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!实验研究!

眼眶弥漫大 #细胞淋巴瘤裸鼠模型的建立
李诗韵!孙丰源

!!#摘要$!背景!近年来眼眶淋巴瘤的发病率逐渐升高"在病理特点'治疗方法以及发病机制方面的研究
不断深入( 由于眼眶淋巴瘤发病率低"体外培养困难"眼眶淋巴瘤裸鼠模型研究的报道较少(!目的!应用细
胞系 1>%'>>%0建立弥漫大 #细胞淋巴瘤%OT#ET&眼眶裸鼠模型"比较小鼠淋巴瘤模型与人眼眶 OT#ET病理标
本的病理学特点及生物学行为"探讨全身 OT#ET细胞系 1>%'>>%0用于眼眶淋巴瘤研究的可能性(!方法!选
用 NJ]级 #HT#Q5裸鼠 8; 只和 ()4LNE7O小鼠 R 只"先用8$: E-对 #HT#Q5裸鼠%吸收剂量为 $bR W2&和 ()4L
NE7O小鼠%吸收剂量为 IbP W2&进行照射"照射后 P / 内分别进行小鼠眼眶内%#HT#Q5小鼠 S 只眼&及皮下注
射%#HT#Q5小鼠和 ()4LNE7O小鼠各 S 只眼&1>%'>>%0细胞"接种细胞密度约为 8bRy8;@ Q.+"即眼眶接种组和皮
下接种组( 注射后每日观察肿瘤的生长状态"并绘制肿瘤生长曲线( 于注射后 RS 4 无菌条件下完整取出小
鼠眼眶肿瘤和皮下肿瘤及附近淋巴结"制备 S ".厚组织切片( 采用苏木精Z伊红染色评估肿瘤的组织病理
学特点"采用免疫组织化学法检测模型肿瘤切片中 EOI;'EO:9#'EOSR"K蛋白的表达"并根据 EO8;'#ETLP
和 .<.L8 的表达进行分型"依据 d'LP: 及 -<03'3'( 的表达判断肿瘤的预后"并将模型小鼠的检测结果与人眼眶
OT#ET病理标本的特点进行比较(!结果!眼眶接种组和皮下接种组成瘤率均为 8;;^"()4LNE7O小鼠的肿
瘤生长速度快于 #HT#Q5裸鼠( 组织病理学检查可见眼眶接种组小鼠邻近淋巴结无肿瘤细胞浸润"皮下接种
组小鼠腋窝淋巴结少量肿瘤细胞浸润( 苏木精Z伊红染色显示"小鼠淋巴瘤组织的组织病理学特点与人眼眶
OT#ET标本一致( #HT#Q5小鼠 EOI; 表达强度nR;^和!R;^的淋巴瘤模型中表达例数分别为 $ 和 R"
EO:9#分别为 I 和 P"EOSR"K分别为 @ 和 ;)()4LNE7O小鼠 EOI; 表达强度nR;^和!R;^的淋巴瘤模型中表
达例数分别为 8 和 $"EO:9#分别 ; 和 S"EOSR"K分别为 S 和 ;)与人眼眶 OT#ET标本的 8 和 I"8 和 I"I 和 8
比较"差异均无统计学意义%均 Zl8b;;&)#HT#Q5和 ()4LNE7O小鼠淋巴瘤模型与人眼眶 OT#ET中 d'LP: 和
-<03'3'( 表达的例数差异均无统计学意义%均 Zl8b;;&( #HT#Q5小鼠'()4LNE7O小鼠淋巴瘤模型和人眼眶
OT#ET中依据 EO8;'#ETLP 和 .<.L8 的表达均分为非生发中心来源型(!结论!采用 1>%'>>%0细胞系接种法
可成功建立眼眶和皮下 OT#ET的小鼠模型"这些模型肿瘤在生物学行为'病理学特点和免疫组织化学染色方
面均一致( \)4LNE7O小鼠较 #HT#Q5小鼠接种后肿瘤生长更快(!

#关键词$!眼眶肿瘤Q病理) 非霍奇金淋巴瘤Q病理) 细胞系) #细胞淋巴瘤Q免疫) 近交系 #HT#Q5小
鼠) 近交系 \KO小鼠) NE7O小鼠) 动物模型
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B#.*%(6!C%( NJ]#HT#Q5.'5%,(4 R ()4LNE7O.'5%=%0%0,4',&%4 >'0-&+2<-'(?8$:E-"='&/ &/%,*-)01&')( 4)-%
$bR W2'( &/%#HT#Q5.'5%,(4 IbP W2'( &/%()4LNE7O.'5%",(4 &/%( 1>%'>>%05%++-=%0%'(&0,)*'&,++2'(G%5&%4 '( S
%2%-)>#HT#Q5.'5%%)0*'&,+'(G%5&')( ?0)<1& ,(4 -<(5<&,(%)<-+2'(G%5&'%4 '( S %2%-)>#HT#Q5.'5%,(4 S %2%-)>
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=%0%5).1,0%4 ='&/ $ 4',?()-%4 /<.,( )0*'&,+OT#ET-%5&')(-6C/%<-%,(4 5,0%)>&/%.'5%5).1+'%4 ='&/ E/'(%-%
H4.'('-&0,&')( "<+%)>T,*)0,&)02H('.,+6!:#6&0.6!C/%&<.)0>)0.,&')( 0,&%-=%0%8;;^ '( *)&/ &/%)0*'&,+
'(G%5&')( ?0)<1 ,(4 -<*5<&,(%)<-'(G%5&')( ?0)<1",(4 &/%&<.)0-?0%=.<5/ >,-&%0'( ()4LNE7O.'5%&/,( #HT#Q5
.'5%67(>'+&0,&')( )>&<.)05%++-'( +2.1/ ()4%-=%0%>)<(4 '( &/%-<*5<&,(%)<-'(G%5&')( ?0)<1 0,&/%0&/,( &/%)0*'&,+
'(G%5&')( ?0)<16C/%1,&/)+)?'5,+>%,&<0%-=%0%,55)04,(&,.)(?&/%)0*'&,+'(G%5&')( ?0)<1"-<*5<&,(%)<-'(G%5&')(
?0)<1 ,(4 /<.,( )0*'&,+OT#ET-%5&')(-6C/%(<.*%0)>nR;^ ,(4 !R;^ EOI;t-1%5'.%(-=,-$ ,(4 R"EO:9#
=,-I ,(4 P"EOSR"K=,-@ ,(4 ; '( &/%#HT#Q5.'5%)=/'+%&/,&'( &/%()4LNE7O.'5%=,-8 ,(4 $ '( EOI;"; ,(4
S '( EO:9#"S ,(4 ; '( EOSR"K)&/%(<.*%0)>/<.,( )0*'&,+OT#ET-1%5'.%(-=,-8 ,(4 I '( EOI;"8 ,(4 I '(
EO:9#"I ,(4 8 '( EOSR"K"='&/)<&-'?('>'5,(&4'>>%0%(5%-,.)(?&/%. %,++,&Zl8b;;&6\)-'?('>'5,(&4'>>%0%(5%-
=%0%-%%( '( d'LP:t (<.*%0,(4 -<03'3'(t (<.*%0,.)(?&/%#HT#Q5.'5%" ()4LNE7O.'5%,(4 /<.,( )0*'&,+
OT#ET-1%5'.%(-%,++,&Zl8b;;&6C/%4%&%5&')( )>EO8;"#ETLP ,(4 .<.L8 %A10%--')(-'(4'5,&%4 &/,&&/%&<.)0-
)>#HT#Q5.'5%"()4LNE7O.'5%,(4 /<.,( )0*'&,+OT#ET-1%5'.%(-,++=%0%&/%()(L?%0.'(,+5%(&%0#5%++L+'M%
&21%-6!I%+10&64%+6!C/%)0*'&,+,(4 -<*5<&,(%)<-OT#ET.)<-%.)4%+-,0%-<55%--><++2%-&,*+'-/%4 *2'(G%5&')(
)>1>%'>>%0 5%++ +'(%6C/%0% ,0% &/% -,.% >'(4'(?- ,(4 >%,&<0%- '( *')+)?'5,+ *%/,3')0" 1,&/)+)?2 ,(4
'..<()/'-&)5/%.'-&02'( )0*'&,+"-<*5<&,(%)<-.)4%+-='&/ /<.,( )0*'&+OT#ET6\)4LNE7O.'5%,11%,0&)*%.)0%
-<'&,*+%>)0&/%?0)=&/ )>+2.1/).,5%++-6!
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#L5%++Q'..<()+)?2) U'5%" '(*0%4 #H#TQ5) U'5%" '(*0%4 \KO) U'5%" NE7O) O'-%,--%.)4%+" ,('.,+

!!近年淋巴瘤的发病率有所升高"受到广泛关注"虽
然淋巴瘤的临床治疗'病理分型及基础研究均有一定
的进展"但其病理类型与治疗及预后的关系尚未明确(

眼眶淋巴瘤发病率低"其中 @;^以上为低度恶性淋巴
瘤"因此用于临床研究的标本难以获得"体外培养比较
困难"给研究工作带来一定困难( 动物模型是相关实
验研究中常用的研究工具"但国内外未见眼眶淋巴瘤
裸鼠模型研究的报道( 本研究中采用来自胸腔积液的
弥漫大 #细胞淋巴瘤 % 4'>><-%+,0?%#5%+++2.1/).,"
OT#ET&细胞系 1>%'>>%0"建立眼眶 OT#ET的裸鼠模型"

并与眼眶 OT#ET进行生物细胞学比较"探讨其用于眼
眶 OT#ET研究的可行性(

97材料与方法

9697材料
969697细胞系7J>%'>>%0细胞系,美国模式培养物保
藏所 %H.%0'5,( C21%E<+&<0%E)++%5&')("HCEE&-来源
于 OT#ET患者的胸腔积液(
9696<7实验动物7NJ]级 #HT#Q5裸鼠 8; 只"体质
量 8: aI; ?"NJ]级 ()4LNE7O鼠 R 只"体质量 8; a8I ?"

均购自天津市血液病研究所动物实验室( 鼠龄 S 周"

雌雄兼用"饲养温度为 IR aI: q"湿度为 IR^ aR;^(

实验动物的饲养管理和实验操作遵循.中国医学科学
院血液学研究所血液病医院实验动物管理条例/(
9696=7主要试剂及仪器7"JU7L8PS; 干粉'二甲基亚
砜%美国 W'*5)公司&)小牛血清%美国 F25+)(%公司&)

鼠抗人 EOI;'EO:9#'EOSR"K'EO8;'#ETLP'.<.L8'
d'LP: 单克隆抗体'兔抗人 -<03'3'( 多克隆抗体%工作液&
%北京中杉金桥生物技术有限公司&( 超低温冰箱%日本

NH\_K公司&)超净工作台%珠海市再鑫仪器有限公司&)

电热恒温培养箱%天津市三水科学仪器有限公司&(
96<7方法
96<69 7动物模型制备及分组7 J>%'>>%0细胞按照
HCEE提供的方法 $: q水浴复苏""JU7L8PS; 培养液
培养"每隔 8 aI 天更换培养基或传代"待细胞进入稳
定增生状态时"选取 I a$ 代细胞冻存( 所有小鼠用
8$:E-进行照射"#HT#Q5裸鼠吸收剂量为 $bR W2"()4L
NE7O鼠吸收剂量为 IbP W2"照射后 P / 内接种肿瘤细
胞( 采用注射器注射细胞方法在眼眶和皮下接种
1>%'>>%0细胞"眼眶接种组选取 S 只 #HT#Q5裸鼠"皮下
接种组选取 S 只 #HT#Q5裸鼠和 S 只 ()4LNE7O小鼠"

每组设置空白对照"分别在眼眶和皮下注射等容量
J#N"接种细胞密度约为 8bRy8;@ Q.+( 注射后每日观
察小鼠生长状态及局部肿瘤生长情况( 皮下接种组每
I 天测量肿瘤体积"分别测量肿瘤最长径%,&和最短径
%*&"肿瘤体积测量公式为 Dl%,*I QP"并绘制肿瘤生
长曲线( 接种后 RS 4"无菌条件下完整取出小鼠眼眶
肿瘤和皮下移植瘤及附近淋巴结"体积分数 8;^甲醛
固定"脱水"石蜡包埋"行 S ".厚组织切片(
96<6<7组织病理学检查7收集天津市眼科医院病理
科 $ 例眼眶 OT#ET病理标本"染色体异位"B#病毒阴
性( 接种后 RS 4 过量麻醉法处死小鼠"无菌条件下取
眼眶容物'皮下肿瘤'附近颈部和腋下淋巴结( 分别取
小鼠移植瘤和人眼眶 OT#ET病理组织切片"行苏木
精Z伊红染色"光学显微镜下观察(
96<6=7EOI;'EO:9#'EOSR"K'EO8;'#ETLP'd'LP:'
-<03'3'( 的免疫组织化学染色!小鼠移植瘤标本和人
眼眶 OT#ET病理组织标本分别脱蜡'水化'修复抗原'
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阻断内源性过氧化物酶活性'加入相应一抗和二抗'苏
木精复染等"进行免疫组织化学染色( 根据需要加做
.<.L8 免疫组织化学染色( 任意选取 R 个高倍视野"
每个视野计数 I;; 个细胞"计算其阳性细胞数所占比
例"取其平均值( 阳性细胞数j8;^为阳性"88^ a
S9^为低表达"!R;^为高表达( 光学显微镜下评估
EOI;'EO:9#'EOSR"K'd'LP:'-<03'3'( 的表达程度"而
仅判断 EO8;'#ETLP'.<.L8 是否阳性( 病理切片皱
褶'边缘处颜色改变者不计算在内(
96<6>7肿瘤细胞的定型及分型7参照文献,8-的标
准"根据 EO8;'#ETLP'.<.L8 的表达进行生发中心来
源%?%0.'(,+5%(&%0#L5%++L+'M%"WE#&OT#ET和非 WE#
的免疫分型( EO8; 阳性或者 EO8; 和 #ETLP 全部阳
性者为 WE#型)EO8; 和 #ETLP 全部阴性者为非 WE#
型)EO8; 阴性而 #ETLP 和 .<.L8 表达阳性者为非
WE#型).<.L8 表达阴性者为 WE#型(
96=7统计学方法

采用 NJNN 8:6; 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标的计数资料比较采用 ]'-/%0精确概率
法"生存期分析采用 d,1+,(LU%'%0生存曲线( Z﹤
;b;R 为差异有统计学意义(

<7结果

<697各组小鼠移植瘤生长情况
眼眶接种组 S 只 #HT#Q5裸鼠接种成瘤率为

8;;^( 接种后平均 IS 4 小鼠出现流泪'球结膜水肿
等眼部症状"眼球突出不明显( 随着时间推移"眼球突
出逐渐明显"肿瘤逐渐包裹眼球"眼睑无法闭合"结膜
暴露"肿瘤破溃出血%图 8&( 皮下接种组 S 只 #HT#Q5
裸鼠及 S 只 ()4LNE7O鼠接种成瘤率为 8;;^"#HT#Q5
裸鼠接种后 I8 4 及 ()4LNE7O鼠接种后 8P 4 可触及局
部皮下绿豆大小结节"呈弥漫性"边界不清( 接种后起
始阶段 ()4LNE7O小鼠肿瘤的生长速度快于 #HT#Q5
裸鼠"S; 4 后 I 种小鼠的肿瘤生长速度趋于一致%图 I&(
<6<7各组小鼠淋巴瘤模型的组织病理学表现

光学显微镜下可见眼眶内肿瘤组织包裹眼球"皮
下移植瘤与周围组织粘连"不易剥离"肿瘤组织均为质
软'灰白色肿物( 淋巴结均为小米样大小"黄白色"无
明显增大( 眼眶接种组淋巴瘤模型均为中心母细胞型
OT#ET"肿瘤细胞中等大小"呈圆形"核大"嗜碱性染
色"染色质较细"有 I aS 个小核仁"也有少量细胞核呈
嗜酸性染色%图 $&)眼球结构大部分完好"仅 8 例巩膜
内侵犯%图 S&)眼眶接种组颈部淋巴结结构完整"未见
肿瘤细胞浸润( 皮下接种组小鼠肿瘤形态与眼眶接种

组相同"腋窝淋巴结有轻度肿瘤细胞浸润"但仍存在正
常淋巴结内小梁等结构%图 R&(
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图 97眼眶移植后 >< (;!R;S1裸鼠的外观!眼眶肿瘤包裹眼球"
眼睑闭合不全"结膜破溃出血!图 <7;!R;S1裸鼠和 +%(T）IUL裸
鼠皮下肿瘤生长曲线!接种后起始阶段 ()4LNE7O小鼠肿瘤的生长
速度快于 #HT#Q5裸鼠"S; 4 后 I 种小鼠的肿瘤生长速度趋于一致!
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图 =7眼眶接种组裸鼠淋巴瘤
模型的组织病理学检查 % FB
yS;;&!肿瘤细胞中等大小"呈
圆形"细胞核嗜碱性染色"染色
质较细"有 I aS 个小核仁!图
>7眼眶接种组 9 例巩膜内侵
犯%FByS;;&!可见眼球周围
的环形肿瘤组织"巩膜壁 %箭
头&内有少量肿瘤细胞侵犯!
图 ?7皮下接种组小鼠淋巴结

浸润情况%FBy8;;&!受肿瘤细胞浸润的淋巴结内仍存在正常小梁
和淋巴滤泡结构
!

<6=7各组小鼠淋巴瘤组织中表面标志物表达及肿瘤
分型

#HT#Q5裸鼠皮下接种组'()4LNE7O小鼠皮下接
种组以及眼眶临床 OT#ET病理标本中均可见 EOI;'
EO:9#'EOSR"K'EO8;'#ETLP'.<.L8'd'LP: 及 -<03'3'((
$ 个组免疫抗原表达的样本数比较差异均无统计学意
义%均 Zl8b;;&"各组免疫分型无差别%表 8 a$&(

表 97小鼠淋巴瘤模型与眼眶 LR;IRIL<V'
ILFW!和 IL>?:G表达的样本数%#&

组别 样本量

不同EOI; 表达
强度的例数

不同EO:9#表达
强度的例数

不同EOSR"K
表达强度的例数

nR;^ !R;^ nR;^ !R;^ %弱阳性& nR;^

#HT#Q5 @ $ R I P @ ;
()4LNE7O S 8 $ ; S S ;

眼眶 OT#ET $ 8 I 8 I I 8
Z 8b;; 8b;; 8b;; 8b;; 8b;; 8b;;

!注+OT#ET+弥漫大 #细胞淋巴瘤%]'-/%0精确概率法&
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表 <7小鼠淋巴瘤模型与眼眶 LR;IR
中 84TXF 和 6&"A4A4+表达的样本数%#&

组别 样本量

不同 d'LP: 表达
强度的例数

不同 -<03'3'( 表达
强度的例数

%Z& nR;^ !R;^ %Z& nR;^

#HT#Q5 @ ; I P ; @
()4LNE7O S ; 8 $ ; S

眼眶 OT#ET $ ; $ ; 8 I
Z 8b;; 8b;; 8b;; 8b;;

!注+OT#ET+弥漫大 #细胞淋巴瘤 %]'-/%0

精确概率法&

表 =7小鼠淋巴瘤模型与眼眶
LR;IR的免疫分型比较

组别
#HT#Q5
% $l@&

()4LNE7O
% $lS&

眼眶 OT#ET

8 I $

EO8; Z Z Z Z Z

#ETLP t t t t Z

.<.L8 t t t t

类型 \ \ \ \ \

!注+ \+ 非 生 发 中 心 来 源 型)

OT#ET+弥漫大 #细胞性淋巴瘤

=7讨论

眼眶淋巴瘤占全部非霍奇金淋巴瘤% ()( F)4?M'(
+2.1/).,"\FT&的 8^和全部结外 \FT的 P^ ,I- "其
中最常见的是边缘区黏膜相关淋巴组织淋巴瘤"其次
为滤泡淋巴瘤和 OT#ET"最少见的是套细胞淋巴瘤'
小淋巴细胞淋巴瘤和淋巴母细胞性淋巴瘤等( 眼眶
OT#ET是眼眶发病率最高的恶性淋巴瘤 ,$- (

理想的眼眶淋巴瘤模型应具有能够再现肿瘤发生

和发展的自然病程'可人为控制进行实验'成瘤时间短'

成瘤率稳定'容易复制'成本低及操作简便等特点,S- (

小鼠的生理特征与人接近"裸鼠'NE7O'()4LNE7O等免
疫缺陷小鼠适合建立模型( 裸鼠先天性胸腺发育不全"
体内缺乏 C细胞"不能引起细胞免疫"但其体内尚存在
自然杀伤%(,&<0%M'++%0"\d&细胞'#细胞和非依赖 C细
胞免疫活性)NE7O鼠缺乏 C细胞和缺少 #细胞)()4L
NE7O鼠除了上述特点之外"\d细胞功能也低下"后 I
种小鼠能为人淋巴瘤细胞提供更有利的生长环境(

近年来淋巴瘤动物模型的研究主要集中在异种原

位移植方面"T'等 ,R-
将人 #细胞淋巴瘤细胞系 EHSP

注射到 NE7O小鼠的玻璃体腔"并通过眼底检查'肿瘤
形态学'免疫组织化学以及一些分子标志物 S 个方面
对模型进行鉴定"该模型也验证了 #细胞特异性抗毒
素 FHII 对眼内 #细胞淋巴瘤有一定疗效( C)<'&)<
等

,P-
用鼠源性 #细胞淋巴瘤细胞系 77H8bP 经睫状体

扁平部注射到 #HT#Q5裸鼠玻璃体腔"成功建立了裸
鼠眼内鼠源淋巴瘤动物模型( 目前国内外均未发现关
于眼眶淋巴瘤动物模型建立方法的报道(

血液病肿瘤的异种移植造模方法较其他实性肿瘤

困难得多
,:- "移植 \FT或者白血病来源的细胞系需要

对免疫缺陷小鼠进行预处理"如放射线照射'脾切除或
者共同移植已被照射过的 FC8;@; 纤维肉瘤细胞"且
在血液系统肿瘤中"高度恶性肿瘤的异种移植造模比
低度恶性肿瘤容易( 因此"本研究选择高度恶性

OT#ET"并在接种前对所有小鼠进行8$: E-照
射"抑制其体内 #细胞和 \d细胞活性"进一
步降低其免疫力(

本研究中眼眶接种成瘤率为 8;;^"接种
后平均 IS 4 眼部表现与人眼眶 OT#ET一致"
组织病理学特征与人眼眶 OT#ET标本的临床
特征相符( 本研究结果显示"I 种小鼠皮下
OT#ET的移植成功率也为 8;;^"肿瘤细胞在
()4LNE7O小鼠淋巴瘤的生长更快"肿瘤增生在
起始阶段快于 #HT#Q5裸鼠( I 种小鼠淋巴瘤

模型的组织病理学表现符合 OT#ET中心母细胞型淋
巴瘤的特点"也与人眼眶 OT#ET病理标本一致( 此
外"小鼠眼眶和皮下 OT#ET和人眼眶 OT#ET标本的
免疫组织化学特点相似( N<03'3'( 和 d'LP: 均为肿瘤
的预后指标"小鼠淋巴瘤模型中 -<03'3'( 的表达与眼
眶 OT#ET相同"d'LP: 表达与人眼眶 OT#ET的表达例
数比较"差异均无统计学意义"但以高表达居多"可能
是由于细胞建立成系后"细胞会向高度恶性转化"增生
能力变强"且细胞群经过多次传代逐渐纯化"分裂能力
低的杂细胞减少而肿瘤细胞居多所致(

本研究中应用 1>%'>>%0细胞系成功建立了眼眶
OT#ET的裸鼠模型"小鼠淋巴瘤模型与人眼眶 OT#ET
标本的生物学行为和组织病理学特点大致相同"可用
于眼眶 OT#ET的实验研究( 当然"我们仍需进一步观
察动物模型的自然病程并进行分子遗传学染色体核型

分析"更全面地了解该动物模型(
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