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人神经母细胞瘤免疫活性小鼠移植瘤模 的建立 

何文飞，何大维，马 超，赵 丹，张永波，卞则栋，易钦君，吴 鑫 

(重庆医科大学附属儿奄医院泌尿外科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨建立C57BIE6j小鼠人神经母细胞瘤移植瘤模型可行性。方法：取含 l X 10 个对数生长期SK—N—SH人神经 

母细胞瘤细胞悬液 0．2 ml，接种于 C57BL／6j系小鼠有前肢腋窝皮下 ，观察小鼠成瘤率、相对肿瘤体积(Relativetumor volume， 

RT＼ )、相对肿瘤增长速率(K)、相对肿瘤倍增时问(Td)、存活时间及移植瘤病理学情况。结果：C57BL／6j小鼠在 3、7 d、3周、4、5、 

6、7周各年龄段持续成瘤率分别为：100％、100％、90％、70％、60％、0％、0％。成瘤后 3～5周内，3周与 4周及 5周 龄接种的肿瘤 

RTV、K、Tt{及 C57BL／6j存活时间均有差异(P<O．05)。结论：在 C57BU6j小鼠体内成功建立人类异种移植瘤模型：不同年龄段 

接种的成瘤牢有差异，可以根据后期研究目的选择接种建模时间 
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【Abstrac·t】Objective：To investigate the feasibility of human neurnblastoma xenograft model in C57BL'6j mice．Methods：SK—N-SH 

cells were collected and condensed as l x 1 0 ／ml during the logarithmic growth phase，0．2 ml injected subcutaneously into C57BU6j mice． 

The tumor generation rate，relative tulnor volume (RTV)，relative~owtb rate (K)，relative doubling time (Td)，sunival time and 

pathology were tested．Results： the continuing tunlor generation rate ofC57BL／6j mice was 100％ (10／10)in 3 day，100％ (10／10)in 7 

day，90％(9／10)in 3 week and 70％ (7／10)in 4 week，60％(6／10)in 5 week，O％ (0／10)in 6 week and 0cA (0／10)in 7 week 

respectively．There were differences in RTV，K．Td．and survival time(P<O．05)when comparing 3 week C57BU6j mi(’e with 4 week and 

5 week ones．Conclusion：Human neuroblastoma xenografi model is successfully established in the immLm0(、0mpetent C57BU6j mice． 

There is significant difference between the inoculated ages in the tumor generation rate．and time-points of model inoculation( an be 

selected according to later research purposes． 
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人类肿瘤动物模型的构建足肿瘤病因认识及治疗策略研 

究的重要方式 I。成功的模型是要近似临床肿瘤复杂的生物 

学行为。目前人类移植瘤模型主要足裸鼠动物模型，但是，该 

模型是建立在免疫缺陷机体基础上，与人类肿瘤有着正常免 

疫系统中的生物学行为有着本质差别 51。为此，我们针对该缺 

点，应用人神经母细胞瘤SK—N—SH细胞株接种有正常免疫系 

统 C57BIJ6j小鼠皮下，通过肿瘤发生率、形态学及生长速率 

等生物学行为观察，评估建立该模型的可行性及应用价值。 
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1 材料与方法 

1．1 实验动物及细胞株 

SPF级正常 C57BIJ6i系小鼠，雌雄性随机 ，动物及饲 

料购自重庆医科大学动物实验中心 人神经母细胞瘤细胞株 

SK—N—SH由重庆医科大学金先庆教授惠赠。 

1．2 方法 

1．2．1 肿瘤细胞接种液制备 细胞株生长于DMEM培养基 

补充 5％FBS(Hyclone公司，美国)、青霉素(100 U／m1)、链霉 

素(100U／nil)及 2ml谷氨酰胺(Sigma公司，美国)，在 37℃及 

5％CO 孵育。取对数生长期 SK—N—SH细胞，0．25％胰酶(In— 

vitrogen公司，美同)消化形成细胞悬液，计数调整细胞浓度 

1×10 个／ml 
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1．2．2 实验随机分组及动物接种 C57BU6j小鼠组，分别取 

3、7 d、3周、4、5、6周及 7周龄，每年龄段各 10只。用 1 ml注 

射针抽取单细胞悬液 0．2 ml接种于 C57BL／6j小鼠右前肢腋 

下。肉眼可见瘤块，肿瘤体积达到或超过 100 mm ，默认建模 

成功。 

1．2．3 测量指标及标本收集 记录肿瘤生长潜伏期、荷瘤鼠 

自然存活时间。定人每周游标卡尺测量肿瘤的长(L)、宽(W) 

及高(H)，按公式V=L×W×H X盯，6目计算肿瘤生长体积。根 

据测量的结果计算出相对肿瘤体积(relativetumorvolume，RTv)， 

计算公式为：RTv=V／V。。其中v。为第 1次测量所得肿瘤体 

积，V。为每一次测量时的肿瘤体积。用指数函数先计算其生 

长速率 K=(LnV。一LnV。)／t，再绘制生长曲线及计算倍增时间 

Td=hl(2)／I( 。肿瘤组织病理学观察 肿瘤标本 4％中性甲醛 

固定，石蜡包埋切片厚 5 m，苏木精 一伊红染色(HE)染色， 

观察肿瘤镜下组织结构及浸润。 

1．3 统计学分析 

实验数据以 ±s表示 ，应用 SPSS16．0软件处理 ，相对 

肿瘤增长速率、相对肿瘤倍增时间值进行单因素 ANOVA分 

析；相对肿瘤体积值进行重复测量方差分析；存活时间值采 

用 logrank检验，P<O．05为有差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不同鼠龄 C57BU6j移植瘤成瘤率及存活时问 

各组肿瘤细胞悬液接种 4~6 h后，注射部位皮丘全部消 

失。3-6d后，接种部位出现新的结节状物，初时触感细碎，在 

皮下有游移滑动感。接种后第 1周，3 d、7 d龄成瘤率均为 

100％，随着肿瘤增大，小鼠发育严重不良，体重减轻；3、4、5周 

龄成瘤率分别为 90％(9／10)、80％(8／10)、70％(7／10)。但是， 

部分瘤块逐渐缩小。接种后第 3周，3、4、5周龄成瘤率分别 

为 90％(9／10)、70％(7／10)、60％(6／10)。未缩小或消失瘤块继 

续增大，成瘤小鼠出现活动减少、呆滞。接种后 30 d，3 d龄鼠 

全部死亡，7 d龄至 5周龄 30 d存活率及存活时间见表 1。接 

种后 60d，受肿瘤生长影响，7 d龄组全部死亡，3周至5周龄 

小鼠存活率及存活时间见表 1。3 d龄鼠存活时间短，与7 d龄 

鼠比较有显著性差异(尸<0．05)。3周及4周龄小鼠存活时间 

无显著性差异(尸>0．05)，其中与 5周龄存活时间比较有显著 

性差异(P<0．05)(表 1)。6周及 7周龄 C57BIE6j小鼠在接种 

后 100 d内成瘤率均为0。 

2．2 移植瘤生长相关指数 

根据默认荷瘤成功及成瘤时间和每周测量结果，连续观 

察各组荷瘤鼠移植瘤生长，绘制相对肿瘤生长曲线(图 1)； 

肿瘤生长速率(表2)；肿瘤倍增时间趋势(表 2)。研究发现：3 

周龄与4周和5周 C57BL／6j小鼠比较移植瘤生长趋势有明 

显差异，且 4周与 5周龄段移植瘤生长趋势无差异。 

2_3 移植瘤组织病理学 

皮下移植瘤呈类似球形 ，形成完整假包膜，发现中央组 

织充血及坏死。肿瘤细胞接种部位肌肉有浸润及肿胀，腹腔 

脏器未见转移。HE染色观察细胞染色较深，形态不规则，大 

小不一，菊花状生长，分化低，细胞核大、深染，多见病理性核 

分裂(图2)，肿瘤内微血管丰富，其间有少量淋巴细胞浸润。 

3 讨 论 

人类肿瘤移植瘤模型是研究人类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、肿瘤疫苗、 

肿瘤干细胞筛选 、化疗药物筛选等方面研究【3_s．8—1。1969年 

Raygard J首次成功建立了人结肠癌移植瘤裸鼠(Nude mice) 

模型。但是，裸鼠异种移植瘤模型普遍存在非免疫活性缺陷， 

其瘤细胞生物学行为与临床不一致[1O,11】。 

神经母细胞瘤是儿童常见恶性实体瘤，其裸鼠移植瘤模 

型技术成熟，移植后生长稳定 ，故本实验采用该细胞株建立 

表 1 C57BL／6j小鼠及BALB／C裸鼠皮下接种成瘤情况比较 

3周 C57BL／6j小鼠(n=8) 4周 C57BL／6j小鼠(n=6) 5周 C57BL／6j小鼠(n=6) 

注：统计采用单因素 ANOVA分析，．P<O．05，K：相对肿瘤增长速率，Td：相对肿瘤倍增时问 
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注：统计采用重复测量方差分析，接种后 3周内，各组 RTV无 

显著性差异(P>O．05)；3~5周，a与b，a与c，P<O．05，小鼠RTv 

差异有显著性；b与 C，P>O．05，RTV无差异 

图1 移植瘤 RTV生长曲线图 

移植瘤模型。结果显示：6周龄后 C57BL／6j小鼠不能建立移 

植瘤模型，而 5周龄以内小鼠能够成功建立稳定的移植瘤 

模型，提示免疫活性起关键作用 ，而且 ，我们推测，5周龄为 

C57BL／6j小鼠免疫系统成熟的分界，6周龄及以后，小鼠已 

经拥有健全的免疫系统，能够对异质细胞进行免疫监控和灭 

杀；5周龄及以内免疫系统尚不健全，且周龄越小免疫系统 

发育越不完善，肿瘤细胞逃逸监控和杀灭的机率越大 ，移植 

瘤模型适宜于在此期内建立。接种后3周内，各组 R rv无显 

著性差异(尸>0．05)，我们推测是移植瘤与宿主免疫系统一个 

平台期。经过 3周后，小鼠已经建立成熟的免疫系统，肿瘤只 

能在部分小鼠中持续生长，正类似人类肿瘤仅在部分非免疫 

缺陷人群中发生。 

本研究发现：3、7 d龄小鼠成瘤率 100％，相对肿瘤增长 

迅速 、倍增时间短、宿主寿命短(表 1)，宿主快速出现死亡， 

推测 3、7 d龄小鼠免疫系统发育不完善，肿瘤被宿主免疫系 

统接受并逃逸监控，并呈现出非受控性增殖，最终致使小鼠 

死亡。这一现象较临床肿瘤患者死亡时间不吻合。60％ 70％ 

的4、5周龄 C57BL／6j小鼠持续成瘤 。但是，相对肿瘤增长速 

率缓慢、倍增时间长、宿主寿命较长(图 1)。3周龄与 4、5周 

龄C57BL／6j小鼠移植瘤增长趋势差异具有显著性(图 1)，我 

们推测 3周龄 C57BL／6j小鼠移植瘤可能形成肿瘤免疫耐 

受，移植瘤稳定而快速增长。病理检查显示 C57BL／6j小鼠移 

植瘤镜下结构与临床相近。从以上移植瘤相关系数比较及病 

理组织学检测结果提示 ，正常 C57BL／6j小鼠可以用以建立 

人神经母细胞瘤 SK—N—SH细胞株异种移植瘤模型；尤其是 

3周龄 C57BU~小鼠，移植瘤经历了免疫耐受至免疫监视全 

过程，模拟了临床肿瘤发生微环境。另外，3周龄 C57BL／6j小 

鼠移植瘤成瘤率高、生长速度快、移植瘤倍增时间较短、RTV 

较突出、宿主寿命较长等优点 ，因此 ，3周龄 C57BIJ6j小鼠 

可能作为肿瘤学研究移植瘤模型选择。 

本实验构建人神经母细胞瘤免疫活性 C57BL／6j小 鼠移 

植瘤模型，增加了宿主免疫系统监控人类肿瘤移植瘤模型的 

建立，具有成瘤率高、重复性好、稳定等优点，模拟临床恶性 

实体肿瘤生长的特点。且不同年龄段接种的成瘤率有差异， 

A．移植瘤实体；B．移植瘤组织学，箭头所指为微 

血管；X 200；插入图，X l 000 

图 2 C57BL／6j小鼠移植瘤实体及组织学 

可以根据后期研究目的选择接种建模时间。我们认为，人神 

经母细胞瘤免疫活性 C57BL／6j小鼠移植瘤模型是一种比较 

理想的人神经母细胞瘤移植瘤模型。 
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