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一种建立骨肿瘤肺转移模型的方法研究
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摘　要　目的　探讨经胫骨种植 ＶＸ２瘤组织建立兔肺转移瘤模型的肿瘤转移特点及在基础研究中的应用价值。方法　３０

只日本大耳白兔，每只家兔均在左侧胫骨植入 ＶＸ２肿瘤组织块，制成 ＶＸ２骨肿瘤模型。模型制备后，每周处死 １５只家兔，行大

体解剖，观察肿瘤在肺部转移情况，并将肺组织行固定、包埋后制成切片，经 ＨＥ染色后观察其镜下表现。结果　３０只家兔均在

肺部发生肿瘤转移，成模率 １００％。大体解剖，第 １周解剖见肺组织中多发肿瘤结节，主要分布在肺脏边缘，从肺边缘向肺门逐渐

减少；第 ２周肿瘤结节布满全肺，结节明显多于第 １周。ＨＥ染色镜检，肿瘤细胞在肺脏中聚集成巢，结节中心为坏死细胞，周围

为核大深染的肿瘤细胞和炎性细胞，肿瘤细胞与正常肺组织间边界不清晰。结论　经胫骨种植 ＶＸ２瘤组织建立兔 ＶＸ２恶性骨

肿瘤肺转移模型，是一种操作简便、肿瘤生长迅速、可以在基础研究中推广使用的建模方法。
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　　骨与软组织肉瘤均来源于间叶组织，其转移方式
几乎都是血道扩散，肺因为双重血供的特殊解剖结

构，是骨与软组织肉瘤早期转移的好发部位
［１，２］
。恶

性骨肿瘤肺转移率高达 １％ ～９％，高度恶性的骨原
发性肉瘤患者在确诊时 １５％ ～２０％肺部有微小转移
病灶

［３，４］
。临床中对于骨与软组织肉瘤的治疗，尤其

是出现肺转移的患者，需要多学科联合治疗，延长生

存时间，但此类患者的预后都较差
［５］
。由于骨与软

组织肉瘤发生肺转移的患者病情十分复杂，涉及多个

系统，在基础实验中缺乏理想的骨肿瘤肺转移动物模

型，导致骨肿瘤肺转移的相关研究较少见。因此，建

立一种稳定的恶性骨肿瘤的肺转移动物模型对于研

究其发生机制、生物学特性、治疗方法等具有十分重

要的意义。

目前，骨肿瘤常用的动物模型有小鼠模型、裸鼠

模型等，而大型哺乳类动物模型常用兔 ＶＸ２骨肿瘤
模型

［６～８］
。理想的恶性骨肿瘤的肺转移模型应与人

类的肺转移发生的机制相同或接近，在局部浸润、转

移方式等方面具有代表性，且对于肺部的观察简便易

行。ＶＸ２肿瘤细胞是由 Ｓｈｏｐｅ病毒诱导的人乳头瘤
来源的鳞状细胞癌，经过 ７２代移植后形成［９］

。大量
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研究表明，兔 ＶＸ２肝肿瘤生长迅速，可以接种到肺、
肝、肌肉或骨骼

［１０］
。ＶＸ２兔骨肿瘤模型具有人类恶

性骨肿瘤类似生物学特性，可用于模拟人骨肿瘤的增

殖和转移过程
［１１］
。因此，本研究选择在制作兔 ＶＸ２

骨肿瘤动物模型的基础上，探究一种建立骨肿瘤肺转

移的动物模型的方法，以精准地体现骨肿瘤肺转移的

发生、发展过程，可以更好地了解其生物学特性，为今

后的相关研究提供参考。

材料与方法

１．动物和瘤株：普通级日本大耳白兔３１只，雌雄
不限，月龄２．５个月，体质量 ２．０～２．５ｋｇ。购自北京
市昌扬西山养殖场，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１６－０００７。所有实验兔喂养环境温度为 ２５℃，湿
度为 ５０％。维持 １２／１２ｈ的光／暗周期，室内通风良
好，食物和水的获取受到限制（每天 ２次）。ＶＸ２肿
瘤细胞株购自重庆蒙博生物科技有限公司，实验地点

为承德医学院附属医院中心实验室。本研究遵循承

德医学院实验动物保护和使用要求，遵循医学伦理学

要求。

２．ＶＸ２肿瘤组织块的制备：在常温常压环境中，
由两名实验员将 ＶＸ２肿瘤细胞组织植入 １只日本大
耳白兔左大腿肌肉处。３周后，肿瘤生长至 ３ｃｍ×
３ｃｍ×３ｃｍ肿块。经耳缘静脉注射 １％戊巴比妥钠
（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉，以兔角膜反射消失为麻醉成功标
志。去除肿瘤区兔毛，俯卧位固定于动物实验操作台

上，碘伏消毒术区，铺盖无菌孔巾，切开皮肤，分离皮

下组织、肿瘤。将肿瘤完整取出后移至无菌工作台

上，置于 ３７℃的 ＰＢＳ中清洗 ３遍，去除肿瘤中血迹、
坏死组织和纤维组织，眼科剪将肿瘤剪成 １ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ的组织块，置于含 １０％的胎牛血清中，常
温常压下临时存放备用。

３．ＶＸ２骨肿瘤模型的制作：３０只日本大耳白兔
术前 ４ｈ禁食水，经耳缘静脉注射 １％戊巴比妥钠
（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉，后肢备皮仰卧位固定于操作台上，
碘伏消毒３遍后铺无菌孔单。选取左侧膝关节内侧
皮肤做一 １ｃｍ长切口，逐层切开皮下组织和筋膜，暴
露髌韧带，纵行钝性分离髌韧带，显露胫骨平台，在胫

骨平台面用１ｍｍ克氏针钻孔，用顶棒将体积为 １ｍｍ３

的 ＶＸ２肿瘤组织块沿套管推入胫骨髓腔内，拔出套
管，骨蜡封堵骨孔，无水乙醇冲洗骨孔周围组织 ３遍，
每次保留无水乙醇浸泡 １ｍｉｎ以上，两侧髌韧带缝合
重建后，逐层缝合切口，模型制作完成。缝合后连续

３天大腿肌内注射青链霉素混悬液预防感染，模型制

作完成。以上操作于中心实验室动物实验间完成，实

验间设备及环境由专业人员定时清理消毒。

４．局部转移和肺转移的观察：在建模完成后，每
周对左侧胫骨进行１次 Ｘ线检查，连续２周。由高年
资骨肿瘤临床医生做出评估，肿瘤生长速度，骨皮质

破坏及局部转移显影情况与临床患者表现差异。第

１周随机选取 １５只家兔 １％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）
腹腔注射麻醉后经耳缘静脉空气栓塞处死，解剖获取

肺脏大体病理标本，由病理科医生进行固定、包埋、切

片、苏木精 －伊红（ＨＥ）染色。镜下观察 ＶＸ２肿瘤在
肺组织中表现与周围正常组织的关系。第 ２周同样
方法处死剩余家兔后取材后经 ＨＥ染色镜检。取材
操作于中心实验室动物实验间完成，ＨＥ染色及镜检
由医院病理科医生于病理实验室完成。

结　　果
３０只家兔肺中均出现肿瘤组织，建模成功率

１００％。３０只家兔第 １周胫骨 Ｘ线显示肿瘤在髓内
生长迅速，出现骨膜反应；第 ２周 ３只家兔肿瘤浸润
至骨外。大体解剖可见，第 １周，１５只家兔全部可在
肺部见多发肿瘤结节，主要分布在肺部边缘处，从肺

边缘向肺门逐渐减少；第 ２周，１５只家兔全部肺部布
满肿瘤结节，明显多于第１周。ＨＥ染色镜下，肿瘤细
胞在肺脏中聚集成巢，结节中心为坏死细胞，周围为

核大深染的肿瘤细胞和炎性细胞，肿瘤细胞与正常肺

组织间边界不清晰（图１）。
讨　　论

骨与软组织肉瘤是来源于骨骼、肌肉、脂肪、血管

及纤维结缔组织等间叶组织的恶性肿瘤，肺是骨与软

组织肉瘤最常见的转移部位
［１２，１３］

。骨与软组织肉瘤

早期几乎全部经血源性扩散转移到肺部。据相关报

道，１５％ ～２０％的骨与软组织肉瘤患者会发生远处转
移，其中肺转移者可达 ９０％［１４，１５］

。发生肺转移的恶

性骨肿瘤患者的预后极差，这种结果一方面是由于恶

性肿瘤复杂的生物学特性引起的，另一方面显示了目

前对于恶性骨肿瘤的远处转移的研究不足
［１６］
。

目前，临床中治疗骨与软组织肉瘤肺转移的方法

主要有外科手术切除、局部消融、放疗、化疗、分子靶

向治疗以及最新兴起的免疫治疗等
［１７］
。这些治疗大

多具有良好的近期效果，但是远期疗效尚未有明显的

改善。因此，建立符合人类骨与软组织肉瘤肺转移的

动物模型可以精准地体现肿瘤在病患体内的发生、发

展过程，可以更好地了解肿瘤肺转移的生物学特性，

对于制定个体化治疗方案及肿瘤肺转移的基础和临

·５０１·
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图 １　骨肿瘤肺转移模型的制作和检测
Ａ．经胫骨种植 ＶＸ２肿瘤；Ｂ．第１周 Ｘ线示肿瘤在髓腔内生长，破坏骨皮质；Ｃ．第２周 Ｘ线示肿瘤浸润至骨外；Ｄ．第１周，肺转移结

节分布从肺边缘至肺门逐渐减少；Ｅ．第２周，Ｐ肺转移结节布满全肺；Ｆ．镜下正常肺组织（ＨＥ，×４０）；Ｇ．第１周肺组织肿瘤结节

（ＨＥ，×４０）；Ｈ．第２周肺组织肿瘤结节（ＨＥ，×４０）

　

床研究具有重要意义。理想的骨与软组织肉瘤肺转

移模型，应与人类的肺转移过程具有相同或相近的生

物学行为，在局部扩散、远处转移、肺部浸润等方面提

供临床研究价值。研究表明，兔 ＶＸ２肿瘤生长迅速，
可以接种至骨骼制成恶性骨肿瘤动物模型。同时，

ＶＸ２肿瘤细胞转移到肺部后可以早期产生淋巴结转
移

［１１，１８］
。这表明 ＶＸ２兔骨肿瘤模型具有相关生物

学特性，可用于模拟人转移性骨肿瘤。

兔胫骨 ＶＸ２骨肿瘤肺转移动物模型的优点：

①操作简便，时间短；②创伤小；③肺部无损伤；④自
发转移过程符合肿瘤特性；⑤成模率高。以往的肺部
植瘤模型，需要根据肺部解剖对植瘤部位和方式进行

严密操作，植瘤术后并发症高，易造成动物死亡。而

兔胫骨 ＶＸ２骨肿瘤肺转移模型不需要对肺部进行操
作，只需在胫骨植入肿瘤，随着肿瘤的自发转移过程，

１周即可获得肺转移瘤模型，其操作步骤十分简单，
手术创伤也仅在胫骨植瘤部位留下 １ｃｍ左右的切
口，手术不会对肺部造成损伤。肿瘤肺转移的过程是

肿瘤生物学特性的表现，避免了肺部植瘤的手术干扰

因素。更小的创伤使得动物更易耐受手术操作，降低

了动物的死亡率，因此成模率极高，本实验中，３０只
家兔全部建模成功，已证明了这一点。对植瘤的胫骨

Ｘ线检查发现，在第１周时，肿瘤在髓腔内迅速生长，
并且出现骨膜反应；第 ２周时，部分家兔胫骨中肿瘤
已浸润至骨外，扩散到周围软组织中。通过大体解剖

发现，在第１周时，尽管肿瘤还在髓腔内生长，但是肺
部已经出现肺缘分布的肿瘤结节，而第 ２周时，肿瘤
基本上布满全肺。病理切片镜下观察，可见肺组织中

成团落聚集的肿瘤结节，ＨＥ染色中心区域为坏死细
胞，呈嗜碱性红染，外周表现为浓染的肿瘤细胞、结缔

组织和炎性细胞，这与以往研究中的 ＶＸ２肿瘤细胞
的镜下表现相同

［１９］
。

总结本方法建模的经验：①简化操作，减小创伤，
可以极大提高动物植瘤后的成活率；②通过向胫骨内
植入较大的肿瘤组织块，可以加速肿瘤生长，更快获

得肺转移模型；③通过胫骨植瘤的肺转移模型，可以
避免种植瘤的局部浸润影响对远处转移的观察；④肿
瘤的远处转移是一个动态的过程，该生物学行为在植

瘤后第１周内即可发生。
综上所述，本研究采用经胫骨移植 ＶＸ２肿瘤组

织块，建立兔胫骨骨肿瘤模型，肿瘤在胫骨髓腔内生

长至一定程度后发生远处转移，形成肺转移瘤模型，

该方法避免了肺部的损伤，保留了肺部的完整结构，

且获得的病理标本均为多发的肺肿瘤结节，这与临床

中肺转移瘤的特性相同，可以较为真实地研究恶性骨

肿瘤肺转移的生物学行为
［２０］
。该模型制作方法简

单，成功率高，在构建途径、生长方式和病理上均接近

于人类恶性骨肿瘤肺转移过程，能全面表现肿瘤浸

润、转移全过程，值得在基础研究中推广。

本研究的不足之处在于缺乏肺部完整的影像学

·６０１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．１１　　



资料。ＶＸ２肿瘤细胞虽然是基础研究较为成熟的造
模瘤株，但恶性骨肿瘤多为间叶组织来源，而 ＶＸ２肿
瘤细胞是鳞状细胞癌，其生物学特性与恶性骨肿瘤比

较，仍存在许多差异，因此本研究仅对制作骨肿瘤肺

转移模型的方法具有一定的参考价值，而对于恶性骨

肿瘤的肺转移参考价值有限。
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