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建立小鼠淋巴瘤模型所需环磷酰胺最佳预处理剂量探索

徐岳一 陈敏敏 李 娟 欧阳建△

(南京大学医学院附属鼓楼医院血液科 江苏 南京 210008)

摘要 目的：探讨不同剂量环磷酰胺对小鼠肿瘤成模情况的影响，寻找一种简单、有效的建立肿瘤模型的预处理方法。方法：给予

BALB/c 裸鼠腹腔注射不同剂量环磷酰胺，72 小时后再给予小鼠皮下接种淋巴瘤细胞，观察预处理前后小鼠外周血白细胞数量及

体重变化情况，以及肿瘤成模率、急性死亡率等。结果：①组 1（NS 对照组）、组 2（100mg/kg×1d）、组 3（125mg/kg×1d）、组 4

（75mg/kg×2d）预处理后体重较处理前无显著性变化，亦无急性死亡情况发生；而组 5（125mg/kg×2d）、组 6（200mg/kg×2d）、组 7

（125mg/kg×3d）、组 8（250mg/kg×3d）小鼠体重较预处理前明显减轻，且急性死亡率依次为 30%、58.3%、50%、75%；②组 1 和组 2

小鼠预处理后 72 小时外周血白细胞数较处理前无明显差异，同时均未成模；而组 3、组 4、组 5、组 6、组 7、组 8 小鼠白细胞较预处

理前均显著下降，成模率依次为 20%、83.3%、60%、33.3%、50%、25%。结论：使用环磷酰胺 75mg/kg 连续 2 天腹腔注射的预处理

方案，操作简单，成本低廉，通过观察外周血白细胞数和小鼠体重水平等指标即可初步判断建模情况，同时肿瘤成模率高，毒副作

用小，是理想的预处理方案。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of different doses of cyclophosphamide on the tumor implantation and growth rate

in immunodeficient mice models. Methods: Different doses of cyclophosphamide were given to BALB/c nude mice, and then human

lymphoma cells were inoculated for 72 hours. The effect of pretreating mice with cyclophosphamide was compared, as well as the tumor

implantation and growth rate. Results:①The mice in group 1, group 2, group 3 and group 4 had no changes in body weight and the acute

death rate after treated with cyclophosphamide. Mice in group 5, group 6, group 7 and group 8 lost their weight significantly after treated

with cyclophosphamide. The acute death rate of each group was 30%, 58.3%, 50%, 75%. ②The mice in group 1 and group 2 had no

changes in WBC count, and no lymphoma model developed either. The WBC count was significantly decreased in mice of group 3,

group 4, group 5, group 6, group 7 and group 8, and the tumor implantation rate of each group was 20%, 83.3%, 60%, 33.3%, 50%, 25%.

Conclusion: The mouse cancer models can be established by intraperitoneal injection of cyclophosphamide, and the dose of 75mg/kg for

2 days was the best dose for establishing the model.
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前言

在肿瘤研究领域，科学家们为了明确肿瘤的致病机制、及
其在体内的生长、侵袭特性，同时验证各种治疗手段的有效性，

常需要建立合适的肿瘤动物模型。其中，具有免疫缺陷的小鼠

具有较高的肿瘤移植成功率，从而成为肿瘤研究的理想模型。
早在 1960 年，存在免疫缺陷的裸鼠就已被应用于人类白血病

及淋巴瘤的研究[1,2]。目前建立免疫缺陷小鼠模型的方法主要有

以下几种：1）基因突变诱导的免疫缺陷小鼠，如严重联合免疫

缺陷小鼠 （severe combined immuno de?ciency，SCID）、BALB/c

裸鼠等；2）放射线诱导的免疫缺陷小鼠，如使用 X 线照射小鼠

诱导其免疫抑制；3）化学药物诱导的免疫缺陷小鼠，如使用环

磷酰胺抑制小鼠免疫等。本研究将环磷酰胺作为免疫抑制剂，

诱导小鼠产生免疫抑制后进行移植肿瘤模型的建立，并探讨不

同剂量环磷酰胺对小鼠免疫功能及成模情况的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雌性 BALB/c 裸鼠，5 周龄，体重 15-20g，购自南京医科大

学实验动物中心（许可证号：SCXK 苏 2008-0004）。在层流架带

盖鼠盒中饲养（符合 SPF, Specific Pathogen free Condition 标

准），标准颗粒饲料、饮水、垫料，一切与鼠接触物品均经灭菌处

理。
1.2 主要试剂
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注射用环磷酰胺（CTX），中国恒瑞医药。
1.3 细胞株

人 Burkitt's 淋巴瘤细胞株 Raji 为本实验室保存细胞系。在

含 10%胎牛血清（GIBCO）的 RPMI-1640 培养基（GIBCO）中，

于 37℃、5% CO2 条件下常规培养，每 2-3 天换液传代。
1.4 动物模型建立

1.4.1 动物分组 BALB/c 裸鼠共 86 只，按不同 CTX 预处理剂

量分为八组，分别为：1）生理盐水（NS）对照组；2）100 mg/kg

CTX 处理 1 天；3）125 mg/kg CTX 处理 1 天；4）75 mg/kg CTX

处理 2 天；5）125 mg/kg CTX 处理 2 天；6）200 mg/kg CTX 处理

2 天；7）125 mg/kg CTX 处理 3 天；8）250 mg/kg CTX 处理 3

天。CTX 均为连续腹腔注射给药，给药体积为每次 0.2 ml。
1.4.2 接种细胞 预处理结束 72 小时后，于裸鼠右侧腋下皮下

注射对数生长期 Raji 细胞，每只接种细胞 2×107 个 （体积约

0.1ml）。
1.5 观测指标

1.5.1 一般情况 观察小鼠有无萎靡少动、体重减轻等；有无急

性死亡（开始预处理 1 周内死亡）。
1.5.2 外周血白细胞计数 预处理前及预处理后，隔天对小鼠

行眼眶静脉采血 50 μL，1:50 稀释于 1%醋酸溶液中，于镜下计

算白细胞数。
1.5.3 肿瘤体积测量 接种细胞后，隔天用游标卡尺测量皮下瘤

体长（d1）、宽（d2）、高（d3），瘤体体积计算公式为[3]：

Volume= d1
2
× d2

2
× d3

2
× 4

3
π

待瘤体体积达 100mm3 时，视为成模[4-6]。
1.6 统计学分析

用 SPSS v17.0 软件对结果进行单因素方差分析。数据均用

x±s 表示。P< 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同剂量 CTX 对小鼠一般情况的影响

2.1.1 体重变化情况 前四组小鼠预处理后 1 周体重较处理前

无显著性变化 （P> 0.05），即组 1 （NS 对照组）、组 2（100

mg/kg×1d）、组 3（125 mg/kg×1d）、组 4（75 mg/kg×2d）。而后

四个剂量组小鼠体重则较预处理前明显减轻（P< 0.05），即组 5

（125 mg/kg×2d）、组 6（200 mg/kg×2d）、组 7（125 mg/kg×
3d）、组 8（250 mg/kg×3d）（见表 1，图 1）。

图 1 不同剂量 CTX 对小鼠体重的影响 * 与处理前相比 P < 0.05

Fig.1 The effect of different doses of CTX on body weight*compared with before treatment P < 0.05

2.1.2 急性死亡率 与体重变化情况相类似，前四组小鼠预处

理开始后 1 周内无死亡情况发生，即组 1 （NS 对照组）、组 2

（100mg/kg×1d）、组 3（125mg/kg×1d）、组 4（75mg/kg×2d）。
而 后 四 个 剂 量 组 小 鼠 均 出 现 了 急 性 死 亡 情 况 ， 即 组 5

（125mg/kg×2d）、组 6（200mg/kg×2d）、组 7（125mg/kg×3d）、
组 8（250mg/kg×3d），其急性死亡率依次为 30%、58.3%、50%、
75%（见表 2，图 2）。
2.2 不同剂量 CTX 对小鼠外周血白细胞数的影响

组 1（NS 对照组）和组 2（100 mg/kg×1d）小鼠预处理后 72

小时外周血白细胞数较处理前无明显差异（P > 0.05）。而后六

个剂量组小鼠白细胞较预处理前均显著下降（P < 0.05），即组 3

（125 mg/kg×1d）、组 4（75 mg/kg×2d）、组 5（125 mg/kg×2d）、
组 6（200 mg/kg×2d）、组 7（125 mg/kg×3d）、组 8（250 mg/kg×
3d）（见表 1，图 3）。
2.3 不同剂量 CTX 对小鼠成模情况的影响

在八个预处理 剂 量 组 中 ， 组 1 （NS 对 照 组） 和 组 2

（100mg/kg×1d） 中 小 鼠 均 未 成 模。在 其 余 六 组 中 ， 组 4

（75mg/kg×2d） 成模率最高，为 83.3%，平均成模天数为

17.50±4.03 天；组 3（125mg/kg×1d）成模率最低，仅为 20%，平

均成模天数最长，为 20.0±2.83 天；组 7（125mg/kg×3d）和组 8

（250mg/kg×3d）小鼠平均成模天数较短，分别为 3.80±1.10 天

和 3.67±1.15 天（见表 2，图 4，图 5）。
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表 1 不同剂量 CTX 对小鼠外周血 WBC 及体重情况的影响

Table 1 The effect of different doses of CTX on WBC count and body weight

WBC count (×109/L) Weight (g)

Group Before After 72 Before After 1 week

treatment hours treatment

NS control 5.50±1.83 6.05±2.07 20.14±1.77 21.79±1.61

100mg/kg×1d 3.74±0.72 3.42±0.26 17.16±1.60 17.20±2.06

125mg/kg×1d 5.26±1.84 1.10±1.10* 20.73±1.92 20.98±2.20

75mg/kg×2d 3.10±0.87 0.44±0.34* 15.94±1.03 15.22±2.54

125mg/kg×2d 6.21±2.08 0.97±0.35* 20.63±2.04 17.21±2.45*

200mg/kg×2d 2.33±0.40 0.33±0.22* 20.40±1.32 16.18±2.25*

125mg/kg×3d 5.81±1.31 0.4±0.21* 15.74±0.96 12.80±1.21*

250mg/kg×3d 5.68±0.83 0.26±0.15* 22.58±1.10 18.58±1.10*

注：* 与处理前相比 P < 0.05;

Note: *Compared with before treatment P< 0.05.

图 2 不同剂量 CTX 对小鼠急性死亡率及成模率的影响

Fig.2 The effect of different doses of CTX on acute death rate and tumor implantation rate

图 3 不同剂量 CTX 对小鼠外周血白细胞数的影响：* 与处理前相比 P < 0.05

Fig.3 The effect of different doses of CTX on WBC count：*compared with before treatment P < 0.05
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表 2 不同剂量 CTX 对小鼠急性死亡率及成模情况的影响

Table 2 The effect of different doses of CTX on acute death rate and tumor implantation rate

Group Animal number (n) Acute death rate (%) Tumor implantation rate (%) Time of model induced (day)

NS control 10 0 (0%) 0 (0%)

100mg/kg×1d 10 0 (0%) 0 (0%)

125mg/kg×1d 10 0 (0%) 2/10 (20%) 20.0±2.83

75mg/kg×2d 12 0 (0%) 10/12 (83.3%) 17.50±4.03

125mg/kg×2d 10 3/10 (30%) 6/10 (60%) 7.83±2.23

200mg/kg×2d 12 7/12 (58.3%) 4/12 (33.3%) 8.50±7.77

125mg/kg×3d 10 5/10 (50%) 5/10 (50%) 3.80±1.10

250mg/kg×3d 12 9/12 (75%) 3/12 (25%) 3.67±1.15

图 4 不同剂量 CTX 对小鼠成模情况的影响

Fig.4 The effect of different doses of CTX on tumor implantation

图 5 BALB/c 裸鼠皮下移植瘤成模情况

Fig.5 The tumor xenografts in BALB/c nude mice
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3 讨论

恶性肿瘤是当今人类最大的健康杀手之一，因此抗肿瘤新

药物和手段的开发成为了目前医学研究的热点，而大量的基础

实验和临床前期研究都以动物模型作为研究对象。目前国内外

多采用免疫缺陷小鼠作为建立肿瘤模型的对象。本研究的目的

在于寻找一种操作简单、建模成功率高、适于在大多数科研院

校中推广的造模方法。
目前动物移植瘤模型的建立多以免疫缺陷小鼠为基础，如

SCID 小鼠、BALB/c 裸鼠等。WA Hudson 等人认为，即使同样

是先天免疫缺陷小鼠，不同品系的小鼠对不同肿瘤的敏感性也

不完全相同，故其肿瘤建模成功率也有差异[7]。有研究证明，R-

ag-1 缺陷小鼠和 BALB/c 裸鼠的淋巴瘤建模成功率要明显低

于 SCID 小鼠，这是由不同品系小鼠之间的免疫功能差异所造

成的[8-9]。例如，BALB/c 裸鼠为先天胸腺缺如，即缺乏 T 细胞免

疫，故被广泛应用于各种实体瘤及血液系统肿瘤的临床前期研

究中[10]。但其 B 细胞免疫仍存在，且 NK 细胞免疫在三周龄左

右亦开始发挥作用，与 T、B 细胞免疫联合缺乏的 SCID 小鼠相

比，其肿瘤成模率亦偏低[11-12]。但有文献认为，在给小鼠接种肿瘤

细胞前，进一步抑制其免疫功能，可提高肿瘤建模的成功率[6]，

如全身 X 线照射，使用抗 NK 细胞抗体 anti-asialo-GM1，或注

射环磷酰胺（CTX）等[2,13-15]。CTX 作为一类烷化剂用于抗肿瘤治

疗已有 50 多年历史，同时 CTX 还是有效的免疫抑制剂，常在

自身免疫疾病和器官移植的过程中使用[16]。有研究认为，环磷

酰胺（CTX）可抑制裸鼠残存的免疫功能，从而提高裸鼠肿瘤建

模成功率[11-12]。
本实验结果显示，生理盐水及低剂量 CTX （100mg/kg×

1d）预处理小鼠后，对小鼠免疫功能无明显影响，其外周血白细

胞数较处理前并无降低，且成模率为 0%。逐渐加大 CTX 预处

理 剂 量 后 ， 从 各 组 小 鼠 白 细 胞 数 均 出 现 明 显 下 降 ，从

（125mg/kg×1d）组开始有成模小鼠出现，其成模率为 20%。其

中（75mg/kg×2d）组成模率最高，达 83.3%；而该浓度对小鼠体

重无明显影响，急性死亡率为 0%。这提示较低剂量 CTX 连续

使用 2 天，可使血药浓度保持在相对稳定的水平，且无明显毒

副作用，故使用 CTX 75mg/kg×2d 预处理小鼠，其免疫抑制效

果要优于 CTX 125mg/kg 单次使用。而随着预处理剂量的不断

增加，小鼠成模率并未继续上升，这是由于此时 CTX 的毒副反

应开始出现，表现为小鼠萎靡不振、体重下降，急性死亡率升

高，而成模率因此反而降低。从（125mg/kg×2d）组开始，小鼠体

重较预处理前均有显著下降，同时急性死亡率不断上升，最高

达 75%。
表 1、表 2 显示，出现外周血白细胞数量降低的小鼠，其肿

瘤成模率高于白细胞未降低的组别，这提示外周血白细胞水平

可初步反映小鼠的免疫功能情况。目前，常用的免疫功能检测

指标有：NK 细胞活性、淋巴细胞转化率、T 淋巴细胞亚群变化

等[17,18]。而在实际建造动物肿瘤模型的过程中，若对所有实验对

象常规检测以上指标则工作量较大。而本实验中发现外周血白

细胞数与小鼠成模率之间存在相关性，提示可将外周血白细胞

数作为反映小鼠免疫功能的简单指标，在预处理后短时间内即

可初步判断免疫缺陷模型是否建造成功，并预测肿瘤建模的成

功率。同时表 1、表 2 还显示，体重明显下降的小鼠急性死亡率

亦较高。这提示体重是反应小鼠活力及一般情况的重要指标，

通过对预处理前后体重的监测，可及时发现小鼠是否出现

CTX 毒副反应，并调整预处理。
综上所述，使用环磷酰胺 75mg/kg 连续 2 天腹腔注射的预

处理方案，在接种肿瘤细胞前进一步抑制 BALB/c 裸鼠的免疫

功能，可获得较高的肿瘤成模率（83.3%），同时毒副作用微小

（急性死亡率为 0%），是理想的预处理方案，且该方案平均成模

天数为 17.50±4.03 天，与国外报道的 2-3 周符合[11,19]。因此认

为，使用环磷酰胺诱导免疫缺陷小鼠模型，操作简单，成本低

廉，通过观察外周血白细胞数和小鼠体重水平等指标即可初步

判断建模情况，适合于在大多数科研院校中使用，其中以连续

2 天腹腔注射 75mg/kg 环磷酰胺效果较为理想。
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行

卜丽红 1 戴薇薇 2

（1 哈尔滨医科大学附属第四医院医学影像科 150001；2 人民卫生出版社医药教育出版中心第四编辑室）

由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345) 一书已于 2010 年 9 月 14 日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型

专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir 教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7

名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13 名作为国内编委，还包括国内外共 40 名专

家参与编写。
全书共计 130 余万字，收录图片 378 幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10 章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳

入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7 章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260 元, 全国各大书店有售。
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