
胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是成人最常

见且致死率最高的原发性中枢神经系统肿瘤。目前，

治疗GBM最有效的方法是手术切除辅以放化疗。几

十年来，虽然手术技巧和放化疗策略都有了长足的发

展，但是GBM病死率没有显著改变，仅仅约 17%的

GBM生存期大于2年［1］。GBM的异质性［2-3］和血脑屏

障使很多化疗药物和免疫治疗不能对其有效治疗。

为了更简便快捷地找到治疗GBM的最佳策略，需要

临床前研究对GBM的放化疗敏感性进行有效评估。

针对GBM患者治疗效果的临床前研究的关键

是建立反映患者疾病的适当动物模型，而传统胶质

瘤模型对这些临床前研究是巨大的挑战。长时间

多次传代的肿瘤细胞系，由于克隆筛选而失去肿瘤

异质性［4］，而转基因小鼠模型常常不能复制人肿瘤
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［摘 要］ 目的：探讨患者来源的异种移植（patient derived xenograft，PDX）胶质母细胞瘤模型的建立方法，为临床和生物学研

究提供重要的理论依据和技术支持。方法：收集胶质母细胞瘤组织，建立皮下肿瘤模型，待皮下肿瘤生长取出肿瘤，分散肿瘤

细胞并种于小鼠颅内。HE染色比较原发肿瘤组织与PDX肿瘤形态学特点，免疫组织化学染色方法检测Ki⁃67的表达，比较肿

瘤增殖能力。结果：成功建立人脑胶质母细胞PDX模型，原发肿瘤和PDX肿瘤形态学特点相似，PDX肿瘤保留了原发肿瘤的

增殖能力。结论：通过建立PDX模型，可以将PDX作为胶质母细胞瘤患者个体化治疗的重要临床前研究工具。
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［Abstract］ Objective：To establish a method of patient derived xenograft（PDX）of human glioblastoma multiforme（GBM）for
preclinical and biological research. Methods：GBM samples were freshly collected and planted subcutaneously. After the establishment
of subcutaneous xenograft，tumor was taken out，dispersed and injected to the mice brain. HE staining was used to compare the
morphological characteristics between primary tumor and PDX tumor，and Ki⁃67 was detected by immunohistochemistry to compare
their proliferation activity. Results：We successfully established the PDX model，and found that the morphological characteristics of
PDX by HE staining were similar with primary tumor，PDX remained the proliferation activity of primary tumor. Conclusion：The
establishment of PDX model enabled us as preclinical tool for personalized treatment of GBM patients.
［Key words］ glioblastoma multiforme；PDX；personalized treatment；preclinical research

［Acta Univ Med Nanjing，2018，38（01）：0011⁃0013］

［基金项目］ 国家重点研究和发展项目（2016YFC0902502）；国
家自然科学基金（81772667）；天津市科委（15ZXJZSY00040）；河
北省临床医学人才和基础研究项目培训（361007）
∗通信作者（Corresponding auther），E⁃mail：jianningzhang@hot⁃
mail.com

南京医科大学学报（自然科学版）
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING（Natural Science）

第38卷第1期
2018年1月 ·· 11



南 京 医 科 大 学 学 报
第38卷第1期
2018年1月

恶性度的关键方面，因此均不适合在临床前研究中作

为预测药物反应的模型。近些年来，患者来源的异种

移植（patient derived xenograft，PDX）模型已经成为生

物学研究的重要工具，并且将对癌症患者的治疗提供

更个体化的途径。PDX模型是指将患者的新鲜肿瘤

组织直接接种至免疫缺陷小鼠体内，以模拟肿瘤在患

者体内生长的过程。有研究使用比较基因组杂交显

示患者的GBM和PDX有很大的相似性［5］。到目前为

止，已有很多研究显示，使用PDX模型在药物治疗上

已经取得良好作用［6-7］，也能运用于影像学诊断［8］。

但 PDX 模型仍存在构建时间过长、构建成功率

不稳定、成瘤率低、成本高等局限性，限制了其进一

步应用。本实验首先使用新鲜人胶质母细胞瘤组

织通过皮下成瘤增加PDX的成功率，然后再传代进

行原位PDX模型的建立。探讨人脑胶质瘤PDX模

型行之有效的技术方法，为胶质瘤的个体化治疗提

供重要途径。

1 材料和方法

1.1 材料

胶质母细胞瘤组织取自河北大学附属医院。

经过当地伦理委员会批准和患者、家属的知情同

意。DMEM培养液（Gibco公司，美国）；免疫组化试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，抗Ki⁃67
抗体购自美国Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 PDX模型建立

新鲜肿瘤组织取下后直接泡在预冷的无血清

DMEM培养液中，立即在实验室超净台中用PBS清
洗 3遍，在无血清培养基中将肿瘤用组织剪剪成

1 mm3大小，离心收集肿瘤组织。预先将5周大雌性

BALB/C裸鼠用10%水合氯醛麻醉，在腋窝或腹股沟

切约1.0~1.5 cm切口，用血管钳分离皮下形成囊腔，

种入0.4 mL肿瘤组织，缝合伤口。每个肿瘤标本可

种5只左右小鼠，确保PDX种植成功。

待皮下肿瘤生长达1.5 cm3，在无菌条件下取出

肿瘤组织，将肿瘤切成 0.5 mm3大小碎块。加入含

EDTA的胰蛋白酶37℃酶解1~2 h。收集细胞，并将

细胞分散在含25 mmol/L葡萄糖的PBS中。5×105个

细胞颅内注射建立原位PDX模型。

1.2.2 免疫组织化学分析

采用HE染色观察原发肿瘤和PDX肿瘤形态学

异同，采用免疫组化 SP法检测Ki⁃67表达比较肿瘤

和PDX的增殖特点。

2 结 果

2.1 PDX 建模情况

由于PDX成瘤率较低，尤其直接原位成瘤的成

功率更低，因此我们首先采用皮下肿瘤模型（图

1A）。约4周后可见皮下肿瘤生长，待肿瘤生长至约

1.5 cm3时无菌条件下取出肿瘤，分散肿瘤细胞并种

于小鼠颅内（图1B）。

2.2 患者原发肿瘤和PDX肿瘤的组织学比较

HE染色结果示，患者原发肿瘤和 PDX肿瘤形

态学特点相似（图 2），PDX肿瘤保留了原发肿瘤

的形态学特点；免疫组织化学比较 Ki⁃67 的表达

（图 3），发现肿瘤组织的异质性和增殖能力大致

相同。

A：皮下肿瘤模型；B：颅内原位肿瘤模型。

图1 PDX模型建立

Figure 1 The estabishment of PDX model

BA

图2 术后肿瘤和PDX肿瘤HE染色比较（标尺：50 μm）
Figure 2 Comparison of HE staining between primary tu⁃

mor and PDX tumor（bar：50 μm）

术后肿瘤组织 PDX肿瘤组织

图3 术后肿瘤和PDX肿瘤Ki⁃67表达比较（标尺：50 μm）
Figure 3 Comparison of Ki⁃67 expression between prima⁃

ry tumor and PDX tumor（bar：50 μm）

术后肿瘤组织 PDX肿瘤组织
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3 讨 论

近些年来，PDX动物模型已经成为转化医学研

究的重要工具，为患者个体化治疗的研究提供可

能。与传统的肿瘤模型相比，PDX尽量多地保留了患

者原发肿瘤的生理、生化和肿瘤学等方面的特征，是

目前最理想的研究患者个体化治疗的肿瘤模型。然

而，PDX动物模型目前尚存不足。高级别胶质瘤中，

特别是胶质母细胞瘤如此难治疗，主要原因是肿瘤异

质性使肿瘤对于化疗药抵抗。而因为这种异质性使

胶质瘤不管培养原代细胞或是PDX模型都可能存在

不能完全复原颅内肿瘤的问题。血脑屏障是目前化

疗治疗的另一个障碍，使用PDX模型重建血脑屏障

也是一大难题，并且PDX不适合研究抗PD⁃1或CTLA
⁃4抗体的免疫治疗，因为建立PDX的小鼠是缺乏细

胞毒性T淋巴细胞的免疫缺陷小鼠［9］。因此，完美复

原人胶质瘤的临床前模型并不存在。然而，PDX模型

仍然能够模拟大多数的人脑肿瘤特征，为生物学研

究、药物开发和对患者的个体化治疗提供帮助。

直接将肿瘤组织剪碎种于小鼠颅内不能成功

建立颅内 PDX模型［10］。因此，我们使用两步法建

模。第一步，使用刚切下来的新鲜肿瘤组织尽快种

于裸鼠皮下，以保证肿瘤细胞的活性；第二步，将建

立好的PDX肿瘤细胞通过剪碎，分散成肿瘤细胞，

然后再原位种入裸鼠颅内。第一代 PDX建模成功

后，以后几代成瘤时间明显缩短，且成功率几乎是

100%［11］。我们的实验也显示，在第一代皮下PDX建

模成功后，从第一代肿瘤传代的原位肿瘤成功率为

100%。这可能与第一代肿瘤形成过程中对部分肿瘤

细胞进行筛选，使得优势细胞得以生存，而正是这部

分优势细胞能够在以后的建模中更好地生长。

为了增加PDX模型的成功率，我们认为，胶质瘤

级别是一个重要因素，级别越高，其建模成功率也越

大。为维持细胞活性，肿瘤组织应置于冰上保存并尽

快种植，超过2 h成瘤率将大大减低［12］。在裸鼠选择

上，裸鼠免疫力越低，越容易建模成功。研究表明，多

重免疫缺陷的NOD/SCID/γcnull免疫缺陷小鼠是目

前最成功的PDX受体动物，成功率可达95%［13］。

PDX是目前最能重现颅内胶质瘤特征的模型，

能很大程度代表原始肿瘤运用于生物学研究和患

者个体化治疗等方面。今后可通过不断改进，使

PDX更完善，以达到最大程度地与原始肿瘤一致。
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