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神经母细胞瘤 sK—N—sH细胞株接种 SD幼鼠 

成瘤规律及其原因分析 

一  张 旺，吕麟亚，王 珊，孔祥如，章 均，杨 娇 

(重庆医科大学附属儿童医院肿瘤外科、儿科学重庆市重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨神经母细胞瘤荷瘤sD幼鼠成瘤规律及其原因分析。方法：以3-4周龄sD幼鼠为研究对象，随机分组为对 

照组(10只)和实验组(45只根据肿瘤生长情况，又再分成瘤组和非成瘤组)。每2 d观察并且测量各组生长指标，第2O天处死 

动物后，计算各组胸腺、脾脏脏器指数；计算外周血淋巴细胞亚群CD3％CD4％CD8 细胞数量变化；检测各组胸腺、脾脏组织中增 

殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen，PCNA)、Caspase一3蛋白的表达。结果：①45只实验组sD幼鼠有 13只成瘤。成 

瘤率为31．1％。②胸腺脏器指数：成瘤组>对照组(P<0．01)，非成瘤组>对照组(P<0．01)，成瘤组与非成瘤组无统计学差异(P> 

0．05)；脾脏脏器指数在各组间无统计学差异(P>0．05)。③非成瘤组中CD3+、CD8+细胞数量明显高于成瘤组(P<O．01)，非成瘤组 

与对照组、成瘤组与对照组中CD3+、CD8+细胞数量无统计学差异(尸>0．05)；CD4q~E 3组中无统计学差异(P>0．05)。④胸腺组织 

中PCNA、Caspase一3蛋白表达：成瘤组及非成瘤组胸腺 PCNA表达较对照组增加(P<0．05)，Caspase一3表达较对照组降低(P< 

0．05)，其中非成瘤组中PCNA较成瘤组明显增加(P<0．05)，Caspase一3表达明显降低(P<0．05)；在脾脏内PCNA、Caspase一3蛋白 

在各组中表达无统计学差异(P>0．05)。结论：①sD幼鼠接种人神经母细胞瘤细胞后。其生长规律出现潜伏期、快速生长期、平台 

期、消退期的变化；②成瘤率及成瘤规律与幼鼠免疫器官反应有关系。 

【关键词】sD幼鼠；神经母细胞瘤；生长规律 
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Tumorigenic regularity of neuroblastoma SK-N-SH cells in SD immature rats 

and potentiaI mechanism 

Zhang Wang，La Linya，Wang Shan ，Kong Xiangru，Zhang Jun，Yang Jiao 

(Department ofSurgical Oncology，Children’s Hospital ofChongqingMedical University， 

Key Laboratory ofPediatrics in Chongqing) 

【Abstract]Objective：To explore tumorigenicity rules and cause of neuroblastoma in SD immature rats．Methods：Immature SD rats of 

3--4 weeks were taken as object of study and were randomly allocated into contrast group(n=10)and experimental group(n=45)．After 

inoculating SK—N—SH cell suspension，rats were divided it into tumor group and non-tumor group．Growth indexes of all groups were 

observed and measured every 2 days until the animals being killed．Then viscera indexes of thymus and spleen in each group were 

calculated．Flow cytometry was used to calculate the number of positive cells of the peripheral blood lymphocyte subsets CD3，CD4 

and CD8．Western b
．

1ot was used to detect the expression of PCNA and Caspase一3 protein of thymus and spleen tissues in all 

groups．Results：Among 45 SD immature rats of experimental group，13(31．1％)suffered from tumor．The weight of thymus in experi- 

mental group increased(P<0．05)and there was no statistical significance between tumor group and non—tumor group(P>0．05)．The 

weight of spleen in experimental group was the same as that in control group(P>0．05)．Flow cytometry was used to examine value of 

peripheral blood lymphocyte subsets CD3，CD4 and CD8．CD3 and CD8 content of non-tumor group was higher than that of tumor 

group(P<0．05)．There was no difference between non—tumor group and contrast group and no difference between tumor group and 
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contrast group(P>0．05)．However，CD4 was different in the 

three groups(P>0．05)．In thymus，expression of PCNA increased 

and expression of Caspase一3 decreased in experimental group 

(P<0．05)．And both the PCNA and Caspase-3 were significantly 

different in non—tumor group from that in tumor group(P<0．05)． 

In spleen the expression of Caspase-3 and PCNA in experi— 
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mental group and control group were the same(P>O．05)．Conclusion：After being inoculated with human neuroblastoma cell lines，SD 

immature rats experiences incubation，rapid growth stage，platform stage and paracmasis．The tumor rate amd the tumorigenic regulari- 

ty is in correlation with rats’immune organ reaction,． 

【Key words]SD immature rat；neuroblastoma；tumorigenic regularity 

神经母细胞瘤(neuroblastoma，NB)是婴儿和儿 

童最常见颅外实体肿瘤．占儿童肿瘤 8％～10％．占肿 

瘤死亡人数 15％，严重影响着儿童健康 。神经母 

细胞瘤是复杂多样恶性肿瘤，一部分类型表现为高 

度恶性，但另一部分类型却具有自愈性，生物学行 

为非常特殊，其中免疫状态对肿瘤自限性有着重要 

作用。故利用荷瘤动物模型探讨肿瘤生物学行为以 

及为后期摸索治疗方法，一直是目前国内外研究热 

点。然而，目前国内外文献报道建模多采用免疫缺 

陷的裸鼠 ，而对于具有正常免疫功能的 SD幼鼠， 

虽有文献报道成功建立动物模型，但其成瘤后生长 

规律及其相关免疫应答情况报道较少。故本研究采 

用 sD幼鼠建立神经母细胞瘤荷瘤动物模型，探讨 

其成瘤规律并分析相关原因．为本研究小组后期探 

讨治疗方法进行预实验，同时也为相似实验提供数 

据和参考依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 无特定病原体(SPF)级 sD幼鼠55只，由重庆 

医科大学实验动物中心提供，体质量 50～70 g，年龄 3～4周， 

雌雄不限。 

1．1．2 细胞 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。 

l_1．3 主要试剂 抗大鼠 CD3一TITC(货号：11-0030-一81，产 

地 ：美国)、CD4一PE(货号 ：12一-0040—8O，产地 ：美国)、CD8一 

APC(货号：17—0084—82，产地：美国)荧光单抗购自美国 BD 

Biosciences公司；Caspase-3(货号：GTX100543一S，产地：美 

国)、PCNA(货号：GTX100543一S，产地：美国)抗体购自美国 

Genetex公司。 

1．2 方法 

1．2．1 肿瘤细胞悬液制备 细胞株生长于 DMEM培养基补 

充 10％胎牛血清(Hyelone公司，美国)、青霉素(100 U／m1)、 

链霉素(100 U／m1)VA及 2 rnl谷氨酰胺(Sigma公司，美国)，在 

37 及 5％ CO2孵育。取对数生长期 SH—N一．SH细胞 ，用 

0．25％胰酶(Hyclone公司，美国)消化形成细胞悬液，计数并 

且调整细胞浓度为 1 X 10，~'／ml。 

1．2．2 动物接种及分组 55只 SD幼鼠，随机编号为 1 55． 

每间隔 5只选出 1只 ，分为对照组(10只)、实验组(45只)。 

按照0-3 ml／100 g腹腔注射水合氯醛；麻醉满意后，抽取单细 

胞悬液 0．2 ml接种于实验组右前肢腋下，对照组接种 0．2 ml 

生理盐水。每 2 d观察肿瘤生长情况，第 6天发现肿瘤生长， 

再将实验组分为：成瘤组13只、非成瘤组32只。 

1．2-3 测量瘤体生长指标及标本收集 每 2 d测量肿瘤长 

径a、短径b，根据公式 V=ab2×O．523 6计算肿瘤体积；在第 

20天时处理各组动物如下：分别称取脾脏、胸腺质量，计算各 

个脏器指数(脏器质量，体质量 ×100％)；用 EDTA抗凝管 

t~ 300 l血液，流式细胞仪计算外周血淋巴细胞亚群CD3、 

CD4、CD8的变化情况；用预冷的冻存管收集胸腺、脾脏组织 

用于 Western blot检测增殖细胞核抗原(proliferating cell nu— 

clear antigen，PCNA)、Caspase一3蛋白表达情况。 

1．2．4 Western blot检：~tJPCNA及 Capsase一3蛋白质表达 提 

取各组胸腺、脾脏总蛋白，用凯基BCA蛋白含量检测试剂盒 

(货号：KGPBCA，产地：中国)测定蛋白浓度，取10 g经 10％ 

SDS-一PAGE蛋 白电泳分离后 ．以 250 mA恒电流转至 PVDF 

膜上 ，室温下 5％脱脂牛奶封闭 1～2 h、TBS洗膜 3次 、加入 

大鼠抗B—actin(1：1 000稀释，货号 ：CW0097A，产地 ：中国)、 

大鼠抗 PCNA(1：1 000稀释)、大鼠抗 Caspase一3(1：1 000稀 

释)，4 oC过夜；洗膜后分别加入二抗山羊抗兔 IgG(1：1 000稀 

释，货号：ZF-．．2301，产地：中国)，室温孵育 1 h，ECL发光。应 

用Image J软件分析条带的灰度值。 

1．2．5 流式细胞仪检测 T淋巴细胞亚群 CD3 、CD4 以及 

co8+~化情况 收集 100 SD幼鼠全血 ，加入 2 FITC 

anti—rat CD3，混匀后均分成 2管 ，一只加入 2．5 l IgG1 

Control APC(货号：17 4714—41，产地：美国)和2．5 l IgG2 

Control PE货号：12—4724—41．产地 ：美国)，另一支加入 2．5ul 

PE anti—rat CD4和 2．5ul APC anti—rat CD8，混匀后室温避光 

反应30 min，加入红细胞裂解液(货号：C3702，产地，中国) 

2 ml反应 10—15 min后离心(3 000 rpm，5 rnin)，弃上清，PBS 

洗涤 1次，加入200 l PBS混匀后在流式细胞仪上检测。 

1．3 统计分析 

采用 SPSS 1 8．0统计软件进行分析，计量资料采用均数 ± 

标准差( -t-s)表示。两均数比较采用独立样本 t检验，多组间 

分析采用单因素方差分析，组间比较采用LSD---t法，检验水准 

a=0．05。 
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2．5 PCNA及 Caspase一3蛋白表达差异 

通过 Western blot实验检测各组小 鼠中 PCNA和 Cas— 

pase一3蛋白表达量差异。结果显示。与对照组相比，成瘤组及 

非成瘤组小鼠胸腺中PCNA蛋白表达量增加 。而 Caspase一3 

蛋白表达量降低(图5A)，其中PCNA及 Caspase一3蛋白表达 

量在非成瘤组中变化最为显著。 

而在各组小鼠脾脏组织中Caspase一3和 PCNA蛋白表达 

量无差异．见图 5B 

对照组 成瘤组 非成瘤组 

32kD 

29 kD 

43 kD 

A．Caspase一3、PCNA蛋白在 SD幼鼠胸腺组织中表达情况 

对照组 成瘤组 非成瘤组 

32 kD 

29 kD 

B．Caspase一3、PCNA蛋白在 sD幼鼠胸腺组织中表达情况 

图5 Caspase一3、PCNA蛋白在 SD幼鼠脾脏组织中表达 

Fig．5 Caspase-3 and PCNA protein expression detected 

by Western blot 

3 讨 论 

本实验采用皮下注射方式建立 SD幼鼠神经母 

细胞瘤荷瘤动物模型。接种肿瘤细胞株后第6天后， 

45只实验组中有 13只成瘤，其成瘤率为31．1％，将 

瘤体体积绘制成生长曲线图，参考刘沁等[91研究命 

名方法，本课题组也将肿瘤生长各个阶段命名为潜 

伏期、快速生长期、平台期、消退期。潜伏期为0~6 d， 

快速生长期为第 6～12天，平台期为第 12～16天，16 

天后出现肿瘤消退期，均与刘沁实验结果一致。 

胸腺和脾脏是机体重要免疫器官。其脏器指数 

可在一定程度上直接反映机体免疫功能的强弱no- 。 

本研究发现．胸腺脏器指数中非成瘤组、成瘤组胸 

腺脏器指数明显高于对照组(P<0．01)，虽然非成瘤 

组数据高于成瘤组，但统计学无差异，可能与两组 

样本量较小有一定关系．也有可能处死动物时已是 

成瘤20 d．处于肿瘤消退期而不是快速生长期，此时 

免疫脏器的脏器指数变化已不是突出特征；至于脾 

脏脏器指数无差异，可能与参与抗肿瘤的免疫应答 

为T细胞，其主要场所是胸腺，故脾脏脏器指数变 

化不明显。 

CD3+分子表达于全部 T细胞上 ，是 T细胞共同 

表面标志㈣。检测 CD3+~巴细胞可反映T淋巴细胞 

的总数。CD4十亚群属辅助性 T细胞(Th)，可产生多 

种细胞因子，能辅助 B细胞产生抗体，也能辅助 

CD8q'细胞产生细胞毒作用。CD8 细胞可产生穿孔 

素等细胞毒物质，参与抗肿瘤免疫、抗病毒和移植 

排斥反应 ，归属于抑制性 T细胞(Ts)IH ，CD4+和 

CD8~I'细胞亚群在机体特异性免疫应答中起核心作 

用。本实验通过测量 SD幼鼠外周血T淋巴细胞亚 

群 CD3+、CD4*．CD8 因子发现，与成瘤组相比，非成 

瘤组中 CD3 、CD8 数量较多(P<0．01)，表明非成瘤 

组 自身T淋巴细胞及其亚群细胞数量较高，其接种 

肿瘤细胞后免疫应答明显 ，免疫能力相对较强，致 

肿瘤不能生长；而T淋巴细胞及其亚群含量较低的 

成瘤组幼鼠，因自身机体免疫能力较弱，应答弱，则 

肿瘤细胞生长。 

增殖细胞核抗原(PCNA)主要在细胞核表达 ， 

在 DNA复制、细胞增殖和细胞周期调控中发挥重 

要作用 ．是评价细胞增殖的一个重要的指标 ]。 

Caspase一3是细胞凋亡主要执行者，被激活后可导 

致细胞死亡，因此被称为死亡蛋白酶Il8_ 91。本研究通 

过 Western blot检测外周免疫器官胸腺、脾脏 PCNA 

和 Caspase一3蛋白表达情况发现，与对照组相比，成 

瘤组和非成瘤组小鼠胸腺中 PCNA蛋白表达量增 

加。Caspase一3蛋白表达量降低，而PCNA及Caspase一 

3蛋白表达量在非成瘤组中变化更显著 ，表明在接 

受肿瘤细胞刺激后，成瘤组和非成瘤组的免疫器官 

均出现相应的免疫应答反应，而在非成瘤组中其免 

疫应答反应更积极。胸腺组织增殖增加，凋亡减少， 

致其重量也增加 ，这与前面胸腺脏器指数的结果 
一 致。而在脾脏中，PCNA和 Caspase一3在 3组内的 

表达均无差异。再次表明抗肿瘤免疫应答器官，胸腺 

是主要参与执行者。 

综上所述，因为本研究选用的是 3～4周龄 SD 

幼鼠。免疫器官、功能尚未发育完善，随着机体受到 

肿瘤细胞刺激，成瘤组和非成瘤组出现免疫器官增 

殖增加、凋亡减少，从而增强机体免疫能力，但成瘤 

组中SD幼鼠胸腺产生T淋巴细胞能力较弱，外周 
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血T淋巴细胞数量较非成瘤组少，表现肿瘤生长， 

但是随着肿瘤细胞持续存在、生长，不停刺激机体 

免疫能力、使免疫器官增生、免疫功能逐渐完善。最 

后肿瘤出现缓慢生长、最后消退。 
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