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一例树鼩毛发上皮瘤的诊断及细胞生物学特性观察
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[摘要] 目的　观察实验动物树鼩的原发性肿瘤，为研究毛发上皮瘤的发生机制及防治措施提供基础。方法　将常
规自然饲养过程中发现胸腹部长有肿块的 1 例树鼩麻醉后，手术摘除肿块，肿块组织经石蜡切片后行 HE 染色及免
疫组织化学染色，并对肿瘤细胞进行分离和传代培养。分离获得的肿瘤细胞接种至健康树鼩及裸小鼠皮下。每天观
察 1 次肿瘤细胞的体内成瘤情况，裸小鼠连续观察 2 个月，树鼩观察 6 个月以上。结果　HE 染色显示发病树鼩腹部
肿块组织中真皮内基底样细胞整体排列似串花瓣样，形成巢状及条索状且边缘界限清晰的肿瘤；进一步放大倍数后
观察发现肿瘤细胞呈栅栏状、基底状排列，核染色深，细胞质少。免疫组织化学染色显示，肿瘤细胞中 CK 蛋白强
阳性表达，ki-67 蛋白呈低比例阳性表达；肿瘤细胞间质中 Vimentin 强阳性表达，Bcl2 和 CD10 呈低比例阳性表达。
分离获得的肿瘤细胞在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液中生长良好，可传代培养。健康树鼩及裸小鼠皮下接种肿
瘤细胞后，均未见肿瘤形成。结论　结合肿瘤发生部位、大体形态结构、病理切片 HE 染色及免疫组织化学结果，
综合诊断该例树鼩胸腹部肿块为毛发上皮细胞瘤。
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[ABSTRACT] Objective  To observe the primary tumor of tree shrews and to provide a basis for studying 
the pathogenesis and prevention of trichoepithelioma. Methods　A tumor was discovered in the chest and 
abdomen of a tree shrew during natural cultivation. The tree shrew was anesthetized, and the tumor was 
surgically removed. Hematoxylin and eosin (HE) staining and immunohistochemical staining were 
performed on the tumor tissue after paraffin section, and the tumor cells were isolated and cultured by 
passage. The isolated tumor cells were subcutaneously injected into healthy tree shrews and nude mice. 
The tumorigenesis of tumor cells in vivo was observed once a day, with nude mice continuously observed 
for 2 months and tree shrews observed for more than 6 months. Results　 HE staining showed that the 
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basal cells in the dermis were arranged as a whole, like a string of petals, forming nests and stripe-like 
structures with clear boundaries. The observation results after magnification revealed that the tumor cells 
were arranged in a pallisade-like and basal pattern, with deep nuclear staining and minimal cytoplasmic. 
Immunohistochemical staining showed the high expression of CK protein and low proportion expression of 
ki-67 protein in tumor cells, as well as the high expression of vimentin and low expressions of Bcl2 and 
CD10 in tumor cell mesenchyme. The isolated tumor cells grew well in DMEM medium containing 10% fetal 
bovine serum and could be cultured by passage, but no tumor formation was observed in healthy tree 
shrews and nude mice inoculated with tumor cells. Conclusion　Combined with the location of the tumor, 
overall morphology, HE staining, and immunohistochemical results, the thoracoabdominal mass of the tree 
shrew was diagnosed as a trichoepithelioma.
[Key words]  Tree shrew; Trichoepithelioma; Diagnosis; Tumor cell transplantation; Nude mice

毛发上皮瘤（trichoepithelioma）也称为腺样囊性

上皮瘤、良性多囊性上皮瘤和多毛上皮瘤，在人类多

发于面部，是一种具有毛囊分化的良性皮肤肿瘤，分

为孤立型（单发）和遗传型（多发），两种类型的组织

学特征是相同的。多发性的毛发上皮瘤与遗传因素有

关，多以常染色体显性方式遗传，而单发性的毛发上

皮瘤则没有家族史［1］。毛发上皮瘤的典型变异主要是

由均匀的基底样细胞组成，排列成大小不等的巢状、

小梁状或筛状，位于成纤维细胞组织的间质中［2-3］。 
虽然毛发上皮瘤是一种罕见的良性附件肿瘤，但毛发

上皮瘤病变可转变成恶性基底细胞癌。在单纯的HE染
色下，基底细胞癌和毛上皮瘤会有多种重叠组织病理

学特征，临床上根据皮损表现也很难鉴别，因此研究

毛发上皮瘤免疫组织化学标志在毛发上皮瘤中的表达

强度，可为临床鉴别毛发上皮瘤和基底细胞癌提供良

好的依据。

树鼩 （tree shrew，拉丁学名为 Tupaia belangeri）

主要生活在亚热带和热带地区，作为一种新兴的实验

动物，具有体型小、经济易得、繁殖周期短、生育能

力强等优点。树鼩全基因组与人、猕猴及小鼠基因组

比较分析证实，树鼩与灵长类亲缘关系最为接近［4］。
此外，树鼩的组织器官、生化代谢、生理机能等与灵

长类动物具有高度相似性，且具有独特的遗传学、分

子生物学和组织学表型，可用于建立更接近人类疾病

特性的动物模型［5-6］。目前，已通过各种方式诱导建

立了乳腺癌、肺癌、肝癌等树鼩肿瘤模型，但有关树

鼩原发性肿瘤的相关报告较少，且以树鼩原发性肿瘤

细胞移植方法建立树鼩肿瘤模型的报告也不多［7］。本

文报告 1例自然培育过程中发现的原发性毛发上皮瘤

树鼩，分析其病理变化及肿瘤细胞形态特性，为后续

毛发上皮瘤的发生发展机制研究及模型建立提供科学

基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物
树鼩（饲养编号DXw06），雌性，2018年 12月由

昆明医科大学引进后在广西中医药大学树鼩驯化养殖

实验中心［SYXK（桂） 2019-0001］饲养，引进时约

12月龄，体质量110.3 g；驯化养殖至2020年 6月（约

30月龄）时，发现其腹部自发肿块。10只BALB/c裸小

鼠，雌性，6～8周龄，体质量为（20±2） g，购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司［SCXK （湘） 2019-
0004］。肿瘤细胞接种及其对照所用的8只健康树鼩为

12 月龄，雌性，购自昆明医科大学 ［SCXK （滇）

K2020-0004］。所有动物均按照广西特色实验动物模

型重点实验室标准方法进行饲养，实验遵循 3R原则，

并经广西中医药大学实验动物福利伦理委员会审批同

意（批准编号DW20200527-274）。
1.2　主要试剂及仪器

抗CD10抗体（克隆号MX002）、抗CD34抗体（克

隆号 QBEnd/10）、抗肌酸激酶（creatine kinase，CK）
抗体（多克隆抗体）、抗波形蛋白（Vimentin）抗体

（克隆号V9）、抗Bcl2抗体（克隆号MX022）和抗ki-67
抗体（克隆号MIB-1）均为鼠抗人抗体，以及辣根过氧

化物酶标记的羊抗小鼠二抗（产品编号KIT-5001），均

购自福建迈新生物技术开发有限公司。胎牛血清、

DMEM培养液、0.25%胰蛋白酶均购自美国Gibco公司；

Ⅱ型胶原酶购自北京索莱宝科技有限公司；其他常规试

剂均为分析纯。包埋机（HistoStar）购自ThermoFisher
（美国）；切片机（RM2245）和免疫组织化学染色机

（型号BOND MAX）均购自德国Leica公司。
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basal cells in the dermis were arranged as a whole, like a string of petals, forming nests and stripe-like 
structures with clear boundaries. The observation results after magnification revealed that the tumor cells 
were arranged in a pallisade-like and basal pattern, with deep nuclear staining and minimal cytoplasmic. 
Immunohistochemical staining showed the high expression of CK protein and low proportion expression of 
ki-67 protein in tumor cells, as well as the high expression of vimentin and low expressions of Bcl2 and 
CD10 in tumor cell mesenchyme. The isolated tumor cells grew well in DMEM medium containing 10% fetal 
bovine serum and could be cultured by passage, but no tumor formation was observed in healthy tree 
shrews and nude mice inoculated with tumor cells. Conclusion　Combined with the location of the tumor, 
overall morphology, HE staining, and immunohistochemical results, the thoracoabdominal mass of the tree 
shrew was diagnosed as a trichoepithelioma.
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1.3　自发肿块取材
DXw06树鼩在饲养过程中观察到其胸腹部长出一

个鸽子蛋大小的肿块，经2%～4%异氟烷吸入麻醉后，

手术摘除肿块。一部分肿块组织于－80 ℃保存，一部

分于质量分数4%的中性多聚甲醛溶液中固定备用，另

取1 g左右的肿块组织行肿瘤细胞原代培养。

1.4　石蜡切片及 HE 染色
将固定好的肿块组织，进行常规石蜡包埋切片，

切片厚度控制在6 μm。将石蜡切片先后用苏木精和伊

红进行常规HE染色后，盖上盖玻片，树胶封固。细胞

核大并深染为蓝色，且细胞形状不规则、呈梭形或栅

栏状排列，即判断为肿瘤细胞。

1.5　免疫组织化学观察
组织切片经抗原修复后，按抗体使用说明书分别

加入稀释好的抗 CD10、CD34、CK、Vimentin、Bcl2、
ki-67一抗以及相应的即用型酶标羊抗小鼠二抗孵育，

PBS-T溶液洗涤 3次；DAB染色 5 min，自来水冲洗以

终止反应；苏木精对比染色细胞核3 min，自来水冲洗

1 min；1%盐酸乙醇分化 20 s，自来水冲洗 1 min；1%
稀氨水返蓝30 s，自来水冲洗30 s；不同浓度梯度的乙

醇溶液脱水，烘干；二甲苯透明，中性树胶封片。50、
100、200倍显微镜下观察见细胞核或细胞质着棕黄色

即判断为肿瘤标志蛋白表达阳性。

1.6　肿瘤细胞原代培养
无菌条件下，用含青霉素、链霉素但无 Ca2+和

Mg2+的 PBS缓冲液充分冲洗肿块组织样本。用眼科组

织剪取1 g左右的组织小块，剪成小碎块后转移至无菌

的100 mL三角烧瓶中。加入0.1% Ⅱ型胶原酶溶液20 mL
后，将三角瓶放入 37 ℃恒温振荡器中消化 15 min。使

用 200目不锈钢筛网过滤后，1 000 r/min离心 5 min，
轻轻弃去上清液。加入新鲜培养液，充分吹打重悬混

匀后，进行细胞计数并调整细胞密度为 1×104个/mL。
将6×104个细胞接种到培养瓶中，加入适量含10%胎牛

血清的培养液，放入37 ℃、5% CO2、饱和湿度的细胞

培养箱中培养。待细胞生长至培养瓶的80%～90%时，

即可进行肿瘤细胞的传代培养，传代方法参见

文献［8］。
1.7　肿瘤细胞接种树鼩及裸小鼠实验

将分离培养的第3代肿瘤细胞消化后，用含2%胎

牛血清的DMEM培养液重悬，并进行细胞计数。调整

细胞密度至 5×106个/mL，接种至树鼩右前肢腋下，每

只树鼩接种0.2 mL共1×106个肿瘤细胞，共接种4只树

鼩；对照组4只树鼩注射相同体积的含2%胎牛血清的

DMEM培养液。裸小鼠接种实验同树鼩，每只裸小鼠

皮下接种1×105个肿瘤细胞，共接种5只裸小鼠；对照

组5只裸小鼠注射相同体积的含2%胎牛血清的DMEM
培养液。每天观察 1次肿瘤细胞的体内成瘤情况，裸

小鼠连续观察2个月，树鼩观察6个月以上。

2　结果

2.1　自发肿块的树鼩整体状态及肿块形态肿瘤
大小

编号为DXw06的树鼩在驯化养殖过程中，饲养人

员发现其胸腹部生长出一个鸽子蛋大小的肿块。这时

树鼩约30月龄，整体精神状态良好，饮食正常，且肿

块处皮毛完整，未出现溃烂。将该树鼩麻醉后，称量

其总体质量为133.7 g，手术摘除肿块并进行腹部缝合。

剥离的肿块约12.5 g，占树鼩体质量的9.35%。手术后

树鼩恢复良好，连续观察半年以上仍未见有肿块复发。

2.2　肿块的组织形态学结构
HE染色结果显示，该树鼩的肿块组织中真皮内基

底样细胞整体排列呈类似串花瓣样，形成巢状及条索

状的边缘界限清晰的肿瘤（图 1A，放大 50倍）。进一

步放大200倍视野后观察发现，肿瘤细胞形状不规则，

呈栅栏状、基底状排列，细胞核大且染色深，细胞质

少（图1B）。

注：Ａ，50 倍视野 （比例尺大小为 200 μm） 下，肿块组织边缘轮
廓清晰，细胞呈条索状、栅栏状排列；Ｂ，200 倍视野 （比例尺大
小为 50 μm） 下，肿瘤细胞呈基底细胞样，核深染，胞质少。
Note： A， The edge of the tumor tissue was clearly outlined and 
the tumor cells were arranged in a striated and palisade pattern 

（×50）； B， HE-stained tumor cells were basal cell-like with deep 
nuclear staining and minimal cytoplasm （×200）.
图 1 树鼩原发肿瘤组织病理学变化 （HE 染色）
Figure 1 Histopathological changes of primary tumor in the 

tree shrews （HE staining）

2.3　肿瘤组织的免疫组织化学结果
免疫组织化学染色结果显示，自发肿块的肿瘤细

胞中CK蛋白呈强阳性、弥漫性表达；ki-67阳性表达，

阳性细胞占少量且分布于瘤体周边，阳性率约 5%～
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8%；肿瘤细胞间质中Vimentin呈强阳性表达，Bcl-2
和 CD10呈低比例阳性表达，CD34表达阴性（图 2）。

以上肿瘤标志分子的免疫组织化学结果与人的毛发上

皮瘤相似。

2.4　肿瘤细胞分离与传代
自发肿块的树鼩肿瘤细胞在含 10%胎牛血清的

DMEM培养液中生长良好，可传代培养。连续传代15代
次后细胞仍生长良好，4～5 d即可长满单层，长满单层后

细胞生长缓慢，未见多层细胞形成。肿瘤细胞呈多形性、

异型性，部分有触角，符合上皮细胞瘤的特点（图3）。

2.5　肿瘤细胞接种树鼩及裸小鼠后的成瘤情况
将分离培养的第3代肿瘤细胞接种至4只健康树鼩

和5只裸小鼠。每只树鼩右前肢腋下接种1×106个肿瘤

细胞，连续观察半年以上，均未见肿瘤形成。每只裸

小鼠皮下接种1×105个肿瘤细胞，连续观察2个月，也

未见肿瘤形成。

注：A，肿瘤细胞中 CK 强阳性表达 （红色箭头所示）；B，肿瘤细胞间质中 vimentin 呈强阳性表达 （红色箭头所示）；C，肿瘤细胞中 ki-67 低
指数阳性表达 （红色箭头所示）；D，肿瘤细胞间质中 Bcl2 呈低比例阳性表达 （红色箭头所示）；E，肿瘤细胞间质中 CD10 呈低比例阳性表达

（红色箭头所示）；F，肿瘤细胞中 CD34 表达呈阴性。
Note： A， Strongly positive expression of CK in tumor cells （As indicated by the red arrow）； B， Strongly positive expression of vimentin in 
tumor cell mesenchyme （as indicated by the red arrow）； C， Low index expression of ki-67 in tumor cells （as indicated by the red arrow）； 
D， Low positive expression of Bcl2 in tumor cell mesenchyme （as indicated by the red arrow）； E， Low proportion expression of CD10 in 
tumor cell mesenchyme （as indicated by the red arrow） ； F， Negative expression of CD34 in tumor cells.
图 2 树鼩毛发上皮瘤的免疫组织化学染色结果（DAB 染色，×100）
Figure 2 Immunohistochemistry of trichoepithelioma from a tree shrew（DAB staining，×100）

注：A～C，肿瘤细胞分离培养后第 1 天、第 2 天、第 5 天 （×100）。D，肿瘤细胞呈多形性、不规则、有触角 （×400）。
Note：A， Day 1 after tumor cell isolation and culture （×100）； B， Day 2 after tumor cell isolation and culture （×100）； C， Day 5 after tumor 
cell isolation and culture （×100）. D， Tumor cells were pleomorphic， irregular， and tentacled （×400）.
图 3 树鼩自发性毛发上皮瘤原代肿瘤细胞分离培养及形态特征观察
Figure 3 Culture of primary tumor cells from a tree shrew trichoepithelioma and morphological observation
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3　讨论

本研究发现树鼩自发肿块为真皮内基底样细胞形

成的巢状及条索状、界限清晰的肿瘤，整体结构类似

串花瓣样；肿瘤细胞呈窗状、基底状排列，核染色深，

细胞质少；免疫组织化学结果显示，肿瘤细胞中CK强
阳性表达，ki-67低比例阳性表达，而Vimentin阳性表

达于肿瘤细胞间质，Bcl2和CD10低比例阳性表达于瘤

细胞间质，CD34表达阴性，综合大体解剖及病理观察

结果，诊断本例原发性树鼩肿瘤为毛发上皮瘤。

毛发上皮瘤来源于毛囊外根鞘，又名囊性腺样上

皮瘤、多发性毛发上皮瘤。基底细胞癌（basal cell 
carcinoma）又称基底细胞上皮瘤，常发生于皮肤的表

皮或附属物，通常生长缓慢，很少转移，是全世界最

常见的皮肤癌［9］，约占恶性皮肤肿瘤的70%［10］，全球

发病率每年持续上升［11］。基底细胞癌在临床上最常见

的组织分型是结节溃疡型，高达 70.83%［12］。基底细

胞癌和毛发上皮瘤有多种重叠的临床和组织病理学特

征，如基底细胞、外周栅栏等，两者于皮疹早期较难

区分，当取材的标本太浅或组织太少时，两者的组织

病理学特征差异并不明显，但是两者的临床处理方法

及预后有着显著的不同［13］。因此，为避免潜在的误

诊，准确诊断本研究中树鼩原发肿瘤的类型，需要进

行关键组织学特征的识别，包括免疫组织化学检测。

为了区分基底细胞癌和毛发上皮瘤，过去十多年来学

者们发现了几种免疫标志物，如雄激素受体、Ki67、
CD10、Bcl-2、CD34和 Ber-EP4，但没有一种被证明

是区分这两种肿瘤的唯一标志物。因此，需要鉴定两

种或两种以上免疫标志物来解决这一困境［14］。
Smoller等［15］研究发现人类毛发上皮瘤的肿瘤巢

中表达 Bcl-2，且染色仅限于最外层的基底样细胞。

Swanson等［16］发现，72.7%（24/33）的人类毛发上皮

瘤中，Bcl-2表达于肿瘤巢周边肿瘤细胞。另一些学者

则认为 Bcl-2在毛发上皮瘤中广泛表达［17］。刘金丽

等［18］对 20例毛发上皮瘤标本中Bcl-2表达进行免疫

组织化学染色观察，发现Bcl-2阳性 18例，且均为肿

瘤巢周边肿瘤细胞表达。而本研究发现，树鼩中Bcl-2
阳性表达于肿瘤细胞间质，与人类毛发上皮瘤中常表

达于肿瘤巢周边肿瘤细胞的模式有所差异。

CD10是广泛分布于造血细胞及其肿瘤中，目前用

于血液学和一些实体肿瘤的诊断和预后。AsriAslani
等［19］评估了CD10在区分诊断基底细胞癌和毛发上皮

瘤时的有效性，证实了CD10是区分这两种肿瘤的有效

辅助标志物，即CD10阳性基底细胞主要见于基底细胞

癌；而CD10阳性间质细胞在毛发上皮瘤基底巢周围凝

聚，因此通过观察肿瘤外周间质细胞表达CD10的情况

有利于诊断毛发上皮瘤。Astarci等［20］证实，毛发上

皮瘤中基质CD10染色明显高于基底细胞癌，而基底细

胞癌中外周CD10染色明显高于毛发上皮瘤。刘金丽

等［18］对20例毛发上皮瘤标本进行了CD10的免疫组织

化学染色，结果发现均有间质细胞CD10阳性表达。本

研究中CD10在肿瘤外周间质细胞中呈阳性表达，而肿

瘤基底细胞中表达呈阴性，阳性细胞分布于瘤体周边

细胞且占少量，该结果与人毛皮上皮瘤相符。

目前，树鼩作为人类肿瘤疾病模型动物的研究报

告较少。本文为树鼩原发性肿瘤的研究提供了背景资

料，但研究深度有待加强。例如，本研究中树鼩毛发

上皮瘤的细胞系已基本建立成功，后续将进一步进行

细胞生物学鉴定及生物特性相关的研究。此外，本研

究发现该肿瘤细胞接种后不容易形成肿瘤，其是否具

有成瘤性，需要进一步增加接种肿瘤细胞的数量或选

择联合免疫抑制方法及其他免疫缺陷动物来开展相关

研究。
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