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摘　要 :目的　建立简单易行、稳定的鼠 C6脑胶质瘤模型。方法　SD鼠 20只 ,脑立体定向仪

定向注射 C6细胞至鼠脑尾状核 ,接种后 1、2、3、4周 MRI 测量肿瘤大小 ,每日观察鼠体重变化 ,处

死后大体解剖和病理组织学检查。结果　MRI 平扫见脑组织水肿明显 ,MRI 增强可见肿瘤组织明

显强化 ,中线移位 ,侧脑室受压或消失。颅内接种后星形细胞胶质瘤呈Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级不等。结论

　静脉注射套管针接种 C6细胞 ,取材方便 ,简单易行 ,腹腔注射造影剂可获得较好的增强效果。
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　　在进行各类脑胶质瘤治疗研究时 ,如何能简便、

经济、快捷的制作鼠脑胶质瘤模型成为研究的基础 ,

本方法对以往的模型制作方法进行了改进 ,并观察

了其生长特性 ,MRI 影像学特征及病理学特点 ,现

报道如下 :

1　材料和方法

1.1 　材料

1.1.1 　大鼠神经胶质瘤细胞 C6购自上海细胞所 ,

DMEM 培养基为 GIBICO/BRL 公司产品 ,新生小

牛血清为亚法公司产品。

1.1.2 　雄性 SD大鼠 20 只 ,体重 (100～150)克 ,购

自湖北省医药工业研究所。

1.1.3 　仪器　江湾Ⅱ立体定向仪 (上海产) ,Philips

GyroscanT5 2NT0.5T 磁共振机。

1.2 　方法

1.2.1 　细胞培养 C6细胞在含 10%新生小牛血清

的 DMEM 培养基中 ,5%CO 2 ,37%条件下培养。

1.2.2 　模型制作　SD大鼠经 2%戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉 (35mg/k g)后 ,固定于立体定向仪上 ,沿头

皮正中略偏右纵向切开头皮 ,暴露颅骨标志 ,在矢状

缝右旁开 3mm, 前后囱中点前 1mm 处用牙钻钻一

骨孔。用静脉注射套管针抽取 50ulC6 细胞悬液 ,

垂直固定于立体定向仪上 ,经骨孔垂直于颅骨外板

进针 6mm, 回退 1mm [1] ,待细胞基本沉淀后 (细胞

与培养基之间界限清楚) ,以 lul/min 的速度推注

20ul, 留置 15min, 拔出内芯 ,再留置 5min, 塞住套管

口 ,缓慢拔出套管 ,缝合头皮 ,肌注青霉素 1万 U。

1.2.3 　鼠脑 MRI 检查 　术后 1、2、3、4 周分别作

MRI, 用 TMJ 环行表面线圈 ,距阵 512 ×256,T 2 WI

采用 TSE序列 ( TR3000ms,TE120, 层厚 1mm, 层间

距 0) ,T 1WI 采用 TFE 序列 ( TR30ms,TE13ms, 翻

转角 30, 层厚 1mm, 层间距 0) ,腹腔注射钆喷替酸

葡甲胺 (1ml含钆喷替酸葡甲胺 0.469 g)后作增强扫

描 ,均 3D采集 ,容积成像。

1.2.4 　观察体重　种植肿瘤细胞日起每日测量体
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重观察其变化。

1.2.5 　病理学检查　濒死鼠经过量戊巴比妥钠处

死后取脑 ,固定在 10%甲醛溶液中 1～2个月 ,完全

固定后制成 2mm 厚的冠状切片 ,部分 HE 染色 ,常

规病理检查。

2　结果

2.1 　肿瘤大小与生长时间的关系　见表 1,MRI 平

扫见脑组织水肿明显 ,MRI 增强可见肿瘤组织明显

强化 ,中线移位 ,侧脑室受压或消失 (图 1) 。20只鼠

均未发生颅外转移。
表 1　20只不同时间 (周)与瘤体变化及生存率的分析

观察时

间 (周)

瘤体直

径 (cm)

平均直

径 (cm)

病死鼠

数 (只)

病 死

率( %)

生存概

率 ( %)

1 1～2 1.5 0 0 100
2 3～6 4.5 1 5.00 95.00
3 4～9 6.5 6 35.00 65.00
4 6～11 8.5 9 80.00 20.00
5 9～13 11 4 100 .00 0.00
合计 5.25 20 100 .00

　　直线相关与回归分析结果如下 :

　　时间与瘤体大小的关系 : r =0 . 99 ,呈高度正相

关 ; Y =-0 . 5+2 . 3 X , t r =13 . 28 , P <0 . 01 ,差异有

高度显著性。

瘤体大小与生存率的关系 : r =-0 . 9826 ,呈高

度负相关 ; Y =160 . 92-15 . 202 X , t r =7 . 468 , P <

0 . 05 ,差异有显著性。

2.2 　生存期　第 2 周死亡 1 只 ,第 3 周死亡 6 只 ,

第 4周死亡 9只 ,余 4只在第 5周内死亡 ,最短生存

期 14天 ,最长生存期 32天。

2.3 　鼠体重变化与生存期的关系 　植入肿瘤细胞

后 ,5只体重下降 ,并于 3周内死亡 ,余 15 只体重先

下降 1～2 天 ,后上升 ,再下降 ,并于再下降后 3～8

天内死亡。另外 ,3只鼠死亡前出现偏瘫症状。

2.4 　病理检查　10%甲醛溶液固定后鼠脑整体观

见种植肿瘤细胞侧大脑半球较对侧大 ,沿接种点冠

状切开后肉眼能区分肿瘤组织与正常脑组织并见到

不同分化程度的肿瘤细胞。星形细胞胶质瘤 Ⅰ级 :

瘤细胞较稀疏 ,分布不均 ,胞浆较少 ,核大小不一 ,形

状不规则 ,未见核分裂像。胶质纤维较少 ,可见有囊

性变。血管较多 ,内皮细胞不增生 ;星形细胞胶质瘤

Ⅱ级 :瘤细胞较密集 ,大小不一致 ,核染色深 ,个别区

域见有少许核分裂像。胶质纤维少 ,可见有增生的

血管。未见明显的出血坏死 ;星形细胞胶质瘤Ⅲ级 :

瘤细胞密集 ,有明显的异形性 ,部分细胞呈圆形 ,部

分细胞呈梭型 ,细胞核较大 ,核仁清楚 ,可见有瘤巨

细胞及明显病理性核分裂像 ,胶质纤维少 ,细胞有灶

性坏死 ,血管明显增生 ;星形细胞胶质瘤 Ⅳ级 :瘤细

胞密集 ,有明显的异形性 ,大部分细胞呈梭型 ,细胞

大小不等 ,形状不一 ,有小灶性坏死 ,可见有胶质纤

维 ,血管增生 ,血管壁玻璃样变 (图 2～5) 。

3　讨论

C6细胞是经 N2亚硝基甲脲 ( N2nitrosometh y2
lurea)诱发的鼠脑胶质瘤细胞 ,与大鼠脑组织有很好

的相容性 ,种植成功率高 ,肿瘤生长快 ,其生长特点

与人脑胶质瘤较为接近 ,是制作大鼠脑胶质瘤模型

的理想细胞。

理想的脑肿瘤动物模型应具备以下特点 : (1)模

型的肿瘤必须由该脑肿瘤细胞组成 ; (2)肿瘤的生长

率和恶性特征应可预测和可复制 ; (3)肿瘤的诱导时

间较短时间标准化 ; (4)应有与自发生长的脑肿瘤一

样的生长和浸润特性 ,有新生血管形成 ,没有囊包

裹 ,无皮下、硬膜外和硬膜下转移 ; (5)肿瘤体外培养

能生长 ,且对实验人员无害 ; (6)脑肿瘤模型对治疗

的反应必须模仿人类脑肿瘤[2] 。

本实验采用静脉注射套管针 ,取材方便 ,细胞在

内芯上管内沉淀后的浓度较恒定 ,约为 1 ×108/ml,

每只鼠注射 10ul, 约为 2 ×106 个细胞 ,从而可避免

调节细胞浓度 ,缩短操作时间 ,并保持植入细胞数基

本相同。肿瘤细胞沿进针道向颅外转移是该模型的

不足之处 ,国内外学者多采用留置永久性不锈钢导

管或聚乙烯导管的方式。本实验采用细胞沉淀后再

注射的方法 ,能量大程度的浓缩细胞 ,减小注射体

积 ,并适时延长注射时间和注射后留针时间 ,先拔出

内芯 ,塞住套管后再拔出套管 ,不需在颅内留置导

管 ,也能有效防止肿瘤颅外转移 ,从而更符合脑胶质

瘤的自然生长状态。本实验表明 C6细胞种植 1 周

时 ,MRI 即可观察到瘤体。

尾静脉注射钆喷替酸葡甲胺操作较困难 ,成功

率不高。本实验采用腹腔注射钆喷酸葡胺的方法 ,

操作方便 ,可重复多次注射 ,比较腹腔注射 1ml/k g、

2ml/k g、2.5ml/k g、3ml/k g、4ml/k g钆喷替酸葡甲胺

后的增强效果 ,发现注射 2～3ml/k g时增强效果较

好 ,与尾静脉注射比较无差异。

本实验鼠大部分自然生存期为 3～4周 ,少数可存

活近 5周 ,较其它学者报道的生存期略长。我们发现鼠

种植肿瘤细胞后体重变化与生存期有一定的关系 ,种植

肿瘤细胞后体重先开始下降者自然生存期短 ,而体重下

降 1～2天后再上升者 ,自然生存期较长。这可能与鼠免

疫能力、代偿能力的个体差异有关。

C6细胞植入鼠脑后 ,瘤细胞的分化程度不一 ,

表现为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级星形细胞瘤等 ,这与胶质瘤患

者复发时胶质瘤的分化程度与首发时的分化程度可

(下转第 453 页)
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TGF2βRI 表达阳性组的胃癌患者术后累计生存率

显著高于表达阴性组。

3　讨论

TGF2β受体是存在于细胞表面上的一种跨膜糖
蛋白 ,广泛存在于正常细胞表面[1] 。PCNA 是真核

细胞 DNA 聚合酶的辅助蛋白 ,合成于晚 G1期和 S

期 ,对 DNA 复制起重要作用[3] 。TGF2β对人的多
种类型上皮细胞及其所发生的肿瘤多表现为抑制作

用[4] 。其抑癌信号通过细胞表面的受体传导。而

癌细胞的生物学特性之一也正是由于受体缺失或性

质改变 ,失去 TGF2β的生长抑制反应。故 TGF2β受
体可被看作是一种抑癌基因[5] 。

3.1 　TGF2βRI 与胃癌发生的关系

本研究结果表明 :正常胃粘膜 TGF2βRI 表达阳

性 ,癌前病变有较低的低表达率 ,而一旦胃粘膜发生

癌变 (早癌) ,阳性表达率逐渐下降 ,至进展期胃癌表

达率跌入最低谷。同时检测胃癌 TGF2βRI 表达与

胃癌组织中 PCNA 表达有明显相关 ,其强度随着

PCNA染色分级的升高而降低。上述这两种趋势显

示 :随着胃粘膜由良性向恶性转变 ,同时随着胃癌增

殖程度增高 ,细胞表面逐步丧失功能性 TGF2βRI,

从而 TGF2β抑制信号不能传入细胞内 ,导致细胞增

殖、恶变 ,可能在形成胃癌中发挥重要的作用。

3.2 　TGF2βRI 与老年胃癌生物学行为的关系

Ito等[4]报告 82%胃癌显示 TGF2βRI 减少和低

水平的 TGF2βRI 受体抑制成分结合蛋白 ,这些常与

肿瘤浸润深度有关 ,而与组织学类型无关。本文对

61例老年胃癌的研究结果显示 :随着胃癌组织浸润

胃壁深度的进展 ,TGF 2βRI 表达阳性率逐渐降低 ,

我们的结果与文献报道基本相符。伴有区域淋巴结

转移的胃癌原发灶癌组织 TGF2βRI 表达阳性率显

著低于淋巴结无转移者。原发灶 TGF2βRI 表达与

临床病理分期呈负相关。尽管 TGF2βRI 表达与远

处转移无关 ,统计学检验未达到显著性意义 ( P >

0.05 ) ,可能与病例数不够有关 ,如增加病例或许能

说明此问题。结果提示 :TGF 2βRI 在老年胃癌浸润

和淋巴结转移中发挥重要作用。

3.3 　TGF2βRI 的表达在老年胃癌预后判断方面的

价值

本研究结果显示 :TGF 2βRI 表达与老年胃癌患

者术后预后密切正相关。TGF2βRI 表达阳性组患

者术后 3 年、5 年累计生存率分别为 86.31% 、

53.68% ;TGF 2βRI 表达阴性组患者术后 3 年、5 年

累计生存率分别为 37.21% 、18.21%, 经统计学检

验均具有显著性意义 ,说明 TGF2βRI 表达阳性的胃

癌患者预后较好。
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能不一样甚为相似。考虑与鼠的个体差异有关 ,其

机制有待于进一步研究。

与急性脑梗塞脑内血肿模型不同 ,仅 3 只鼠在

死亡前出现偏瘫 ,即使肿瘤体积较大 ,水肿明显、中

线移位时也少有偏瘫症状。除了病因的差异以外 ,

可能与胶质瘤逐渐长大 ,鼠脑的代偿能力强有关。

静脉注射套管针接种 C6细胞取材方便 ,简单

易行 ,腹腔注射造影剂可获得较好的增强效果 ,建立

的鼠脑胶质瘤模型基本符合人脑胶质瘤的生长特

性 ,生长稳定 ,无颅外转移。荷瘤鼠体重变化与生存

期有一定的关系。(本文图见封 2)
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