注射过 DMBA的动物都渐渐的生成肿瘤。肿瘤的大

小和树鼩在 DMBA处理后存活的时间如表格 1所示。所有的

肿瘤在大约 8 周之后变得可察觉并且体积达到了 100-150

mm3。其中存活了 300天的树鼩的肿瘤体积达到了 4250 mm3

(图 1)。对照组直到在第 300天处死都没有长出肿瘤。DMBA处

理的组有可能比对照组有着更短的寿命和更高的患乳腺癌风

险。
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2.2 乳腺肿瘤的组织病理学分析

通过组织病理学检查，所有生成的肿瘤组织中含有乳腺特

有的乳腺终末导管结构和少量乳腺小叶结构，与非泌乳期的乳

腺组织结构相似。每个肿瘤组织都含有乳腺导管上皮细胞出现

恶性增殖的特征，由此诊断所有注射过 DMBA 鼩的树 都生成

了乳腺原位导管癌。然而来自 RZ004的肿瘤除了具有乳腺导
管上皮细胞恶性增殖的特征，恶性增殖细胞并没有局限在导管

内而是大量的存在于导管外组织，在正常组织中存在的结缔组

织由于大量恶性增殖细胞侵入破坏而减少到几乎不被察觉，由

此诊断 RZ004为浸润性导管癌（IDC）。如图 2所示。
2.3 肿瘤的免疫组化分析

我们对取自 RZ002和 RZ004的乳腺肿瘤进行免疫组化检

测，如图 3所示。RZ002的肿瘤中 Ki-67阳性率为 20-25%，而

且这些阳性细胞几乎都是分布在乳腺导管内的腔细胞。在

RZ004的肿瘤中 Ki-67阳性细胞的比率为 65-75%，而且这些
Ki-67阳性细胞的密度在导管中要比在导管外高。实验中 ER

抗体对肿瘤组织不起作用。取自 RZ002 的乳腺肿瘤呈 PR，
HER2阴性。而取自 RZ004的乳腺肿瘤呈 PR和 HER2阳性。更

有趣的是这些阳性细胞也同样位于增生的乳腺导管中。间接证

明了不同恶化程度的肿瘤有不同的预后结果。为了比较乳腺肿

瘤和正常乳腺的区别，并且确认在树鼩中的浸润性乳腺导管

癌，我们对它们的乳腺肿瘤进行了 P120-catenin和 E-cadherin

的免疫组化染色。如图 3所示。RZ002的 P120-catenin的阳性
率约为 10%，为腔细胞的膜表达。但是 RZ002呈 E-cadherin阴

性。而 RZ004 呈现 p120-catenin 和 E-cadherin 膜的高表达。
p120-catenin阳性表达细胞不仅仅位于增生导管内，也出现在

导管外。而 E-cadherin阳性细胞就只限制于增生导管内。

3 讨论

虽然自发的树鼩乳腺癌已经在 1966年[16]和 2012年[17]被报

道，但是诱导的树鼩乳腺癌从来没被描述过。由于树鼩自发乳

腺癌的几率很低而限制了树鼩自发乳腺癌模型的应用。而诱导

肿瘤有着更高的发生率和易于控制和观察。我们的研究成功的

用 DMBA诱导的方法在树鼩上建立了乳腺癌的诱导模型。最

近的报道证明我们的方法是可行的[10，18]。这个方法是我们在长

期的实验过程中演化出来的。我们曾经尝试采用随机挑选的树

鼩去诱导肿瘤和尝试用腹腔注射、肌肉注射和灌胃的给药方法

注射 DMBA。很不幸的是我们均未获得任何乳腺肿瘤（数据没

有被显示）。因此用在腰部双侧乳房的脂肪垫注射 DMBA的方

图 1在树鼩(RZ004)中诱导产生渐进生长的肿瘤的外观

A) 在 DMBA处理之后的第 12周，双侧乳腺出现可以被触摸到的

结节；

B) 在第 24周，肿瘤长得比 12周的时候大，两个赘生物接触生长并

吻合到一起；

C) 肿瘤在被诱导的第 30周呈现急速生长的趋势，并出现伤口的破

损感染；

D) 扩大的肿瘤出现坏死，当肿瘤在第 40周体积达到了 4.25 cm3时

被分离用于之后的组织学分析

Fig.1 Gross appearances of a progressively growing tumor induced in a

tree shrew (RZ004) were shown

A) Bilateral mammary was palpated for nodules at 12 weeks after DMBA

treatment;

B) In 24 weeks, the growth of the tumor looked a little bit big than that in

12 weeks, and two neoplasms contacted and anastomosed together;

C) The tumor was showed the trend of rapid growth and development with

infected wound at 30 weeks after induction;

D) The enlarged tumor caused necrosis and be terminated the development

for analysis of histology, which volume reached 4.25 cm3 in 40 weeks

Animal number
Treatment（Bilateral mammary fatty

pad injection）

The time of appearance of the first tumor

(day)
Survival time（day） Tumor size*（mm3）

RZ001 100 mg/kg DMBA 52 58 105

RZ002 100 mg/kg DMBA 50 115 226

RZ003 100 mg/kg DMBA 55 70 131

RZ004 100 mg/kg DMBA 58 300 4250

RZ005 100 mg/kg DMBA 60 190 384

Control (n=5) 4 ml/kg olive __ Until 300 No tumor detected

注：*肿瘤体积的计算是根据公式：V=(D× d2× π )/6[15]，D代表较长的直径，d代表较短的直径。

Note:*Tumor size was calculated by the formula: V=(D× d2× π )/6[15], where D is the larger tumor diameter and d is the smaller diameter.

表 1 DMBA诱导的树鼩乳腺肿瘤

Table 1 Mammary tumors in DMBA-treated tree shrews
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法去诱导乳腺癌应该是有效的。

浸润性导管癌是最常见的乳腺癌类型，约占乳腺癌 70%左

右[19]。HE染色显示出我们诱导的树鼩乳腺肿瘤的病理学结构

与人类的浸润性乳腺导管癌非常相似。浸润性乳腺导管癌是有

原位导管内癌发展过来的，它们以癌细胞突破导管的基底膜而

浸润到基质中为特征[20]。而我们的实验呈现了这个疾病的整个

过程。

我们用免疫组化技术来检测 ki-67, ER, PR, HER2,

E-catenin,P120-catenin在诱导的肿瘤中的表达，来证明目前的

实验可以提供一个有用的方法去建立人类 IDC的动物模型。

复制标记 Ki-67是在对乳腺癌病人进行治疗时一个重要的评
价参数。恶化程度高的肿瘤比恶化程度低的肿瘤具有更高的

Ki-67阳性率。而且这暗示着在肿瘤生长的过程中 ki-67的表达

是逐渐增加的[21]。RZ002的肿瘤的 ki-67的阳性率大约是 20%

-25%，这与之前研究报道的泌乳期树鼩的乳腺约 5%的阳性率

要高得多[17]。而且这些 Ki-67阳性细胞的密度在导管中要比在

导管外高。这结果暗示乳腺癌很有可能最初产生于乳腺导管。

本实验中 ER抗体对树鼩的癌组织不起作用，与之前的报道的

自发树鼩乳腺肿瘤一致[17]，证明了人的 ER抗体并不适用于树

鼩。大家都知道 HER2能有效介导正常细胞生长和发育[22]。而

孕激素最近被指出在生殖周期中激活成人乳腺干细胞包括乳

腺干细胞的小生境，在这个小生境中乳腺干细胞是细胞转化活

动的公认目标从而导致乳腺癌发生[23]。由于 PR和 HER2的阳
性细胞都处于增生的导管中，所以肿瘤起源的位置很可能在乳

腺导管中。这可能为肿瘤的靶向治疗提供基础。根据之前的研

究提议 p120-catenin和 E-cadherin都在细胞膜上有阳性表达更
常见于 IDC[24]，所以我们认为 RZ004是 IDC而 RZ002不是，这

与 H&E染色的推论是一致的。

简而言之，我们成功的建立了一个乳腺癌树鼩的诱导模

型。并且通过 H&E染色和免疫组化染色描述了诱导的乳腺导

图 3诱导的树鼩肿瘤的免疫组化染色

A）树鼩 RZ002乳腺肿瘤的免疫组化染色，原始放大倍数(400× )

B）树鼩 RZ004乳腺肿瘤的免疫组化染色，原始放大倍数(400× )

Fig.3 Immunostaining of induced mammary tumors in tree shrews

A) Immunohistochemistry staining of the tree shrew RZ002 mammary

tumor. Original magnifications (400× )

B) Immunohistochemistry staining of the tree shrew RZ004 mammary

tumor. Original magnifications (400× )

注：HER-2:人表皮生长因子受体 2；ER：雌激素受体；PR：孕酮受体。

Note: HER2: Human epidermal growth factor Receptor 2; ER: Estrogen

receptor; PR: Progesterone receptor.

图 2 DMBA处理诱导树鼩 RZ004长成的浸润性导管癌的组织病理学

图片

A)和 B)是浸润性导管癌组织切片的 H&E图，原始放大倍数为 100× ；

C)在肿瘤中的一个正常的乳腺导管。

D)图中的这个导管中的癌细胞不仅仅局限在导管内，而且浸润到了周

围的基质，形成浸润性导管癌。原始放大倍数为 400×

Fig.2 Histopathological photographs of primary breast infiltrative ductal

carcinoma in RZ004 tree shrew induced by DMBA treatment

A) and B) an infiltrating ductal carcinoma, hematoxylin and eosin

histology, original magnifications 100× ;

C) a normal duct in the tumor;

D) This ductal carcinoma is not confined to just the duct, but infiltrates

outward into the surrounding stroma as an infiltrating ductal carcinoma,

original magnifications 400× .
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管癌的特征。表明了诱导的树鼩乳腺肿瘤的组织学特征与啮齿

类比起来与人更为相似。除了 ER，目前常用于诊断乳腺癌的分
子生物学标记抗体都能直接与诱导的乳腺肿瘤组织起作用，并

且表达状况也十分相似。这进一步说明了由于树鼩与人类更近

的亲缘关系，其乳腺癌的病理特征与人也更相似。成功的建立

树鼩乳腺癌诱导模型即弥补了啮齿类乳腺癌模型与人相似度

不高的缺点也可以减少使用灵长类动物做大规模实验周期长，

费用高造成的资源浪费。对乳腺癌相关的分子标志物的研究是

近些年的热点，在乳腺癌的发生发展过程中有多种分子标记物

与其相关。但是目前许多针对乳腺癌相关分子标记的靶向治疗

的研究由于缺乏合适的动物疾病模型而停滞不前。由于树鼩乳

腺癌模型的建立方法简单易行以及病理学特征与人相似，其可

成为作为研究乳腺癌的靶向治疗有潜力的手段。
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