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人眼眶横纹肌肉瘤动物模型的建立
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［摘要］　目的：探讨建立人眼眶横纹肌肉瘤动物模型的方法。方法：培养人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株ＲＤ细胞，取对数生长

期细胞分别接种于４周龄ＳＣＩＤ鼠和６０Ｃｏ照射 （１Ｇｙ）后１ｄ的ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠；选用成瘤ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠的瘤块移植入另一

批４周龄ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠胁部皮下（组织块接种法）。观察各组动物肿瘤生长情况，绘制肿瘤生长曲线；肿瘤组织行常规病理

ＨＥ染色并镜检。结果：６０Ｃｏ照射后１ｄ裸小鼠成瘤时间约６～８周，ＳＣＩＤ鼠组约３～４周，组织块接种法移植２周后裸小鼠

瘤体较明显，３组动物的成瘤率均为１００％；成功绘制出肿瘤生长曲线，肿瘤均呈进行性生长；病理检查示各组移植性横纹肌肉

瘤与人体肿瘤标本所见类似。结论：成功建立了裸小鼠和ＳＣＩＤ鼠人眼眶横纹肌肉瘤模型，组织块接种法可以缩短ＢＡＬＢ／ｃ
裸小鼠成瘤时间，为进一步研究人眼眶横纹肌肉瘤奠定了基础。
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　　眼眶横纹肌肉瘤（ｏｒｂｉｔａｌｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＲＭＳ）是

一种儿童时期常见的眶内恶性肿瘤，恶性程度高，发展快，如

得不到及时治疗，多于一年内死亡［１］。建立人眼眶横纹肌肉

瘤动物模型为该病的防治研究提供了体内研究的实验系统。

本实验预试验中应用人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株 ＲＤ细胞

接种ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠后成瘤率较低（约６０％），现采用ＳＣＩＤ
鼠以及术前１ｄ６０Ｃｏ照射过的ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠进行细胞接

种，之后选用已成瘤的裸小鼠的瘤块移植入另外一批４周龄

ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠皮下，观察各组成瘤情况，探讨建立人眼眶

横纹肌肉瘤动物模型的方法。

１　材料和方法

１．１　细胞株　人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株 ＲＤ细胞，由中

科院细胞研究所提供。

１．２　动物及分组　４周龄ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠及ＳＣＩＤ小鼠，雌

雄各半，体质量１５～２０ｇ，由上海斯莱克实验动物有限责任

公司提供［许可证号：ＦＣＸＫ（沪）２００３０００３］，在第二军医大

学实验动物中心清洁级（ＳＰＦ）动物实验室饲养及实验。分

组：ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠共２４只，先后分为２批，前１批１４只，后

１批１０只，雌雄各半；ＳＣＩＤ鼠１０只，雌雄各半。
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１．３　ＲＤ细胞培养　人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株ＲＤ细胞

培养于含１０％灭活胎牛血清、青霉素（１００Ｕ／ｍｌ）、链霉素

（１００μｇ／ｍｌ）的ＤＭＥＭ１６４０培养基，置于含８％ＣＯ２的３７℃
孵育箱中，用胰蛋白酶消化，以１３传代。

１．４　人眼眶横纹肌肉瘤动物模型的制备

１．４．１　细胞接种　消化对数生长期细胞，离心５ｍｉｎ（２００×

ｇ），计数，用ＰＢＳ液制备 ＲＤ单细胞悬液（含细胞数为１×

１０８／ｍｌ），对第１批裸小鼠和ＳＣＩＤ鼠胁部皮肤进行局部消毒

后，取０．１ｍｌ上述悬液注射于胁部皮下。第１批裸小鼠于注

射前１ｄ进行了６０Ｃｏ照射，剂量为１Ｇｙ／只。

１．４．２　组织接种　待上述第１批裸小鼠胁部皮下长出花生

米大小的瘤块后，处死其中４只裸小鼠，剥离瘤块将瘤块切

边长约为２ｍｍ的正方形块若干，置于细胞培养液中。于第

２批裸小鼠背部局部消毒后，用眼科剪剪开长约０．５ｃｍ皮肤

切口，用镊子将上步制得的瘤块沿皮下塞至胁部皮下，缝合

皮肤。

１．５　肿瘤生长曲线的绘制　接种后每日观察各组动物

（ＳＣＩＤ鼠，第１、２批ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠）接种部位有无感染及

肿瘤生长情况。使用游标卡尺于肿瘤长出后大小为２８ｍｍ３

左右为记录起始，第０、３、７、１１、１４、１７、２１、２４天测量肿瘤的

长径（Ａ）和短径（Ｂ），并按下述公式计算肿瘤体积：肿瘤体积

Ｖ（ｍｍ３）＝Ａ×Ｂ２／２，共测量７次，绘制肿瘤生长曲线。

１．６　常规病理检查　每组测量至２４ｄ后处死，完整取出肿

瘤，１０％甲醛溶液固定，常规石蜡包埋、切片，ＨＥ染色后镜

检。

１．７　统计学处理　各组数据结果均以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳｖｅｒ．１０．０统计软件处理，进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　细胞生长情况　人胚胎型横纹肌肉瘤细胞系 ＲＤ在

ＤＭＥＭ１６４０培养基中呈贴壁生长，每３ｄ传代１次，体外培

养的细胞生长状态良好，大部分呈多边形、梭形，核仁较多

（图１）。

图１　体外培养的ＲＤ细胞

Ｆｉｇ１　ＲＤｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

２．２　动物模型肿瘤生长情况　接种当天各组皮下接种部位

均见细胞悬液形成的囊泡，次日观察囊泡消失，均未出现明

显红肿的炎性反应。第１批裸小鼠、ＳＣＩＤ鼠分别于接种后

第６～８周、３～４周出现可触及米粒大小的瘤块，第２批裸小

鼠瘤块接种后，瘤块未见消失，逐渐增大。各组成瘤率均为

１００％，动物状态良好，实验期间无死亡。

２．３　肿瘤生长曲线　成功绘制肿瘤生长曲线，各组肿瘤生

长趋势相近，均呈进行性生长，生长速度快（图２），三组体积

间无明显差异。

图２　肿瘤生长曲线

Ｆｉｇ２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｔｕｍｏｒｓ

２．４　常规病理检查　３组皮下剥出的肿瘤近球状，表面光滑

可见丰富的血管及少量纤维组织增生，表面及切面色白，质

较硬。镜检可见毛细血管以及肿瘤细胞分布密集，呈腺样生

长，细胞核大、深染，有异型，核仁１～６个，核分裂象多见（图

３）。

图３　肿瘤组织标本ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（×１００）

３　讨　论

　　横纹肌肉瘤（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＭＳ）是儿童时期最常

见的一种软组织肉瘤，占所有儿童期软组织肉瘤的５０％［２］。

在人体很多部位发生，４５％发生于头颈部，在头颈部的ＲＭＳ

中原发于眼眶的占２５％～３５％［３］。横纹肌肉瘤来源于横纹

肌细胞及向横纹肌分化的间叶细胞，按其形态学特点可分为

４型：胚胎型、葡萄状型、腺泡型和多形型。不同的组织类型

与发病部位有密切关系，最常见的组织类型为胚胎型，占
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ＲＭＳ的５０％～６０％［４］，其中眼眶横纹肌肉瘤的四分之三也

是属于胚胎型［５，６］，恶性程度高，发展快，如得不到及时治疗，

多于１年内死亡［１］。根据实验的需要我们建立了人眼眶横

纹肌肉瘤动物模型，以供研究此肿瘤的发生、发展以及治疗

等。

　　通常，肿瘤动物模型可由以下几种途径产生：动物的自

发肿瘤、诱发肿瘤和移植性肿瘤［７］。前两者较少应用，移植

性肿瘤动物模型具有特性明确、生长一致性好、瘤株分布广

泛、可反复复制等优点，在肿瘤研究中占有重要地位。因此

实验前期我们选用了人胚胎型横纹肌肉瘤细胞株 ＲＤ的细

胞悬液对ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠进行接种形成移植性肿瘤。裸鼠

因缺乏胸腺或仅有残遗的胸腺器官存在，缺乏成熟Ｔ细胞的

辅助抑制及杀伤功能，细胞免疫力低下［８］，因此通常作为肿

瘤动物模型的理想选择，但在我们的预实验中成瘤率较低、

肿瘤发生潜伏期长，考虑裸小鼠存在体液免疫，因此本研究

采用６０Ｃｏ对裸小鼠进行照射，人为地进一步抑制裸小鼠免疫

功能，同时我们考虑选用细胞和体液严重联合免疫缺陷的近

交系小鼠———ＳＣＩＤ小鼠，它同时缺乏Ｔ细胞和Ｂ细胞，免疫

力更加低下［９］。本研究结果显示经过６０Ｃｏ照射后的裸小鼠

和ＳＣＩＤ鼠进行细胞接种后的确缩短了肿瘤发生的潜伏期。

　　经过６０Ｃｏ照射后的裸小鼠进行细胞接种虽然缩短了肿

瘤发生的潜伏期，但成瘤时裸小鼠已为１０周龄以上成年裸

小鼠，研究表明成年裸小鼠体内有较高的ＮＫ细胞活力和不

依赖Ｔ细胞的效应机制［８］，可能影响实验的结果。因此，本

研究继续取出已成瘤的瘤块采用组织块接种法，接种于另外

一批４周龄的ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠的胁部皮下，也获得１００％成

瘤率，同时缩短了成瘤时间。新的一批裸小鼠没有预先进行
６０Ｃｏ照射，成瘤效果良好，考虑为经过体内培养后，提高了肿

瘤细胞的适应体内环境的能力以及增加有活力的肿瘤细胞

数量的结果。

　　在移植部位的选择上目前除了通常的皮下、肌肉内、腹

腔内、脑内、肾囊膜下之外，还有常位异种移植（ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ

ｈｅｔｅｒｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）［８］，即将人肿瘤细胞移植至与肿瘤原

发部位相对应的动物脏器内，其移植瘤的生物学行为和药物

动力学特点更接近人类的原发瘤，但操作相对复杂，同时不

利于观察肿瘤。本研究中移植部位选用动物的胁部皮下，胁

部皮下生长空间大，利于肿瘤生长，便于药物应用后的疗效

观察，适应下一步研究的要求。

　　本研究表明应用细胞接种６０Ｃｏ照射后的裸小鼠、ＳＣＩＤ
小鼠以及结合组织块接种法接种裸小鼠形成人眼眶横纹肌

肉瘤的动物模型成瘤率高，移植瘤生长良好，适于观察和研

究，为下一步对人眼眶横纹肌肉瘤的研究奠定了基础。ＳＣＩＤ
鼠制模成本相对较高，但由于裸小鼠仍具有体液免疫功能，

因此当研究免疫治疗方法时宜选择ＳＣＩＤ鼠制模。
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贾泽军

全国博士学位论文评选二军大荣膺“双冠王”

　　２００６年“全国优秀博士学位论文”日前揭晓，第二军医大学免疫学博士生陈涛涌（导师：曹雪涛院士）、普通外科学博士生张

琪（导师：吴孟超院士）的两篇博士学位论文入选。至此，论文评选活动开展８年来，第二军医大学共入选论文９篇、获提名奖５

篇，入选的论文总数列全军院校第１名、全国医科院校第１名。


