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摘 要:为了快速有效地进行在体药物筛选,研究了以小鼠黑色素实体瘤组织中的原代细胞构建黑

色素瘤模型的方法。从荷黑色素瘤小鼠的组织中提取原代肿瘤细胞,与体外培养的B16细胞通过

皮下注射分别植入两组C57BL/6小鼠体内,考察两组小鼠肿瘤显现时间和生长速度。结果表明:
当接种浓度为5.0×106 个/mL、每只0.2mL时,小鼠黑色素瘤原代细胞和体外培养的B16细胞成

瘤率分别为100%和80%,且小鼠右前肢肿瘤(大小约4mm3)出现时间分别约在第3天和第8天。
紫杉醇对两种模型的初步评价显示,与体外培养的B16细胞模型相比,原代B16细胞模型是体内

筛选和评价特定化合物抗肿瘤活性的一种可行而有效的方法,成瘤时间较短、成瘤率高,所得实验

数据误差也较小。模型的建立为相关药物评价模型的开发研究提供了一条可借鉴的新途径。
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Abstract:Inordertoscreendrugrapidlyandeffectivelyinvivo,theapproachoftheestablishmentformousemelanomamodel
withprimarycellfrommelaninsolidtumortissueofmouseisstudied.TheprimarycellandtheculturedB16cellsinvitroare
implantedintotwogroupsofC57BL/6micebyhypodermic,respectively.Theappearingtimeandthegrowthrateoftumorin
twogroupsofmouseareinvestigated.Theresultsshowthatwhentheinoculationis0.2mLforeachone(thecellconcentration
of5.0×106/mL),thetumorformationratesoftheprimarytumorcellsofmousemelanomaandinvitroculturedB16cellsare
100%and80%,respectively,andittakesabout3and8daysrespectivelythatthetumorsizesbecomeabout4mm3.Thepre-
liminaryevaluationoftwomodelsarecarriedoutwithtaxol,showingthattheprimaryB16cellmodelisafeasibleandeffective
methodforscreeningandevaluatingtheantitumoractivityofspecificcompoundsinvivocomparedwiththeB16cellmodelcul-
turedinvitro,andithasshortertumorformingtime,highertumorformingrateandlesserrorintheobtainedexperimental
data,whichprovidesanewwayforthedevelopmentandresearchofrelateddrugevaluationmodels.
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  恶性黑色素瘤是起源于神经嵴的黑色素细胞恶性肿瘤[1]。统计结果表明,在美国,恶性黑色素瘤的年发

病人数为88000人左右,且每小时就有一名恶性黑色素瘤患者失去生命[2]。恶性黑色素瘤的发病率逐年增

高[3],全球各地区均呈持续增长趋势[4]。外科手术治疗中,Ⅰ期、Ⅱ期黑色素瘤患者5年生存率正从80%下

降到55%[5-7]。因此,针对治疗恶性黑色素瘤药物的研发已经成为本领域研究的重点之一。人类利用小鼠

模型进行癌症研究已有110多年的历史[8]。药物的研发效率常常依赖于动物肿瘤模型的优劣。孟星君等[9]

和王淑瑞等[10]在小鼠黑色素瘤模型的建立中均采用将体外培养的小鼠黑色素瘤细胞B16接种于小鼠皮下

的方法。
本文通过对比小鼠黑色素瘤组织中提取的原代肿瘤细胞和体外培养B16细胞两种方法所建立的小鼠

黑色素瘤动物模型的差异,优选建立更高效的黑色素瘤模型方法,从而为研究黑色素瘤治疗药物的体内实验

提供便利途径。以C57BL/6小鼠为实验动物,选取不同浓度的小鼠黑色素瘤B16细胞,在小鼠皮下建立肿

瘤模型,优选出最佳的细胞接种浓度;同时,以最佳接种浓度接种从组织中提取的原代肿瘤细胞和体外培养

的B16细胞,于两组小鼠右前肢腋窝皮下接种后,观察各组小鼠肿瘤显现时间、肿瘤生长速度,以优选出建

立小鼠黑色素瘤动物模型的最佳方法。在此基础上,用临床使用的抗肿瘤药物紫杉醇对所建立的模型进行

了初步评价。

1 主要仪器与材料

CO2 培养箱(3131),美国Thermo公司提供;低速离心机(5418),德国Eppendorf公司制造。

C57BL/6小鼠,雄性,6~7周龄,17~20g,SPF级,由河北省实验动物中心(河北医科大学)提供。

B16小鼠 黑 色 素 瘤 细 胞 株,由 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 生 物 研 究 所 提 供;胎 牛 血 清,购 自 Bovogen
BiologicalsPtyLtd;胰蛋白酶,购自Gibco公司;紫杉醇,购于广州爱纯医药科技和西安康诺化工有限公司;

细胞完全培养基:将45mLRPMI-1640(Gibco)+5mL胎牛血清+500μL(双抗青霉素100U/mL和链霉

素100mg/L)充分混匀,用于培养细胞,将细胞置于37℃、5%(体积分数,下同)CO2 的培养箱中培养。

2 实验方法

2.1 小鼠黑色素瘤B16细胞模型的建立

取对数生长期B16细胞,用PBS洗涤2次,用胰蛋白酶进行消化,胎牛血清终止,轻轻吹打混匀,收集细

胞悬浮液。将上述悬浮液置于离心机内,以1000r/min转速离心5min,弃去上清液。加入1mL基础培养

基,轻轻吹打成单细胞悬浮液,以台盼蓝染色,活细胞数在95%以上。用细胞计数板计数,用PBS调整细胞

浓度,细胞浓度约为5.0×105,5.0×106,5.0×107 个/mL。取C57BL/6小鼠30只,随机平均分为3组,即低

浓度组(5.0×105 个/mL)、中浓度组(5.0×106 个/mL)和高浓度组(5.0×107 个/mL),每只接种0.2mL。
用75%的酒精擦拭小鼠右前肢腋窝处进行消毒,取已经调整好浓度的小鼠黑色素瘤B16细胞,接种于相对

应的各组小鼠右前肢腋窝皮下,每日触摸小鼠右前肢,观察是否有肿瘤块出现,并隔天记录肿瘤的生长情况。

2.2 原代肿瘤细胞小鼠黑色素瘤模型的建立

首先剥离小鼠皮下的肿瘤块,选择光滑的肿瘤组织,用PBS洗涤。将处理后的肿瘤组织放到培养皿中,
加入少量PBS,去除结缔组织和血管组织。用眼科剪将组织剪碎,用胰蛋白酶进行消化,以1000r/min转

速离心5min,弃去上清液,分别加入到放有完全培养基的培养瓶中,于培养箱内孵育过夜,贴壁细胞为较纯

的原代细胞。将细胞用PBS洗涤2次,用胰蛋白酶进行消化,胎牛血清终止,轻轻吹打混匀,收集细胞悬浮

液[11]。将此悬浮液置于离心机内,以1000r/min转速离心5min,弃去上清液。加入1mL基础培养基,轻
轻吹打成单细胞悬浮液,以台盼蓝染色,活细胞数在95%以上,采用细胞计数板计数,用PBS调整细胞浓度

为最佳接种浓度,即5.0×106 个/mL。

2.3 原代肿瘤细胞与体外培养B16细胞小鼠黑色素瘤模型平行接种实验

取C57BL/6小鼠20只,随机平均分为2组。用75%的酒精擦拭小鼠右前肢腋窝处进行消毒。第1组接种
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小鼠黑色素瘤B16细胞,浓度为5.0×106/mL,每只接种0.2mL;第2组接种小鼠黑色素瘤原代细胞,浓度为

5.0×106 个/mL,每只0.2mL。每日触摸小鼠右前肢,观察是否有肿瘤块出现,并记录每天肿瘤的生长情况。

2.4 紫杉醇对两种小鼠黑色素瘤模型的评价

体外培养细胞组和原代肿瘤细胞组建模方法同“2.1”和“2.2”,每组10只C57BL/6小鼠,每组接种小鼠

黑色素肿瘤细胞后,观察小鼠右前肢腋窝皮下。发现小鼠右前肢有肿瘤(大小约4mm3)出现时,视为肿瘤

显现时间。次日,以临床使用的紫杉醇为抗肿瘤药物,采用腹腔注射方法给药,剂量为10mg/kg[12],周期为

21天。重复3次实验,考察两组小鼠肿瘤的变化情况。

2.5 观察指标

观察并记录小鼠的精神状态、饮食、毛色,以及肿瘤外观的形态情况。接种后每日触摸小鼠右前肢腋下,
考察肿瘤显现时间、肿瘤生长速度。将出现约4mm3 的肿瘤块时间视为肿瘤显现时间,每日用游标卡尺记

录肿瘤的最长径L(mm)、垂直方向最大横径W(mm)、肿瘤体积V(mm3),计算公式为V=LW2/2[13]。

2.6 统计学处理

数据采用SPSS21.0统计软件进行处理,计量数据以均数±标准差(􀭺x±s)表示,各组间比较采用t检验

进行统计分析,其中差异P<0.05视为有统计学意义。

3 结果与讨论

黑色素瘤的致死率非常高,细胞也易于转移。为了筛选出合理的治疗药物,建立快速、有效的黑色素瘤

动物模型已成为相关研究的重点之一。裸鼠免疫功能缺陷、存活率低,对操作环境的要求比较严格,且价格

相对较为昂贵[14]。而小鼠相对来说在这些方面具有较为明显的优势。所以,在药物初步筛选期间,选择小

鼠黑色素瘤作为实验模型的方案在技术上和经济上是可行的。原代细胞取自新鲜剥离的肿瘤组织,其生物

学特性尚未发生较明显的变化,仍保留原二倍体遗传性,基因保留量在90%以上,因而更适用于药物敏感性

试验,所得数据更具有说服力[15-17]。
参照已报道的文献[18—22],本实验采用胰蛋白酶消化法处理肿瘤标本,剔除基质纤维、间质蛋白等组

织间质,充分分散组织细胞,以保证在短时间内生长成片,获得较高产量、较高纯度的原代细胞。

3.1 小鼠荷瘤后状态考察

随着B16细胞接种数的不同,C57BL/6小鼠的肿瘤生长速度也不同。接种数越多,肿瘤显现时间越早,
肿瘤生长越快,小鼠的基本状况越差。高浓度组接种后,约在第5天小鼠出现肿瘤块,其精神状态良好,毛色

洁白,食物摄入量正常。第6~12天,肿瘤增长迅速,小鼠右前肢肿瘤周边脱毛严重,肿瘤周边可见血管,小
鼠精神萎靡,食物摄入量减少。第13~20天,部分小鼠肿瘤块有渗血或出血现象。随着时间的延长,小鼠精

神恍惚,几乎不进食水。中浓度组接种后,小鼠约在第8天出现肿瘤块,第9~12天,小鼠精神状态尚可,食
物摄入量正常,肿瘤生长速度缓慢。第13~20天,小鼠精神状态不如之前,食物摄入量减少,毛色不洁,肿瘤

增长速度加快。相对于高、中浓度组,低浓度组肿瘤生长缓慢,小鼠基本情况较好,出现精神不佳、毛色不洁、
饮食量减少等情况的时间段推后。原代肿瘤细胞接种小鼠皮下后,约在第3天出现肿瘤块;第4~7天小鼠

精神状态尚可,食物摄入量正常,肿瘤生长速度缓慢;第8~20天,小鼠精神状态萎靡,食物摄入量减少,肿瘤

块增长速度明显。

3.2 B16细胞接种浓度对肿瘤形成和生长的影响

接种肿瘤细胞浓度的变化,不仅影响着实体瘤显现的时间,同时也影响着成瘤率。选择低、中、高3个浓

度组对小鼠肿瘤生长情况进一步考察,其组别间差异P<0.01。不同浓度B16细胞接种小鼠皮下实验结果

见表1。
表1 不同浓度B16细胞接种小鼠皮下实验结果

Tab.1 SubcutaneousexperimentofmiceinoculatedwithB16cellswithdifferentconcentrations

组别 接种肿瘤细胞数/个 肿瘤显现时间/d 成瘤率/%

低浓度组 1.0×105 10.6±0.5 70

中浓度组 1.0×106 8.0±0.7 80

高浓度组 1.0×107 5.2±0.8 100

543



河 北 科 技 大 学 学 报 2018年

3 500

3 000

2 500

2 000

1 500

1 000

500

0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

时间/d

肿
瘤
体
积
/m
m

3

低浓度组

中浓度组

高浓度组

图1 不同浓度B16细胞接种后肿瘤的生长曲线

Fig.1 TumorgrowthcurveafterinoculationofB16cells
withdifferentconcentrations

  表1数据表明,接种数目越多,肿瘤显现时间

越早,成瘤率越高。图1是不同接种浓度条件下,
实体瘤体积随时间的变化曲线。图1数据显示:低
浓度组肿瘤出现时间最晚,肿瘤生长速度较为缓

慢;中剂量组肿瘤生长速度较平稳;高剂量组肿瘤

出现时间最早,肿瘤生长速度快。其中,相对于低

浓度组,中浓度组肿瘤出现的时间较早,成瘤率能

达到80%。同时,中浓度组肿瘤增长的速度较为

平稳,更便于考察被测化合物对实体肿瘤增长的影

响。对于高浓度组,小鼠肿瘤增长的速度过快,在
第18天时肿瘤体积约为4000mm3,考虑到动物

理论学而放弃,停止实验。所以,确定中浓度组的

接种细胞数为最佳接种浓度。

3.3 B16原代细胞与体外培养细胞接种成瘤率的比较

在优选出接种浓度的基础上,进一步对B16原代细胞与体外培养细胞接种成瘤率进行了考察。选取

1.0×106 个细胞为接种浓度,同时接种于小鼠腋窝皮下,肿瘤显现时间及成瘤率见表2(P<0.01)。

表2 小鼠黑色素瘤原代细胞和体外培养B16细胞接种小鼠皮下实验对比

Tab.2 Comparisonofsubcutaneousexperimentinmiceinoculatedwithtumortissue

grindingfluidandinvitroculturedB16cells

项 目 接种肿瘤细胞数/个 肿瘤显现时间/d 成瘤率/%

体外培养 1.0×106 8.1±0.7 80
原代细胞 1.0×106 3.2±0.4 100

  表2数据显示:在给定接种浓度下,体外培养的B16细胞在约第8天出现肿瘤块,成瘤率可达80%。而接

种原代细胞后,约在第3天发现肿瘤块,成瘤率可达100%。可见,原代细胞接种成瘤效果优于体外细胞接种。

3.4 最佳接种浓度条件下肿瘤的生长

在最佳接种浓度下,将体外培养的B16细胞和小鼠黑色素瘤原代细胞接种于小鼠皮下,考察实体瘤在

两组小鼠体内的生长情况,数据如图2所示。由图2实体瘤增长曲线可知,与接种体外培养B16细胞相比,
接种原代细胞的小鼠黑色素实体瘤的生长速度较快,成瘤率较高,但两组的肿瘤生长速度均较为平稳。

3.5 建模方法评价

为了更进一步考察两种模型在药物筛选中应用的可行性以及特点,研究中选择目前临床上使用的抗肿

瘤药物紫杉醇测试了所建模型。接种体外培养B16细胞和原代B16细胞于小鼠皮下,按常规选取成瘤后的

小鼠,将其随机分为两组,平行各选10只,编号从1到10,腹腔注射紫杉醇。在给药期间,小鼠均没有死亡

现象。给药21天后,观察各组小鼠的肿瘤体积大小。考虑到小鼠个体差异性,实验重复3次,结果基本相

似,实验数据如图3所示。
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  由图3可知,紫杉醇能够抑制黑色素瘤的增大,但似乎药物对两组小鼠体内肿瘤抑制的效果存在一定的

差异,主要表现为各小鼠实体瘤体积相差较大。其中,原代肿瘤细胞组的各小鼠肿瘤体积相对差异不大,数
据平行性较好。相反,体外培养细胞组的各小鼠肿瘤体积大小的波动性较大。药物筛选是一项系统而严谨

的研究工作,数据的真实性和稳定性对判定化合物的药用价值十分重要。相对于体外培养细胞模型,原代

B16细胞模型在筛选和评价特定化合物的抗肿瘤活性方面,数据误差较小,便于得出相对准确的评价。

4 结 论

1)选用体外培养的B16细胞,在低、中、高3个不同浓度下接种于C57BL/6小鼠皮下,优选出中浓度为

优势肿瘤模型的接种浓度。

2)在中浓度基础上,将体外培养的B16细胞和原代肿瘤细胞分别同时接种于小鼠皮下,数据显示,原代

细胞的小鼠黑色素实体瘤生长速度较快,成瘤率较高,但两组的肿瘤生长速度均较为平稳。

3)选择紫杉醇药物来评价所建模型的效果,结果显示,两种模型均可应用于药物的筛选,在疗程内未发

现有小鼠死亡的现象。但在观察实体瘤的变化时发现,原代细胞肿瘤模型组的小鼠肿瘤体积在施药后21天

时,彼此差异相对较小;而在施药计量、施药时间等所有条件相同的情况下,体外培养细胞模型组小鼠的肿瘤

体积彼此相差较大。

4)原代B16细胞模型是体内筛选和评价特定化合物抗肿瘤活性的一种可行而有效的方法,成瘤时间较

短、成瘤率高,所得实验数据误差也较小,为相关药物评价模型的开发研究提供了一条可借鉴的新途径。

5)本实验只做了小鼠黑色素瘤模型,今后尚需对其他肿瘤模型的建立开展更进一步的研究。
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