
重庆医科大学学报2008年第33卷第 1期 【Joumal of Chongqing Medical University 21)08．Vo1．33 No．1) 一 73一  

论 著 文章编号：0253—3626(2008)01—0073—04 

快速建立裸鼠胶质瘤模型的实验研究 

李承科 -，霍 钢 -，郑履平 -，唐文渊-，肖 刚-，兰胡翔 -，张旭东z 

(1．重庆医科大学附属第一医院神经外科，重庆 400016；2．重庆医科大学公共卫生学院卫生统计教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨快速建立裸鼠c6型脑胶质瘤动物模型的方法及在科研实验中应用的可行性。方法：将c6型鼠胶质瘤细胞 

悬液分别接种至雌雄裸鼠皮下，或用瘤组织块行异体移植至雌雄裸鼠皮下 ，观察裸鼠皮下移植瘤长出时间，并研究肿瘤的病理 

组织学及免疫组织化学特征。结果：(1)两种方法所建肿瘤模型其成功率均为 100％，肿瘤生长状况 良好 ，肿瘤病理组织学及免 

疫组织化学检查均符合胶质瘤细胞的形态学特征；(2)采用细胞接种法建立裸鼠脑胶质瘤模型所需的时间长，在雌雄裸鼠皮下 

生长速度不一，差别有统计学意义 ，P<0．05；(3)采用瘤组织块行异体移植法建立的肿瘤模型，其所需时问均较细胞接种法明显 

缩短，雌雄裸鼠肿瘤组织块生长速度基本相同，差别没有统计学意义，P>0．05。结论：(1)利用肿瘤组织块移植的方法可快速建 

立裸鼠皮下移植瘤模型，并能作为研究胶质瘤发病机制、生物学特性以及基因治疗的可靠动物模型；(2)利用肿瘤组织块异体 

移植的方法，可以缩短肿瘤研究中用于建立动物模型的时间，节约经济成本。 
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Experimental study On the rapid establishment of nude mice glioma model 

LI Cheng-ke，et al 

(Department of Neurosurgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the rapid establishment of nude mice—C6 glioma model and its application feasibility in 

research experiments． Methods：C6 mice glioma cell—suspension Was inolulated to the male and female nude mice 

subcutaneously．The period for tumor tissue to grow out was detected and the histological and immunohistochemieal features of 

tumor were observed．Tumor tissue was used to do allograft transplant for the male and female nude subcutaneously．Th e sprouted 

time of subcutaneous transplant tumor in nude mice was detected，Pathological and immunohistochemical features of tumor were 

studied，Resu／ts：(1)Success rates of both two methods were 1 00％ ，tumor grew in good condition，and the histological and 

immunohistochemical examination results of tumor were consistent with glioma cell morphology：(2)The method of cell inoculation 

to establish model took a long time．Tumor growing speeds in male and female nude mice were different and the difference had 

statistical significance(P<0．05)；(3)Tumor tissue allograft transplant took shorter timer．Tumor growing speeds in male and female 

basically the same，without statistical significant difference(P>0．05)Conclusion：(1)Tumor tissue transplant can establish 

subcutaneous xenograft model quickly，and to provide the reliable animal model for studying of glioma、biological characteristics 

and gene therapy；(2)Tumor tissue allograft can shorten the establishment time of animal models saving the cost of scientific 

research。 

【Key words】Glioma；Disease animal model；Nude mice；Pathology and immunohistochemistry 

无胸腺裸鼠作为一种新的动物模型，广泛应用 

于肿瘤学 、免疫学 、毒理学等各个领域的研究工作 
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中，因此利用裸鼠建立肿瘤模型是人们研究人类肿 

瘤生物特性以及肿瘤治疗常用的实验模型。本实验 

为探索一种新的建立神经胶质瘤动物模型的方法 

而制作了荷大鼠胶质瘤的裸小鼠模型，并研究其病 

理组织学及免疫组织化学特征，现报道如下。 

1 材料与方法 
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图 2 ． 2 雄 鼠 肿 瘤 组 织 病 理 切 片 ( H E x 4 0 0 )

( 肿 瘤 组 织 异 体 移 植 法 )

染 ． 分 裂像 多 见 ， 旱 芹质 性 ， 胞 浆较 少 ， 略 嗜伊 红 ， 细

胞 问质 少 见 ( 图 1 ． 1 、 1 ． 2 ， 冈 2 ． 1 、 2 ． 2 ) ，．

2 ． 2 免 疫 组 化 检 测 G l '
、

A P 蛋 白 的 表 达

存 经 细 胞 接 种 法 形 成 的 肿 瘤 组 织 中 (w A P 高

表 达 ( 图 3 ． 1 、
3 ． 2 ) ， 仵经 异休肿 瘤 绀 织 移 楠 形 成 的 裸

鼠胶 质瘤 组 织 ( H A P 也 呈 离 表 达 ( I割 4 ． 1
、

4 ． 2 ) 从 而

说 明 肿 瘤 细 胞 为 胶 质 源 忡 肿 瘤 ， 形 成 的 裸 鼠体 内肿

瘤 的 遗 传性 没 有 改 变 。

2 ． 3 肿 瘤 组 织 的 生 长 速 度 表

图 3 ． 2 雄 鼠细 胞 接 种 法 ( I ) A l{ 染 色 x 4 0 0 )

图 4 ． 1 雌 鼠 异 体 肿 瘤 组 织 移 植 法 ( I ) A l { 染 色 x 4 0 0 )

图 3 1 雌 鼠 细 胞 接 种 法 ( J ) A B 染 ．~ x 4 0 0 ) 图 4 ． 2 雄 鼠 异 体 肿 瘤 组 织 移 植 法 ( 1) ^ J{ 染 色 × 4 0 0 )

表 l 瘤 细 胞 悬 液 接 种 法 裸 鼠肿 瘤 生 长 表

F = 6 g ． 7 7 ， P < 0 ．
0 1 ， 筹 圳 仃统 计学 意 义 ．

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一

76 一  重庆医科大学学报 2008年第 33卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．1) 

F--O．65，P>O．05，差别有统计学意义。 

细胞悬液接种法，需待肿瘤细胞增殖达一定数 

量时，才能观察到裸鼠背部出现凸起的肿瘤组织块。 

因此 ，肿瘤组织块的出现需经过一定的潜伏期 ，且 

随肿瘤类型、注射量的不同而不同。本实验每只裸 

鼠接种大鼠 C6胶质瘤细胞约为 2．5×l0s个，肿瘤 

形成的潜伏期平均为 6d，全部形成皮下胶质瘤，肿 

瘤组织块的形成及生长情况见表 1。所有数据均采 

用 SAS8．2软件进行统计分析，数据分析采用重复测 

量资料的方差分析，不同性别的裸鼠在肿瘤生长上 

的差异具有统计学意义。 

瘤组织块接种法，移植后经过 48—72h左右可 

见皮肤伤口愈合并拆线，但行肿瘤组织异体移植后 

次Et即可见皮下移植瘤形成，见表 2。 

3 讨 论 

裸小鼠是 1966年发现和培育的一种小鼠突变 

株，此类小鼠先天无毛、无胸腺、T淋巴细胞功能完 

全缺乏，对异种移植不产生排斥反应。因此，裸小鼠 

可作为一种新的动物模型，应用于肿瘤学、免疫学、 

毒理学等各个领域的研究工作中，尤其在肿瘤免疫、 

移植免疫、免疫生物学、免疫病理学、病毒和细菌免 

疫等领域，为实验肿瘤学、实验免疫学提供了新的 

有效的动物模型。1969年 Rygaard和 Povlsen首次 

将人类结肠癌移植于裸小鼠皮下，成功地建立了裸 

鼠皮下移植瘤动物模型【11。此后，人们相继建立了乳 

腺癌、肺癌、宫颈癌 、肝癌 、胃癌、卵巢癌 、黑色素瘤 

等肿瘤的裸小鼠肿瘤动物模型，并且移植肿瘤能够 

良好生长和传代。我国 1985年开展脑肿瘤的裸小鼠 

的移植研究，实验证明移植的肿瘤仍保持原肿瘤的 

染色体组型、组织学形态以及肿瘤的生物学行为[21。 

研究表明，理想的胶质瘤动物模型应具备：(1)肿瘤 

细胞具有胶质瘤细胞和恶性细胞的生物学特性 ，且 

体外能培养生长；(2)肿瘤能在较短时间内形成，能 

够测定肿瘤的生长率；(3)肿瘤应具备与人脑胶质 

瘤相似的生长特征；(4)模型动物应较小且经济； 

(5)用于治疗的动物模型应能够模拟人脑胶质瘤的 

治疗过程[31。因此，在颅内肿瘤的基础研究实验中， 

建立可靠的胶质瘤动物模型是探讨胶质瘤发病机 

制以及开展各种治疗方法在体实验的基础。 

大鼠C6胶质瘤细胞是国际上通用的胶质瘤细 

胞系，它与人类脑胶质母细胞瘤病理特征一致，常作 

为人们研究胶质瘤的细胞株之一 。本研究所制作 

的胶质瘤模型是将大 鼠 C6胶质瘤细胞移植到 

BALR／c系裸小鼠皮下，形成裸鼠皮下移植瘤。瘤细 

胞悬液接种法和瘤组织块接种法制作的胶质瘤模 

型其成功率均为 100％，且裸鼠生长状况良好。所有 

动物模型均经病理组织检查证实为典型的胶质瘤 

细胞特征，与采用细胞接种法所形成的肿瘤组织基 

本一致。GFAP是一种胶质细胞所特有的细胞骨架 

蛋白，经免疫组化证实它是星形胶质细胞及其肿瘤 

的特异性标记物。本实验经 GFAP检测证实 2组实 

验动物的肿瘤模型均为胶质源性肿瘤，是进行胶质 

瘤研究的一种理想模型。 

2种方法相比较，在采用细胞接种法建立裸鼠 

胶质瘤模型时，接种于雄鼠的肿瘤组织块生长速度 

明显优于雌鼠，这可能与雌激素对肿瘤细胞生长的 

抑制作用有关【5'61。目前，国内外有关雌激素对胶质 

瘤细胞生长产生抑制的报道甚少，本研究仅就此方 

面进行探讨。在进行瘤组织块移植建立模型时，雌 

雄裸鼠皮下肿瘤组织块的生长速度基本相同，但均 

优于细胞接种法。产生这一结果似乎未体现雌激素 

对胶质瘤组织的生长产生抑制作用，与采用细胞悬 

液接种法得到的结果相矛盾。国内外众多学者已经 

通过实验发现，胶质瘤细胞经过一定的生长周期后 ， 

其生长活性下降，细胞传代所需的时间延长；与细 

胞悬液接种法相比，进行异体移植组织块中的胶质 

瘤细胞经历了更多的生长周期，这可能是造成这一 

差异的一个原因，但具体的作用机制还有待进一步 

研究。当然，瘤细胞悬液接种法的肿瘤生长速度与 

细胞接种的数量密切有关，随着注射量的增加，其移 

植瘤的生长速度也会增加。国内绝大多数研究工作 

者在建立同样或同类的实验动物模型时，其接种的 

细胞浓度大约为(0．5—1．0)×106个 ，L，其形成组织 

块的潜伏期和生长至同样体积所用时间均较本实 
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层细胞的密度要求较高。饲养层细胞密度过高，在 

与胚胎干细胞竞争养分的同时细胞本身易老化 ，易 

发生卷层现象，将胚胎干细胞包裹其中，无法分离。 

饲养层细胞密度过低 ，分泌分化抑制因子不足 ，胚 

胎干细胞易发生分化。由于种植的饲养层是经过丝 

裂霉素 C处理后生长抑制的饲养层 ，所以饲养层的 

种植密度显得格外重要。实验证实4孔板或 24孔 

板内 1×10 ～2×10 个 ／孔种植密度适中。 

有关丝裂霉素 C处理饲养层的研究报道较多， 

但结果差异较大l8'91，可能与丝裂霉素 C的产地不同、 

各实验者操作具体方法不同有关。本实验为了建立 

可靠的胚胎干细胞培养平台，对实验所用丝裂霉素 

C的作用浓度、时间作了较为详细的筛选。实验表明 

丝裂霉素 C抑制胎鼠成纤维细胞生长与作用浓度 

和时间均相关。浓度太小或时间太短对 MEF抑制 

不够，浓度太大或时间太长会造成 MEF死亡。一定 

范围内，低浓度丝裂霉素 C延长作用时间与高浓度 

短时间作用效果相近。在我们的实验中丝裂霉素 

C10 g／ml作用 2．5～3．5h、20 g／ml作用1．5-2．5h抑 

制效果较好。结合胎鼠成纤维细胞对照组与丝裂霉 

素 C处理组 1～7d的生长曲线可看出实验制备的饲 

养层在 7d内完全能维持在稳定水平，支持胚胎干 

细胞生长。 

本实验探讨了饲养层制备的最适宜实验条件， 

成功分离克隆了从小鼠囊胚 ICM来源的ES细胞， 

为本课题组成功搭建了胚胎干细胞实验操作平台。 
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验短I 7l，而在本研究中，由于接种的细胞浓度低 ，进 

行细胞培养的时间明显缩短，实验所花费的成本也 

得到明显降低，节约了科研成本。 

当然，如能直接将胶质瘤组织移植到裸鼠颅内 

可能与基础及临床研究更为密切。但是，裸鼠颅内 

肿瘤不便于观察、测量 ，同时，也由于肿瘤组织生长 

迅速，较早产生颅内高压，使实验动物较早死亡。所 

以，裸鼠皮下移植瘤也不失为研究胶质瘤的生物学 

特性及其药物治疗等的重要实验模型，它可用于研 

究胶质瘤在体内的生物学行为，探讨肿瘤的发生机 

制以及胶质瘤的药物治疗、放射治疗 ，以及应用于 

基因治疗的相关研究。我们可以推断，利用裸鼠皮 

下肿瘤组织块移植法能够建立胶质瘤的动物模型， 

也可以利用相同的方法建立其他颅 内肿瘤的实验 

动物模型，并能保证其肿瘤细胞的生物学特性不变， 

由此可以缩短肿瘤研究过程中用于建立动物模型 

的时间，降低建立动物模型的经济成本。 
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