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摘要 采用皮下( A 组) 及腹腔 ( B 组) 2 种途径将 HL-60 细

胞接种于经环磷酰胺预处理的 SCID 小鼠。C 组小鼠不做处

理作为正常对照。比较不同接种方法构建的小鼠 HL-60 白

血病模型的生物学特性。结果表明皮下、腹腔注射培养的

HL-60 细胞于 SCID 小鼠体内均可成瘤。皮下注射成瘤时间

短，存活时间长; 腹腔注射成瘤时间长，存活时间短。腹腔注

射脏器浸润较皮下成瘤严重。接种细胞 4 周后，B 组小鼠外

周血白细胞数较 A 和 C 组明显升高，差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) 。A 和 B 两组小鼠外周血都有白血病细胞浸润，但

是比例较低，不超过 3%。
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白血病是一类严重威胁人类健康和生命的常见

疾病［1］。由于传统的化疗药物治疗一般伴有严重

的毒副反应而不能达到有效的治疗作用。所以，新

型抗肿瘤药物的研发依旧是目前研究的热点［2］。
尽管人白血病细胞能够在体外分离并用于研究，但

是仍有许多问题需要通过体内试验来验证。因此，

建立一个稳定的动物模型用于新型抗白血病药物的

研究具有重要意义［3］。自从 1983 年美国学者 Bos-
ma 发现 SCID 小鼠以来，人们便将这类小鼠广泛用

于白血病的研究。大量的研究［4 － 6］表明人白血病细

胞可在这类小鼠体内广泛生长并扩散。通常主要采

用以下几种方法构建小鼠白血病模型，主要包括: 皮

下、腹腔和静脉注射［4，7 － 8］。该研究选择皮下及腹

腔 2 种途径接种构建 HL-60 白血病小鼠模型，并进

一步比较两种模型的生物学特性。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人急性髓系白血病细胞株 HL-60
购于中国科学院上海细胞研究所。在细胞培养箱中

常规传代，用含 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养基

( 100 U /ml 青霉素 G、100 μg /ml 链霉素和 2 g /L 碳

酸氢钠) 培养，并置于 5% CO2、37 ℃培养箱培养。
1． 1． 2 实验动物 SCID 小鼠，雄性，清洁级，体重

17 ～ 20 g，3 ～ 4 周龄( 购于北京华阜康公司) ，饲养

于安徽医科大学清洁级实验动物房带盖鼠盒中( 符

合 SPF 标准) 。室内空气经有效过滤。饮用水酸化

处理 pH 4 ～ 5。标准颗粒饲料，垫料及一切与鼠接

触物品均灭菌处理。
1． 1． 3 主要试剂 小鼠抗人 CD33 单抗购于美国

BIOSS 公司; 红细胞裂解液购于加拿 大 Stem Cell
Technologies 公司; 抗人 CD33-PE 标记和阴性对照

羊抗小鼠 IgG-PE 标记购于美国 BD 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 急性髓系白血病 SCID 小鼠模型的建立

SCID 小鼠于 移 植 前 连 续 2 d 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺

( CTX，100 mg /kg 体重) 。第 2 次注射 CTX 24 h 以

后，将小鼠随机分为 A、B 和 C 3 组，每组 8 只。取

对数生长期 HL-60 细胞，分别以右侧腹部皮下单点

注射( A 组) 1 × 107 /鼠，腹腔注射( B 组) 1 × 107 /鼠
接种于小鼠。C 组小鼠不做处理作正常对照。如果

小鼠出现以下症状将其处死，包括: 下肢瘫痪; 体重

下降 ＞ 20% ; 小鼠缩成一团; 垂死的状态。
1． 2． 2 外周血白细胞及分类计数 接种细胞后，每

周取尾静脉血检测。采用人工法计数外周血白细胞

数。
1． 2． 3 病理和免疫组织化学检查 濒死动物进行

病理检查，取肝和脾，以 10%甲醛固定 48 h 以上，常

规石蜡切片，HE 染色后镜检。免疫组化检测: 石蜡

切片经脱蜡、脱水，抗原热修复后，加小鼠抗人 CD33
单抗，生物素标山羊抗小鼠 IgG，辣根过氧化物酶标

记链霉卵白素。
1． 2． 4 流式细胞分析仪检测 CD33 阳性率 CD33
为一跨膜糖蛋白，在 HL-60 细胞上，CD33 表达阳性
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率可达 99%。CD33 阳性率可作为模型肿瘤浸润的

重要指标。取濒死小鼠外周血，红细胞裂解液去除

外周血中的红细胞，制备细胞悬液备用。另取肝脾

组织，制备组织单细胞悬液备用。将处理完毕的单

细胞悬液加抗人 CD33-PE，阴性对照羊抗小鼠 IgG-
PE 标记，4 ℃避光染色 30 min，再经 PBS 洗 2 次，上

流式细胞仪( FAcscan，美国 BD) 。Cell quest 软件分

析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 和 Photoshop 软

件进行统计分析。数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用

单因素方差分析，两组生存分析采用 t 检验。

2 结果

2． 1 HL-60 白血病 SCID 小鼠模型 两种接种方

法都能够成功构建小鼠白血病模型。在 A 组，所有

小鼠在 16 d 内形成了肉眼可见的皮下肿瘤，平均成

瘤时间为( 12. 15 ± 3. 26 ) d; 所有小鼠在 66 d 内死

亡，平均生存时间为( 53. 24 ± 10. 33 ) d。在 B 组，6
只小鼠在 25 d 内形成了肉眼可见的腹腔肿瘤，平均

成瘤时间为 ( 19. 00 ± 5. 84 ) d; 这 6 只小鼠在 53 d
内全部死亡，平均生存时间为 ( 36. 87 ± 10. 22 ) d。
见 图1。另外2只没有形成腹腔肿瘤的小鼠没有死

亡。形态学检测发现 B 组小鼠肝脾肿大较 A 组小

图 1 两组小鼠的生存曲线

鼠明显。另外，B 组小鼠腹腔形成腹水，而 A 组没有

腹水形成。
2． 2 小鼠外周血和脏器中肿瘤浸润情况 接种细

胞后，每周取尾静脉血检测外周血白细胞数。在同

一时间，A、B 两组小鼠外周血白细胞数高于 C 组，

且 B 组小鼠白细胞数升高比 A 组快。从第 4 周开

始，B 组小鼠外周血白细胞数较 A、C 两组明显升

高，差异有统计学意义 ( F = 7． 53，P ＜ 0. 05 ) ，见表

1。流式检测结果显示两组小鼠外周血均有白血病

细胞浸润，但是比例较低，不超过 3%。A、B 两组小

鼠外周血中白血病细胞平均比例分别为 ( 1. 72 ±
1. 07) %和( 2. 65 ± 1. 36 ) %，见图 4。HE 和免疫组

织化学用于检测肝脾肿瘤浸润情况。B 组小鼠脏器

浸润比 A 组严重。B 组小鼠的肝脾都有大量白血病

细胞浸润并伴随着结构的严重破坏。在 A 组中，脾

有白血病细胞并伴随着结构的破坏，然而肝脏很少

能检测到白血病细胞浸润且几乎检测不到结构的破

坏，见图 2、3。另外，采用流式检测肝脾单细胞悬液

中 CD33 阳性的白血病细胞比例。A 组小鼠肝、脾

白血病 细 胞 比 例 为 ( 1. 83 ± 1. 15 ) % 和 ( 8. 54 ±
3. 79) %，B 组小鼠肝、脾白血病细胞比例为( 6. 93 ±
3. 15) %和( 12. 16 ± 4. 63 ) %，见图 4。流式结果进

一步证明了 B 组小鼠脏器浸润破坏较 A 组明显。

3 讨论

白血病是一类造血干细胞异常的克隆性恶性疾

病，克隆中的白血病细胞失去进一步分化成熟能力

而停滞在细胞发育的不同阶段［9］。近年来，尽管在

白血病治疗方面有了很大进步，但治疗效果及预后

并不理想［10］。探索新的、更加经济、有效的靶向治

疗方法是临床医学的迫切需要。新型治疗药物需要

在动物模型中验证其生物学效应。因此，需要建立

稳定的动物模型用于新型药物抗白血病研究。
本研究显示，两种接种方法均可成功构建 HL-

6 0小鼠白血病模型。皮下接种出现肉眼可见的瘤

表 1 3 组小鼠外周血中白细胞数( × 109 /L，珋x ± s)

组别
接种后时间( 周)

1 2 3 4 5 6 7 8
A 3． 26 ± 1． 65 3． 72 ± 2． 26 4． 13 ± 2． 64 4． 62 ± 2． 83 5． 82 ± 3． 65 9． 03 ± 4． 04 15． 42 ± 7． 65 20． 57 ± 9． 67
B 3． 63 ± 1． 46 4． 03 ± 1． 92 4． 68 ± 2． 39 8． 74 ± 3． 42＊△ 14． 79 ± 3． 96＊△ 19． 58 ± 5． 62＊△ － －
C 3． 15 ± 1． 72 3． 04 ± 2． 07 3． 16 ± 1． 98 3． 14 ± 1． 54 3． 27 ± 2． 13 3． 32 ± 1． 26 3． 51 ± 1． 67 3． 48 ± 2． 08

与 A 组比较: * P ＜ 0． 05; 与 C 组比较: △P ＜ 0． 05; 在第 7、8 周 B 组小鼠已经死亡
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图 2 各组小鼠肝脏 HE 和免疫组化染色结果 × 400

A: 皮下注射组; B: 腹腔注射组; C: 正常对照组; 1: HE 染色; 2: 免

疫组化( CD33 + ) 染色

图 3 各组小鼠脾 HE 和免疫组化染色结果 × 400

A: 皮下注射组; B: 腹腔注射组; C: 正常对照组; 1: HE 染色; 2: 免

疫组化( CD33 + ) 染色

图 4 各组小鼠外周血、肝和脾细胞悬液中白血病细胞比例
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体时间早于腹腔接种。A 组成瘤率为 100%，B 组成

瘤率为 75%。以下几个因素影响人白血病细胞成

功移植于小鼠体内。首先，移植成功率与人白血病

细胞的生物学特性和细胞 FAB 类型有关。用从小

鼠腹水中取出的白血病细胞接种有较高的移植成功

率。因为腹水中的白血病细胞已经适应了小鼠的体

内环境，易于其生长扩散。M2 和 M3 移植成功率比

其他细胞类型低。Ｒombouts et al［11］研究发现 M0 比

M2、M4 以及 M5 移植成功率高。其次，移植成功率

与 SCID 小鼠的特性有关。SCID 小鼠虽然有严重的

联合免疫缺陷，但体内仍有着自然杀伤细胞( NK) 细

胞、粒细胞以及单核细胞的活性。随着细胞周期的

延长，其他的免疫活性也会重建［12］。研究［13］显示

对于 ＞ 5 周龄的小鼠，必须经过预处理来克服或突

破剩余的免疫防御系统来提高移植成功率。给予

SCID 小鼠额外的生长刺激，包括 IL-3、IL-6 和粒细

胞巨噬细胞集落刺激因子等，能提高白血病细胞的

移植成功率。采取适当的方法去除 SCID 小鼠体内

的 NK 细胞也能够提高移植成功率。另外，白血病

细胞移植成功率与患者预后有关。研究［14］表明预

后较差患者的白血病细胞具有较高的移植成功率。
在存活时间方面，腹腔接种组小鼠存活时间较

皮下注射组短。两种接种途径均可引起小鼠外周血

白细胞升高，腹腔接种组外周血白细胞数上升速度

较皮下接种组快。从接种后第 4 周开始，两组之间

白细胞数目差异有统计学意义。这也能解释为什么

腹腔接种组小鼠生存时间比皮下接种组短。两组小

鼠外周血中都检测到白血病细胞，但是白血病细胞

的比率较低，不超过 3%，这与 Lord et al［15］研究结

果一致。另外，本研究结果显示腹腔接种组小鼠脏

器浸润较为严重。
总之，经皮下、腹腔两种途径接种 HL-60 细胞

均可成功构建小鼠白血病模型。皮下注射成瘤时间

短，存活时间长，可见明显的瘤结节; 皮下接种肿瘤

细胞具有操作简单、重复性好和易于观察等优点，因

而可通过观察和测量皮下肿瘤的体积大小和重量，

分析药物抗白血病疗效。腹腔注射成瘤时间长，存

活时间短; 利用腹腔接种的方法，可更好的了解白血

病细胞在脏器中的浸润和转移情况。当然，如果希

望充分的了解一种药物的疗效，最好同时采用两种

小鼠模型来检测其抗白血病作用。
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Biological features of the mouse HL-60 leukemia models constructed
by different inoculation methods
Shan Wulin，Zhang Chengfang，Ma Xiaoling，et al

( Dept of Laboratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract HL-60 cells were conventionally inoculated into each cyclophosphamide pretreated SCID mouse via sub-
cutaneous injections ( A group) ，intraperitoneal injections ( B group) ． Mice in C group were untreated and used as
the control group． Then the biological characteristics of mouse HL-60 leukemia models inoculated differently were
investigated． The results showed that both two inoculation methods were feasible for developing mouse leukemia
models． Compared to A group，the duration of tumor formation was longer and the survival time of mice was shorter
in B group． However，organs infiltration was more obvious in B group． There was statistically significant difference
in the number of leukocytes among the peripheral blood between A and B groups from the forth week． Leukemic
cells could also be found in peripheral blood in A and B groups，but the percent was low，not more than 3% ．
Key words acute myeloid leukemia; SCID; model; subcutaneous; intraperitoneal
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The possible mechanism of gastrodin precondition on attenuating reaction
of myocardial ischemia reperfusion injury in rats

Wei Kai，Wang Fei，Zhang Jin，et al
( Dept of Physiology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the possible mechanism of Gastrodin precondition on attenuating reaction of myo-
cardial ischemia reperfusion injury ( MIＲI) in rats． Methods Sixty SD rats were randomized into five groups such
as Sham group，MIＲI group and Gastrodin low-dose( 0. 1 g /kg) ，middle-dose ( 0. 2 g /kg) and high-dose ( 0. 4 g /
kg) groups． Then the rats mode of myocardial I /Ｒ injury were prepared by closing the left anterior descending cor-
onary artery for 30 mins and then releasing it for 2 hrs under anesthesia． The changes of tumor necrosis factor α
( TNF-α) and interleukin-6 ( IL-6) in blood serum and myocardial tissue were determined，and sareoplasmic retic-
ulum Ca2 + -ATP ( SEＲCA) was determined in myocardial tissue． Ｒesults Compared with MIＲI group，the TNF-α
and IL-6 of blood serum and myocardial tissue were lower ( P ＜ 0. 05) and the concentration of SEＲCA of myocar-
dial tissue was higher ( P ＜ 0. 01 ) in Gastrodin group of middle and high concentrations． Conclusion Gastrodin
preconditioning can attenuate myocardium ischemia reperfusion injury in rats which maybe related to its anti-inflam-
mation function and its increase of SEＲCA．
Key words Gastrodin; ischemia and reperfusion injury; tumor necrosis factor; interleukin-6; sareoplasmic reticu-
lum Ca2 + -ATP
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