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　 　 【摘要】 　 目的　 建立神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）肝移植模型，并与肾上腺原位移植模型进行比较，探
索模型的特征。 方法　 采用微量注射针将含有 ５×１０５（ＳＫ⁃Ｎ⁃ＳＨ）细胞溶液沿肝叶长轴种植于小鼠肝左叶，造模结

束后检测肿瘤的生长、转移情况、相关基因表达及肿瘤组织病理学变化。 结果　 小鼠接种肿瘤细胞 ２１ ｄ 后成瘤率

达 １００％，肿瘤的生长、转移、相关基因表达及病理特征明显。 结论　 本文通过更为简单的手术造模方法，成功构建

了一种神经母细胞瘤肝移植模型，为 ＮＢ 研究者今后科学实验提供了更多理想的模型选择。
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　 　 神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）是起源于神

经外胚层原始神经嵴细胞的颅外恶性实体肿瘤［１］，
该肿瘤发病率在儿童肿瘤疾病中占 ８％ ～１０％，死亡

率约为 １５％，已成为儿童主要死亡病因之一。 ＮＢ
发病机制和治疗方法仍然是当前研究的热点，而动

物模型的使用对于 ＮＢ 的研究至关重要，是深入了

解 ＮＢ 发病机制和寻找新治疗策略的重要手段。 当

前，小鼠异位、原位移植瘤模型已被广泛应用于 ＮＢ
的发病机制与新药物开发研究，但在不同研究中，
选用不同的实验动物、移植物和移植方式均存在较

大 差 异［２］。 神 经 母 细 胞 瘤 国 际 分 期 系 统

（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｓｔａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ，ＩＮＳＳ）将
ＮＢ 分 ５ 期，即Ⅰ～Ⅳ期和Ⅳｓ 期，其中Ⅳｓ（４ Ｓ）期较

特殊，占 ＮＢ 总数的 ７％～１０％［３］。 临床上 ４ Ｓ 期 ＮＢ
患者总体预后较好，原发灶多较小不易发现，肿瘤

转移的部位较固定，多局限于肝、皮肤和骨髓，严重

的肝转移也是 ４ Ｓ 期 ＮＢ 预后不良的因素［４］。 当 ４ Ｓ
期神经母细胞瘤出现肝弥漫增大时，肝与腹腔容积

比例增大，出现多种器官功能障碍、腹腔间隔室综

合征而危及生命。 由于肾上腺是神经母细胞瘤最

好发部位，肾上腺移植模型被看作是神经母细胞瘤

最佳的动物模型，能够模拟 ＮＢ 相关临床特征，但对

于神经母细胞瘤 ４ Ｓ 期患者，肾上腺显然不是最佳

移植方式。 转移特性是恶性肿瘤细胞特有的生物

学行为［５］，临床诊断约有一半的 ＮＢ 患者可发生骨、
肝等器官转移［６－７］。 ＮＢ 最显著的特点是多部位发

生，大部分 ＮＢ 患者发病无明显症状，大多是在扩散

到身体其他部位后才发现，常伴随其他疾病诊断出

肿瘤病灶，反映出原发肿瘤的部位。 临床上最典型

的发生部位是肾上腺［８－９］，也有发现肝出现弥漫性

肿物［１０－１１］，有报道，４ Ｓ 期肝弥漫转移 ＮＢ 患者，超声

和磁共振（ＭＲ）均显示肝异常，而影像学未见肾上

腺相关肿瘤，其原发部位不明［１２］。 迄今为止，有关

神经母细胞瘤模型的构建大都在肾上腺，极少研究

在 ＮＢ 的其他多发部位构建出能模拟人临床肿瘤生

长过程动物模型，迫切需要研究者构建出更多理想

的、可高度复制的模型用来支持 ＮＢ 的科学研究。
由于传统肾上腺原位移植瘤模型构建上还存在一

些技术问题，如小鼠肾上腺体积小，不仅限制了注

射量，而且肾上腺易被脾等其他脏器遮挡，也不易

于手术操作。 本文创新性的选择肝为移植部位，成
功构建出肝移植瘤动物模型。 因肝是人体最大的

腺体，能为肿瘤细胞的生长与形成病灶提供良好的

条件，同时接受肝动脉和门静脉的供血，血流丰富，
也正因肝的血流量大，所以癌症转移最容易出现在

肝。 本文旨在建立一种新型神经母细胞瘤肝移植

动物模型，为更好地研究 ＮＢ 发生、发展及治疗提供

了技术支持，同时，也为 ＮＢ 研究者提供更多的模型

选择。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 雌性 ＳＰＦ 级 ＮＣＧ 免疫缺陷小鼠 １０ 只，４ ～ ５ 周

龄，体重 １９～２０ ｇ，购自广东药康生物科技有限公司

［ＳＣＸＫ（粤）２０２０－００５４］，小鼠使用前在屏障环境中

饲养 １ 周。 所有实验动物的饲养及观察在北京大学

深圳研究生院实验动物中心设施内进行 ［ ＳＹＸＫ
（粤）２０２２－０１７２］，相关操作均符合北京大学深圳研

究生院伦理审查委员会的相关审批（ＡＰ００４４００１），
动物实验方法和目的符合人类的道德伦理标准和

国际惯例。 实验动物饲养和实验过程均做到了 ３Ｒ
原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 采用具有萤火虫荧光素酶（Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）的神经

母细胞瘤细胞（ＳＫ⁃Ｎ⁃ＳＨ），由广东省广州市妇女儿

童医疗中心贺静课题组惠赠。 神经母细胞瘤细胞

株（ＳＨ⁃Ｎ⁃ＳＨ），采用含 １０％胎牛血清、１００ μｇ ／ ｍＬ 青

霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 １６４０ 培养基于 ３７ ℃、
饱和湿度、５％ ＣＯ２ 条件下培养，２ ～ ３ ｄ 传代 １ 次。
取对数生长期的人神经母细胞瘤细胞株 （ ＳＨ⁃Ｎ⁃
ＳＨ），用胰蛋白酶消化离心后细胞计数。 按每只鼠

接种细胞量 ５􀆰 ０×１０５、接种体积每只 ５ μＬ（采用 １０
μＬ 微量注射器，直径 ０􀆰 ３５ ｍｍ，最小刻度 ０􀆰 ２ μＬ），
取所需细胞量按 ＰＢＳ ∶ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ＝ １ ∶ １ 重悬后接种

到动物肝特定位置（图 １）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 １６４０（Ｇｉｂｃｏ，批号：８１２３３３９）；胎牛血清（普诺

赛， 批 号： ＳＡ２１０５１８ ）； Ｍａｔｒｉｇｅｌ （ Ｃｏｒｎｉｎｇ， 批 号：
２３４８００４）；青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素 （赛默飞

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 批 号： ２２８９３２５ ）； 胰 蛋 白 酶 （ 美 仑

Ｍｅｉｌｕｎｂｉｏ，批号：ＭＡ０２３３⁃１⁃Ｎｏｖ⁃０３）。 小动物呼吸麻

醉机（ＲＷＤ，型号：ＭＯＤＬＥ ３０００）；小动物活体成像

仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，型号：ＩＶＩＳ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ）；ＡＢＩ Ｑ５
荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ，型号：Ｑ５）；徕卡石蜡切片机

（Ｌｅｉｃａ，型号：ＲＭ ２２３５）。

１０１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ４ 月第 ３４ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ４



１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组

　 　 动物适应性喂养 １ 周后，标记编号并称量体重，
采用随机数字表将 １０ 只小鼠随机分为两组，Ａ 组为

肝移植组，Ｂ 组为肾上腺原位移植组。
１􀆰 ３􀆰 ２　 人 ＮＢ 肝移植模型建立

　 　 小鼠腹腔注射 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 三溴乙醇（２􀆰 ５％工

作液）麻醉后，使其仰卧位固定在手术台上，腹腔表

皮进行消毒后，沿剑突下方做一 ２ ｃｍ 纵切口，用无

菌棉签翻出肝左叶，暴露手术所需的视野，左手用

消毒棉签固定手术位置，右手持注射器，将准备好

的细胞悬液用微量注射器抽取 ５ μＬ 注射到肝左叶

中间的位置，针尖朝下小角度刺入 １ ～ ２ ｍｍ，注射时

尽量平行进针，注意针尖未穿透肝实质层，确定针尖

斜面全部进入肝小叶后缓慢注射细胞液，注射后可见

肝表层快速形成丘状隆起，确认细胞悬液全部注射

后，缓慢拔出注射器的同时，左手棉签抵住入针位置

１～２ ｍｉｎ，避免漏液。 而后恢复脏器位置，逐层缝合动

物肌肉层及皮层，注射完毕后医用缝合线（针弧 １ ／ ２，
线 ０􀆰 ３５ ｍ）缝合并消毒创口，放回饲养笼内正常饲养

（图 ２）。

１􀆰 ３􀆰 ３　 人 ＮＢ 肾上腺原位移植模型建立

小鼠腹腔注射 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 三溴乙醇（２􀆰 ５％工

作液）麻醉后，左侧卧位固定，在左侧背部肋缘下开

２ ｃｍ 左右切口，用无菌棉签暴露手术所需视野，用
消毒棉签将肾轻柔向小鼠尾侧拨动，此时将暴露肾

上腺及周围脂肪层，将准备好的神经母细胞瘤细胞

悬液 ２５ μＬ 抽入微型注射器内，左手用棉签固定肾

上腺三角区域，右手持注射器，应尽量平行进针，针
头小角度刺入 １ ～ ２ ｍｍ，注意针尖不触碰到肾上腺

实质层，确定针尖斜面全部进入注射部位后缓慢注

射，注射后可见肾上腺周围脂肪层快速形成丘状隆

起，确认细胞悬液全部注射入后缓慢拔出注射针的

同时左手棉签抵住入针位置 １～２ ｍｉｎ 避免漏液。 而

后恢复脏器位置，医用缝合线（针弧 １ ／ ２，线 ０􀆰 ３５
ｍ）逐层缝合肌肉层及皮层，缝合处消毒，待小鼠苏

醒后放回饲养笼内正常饲养（图 ３）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 测量小鼠体重、肿瘤生长及小鼠生长情况

　 　 模型建立后，利用小动物活体成像系统在指定

时间观察并记录肿瘤生长情况。 成像前小鼠腹腔

注射 ｄ－荧光素钾盐（１５ ｍｇ ／ ｋｇ）进行体内成像。 １０
ｍｉｎ后，将麻醉后的小鼠腹部朝上放入成像仪摄像

注：Ａ～Ｃ：ＮＢ 细胞液制备示意图；Ｄ：肝注射位置示意图（５ μＬ）。

图 １　 ＮＢ 细胞液制备流程图

Ｎｏｔｅ． Ａ～Ｃ， Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＢ ｃｅｌｌ ｆｌｕｉｄ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ． Ｄ， Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ （５ μＬ）．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

注：Ａ：小鼠麻醉后固定；Ｂ：暴露肝；Ｃ：注射位置；Ｄ：接种肿瘤细胞后肝扩张形成凸起小点（５ μＬ）。

图 ２　 肝移植位置示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ． Ｃ， Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ． Ｄ， Ｓｍａｌｌ ｒａｉｓｅｄ ｓｐｏｔ ｆｏｒｍｅｄ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （５ μＬ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
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机暗箱升降台采集荧光信号。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
　 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测基因的表达。 按照 ＴａＫａＲａ 公司

提供 的 方 法， 使 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） 进行逆转录。 所用引物序列由

上海生工合成，序列见表 １。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ （Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） 荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒进行。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应采用 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ 序列检

测系统进行 ３ 个重复。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 应用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行统计分析。
定量数据以平均数±标准误差（ 􀭰ｘ± ｓ􀭰ｘ ）表示，组间

比较使用配对双尾 ｔ 检验，Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 为有显著性

差异。

２　 结果

２􀆰 １　 肝移植瘤与肾上腺原位移植瘤成瘤情况比较

　 　 采用细胞植入法，建立肝移植模型和肾上腺原

位移植模型，将人 ＮＢ 肿瘤细胞 ５×１０５ 分别移植到

ＮＣＧ 小鼠肝左叶和肾上腺。 在接种相同数量肿瘤

细胞的情况下，分别在 １４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 动态观察，比
较两组小鼠的成瘤率（表 ２）、肿瘤生长情况（图 ４）。
结果表明在肿瘤移植早期，肾上腺原位移植模型成

瘤率较高于肝移植模型，但接种 ２１ ｄ 后两种模型成

注：Ａ：肾上腺暴露；Ｂ：Ａ 的局部放大图；Ｃ：接种肿瘤细胞后肾上腺扩张充盈（２５ μＬ）。

图 ３　 肾上腺原位移植位置示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ． Ｂ， Ｌｏｃａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ． Ｃ， Ｅｘｐａｎｄｅｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （２５ μＬ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｄｒｅｎａｌ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒｓ（５’－３’）

１ ＴＰ５３⁃Ｆ
ＴＰ５３⁃Ｒ

ＣＡＧＣＡＣＡＴＧＡＣＧＧＡＧＧＴＴＧＴ
ＴＣＡＴＣＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＣ

２ ＰＨＯＸ２Ｂ⁃Ｆ
ＰＨＯＸ２Ｂ⁃Ｒ

ＡＡＣＣＣＧＡＴＡＡＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＴＧ
ＡＧＡＧＴＴＴＧＴＡＡＧＧＡＡＣＴＧＣＧＧ

３ ＧＡＢ２⁃Ｆ
ＧＡＢ２⁃Ｒ

ＧＴＴＣＴＡＴＧＴＣＣＣＧＣＡＧＧＡＡＴＡＴＣ
ＣＣＣＴＧＴＧＴＣＡＡＡＣＣＡＣＡＴＧＣ

４ ＧＲＢ２⁃Ｆ
ＧＲＢ２⁃Ｒ

ＣＴＧＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＡＡＴＴＣＴ
ＧＴＴＣＴＡＴＧＴＣＣＣＧＣＡＧＧＡＡＴＡＴＣ

５ ＰＴＰＮ１１⁃Ｆ
ＰＴＰＮ１１⁃Ｒ

ＧＡＡＣＴＧＴＧＣＡＧＡＴＣＣＴＡＣＣＴＣＴ
ＴＣＴＧＧＣＴＣＴＣＴＣＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡ

表 ２　 两种移植瘤成瘤率比较（ｎ＝ ５，％）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

接种肿瘤细胞后各时间点成瘤率
Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

１４ ｄ ２１ ｄ ２８ ｄ
肝移植瘤

Ｌｉｖｅｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ６０％ １００％ １００％

肾原位移植瘤
Ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ８０％ １００％ １００％

注：移植肿瘤细胞 ２８ ｄ 后两组成瘤率比较。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｔ ２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ．

３０１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ４ 月第 ３４ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ４



瘤率均达 １００％（表 ２）。 如图 ４ 所示，肾上腺移植瘤

肿瘤的生长转移的速度相较肝更快。 与肾上腺移

植瘤相比，肝移植瘤肿瘤生长会局限于特定位置生

长而且在短期内未发现有转移形成。

注：肝（左）及肾上腺原位（右）移植小鼠肿瘤生长生物发光信号。

图 ４　 两种不同成瘤方式肿瘤生长情况

Ｎｏｔｅ． Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ ｌｅｆｔ） ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ｒｉｇｈｔ） ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 两种不同成瘤方式肿瘤转移模式及生存期

特点

　 　 利用小动物活体成像系统，通过生物发光信号

监测小鼠肿瘤转移情况。 结果发现两种移植瘤小

鼠死亡前均出现腹部肿胀积水症状，且肝移植症状

要更为严重，肝移植小鼠在 ３５ ｄ 后，显示肿瘤大范

围器官转移，而肾上腺原位移植小鼠 ２８ ｄ 后即出现

肿瘤大范围器官转移。 我们发现两种不同移植小

鼠在移植后期均出现了肝、脾和肠等多个器官的明

显转移，同时，肝移植小鼠肿瘤也转移到肾（图 ５Ａ、
５Ｃ）。 此外，我们发现，肝移植小鼠的平均生存时间

要相对较长约 ４５ ｄ（图 ５Ｂ），相比之下，肾上腺原位

移植小鼠生存时间较短，约为 ４０ ｄ（图 ５Ｄ）。
２􀆰 ３　 两种不同成瘤方式肿瘤组织病理特点

　 　 如图 ６ ＨＥ 染色结果显示，肾上腺原位移植瘤

的肿瘤细胞相比肝移植瘤肿瘤细胞略显致密，细胞

分布更均匀（图 ６Ａ、６Ｃ）。 图 ６Ｂ、６Ｄ 显示，两种不同

移植模型肿瘤细胞的形态相同，肿瘤细胞分布均

匀，呈蓝色，细胞形态小、核大、胞浆含量少。 此外，
两种移植模型在接种相同肿瘤细胞后，两者肿瘤组

织形态具有各自特点，肾上腺原位移植瘤的肿瘤组

织更集中在肾上腺上端，肝移植瘤则集中在整个肝

叶弥漫生长（图 ６Ｅ、６Ｆ）。
２􀆰 ４　 两种不同成瘤方式基因表达特点

　 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肿瘤组织中 ＴＰ５３、 ＰＴＰＮ１１、
ＧＡＢ２、ＰＨＯＸ２Ｂ 和 ＧＲＢ２ 的表达，结果表明肝移植瘤

中 ＴＰ５３ 和 ＧＲＢ２ 的 ｍＲＮＡ 水平显著高于肾上腺原

位移植瘤 （图 ７Ａ、 ７Ｂ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）。 肝移植瘤中
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ＰＸＯＸ２Ｂ 的 ｍＲＮＡ 水平低于肾上腺原位移植瘤（图
７Ｃ），而 ＧＡＢ２ 的 ｍＲＮＡ 水平显著低于肾上腺原位

移植瘤（图 ７Ｄ，Ｐ＜０􀆰 ０５），两者肿瘤组织中 ＰＴＰＮ１１
的 ｍＲＮＡ 水平没有显著差异（图 ７Ｃ、７Ｅ，Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：Ａ：肝移植瘤小鼠 ３５ ｄ 后肿瘤生长及在肝、脾、肾及肠等脏器转移情况；Ｂ：肝移植小鼠达到伦理终点前生存曲线（ｎ ＝ ５）；Ｃ：肾上

腺原位移植瘤 ２８ ｄ 后肿瘤生长及在肝、脾、肾及肠等脏器转移情况；Ｄ：肾上腺原位移植小鼠达到伦理终点前生存曲线（ｎ＝ ５）。

图 ５　 两种不同成瘤方式肿瘤转移及生存时间

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ａｆｔｅｒ ３５ ｄａｙｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ． Ｂ，
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ （ｎ ＝ ５）． Ｃ， Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ２８
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ａｄｒｅｎａｌ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． Ｄ， Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｄｒｅｎａｌ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ （ｎ＝ ５）．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

注：Ａ、Ｂ：肾上腺原位移植小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色；Ｃ、Ｄ：肝移植小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色；Ｅ、Ｆ：肾上腺及肝移植小鼠肿瘤组织形态。

图 ６　 两种不同成瘤方式肿瘤组织形态及组织学病理图

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ． Ｃ ／ Ｄ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ． Ｅ ／
Ｆ， Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
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注：与肾上腺原位移植组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ７　 两种不同成瘤方式肿瘤组织基因表达情况（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｒｅｎａｌ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ

３　 讨论

　 　 原位移植小鼠模型更贴近临床实际，是被广泛

用于肿瘤生物学研究和药物评价的临床前模型。
临床上 ４ Ｓ 期 ＮＢ 肝转移十分常见，４ Ｓ 期 ＮＢ 通常

预后较好，患儿 ５ 年总体生存率为 ８４％～９２％［１３］，但
仍有少部分 ４ Ｓ 期 ＮＢ 患者预后不理想，４ Ｓ 期 ＮＢ
不同预后相关因素，会是今后进一步研究的方向，
需要相关动物模型介入探索分析，对临床诊断和治

疗有指导意义。 本研究发现，肝和肾上腺原位移植

模型有着各自特点，同时两种模型的成瘤率均较

高，接种 ２１ ｄ 后两者成瘤率均达 １００％，两者都是

ＮＢ 研究的理想模型。 研究发现，ＮＢ 原位移植小鼠

模型神经母细胞瘤的生长、扩散与高风险 ＮＢ 患者

类似，可以自发转移到临床相关位置［１４］，ＮＢ 动物模

型早期发生肝转移［１５］，在一些 ＮＢ 原位小鼠肿瘤模

型中也证实后期可转移至肝、脾和肠［１６］。 本结果发

现两种原位移植小鼠死亡前均出现腹部肿胀积水

症状，而且肝腹水症状较为严重，这可能是肝血流

旺盛，肿瘤在肝组织中弥漫生长所致，而持续性肝

肿大容易引发呼吸和循环衰竭严重致死。 两者在

肿瘤移植早期肾上腺移植瘤肿瘤的生长、转移的速

度相对较快，小鼠平均生存时间也较肝移植短，而
肝移植肿瘤局限于特定位置生长而且在短期内未

发现有转移形成，符合临床某些 ４ Ｓ 期患儿体内 ＮＢ
生长的特点。 本文两者在移植后期均出现了肝、脾
和肠等多个器官的明显转移，这与上述研究结果相

一致。 同时，肾上腺原位移植小鼠 ２８ ｄ 后出现大范

围器官转移，肝原位移植小鼠在 ３５ ｄ 后显示大范围

转移，且肝移植小鼠的肿瘤生长也转移到肾。 病理

显示两种移植模型肿瘤细胞的形态相同，肿瘤细胞

分布均匀，呈蓝色，细胞形态小、核大、胞浆含量少，
这与刘波等［１７］研究结果一致。 总之，通过上述比较

可以得出，肝移植模型在肿瘤移植早期出现的症状

如肿瘤在肝局部弥漫生长肿瘤负荷较大、腹部容积

膨胀等特点更为突出，相比肾上腺移植更符合 ４ Ｓ
期患者的临床特征。

研究发现，转录因子 ＰＨＯＸ２Ｂ 是 ＮＢ 免疫组化

标记物［１８］，ＰＴＰＮ１１ 在 ＮＢ 中的突变率为 ３􀆰 ４％［１９］，
是 ＮＢ 中第 ３ 个最常突变的基因，可增加患 ＮＢ 的风
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险。 ＴＰ５３ 及其相关基因与神经母细胞瘤的预后相

关［２０］。 除此之外，ＧＡＢ２ 在神经母细胞瘤发病机制

中起重要作用［２１］。 因此我们根据以上基因的功能，
选择 ＰＴＰＮ１１、ＰＨＯＸ２Ｂ、ＴＰ５３ 和ＧＡＢ２ 基因，测量他

们的表达情况，探讨两种不同移植模型各自肿瘤生

长、转移的特点，这可能是研究两种模型肿瘤生长

及转移的潜在分子机制。 肿瘤细胞能与宿主器官

周围微环境相互作用而影响肿瘤的生长或转移，原
位异种移植模型为肿瘤细胞提供类似人类器官的

原发移植部位和微环境［２２］，本研究发现，肝移植瘤

中 ＰＸＯＸ２Ｂ 的 ｍＲＮＡ 水平低于肾上腺原位移植瘤，
而 ＧＡＢ２ 的 ｍＲＮＡ 水平显著低于肾上腺原位移植

瘤，这可能是肾上腺相比肝能更好地模拟肿瘤细胞

生长的微环境，更有利于肿瘤生长及器官的转移。
同时，肿瘤血管生成是肿瘤细胞增殖、侵袭和转移

的必要条件。 肾上腺可能提供肿瘤生长适宜的环

境，利于肿瘤新血管生成［２３］。 已有报道称，微环境

促进了肿瘤的侵袭或转移，这些结果也说明移植部

位对肿瘤生长中的重要性［２４］。 肿瘤的侵袭和转移

行为常常是导致病人死亡的原因，肾上腺移植的肿

瘤相比肝肿瘤生长、转移更快，加速动物死亡，这可

能是肝移植模型生存时间相对较长的原因。 我们

的结果 ＴＰ５３ 的 ｍＲＮＡ 水平显著高于肾上腺移植

瘤，也说明了 ＴＰ５３ 及其相关基因与神经母细胞瘤

进展相关。
本研究肝移植模型成模率高，手术操作可行性

强，相比肾上腺操作更为简单，但也有其局限性。
在模型建立过程中需注意：（１）移植位置的选择，本
研究创新性选择肝左叶中间为移植位置，因肝左叶

面积最大，大部分不被肋骨、脾所覆盖，便于观察注

射细胞，只需针头小角度刺入 １～２ ｍｍ 即可，且肝血

流丰富，为肿瘤的生长提供良好的生长环境。 （２）
对肝的保护，注射细胞时针尖水平进针，注意针尖

未穿透肝实质层，确定针尖斜面全部进入肝小叶后

缓慢注射细胞悬液，移植时注意对肝的保护以免造

成小鼠出血过多术中死亡，尽量使用棉签一类的柔

性器具来触碰，不当的操作会影响小鼠术后状态甚

至成活率。 （３）防止肿瘤细胞漏液，注射细胞时要

做到进针要稳又准，注射器针尖不能刺穿肝小叶，
注射位置要能看到皮丘状隆起，拔针的同时迅速用

棉签抵住针眼 １～２ ｍｉｎ 防止漏液。 （４）术后要勤观

察小鼠状态，原位移植后肿瘤发展迅速，对小鼠生

理状态影响极大，每天观察小鼠，观察毛色及外观

等变化。
综上所述，本研究聚焦 ＮＢ 移植模型造模方法，

利用免疫缺陷小鼠（ＮＣＧ）成功构建出肝移植模型，
具有成瘤率高、接种体积小、易于手术操作等优点，
是研究神经母细胞瘤尤其是 ４ Ｓ 期 ＮＢ 发生和转移

的理想模型。 因此，本研究为 ＮＢ 研究者提供了更

多模型选择。
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