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人脑胶质瘤小型猪原位移植模型的建立及评估
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用免疫抑制剂处理小型猪,建立人脑胶质瘤小型猪原位移植模型,为胶质瘤药物筛选和影

像学研究提供与人体相近的实验工具。 方法　 人胶质瘤细胞 U87-MG 移植于裸鼠皮下,待形成肉眼可见肿瘤后备

用。 选择小型猪联合口服免疫抑制剂环孢素软胶囊(20 mg / kg)和他克莫司胶囊(0. 01 mg / kg)进行免疫干预。 3 d
后,取裸鼠皮下新鲜的 U87-MG 肿瘤组织,将其修剪为 1 mm3 组织块,通过立体定向仪和套管针将肿瘤组织移植于

经免疫抑制剂处理的小型猪大脑纹状体,持续使用免疫抑制剂 21 d,进行核磁共振成像,确认肿瘤的位置。 必要时

处死动物并解剖,取肿瘤组织固定,进行 HE 和 IHC 染色以确定肿瘤的组织形态。 结果　 12 头猪进行了原位移植,
3 周后,核磁检测确认 11 头猪成像,肿瘤发生率达到 90%以上,胶质瘤猪原位移植模型肿瘤组织 HE 染色结果、生
长特征均符合肿瘤特征;人线粒体抗体染色显示其为人源性组织,胶质瘤特异性标志物 GFAP 表达阳性。 结论

联合环孢素软胶囊和他克莫司免疫抑制处理,通过移植肿瘤组织成功建立人脑胶质瘤小型猪原位移植模型。
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【Abstract】　 Objective　 To establish an orthotopic xenograft model of human glioma miniature pigs by treatment
with immunosuppressive agents, and provide ideal experimental tools for screening glioma drug and imaging studies.
Methods　 Human glioma cells U87-MG were transplanted into nude mice subcutaneously, and tumors were visible after
two weeks. Then, we choose miniature pigs to be treated with oral immunosuppressant both cyclosporine soft capsules (20
mg / kg) and tacrolimus capsules (0. 01 mg / kg). Three days later, the fresh tumor tissue derived from nude mice were
collected and trim them into 1 mm3 tissue pieces. The tumor tissue were transplanted into cerebral striatum of the miniature
pigs treated with immunosuppressive agents through a stereotactic instrument. After 21 days of continuous use of
immunosuppressive agents, the animals displayed obviously thin, and space-occupying lesions in the brain were detected by
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Magnetic Resonance Imaging(MRI)to confirm tumors formation. These miniature pigs were sacrificed and dissected, then
the tumor tissues were fixed. The histomorphological characteristics of tumor were confirmed by H&E and IHC staining.
Results　 Three weeks after orthotopic transplantation of the glioma tissue into the brain striatum of miniature pigs, 12 pigs
have been implanted with U87-MG, 11 have presented a macroscopic significant tumor, with radiological and pathological
characteristics of high-grade glioma. we found that the tumor incidence reached more than 90% by MRI scan. Both the HE
staining result and growth characteristics of the tissue were consistent with tumor characteristics. The staining of human
mitochondrial antibody demonstrated that this tumor was human-derived tissue and the glioma-specific marker GFAP was
expressed positively. Conclusions　 Combined with cyclosporine soft capsule and tacrolimus immunosuppressive treatment,
an orthotopic xenograft miniature pig model of human glioma was successfully established by transplanting tumor tissue.

【Keywords】　 glioma; xenograft; pig; immunosuppression
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 恶性脑胶质瘤是成人最常见的侵袭性、原发性恶

性脑肿瘤[1],目前还没有确切的治疗方法,因其高度

侵袭性和脑实质浸润导致多数患者死亡[2]。 其通常

局限于中枢神经系统,不向外转移。 恶性脑胶质瘤占

所有原发性中枢神经系统肿瘤的近 25%,占所有神经

胶质瘤的 55%[3-4]。 恶性脑胶质瘤的治疗是一个世

界性难题,其治疗效果差的关键问题在于恶性的胶质

细胞瘤细胞分化不全且深入神经细胞深处,导致手术

不可能全部切除,复发率极高[1]。 预后最差的是多形

性胶质母细胞瘤[5],其中位生存时间为 14. 6 个月,迫
切需要更有效的肿瘤特异性疗法[6-7]。 建立有效、稳
定的脑胶质瘤动物模型对其治疗研究具有重要意

义[8-9]。 通常建立肿瘤移植模型的方法是采用小鼠

或者大鼠来源的细胞系进行原位移植或者选取裸鼠

移植人的肿瘤细胞[10]。 前者的鼠源性细胞系与人体

存在很大差别,后者裸鼠体型较小并且生存期短,在
建立模型之后进行肿瘤干预性治疗窗口期短,动物实

验操作和饲养要求严格[11]。
既往的研究成果是以大、小鼠为实验对象获得

的,而人体脑组织结构和颅骨厚度与小动物相比差异

较大,故不能将其效应及参数推及到人[12-13]。 小型

猪体型适中,与人体较为接近,猪在解剖、组织和生理

生化等许多生物学指标上与人类非常相似,被认为是

研究人类疾病最合适的实验动物模型,特别在肿瘤相

关的代谢、影像和治疗研究的理想动物模型。 本研究

将人脑胶质瘤细胞移植裸鼠后成瘤,进一步将该肿瘤

组织原位移植免疫抑制剂处理的小型猪大脑形成胶

质瘤,建立猪胶质瘤异种原位移植模型。 核磁检测确

认肿瘤的发生,处死动物解剖后能够观察到脑部肿瘤

的形成,进一步进行 HE 染色和组化分析确认肿瘤的

组织形态,从而为人胶质瘤药物筛选和影像学研究提

供与人体接近的实验工具。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

3 只 6 ~ 7 周龄 SPF 级雄性 BALB / c 裸鼠,20 ~
22 g,购自北京维通利华【SCXK(京)2016-0011】,
饲养在空军军医大学实验动物中心屏障设施内

【SYXK(陕)2019-001】。。 环境温度 23 ~ 25℃,相
对湿度 40%,12 h / 12 h 昼夜交替,饮用水经高压灭

菌处理,动物自由摄食和饮水。 12 头 4 ~ 5 月龄普

通巴马小型猪,雌性,体重 15 ~ 20 kg。 购自北京创

世纪小型猪养殖基地【SCXK(京)2018-0011】,饲养

在空军军医大学实验动物中心普通设施内【 SYXK
(陕)2019-001】。 本研究通过空军军医大学实验动

物福利伦理委员会审核(IACUC-20200602)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

环孢霉素软胶囊(新赛斯平)和他克莫司(普乐

可复)(空军军医大学第一附属医院);胎牛血清(浙
江天杭生物科技股份有限公司);苏木精和伊红

(H&E)染色液(北京雷根生物技术有限公司);人线

粒体抗体和胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic
protein, GFAP ) 抗 体 ( 美 国 abcam 公 司, 货 号:
ab92824,ab7260),前者是小鼠单克隆抗体仅与人源

化组织标本反应,不与大小鼠反应,工作液 1 ∶ 1000
稀释;二抗为生物素标记山羊抗小鼠 IgG(北京中杉

金桥生物科技有限公司);DAB 显色试剂盒、小鼠

SP 试剂盒(北京中杉金桥生物科技有限公司);人
胶质瘤细胞 U87-MG(ATCC HTB-14)。

大动物脑立体定位仪(瑞沃德 68868 N),颅转

(瑞沃德 78067)和核磁共振(西门子 skyra 3. 0 T)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 人胶质瘤 U87-MG 细胞培养及移植

人胶质瘤细胞系 U87-MG 由本实验室保存,培
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养在 37℃,5% CO2 的加湿培养箱中,培养基为含

10%胎牛血清的 RPMI-1640 加入青霉素(100 IU /
mL) /链霉素(100 μg / mL),收集对数期 U87-MG 肿

瘤细胞,胰酶 / EDTA 联合消化后用 PBS 重选至 2 ×
107 备用。 收集的 U87-MG 肿瘤细胞接种于裸鼠右

侧背部皮下。 待肿瘤体积长至 500 ~ 600 mm3 时,
CO2 安乐死处死裸鼠,分离 U87-MG 肿瘤组织并修

剪成 1 mm3 组织块备用。
1. 2. 2　 小型猪免疫抑制剂处理

术前 3 d 选用两种免疫抑制剂对小型猪进行预

处理,分别为环孢素软胶囊(新赛斯平) [14] 和他克

莫司胶囊(普乐可复) [15]。 联合使用剂量分别为环

孢素 20 mg / kg;他克莫司 0. 01 mg / kg。 免疫抑制剂

给药方式为口服,将两种胶囊拌在液体饲料中进

食。 给药后动物出现消瘦等免疫抑制症状,但并未

出现死亡和并发症的发生。 术后持续上述药物剂

量连续用药 21 d。 当动物出现偏头、颤抖、体重下降

大于 20%时,提前终止实验,对动物实施安乐死。
1. 2. 3　 小型猪的麻醉和手术

麻醉剂选择丙泊酚注射液,麻醉剂量4 mg / kg,
麻醉方式为耳静脉注射。 实验前适应性饲养1 周。
头部皮肤去毛消毒,在枕骨嵴前颅骨中线上,纵向

切开 4 ~ 5 cm 的颅骨皮肤。 在枕骨嵴前 3 cm,距中

线 1 cm 处用 1. 2 mm 颅钻开颅骨孔,硬脑膜用注射

器穿透。 将修剪备用的裸鼠皮下 U87-MG 肿瘤组织

用套管针将其移入深度为硬脑膜下 9 ~ 10. 5 mm 的

纹状体位置。 颅骨钻孔用骨蜡填充,创口消毒后缝

合,关闭皮肤层(手术过程如图 1)。 术后持续观察

动物的生存状况。

图 1　 人脑胶质瘤组织小型猪原位移植手术过程

Figure 1　 Operative procedure of human glioma
orthotopic xenograft in miniature pigs

1. 2. 4　 核磁影像学检测

丙泊酚麻醉实验猪,西门子 skyra 3. 0 T 磁共振

检测,分别执行横断面 T2W1 加权、矢状面 T2W1 加

权、横断面 T1 加权、弥散序列等成像序列检测肿瘤

的大小和位置。
1. 2. 5　 HE 染色和免疫组织化学分析

核磁检测后,200 mg / mL 戊巴比妥心内注射处

死动物并解剖。 解剖后分离出小型猪的大脑,依据

影像结果,肉眼观察,初步确认肿瘤发生的部位,取
该部位组织 4%多聚甲醛固定,石蜡包埋制作切片,
脱蜡和水化后,HE 染色确认其胶质瘤组织形态。
同时用非特异性蛋白封闭并消除内源性过氧化物

酶活性,一抗分别选择人线粒体抗体和 GFAP 在

4℃孵育过夜,加入二抗(羊抗鼠)室温孵育 20 min,
DAB 显色后苏木素复染,酒精脱水,甲醛透明并中

性树脂封片,光学显微镜下观察。

2　 结果

2. 1　 建立人胶质瘤裸鼠皮下移植模型

收集对数生长期的人胶质瘤细胞 U87-MG,皮
下接种裸鼠,3 周后肿瘤体积达到 500 ~ 600 mm3。
裸鼠实施安乐死,一部分肿瘤组织用于小型猪原位

较重,另一部分肿瘤组织 4%多聚甲醛固定后,石蜡

包埋切片 HE 染色确认其胶质瘤组织形态。 GFAP
染色后肿瘤组织强阳性表达确认其胶质瘤特征,人
线粒体特异性抗体强阳性表达确认其人源性特征,
而正常鼠脑组织表达为阴性(图 2)。 病理组织学观

察,正常裸鼠脑组织皮质结构清晰,细胞结构完整,
无炎症细胞浸润;而小鼠脑胶质瘤细胞呈多边形或

纺锤形,存在少量的纤维血管间质。 胞浆嗜酸性,
细胞核圆形或不规则,有 1 或 2 个核仁。 确认裸鼠

皮下瘤为人源性胶质细胞瘤。
2. 2　 免疫抑制剂处理效果

环孢素软胶囊临床上使用剂量为 10 ~ 15 mg /
(kg·d),两次给药,该剂量维持至术后 1 ~ 2 周。 在

本研究中,结合临床用药剂量和实验动物的表观,
进行多个浓度批次的摸索。 在使用高剂量时,先后

出现部分动物死亡,或表现出腹泻、体格消瘦、皮肤

炎症等不良反应,最后确定环孢素的每次使用浓度

为 20 mg / kg。 环孢素和他克莫司联合使用可以进

一步限制 T 细胞功能,因此联合使用环孢素 ( 20
mg / kg)和他克莫司(0. 01 mg / kg),动物出现消瘦等

症状,但并未出现死亡和并发症,说明该剂量的控

制是有效的。 基于术前和术后免疫干预,免疫抑制

方案从术前 3 d 开始一直持续到术后 3 周,并伴随

体重的变化及时调整用药量。
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2. 3　 核磁扫描结果

术后 3 周,麻醉小型猪进行核磁检测。 西门子

skyra 3. 0 T 磁共振成像序列检测肿瘤的大小和位置

(图 3)。 累计共完成 12 例小型猪脑胶质瘤模型手

术制备,有 11 例通过核磁检测发现脑部肿瘤形成,
肿瘤大小约 15 mm × 20 mm。
2. 4　 肿瘤组织形态和特异性标志物的表达

持续观察小型猪神经行为症状,必要时使用

200 mg / mL 戊巴比妥心内注射处死动物并解剖。 分

离颅内肿瘤组织,4%多聚甲醛固定后切片,HE 染色

结果显示为胶质瘤特征(图 4)。 免疫组织化学染色

结果如图 5 和图 6 所示,人线粒体抗体和 GFAP 在

胶质瘤发生部位均表达阳性,而正常的猪脑组织表

达为阴性。

图 2　 U87-MG 脑胶质瘤裸鼠移植瘤组织形态特征

Figure 2　 Morphological changes of transplanted tumor of U87-MG glioma in nude mice

图 3　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部核磁扫描结果(箭头所指部位为肿瘤病灶)
Figure 3　 MRI result for 3 weeks transplanted tumor of U87 glioma in miniature pigs (Arrow shows tumor)

图 4　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织形态

Figure 4　 Histomorphology of 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs
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图 5　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织中 GFAP 表达阳性

Figure 5　 IHC result shows GFAP express positive in 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs

图 6　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织中人线粒体表达阳性

Figure 6　 IHC result shows human mitochondria express positive in 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs

3　 讨论

利用小型猪建立肿瘤模型的报道相对较少,主
要集中在自发性皮肤黑色素瘤模型[16],不同来源和

遗传背景的小型猪可自发皮肤黑色素瘤。 但该类

模型发生比率不宜控制、时间长、个体差异大、短期

内很难获取大量肿瘤学资料[17]。 在胶质瘤研究方

面,已报道的脑胶质瘤动物模型多以啮齿类动物为

主。 但啮齿类动物大脑皮层光滑,无脑沟和脑回,
与人脑解剖结构差异较大,导致大多成功用于小动

物模型的肿瘤疗法在人类身上无法复制。 猪脑因

其解剖学、组织学和血管分布于人脑相似,制备小

型猪脑胶质瘤模型对开展脑胶质瘤临床前应用研

究具有重要的价值和意义。 建立小型猪异种移植

模型,最重要的问题是解决猪本身对人体组织细胞

的免疫排斥反应,即必须选择合适的免疫抑制剂确

定相应的剂量。 环孢霉素软胶囊和他克莫司均是

临床常用的免疫抑制剂,多用于器官移植和自身免

疫疾病[14,18]。 环孢素软胶囊主要是通过选择性抑

制 T 淋巴细胞活化而发挥免疫抑制作用[19]。 他克

莫司主要通过抑制 IL-2 的释放,全面抑制 T 淋巴细

胞的作用,从而达到免疫水平的抑制[20]。 结合实验

探索,本实验设计他克莫司和环孢素软胶囊联合用

药进行免疫抑制,确定的联合剂量用于小型猪并未

出现死亡和并发症的发生。 体重变化一定程度上

反应了免疫抑制剂的药效,联合用药组体重增长最

慢,同时说明该剂量的控制是有效的。
相比于肿瘤细胞系移植模型,本实验将人脑胶

质瘤细胞 U87-MG 接种裸鼠,将获取的荷瘤鼠肿瘤

组织原位移植到小型猪脑部纹状体,不仅可以较好

地保留瘤组织的结构和微环境,而且有利于肿瘤的

生长,有效提高异种移植的成功率。 同时,直接移

植分散的人体肿瘤细胞,很容易被猪(免疫抑制剂

处理)体内残存的免疫系统-排斥,前期直接移植人

U87-MG 肿瘤细胞均未在免疫抑制剂处理的猪建立

起肿瘤模型;而移植的肿瘤组织,已经形成完整的

组织结构且细胞成分复杂,猪体内的免疫体统很难

排斥完整肿瘤组织,从而会有利于肿瘤的形成,提
高肿瘤异种移植的成功率。 因此,本研究通过将人

胶质瘤细胞移植裸鼠,获得肿瘤组织,进一步通过

移植肿瘤组织建立小型猪脑胶质瘤原位移植模型,
建模成功率达到 90%。

本实验成功建立了小型猪脑胶质瘤模型,能确

保术后小型猪的存活。 胶质瘤组织块原位移植到
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猪脑纹状体 3 周时,核磁检测确认肿瘤发生率达到

90%以上,处死动物解剖后能够观察到脑部肿瘤的

形成,进一步进行 H&E 染色确认肿瘤的组织形态;
人特异性线粒体表达强阳性确定该移植瘤来源于

人;星形胶质细胞活化的标志物 GFAP 表达呈阳性,
确认了其胶质瘤特性。 总之,本实验获得的人脑胶

质瘤小型猪移植模型可为人胶质瘤药物筛选和影

像学研究提供与人体接近的实验工具。
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