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$摘 要% 背景与目的!文献报道的胶质瘤动物原位移植模型!大多数是将细胞

悬液立体定向接种于鼠脑内!操作繁杂!耗时长!难以在短时间内完成批量实验(

本研究接种可移植性人脑胶质瘤组织于裸小鼠脑内! 探讨建立人脑胶质瘤裸小

鼠原位移植模型及其 RS 活体成像的可行性( 方法!在套管针内!置入位于裸小

鼠皮下生长的可移植性人脑胶质瘤组织 ! EE?!经微型颅钻钻颅孔后经套管针推

入裸小鼠右尾状核内!第 ?$ 天在配有小鼠专用 E6.(’D!? 微线圈的 "M#9 RS 机上
进行头颅扫描和专用软件测量显像的肿瘤体积(继而取全脑作连续冰冻切片!0C
染色!在光学显微镜下观察肿瘤病理特征!在体视显微镜目镜下用测微尺测量肿

瘤( 然后将上述两种方法测得的数据进行统计学分析!评价荷瘤鼠活体 RS 显像

!"#
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计算肿瘤体积的可行性! 结果!经 !" 扫描的 #$ 只颅内接
种肿瘤的小鼠"有 %& 只的尾状核区域见到肿瘤显像 #在脑

切片上"与 !" 像相同部位见到了肿瘤组织! 经脑切片测

得的肿瘤体积 $%’()#*+#,)#-&..(’和经 !"/ 测得的肿瘤
体积 $%’()&0+11)2&&..3’比较差异无统计学意义%!4,),0&!
肿瘤模型制作成功率为 *35%1& 6 10&" 肿瘤模型 !" 显像成
功率为 1,,5%1& 6 1&&! 结论!经套管针定量植入胶质瘤组织
于裸小鼠尾状核" 制作可移植性裸小鼠人脑胶质瘤原位模

型"具有操作便捷(省时(便于批量制作(致瘤率高等优点! 配

有小鼠专用微型线圈的 1)07 !" 机可用于荷瘤裸小鼠的头
颅成像(在活体上对移植瘤进行定位和体积测量等研究!

关键词 !脑肿瘤 6胶质瘤# 裸小鼠 # 原位移植模型 # !" 活
体显像

中图分类号!"83&)’ 文献标识码!9
文章编号!1,,,:&28;%’,,8&,*:,*38:,0

裸小鼠的问世"为人脑胶质瘤异种移植开创
了新时代 $1’! 当时的移植瘤都位于皮下 "目的是
便于观察! 然而从血脑屏障(肿瘤侵袭性等方面
考虑"移植至裸小鼠颅内的胶质瘤模拟性比皮下
更好 "但颅内不能直观其体积变化 "因而使用较
少! 在 !" 可以动态观察人脑肿瘤的启发下 "已
有动物专用 !" 显像可用来观察大鼠颅内肿瘤
生长情况!本研究采用人脑胶质瘤组织定量移植
建立裸小鼠颅内移植瘤模型 "并在配有 .<=>?@’(
微线圈的 1)07 !" 上扫描观察裸小鼠颅内移植
瘤生长情况"并探讨其在 !" 图像上测量肿瘤体
积的可行性!

! 材料与方法

!"! 实验动物
AB裸小鼠在 A9C9%,,, 级生物净化室内育种

和繁殖" 按 CDE 级管理" 动物合格证号为 CF;G
%苏& ’,,1@,,&*!本实验用鼠 1- 只"体重%’2+’&H"
鼠龄 2I- 周 "纯合子鼠 "两性兼用 ! 实验所用胶
质瘤组织块来自本室建立的人脑胶质瘤体外

细胞系裸小鼠皮下移植瘤 $J’! 肿瘤组织接种器为
K) K>LMN !OPQMNHON 9R 公司生产的 SLQ?=LN ’’R安
全型静脉留置针及自制的组织填塞棒! 冰冻切片
机为 TO<=L 公司生产的 B!1*,, 型! 体视显微镜为
泰克仪器有限公司生产的 ;7T’, 型! 用于钻颅的
颅钻为 E<NO C=<ON=O 7??PQ 公司的显微钻 !<=>?@
U><PP 1-,,,@18 型 ! 磁共振为 DV<P<WQ 9=V<OXL #)07
超导磁共振成像仪! 小鼠扫描线圈为 DV<P<WQ 显微
线圈 .<=>?@Y("其内径为 Y)( =.!

!"# 方法
#)Y)# 动物模型建立 按我们先前报道的方法 $Y’

制作人脑胶质瘤裸小鼠皮下移植瘤模型" 再取移
植瘤组织"放入套管针"以自制组织填塞棒将组织
压挤"使之进入并充满套管前端"插入套管针内芯
排出多余肿瘤组织 " 保留针管远端 2 .. 长 %Y
..(& 肿瘤组织! #,Z水合氯醛以 Y,, .H 6 [H 小鼠
腹腔注射" 麻醉后用安尔碘!消毒头部皮肤"于
小鼠头顶部正中切开皮肤 "显露颅骨 "用双氧水
涂搽颅骨 "显露前囟 (矢状缝 (冠状缝等结构 "于
前囟前 # ..(右侧 Y)0 .. 处"用直径 # .. 的颅
钻钻颅至硬膜" 然后将前述套管针经骨孔垂直进
入 ()0 .."推进内芯"植入肿瘤组织"缓慢拔针!以
丝线缝合头皮! 待其自然苏醒!
#)Y)Y !" 显像操作 接种肿瘤的裸小鼠 (, 天后
行 !" 扫描! 采用 DVP<WVQ 公司 9=V<OXL #)07 超导
型 !" 机".<=>?@Y( 微线圈" 裸小鼠以水合氯醛麻
醉后"取俯卧位"将其头部置于线圈中心"分别行
7C\ 序列 7#]/ 和 7Y]/ 横断面(矢状面和冠状面平
扫"扫描参数如下)7C\ 序列 7#]/"7" Y2, .Q%矢
状面 "0#* .Q&"7\ Y& .Q"层厚 #)0 .." !97"/;
YY&^YY&"E_S 2, .."翻转角 *,‘!7C\ 序列 7’]/"
7" 1 ,’$ .Q"7\ 1,, .Q"层厚 1)$ .." !97"/;
’’a^’’a"E_S 2, .."翻转角 *,‘! 腹腔注入二乙
三胺五乙酸钆%RU@b7D9&,),$ .P"再行 71]/ 横断
面(矢状面和冠状面扫描! 观察小鼠脑内移植瘤成
像情况及位置"并用 b<=?.c?>[Q%S1)3$&软件测量
其大小!
1)’)3 鼠脑病理切片 !" 检查结束后" 处死小
鼠"取出全脑"立刻于:’,d速冻"于:13d行冰冻切
片! 取冠状位和横断位各 0 个鼠脑"采用 J, ". 和
0 ". 层厚的连续切片! 每隔 1,, ". 取 J, ". 层
厚片一张作 e\ 染色"在配有目镜测量尺的体视显
微镜下观察肿瘤大小和计算体积"随机取 0 ". 层
厚行 e\ 染色"在光学显微镜下观察测量肿瘤细胞
形态和病理学变化! 其余鼠脑行常规冰冻病理切
片!
1)J)a !"/ 和脑切片上的肿瘤体积计算及统计学
处理 以 b<=?.c?>[Q%S1)30&软件测量肿瘤于 !"/
横断位%L&(矢状位 %f&(冠状位%=&三个方向上高
信号灶的最大径" 通过公式 "gL^f^= 6 ’ 计算出肿
瘤在 !" 像上的体积!用体视显微镜目镜上的测量
器分别测量肿瘤中位层面上两个方向最大直径 "
又通过计算肿瘤断层切片数%根据层厚&得到另一
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个最长径!分别以 !"""# 表示!通过公式 !$!%"%
# & ’ 计算出肿瘤在脑组织中的实际体积#肿瘤显像
体积与实际体积相关性分析采用简明统计 ’((( 软
件!采用配对 " 检验!以 #)(*(+ 为有统计学意义$

! 结 果

!"# 裸小鼠状态观察
小鼠移植肿瘤后当天死亡 , 只$围手术期死亡

率为 -./01%, & -2&$ 存活裸鼠早期生存状态良好!
无偏瘫等神经系统体征!饮食正常$术后 ,( 天后部
分裸鼠开始出现精神萎靡"蜷缩"皮肤松弛"苍老"
不愿进食$
!"! $%& 分析
部分裸小鼠于移植后 ,( 天出现症状时即行

345 检查$ 对于肿瘤的成像!于 6-75"6’75 像中并
不满意!接种侧肿瘤与周围脑组织分辨不清$ 腹腔
注射 89:;6<! 后!6-75 增强像显示接种肿瘤显像

清楚!呈高信号!同周围正常脑组织有显著差异!大
小"位置明确!并可正确测得其最长径!通过公式计
算出肿瘤成像的体积%表 -&$ -+ 只小鼠经 -/+6 34
机系统扫描!有 -=只观测到移植瘤图像$
!"’ 鼠脑冰冻切片 () 染色观察

345 检查后!处死全部荷瘤鼠!完整取出荷瘤
鼠脑!部分鼠脑可见移植瘤向脑表面生长!于脑表
面可见色泽苍白的肿瘤! 正中裂被推向对侧$ 经
>? 染色后的脑切片!在体视显微镜下可以清楚地
看到脑切面的全部和肿瘤所在部位$ 再根据目镜
测微尺显示的数据和上述的公式! 计算脑内肿瘤
的实际体积%表 -&$ -+ 只中有 -= 只成瘤!成瘤率
为 @,1%-= & -+&!结果与 34 成像符合$ 移植瘤光
镜下见肿瘤细胞呈圆"椭圆和星形!胞核大而圆!
核深染"异形"分裂相多见!偶见双核!并可见坏死
组织"肿瘤区染色较周围正常脑组织深!可见到相
对的分界线%图 -&$

! "

图 - 裸鼠脑内移植胶质瘤的病理形态
ABCDEF - 3GEHIGJGCK GL MENOPHJNOMF9 CJBGQN BO OD9F QBRF

!’ 6IF MDQGE NEFN BP EBRI GL MDQGE RFJJP! NO9 PMNBOF9 9FFHJK! SBMI OFREGPBP %NEEGS& %>? T=(&/
"’ 6DQGE RFJJP NEF EBRI GL RKMGHJNPQ! SBMI ODRJFNE HJFGQGEHIBPQ! QBMGMBR NRMBUBMK! NO9 N LFS RGOVDCNMF ODRJFB! NO9 BOUN9F BOMG PDEEGDO9BOC
WENBO HNEFORIKQN %NEEGS& %>? %’((&/
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表 ! 裸小鼠颅内肿瘤 "#$ 和脑切片测定的肿瘤体积
%&’() ! %*) +,(-.) ,/ 01&234(&20)5 6(7,.& 72 2-5) .78) 5)17+)5 /1,. "#$ &25 ’1&72 3(78)3

N!W! R’ MIF JGOCFPM 9BNQFMFEP NM NYBNJ! PNCBMMNJ! NO9 RGEGONJ 9BEFRMBGOP! EFPHFRMBUFJK/ 6DQGE UGJDQF BP RNJRDJNMF9 DPBOC MIF LGEQDJN ! $ N%W%R & ’/

!"!
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图 ! "#$ 和脑切片中肿瘤所处的位置与邻近结构的比较
%&’()* ! +,-./)&0,1 ,2 3(-,) .,0&3&,1 04,5*6 ,1 "#7 /16 8)/&1 09&:*

;! <! = /)* "# &-/’*0" >! ?! @ /)* 8)/&1 09&:*0" +! A! 7 /)* 2),B*1 0*:3&,1 5&34 @? 03/&1&1’ #CD$" EFG 2,) 3)/10H*)0* H&*5" <FA 2,)
:,),1/9 H&*5" @F7 2,) 0/’&33/9 H&*5I J4* 3(-,)0 04/.*0! .,0&3&,10! 0&B*0 04,5*6 ,1 "#7 /)* /::,)6/13 5&34 34,0* &1 2),B*1 0*:3&,1I
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!"# $% 显像与脑切片可比性分析
根据脑冰冻切片在体视显微镜下所见与 "#7

的矢状位%冠状位%和横断位一一对应比较!肿瘤
所处的位置! 大小以及与邻近结构的关系基本一

致 #图 L&’ "#7 计算的肿瘤体积 ()LMINOPQQIRS&
--M* 与脑切片计算的肿瘤体积 ()LMIQTPQUIQV&
--M* 也基本吻合)表 Q&’

& 讨 论

建立稳定可靠的人脑胶质瘤动物模型是进行

各种实验研究的基础! 裸小鼠的问世对人脑胶质
瘤异种移植瘤模型的建立是个机遇’ 我们在 LU 世
纪 VU 年代就建立了人脑胶质瘤体外细胞系裸小鼠
皮下移植实体瘤模型 W@=FQ (L*和人脑室管膜母细

胞瘤组织裸小鼠皮下移植瘤模型 W@?FL(M*!并在化
疗和生物导向诊治的临床前研究中得到广泛应用’
此皮下模型优点是可直接观察肿瘤体积变化及评

价相关干预治疗措施的效果’但是移植瘤并非长在
脑内!有关血脑屏障+瘤细胞所处的宏观和微观环

境与临床差别较大,因此!从临床模拟性来说!建立
人脑胶质瘤裸小鼠脑内原位移植瘤模型有更好的

应用价值,
文献报道的人脑胶质瘤裸小鼠原位移植模型

通常采用培养细胞悬液或肿瘤组织经消化后处理

成的细胞悬液颅内注射法! 其成功率仅为 XUY(S*,
尽管步耀星等 (Z*报道经改进后的成功率已高达

QUUY!但仍有较多的不尽人意之处!如除了需要立
体定向操作耗时外!将含有 QCQUZ个细胞的 Q !9 混
悬液泵入脑内的时间就长达 LU -&1! 批量实验时!
在如此长的时间内!无论是动物麻醉时间过长还是
接种用的细胞离开培养环境太久所带来的负面影响
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都是显而易见的! 本实验是在肿瘤组织离体后立即
剪成小颗粒"直接置入套管针内"徒手操作"经钻过
孔的颅骨"在位于脑皮层下 !"# $$ 处推入"不存在
因推入速度过快而导致接种的液体外溢造成细胞

流失" 因此从麻醉到缝合头皮整个操作时间在 %&
$’(内就可以完成!与细胞悬液相比"本实验采用的
总体积为 ) $$!组织颗粒#)*%&+个细胞$直接注入
脑内"不但保证了足够的细胞量"同时还将支持细
胞生长的环境#间质成分$一并植入"无论从维持亲
本肿瘤的原有组织结构%生物学特性还是分子表型
上均较单细胞悬液为优"尽管需要进一步研究才能
证实"但至少理论推断上是可以成立的!
当然" 本研究也存在不足" 主要有 %+",-&! .

%/$的围手术死亡率和未达到 %&&-&仅 0!-$的移
植成功率这两大缺点’ 分析原因"前者可能与完全
徒手操作造成的脑损伤性水肿 &尸检未见出血$及
深麻醉状态下的小鼠未作保温有关! 对此改进后"
在后续的 1& 余只鼠实验中" 围手术期死亡率已降
至 &-! 至于未达到 %&&-的移植成功率的原因比
较复杂"虽然植入的肿瘤组织已做到相对精确的定
量&) $$!$"但做不到在相同体积的肿瘤组织中具
增殖力细胞的定量"这与普遍存在的肿瘤细胞异质
性有关! 另外"裸小鼠虽然存在免疫缺陷&2 细胞缺
乏$"但并不是无免疫力&34 细胞 %巨噬细胞和 5
细胞功能正常$" 接种有增殖能力的细胞超过其免
疫负荷才能致瘤!
针对不能活体观察位于裸小鼠颅内肿瘤的困

境"研究者一直在寻找无创性观察动物脑内肿瘤的
方法! %0/& 年"67(89( 等(+)首先使用 :; 于大鼠脑
成像的研究"得到的图像无解剖结构的显示* 随着
:; 技术的进步"大鼠脑 :; 成像于 %0/, 年获得较
清晰图像 (,)" %00# 年得到了小鼠脑的 &"% $$ * &"%
$$ * &"0 $$ 空间分辨率的图像 (/)"于 )&&% 年又
将空间分辨率提高到了 &"&#/ $$ * &"&#/ $$ *
&"&1+ 0 $$(0)* 然而上述图像的获得都是建立在
高场强&!<%,"+2$(%&"%%) :;基础之上"尚未见到国内
有此类:; 机* 根据文献报道的方法 (%)"%!)要得到小

鼠头颅清晰 :; 像"除了增强磁场强度&!<%,"+2$
外"还要增加扫描时间+采用小的射频线圈和使用
增强剂等! 虽然增加扫描时间可以提高图像分辨
率"但两者之间是平方根的关系"即需长达数小时
的扫描"才能得到相对清晰的图像"实际上是不可
取的! 本研究使用 =>?’@>8 公司 AB>’9C7 %"#2 超导
型 :; 机" 随机配备了 $’BDEF)! 微线圈" 用 GHF

I2=A 作为增强剂"通过调整参数"于 2%JK 增强扫
描" 较清楚地显示了鼠脑的基本结构% 肿瘤的大
小%形态及与邻近组织结构的关系! 同实体脑的连
续断层切片对应研究统计学分析结果显示二者的

总体均数差异无统计学意义 &!L&"&#$" 表明本研
究中 %"#2 :; 机作为人脑胶质瘤在裸小鼠脑内原
位移植瘤生长情况观察的检查手段是可行的!
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