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基于穿刺活检的复发转移性结直肠癌
患者源性异种移植模型的建立
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　　［摘要］　背景与目的：现行的结直肠癌患者源性异种移植(patient-derived xenografts，PDXs)模型建模样

本多来源于外科手术，但复发转移性结直肠癌(metastatic colorectal cancer，mCRC)患者手术机会少，难以获取

标本。该研究旨在利用穿刺活检术建立mCRC的PDXs模型。方法：入组12例结直肠癌根治术后患者，存在临

床症状和(或)影像学提示术后复发和(或)转移，需行穿刺活检明确诊断、且不存在穿刺活检禁忌证者，保留用

于常规病理诊断包括基因检测的组织量后，剩余的标本用于PDXs模型的建立。结果：共成功建立7例mCRC的

PDXs模型，成功率为77.8%。结论：基于穿刺活检术建立mCRC的PDXs模型成功率高，可较完整的复制原始肿

瘤特性，且操作安全、简便。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Current colorectal cancer patient-derived xenografts (PDXs) models 
were established by samples taken during surgery. However, metastatic colorectal cancer (mCRC) patients have less 
surgical opportunities, and it was difficult to obtain enough tumor fragment. The aim of the present study was to es-
tablish mCRC PDXs by image-guided biopsy. Methods: A total of 12 patients with colorectal cancer who underwent 
surgery were included. All patients had recurrent lesions or metastatic lesions needed to be histologically confirmed, 
and none of them had contraindication to biopsy. Tumor tissues not required for clinical diagnosis were used to establish 
mCRC PDXs. Results: Seven PDXs grew sufficiently for transfer into mice. The success rate was 77.8%. Conclusion: 
The PDXs established by image-guided biopsy had the advantage of convenient operation, good reproducibility, high 
achievement ratio, short experimental periodicity and reliably retain specific genetic and morphological features of the 
primary patient tumors.
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　 　 患 者 源 性 异 种 移 植 ( p a t i e n t - d e r i v e d 
xenografts，PDXs)模型是将患者的肿瘤接种到免

疫缺陷小鼠体内用于制作模型，作为肿瘤研究

的有效工具。目前国际上已经建立了多个瘤种

的PDXs模型，包括胰腺癌、结直肠癌、肺癌和

乳腺癌等［1］。其中，PDXs肺癌模型在克服表皮

生长因子受体(epidermal growth factor receptor，
EGFR)或渐变性淋巴瘤激酶(anaplastic lymphoma 
kinase，ALK)酪氨酸激酶抑制剂耐药的研究中已

获得较大突破［2］。以往结直肠癌的PDXs模型建

立方法比较成熟，成功率达60%以上，很大程度

上由于建模标本主要来源于外科手术切除［1］，
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可以获得足够的组织量，但复发转移性结直肠

癌(metastatic colorectal cancer，mCRC)患者手术

机会少，难以获取标本。本研究采用穿刺活检

手段获取肿瘤组织标本来建立mCRC的PDXs模

型，探索安全简便、成功率高的建模方法，为

mCRC的治疗研究提供良好的模型。

1　材料和方法

1.1　患者入组

　　结直肠癌根治术后患者，存在临床症状和

(或)影像学提示术后复发和(或)转移，需行穿刺

活检明确诊断、且不存在穿刺活检禁忌证者，

保留用于常规病理诊断包括基因检测的组织量

后，剩余的标本用于PDXs模型的建立。入组12
例患者，签署受试者知情同意书，经复旦大学

附属肿瘤医院伦理委员会审批通过。

　　收集患者临床资料，包括年龄、性别、

TNM分期、家族史、实验室检查结果、影像学

检查结果、病理学检查结果(包括基因突变情

况)、治疗资料(用药方案、不良反应和治疗效果

等)及复发转移情况(出现时间、临床症状、部位

和病灶大小)，建立患者资料表。

1.2　实验动物

　　雌性BABL/c裸鼠12只，6周龄，体质量20 g
左右，均购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司，饲养于华中师范大学脑功能研究所无特定

病原体(specific pathogen free，SPF)动物房。

1.3　取材方法

　　以CT引导下套管针穿刺活检取材获取结

直肠癌复发或转移灶组织标本，最后1次取材

后采用明胶海绵封堵穿刺针道，防止出血及针

道种植转移。除去临床诊断所需，剩余组织置

于含有0.9%氯化钠溶液的无菌培养皿中，储存

于4 ℃恒温冰箱中，并在6 h内运输至华中师范

大学脑功能研究所SPF动物房以供接种。运输

中肿瘤样本置于冻存盒中，以保证肿瘤样本的 

活性。

1.4　种植方法

　　固定裸鼠，暴露腹侧，以75%乙醇浸泡的

棉球消毒腹侧皮肤穿刺点，同轴套管针针芯拔

出少许，无菌镊夹取取材组织装入套管针鞘，

两指捏起裸鼠腹侧皮肤，将装有取材组织的同

轴套管针插入裸鼠皮下，针尖推至腋下血供丰

富处，轻推针芯将组织块推入裸鼠皮下，轻轻

退出穿刺针，消毒穿刺点，以针管轻碾接种部

位皮肤，保证接种组织集中于接种部位。每3 d
观测1次肿瘤生长情况，如果超过90 d裸鼠接种

部位仍无移植瘤生长迹象即判定为失败。当原

代模型(F0代)建立成功，移植瘤可在鼠间连续传

代则被视为建模成功。

1.5　肿瘤传代

　　肿瘤成功移植后待F0代裸鼠肿瘤体积达到

500 mm3，颈椎脱臼法处死裸鼠，取出肿瘤组

织，留取1/5肿瘤组织冻存，1/10组织送检确定

基因突变类型，1/10组织10%的甲醛溶液固定、

石蜡薄层切片，H-E染色后于光镜下观察。其

余均分5份传代至F1代裸鼠。F1代模型成熟后传

代15~20只裸鼠(F2代)。当F2代裸鼠肿瘤体积达

到200 mm3后可行药物试验。记录原代模型成瘤

率、各代实验动物生长情况及肿瘤生长曲线。

2　结　　果

2.1　穿刺活检术

　　共取12例患者穿刺活检样本，穿刺活检术

后患者均未出现严重并发症(表1)。
2.2　模型的建立

　　12例患者中，3例患者穿刺标本与预期病理

结果不符(1例倾向间叶性肿瘤，1例倾向恶性淋

巴瘤，1例未见恶性证据)。共成功建立7例结直

肠癌PDXs模型，成功率为77.8%。7例模型均成

功传代(图1)。接种成功的裸鼠可于15~30 d内于

接种部位触及结节，黄豆大小，表面光滑，质

硬，活动度差。3个月左右肿瘤体积可达到传代

要求，直径0.7~1.0 cm。

2.3　模型传代

　　肿瘤传代后生长速度明显高于上一代并随

着传代次数呈递增趋势(图2)，由此可见，异种

移植肿瘤可在鼠间传代过程中逐渐适应裸鼠体
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内环境，可能与原始肿瘤中的基质细胞随着模

型鼠间传代而逐渐被小鼠体内基质细胞所取代

有关，后期将进一步开展相关研究。

表 1　入组患者一般资料

Tab. 1    Clinical characteristics of patients

Characteristic n

Age/year 41-69

Gender

Male 8

Female 4

Site of primary disease

Colon 3

Rectum 9

BRAF V600E

Mutation 3

Wild 9

Received prior adjuvant chemotherapy

Yes 10

No 2

图 1　基于穿刺活检术成功建立的mCRC的PDX模型

Fig. 1    The mCRC PDXs established by image-guided biopsy

图 2　同一肿瘤的PDXs模型F1代和F2代生长曲线

Fig. 2    The tumors growth curve of F1 generation PDXs and F2 

generation PDXs derived from the same primary tumor

2.4　肿瘤样本生长情况

　　BRAF基因野生型肿瘤样本生长较快，生长

不均匀，传代时可见瘤块内坏死组织偏多，质

地疏松；而BRAF突变型肿瘤样本生长较慢，但

长势稳定，尤其初代模型，其原代与传代模型

瘤块较均匀，传代时可见其大部分为鱼肉样致

密组织，坏死组织少(图3、4)。

图 3　BRAF突变型和BRAF野生型mCRC肿瘤样本

Fig. 3    The tumor specimens of BRAF mutant mCRC and BRAF 

wild mCRC

A: BRAF mutant mCRC tumor specimen; B: BRAF wild mCRC 
tumor specimen

图 4　BRAF突变型结直肠转移癌与BRAF野生型结直肠转移癌

F1代PDX模型生长曲线

Fig. 4    The F1 generation tumor growth curve of BRAF mutant 

mCRC and BRAF wild mCRC

3　讨　　论

　　精准癌症医疗是利用最先进技术研究癌症

与患者的特征，然后设计患者特异性治疗方案

以便精准的靶向定位疾病的遗传变异靶点。很
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多临床实验，如针对非小细胞肺癌的BATTLE实

验［3］，均证明了该策略的应用价值。然而，最

近的数据表明，该方法施行过程中出现约10%
的低响应率［4］，那些携带肿瘤驱动突变基因如

EGFR突变基因型的患者即使接受对症治疗方

案，其总生存期获益仍然很低［5］。在美国食品

药品监督管理局(Food and Drug Administration，

FDA)批准的靶向治疗方法中，响应率波动范围

较大。人类表皮生长因子受体2(human epidermal 
growth factor receptor-2，HER-2)过表达或基

因 扩 增 的 乳 腺 癌 对 曲 妥 单 抗 的 响 应 率 约 为 

30%［6］，携带BRAF基因突变的黑色素瘤对维罗

非尼的响应率为60%［7］。此外，大部分响应靶

向治疗的癌症，最终都会产生耐药性［7］。耐药

肿瘤样本组织切片可用于研究继发性耐药的机

制。然而，缺乏耐药患者肿瘤组织标本则阻碍

了这个关键问题的研究。

　　PDXs模型的建立有望解决精准医疗中所

遇到的问题。该模型是基于未经筛选和未经培

养的患者肿瘤标本所建立的，拥有与患者相同

的遗传背景和组织形态学特征。已有研究证

实，PDXs具有相对稳定的基因组。因此，基于

PDXs施行的疗效研究可更真实的反映肿瘤患者

的药物反应，有研究证实，患者和PDXs的反应

有极高的一致性［8］。

　　PDXs另一个显著的特征是可基于一个患者

发展出许多相同的PDXs，可为靶向治疗和化疗

的筛选提供便利，不论单一药物或药物组合，

均可筛选出最有效的药物。就精准医疗来说，

主要问题是一个患者的肿瘤有多个潜在的靶 

点［9］，然而大多数这些遗传变异并不是癌症

细胞功能的关键驱动点。临床上由于预期寿命

和毒性的限制，仅允许有限的几个不同药物在

患者身上尝试。因此，在最初的几次尝试中选

择最有效的治疗方法在癌症治疗中至关重要。

PDXs可将相同的肿瘤复制到大量的小鼠体内，

为测试治疗靶点的潜在效能提供模型，不论是

单药还是药物组合，均可同时进行。PDXs模型

可用于判断肿瘤对化疗药的敏感性，并筛选出

哪些药是有效的。此外，实验过程中或肿瘤复

发时均可获得一系列的活检样本用于研究继发

性耐药的机制，这一点在临床研究实体肿瘤患

者时是很难实现的。

　　PDXs在精准医学方面具备其他几种模型

所不具备的独特优势，如癌细胞株移植瘤模

型和基因工程小鼠模型(genetically engineered 
mouse，GEMM)。癌细胞株在体外经过长时间

的培养，积累了许多不同于原发肿瘤的额外遗

传变异。已有研究证实，即使传代次数不多，

原发肿瘤和来自该肿瘤的细胞系之间也存在着

极大地不可逆的基因分化［10］。因此，基于细

胞株基因背景建立的药物反应预测模型经常无

法预测临床药物的药效［11］。而基因工程小鼠模

型利用种系转基因、基因敲除或突变，以及更

复杂的时空基因表达调控等多种技术修改小鼠

的基因表达［12］。肿瘤通常在数月至2年内在小

鼠体内发展成熟。尽管GEMM表现出人类肿瘤

的某些发展特征，然而GEMM小鼠体内的肿瘤

具有较高的基因同质性。而许多人类肿瘤基因

暴露在吸烟和环境致癌物中多年，产生了多种

多样的基因变异。因此，基于GEMM实施的临

床前实验无法满足针对特定靶点的患者特异性

治疗方案的研究需求。

　　但PDXs也有许多缺点不能忽视［2］，尤其

是基于PDXs得出实验结论时需慎重：① 并不

是所有的肿瘤都可以建立异种移植模型，因此

PDXs无法代表患者群体特征；② 通常需要4~5
个月建立原代PDXs，但传代后PDXs仅需2~5周

便可发展成熟。这一缺陷使PDXs更多应用于实

验研究而不是临床工作中，尤其在那些疾病进

展快、患者生存期短的肿瘤中，如非小细胞肺

癌和胰腺癌［13-14］。但在疾病进展相对较慢的肿

瘤中，基于PDXs所得出的临床前实验使研究结

果可以转化为临床应用，如结直肠癌和前列腺

癌。此外，原始肿瘤的基质成分在传代过程中

会被小鼠基质所替换和免疫缺陷受体小鼠不具

备免疫应答功能也是PDXs的主要缺点。

　　经过不断的发展，PDXs将来或许可用于临

床，如多种药物同时选择最有效的药物或药物

组合治疗的筛选，揭示原发耐药机制，在临床
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决策中为患者选择生物标志物。这些都将有助

于将分子靶向治疗转化为肿瘤精准治疗［15］。

　　PDXs常用制作方法是将手术标本或活检样

本裁剪后直接接种至受体小鼠体内，通过免疫

缺陷小鼠间传代来保持模型长期可用。同时，

最好留取一部分原始肿瘤或初代模型肿瘤组

织冻存以便随时取用。种植成功率与所需时间

主要取决于小鼠品系、肿瘤侵袭程度和种植部

位。常见接种部位有原位接种、皮下接种和肾

包膜下接种。但原位种植不便观测肿瘤的发展

与变化，肾包膜下接种技术难度大，而皮下接

种易于种植且便于观测，因此，本研究选择通

过皮下接种的方式建立mCRC的PDXs模型。

　　mCRC较原发灶具有更高的侵袭性和异质

性，其主要治疗方式是辅助性化疗联合分子

靶向治疗，大部分患者不具备外科手术切除的

条件。由于这些患者在原发灶术后均接受过一

定程度的化疗，因此对既有的化疗方案有一定

的耐药性。而分子靶向治疗费用高昂且响应率 

低［16］。同时，由于个体间差异，无论是化疗

药物还是靶向药对患者的疗效都不尽相同，因

此，mCRC患者的生存期望较低［17］。

　　在以往的研究中，由于取材困难，mCRC
的PDXs模型难以成型，无法为临床和基础研究

提供良好的模型和充足的肿瘤样本。影像引导

下的穿刺活检不失为一种良好的方法，其适应

证广泛，手术风险低。即解决了取材的困难，

还极大的降低了患者承受的风险和伤害。同

时，mCRC的高侵袭性保证了建模的成功率。

　　总之，本研究成功建立mCRC的PDXs模

型，并且可基于该模型进行一系列有效药物和

药物组合的筛查，研究耐药机制。利用该模型

可能会加速新药物的发现，指导mCRC治疗方

案的改进。
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