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4种人肾细胞癌原位移植裸鼠模型
建立方法的比较
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　　［摘要］　背景与目的：肾细胞癌是最常见的肾脏恶性肿瘤，起病隐匿，恶性程度高。研究旨在建立成功

率高、稳定的人肾细胞癌原位动物造模方法。方法：采用人肾细胞癌细胞(786-0、ACHN)进行细胞悬液原位注

射法、皮下成瘤后引瘤原代细胞悬液原位注射法、皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜下法及皮下成瘤后引

瘤组织块原位移植肾周筋膜内法建立原位移植裸鼠模型，采用PET/CT、H-E染色、免疫组织化学染色及血清

生化检测等手段观察成瘤率及肿瘤生长情况，评估4种方法的建模效果。结果：人肾细胞癌皮下移植瘤裸鼠模

型，ACHN组成瘤率(90%)高于786-0组(30%)；人肾细胞癌原位移植裸鼠模型，786-0原位注射组、ACHN原位注

射组、ACHN皮下移植瘤引瘤后原代细胞原位注射组、ACHN组织块肾包膜下包埋组和ACHN组织块肾周筋膜内

包埋组的成瘤率分别为33%、80%、90%、100%和20%，其中以ACHN皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜

下法成瘤率最高，影像学及病理组织学检查结果显示符合低分化肾细胞癌。结论：成功建立4种人肾细胞癌原

位移植裸鼠模型，其中以ACHN皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜下法成瘤效果最佳，为肾细胞癌发病机

制及靶向治疗的进一步研究提供理想的动物模型。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Renal cell carcinoma is the most common form of kidney cancer, 
characterized by lack of early symptoms and high malignancy. This study aimed to establish orthotopic nude mice 
models of human renal cell carcinoma with high success rate and good repeatability. Methods: The four types of 
methods which were adopted to establish the orthotopic models of renal cell carcinoma were orthotopic injection of 786-
0 and ACHN cell suspensions, orthotopic injection of primary cell suspensions obtained from the subcutaneous tumor 
tissues, renal subcutis orthotopic implantation into renal capsule and surgical subcutis orthotopic implantation into renal 
fascia. To gain insights into the tumorigenicity and the growth of transplantation tumors, the imageological examination 
(PET/CT), histological examination (H-E staining, immunohistochemistry staining) and biochemical analysis of blood 
were carried out. Results: In terms of the subcutaneous transplantation of human renal cell carcinoma models in nude 
mice, tumorigenic rate of ACHN cells (90%) was higher than that of 786-0 cells (30%). The tumorigenic  incidences 
of 786-0 cell suspensions orthotopic injection, ACHN cell suspensions orthotopic injection, ACHN subcutis cellular 
suspensions orthotopic injection, ACHN subcutis orthotopic implantation into renal capsule and renal fascia were 
33%, 80%, 90%, 100% and 20%, respectively. ACHN subcutis orthotopic implantation into renal capsule was the most 
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effective approach. Imageological and histological results accorded with poorly differentiated renal cell carcinoma. 
Conclusion: Four orthotopic nude mice models of human renal cell carcinoma were successfully established. Among 
these methods, ACHN subcutis orthotopic implantation into renal capsule is the most effective approach, which provides 
an ideal model for the research on biological behavior of human renal cell carcinoma and its treatment.
  　［Key words］ Renal cell carcinoma; Nude mice; Orthotopic transplantation; PET/CT; ACHN cells

　　肾细胞癌(renal cell carcinoma，RCC)作为

肾脏最常见肿瘤，占成人恶性肿瘤的3%~4%，

发病率以每年1.6%的速度增长。肾细胞癌起病

隐匿［1］，约30%的患者在初诊及手术时即已出

现局部进展或远处转移，对放化疗不敏感，预

后较差［2］。为进一步研究肾癌发病机制，改

善临床治疗效果，肾癌动物模型的构建是十分 

必要。

　　前期研究表明，肾包膜下原位注射肾癌细

胞是最常用的原位肾癌建模方法［3-6］，但此

法易发生细胞溢出，造成严重腹水，影响建模

效果。后研究人员开发了肿瘤组织块包埋种植

法，并成功在兔中建立了肾癌原位模型［7］，

但其移植癌病理分型显示为鳞癌，与人肾癌的

常见的病理类型不一致。在此基础上，我们采

用BALB/c裸鼠对上述方法进行改进，并新增两

种建模方法(引瘤后原代细胞注射法、引瘤后组

织块肾周筋膜法)建立了人肾细胞癌原位动物模

型，后对动物模型进行影像学检查［8-9］和组织

病理学检查［10-12］，评价4种方法的建模效果。

1　材料和方法

1.1　实验动物

　 　 B A L B / c 裸 鼠 ， 4 周 龄 ， 雄 性 ， 体 质 量

10~15 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司。受试动物饲养于上海市仁济医院实验动物

中心SPF级无菌独立送风IVC笼中，每笼5只。饲

以专门为小鼠配制的消毒饲料，自由饮用纯净

水。动物实验室内温度保持在约23 ℃，相对湿

度40%～70%。

1.2　实验细胞

　　人肾细胞癌ACHN和786-0细胞均购自中国

科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所细胞库。培养基为含10%胎牛血清

(购自美国Gibco公司)的DMEM培养基(购自美国

Gibco公司)。培养基为含10%胎牛血清(购自美国

Gibco公司)的RPMI-1640培养基(购自美国Gibco

公司)。细胞均培养于37 ℃、CO2体积分数为5%

的培养箱中，每2~3 d传代1次。

1.3　主要试剂

　　异氟烷购自中国深圳市瑞沃德公司，水合

氯醛购自国药集团化学试剂有限公司，4%多

聚甲醛购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司，30%过氧化氢溶液购自生工生物工程(上海)

股份有限公司，牛白蛋白(Albumin from bovine 

serum，BSA)购自国药集团化学试剂有限公司，

DAB染色试剂盒购自美国Dako公司，Vimentin 

兔单克隆抗体购自美国Cell Signaling Technology

公司，抗细胞角蛋白(cytokeratin 8，CK8)抗体购

自美国Abcam公司，猪抗兔IgG/HRP二抗、兔抗

鼠免疫球蛋白/HRP二抗购自基因科技(上海)股

份有限公司。

1.4　人肾细胞癌皮下移植裸鼠模型的建立

　　在无菌条件下将贴壁培养的人肾细胞癌细

胞系786-0和ACHN细胞消化成细胞悬液，细胞

活力测定大于95%，进行细胞计数，调整两种

细胞悬液的细胞密度为5×107个/mL，将上述细

胞悬液注射至裸鼠左侧和右侧背部皮下，每侧

每只0.1 mL(即每只5×106个细胞)，制成皮下移

植瘤，每种细胞系注射10只裸鼠。

1.5　人肾细胞癌原位移植裸鼠模型的建立

1.5.1　人肾癌细胞系细胞悬液原位注射法

　　取对数生长期细胞，用0.25%的胰酶消化，

重悬。进行细胞活力测定和细胞计数，后用0.9%

氯化钠溶液调整活细胞密度至5×107个/mL。

　 　 裸 鼠 采 用 3 . 5 % 水 合 氯 醛 溶 液 腹 腔 注 射

(0.01 mL/g)进行麻醉，后固定裸鼠并消毒。沿

腹正中线剪开皮肤与腹膜，裸露右侧肾脏。用

1 mL无菌注射器吸取调整好细胞活力和浓度的
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细胞悬液，从肾下极进针，穿过肾实质直到肾

上极包膜下，注射成功的标志为肾实质肿胀，

肾包膜颜色变白，注射剂量为0.01 mL/只(即每

只5×105个细胞)，每种细胞系注射10只裸鼠。

术后缝合皮肤后置于SPF条件下继续饲养。

1.5.2　皮下成瘤后引瘤原代细胞悬液原位注 

射法

　　采用脱颈椎法处死1.4中荷瘤裸鼠，在无菌

条件下取出瘤体，去除结缔组织，用眼科剪反

复剪切，剪碎后用200目细胞滤网过滤后得到单

个细胞悬液，将获得的单个细胞悬液置于培养

瓶中进行常规培养［13］。待细胞生长至足够数

量时，按1.5.1中方法收集细胞，调整活细胞密

度至5×107个/mL。

　　按1.5.1中方法将上述细胞悬液注射至裸鼠

右肾包膜下，共注射10只裸鼠。

1.5.3　皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜

下法

　　采用脱颈椎法处死1.4中荷瘤裸鼠，在无菌

条件下剥离瘤体，去除结缔组织、凝血块等，

含100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的0.9%氯

化钠溶液冲洗，使用眼科剪及手术刀片将肿瘤

组织切成1 mm×1 mm×1 mm大小碎块，置于含

双抗的0.9%氯化钠溶液中待用。

　　按1.5.1中方法暴露裸鼠右侧肾脏。在肾包

膜上开2~3 mm的切口，后将处理的RCC组织块

经切口放入肾包膜下，并注意远离切口。后取

肾周脂肪组织覆盖切口，加压缝合。术后缝合

皮肤后置于SPF条件下继续饲养。共处理10只 

裸鼠。

1.5.4　皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾周筋

膜内法

　　同1.5.3准备移植用肿瘤组织块，按1.5.1

中 方 法 暴 露 裸 鼠 右 侧 肾 脏 。 切 开 肾 周 筋 膜

2~3 mm，夹取肿瘤组织块放入腹膜后肾窝，缝

合肾周筋膜和皮肤后置于SPF条件下继续饲养。

共处理10只裸鼠。

1.6　肾细胞癌原位裸鼠模型成瘤性检测

1.6.1　体质量监测

　　自原位接种日起每周对裸鼠称重，连续监

测6周，观察裸鼠体质量变化。

1.6.2　影像学检测

　　从原位接种后第2周起，每隔7 d随机选取各

实验组中2只裸鼠行PET/CT扫描，评估肿瘤生长

情况，连续检测4周。

1.6.3　组织学检查

　　从建模后第2周开始，每周每组随机处死1

只裸鼠，解剖剥离其肾脏、肝脏、肺、脾脏、

心脏等主要器官，观察器官的解剖学变化。并

将上述器官用4%多聚甲醛固定，石蜡包埋、切

片，行苏木精-伊红染色(H-E染色)：脱蜡、复

水后用苏木精染细胞核，伊红染细胞质和细胞

外基质，中性树胶封片后在光镜下观察拍照；

免疫组织化学染色：脱蜡、复水、3%过氧化氢

溶液浸泡、抗原修复、1%BSA封闭后，用一抗

Vimentin(1∶100)、CK8(1∶50)4 ℃温育过夜，随

后用HRP标记的二抗温育，DAB显色，中性树

胶封片后，在光镜下观察拍照。

1.6.4　血清采集与检测

　　采集各组裸鼠血样，室温下静置30 min，

后经1 174×g离心10 min，离心所得上清检测

肌酐、尿素氮、尿酸、谷丙转氨酶、谷草转氨

酶、总蛋白、白蛋白、球蛋白和总胆红素等血

液学指标。

1.7　统计学处理

　　采用Graphpad Prism软件(Graphpad Software)

进行统计分析，计量资料采取t检验。P<0.05为

差异有统计学意义。比较不同组间差异来确定

不同处理方式下肾细胞癌成瘤率和转移率，评

判几种建模方法的效果。

2　结　　果

2.1　动物模型生长情况

2.1.1　肾细胞癌皮下移植裸鼠模型

　　皮下成瘤时间4周，4周内786-0组和ACHN

组在皮下接种后无死亡。皮下成瘤实验结果显

示，786-0组成瘤率为30%(3/10)，ACHN组成瘤

率为90%(9/10)。因786-0组皮下移植成瘤率较

低，在建立肾细胞癌原位移植裸鼠模型时，引
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瘤后原代细胞悬液原位注射法、组织块原位移

植肾包膜下法和肾周筋膜内法中所用瘤块均为

采用ACHN细胞系进行皮下移植瘤接种所得。

2.1.2　肾细胞癌原位移植裸鼠模型

2.1.2.1　肾癌细胞系(786-0和ACHN)细胞悬液原

位注射法

　　两种细胞系(786-0和ACHN)的20只裸鼠均安

全度过手术期。自原位接种日起连续观察6周，

786-0原位注射组在建模后第2周有1只裸鼠死

亡，其余9只裸鼠成瘤率为33%(3/9)；ACHN原

位注射组裸鼠成瘤率为80%(8/10)。

2.1.2.2　皮下成瘤后引瘤原代细胞悬液原位注 

射法

　　10只裸鼠均安全度过手术期。自原位接

种日起连续观察6周，无裸鼠死亡，成瘤率为

90%(9/10)。

2.1.2.3　皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜

下法

　　该组裸鼠中有1只在手术后立即死亡，余裸

鼠安全度过手术期。自原位接种日起连续观察6

周，裸鼠无死亡，成瘤率为100%(9/9)。

2.1.2.4　皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾周筋

膜内法

　　该组裸鼠均安全度过手术期。自原位接

种日起连续观察6周，无裸鼠死亡，成瘤率为

20%(2/10)。

2.2　体质量变化情况

　　造模初期，裸鼠体质量随时间呈上升趋

势。但随着肾脏原位肿瘤的生长，ACHN组织块

肾包膜下包埋组、ACHN原位注射组和ACHN皮

下移植瘤引瘤后原位注射组裸鼠的体质量在造

模14天后呈下降趋势；786-0原位注射组在造模

21天后呈下降趋势。而ACHN组织块肾周筋膜内

包埋组裸鼠的体质量未见明显下降(图1)。

2.3　PET/CT观察与评估

　　建模后第14天，各组PET/CT成像均未见明

显18F-FDG异常浓聚影。造模后第21天，ACHN

原位注射组、ACHN皮下移植瘤引瘤后原位注

射组和ACHN组织块肾包膜下包埋组PET/CT成

像可见在右肾出现高于左肾的异常浓聚影。建

模后第28天，786-0原位注射组、ACHN原位注

射组、ACHN皮下移植瘤引瘤后原位注射组和

ACHN组织块肾包膜下包埋组PET/CT成像可见

右肾出现高于左肾的异常浓聚影。ACHN组织块

肾周筋膜内包埋组PET/CT成像双肾未见明显差

异(图2)。

图 1　肾细胞癌原位移植裸鼠模型对裸鼠体质量的影响

Fig. 1    The weight of nude mice of RCC orthotopic models

A: 786-0 cell suspensions orthotopic injection; B: ACHN cell 
suspensions orthotopic injection; C: ACHN subcutis cellular 
suspensions orthotopic injection; D: ACHN subcutis orthotopic 
implantation into renal capsule; E: ACHN subcutis orthotopic 
implantation into renal fascia 

图 2　建模后第28天5组裸鼠的PET/CT成像图

Fig. 2    PET/CT images of mice models at day 28 after orthotopic implantation

Representative PET/CT images of 786-0 (A) or ACHN (B) cell suspensions orthotopic injection, ACHN subcutis cellular suspensions orthotopic 
injection (C), ACHN subcutis orthotopic implantation into renal capsule (D) and renal fascia (E). R indicated the orthotopic implantation site 
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2.4　裸鼠肾脏解剖结果

　　建模后第14天，解剖裸鼠后发现ACHN原位

注射组、ACHN皮下移植瘤引瘤后原代细胞悬

液原位注射组和ACHN组织块肾包膜下包埋组

的右侧肾脏出现肉眼可见的肿瘤结节、质韧、

色白、边缘不规则，左侧肾脏未见明显异常。

786-0原位注射组和ACHN组织块肾周筋膜内包

埋组的右侧肾脏未见明显结节，与左侧肾脏无

肉眼可见差异。5组裸鼠的小肠、肝脏、肺等

无明显肉眼可见转移灶。建模后第21、28天(图

3)，除ACHN组织块肾周筋膜内包埋组外，其余

实验组裸鼠的右侧肾脏均可见色白、边缘不规

则的肿瘤灶，左侧肾脏并未见明显异常，裸鼠

的小肠、肝脏、肺等无明显肉眼可见转移灶。

肾癌细胞系细胞悬液原位注射组中，ACHN细

胞系较786-0细胞系成瘤时间更短，成瘤效果 

较好。

图 3　建模后第28天5组裸鼠模型的肾脏解剖图

Fig. 3    Photographs of the resected kidneys of mice models at day 28 after orthotopic implantation

Representative kidney photographs of 786-0 (A) or ACHN (B) cell suspensions orthotopic injection, ACHN subcutis cellular suspensions 
orthotopic injection (C), ACHN subcutis orthotopic implantation into renal capsule (D) and renal fascia (E); R indicated the orthotopic 
implantation site

2.5　组织学检测

2.5.1　H-E染色检测

　　建模后，从第14天起，每周每组随机选取

1只裸鼠，剥离其心、肝、脾、肺和肾等主要

器官，样本石蜡包埋切片行H-E染色。建模后

第14天，光镜下可见ACHN原位注射组、ACHN

皮下移植瘤引瘤后原位注射组和ACHN组织块

肾包膜下包埋组右侧肾脏组织出现癌症病灶，

其余两组左右侧肾脏未见明显差异。建模后第

28天，786-0原位注射组、ACHN原位注射组、

ACHN皮下移植瘤引瘤后原位注射组和ACHN组

织块肾包膜下包埋组右侧肾脏组织均出现异常

癌症病灶。癌细胞体积较大，形态不规则，胞

质透明。细胞核染色质多呈粗颗粒状，形态不

一，可见病理性核分裂象。ACHN组织块肾周

筋膜内包埋组右侧肾脏组织在建模后第14、21

和28天均未见癌症病灶。786-0原位注射组、

ACHN组织块肾包膜下包埋组的部分小鼠肝脏可

见肝细胞坏死、大量炎症细胞浸润。其余各组

裸鼠的肝脏、肺、脾脏、心脏组织未见明显转

移性肿瘤灶及炎性坏死灶(图4)。

2.5.2　免疫组织化学检测 

　　从建模后第14天起，每周每组随机选取1

只裸鼠，解剖其心、肝、脾、肺和肾等器官做

石蜡包埋切片，行Vimentin、CK8染色。结果显

示，建模后第14天，除ACHN组织块肾包膜下

包埋组外，余各组右肾与左肾无明显差异，呈

Vimentin(-)和CK8(-)；建模后第21天，仅ACHN

原位注射组、ACHN皮下移植瘤引瘤后原位注

射组和ACHN组织块肾包膜下包埋组右侧肾脏

组织呈Vimentin(+)和CK8(+)，3组裸鼠左侧肾脏

Vimentin和CK8染色均为阴性表达；建模后第28
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天，除ACHN组织块肾周筋膜内包埋组外，其余

各组裸鼠右侧肾脏组织呈Vimentin(+)和CK8(+)，

左侧肾脏组织呈Vimentin(-)和CK8(-)(图5)。

2.6　血清学检测

　　血清生化检测结果示建模后第21天，ACHN

组织块肾包膜下包埋组谷丙转氨酶和谷草转

氨酶异常升高，与正常裸鼠相比差异均有统

计学意义(P<0.05)；786-0原位注射组谷草转

氨酶异常，与正常裸鼠相比差异有统计学意

义(P<0.05)。建模后28天，786-0原位注射组、

ACHN组织块肾包膜下包埋组的谷草转氨酶异常

升高，ACHN组织块肾包膜下包埋组的谷丙转

氨酶异常升高，与正常裸鼠相比差异有统计学

意义(P<0.05)，其余3组裸鼠的谷丙转氨酶和谷

草转氨酶未见异常增高。5组裸鼠的肌酐、尿素

氮、尿酸、总蛋白、白蛋白、球蛋白和总胆红

素未见明显异常(图6)。

(H-E, ×200)

图 4　建模后第28天5组裸鼠模型的肾脏、肝脏、肺、脾脏和心脏 

Fig. 4    H-E staining of the resected kidneys, liver, lung, spleen and heart of mice models at day 28 after orthotopic implantation
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图 6　建模后第0、14、21和28天5组裸鼠模型的血液生化指标

Fig. 6    Blood biochemistry analysis of mice models at different time points of 0, 14, 21 and 28 days

A: CREA; B: BUN; C: UA; D: TP; E: ALB; F: GLOB; G: ALT; H: AST; I: TBIL

(DAB, ×200)

图 5　建模后第28天5组裸鼠模型双侧肾脏的免疫组织化学染色 

Fig. 5    Immunohistochemistry of the resected kidneys of mice models at day 28 after orthotopic implantation
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3　讨　　论

　　肾细胞癌为泌尿系统常见的恶性肿瘤之

一，其发病率和死亡率以每十年2%~3%的概率

增长，加之其起病隐匿，恶性程度高，约50%

的患者在首诊、手术切除后发生转移［14］。因

此，深入研究肾细胞癌的发病机制，开发有效

的临床治疗方法迫在眉睫，而建立良好的动物

模型是进行这些研究的基础和保障。

　　肿瘤动物模型建立的成功与否，主要取

决于建模所用细胞系的侵袭性及所采用的建

模方法。常用的肾癌细胞系包括：786-0细胞 

系 ［3,15］、ACHN细胞系 ［5,16］和RENCA细胞 

系［17］等，在本研究中，我们采用了786-0细胞

系和ACHN细胞系。786-0细胞系来源于一个原

发性透明细胞癌患者，而ACHN细胞系源自一肾

腺癌伴癌性胸水患者，其恶性程度更高，具有

更强侵袭性。实验结果也显示，ACHN细胞的皮

下成瘤率远高于786-0细胞。

　　与常用的皮下移植瘤模型相比，原位移植

瘤模型能更好的模拟肿瘤体内生长尤其是转移

情况，实际应用价值更高。目前在结直肠癌等

肿瘤的研究中，已经开始使用原位移植动物模

型进行癌症发病机制和治疗方法的研究。在肾

癌研究中，谭晓洁等［18］利用手术切除的患者

肿瘤组织块，进行了人肾细胞癌原位移植裸鼠

模型的构建。本研究综合前期研究结果，对已

有建模方法进行总结和改进，建立了4种人肾

细胞癌原位移植裸鼠模型。成瘤率由高到低依

次为皮下成瘤后引瘤组织块原位移植肾包膜下

法、皮下成瘤后引瘤原代细胞悬液原位注射

法、ACHN原位注射法、786-0原位注射法和皮

下成瘤后引瘤组织块原位移植肾周筋膜内法。

肾癌组织块移植由于保留了肾癌组织的完整结

构，使其中生长因子、血管生成因子及各种刺

激因子得以保留，所以其成瘤效果最好。而原

位注射法所用细胞在收集时经历的胰酶消化可

能对细胞有一定损伤，分散后的细胞丢失了细

胞间质中的生长因子等活性物质，同时原位注

射细胞悬液易发生漏出，这些均影响了该法的

建模效果［19］。皮下成瘤后引瘤组织块原位移

植肾周筋膜内法成瘤效果最差，分析其原因可

能是由于肾周筋膜内法是将肿瘤组织块置于肾

周脂肪层和肾筋膜之间，与肾包膜下包埋法相

比，组织块距离肾实质更远，肿瘤细胞更难侵

入正常组织；同时，肾周脂肪层较疏松，对肾

癌组织块的固定性较差。

　　影像学检查是肿瘤诊断的重要手段，其中

PET/CT由于其高特异性及高敏感性越来越多被

用于临床诊断。与正常组织相比，肿瘤组织的

糖酵解明显增加，显像剂18F-FDG摄取增加，成

像时呈现异常浓聚影。本研究各实验组中，成

瘤肾脏均出现明显异常浓聚影。而裸鼠脑部、

脊柱旁侧也出现了异常浓聚影，这与检查时环

境温度较低、棕色脂肪代谢增多有关。此外，

由于18F-FDG是经过泌尿系统排泄，膀胱、输尿

管处也表现轻微异常聚影［20］。

　　影像学、组织学及血液学检查结果表明，2

种人肾癌细胞系，无论是皮下成瘤还是细胞悬

液原位注射成瘤，ACHN细胞系从成瘤率、成瘤

效果来看，均优于786-0细胞系。同时，本研究

中的4种原位建模方法中以皮下成瘤后引瘤组织

块原位移植肾包膜下法的成瘤率高、成瘤效果

最好，这为进一步研究人肾细胞癌的发病机制

及有效治疗方法提供良好的动物模型。
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