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　　［摘要］　目的　优化大鼠脊髓髓内胶质瘤模型的构建方法，并对模型进行评估。方法　Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠髓内注射９Ｌ胶质
瘤细胞悬液，对肿瘤细胞的植入量、植入部位、植入深度等进行筛选优化，根据筛选好的指标构建大鼠脊髓髓内胶质瘤模型，采

用ＢＢＢ（Ｂａｓｓｏ，Ｂｅａｔｔｉｅ，ａｎｄＢｒｅｓｎａｈａｎ）评分量表评估大鼠下肢神经功能，采用高分辨率 ＭＲＩ检查及病理免疫组化方法检查模

型大鼠肿瘤形成情况，评估模型构建效果。结果　大鼠脊髓内植入９Ｌ胶质瘤细胞悬液构建大鼠髓内胶质瘤模型的优化指标
为：植入平面在脊柱Ｔ１０水平，植入量为６μＬ（１．０×１０

５／ｍＬ）细胞悬液，植入位置在硬脊膜平面下３ｍｍ。植入９Ｌ胶质瘤细胞

后２周左右大鼠出现明显的下肢神经功能障碍。影像学和病理学检查证实髓内有肿瘤细胞生长。结论　成功构建大鼠髓内
胶质瘤模型，为后续研究奠定了基础。
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　　脊髓髓内胶质瘤在中枢神经系统肿瘤中占到了

６％～８％，由于其部位的特殊性，治疗效果也较颅内

胶质瘤差［１］。目前对于髓内胶质瘤的首选治疗方法

仍为手术治疗，但由于脊髓本身体积较小，代偿能力

有限，较小的肿瘤即可引起严重的神经功能障碍，手

术难度高，治疗效果不佳。如切除范围过大，功能损

伤严重，而切除范围较小则肿瘤很快会复发［２］。目

前辅助的治疗方法包括化疗和放疗，但由于脊髓部

位深在，血液供应局限，放化疗的效果均不尽如人

意［３４］，亟待探索新的治疗方法。有效的动物模型是

进行各种研究的基础，而目前国内外关于脊髓髓内

胶质瘤的动物模型报道较少，对于模型制备的方法、
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动物模型的评估缺乏规范的标准和客观的评价体

系。因此，本研究将９Ｌ胶质瘤细胞株注射入大鼠髓

内，尝试构建脊髓髓内胶质瘤动物模型，并优化模型

制备的技术和评估方法。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　Ｆｉｓｃｈｅｒ成年雄性大鼠（第

二军医大学实验动物中心提供），平均体质量４００～

４５０ｇ。饲养在标准设施中，自由摄水取食。９Ｌ胶质

瘤细胞（由长海医院中心实验室提供）。仪器：１０μＬ
微量注射器，江湾Ⅱ型动物用立体定向仪。试剂：

ＤＭＥＭ （Ｇｉｂｃｏ公司），ＦＣＳ（胎牛血清，Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司），ＧＦＡＰ、Ｓ１００蛋白一抗试剂（福州迈新生物技

术开发有限公司 ），ＥｎＶｉｓｉｏｎ检测试剂盒（Ｄａｋｏ公

司）。

１．２　实验分组及处理 　

１．２．１　动物模型技术参数的筛选及优化　植入深

度实验：动物分为３组，每组６只，植入深度分别在

脊髓硬脊膜下３ｍｍ（Ａ１组）、２ｍｍ（Ａ２组）和１ｍｍ
（Ａ３组），植入节段位于Ｔ１０水平，植入细胞数为６μＬ

（１．０×１０５／ｍＬ）细胞悬液。植入量实验：动物分为４
组，每组６只，植入细胞悬液密度为１．０×１０５／ｍＬ，

各组注射量分别为４μＬ（Ｂ１组）、６μＬ（Ｂ２组）、８μＬ
（Ｂ３组）、１０μＬ（Ｂ４组）。脊髓硬脊膜下植入深度为

３ｍｍ，植入节段位于Ｔ１０水平。植入节段实验：动物

分为２组，每组６只，植入节段分别在脊髓 Ｔ５（Ｃ１
组）和脊髓Ｔ１０（Ｃ２组），植入深度为硬脊膜下３ｍｍ，

植入 细 胞 量 为 ６ μＬ （１．０×１０
５／ｍＬ）细 胞

悬液。　　　　

１．２．２　髓内胶质瘤动物模型的制备　根据前期筛

选的结果，动物分为２组，Ｄ１组动物在Ｔ１０节段硬脊

膜下３ｍｍ，植入细胞量为６μＬ（１．０×１０
５／ｍＬ）细胞

悬液；Ｄ２组为对照组，相同节段深度植入空白培养

液ＤＭＥＭ６μＬ。

１．３　胶质瘤细胞体外培养及接种前准备　９Ｌ胶质

瘤细胞在含１０％ＦＣＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／

ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ 完全培养液中，５％ ＣＯ２、

３７℃、饱和湿度条件下单层培养，肿瘤细胞对数生长

期时收集细胞。倒除培养液，ＰＢＳ清洗。室温下加

入２ｍＬ０．２５％胰蛋白酶消化液浸泡细胞，显微镜下

观察，大部分细胞变成圆球形，胞质回缩，细胞间隙

增大时，加入培养液终止消化；吸管吹打，移入离心

管，２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）低速离心５ｍｉｎ，去上清，

加入ＰＢＳ，计数细胞。经ＰＢＳ再漂洗２次后，准确加

入ＰＢＳ调整细胞密度，制成细胞悬液。抽样行锥虫

蓝染色，检测拒染细胞＞９５％。将细胞悬液移入

２ｍＬ无菌冻存管，反复离心沉淀，使密度最终达到

２．０×１０７／ｍＬ，用锥虫蓝对浓缩液中的活细胞进行

染色并计数。然后，稀释成待植入的悬浮液（１．０×

１０５／ｍＬ）。

１．４　胶质瘤细胞髓内植入　大鼠称量后腹腔注射

２％戊巴比妥钠麻醉（０．０４ｇ／ｋｇ）。固定于大鼠专用

手术平台上，后背备皮，碘伏消毒。标记脊柱最高点

为Ｔ１２～１３棘突，确认脊柱 Ｔ５或 Ｔ１０节段，纵向切开

１．５ｃｍ长切口。分离暴露棘突及椎板，咬除棘突后

暴露硬脊膜，将１０μＬ微量注射器固定于立体定向

架上，垂直脊髓表面穿刺，进入预定深度后进行缓慢

髓内注射，注射时长超过１ｍｉｎ。注射后逐层严密缝

合，苏醒后回笼继续２８℃室温下饲养。

１．５　观察指标

１．５．１　下肢神经功能评估　实验大鼠在术后每日

进行 １ 次评估。采用 ＢＢＢ（Ｂａｓｓｏ，Ｂｅａｔｔｉｅ，ａｎｄ

Ｂｒｅｓｎａｈａｎ）评分量表对大鼠术前及术后每日进行神

经缺损评估，对后肢进行功能测试，观察其５ｍｉｎ连

续行走能力。ＢＢＢ评分从２１～０共２２个等级，其中

２１分为步态协调一致、步幅均匀、爪趾方向平行，躯

干平稳，尾向上；０分为大鼠后肢没有可观察到的

运动。

１．５．２　高分辨率 ＭＲＩ检查　大鼠在术后神经功能

评估结束后对手术区域进行１．５Ｔ的高分辨率 ＭＲ
扫描，扫描厚度及扫描空间分别为矢状位１．０、０．１

ｍｍ；轴位２．０、０．２ｍｍ。大鼠腹腔注射２％戊巴比

妥钠（０．０４ｇ／ｋｇ）麻醉，然后进行矢状位和轴位Ｔ１、

Ｔ２扫描。增强扫描时通过尾静脉注射钆喷酸葡胺

（５００μＬ／２５０ｇ）。

１．５．３　组织病理学分析　结合ＢＢＢ评分结果于

２周后处死实验鼠进行组织病理学检查（当大鼠的

ＢＢＢ评分为０或５０ｄ内仍未发生瘫痪者，大鼠也将

被处死进行组织病理学检查，作为对照）。通过腹腔

内注射２％戊巴比妥钠 （０．０４ｇ／ｋｇ）麻醉，迅速打开

胸腔，切入右心房。通过插管，依次将生理盐水和

４％的多聚甲醛注入左心室。当从右心室流出的灌
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注液变为清亮时，以手术平面为中心的３个脊髓水

平可从髓内分离并置于１０％的多聚甲醛中固定２ｄ，

然后切成５μｍ 切片进行 ＨＥ 染色和免疫组化

染色。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，

将ＢＢＢ评分以珚ｘ±ｓ表示，对两组ＢＢＢ评分的平均

值进行ｔ检验。将两组的生存时间进行Ｃｏｘ检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠模型技术参数筛选结果　脊髓植入深度

实验：Ａ１组大鼠４只在术后２周左右均出现下肢神

经功能障碍，病理结果显示髓内均有肿瘤细胞生长；

Ａ２组大鼠仅有１例髓内有胶质瘤生长，另有１例为

突出脊髓表面的瘢痕肉芽组织，未见明确肿瘤细胞；

Ａ３组大鼠在观察期内均未出现下肢功能障碍，病理

检查证实在植入节段未见明确髓内肿瘤细胞生长。

结果表明植入深度为３ｍｍ的Ａ１组效果较好。

　　植入量实验：Ｂ１组有２只大鼠植入后有明确髓

内肿瘤生长；Ｂ２组和Ｂ３组４只大鼠均有髓内肿瘤

生长，并且在２周左右出现下肢功能障碍；Ｂ４组１
只大鼠在细胞植入后３ｄ死亡，余３只大鼠均有脊髓

髓内肿瘤生长，但其中有１只髓外也有明显肿瘤生

长。脊髓植入节段实验：Ｃ１组大鼠在植入术后出现

下肢功能障碍与Ｃ２组无明显差别，但平均生存期明

显短于Ｃ２组。在以上实验基础上确定植入参数在

Ｔ１０节段、植入深度硬脊膜下３ｍｍ、植入量为６μＬ
（１．０×１０５／ｍＬ）为理想的模型制作条件。

２．２　大鼠脊髓髓内胶质瘤模型的评价

２．２．１　下肢神经功能评估结果　实验组动物术后

第７天，大鼠ＢＢＢ评分为（１５．１±１．１）分，对照组为

（２１±０）分，实验组大鼠在髓内注射９Ｌ肿瘤细胞后

（１４±０．６）ｄ出现后肢瘫痪。而对照组在研究期内

均未出现神经功能障碍。平均出现下肢功能障碍的

时间为２周，平均生存期超过４５ｄ。

２．２．２　高分辨率 ＭＲＩ评估结果　实验组大鼠在

ＭＲＩＴ１加权像上呈低信号影（图１Ａ），在Ｔ２加权像

上呈高信号影（图１Ｂ），脊髓周边蛛网膜下隙变小，

肿瘤上下节段脊髓中央管扩张，增强时可见肿瘤有

明显强化；而对照组大鼠 ＭＲＩ扫描未见明显肿瘤

生长。

图１　实验组大鼠 ＭＲＩ影像特征

Ｆｉｇ１　ＭＲＩｉｍａｇｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

Ａ：ＭＲＩＴ１ ｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｅｏｆｉｎｔｒａｍｅｄｕｌｌａｒｙｔｕｍｏｒｓｗａｓｏｆ

ｌｏｗｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａｒｒｏｗ）；Ｂ：Ｔ２ｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｅｏｆｉｎｔｒａｍｅｄ

ｕｌｌａｒｙｔｕｍｏｒｓｗａｓｏｆｓｌｉｇｈｔｌｙｈｉｇｈｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａｒｒｏｗ）

２．２．３　病理学检查结果　ＨＥ染色结果表明：实验

组大鼠脊髓植入部位均发现有肿瘤细胞，而对照组

切片中未发现肿瘤。肿瘤组织表现为有明确边界的

病灶，对周围正常的灰质和白质有指样浸润和压迫。

在肿瘤内，可见核呈多形性，可见有丝分裂像和多核

瘤细胞，内皮增生伴随血管增生和坏死（图２）。免疫

组化染色：ＧＦＡＰ和Ｓ１００标记阳性（图３Ａ、３Ｂ）；Ｎｅ

ｕＮ免疫组化染色可见肿瘤细胞密集排列，核大，深

染，异型明显（图３Ｃ）；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ免疫组化染色阳性

（图３Ｄ）。

３　讨　论

　　胶质瘤是神经系统最常见的原发肿瘤之一，多

呈现一种侵袭性的恶性生长方式，患者的平均生存

期小于２年［５６］。目前国内外对于髓内胶质瘤动物

模型的研究较少，１９８４年，Ｓａｌｃｍａｎ等［７］报道了利用

成年的杂交犬髓内植入犬神经胶质细胞构建动物模

型的初步研究，虽然证实了胶质瘤细胞株植入脊髓

后可以存活并形成肿瘤，但缺乏对模型构建后神经

功能的详细评价和其他方面的评估。在此后的很长

时间里未见此类模型的进一步研究和应用。２００５
年，Ｍａｖｉｎｋｕｒｖｅ等［８］报道了髓内注射ＶＸ２细胞制备

兔的髓内肿瘤模型，ＶＸ２细胞株是一种鳞癌细胞株，

非神经胶质来源的细胞株，与人类髓内胶质细胞来

源的肿瘤差别较大，对于需要进行分子和组织病理

学研究而言缺乏有效性，影像学检查对肿瘤和周边

正常脊髓的关系显示不清，因而也限制了此动物模

型的应用。随后该研究小组的Ｃａｐｌａｎ等［９］于２００６
年报道采用了９Ｌ神经胶质瘤细胞株和Ｆ９８胶质瘤
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细胞株植入Ｆｉｓｃｈｅｒ鼠脊髓内制备髓内肿瘤动物模

型，但是没有进行 ＭＲＩ影像学检查和相关病理和免

疫组化的评估。该研究认为利用９Ｌ神经胶质瘤细

胞与Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠可以构建理想的髓内胶质瘤动物

模型。２００８年，Ｐｅｎｎａｎｔ等［１０］利用９Ｌ神经胶质瘤

细胞与Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠构建的髓内胶质瘤大鼠模型进

行了显微手术切除的实验研究。２０１０年，国内Ｒｅｎ
等［１１］利用９Ｌ神经胶质瘤细胞与Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠构建

了髓内胶质瘤的动物模型，在Ｔ１０节段髓内植入９Ｌ
神经胶质瘤细胞，术后对神经功能进行了评估，每周

行高分辨率 ＭＲＩ检查，处死动物后进行病理学检

查。结果显示实验组动物在平均（１６±０．４）ｄ出现

后下肢截瘫症状。但是该研究并没有对模型制作的

技术细节进行对比研究，也未见在此模型上的进一

步应用研究报道。目前仍缺乏对该模型统一的制作

规范和评估标准，也没有形成特定的知识产权，这将

极大地限制髓内胶质瘤动物模型在新的治疗方法基

础研究中的应用。

图２　肿瘤组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

Ａｔｔｈｅｂｏｒｄｅｒｏｆｔｕｍｏｒａｎｄｎｏｒｍａｌｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｓ，９Ｌ

ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｃｏｕｌｄｂｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｉｎｔｒａｍｅｄｕｌｌａｒｙ，ｗｉｔｈｉｎｖａｓｉｖｅ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　肿瘤组织免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

Ａ：ＰｏｓｉｔｉｖｅＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：ＰｏｓｉｔｉｖｅＳ１００ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ：ＮｅｕＮｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｄｅｎｓｅｌｙａｒｒａｎｇｅｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ｅｎｌａｒｇｅｄｎｕｃｌｅｉ，ｈｙｐｅｒｃｈｒｏｍａｔｉｃａｎｄｍａｒｋｅｄａｔｙｐｉａ；Ｄ：ＰｏｓｉｔｉｖｅＶｉｍｅｎ

ｔｉｎｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　本研究选择了９Ｌ神经胶质瘤细胞和Ｆｉｓｃｈｅｒ
大鼠来构建髓内胶质瘤大鼠模型。由于目前成熟的

胶质瘤细胞株多由鼠培育而来，鼠的脑移植胶质瘤

模型已经有较为成熟的经验和广泛的应用，而且大

鼠相对于大动物更加经济，饲养管理等方面也更方

便。因此，本研究决定选用大鼠作为实验动物。９Ｌ
神经胶质瘤细胞广泛应用于建立鼠脑肿瘤模型，它

通过Ｆ３４４大鼠连续静脉注射２６周 Ｎ甲基亚硝脲

诱导而来，与Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠具有基因同源性，尤其是

用于免疫或基因免疫治疗研究。且前期的实验研究

已经成功地将９Ｌ神经胶质瘤细胞植入到大鼠脊髓

中，并观察到有肿瘤细胞的生长。因此，结合前期的

文献研究，本研究采用Ｆｉｓｃｈｅｒ大鼠和９Ｌ胶质瘤细

胞株建立脊髓髓内胶质瘤动物模型。

　　目前对于髓内胶质瘤大鼠动物模型建立的方法

尚无统一的规范，包括植入部位、植入肿瘤细胞株的

数量以及植入过程中为保证肿瘤存活、提高模型制

备成功率的方法。本研究结果表明，脊髓植入节段

在Ｔ１０节段较好，节段过高将导致实验动物神经功能

障碍过重，存活时间较短，无法进行后续研究，而且

Ｔ１０节段易于定位，下肢出现神经功能障碍可以进行

有效的神经功能评估。植入深度在硬脊膜下３ｍｍ，

植入数量６μＬ（１．０×１０
５／ｍＬ）为理想的模型制作条

件，可以保证髓内植入肿瘤细胞的有效存活，避免过

多的肿瘤细胞悬液溢出于脊髓外，在髓外或硬脊膜

外形成肿块，造成模型制作失败。在动物模型建立
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以后，本研究从５个方面对所建立的模型进行全面

评估，包括术前术后神经功能评估（ＢＢＢ评估法）、影

像学评估（ＭＲＩ）、病理学评估（ＨＥ染色）以及肿瘤

细胞恶性程度免疫组化评估，通过建立一套完善的

评估体系，可以确认髓内胶质瘤动物模型的有效性，

还可以对所建立的模型进行不同的等级分类，从而

适用于不同方面的研究。

　　通过大鼠髓内植入９Ｌ胶质瘤细胞可以建立稳

定的脊髓胶质瘤动物模型，其行为学、影像学和病理

学表现均较好地模拟了髓内胶质瘤患者的临床特

征，为髓内胶质瘤的临床诊治研究提供了稳定可靠

的动物模型。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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