
文章编号:1000-5404(2003)04-0287-04 论著

人 CHG-5胶质瘤细胞裸鼠原位移植模型的建立及其生物学特性分析

徐承平 ,卞修武　(第三军医大学附属西南医院病理学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　建立人脑胶质瘤裸鼠脑内原位移植动物模型并探讨其生物学特性。方法　采用瘤细胞悬液接种法 ,

将人脑CHG-5胶质瘤细胞接种于裸鼠大脑实质内。分别于接种后8 、14、19、24 和30 d 处死动物并行病理检查 、胶质纤维酸

性蛋白免疫组化 、染色体核型分析及透射电镜检查 。结果　肿瘤移植成瘤率为 100 %,肿瘤生长稳定 , 肿瘤病理学检查符

合人脑胶质瘤细胞的形态学特征和免疫表型。结论　本移植瘤模型能作为研究胶质瘤发生 、生物学特性以及治疗研究的

可靠动物模型。接种后 14 d 左右是利用该模型进行实验的最佳时机。
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Establishment of orthotopic implantation model of human CHG-5 glioma cell line in

nude mice and analysis of its biological features
XU Cheng-ping , BIAN Xiu-wu (Institute of Pathology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To establish an orthotopic implantation model of human glioma in nude mice and investi-
gate its biological features.Methods　The human CHG-5 glioma cells were inoculated into brains of nude mice.The

animals were sacrificed at day 8 , 14 , 19 , 24 and 30 after inoculation.The tumors were examined with light micro-
scope , electron microscope , karyotype analysis and immunohistochemical stain for glial fibrillary acidic protein.Re-

sults　Gliomas were formed in 100% in nude mice , and the growth of tumors was stable.The tumors showed the

morphological features of human glioma with the immunophenotype.Conclusion　The glioma model in nude mice is

a reliable animal model for the study of the tumorigenesis and biological characteristics and therapy.The 14th day af-
ter inoculation might be suitable for experimental study.

　　Key words:glioma;animal model;orthotopic implantation;nude mice

　　恶性胶质瘤是最常见的中枢神经系统肿瘤之一 ,

其侵袭性强 、发病率高 、位置特殊 、预后差 ,严重威胁着
人类健康。建立一个可靠的胶质瘤异种移植瘤模型 ,

是研究胶质瘤生物学特性和各种体内实验研究的基

础。近年研究表明 ,肿瘤的原位移植(Orthotopic im-
plantation)动物模型是目前最为理想而可靠的肿瘤模

型
[ 1]
,但在脑部进行胶质瘤的原位移植瘤实验难度较

大。为此 ,我们采用本室已建立的人脑恶性胶质瘤细
胞系 CHG-5细胞接种于免疫缺陷动物裸鼠脑内 ,建立

了一种人脑胶质瘤原位移植动物模型。

1　材料与方法

1.1　胶质瘤细胞来源及培养
　　人脑间变性星形细胞瘤细胞系 CHG-5 由本室建立[2] ,按本
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室常规方法培养 ,即用含 10 %小牛血清(河南郑州产品)的 RP-

MI1640(Hyclone 公司)完全培养基 , 另添加适量 HEPES 、双抗

(100 U ml青霉素及100μg ml链霉素)、3 %谷氨酰胺 ,置 37 ℃、

5 %CO2 混合气体孵箱中培养 , 细胞换液时间为 1～ 2 d , 每 3 ～

5 d传代 1 次 ,传代前用 0.25 %胰酶消化。

1.2　瘤细胞悬液的制备
　　取对数生长期的单层培养 CHG-5 细胞以 0.25 %胰酶消
化 ,收集细胞 , 离心去上清 , 用无菌生理盐水离心洗涤 2 次 , 将

细胞悬浮于生理盐水中 ,台盼蓝染色细胞活力测定大于 90 %,

并进行细胞记数 , 调整细胞浓度为 2×106 ml , 置于冰上备用。

接种细胞量 1×104 只。

1.3　实验动物和接种方法
　　使用本校实验动物中心引进的近交系雌性 BALB c nu nu

无胸腺裸小鼠 14只 , 体重 15 ～ 20 g。鼠龄 5 ～ 7周 , 饲养于 SPF

级无菌净化室内。接种部位为裸鼠右侧大脑尾状核。 整个接

种过程在层流超净台中进行。裸鼠经 1 %的戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉 ,俯卧位固定头颅 , 75 %酒精消毒头顶部皮肤后 , 接种

部位的确定参照文献[ 3] 并作适当修改 , 即在裸鼠额部距颅中

线右侧 2.5 mm ,冠状缝前 1 mm 处先用直径为1 mm 的牙科钻小

心钻穿颅骨 ,然后用吸有 5 μl瘤细胞悬液的微量进样器经孔垂

直进入脑实质中 ,进针深度为针尖距颅骨表面 3.5 mm , 注射前
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将针稍微退回约 0.5～ 1 mm , 将瘤细胞悬液缓慢注入 , 除针前停

留 2 min , 然后缓慢拔针。术后无须抗感染。

1.4　移植瘤生长的观察和测量
　　定期观察裸鼠的精神 、饮食 、排便 、体重和活动等情况 , 并

分别在接种后 8 d(2 只), 14 d(3只), 19 d(3只), 24 d(4 只), 30

d(2 只)用 1 %戊巴比妥钠腹腔麻醉并行 4 %多聚甲醛心内灌

注后进行病理解剖 , 检察肿瘤形成的部位和大小等情况 , 方法

为取出脑组织后沿接种点作冠状切面 , 测量移植瘤的最长径和

与之垂直的最宽径 ,依据计算公式:V(体积)=L×W2 2(L为肿

瘤最长径 ,W为与 L相垂直的最宽径)求得移植瘤的体积。

1.5　病理形态学及免疫组化检查方法
　　留取瘤组织 、肝脏 、肺脏 、肾脏置 4 %多聚甲醛固定并作

HE 染色和免疫组化标记。试剂为迈新公司的胶质纤维酸性蛋

白(Glial fibrillary acidic protein , GFAP)单抗和 UltraSensiveTM S-P

Kit以及 DAB显色试剂盒。同时对 CHG-5胶质瘤细胞和移植瘤

组织进行染色 ,操作步骤按试剂盒说明书进行 。取 1 只 23 d

的移植瘤组织按电镜要求取材 、固定 、制片 , 本校中心实验室

PHILIPS TECNAI 10透射电镜观察。

1.6　染色体G显带分析
　　取原位移植瘤组织进行原代培养 72 h 后加入秋水仙素(终

浓度0.08μg ml)继续培养 5 h ,收集细胞 , 离心 , 去上清 ,逐滴加

入 0.075 mol L KCl溶液 , 37℃水浴 30 min , 加入甲醇∶冰醋酸(3

∶1)室温固定 30 min ,滴片 , 干燥 , 0.025 %胰酶消化 10 min , Gi-

emsa染色 , 油镜下观察计数 、拍照。

2　结果

2.1　CHG-5细胞形态及GFAP 免疫组化特点
　　体外传代培养的 CHG-5 细胞在倒置显微镜下呈圆形 、星形

和梭形 ,以梭形和星形为主 ,一般有 2～ 3 个突起 , 胞浆中等 ,核圆

或椭圆。免疫组化染色见瘤细胞胞浆呈GFAP阳性表达 ,见图1。

图 1　CHG-5细胞胞浆呈 GFAP阳性染色　(S-P×200)

Fig 1　Positive staining for GFAP protein in the cytoplasm of

CHG-5 cells　(S-P×200)

2.2　移植瘤形成与动物生存情况
　　本实验 14只裸鼠在接种后全部存活 , 穿刺点无出血感染 ,

也未出现手术损伤神经的症状。裸鼠在接种后 8 d 肉眼未见瘤

结节 , 自 14 d 起可见明显瘤结节形成并迅速进入快速生长期 ,

在 23 d 后大多数裸鼠开始出现体重明显下降 ,消瘦 , 面容不洁 ,

活动减少 , 并很快发展为恶病质 , 同时伴有弓背 、偏瘫 、激惹等

神经受损症状。生存最长的 2只在 28 d 后也开始出现了上述

同样的症状。测得接种后 14 , 19 , 24 , 30 d 移植瘤的平均体积分

别为0.41 , 5.50 , 14.30 , 32.15 mm3。除 1只穿刺点头皮下有一粟

粒大瘤结节形成外 , 所有裸鼠的颅内接种点 、肝 、肾 、肺等主要

脏器均未见明显的肿瘤病灶。

2.3　移植瘤组织学检查
　　所有裸鼠脑内均见瘤组织形成 ,移植瘤组织位于右大脑实

质内 ,早期常围绕小血管呈局灶性浸润性生长 , 排列呈束状 、小

团块状 ,随着接种时间的增加 , 瘤细胞团逐渐连接成片 , 间质血

管逐渐增加 。瘤细胞胞浆中等 , 嗜酸性;核大小不一 , 深染 , 呈

卵圆形 、梭形 , 核分裂像少见 ,见图 2。瘤组织内未见明显出血 、

坏死 ,瘤周组织轻度水肿 , 未见包膜形成。

图 2　移植瘤细胞核呈梭性 ,圆形 ,核大深染 ,瘤组织内可见较

多微血管　(HE×400)

Fig 2　Grafted tumor cell s show spindle or round shapes with large

and darkly stained neuclei.Microvessels can easily be identi-

fied in the xenograft　(HE×400)

2.4　免疫组化观察
　　免疫组化见移植瘤细胞胞浆内 GFAP蛋白表达呈散在弱阳

性 ,见图 3。

图 3　免疫组化染色显示移植瘤细胞 GFAP蛋白弱阳性

表达　(S-P×200)

Fig 3　Weak expression of GFAP protein in grafted tumors by

immunohistochemical staining　(S-P×200)
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2.5　电镜观察
　　移植瘤细胞为胶质源性 , 胞浆突起内中间丝较正常减少 ,

但仍可见明确的中间丝 ,见图 4。瘤细胞核浆比例明显增大 , 核

不规则 ,呈梭形 , 卵圆形 ,可见明显核膜凹陷 、核沟形成 , 以常染

色质为主 ,部分可见染色质边集。胞浆内可见较多线粒体 , 内

质网 ,其余细胞器较少。瘤组织内血管丰富。

图 4　移植瘤细胞突起内可见中间丝 ,核不规则　(TEM×17 000)

Fig 4　Irregular neuclei and intermediate filaments can be

seen in grafted tumors　(TEM×17 000)

2.6　染色体G显带分析
　　移植瘤染色体显示为人体肿瘤细胞染色体的特征 ,呈中或

亚中着丝粒染色体 ,染色体数目 50 ～ 100 , 超二倍体占 70 %, 超

三倍体占 24 %, 超四倍体占 6 %,以短臂染色体增加为主。

3　讨论

　　恶性胶质瘤因其对人类身体健康的高度危害性而

一直备受人们的广泛关注 ,但在其治疗上至今尚无明

显的实质性进展 。建立一个能模拟人体肿瘤微环境以

及生物学特性的胶质瘤动物模型是进行各项实验研究

的基础和前提条件 。目前 ,国外已相继建立了多种人

脑胶质瘤动物模型 ,包括异种异位(肾被膜下 、皮下等)

和异种原位(脑内),广泛应用于各种试验性研究。皮

下移植简单方便 ,易于观察 ,并且成功率高 ,最为常用。

原位移植技术难度高 ,操作复杂 、费时 ,观察困难 ,在一

定程度上限制了其应用 ,由于实验技术条件等多种原

因 ,人胶质瘤原位移植动物模型的国内报道甚少
[ 4]
。

近年 ,随着分子生物学以及各种实验技术的迅速发展 ,

原位移植引起了众多研究者的浓厚兴趣 ,并且逐渐成

为当前各种肿瘤动物移植研究的重点和热点之一 。随

着研究的深入展开 ,越来越多的资料表明原位移植瘤

和异位移植瘤在血管生成 、浸润性 、转移性 、瘤细胞生

物活性物质的表达 、瘤组织微环境渗透压等许多生物

学行为上存在明显差异
[ 1 ,5]
。根据肿瘤发生的“种子-

土壤”微环境学说以及许多原位移植瘤所表现出的特

有生物学行为特点提示肿瘤的原位移植更能体现和模

拟人体肿瘤的各种生物学特性 ,在肿瘤研究中具有更

加重要的作用。人脑胶质瘤因其本身位置的特殊性且

具有独特的生物学行为 ,建立人脑胶质瘤原位异种移

植动物模型 ,对于研究胶质瘤的各种生物学特性 ,尤其

是在胶质瘤的各种实验性治疗(如药物 、血管生成和基

因治疗等)研究以及寻找 、筛选有效的抗胶质瘤新药等

方面具有十分重要的意义和价值
[ 6 ～ 9]

。

　　Jaworski等
[ 10]
将同一胶质瘤细胞株分别接种于脑

组织和腹腔内发现其移植瘤组织 BEHAB(Brain en-

riched hyaluronan binding)表达具有明显差异 ,提示胶质

瘤原位移植与异位移植具有不同的生物学行为特点。

人脑恶性胶质瘤细胞系 CHG-5 为本室采用人脑胶质

瘤手术标本建立 ,组织学类型为混合性少突-星形细胞

瘤(WHOⅡ级)。本室既往采用 CHG-5瘤细胞悬液接

种法接种于裸鼠皮下 ,发现移植瘤呈结节状 , 无明显

浸润性。为探讨 CHG-5瘤细胞在脑内的成瘤情况 ,本

实验采用 CHG-5瘤细胞悬液接种法建立了人胶质瘤

原位移植动物模型 ,结果也发现该动物模型与皮下移

植模型具有明显不同的生物学特性。14只裸鼠全部

成瘤 ,移植成瘤率 100 %,与国内外报道基本一致
[ 3, 4]
。

移植瘤在脑实质内呈高度浸润性生长 ,无包膜形成 ,血

管丰富 ,瘤细胞异型性明显;免疫组化标记和电镜观察

符合星形细胞来源的肿瘤;染色体显带分析为人特征

性的中和亚中着丝粒染色体 ,证实了移植瘤的人源性

而非鼠源性。本动物模型在接种后 2周即可见明显的

肿瘤形成 ,且生长明显加快 , 3 周后动物开始出现消

瘦 ,偏瘫 、弓背等神经症状 ,并迅速出现恶病质而死亡 ,

与临床具有良好的模拟性 。根据本模型的生物学特

性 ,提示接种后 2周左右为利用此模型的最佳时期。

同时本模型操作简单 ,重复性好 ,移植瘤生长稳定 ,实

验周期短 ,有利于进行各项实验性研究 。

　　在本实验中 ,我们认为建立人脑胶质瘤原位异种

移植实验动物模型的关键在于准确定位接种点和严格

控制接种量 ,同时特别注意注射和拔针的速度以及停

针时间。只有保证了瘤细胞的接种位置和接种数量的

一致性 ,才能确保移植瘤生长的一致性 、稳定性和可比

性。另外 ,实验采用的动物为免疫缺陷动物 ,饲养条件

高 ,价格昂贵 ,因此 ,无菌操作观念 ,技术熟练程度 ,接

种后勤观察等也是实验成功的重要保证 。
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左肺粘液脂肪肉瘤 1例

A case report of myxoliposarcoma of the left lung

吴　蔚 ,杨　康　(第三军医大学附属西南医院胸心外科 , 重庆 400038)

　　原发于肺部的脂肪肉瘤(临床报道)罕见 ,现将收治的 1 例

报告如下。

1　临床资料

　　某男 , 44岁 , 因痰中带血 1 周 ,发现左下肺包块 2 d 于 2000

年5 月入院。查体:浅表淋巴结未扪及肿大 ,肺心腹未见异常。

胸部 CT示左下肺前段见 8.3 cm×6.2 cm×8.0 cm 密度增高块

影 ,边界清楚 ,密度不均匀 , 内有密度增高条状影 , 入院后多次

在 CT引导下行经皮肺穿刺活检 , 最后一次活检抽出少量暗红

色 、粘稠物质 , 病检示“良性间叶肿瘤” , 考虑诊断为左下肺间叶

肿瘤。在全麻下行剖胸探查术 ,术中见胸腔有约 200 ml血性胸

水 ,原发肿瘤位于左下肺 , 质中 , 约 12 cm×9.0 cm×6.0 cm 大

小 ,与左上肺粘连浸润不能分开 , 左上肺舌叶上段有 3 cm×3

cm包块 , 肺门 、隆突下 、肺动脉旁未见淋巴结肿大 ,手术予以完

整切除左全肺 ,术后患者恢复出院 , 病理观察:瘤细胞呈圆形 、

卵圆形 ,星芒状 , 胞浆丰富 , 淡染 , 核圆形 、卵圆形 、梭形 ,大而深

染 ,分裂像可见 , 瘤细胞弥漫片状排列 , 分布于粘液样基质中 ,

病理诊断为“左肺粘液型脂肪肉瘤” 。

2　讨论

　　脂肪肉瘤多发于大腿及腹膜后 , 肺原发性脂肪肉瘤罕见。

　　作者简介:吴　蔚(1975-),男 ,重庆市人 ,医师 ,主要从事心脏移植方面的研

究。电话:(023)65387414

　　收稿日期:2002-03-06;修回日期:2002-05-20

脂肪肉瘤起源原始间充质细胞 ,生长缓慢 , 病程可长达数年 , 多

位于深部组织[ 1] 。临床上主要表现为无痛性肿块 , 细胞穿刺活

检敏感度底仅 63%～ 80%, 且有 20%假阳性[ 2] 。 CT与 MRI 可

显示肿瘤大小 、部位及与邻近器官组织解剖关系 , 明确诊断一

般靠术中切除病灶送组织学病检。根据其病理学特征可分为 5

型:分化良好脂肪肉瘤;粘液脂肪肉瘤;圆形细胞脂肪肉瘤;多

形性脂肪肉瘤;去分化脂肪肉瘤。治疗首选手术切除 , 至少应

切除肿瘤边缘 2～ 3 cm 以上的正常组织 , 因其较少发生淋巴转

移 ,故不必常规行淋巴结清扫 , 放疗对粘液型和分化差型者敏

感 ,化疗单独运用效果不佳 , 常作为手术和放疗的辅助治疗。

出现复发病变及手术切除边缘不充分等因素影响肿瘤的局部

复发率 ,而病理分级 、肿瘤深度 、大小等因素与肿瘤的远处转移

密切相关 ,本例患者手术切除病灶后 2 个月入院化疗即发现已

有颈部及腹部多个转移病灶 ,故我们认为肺部脂肪肉瘤治疗应

建立在早期诊断 ,积极手术 , 术后早期联合化疗放疗 , 以提高治

疗效果。

　　关键词:肺;脂肪肉瘤

　　中图法分类号:R730.262　　　文献标识码:B
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