
抑制关节炎症发生[６].因此,观察关节滑膜中 ADＧ
AMTSＧ４和 ADAMTSＧ５以及这些细胞炎性因子的

表达对研究 OA的发生发展有一定的指导意义.
本研究通过构建RAGE基因的shRNA 表达载

体并转染到骨性关节炎SD大鼠软骨细胞中,观察

软骨细胞RAGE蛋白、细胞外基质代谢因子pＧp３８
MAPK、MMPＧ１３、ADAMTSＧ４、ADAMTSＧ５ 蛋

白的表达情况,研究 RAGE 基因在 OA 形成中的

作用,探讨 OA的可能发病机制.为了避免出现由

于只选择一个序列而引起的无效或低效的情况[７Ｇ８],
并对可能出现的假阳性结果进行排除,本研究设置

了阴性对照,同时选择了RAGE基因编码序列中４
个可能的干扰位点.通过 Western印迹法检测实验

结果表 明,骨 性 关 节 炎 SD 大 鼠 软 骨 细 胞 转 染

shRNARAGE后,骨性关节炎 SD 大鼠软骨细胞

外基质一些代谢因子的蛋白表达水平受到明显抑

制,软骨细胞 RAGE 的蛋白表达水平显著下降,
且细胞外基质代谢因子 pＧp３８ MAPK、MMPＧ１３、

ADAMTSＧ４、ADAMTSＧ５的蛋白表达水平也显著

下降,与空白对照组和空载组相比,４个shRNA
中差异均有统计学意义,说明沉默shRNA 基因可

明显抑制软骨细胞炎症的发生发展.
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胫骨内移植UMRＧ１０６成瘤组织块构建裸鼠骨肉瘤模型
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１　通信作者

【摘　要】　目的　获得 UMRＧ１０６成瘤组织块,构建裸鼠骨肉瘤模型.方法　采用组织块移植的方法,在受体动物的

胫骨髓腔内移植 UMRＧ１０６骨肿瘤细胞株,观察裸鼠行为特征变化、体质量变化、肿瘤生长状况、成瘤率、肿瘤包块的病理

学、血清指标,构建裸鼠骨肉瘤模型.结果　造模后,模型组裸鼠活动量明显减少,精神状态变差,觅食性变差;模型组裸

鼠体质量随着天数的增加逐渐增大;肿瘤体积随着天数的增加逐渐增大,成瘤率９１􀆰６７％;模型组皮下肿瘤形体可见明显包

膜,较大,瘤体质地较硬,表面呈结节状,表面大量血管分布,显微镜下可见丰富的毛细血管,细胞核有异型且大小不等,

核仁约１~４个,核分裂相较多;模型组与对照组相比,碱性磷酸酶和磷酸差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　采用组织

块移植的方法,在受体动物的胫骨髓腔内移植 UMRＧ１０６骨肿瘤细胞株,构建骨肉瘤动物模型,为骨肉瘤的进一步研究、治

疗等奠定了实验基础.
【关键词】裸鼠;骨肉瘤模型;UMRＧ１０６;成瘤组织块
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　　骨肉瘤是常见的恶性肿瘤,多发于儿童和青少

年,由于在术前患者已经有了微小肺转移灶,并且

术后易局部复发,所以 有 很 高 的 死 亡 率 和 致 残

率[１].因此,构建具有人类骨肉瘤生理和病理特性

的动物模型,对研究骨肉瘤的治疗具有重要意义.
但是骨肉瘤细胞起源于间叶组织这一特点导致骨肉

瘤动物模型的构建存在较多困难,研究进展缓慢.
本研究通过采用组织块移植的方法,在受体动物的

胫骨髓腔内移植 UMRＧ１０６骨肿瘤细胞株,通过观

察裸鼠行为特征变化、体质量变化、肿瘤生长状

况、成瘤率、肿瘤包块的病理学、血清指标,探讨

构建的骨肉瘤动物模型是否成功,旨在为骨肉瘤的

进一步研究、治疗等奠定实验基础.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:１)动物:４周龄大小的BALB/c裸鼠

２０只 (北京维通利华实验动物技术有限公司),

SPF级,雌雄各半,体质量 (２０±５)g,恒温 (２６~
２７℃)、恒湿 (４５％~５０％)环境下饲养.２)细

胞:裸 鼠 骨 肉 瘤 细 胞 系 UMRＧ１０６, 购 自 美 国

ATCC (AmericanTissueCultureCollection),培

养于 １００ mL/L 的 FCSＧ１６４０ 完全培养液中 (含

HEPES２５mol/L),隔日换液,及时传代;３)试

剂:美国 HyClone公司产品提供 HEPES、FCSＧ
１６４０培养基、小牛血清;本实验室病理室提供梯

度乙醇溶液、二甲苯、石蜡、苏木精、中性树胶、
伊红、０􀆰１mol/LPBS缓冲液 (pH７􀆰４)、４０g/L
多聚甲醛.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　实验分组及成瘤组织块移植:将２０只实验

裸鼠均分为模型组和对照组,两组在周龄、体质量

等一般数据上差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).模

型组成瘤组织块的移植:在裸鼠右前肢腋下部位注

射制备好的骨肉瘤细胞悬液,０􀆰２~０􀆰２５mL/只.
待瘤体长至１cm×１cm×１􀆰５cm 时,将组织取出,
剪成块状,体积大小约为０􀆰２cm３,埋植于裸鼠臀

部皮下.连续传３代、肿瘤生长稳定后取出,剪成

约０􀆰１cm３ 大小的块状备用.消毒后在裸鼠右后肢

膝关节前内侧做一切口,露出膝关节,在钻孔、抽

吸少量的骨髓液后,将制备好的碎块置入胫骨髓腔

内后缝合.手术后放入笼中饲养观察.对照组不做

任何处理,按照常规饲养方式继续饲养观察.

１􀆰２􀆰２　动物行为特征变化:造模后,每天早上９:

３０ (喂食前)观察两组裸鼠的活动、精神状态、觅

食等情况,５d记录１次.

１􀆰２􀆰３　动物体质量变化:在造模后的第１、２、３、

４周对动物各称量１次,连续对裸鼠的体质量进行

观察和记录,每次称取时间均在上午９:３０ (即喂

食前).

１􀆰２􀆰４　肿瘤的生长情况及成瘤率:造模后,前期

观察两组裸鼠瘤体生长情况,测量局部尺寸并记

录.骨 肉 瘤 成 瘤 率 ＝ (成 瘤 只 数/本 组 动 物 总

数)×１００％.

１􀆰２􀆰５　肿瘤的病理学检测:观察模型组和对照组

接种部位瘤体生长情况,显微镜下观察肿瘤细胞

形态.

１􀆰２􀆰６　血清检测:待裸鼠成瘤明显后,在每组中

随机选取４只裸鼠,采集裸鼠的股动脉血,进行碱

性磷酸酶 (ALP)、钙 (Ca)、磷 (P)检测.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS１９􀆰０统计软件对数

据进行分析.裸鼠的体 质 量,肿 瘤 体 积,ALP、

Ca、P的检测数据采用均数±标准差表示,两组间

比较采用两样本t检验.P＜０􀆰０５为差异具有统计

学意义.

２　结果

２􀆰１　裸鼠术后行为特征观察:对照组裸鼠一直反

应灵敏、喜动、动作灵活.模型组裸鼠造模后 １
周,活动量明显减少,精神状态以及觅食量较差;
造模后２周,活动量有所增加,精神状态好转,觅

食量较上周增加;造模后３周,活动量较上周较

小,精神不振,觅食量与上周差异不大;造模后４
周,下肢肿胀,活动量减弱,精神状态出现烦躁,
觅食量与上周差异不大.随着时间推移,模型组裸

鼠接种骨肉瘤组织块后,活动量明显减少,精神状

态变差,觅食性变差.

２􀆰２　裸鼠体质量变化:造模后,模型组裸鼠体质

量随着天数的增加逐渐增大.当造模第３周和第４
周时,模型组与对照组相比差异具有统计学意义

(P＜０􀆰０５,表１).

表１　两组裸鼠各时间点的体质量 (x±s)

组别 １周 ２周 ３周 ４周

对照组 ２４􀆰６±４􀆰８ ３３􀆰４±５􀆰５ ３８􀆰７７±４􀆰７ ４５􀆰０±４􀆰８
模型组 ２３􀆰２±５􀆰１ ３１􀆰５±６􀆰３ ４８􀆰４６±５􀆰３ ５２􀆰０±６􀆰４
t值 ２􀆰３５２ ２􀆰４１２ ６􀆰２４４ ７􀆰６４１
P 值 ＞０􀆰０５ ＞０􀆰０５ ＜０􀆰０５ ＜０􀆰０５
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２􀆰３　肿瘤的生长情况及成瘤率:接种骨肉瘤组织

块第１、２、３、４周时,模型组测定肿瘤的体积分

别为 (１１􀆰０４±４􀆰３２)mm３、 (１５􀆰５１±４􀆰７８)mm３、
(２１􀆰５８±５􀆰３４)mm３、 (３６􀆰２５±６􀆰７５)mm３,肿瘤

体积随天数的增加逐渐增大.用于造模的１２只裸

鼠全部存活,其中有１只未发现瘤体生长,其余均

造模成功,成瘤率９１􀆰６７％.

２􀆰４　肿瘤的病理学检测结果:对照组接种部位皮

下均未见明显异物.模型组皮下肿瘤形体可见明显

包膜,较大,瘤体质地较硬,表面呈结节状,表面

大量血管分布,显微镜下可见丰富的毛细血管,细

胞核有异型且大小不等,核仁约１~４个,核分裂

相较多.

２􀆰５　血清检测:模型组与对照组相比,ALP和 P
差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５,表２).

表２　两组裸鼠ALP、Ca、P结果比较

组别 ALP/ (U/L) Ca/ (mmol/L) P/ (mmol/L)

对照组 ２８４􀆰２２±４５􀆰１１ ２􀆰２４±０􀆰０４ ２􀆰３７±０􀆰１４
模型组 ６２４􀆰１７±６４􀆰２１ ２􀆰３１±０􀆰０７ １􀆰２８±０􀆰２８
t值 ９􀆰７６３ １􀆰９８６ ７􀆰０３４
P 值 ＜０􀆰０５ ＞０􀆰０５ ＜０􀆰０５

３　讨论

目前骨肉瘤动物模型分为自发型、诱导型、肿

瘤移植和基因工程.自发肿瘤模型,理论上是很理

想的动物模型,在生理和病理状态下与人类骨肉瘤

的性状相似,但是由于模型裸鼠存在成瘤时间长、
发病率低、稳定性差、均一性差等缺点,因此实际

应用极少.化学诱导是以一定浓度并持续往动物体

内注射化学物质诱导出恶性骨肉瘤,但是因为存在

化学物质对科研人员有害,且造模耗时在４０周以

上,诱导的肿瘤模型重复性低等特点,实验室目前

已经很少使用此法.基因工程利用分子技术改造相

关基因,构建可模拟部分癌前病变肿瘤模型,但是

转基因动物模型依然也有不足之处,诱导的骨肉瘤

模型仅有１６􀆰３％ 发生于四肢骨 (后足和前足),不

同于与人类骨肉瘤的好发部位,因此,转基因动物

模型仍需进一步研究改良.肿瘤移植通过将肿瘤组

织块或细胞株移植到动物模型体内,形成与原发肿

瘤相同的肿瘤,再把肿瘤移植到下一代,从而构建

动物模型[２Ｇ４].该方法具有操作容易、均一性好、
成瘤率高且成瘤稳定等优点,现在多用于肿瘤成

瘤、治疗、浸润、转移等方面的实验研究.本文采

用的组织块移植方法是将 UMRＧ１０６骨肿瘤细胞株

移植到受体动物的胫骨髓腔内,使其获得与人体肿

瘤相似的微环境以及多种促进肿瘤生长的内源性生

长因子,不仅可以改变骨肿瘤细胞株的生长和转移

的一些特性,而且可以更好地模拟人原发骨肉瘤浸

润的恶性行为和生长特点,获得的移植瘤的生物学

特性更接近人体肿瘤的生物学行为.
本文通过采用组织块移植的方法,在受体动物

的胫骨髓腔内移植 UMRＧ１０６骨肿瘤细胞株,建立

骨肉瘤动物模型,通过观察动物行为特征、动物体

质量变化、骨肉瘤生长情况、成瘤率及两组裸鼠血

清测定结果来判断骨肉瘤动物模型是否构建成功.
结果表明,随着时间推移,模型组裸鼠接种骨肉瘤

组织块后,活动量明显减少,精神状态变差,觅食

性变差;模型组裸鼠体质量随着天数的增加逐渐增

大;肿瘤 体 积 随 天 数 的 增 加 逐 渐 增 大,成 瘤 率

９１􀆰６７％;病理学检测 显 示 瘤 体 形 成,且 血 清 中

ALP显著升高、P显著降低,以上特征均说明模型

动物肿瘤组织呈现典型的骨肉瘤病理表现,生化检

测结果与病理所见相吻合.骨肉瘤作为起源于成骨

组织的恶性肿瘤,其特征为高水平的成骨活性.在

骨代谢过程中,ALP常用来反映成骨作用,ALP
水平可因罹患骨肉瘤明显升高,并能准确地反映出

成骨活动[５];Ca、P常用来反映溶骨.骨肿瘤的发

生导致骨吸收和骨生成之间的平衡受到了破坏.因

此,可以通过动物模型的血液骨代谢生化及血常规

检查可对骨肿瘤进行鉴别与预测[６].周斌[７]也通过

对造模后两组裸鼠进行动物行为和体征观察、检测

成瘤率及血清 ALP、Ca、P含量等来评价骨肉瘤裸

鼠模型.
总之,本文采用肿瘤移植的方式建立骨肉瘤动

物模型,通过观察裸鼠行为特征变化、体质量变

化、肿瘤生长状况、成瘤率、肿瘤包块的病理学、
血清指标,探讨构建的骨肉瘤动物模型是否成功,
为骨肉瘤的进一步研究、治疗等奠定了实验基础.
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预,能有效缓解和改善体检者的焦虑、抑郁情绪,
提高体检者的健康意识和自我保健意识,帮助体检

者更加全面和科学地认识各类疾病,提高依从率和

护理满意度,并能缩短体检周期和体检耗时.这一

种行之有效的护理模式,值得更大范围的推广和应

用.局限性和不足:１)收集的体检者例数较少,
无法完全评估实施细节护理干预服务的优缺点,仍

需大规模多中心研究进行评估.２)在细节护理干

预服务中,医生未参与其中.医疗行为中许多方面

需医护配合,故需加强医护沟通,促进健康体检顺

利、高效进行.
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