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兔 ＶＸ２骨肿瘤模型中 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４
和 ＰＣＮＡ的表达及关系

吕家兴　白磊鹏　曹海营　孔令伟　李哲宏　金　宇

摘　要　目的　探究兔 ＶＸ２骨肿瘤模型中干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）－γ、白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－４和增殖细胞核抗原（ｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的表达水平及其相关性。方法　３０只日本大耳白兔随机分为实验组和对照组，各１５只，两组

植瘤 ２周后抽取外周血并处死，采用酶联免疫吸附试验法检测外周血 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４和 ＰＣＮＡ的表达

水平并留取病理组织检测。结果　与对照组比较，实验组外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ的表达水平降低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ－４的表达

水平上升（Ｐ＜０．０５）；肿瘤组织 ＰＣＮＡ的表达水平上升（Ｐ＜０．０５）。实验组外周血与肿瘤组织的 ＩＦＮ－γ水平呈正相关（ｒ＝

０７３７，Ｐ＝０．００２），外周血与肿瘤组织的 ＩＬ－４水平呈正相关（ｒ＝０．８６９，Ｐ＜０．０１）；外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ与 ＩＬ－４的水平

呈负相关（ｒ＝－０．５３７，Ｐ＝０．０３９；ｒ＝－０．８１２，Ｐ＜０．０１）。实验组肿瘤组织 ＰＣＮＡ与外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ呈负相关（ｒ＝

－０．６０４，Ｐ＝０．０１７；ｒ＝－０．７８５，Ｐ＝０．００１），与 ＩＬ－４呈正相关（ｒ＝０．８８４，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．８４６，Ｐ＜０．０１）。结论　种植 ＶＸ２肿瘤

后肿瘤增殖迅速，免疫调节受到抑制，表现为 ＩＬ－４和 ＰＣＮＡ表达水平上升，ＩＦＮ－γ表达水平下降，ＩＦＮ－γ与 ＩＬ－４、ＰＣＮＡ呈负

相关，ＩＬ－４与 ＰＣＮＡ呈正相关。
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　　ＶＸ２肿瘤起源于 Ｓｈｏｐｅ病毒诱发兔外阴乳头状
瘤衍生的鳞状细胞上皮癌，种植于兔骨骼可进行性破

坏骨髓及骨皮质并出现骨膜反应，与人类恶性骨肿瘤

生物学行为相似，对于研究恶性骨肿瘤的生长特性有

极为重要的价值，目前已广泛应用于恶性骨肿瘤的动

物实验研究
［１］
。辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ，Ｔｈ）在

不同细胞因子的作用下可主要分为 Ｔｈ１和 Ｔｈ２两种
亚群，Ｔｈ１细胞亚群主要介导细胞免疫，分泌 ＩＦＮ－

γ、ＩＬ－２等因子，Ｔｈ２细胞亚群主要调节体液免疫，分

·２１１·
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泌 ＩＬ－４、ＩＬ－１０等因子［２］
。ＰＣＮＡ称为周期性蛋白，

可有效反映肿瘤细胞的增殖活性及判断肿瘤的恶性

程度、侵袭性及转移能力，是目前公认的细胞增殖基

因之一
［３］
。但目前关于 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４及 ＰＣＮＡ在兔

ＶＸ２骨肿瘤模型中的表达情况报道较少。因此，本
研究采用酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）进行定量分析，探讨兔 ＶＸ２
骨肿瘤模型外周血中 ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－４及骨肿瘤组织
中 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４和 ＰＣＮＡ的表达水平及三者之间的
相关性。

材料与方法

１．实验动物、瘤系、仪器及试剂：３０只日本大耳
白兔，月龄３个月，均为雄性，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，所有实验动物隔笼圈养，标准兔饲
料及卫生水饲养，符合承德医学院动物饲养相关规

定；ＶＸ２肿瘤购自重庆蒙博生物科技有限公司；Ｘ线
检测机（ＯＥＣ９８００，美国 ＧＥ公司），光学显微镜（Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ－ＢＸ５３，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），全波长酶标仪
（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＩＦＮ－γ、
ＩＬ－４及 ＰＣＮＡＥＬＩＳＡ试剂盒购自河北瑞帕特生物科
技有限公司。本实验动物使用流程已通过承德医学

院附属医院机构动物护理与使用委员会的审查和批

准，遵循医学伦理学要求。

２．制备 ＶＸ２肿瘤组织块：取 ＶＸ２荷瘤种兔１只，
３％戊巴比妥（３５ｍｇ／ｋｇ）经耳缘静脉注射麻醉后，取
仰卧位固定于无菌操作台上，瘤区备皮消毒后逐层切

开，将肿瘤组织完全去除，放置于磷酸盐缓冲液中，仔

细去除周围纤维结缔组织及坏死组织，留取鱼肉状组

织，在无菌条件下将肿瘤组织制备成 １ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ的组织块。

３．实验动物分组及构建动物模型：３０只日本大
耳白兔随机分为实验组和对照组，每组各 １５只。将
３０只日本大耳白兔经耳缘静脉注射 ３％戊巴比妥
（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，仰卧位固定于无菌操作台上，去
除兔后肢毛发，常规消毒后，铺无菌孔单，选择胫骨内

侧较平整处作 １．５ｃｍ长切口，逐层切开皮肤、皮下组
织显露胫骨，选用 １．６ｍｍ克氏针垂直于胫骨内侧钻
孔，钻入骨髓腔深度约 １．５ｃｍ，实验组用顶棒将 ２～
３块 ＶＸ２肿瘤组织块置入骨髓腔，对照组不植入
ＶＸ２肿瘤，骨蜡封堵植瘤孔，蒸馏水冲洗植瘤孔周
围组织，丝线逐层缝合，碘伏消毒后无菌纱布包扎，

家兔完全复苏后送回饲养笼，术后 ３天肌内注射抗
生素预防感染。

４．外周血及组织 ＥＬＩＳＡ检测：２组实验兔植瘤 ２
周后抽取耳缘静脉血３ｍｌ，抽取血液于室温下静置待
血清析出；实验组留取的肿瘤组织称重后加入磷酸盐

缓冲液（１ｍｇ∶９ｍｌ）溶液并充分匀浆，均以 ２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后收集上清液于 －８０℃低温冰箱冻存。
所有上清液收集完成后严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明
书进行检测 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４及 ＰＣＮＡ的浓度。

５．胫骨 Ｘ线及组织病理检查：植瘤后第 １、２周
行胫骨 Ｘ线检查，观察肿瘤生长情况；两组实验兔采
集外周血后经耳缘静脉空气栓塞法处死并切取肿瘤

组织、植瘤孔周围软组织，观察肿瘤组织大体形态，予

以１０％甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片经苏木精 －伊
红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ），显微镜下
观察组织病理学形态。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２６．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，计量资料比较采用独立样本 ｔ检验分析，ＩＦＮ－
γ、ＩＬ－４及 ＰＣＮＡ相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．动物模型构建情况：２组实验兔在实验过程中

无实验动物感染及死亡现象，处死后经病理证实肿瘤

均种植成功。

２．ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４及 ＰＣＮＡ表达水平：实验组外
周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ表达水平低于对照组（Ｐ＜
０．０５），外周血及肿瘤组织表达 ＩＬ－４水平高于对照
组（Ｐ＜０．０５），实验组 ＰＣＮＡ表达水平高于对照组
（Ｐ＜０．０５，表１）。

表 １　外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４和肿瘤组织 ＰＣＮＡ的表达水平（ｘ±ｓ）

组别　　 对照组 实验组 ｔ Ｐ
外周血 ＩＦＮ－γ（ｎｇ／ｍｌ） ７３６．９±２３．０ ６９８．０±３３．０ －３．７４１ ０．００１
外周血 ＩＬ－４（ｎｇ／ｍｌ） １５８．２±１６．４ ２０７．６±２４．７ ６．４４９ ＜０．０１
肿瘤组织 ＩＦＮ－γ（ｎｇ／ｍｌ） ７８２．５±３３．６ ７４７．６±３７．４ －２．６８６ ０．０１２
肿瘤组织 ＩＬ－４（ｎｇ／ｍｌ） ８３．７±５．３ ９６．８±８．０ ５．２８８ ＜０．０１
肿瘤组织 ＰＣＮＡ（ｎｇ／Ｌ） ６９．６±２．６ ８５．８±４．０ １３．０３１ ＜０．０１
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　　３．相关性分析结果：实验组外周血与肿瘤组织
ＩＦＮ－γ的水平呈正相关（ｒ＝０．７３７，Ｐ＝０．００２），外周
血与肿瘤组织 ＩＬ－４的水平呈正相关（ｒ＝０．８６９，Ｐ＜
０．０１）；外周血及肿瘤组织的 ＩＦＮ－γ与 ＩＬ－４的水平
呈负相关（ｒ＝－０．５３７，Ｐ＝０．０３９；ｒ＝－０．８１２，Ｐ＜
００１）。实验组外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ与肿瘤组织
ＰＣＮＡ呈负相关（ｒ＝－０６０４，Ｐ＝００１７；ｒ＝－０７８５，
Ｐ＝０００１），外周血及肿瘤组织 ＩＬ－４与肿瘤组织 ＰＣ
ＮＡ呈正相关（ｒ＝０８８４，Ｐ＜００１；ｒ＝０８４６，Ｐ＜００１）。

４．胫骨植瘤第１、２周 Ｘ线检测：植瘤第１周肿瘤
于髓腔内生长速度缓慢，破坏面积小；植瘤第 ２周肿
瘤生长速度增快，髓腔破坏面积增大，可见骨皮质轻

度破坏（图１）。
　　５．胫骨大体观及病理检测结果：胫骨解剖纵切面
可见鱼肉状 ＶＸ２肿瘤位于胫骨上端，髓腔肿瘤增大
但未见明显液化坏死（图２Ａ）；病理结果显示低倍镜

图 １　实验组每周胫骨 Ｘ线
Ａ．植瘤第１周；Ｂ．植瘤第２周；箭头示植瘤

　

下可胫骨髓腔及骨质内肿瘤细胞呈浸润性巢状，呈片

状分布，细胞排列紧密，细胞异型性大，周围软组织未

见明显异常；高倍镜下可见肿瘤细胞大小不等、形态

不一，胞界不清，核大，染色质丰富呈粗颗粒状，核仁

明显，核分裂象多见（图２Ｂ～Ｅ）。

图 ２　胫骨大体观及肿瘤组织病理改变
Ａ．胫骨纵切面大体观；Ｂ．胫骨髓腔肿瘤细胞（ＨＥ，×４０）；Ｃ．胫骨骨质肿瘤细胞（ＨＥ，×４０）；

Ｄ．胫骨骨质肿瘤细胞（ＨＥ，×１００）；Ｅ．周围软组织（ＨＥ，×４０）；箭头示植瘤

　

讨　　论

合适的骨肿瘤动物模型对于研究骨肿瘤的生物

学特性以及检验和改进骨肿瘤治疗新方式具有重要

意义。在大鼠及小鼠上可诱发骨肿瘤，但该动物骨骼

较小以及骨骼的矿化度高于人体骨，需特殊定制操作

器械，导致操作结果无法与人体骨骼比较，同时也不

利于骨的大体和微观骨形态观察。在猪、羊、犬等大

型动物上由于目前不存在相匹配的骨肿瘤细胞系，同

样不适合本研究的肿瘤模型制作
［４］
。而兔具有相对

适中的骨骼，可使用与人骨骼相同的材料，并且骨的

成分与密度与人骨骼相似，将 ＶＸ２肿瘤直接移植于
兔胫骨即可制作成兔 ＶＸ２骨肿瘤模型，该模型制作
简单、周期短、生物学性质稳定、成瘤率高，发生类似

于人转移性骨肿瘤的溶骨性改变和骨膜反应，是目前

研究恶性骨肿瘤较为理想的实验动物
［５］
。结合相关

文献及本研究预实验结果，采用肿瘤组织块法构建兔

ＶＸ２骨肿瘤模型２周内肿瘤生长稳定，在 １４～２１天
肿瘤组织因血供不足可发生液化性坏死并向周围组

织浸润及远处转移，故本研究选择在植瘤后２周进行
外周血及肿瘤组织 ＥＬＩＳＡ检测，避免因肿瘤发生坏
死或转移影响实验数据准确性

［６］
。

ＩＦＮ－γ是 Ｔｈ１型细胞因子的关键因子，可活化
Ｔ细胞、Ｂ细胞、自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｌｌｅ，ＮＫ）
和巨噬细胞，并促进其分化，上调 Ｐ２１受体的表达并

促进 Ｒｂ磷酸化，诱导 Ｇ１期阻滞抑制肿瘤细胞增殖，
与钙调磷酸酶 Ｂ亚基发挥协同作用，促进肿瘤相关

·４１１·

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



巨噬细胞向 Ｍ１表型转化，增强巨噬细胞抗肿瘤活
性，改善肿瘤微环境，并能诱导 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ１细胞
分化，抑制 Ｔｈ２细胞及肿瘤细胞的增殖及分化，增强
机体免疫的抗肿瘤能力

［７～９］
。ＩＬ－４是 Ｔｈ２最特异

的细胞因子，能下调 Ｔｈ１细胞的抗肿瘤免疫反应，抑
制 Ｔｈ１分泌 ＩＦＮ－γ，使 ＩＦＮ－γ对 ＮＫ细胞的活化作
用及细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，
ＣＴＬ）对肿瘤抗原的识别能力降低，使肿瘤细胞可逃
避特异性 ＣＴＬ的杀伤作用，还能直接作用于 ＣＤ８＋Ｔ
细胞，降低其对肿瘤细胞的毒性，增加调节性 ＣＤ４＋Ｔ
细胞和髓系来源的抑制细胞，并对肿瘤相关巨噬细胞

增殖起重要作用，促进 Ｍ２巨噬细胞等抑制免疫细胞
的产生

［１０，１１］
。

本研究中实验组外周血及肿瘤组织 ＩＦＮ－γ表
达水平较对照组下降，ＩＬ－４表达水平较对照组上升
（Ｐ＜０．０１），而胫骨 Ｘ线显示植瘤第２周髓腔破坏面
积明显大于植瘤第１周，病理结果显示植瘤第 ２周肿
瘤向骨皮质浸润，笔者认为可能是植入 ＶＸ２肿瘤后
机体的抗肿瘤免疫反应未被完全抑制，ＩＦＮ－γ会抑
制肿瘤细胞增殖，但随着 ＶＸ２肿瘤于兔体内植入时
间的延长，ＶＸ２肿瘤会以自分泌的方式产生大量ＩＬ－
４以及通过肿瘤细胞上的 ＩＬ－４受体介导肿瘤细胞
的增殖，ＩＬ－４的表达水平增加会抑制抗原呈递作
用，抑制 ＩＦＮ－γ的增殖及 Ｔｈ１细胞分泌 ＩＦＮ－γ，
ＩＦＮ－γ的减少会降低对 ＣＴＬ及 ＮＫ细胞的活化作
用，介导机体的细胞毒效应降低，并且 ＩＬ－４会诱导
更多的 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ２细胞分化，抑制 Ｔｈ０细胞向
Ｔｈｌ细胞分化，机体肿瘤免疫调节受到抑制，肿瘤增
殖及浸润能力增强

［１２，１３］
。

ＰＣＮＡ表达水平的高低可提示肿瘤细胞增殖是
否活跃，客观反映肿瘤生物学特性及生长状态

［１４］
。

ＰＣＮＡ在细胞内的变化存在周期性，在静止期 Ｇ０～Ｇ１
期表达不明显，Ｇ１晚期开始表达，到 Ｓ期达到高峰，
在 Ｇ２／Ｍ期明显下降，并且是 ＤＮＡ聚合酶 δ的辅助
蛋白及 ＤＮＡ复制必需的组分，在细胞增殖时参与协
调 ＤＮＡ前导链和后随链的合成，是 ＤＮＡ增殖的重要
调控因子

［１５，１６］
。本研究结果显示，构建兔 ＶＸ２骨肿

瘤模型２周后实验组肿瘤组织 ＰＣＮＡ表达水平高于
对照组（Ｐ＜０．０１），结合胫骨 Ｘ线及病理结果表明
ＰＣＮＡ可反映 ＶＸ２骨肿瘤的生长情况，也间接佐证了
ＶＸ２肿瘤作为一种恶性程度较高、复制能力较强的
鳞状细胞肿瘤，降低了模型制作时间，是一种理想的

骨肿瘤模型。

细胞异常增殖和细胞间生长相互抑制的失衡是

导致肿瘤发生、发展的重要因素，而肿瘤免疫调节的

抑制会导致肿瘤细胞的增殖及发生转移
［１７］
。本研究

中 ＩＦＮ－γ与 ＩＬ－４、ＰＣＮＡ呈负相关，ＩＬ－４与 ＰＣＮＡ
呈正相关，说明ＩＬ－４与ＰＣＮＡ可能在 ＶＸ２骨肿瘤发
生、发展中具有促进作用，ＩＦＮ－γ抑制肿瘤增殖的作
用可能受到影响。笔者认为出现这种情况是因为

ＩＦＮ－γ可上调 Ｐ２１受体的表达并促进 Ｒｂ磷酸化，诱
导 Ｇ１期阻滞抑制肿瘤细胞增殖，并能诱导肿瘤细胞
凋亡，但肿瘤细胞可通过自分泌形式分泌 ＩＬ－４以及
生成 ＩＬ－４受体，诱导 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ２细胞分化增
加，Ｔｈ１细胞减少，使 ＩＦＮ－γ的表达水平降低，导致
ＩＦＮ－γ抑制肿瘤增殖及促进肿瘤凋亡的功能降
低

［１８］
。并且随着 ＩＦＮ－γ表达水平的降低，在肿瘤细

胞增殖 Ｇ１期的抑制作用减弱，ＰＣＮＡ在 Ｇ１期的表达
会呈上升趋势，进一步增强了 ＶＸ２肿瘤的增殖及复
制能力，肿瘤细胞分泌的 ＩＬ－４不断增加使 ＩＦＮ－γ
的表达水平不断降低

［１９，２０］
。

综上所述，兔 ＶＸ２骨肿瘤模型增殖迅速，恶性程
度高，导致 ＩＦＮ－γ表达水平的降低及 ＩＬ－４、ＰＣＮＡ
表达水平的上升，机体肿瘤免疫功能抑制肿瘤增殖及

促进凋亡的作用降低，肿瘤生长速度及侵袭性不断增

强。因此，检测 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４及 ＰＣＮＡ的表达水平
并协同分析有利于分析该动物模型的肿瘤免疫调节

及肿瘤增殖情况，为今后以兔 ＶＸ２骨肿瘤模型为载
体进行相关治疗研究时验证其治疗效果提供依据。
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ｒｅｃｅｐｔｏｒβｓｕｂｔｙｐｅ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１５，３４（６）：３１２０－３１３０

２０　ＬｉＪ，ＹａｎＫ，ＹａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１７ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｏｕｓｅｈｅｐａｔｏ
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