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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨骨肉瘤动物模型荷瘤成功率的关键因素遥 方法摇 圆源 只 源 耀 愿 周龄 悦猿澡 小鼠袁其中 悦猿澡 辕
匀藻允 型 远 只尧悦猿澡 辕 匀藻晕 型 员愿 只袁随机分为 圆 组遥 粤 组采用一般脱毛膏脱毛后外侧腋下注射浓度为 缘 伊 员园苑 个数量

级 辕 皂蕴 的 蕴酝愿 细胞悬液 园郾 圆 皂蕴曰月 组采用动物剃毛器剃毛后外侧腋下皮下注射浓度为 缘 伊 员园苑 个数量级 辕 皂蕴 的

蕴酝愿 细胞悬液 园郾 圆 皂蕴 后每日给于注射处局部按摩袁并分别记录肿瘤生长情况遥 结果摇 粤 组成瘤率 猿猿豫 渊源 辕 员圆冤曰月
组成瘤率 员园园豫 遥 结论摇 不同的注射技巧对 蕴酝愿 的荷瘤过程及后期护理对成瘤率具有重要的意义遥
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摇 摇 骨肉瘤渊 燥泽贼藻燥泽葬则糟燥皂葬袁韵杂冤好发于儿童和青少

年袁而在 圆缘 耀 缘怨 岁之间发病率相对较低袁这可能说

明骨肉瘤发病与骨的生长活动有关咱员暂 遥 骨肉瘤的

好发部位是肱骨远端尧股骨远端和胫骨近端袁临床

治疗主要以手术联合化疗为主袁虽然在很大程度上

提高了患者的生存率袁但由于化疗耐药性和肿瘤转

移使得部分患者的死亡率居高不下遥 因此袁借助各

种肿瘤动物模型研究骨肉瘤的发生和发展尧开发新

型药物和治疗方式对提高 韵杂 患者的生存率具有重

要意义遥 肿瘤细胞移植是常用的建模方法之一袁但
在实际工作中发现袁不同的前 辕后期处理对荷瘤的

成功率及肿瘤的生长具有很大影响袁尤其是在非裸



鼠荷瘤的过程中遥 近几年袁肿瘤免疫逃逸及肿瘤免

疫有关的研究广受人们关注袁且探讨肿瘤免疫相关

基因尧蛋白及蛋白糖基化修饰对肿瘤的影响已经成

为研究热点之一咱圆暂 遥 因此袁一个稳定的尧成瘤率高

且免疫力健全的动物模型成为了免疫机制相关体

内试验的关键遥 在此袁我们将对比 悦猿澡 小鼠荷瘤过

程中的细节问题并进行探讨遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物

杂孕云 级 悦猿澡 小鼠袁周龄在 源 耀 愿 周袁体重在 圆园 耀
猿园早袁由武汉大学动物实验中心提供 揖 杂悦载运渊鄂冤
圆园员源 原 园园园源铱揖杂再载运渊鄂冤圆园员员 原 园园远员铱袁悦猿澡 辕 匀藻允 型

远 只和 悦猿澡 辕 匀藻晕 型 员愿 只袁雌雄兼备遥 其实验操作

和饲养均在 杂孕云 条件下的超净层流架中进行袁灭菌

处理的水和饲料供动物自由摄入遥 实验分为 粤袁月
两组袁粤 组采用脱毛膏备皮后右外侧腋下注射浓度

缘 伊 员园苑 个数量级 辕 皂蕴 的 蕴酝愿 细胞悬液 园郾 圆 皂蕴曰月 组

采用动物剃毛器备皮后右外侧腋下皮下注射浓度 缘
伊 员园苑 个数量级 辕 皂蕴 的 蕴酝愿 细胞悬液 园郾 圆 皂蕴 后每

日给于注射处局部按摩袁每组各 员圆 只遥
员郾 圆摇 主要试剂

琢酝耘酝 培养基院由 栽澡藻则皂燥 公司提供曰胎牛血清

渊云月杂冤院由四季青公司提供渊使用前 缘远 益 水浴 猿园
皂蚤灶 灭活冤曰胰酶及其他实验试剂院由宜昌市中心人

民医院中心实验室提供曰芊茗草脱毛膏和电动剃毛

器由网上购买遥
员郾 猿摇 细胞

悦猿澡 小鼠源性 蕴酝愿 骨肉瘤细胞购自第四军医

大学西京骨科医院实验室袁用含 员园 豫 胎牛血清

琢酝耘酝 培养液培养袁用 园郾 圆缘 豫 胰酶消化传代袁每 圆
耀 猿 凿 传代 员 次遥
员郾 源摇 悦猿澡 小鼠骨肉瘤模型的建立

员郾 源郾 员摇 小鼠前期处理

粤 组院荷瘤前两小时将脱毛膏抹于小鼠右外侧

腋下袁范围为已拟定荷瘤部位为圆心半径为 圆 糟皂 区

域袁待局部鼠毛脱落后无菌生理盐水水洗净袁可清

晰观察到皮肤组织和皮下血管遥 月 组院荷瘤前两小

时使用电子剃毛器剔除小鼠右外侧腋下局部鼠毛袁
范围同上遥
员郾 源郾 圆摇 细胞前期处理

荷瘤前 圆源 澡袁需给细胞常规更换培养基袁保持细

胞密度占培养瓶的 缘园豫 左右遥 荷瘤前观察细胞密

度袁挑取细胞密度在 愿园豫 耀 怨园豫活力较好的细胞用

于荷瘤遥
员郾 源郾 猿摇 小鼠荷瘤

园郾 圆缘 豫胰酶消化细胞后袁收集于无血清 琢酝耘酝
培养基中袁定容至 缘 伊 员园苑 个数量级 辕 皂蕴 后取 园郾 圆
皂蕴 皮下注射于小鼠右腋中线下 员 糟皂 处遥
员郾 缘摇 荷瘤后期处理与观察肿瘤

移植完成后袁粤 组院逐日观察移植部有无感染袁
肿瘤生长后有无自然消退袁有无破溃出皮肤遥 月 组院
在 粤 组观察项目的基础上给予荷瘤处局部按摩渊以
荷瘤部位为按摩点做按压滑动按摩冤员园 泽遥
圆摇 结果

粤 组院荷瘤时可观察到明显局部皮丘袁荷瘤后 员
凿 可见皮丘明显缩小曰荷瘤后 缘 凿 远远豫 渊愿 辕 员圆冤小鼠

荷瘤部位皮肤平坦袁猿猿豫 渊源 辕 员圆冤局部凸起曰荷瘤后

员园 凿袁远远豫 渊愿 辕 员圆冤仍保持局部平坦袁猿猿豫 渊源 辕 员圆冤凸

起持续增大袁但未见破溃出皮肤曰荷瘤后 圆园 凿袁远远豫
渊愿 辕 员圆冤小鼠荷瘤部位皮肤平坦袁未见其他不适症

状袁猿猿豫 渊源 辕 员圆冤可见肿瘤生长处局部皮肤出现破

溃遥 月 组院荷瘤时可观察到明显局部皮丘袁荷瘤后 员
凿 可见皮丘明显缩小曰荷瘤后 缘 凿 员园园豫 渊员圆 辕 员圆冤小
鼠荷瘤部位凸起明显袁按压刺激肿瘤时有可能加速

皮肤破溃曰荷瘤后 员园 凿袁凸起持续增大并出现破溃曰
荷瘤后 圆园 凿袁可见肿瘤生长处局部皮肤出现破溃遥
猿摇 讨论

骨肉瘤动物模型的建立包括自发尧诱导尧肿瘤

移植和基因工程等方式袁常用的实验动物有犬尧鼠
和斑马鱼等咱猿 原 源暂 遥 理想的动物模型对研究肿瘤的发

生和发展袁以及新型药物和治疗方式的研发具有重

要的指导作用遥 虽然自发型 韵杂 模型未加入其他人

为因素的影响是最理想的模型袁但多数自发肿瘤模

型多见于成年犬类袁且发病迅速不利集体实验遥 诱

发型 韵杂 模型相对容易获取并稳定袁目前也作为主

要的 韵杂 模型获取方式之一袁并适用于多种实验研

究遥 但由于人为诱导方式一定程度的也影响了对

韵杂 发病机制和病理特点的研究遥 转基因模型建立

技术虽然能更好地模拟人体内生理尧病理环境袁与
所研究肿瘤的发生过程具有较好的一致性袁但是诱

导出来的骨肉瘤仅有 员远郾 猿豫 发生于四肢骨袁并不能

很好的用于实验咱缘暂 遥
肿瘤移植是近年常用的肿瘤模型构建方式之
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一袁由于其的操作简单尧动物成瘤稳定且均一性好

而广受科研工作者的青睐咱远暂 遥 根据肿瘤的来源不

同可将肿瘤移植分为异种移植和同种移植遥 异种

移植是指肿瘤来源和动物模型并不是同一个物种袁
因此存在免疫排斥袁所以常用裸鼠作为实验模型袁
常用于与免疫系统无关的实验遥 相对于异种移植袁
同种移植常被用于免疫相关的实验研究中遥 常用

的模型有 哉酝砸鄄员园远 荷瘤的 杂责则葬早怎藻鄄阅葬憎造藻赠咱苑暂和 蕴酝愿
荷瘤的 悦猿澡 小鼠咱愿暂 遥 两篇报道均称局部注射 哉酝砸鄄
员园远 或 蕴酝愿 均可 员园园豫 的建立肿瘤模型袁但我们在

日常操作时由于细节的忽视可能达不到这样的成

瘤率遥 因此袁我们尝试对比不同的荷瘤操作及后期

护理对荷瘤率的影响袁已确保荷瘤的成功率袁为后

期实验提供有价值的指导遥
本实验以 悦猿澡 鼠源性 蕴酝愿 细胞以 缘 伊 员园苑 个数

量级 辕 皂蕴 的细胞悬液 园郾 圆 皂蕴 皮下注射于小鼠右腋

中线下 员 糟皂 处袁并观察不同前 辕 后期小鼠处理对小

鼠荷瘤率及肿瘤生长的影响遥 结果发现使用剃毛

器备皮袁并在荷瘤后每日给予相应按摩刺激袁能显

著提高成瘤率且肿瘤生长迅速遥 备皮方式和局部

按摩能帮助刺激肿瘤生长提高荷瘤率遥
本实验同时发现许多有价值的操作方式方法遥

员冤保证细胞活力院荷瘤前一天常规给细胞更换培养

基袁并保持细胞密度在 缘园豫 左右袁待次日荷瘤时密

度在 愿园豫 耀怨园豫 袁细胞活力较强袁荷瘤成功率较高遥
圆冤悦猿澡 辕 匀藻晕 型小鼠肿瘤模型稳定性高院悦猿澡 小鼠

匀藻允 型渊悦猿匀 辕 匀藻允鄄孕凿藻远遭则凿员袁在脂多糖反应位点的突

变渊栽造则源蕴责泽 鄄 凿冤使得它对内毒素耐受袁对革兰氏阴性菌

高度易感遥 携带 则凿渊视网膜退化冤基因袁在离乳周龄

时便会产生失明遥冤与 匀藻晕 型渊除没有 栽造则源 位点突

变外其余特征和 悦猿澡 辕 匀藻允 基本类似袁对内毒素敏

感遥冤对比发现袁匀藻晕 型整个实验过程中并不存在自

然死亡袁而 匀藻允 型在未形成皮下肿瘤的小鼠袁在第

猿园 天发现存在自然死亡 员 例袁猿源 凿 发现 圆 例渊解剖

后均未发现体内肿瘤冤遥 猿冤皮下注射院肿瘤细胞皮

下注射深度及进针长度对肿瘤的成长具有重要影

响遥 本实验发现袁皮下注射较浅会引起注射后局部

皮肤隆起明显并透亮的实验鼠常在第 缘 天即可发现

肿瘤破溃皮肤而流出袁以及入针部位距离注射部位

较近会引起退针时细胞液流出较多并影响后期肿

瘤大小的测量遥 通过改良注射的方式后发现袁将注

射器针头深入皮下袁并沿着皮下皮肤游行 员园 耀 员缘
皂皂 后针尖抵住肋骨注射肿瘤细胞袁能有效保证足

够的皮下空间给予肿瘤生长袁并退减少时肿瘤细胞

流出皮肤遥 源冤小鼠抓持手法院注射肿瘤细胞时袁抓
住小鼠颈背部并轻压于笼子上方注射肿瘤细胞相

对于抓起小鼠颈背部尧右后肢及尾巴并翻转注射要

易于操作袁且小鼠更容易配合遥 缘冤荷瘤速度及重

悬院当细胞从重悬计数到注射时间不宜超过 猿园 皂蚤灶袁
且使用无血清的 琢酝耘酝 作为重悬液相对 孕月杂 更为

稳定遥
致谢院感谢湖北宜昌中心人民医院中心实验室
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