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初步建立人颅咽管瘤"
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#的裸鼠皮下移植瘤模型%方法
!

采用胰蛋白酶消化法将新鲜颅咽管瘤组织进行原

代细胞培养!然后将纯化的第
'

代颅咽管瘤细胞接种于到
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F

裸小鼠背部皮下%观察接种成瘤后瘤组织生长情况和特点!明

确肿瘤性质%结果
!

5#

细胞可以在裸鼠皮下存活!接种后
>.

可见有移植瘤形成!成瘤率为
''('V

!病理切片显示肿瘤样鳞状上

皮细胞团增生%结论
!

利用颅咽管瘤细胞初步建立了人颅咽管瘤裸鼠皮下移植瘤模型!为进一步研究颅咽管瘤的生长特性奠定

了基础%
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%是颅内最常见的先天

性上皮来源性肿瘤之一#好发于鞍区#常见于儿童#约占所有颅

内儿童肿瘤的
:(&V

"

9(&V

+

,3$

,

(在长期的研究过程中#对

5#

生物学特性'病理改变等方面尚不清楚#该肿瘤临床治疗效

果不佳#术后患者并发症严重#术后易复发#体外'体内模型的

建立有助于对
5#

进行更加深入的研究+

'3/

,

(目前#

5#

动物模

型的报道尚不多见+

>

,

(本研究拟采用
5#

细胞接种裸鼠皮下

的方法建立人
5#

移植瘤模型#旨在为该肿瘤的研究提供更有

效的实验工具(
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A(B
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方法

A(B(A

!

细胞培养及鉴定
!

肿瘤组织来源于南方医科大学南方

医院神经外科的住院患者
'

例#患者的基本资料见表
,

(术中

标本经快速病理诊断为
5#

#取新鲜肿瘤组织进行原代培养及

纯化#随后石蜡切片证实
'

例均为造釉细胞型
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本次实验取材患者信息及临床资料

标本编号 性别 年龄$岁% 手术时间 原"复发 病理诊断
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男
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原发
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男
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原发
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女
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胎牛血清,#迅速送往细胞培养室(用
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液反复冲洗肿

瘤组织#将组织剪成约
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&(&%V[Z"!

#

'/ U

静置消化
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混合培养基中并反复吹打混匀#接种

于
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培养瓶(原代培养后
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后换液#并加入表皮生长因
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当原代细胞铺满培养瓶底
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时#以
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胰蛋

白酶"
&(&%V[Z"!

消化#按
,X$

比例传代于培养瓶中(第
'

代肿瘤细胞性状较为稳定#取其进行裸鼠成瘤实验(

制成细胞爬片#在
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甲醛固定液中固定&

'V_
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及

&(%V"G8A7=

液中处理后进行染色(

#1=354

抗体$

,X%&&

%#采

用免疫细胞化学两步法#参照试剂说明书进行染色#
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显色+
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实验动物
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实验用
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F

裸小鼠均由南方医科

大学 实 验 动 物 中 心 提 供 和 饲 养 $许 可 证 号!
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%级(笼具'垫料'饮

用水和食料均经灭菌处理#按标准方式给予(裸鼠自由活动及

进食(

A(B(C

!

细胞接种
!

取第
'

代已纯化的
5#

细胞以
#WQ

配置成

细胞悬液进行接种(接种细胞浓度为
%g,&

:

"

*+

#每只裸鼠接

种量为
&($*+

(接种前以碘伏消毒裸鼠皮肤#以
,*+

注射器

抽取细胞悬液#每例标本细胞各接种至
$

只裸鼠的背部皮下(

A(B(D
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观察指标
!

$

,

%观察各组小鼠的生存质量情况&$

$

%大

体观察观察移植瘤形态'大小'颜色及与周围组织的关系&$

'

%

常规苏木精
3

伊红$
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%染色观察

,&V

甲醛固定#石蜡包埋#切片#

_[

(
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!

结
!!

果

B(A

!

原代培养和纯化的
5#

细胞
!

原代细胞培养后
$-B

可见

细胞贴壁#瘤细胞成小片状散在分布(聚集的细胞大小不一#

多为多边形形状#偶见单个长梭形细胞(细胞透亮#折光性好#

呈上皮样)铺路石*样排列#细胞增殖较快#团状细胞可重叠生

长#一般
'

"

%.

汇合率可达
>&V

"

9&V

#进行细胞传代$封
'

图
,

'

$

%(原代培养细胞经滤膜过滤纯化#第
'

代细胞稳定#可

满足裸鼠成瘤需要(

B(B

!

移植瘤观察
!

接种后
>.

#

$

只接种裸鼠背部皮下出现肉

眼可见的移植瘤$移植瘤成功率
''('V

%#

$

只成瘤裸鼠体质量

略有增加#饮食'饮水正常#精神状态良好#将裸鼠处死取材分

别进行下列观察(

B(B(A

!

大体观察移植瘤大小均约
&(%F*g&(%F*

#质地稍

韧#肿瘤表面皮肤无破溃#色泽与周围皮肤颜色接近#稍显淡红

色$封
'

图
$

%(处死裸鼠后观察见肿瘤呈淡黄色#有包膜形

成#与周围筋膜'肌肉组织界限清楚#肿瘤周围可见血管反应#

表面有新生血管形成#未见脓肿形成$封
'

图
'

%(

B(B(B

!

病理切片
_[

染色观察
!

在真皮下和浅肌层上见上皮

样肿瘤细胞呈巢状#肿瘤细胞周围大量中性粒细胞'淋巴细胞

及纤维细胞包裹(肿瘤细胞呈巢片状#细胞大小相仿#呈多边

形#核居中#细胞质淡嗜酸性#核未见异形$封
'

图
-

'

%

%(

C

!

讨
!!

论

肿瘤动物模型是研究肿瘤生物学行为及肿瘤治疗的主要

工具之一#广泛应用于肿瘤生长'肿瘤免疫'抗肿瘤药物筛选等

方面研究+

93,,

,

(移植性肿瘤模型是目前应用最多的动物模型#

它是将外源性肿瘤细胞移植到实验动物体内生长而形成的肿

瘤#其中以原位移植模型和皮下移植模型最为常见(

,9>:

年#

67G8N1I1

等+

,$

,首先将人结肠癌细胞移植到裸鼠盲肠浆膜下#

建立了第一个大肠癌的原位移植模型#之后又陆续出现了用各

种方法建立移植瘤的报道#并沿用至今(该方法操作最简单#

成瘤率高#应用也很广泛(将细胞悬液接种于裸鼠#肿瘤生长

能模拟肿瘤成瘤的过程#成瘤率高#成瘤时间均一#瘤体大小和

质量容易测量#且接种方式#部位多样化#容易进行基础和临床

研究#是目前研究最广泛的动物模型(

5#

是颅内最常见的儿童先天性肿瘤之一#

L_b

分级属

+

级肿瘤#但由于该肿瘤自身的生物学特性以及肿瘤与周围重

要神经组织间复杂的相互关系#术后常复发#临床治疗效果不

佳(尽管广大学者对
5#

进行了长期而深入的研究#但对该肿

瘤起源'发病机制'病理改变'细胞生物学性状等方面认识尚不

清楚(限于细胞模型'动物模型尚未成熟的实验条件制约#

5#

相关基础研究进展缓慢+

,'3,-

,

(

TE

等+

:

,首次采用肿瘤组织块异

种异位移植法对
5#

动物模型进行了初步探索#肿瘤经过
$

"

'

周潜伏期逐渐生长#其移植成功率约为
'9(%>V

(瘤块无肿瘤

包膜#周围可见小血管生成#血供欠丰富#光镜下肿瘤基本保持

了原有的肿瘤特点#未见新的囊变或钙化生成(该模型肿瘤可

建立新的血循环#其微血管密度与肿瘤细胞增殖能力密切相

关(

本课题组前期已对
5#

细胞进行原代培养#建立了该细胞

体外模型#培养条件较为稳定(本实验中#采用已纯化的
5#

细胞悬液#通过裸鼠皮下种植的方式尝试建立
5#

移植瘤模

型(所生成瘤块可见明显肿瘤样鳞状上皮细胞巢状生长#可见

肿瘤血管生成(该组动物成瘤时间最短为
>.

#较
TE

等+

,-

,采

用的组织块异位移植法成瘤时间明显缩短&本组成瘤率为

''('V

#与
TE

+

,-

,报道较为接近&该方法操作简便#每只裸鼠操

作不超过
,*8=

#不用切开'缝合皮肤#更有利于裸鼠正常生长#

减少术后感染的概率(同时#尽管组织块法可以通过筛网过滤

等方法尽量使种植组织块大小相等#但该方法仍难以确保所种

植肿瘤组织所含细胞量相当#而纯化的细胞悬液皮下种植可在

制作动物模型时量化所种植肿瘤细胞数目#使实验基本条件尽

可能统一#更有利于不同实验组的后续观察'对比#使实验结果

更为可信(

针对与
5#

病理性状相近#均呈类似)良性肿瘤恶性表现*

的下颌骨成釉细胞瘤#张磊涛等+

,%

,通过原代培养成釉细胞瘤

细胞#采用皮下种植的方法初步建立该肿瘤动物模型(种植后

$'.

#移植瘤
_[

切片可见肿瘤细胞向肌间呈侵袭性生长#保

持了原有造釉细胞瘤的侵袭特性(现阶段#国内外尚未见裸鼠

皮下种植
5#

细胞建立体内模型的报道(本研究采用相同的

方法成功建立了裸鼠移植瘤模型#但实验过程中未见到
5#

细

胞的异形性以及侵袭性生长的现象#尚不能认为该肿瘤存在侵

袭性生长等)恶性*肿瘤表现#但考虑到本组成瘤时间较短#在

后续的研究中会延长肿瘤成瘤时间#进一步探讨该肿瘤的自身

生物学特性(

在本次研究过程中#本课题组认为需要注意!$

,

%原代培养

5#

细胞纯度高'细胞接种前状态良好是该移植瘤模型成功的

最关键因素&$

$

%本实验细胞密度选择为
%g,&

:

"

*+

#细胞密度

小可能不利于该模型成瘤&悬液注射量介于
&(,%

"

&($*+

有

利于该模型建立成功#多则可能不利于裸鼠生长#鼠龄小其接

种量应该相应减少&$

'

%肿瘤细胞消化后放置时间不宜过长#尽

量不超过
'&

"

:&*8=

#细胞悬液初步储存于
-U

环境#更有利

于保持肿瘤细胞活性&$

-

%由于裸鼠并不是毫无免疫功能#模型

所选裸鼠尽量选择
-

"

:

周龄为宜#鼠龄太大不宜于模型建立

:%-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期



成功(随着鼠龄增长#裸鼠免疫功能逐渐增强#肿瘤可能逐渐

消失(如需长期观察#可以在实验前进一步抑制裸鼠免疫功

能#延长肿瘤生长时间(

本次研究通过
5#

细胞原代培养#裸鼠皮下种植纯化的肿

瘤细胞悬液初步建立了
5#

移植瘤动物模型(该方法成瘤时

间短'操作简便'损伤小'瘤体保持原有上皮表型#可以作为
5#

移植瘤模型的实验方法之一(但该方法目前相对成瘤率仍较

低#以后实验可以通过提高细胞密度'增强细胞增殖活性或降

低裸鼠免疫能力等方法#改善该移植瘤模型成功率(
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