压力应激动物模型在肿瘤中的应用和研究现状
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【摘要】：目的: 就各类压力应激荷瘤动物模型的造模方法进行综述，对其特点进行评述，并分析了压力应激在肿瘤发生发展中的作用机制。方法: 应用计算机检索PubMed 数据库(2000/2013)，以“stress，animal model，tumor”为检索词；检索中国知识资源总库（2000-2013）、重庆维普数据库(2000-2013)、万方数据库(2000-2013)三大中文期刊数据库，以“应激，动物模型，肿瘤”为检索词。文章所述内容需与应激动物模型的建立、应用、评价，及压力应激与肿瘤的关系等方面研究密切相关，排除重复性研究。结果: 共收集596 篇关于应激动物模型的文献，中文156 篇，英文440 篇。阅读标题和摘要进行初筛，排除发表时间较早、重复及类似的研究，纳入30 篇符合标准的文献。结论: 压力应激与肿瘤研究领域为进一步从抗焦虑、抑郁等角度筛选抗肿瘤药物提供参考。
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The application and research status with cancer on stress model in tumor-bearing animal
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【Abstract】: Objective: To review the methods of stress model in tumor-bearing animal, and to analyze the perspective of the stress in tumor development role mechanism. Methods: A computer-based online search was performed using key words of “stress, animal model, murine, and evaluate” for documents on VIP and PuMed from 2000 to 2013. Repetitive papers were excluded. Results: A total of 596 documents were collected, including 156 in Chinese and 440 in English. By reading titles and abstract, 30 papers were included in the final analysis. Conclusion: It is provided a new approach to further explore the stress in tumor pathogenesis mechanisms, and screening antitumor drugs.
【keywords】: Stress; Animal model; Tumor; Review
近年来随着医学从单一的生物医学模式向“生物医学-心理学-社会学”模式的转换, 心理社会因素对肿瘤患者的影响已经引起了全球的广泛关注。长期生活在紧张、焦虑、沮丧的压力应激状态下能够促进恶性肿瘤的发生和发展，已得到国内外学者的认可和证实[1,2], 但对其具体发生机制目前尚不清楚。因此建立压力应激荷瘤动物模型，对于探讨压力应激状态在肿瘤发生发展中的作用机制，揭示两者之间的关系具有重要的意义。现将近年来国内外学者提出和使用过的一些压力应激荷瘤动物模型进行综述，对其特点加以评述，总结其在肿瘤中的作用机制，并提出未来压力应激动物模型在肿瘤研究中的一些设想。
1 材料和方法

1.1 资料来源 应用计算机检索PubMed 数据库(2000-2013)，以“stress , animal model, tumor”为检索词；检索中国知识资源总库（2000-2013）、重庆维普数据库(2000-2013)、万方数据库(2000-2013)三大中文期刊数据库，以“应激，动物模型，肿瘤”为检索词。

1.2 纳入标准 ①文章所述内容需与压力应激荷瘤动物模型的建立、应用、评价，及压力应激与肿瘤的关系等方面研究密切相关。②同一研究领域选择近期发表或在权威杂志上发表的文章，相似研究内容选择SCI收录的文章。

1.3 排除标准 重复性研究。计算机初检得到596篇文献，中文156 篇，英文440 篇。阅读标题和摘要进行初筛，排除研究目的与本文无关或内容重复的研究，共保留30 篇归纳总结。

1.4 质量评估 符合纳入标准的29篇文献中，中文文献8篇，英文文献21篇。其中2010年以后的文献20篇。

2 结果
2.1 压力应激动物模型的类型
随着对压力应激和肿瘤之间关系的关注和深入研究，压力应激荷瘤动物模型应运而生[3,4]。压力应激荷瘤动物模型通常采用压力应激和荷瘤动物模型分别造模的方式，顺序视两者造模时间长短及研究需要而定。目前对荷瘤动物模型的造模方法已较成熟，但压力应激动物模型的造模方法还没有统一标准，对应激的程度也没有可量化的指标。现就与肿瘤研究相关的压力应激动物模型建立方法综述如下。
2.1.1 束缚应激(restraint stress)
束缚应激是目前国内外最常用的一种压力应激造模方法。经典的束缚应激造模方法是将动物放入通风良好的空心筒中进行束缚 [5]。圆筒周围制作足够多的透气孔，动物在桶内无法移动、翻身，但不挤压动物尾巴，不对其身体进行伤害[6-10]，这种造模方法动物不感到疼痛，仅心理上感受到限制束缚，结果也主要反应了心理和情绪因素的作用。束缚应激的实施时间在文献报道中从1~12 h 不等，总时长有3，7，10，15，21 d，42d,根据具体实验需要决定。束缚应激与人类压力形成的过程较为相似，同时也符合应激由急性转入慢性的发展趋势，成为应激研究领域中的热点之一。
2.1.2 隔离应激(social isolation stress)
隔离应激是用于制造社会性压力应激常用的动物模型。将动物分为2组，集体饲养3~5只每笼，隔离饲养1只每笼，周期为7~11周。隔离饲养的动物不允许与其他隔离饲养笼中的动物及集体饲养笼的动物有身体接触或社会性互动。研究发现，隔离应激是一个较好的应激源，能使动物产生一种孤独感，可以引起动物的行为学改变，影响动物体内基因的表达水平，促进肿瘤的生成和发展[11-13]。因此，隔离应激被认为是研究慢性社会压力应激与肿瘤关系的常用模型之一。

2.1.3 社会失败应激(social defeat stress)
社会失败应激同样是用于制造社会性压力应激常用的动物模型。该类模型的制作利用了动物的恐惧、绝望、愤怒等情绪反应，并考虑到了一些社会竞争性心理因素，而动物由于受到了保护没有太多的生理性或躯体性损害，能够较好地模拟人类的情绪反应。Peters等[14]将19~22g的C57BL/6 小鼠与30~35g的C57BL/6 小鼠混放在同一笼子里，使体积较小的小鼠不断地受体积较大的小鼠攻击，在第20天给予1%葡萄糖硫酸钠，4个月后被攻击的小鼠肠癌发生率和死亡率明显高于对照组。Kaledin等[15]将一批雄性小鼠单独饲养,诱发其产生对抗性行为，在对抗行为第10天尾静脉注射人Lewis肺癌细胞。研究发现在对抗行为中失败的小鼠Lewis肺癌转移率明显高于获胜以及空白对照的小鼠。
2.1.4 水浸应激(wet cage stress)
水浸应激是用于模拟人类环境因素的改变而产生不良心理压力应激的动物模型。Levi等[16]将动物置于2cm厚的室温水中，可以自由饮食、饮水，20h后将动物移回原来的鼠笼休息2h。研究发现，水浸应激后的荷瘤小鼠肿瘤生长率明显高于对照组，且雄性小鼠比雌性小鼠更易受到环境改变的影响，这种变化可能与肺的NK细胞活性有关。

2.1.5 慢性复合应激(chronic mild stress)
由于压力应激状态往往是多因素综合渐进的慢性过程，国外学者提出了慢性复合应激的造模方法。它的步骤包括鼠笼倾斜30°12h、束缚1h、拥挤1h、震动摇晃1h、潮湿环境12h，每天2次，周期为6~9周[17]。国内也有类似的方法，如将大鼠单笼饲养并在第1、16天给予各种应激, 每天1次, 包括: 电击足底(电流强度1.0 mA, 30 min) 、热应激(45 ℃, 5min)、冰水游泳( 4 ℃, 5 min) 、水平摇晃( 60次/min,45 min) 、夹尾( 1 min, 距尾根1 cm 处) 、禁食24 h、禁水24 h、昼夜颠倒等[18]。或者饮水电击（＜20h/天，每周1次），束缚（每周2次，每次2h），照明闪烁灯光刺激（每周2次，每次6h，频次3次/秒），拥挤（每周2次，每次12h），潮湿环境（每周1次，每次16h），总周期4周[19]。多因素造模可以更好地模拟压力应激的复杂性，但同时也给压力应激对肿瘤作用机制的分析带来了较大的困难。

2.2 压力应激在肿瘤中的作用机制
2.2.1 促进肿瘤血管新生
目前认为肿瘤在无新生血管生成时处于“休眠状态”，如果没有血管生成，原发肿瘤生长不会超过1～2mm3，其继续生长必须依赖新血管结构的形成。肿瘤血管生成受血管生成因子和血管生成抑制因子两者的共同调控节。
Thaker等[20]研究显示慢性压力应激荷瘤裸鼠模型组织内的儿茶酚胺水平及肿瘤浸润生长能力远高于对照组。其主要机制是压力应激状态下能够促进ADRB2受体的活化，介导cAMP-PKA信号通路调节VEGF，MMP2和MMP9的表达水平从而促进肿瘤的血管新生。实验还发现，阻断ADRB介导的肿瘤血管生成是卵巢癌治疗的有效手段之一。骆益宙等[21]发现与单纯荷瘤组相比，荷瘤+应激组小鼠的肿瘤质量和体积明显增加；肿瘤局部MVD、KDR表达水平及HIF-1α转录水平明显提高；血清中的VEGF水平明显增加。研究证实长期压力应激能诱导肿瘤新生血管形成，促进肿瘤增长。张艳玉等[22]发现荷瘤+应激组裸鼠皮下瘤比单纯荷瘤组生长较快，肿瘤增长率达66.33%；并且sIL-2R、VEGF、CA125水平均有明显差异。研究证实束缚压力应激能够导致肿瘤快速增长，其作用机制可能与VEGF水平升高，促进肿瘤血管生成有关。
2.2.2 影响神经内分泌系统
长期以来，有关应激研究的靶点主要集中于下丘脑-垂体-肾上腺轴（hypothalamic-pituitary-adrenal axis，HPAA）。国内外研究表明HPAA的激活在压力应激与肿瘤关系中起到关键的作用，当压力应激发生时，下丘脑室旁核(PVN)分泌促肾上腺皮质激素释放激素(CRH)，垂体上的CRH受体接受CRH 的刺激而分泌促肾上腺皮质激素(ACTH)，ACTH刺激肾上腺皮质分泌肾上腺糖皮质激素，从而对肿瘤的发生发展产生影响。
Gao等[23]探讨了压力应激对卵巢癌生长的影响及相关机制。研究结果表明，慢性压力能够通过增加裸鼠血清中的去甲肾上腺素（NE）的水平，以及改变NM23和NDRG1在肿瘤组织中的表达，从而促进卵巢癌的生长。Feng等[24]研究发现，束缚压力应激能够提高小鼠体内糖皮质激素水平，通过诱导SGK1蛋白激酶，增加MDM2蛋白表达水平、降低p53蛋白表达水平。研究表明，压力应激促进小鼠肿瘤生成的过程中，糖皮质激素激素水平改变介导p53功能的衰减是其中一个重要机制。除了经典的神经递质以外,许多神经肽也参与了应激反应。胃泌素释放肽(gastrin-releasing peptide,GRP)被认为是一种应激相关神经肽,在下丘脑、杏仁核、海马和新皮质等应激相关脑区广泛分布。有研究报道在机体慢性应激反应下, 胃泌素释放肽能通过对生物周期节律的调控、免疫系统的调控、有丝分裂原角色以及对神经紊乱调节的作用来促进肿瘤发展[25]。
2.2.4 降低肿瘤免疫监视功能
长期压力应激状态下可以影响免疫系统的功能。目前普遍认为焦虑、紧张、抑郁等心理因素可能通过造成机体的免疫内分泌功能紊乱，使机体免疫监视及抗肿瘤免疫功能降低，从而对肿瘤的发生发展产生影响。

Frick等[26]研究发现慢性应激会降低T细胞的增殖能力，减少CD4+T淋巴细胞亚群的数量，并降低小鼠血清中TNF-α和干扰素-γ的水平；此外与对照组小鼠模型相比，慢性束缚应激小鼠肿瘤生长速度加快，生存期缩短；压力应激小鼠同样也降低对肿瘤细胞的特异性细胞毒性反应。结果表明，长期处于压力应激状态下，能够促进肿瘤的发生发展，其部分作用机制可能与抑制小鼠体内T细胞介导的免疫作用有关。Dhabhar [27]等发现焦虑可以导致荷瘤小鼠压力应激状态的产生，增加CCL22的表达和T细胞的浸润（促进肿瘤免疫抑制作用），降低CTACK/CCL27、IL-12、IFN-γ、CTL以及Th细胞因子的表达水平（抑制保护性免疫作用），从而降低体内免疫监视功能，促进皮肤癌的生长。研究证实处于焦虑状态中的的小鼠在肿瘤发生发展的各个阶段均承受较高的肿瘤负荷。王济等[28]发现束缚应激可明显增加荷瘤小鼠的瘤重，降低小鼠胸腺指数和脾T细胞的增殖能力，降低荷瘤小鼠脾细胞产生IL-2和IFN-γ的能力，并可使小鼠血清IL-4、IL-10的含量明显增加。研究证实束缚应激可显著抑制荷瘤小鼠的细胞免疫功能，使产生Th1型细胞因子的功能减弱，Th2型细胞因子的含量增加，导致Th1/Th2细胞的平衡进一步向Th2细胞漂移，促进其肿瘤生长。
2.2.5 肿瘤代谢途径的激活
Williams等[29]研究发现，压力应激模型组小鼠在癌前病变的乳腺中代谢途径关键酶基因表达明显增加；压力应激从上调脂质合成和糖酵解两个途径改变基因表达、促进乳腺肿瘤的生长。结果证实压力应激能够改变乳腺基因表达，而且这种改变与肿瘤代谢途径的激活作用密切相关。从代谢途径识别与肿瘤生长有关的特异性基因的表达，对于明确乳腺癌的潜在的分子生物标志物以及作用靶点有着重要的意义。
3. 讨论

综上所述，目前压力应激荷瘤动物模型有束缚应激、隔离应激、社会失败应激、水浸应激、慢性复合应激等多种造模方法。目前国内较常采用的束缚应激法，也有少数关于慢性复合应激方法的报道，而国外学者较长采用的是束缚应激、隔离应激和社会失败应激的造模方法，这主要是由实验场地及研究周期长短等具体实验操作性的不同来决定的。通过这些动物模型的建立可以更深入地研究各种压力应激对肿瘤的影响，特别是有利于研究探讨压力应激在肿瘤发生发展中的作用机制以及抗肿瘤药物的筛选。
近年来，关于压力应激荷瘤动物模型的研究飞速发展，其效果和可信度均得到了很好的证实，但仍存在一些问题：如不能完全排除假阳性和假阴性的出现；还需要更全面、明确的指标来对压力应激荷瘤动物模型进行评价，比如应用神经影像学和神经电生理的研究结果；此外，慢性应激动物模型可以考虑从幼年开始建立模型以便能够更加全面的研究慢性应激对在动物不同发育时期对肿瘤的影响。同时，随着压力应激与肿瘤研究领域向分子水平的深入，转基因技术、基因敲除模型、蛋白缺失实验等技术的发展与广泛应用，为压力应激与肿瘤的机制研究提供了新思路与新手段。
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