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(54)发明名称

一种制作裸鼠移植瘤模型的方法

(57)摘要

本发明涉及动物模型制作技术领域，特别是

涉及一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，包括如下

步骤：选择4～6周龄的裸鼠，在无菌条件下向其

接种肿瘤细胞，其中肿瘤细胞的接种量为(0.1～

2)x107/200ul/只；种瘤后采用免疫抑制剂加速

瘤体生长，其中免疫抑制剂的添加量为(1～2)

mg/天/只；继续培养至少5天，即得裸鼠移植瘤模

型。本发明解决现有技术中裸鼠移植瘤模型的成

瘤成功率较低的问题。本发明的裸鼠移植瘤模型

通过多个过程控制，既能拓宽接种种瘤的类型范

围，也能提高接种瘤体的成功率。
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1.一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，其特征在于，包括如下步骤：

选择4～6周龄的裸鼠，在无菌条件下向其接种结肠癌细胞，其中结肠癌细胞的接种量

为(0.1～2)x107/200ul/只；其中，所述裸鼠的接种部位为背部、腋下、颈部中的至少一种；

所述裸鼠接种过程中，进针后注射点与进针点的距离为0.8～1.2cm；

种瘤后采用环磷酰胺加速瘤体生长，环磷酰胺共注射两天，其中环磷酰胺的添加量为

(1～2)mg/天/只；

继续培养至少5天得裸鼠移植瘤模型，裸鼠移植瘤模型中肿瘤的瘤体积≤2000mm3。

2.根据权利要求1所述的制作裸鼠移植瘤模型的方法，其特征在于：所述结肠癌细胞的

接种量为1x107/200ul/只。

3.根据权利要求2所述的制作裸鼠移植瘤模型的方法，其特征在于：所述结肠癌细胞在

接种前进行如下处理：将结肠癌细胞与matrigel基底胶按照1：(0.8～1.2)的体积比混匀。

4.根据权利要求3所述的制作裸鼠移植瘤模型的方法，其特征在于：所述结肠癌细胞与

matrigel基底胶的体积比为1：(0.95～1.05)，所述结肠癌细胞与matrigel基底胶的混合温

度为‑2～4℃。

5.根据权利要求1所述的制作裸鼠移植瘤模型的方法，其特征在于：所述环磷酰胺的添

加量为(1.8～2.2)mg/天/只。
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一种制作裸鼠移植瘤模型的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及动物模型制作技术领域，特别是涉及一种制作裸鼠移植瘤模型的方

法。

背景技术

[0002] 裸鼠由于其特殊的体质，可作为研究不同药物介导的裸鼠移植瘤模型，在科学研

究中起着重要的作用。裸鼠一般包括裸小鼠和裸大鼠。裸小鼠的抵抗力差，易在SPF环境下

可生存，所用的笼具、垫料、饲料、饮水患病毒性肝炎和肺炎，因而饲养和繁殖要求条件比较

严格，等都要求经过严密灭菌消毒并采用隔离器饲养，以保证长期存活并进行繁殖。裸大鼠

的一般特征似裸小鼠，但躯干部仍有稀少被毛并非象裸小鼠那样完全无毛，头部及四肢毛

更多；裸大鼠易患呼吸道疾病。

[0003] 在现有技术中，裸鼠移植瘤模型在制作过程中容易出现种瘤不成功、裸鼠不耐受

等问题，导致成瘤成功率较低。

发明内容

[0004] 鉴于以上所述现有技术的缺点，本发明的目的在于提供一种制作裸鼠移植瘤模型

的方法，用于解决现有技术中裸鼠移植瘤模型的成瘤成功率较低的问题。本发明的裸鼠移

植瘤模型通过多个过程控制，既能拓宽接种种瘤的类型范围，也能提高接种瘤体的成功率。

[0005] 为实现上述目的及其他相关目的，

[0006] 本发明提供一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，包括如下步骤：

[0007] 步骤一、选择4～6周龄的裸鼠，在无菌条件下向其接种肿瘤细胞，其中肿瘤细胞的

接种量为(0.1～2)x107/200ul/只；

[0008] 步骤二、种瘤后采用免疫抑制剂加速瘤体生长，其中免疫抑制剂的添加量为(1～

2)mg/  天/只；

[0009] 步骤三、继续培养至少5天，即得裸鼠移植瘤模型。

[0010] 上述裸鼠移植瘤模型在制作过程中，首先选用4～6周龄的裸鼠，在此年龄段的裸

鼠具有一定的免疫力，避免接种后出现裸鼠不耐受导致其过早死亡的问题。且，在此年龄段

的裸鼠的免疫力并不够强，不会影响肿瘤细胞的成瘤过程，更利于成功种瘤。此外，在此年

龄段的裸鼠也能适应种瘤实验周期，保证在实验周期内肿瘤的瘤体积不大于2000mm3。

[0011] 裸鼠移植瘤模型在制作过程中控制肿瘤细胞的接种量，避免出现肿瘤生长速度过

快或过慢的情况，更利于观察研究裸鼠的种瘤情况。此外，在种瘤后添加免疫抑制剂，可以

避免裸鼠排异，加速瘤体在裸鼠体内的生长。

[0012] 一般而言，由于裸鼠没有胸腺，免疫力差，因此应尽可能的保证实验全程处于无菌

条件下进行。此外，注射前应注意注射部位的消毒，以避免造成感染，导致不能成瘤。

[0013] 一般而言，在保证细胞数量充足的条件下，尽可能的选择复苏后3‑5代长势良好的

细胞进行收集与注射。且，准备进行注射的细胞应使用无血清培养基或PBS进行重悬，且保
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证细胞充分混匀，以避免造成药物处理前生长的肿瘤体积差异过于明显。此外，细胞收集后

应置于4℃环境中或冰面上以维持细胞低代谢状态。

[0014] 于本发明的一实施例中，所述裸鼠的接种部位为背部、腋下、颈部中的至少一种。

接种部位一般选择血管较密集的部位进行注射，如腋窝下(不要注射到腋窝深部，以腋窝中

部外侧皮下最佳)、颈背部等，但值得注意的是应保证所选择的注射部位在成瘤后不妨碍裸

鼠进行正常饮食与其它活动。

[0015] 此外，由裸鼠体侧腰部稍靠上的部位进针时，要保证与接种点的距离小于针头的

长度，向头部方穿行，此过程不能刺破皮肤或者刺破肌肉层，接种最好在1小时之内完成。

[0016] 于本发明的一实施例中，所述裸鼠接种过程中，进针后注射点与进针点的距离为

0.8～1.2  cm。控制注射点与进针点的距离是为了避免造成液体外流，到达注射点后可轻轻

晃动注射器，以保证注射在皮下进行；注射过程应保证连贯与缓慢，注意避免气泡产生；注

射后应缓慢退出针头，以避免针头退出过程中造成液体外流。

[0017] 于本发明的一实施例中，所述肿瘤细胞包括第一肿瘤细胞、第二肿瘤细胞；

[0018] 所述第一肿瘤细胞包括肝癌细胞、喉癌细胞、大细胞肺癌细胞、表皮癌细胞、卵巢

癌细胞、乳腺癌细胞、人黑色素瘤细胞、人胃肿瘤细胞、人口腔表皮样癌细胞中的至少一种；

[0019] 所述第二肿瘤细胞包括鼻咽癌细胞、肺癌细胞、肺腺癌细胞、结肠癌细胞、肝癌细

胞、乳腺癌细胞、人神经母细胞瘤细胞、人胶质瘤细胞、人胃癌细胞、人前列腺癌细胞中的至

少一种。

[0020] 于本发明的一实施例中，所述第一肿瘤细胞的接种量为1x106/200ul/只；所述第

二肿瘤细胞的接种量为2x107/200ul/只。

[0021] 由于第一肿瘤细胞属于常规较容易成瘤的细胞，因此其细胞接种量较少，避免肿

瘤细胞过快生长。第二肿瘤细胞属于较难成瘤的细胞，因此其细胞接种量明显较高，可以提

高种瘤成功率。

[0022] 于本发明的一实施例中，所述第二肿瘤细胞在接种前进行如下处理：将第二肿瘤

细胞与matrigel基底胶按照1：(0.8～1.2)的体积比混匀。

[0023] 于本发明的一实施例中，所述第二肿瘤细胞与matrigel基底胶的体积比为1：

(0.95～1.05)，所述第二肿瘤细胞与matrigel基底胶的混合温度为‑2～4℃。matrigel基底

胶能够在裸鼠体内为肿瘤细胞提供充足的营养，更利于第二肿瘤细胞在裸鼠体内成瘤。但

值得注意的是，由于  matrigel基底胶于室温下容易凝固，因此，在接种过程中，请保证将混

匀的细胞置于低温环境  (冰面)以避免matrigel基底胶过早的凝固。

[0024] 于本发明的一实施例中，所述免疫抑制剂为环磷酰胺。

[0025] 于本发明的一实施例中，所述环磷酰胺的添加量为(1 .8～2.2)mg/天/只。一般而

言，环磷酰胺只需使用两天，一般选择注射。

[0026] 于本发明的一实施例中，所述裸鼠移植瘤模型中肿瘤的瘤体积≤2000mm3。

[0027] 皮下接种的细胞一般会在1～2周内成瘤，一般不会超过1个月。这个过程中，需要

密切观察动物的体重与状态进行判断。

[0028] 如果细胞在接种后超过预期的观察时间仍未成瘤，需要从以下方面排查原因：

[0029] 1、细胞活力：细胞活力是影响肿瘤形成的重要原因，活力不够，是不能成瘤的。因

此细胞消化下来PBS清洗后要尽快接种。
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[0030] 2、动物选择：选择的裸鼠周龄不宜过大，否则也会增大成瘤难度。

[0031] 3、饲养环境：环境影响着动物状态，状态差的鼠容易发生死亡，不易成瘤，因此裸

鼠要饲养在SPF级环境中。

[0032] 如上所述，本发明的一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，具有以下有益效果：

[0033] 1、上述裸鼠移植瘤模型在制作过程中，首先选用4～6周龄的裸鼠，在此年龄段的

裸鼠具有一定的免疫力，避免接种后出现裸鼠不耐受导致其过早死亡的问题。且，在此年龄

段的裸鼠的免疫力并不够强，不会影响肿瘤细胞的成瘤过程，更利于成功种瘤。此外，在此

年龄段的裸鼠也能适应种瘤实验周期，保证在实验周期内肿瘤的瘤体积不大于2000mm3。

[0034] 2、裸鼠移植瘤模型在制作过程中控制肿瘤细胞的接种量，避免出现肿瘤生长速度

过快或过慢的情况，更利于观察研究裸鼠的种瘤情况。此外，在种瘤后添加免疫抑制剂，可

以避免裸鼠排异，加速瘤体在裸鼠体内的生长。

[0035] 3、上述裸鼠移植瘤模型通过多个过程控制，既能拓宽接种种瘤的类型范围，也能

提高接种瘤体的成功率。

附图说明

[0036] 图1为实施例1的裸鼠卵巢癌移植瘤模型。

[0037] 图2为实施例2的裸鼠肝癌移植瘤模型。

[0038] 图3为实施例3的裸鼠人结肠癌移植瘤模型。

[0039] 图4为实施例1～3的肿瘤生长曲线。

[0040] 图5为实施例1的裸鼠卵巢癌移植瘤模型的瘤体切片显微图。

[0041] 图6为实施例2的裸鼠肝癌移植瘤模型的瘤体切片显微图。

[0042] 图7为实施例3的裸鼠人结肠癌移植瘤模型的瘤体切片显微图。

具体实施方式

[0043] 以下由特定的具体实施例说明本发明的实施方式，熟悉此技术的人士可由本说明

书所揭露的内容轻易地了解本发明的其他优点及功效。

[0044] 实施例1

[0045] 一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，包括如下步骤：

[0046] S1、选取接种所需的卵巢癌细胞：

[0047] S11、在保证细胞数量充足的条件下，选择复苏后3‑5代长势良好的细胞进行收集

与接种；

[0048] S12、待接种的卵巢癌细胞使用无血清培养基或PBS进行重悬，且保证细胞充分混

匀，以避免造成药物处理前生长的肿瘤体积差异过于明显；

[0049] S13、细胞收集后应置于4℃环境中或冰面上以维持细胞低代谢状态；

[0050] S2、种瘤细胞接种：选择4～6周龄的裸小鼠10只，在无菌条件下向其背部接种卵巢

癌细胞，其中卵巢癌细胞的接种量为1x106/200ul/只；在接种过程中，接种时由裸小鼠体侧

腰部稍靠上的部位进针，要保证与接种点的距离小于针头的长度，接种最好在1小时之内完

成；进针后应保证注射点与进针点相距1cm左右，避免造成液体外流；

[0051] S3、瘤体生长：种瘤后采用环磷酰胺加速瘤体生长，环磷酰胺的添加量为2mg/天/
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只，环磷酰胺共注射两天；

[0052] S4、瘤体记录：种瘤成功后，瘤体瘤径达到约5mm或瘤体积达到约50mm3时即可开始

进行监测，常规采用隔天测量肿瘤，在瘤体积接近2000mm3时应及时进行取材处理，最后再

汇集数据绘制肿瘤生长曲线，具体如图4所示。

[0053] 上述卵巢癌细胞的成瘤时间为5～7天，成瘤率为100％。裸鼠卵巢癌移植瘤模型如

图1  所示。将此裸鼠卵巢癌移植瘤模型的瘤体切片观察，具体如图5所示，图5中可以看出瘤

体内细胞即为人卵巢癌SKOV3细胞。

[0054] 值得注意的是，并非所有瘤体均为规则的球状体，因此，只要保证肿瘤组织的瘤体

积大致相等，即可用于后续监测。

[0055] 实施例2

[0056] 一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，包括如下步骤：

[0057] S1、选取接种所需的肝癌细胞：

[0058] S11、在保证细胞数量充足的条件下，选择复苏后3‑5代长势良好的细胞进行收集

与接种；

[0059] S12、待接种的肝癌细胞使用无血清培养基或PBS进行重悬，且保证细胞充分混匀，

以避免造成药物处理前生长的肿瘤体积差异过于明显；

[0060] S13、细胞收集后应置于4℃环境中或冰面上以维持细胞低代谢状态；

[0061] S2、种瘤细胞接种：选择4～6周龄的裸小鼠10只，在无菌条件下向其腋下接种肝癌

细胞，其中肝癌细胞的接种量为1x106/200ul/只；在接种过程中，接种时由裸小鼠体侧腰部

稍靠上的部位进针，要保证与接种点的距离小于针头的长度，接种最好在1小时之内完成；

进针后应保证注射点与进针点相距1cm左右，避免造成液体外流；

[0062] S3、瘤体生长：种瘤后采用环磷酰胺加速瘤体生长，环磷酰胺的添加量为2mg/天/

只，环磷酰胺共注射两天；

[0063] S4、瘤体记录：种瘤成功后，瘤体瘤径达到约5mm或瘤体积达到约50mm3时即可开始

进行监测，常规采用隔天测量肿瘤，在瘤体积接近2000mm3时应及时进行取材处理，最后再

汇集数据绘制肿瘤生长曲线，具体如图4所示。

[0064] 上述肝癌细胞的成瘤时间为7‑10天，成瘤率为100％。裸鼠肝癌移植瘤模型如图2

所示。将此裸鼠肝癌移植瘤模型的瘤体切片观察，具体如图6所示，图6中可以看出瘤体内细

胞即为人肝癌细胞Hep  G2。

[0065] 实施例3

[0066] 一种制作裸鼠移植瘤模型的方法，包括如下步骤：

[0067] S1、选取接种所需的人结肠癌细胞：

[0068] S11、在保证细胞数量充足的条件下，选择复苏后3‑5代长势良好的细胞进行收集

与接种；

[0069] S12、待接种的人结肠癌细胞使用无血清培养基或PBS进行重悬，且保证细胞充分

混匀，以避免造成药物处理前生长的肿瘤体积差异过于明显；

[0070] S13、将人结肠癌细胞与matrigel基底胶按照体积比为1：(0.95～1.05)混匀，所述

人结肠癌细胞与matrigel基底胶的混合温度为‑2～4℃；

[0071] S13、细胞收集后应置于4℃环境中或冰面上以维持细胞低代谢状态；
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[0072] S2、种瘤细胞接种：选择4～6周龄的裸小鼠10只，在无菌条件下向其腋下接种人结

肠癌细胞，其中人结肠癌细胞的接种量为1x106/200ul/只；在接种过程中，接种时由裸小鼠

体侧腰部稍靠上的部位进针，要保证与接种点的距离小于针头的长度，接种最好在1小时之

内完成；进针后应保证注射点与进针点相距1cm左右，避免造成液体外流；

[0073] S3、瘤体生长：种瘤后采用环磷酰胺加速瘤体生长，环磷酰胺的添加量为2mg/天/

只，环磷酰胺共注射两天；

[0074] S4、瘤体记录：种瘤成功后，瘤体瘤径达到约5mm或瘤体积达到约50mm3时即可开始

进行监测，常规采用隔天测量肿瘤，在瘤体积接近2000mm3时应及时进行取材处理，最后再

汇集数据绘制肿瘤生长曲线，具体如图4所示。

[0075] 上述人结肠癌细胞的成瘤时间为7‑14天，成瘤率为70％。裸鼠人结肠癌移植瘤模

型如图3所示。将此裸鼠人结肠癌移植瘤模型的瘤体切片观察，具体如图7所示，图7中可以

看出瘤体内细胞即为人结肠癌细胞HT‑29。

[0076] 综上所述，本发明的裸鼠移植瘤模型通过多个过程控制，既能拓宽接种种瘤类型

的范围，也能提高接种瘤体的成功率。所以，本发明有效克服了现有技术中的种种缺点而具

高度产业利用价值。

[0077] 上述实施例仅例示性说明本发明的原理及其功效，而非用于限制本发明。任何熟

悉此技术的人士皆可在不违背本发明的精神及范畴下，对上述实施例进行修饰或改变。因

此，举凡所属技术领域中具有通常知识者在未脱离本发明所揭示的精神与技术思想下所完

成的一切等效修饰或改变，仍应由本发明的权利要求所涵盖。

说　明　书 5/5 页

7

CN 115299405 B

7



图1

图2

图3

说　明　书　附　图 1/3 页

8

CN 115299405 B

8



图4
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图6
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