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摘要

目的:通过玻璃体注射经荧光标记的 Ｙ７９ 细胞建立视网
膜母细胞瘤 ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠模型ꎬ并以视网膜母细胞瘤
常用化疗药物 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 治疗组作为阳性对照ꎬ通过荧光
成像技术验证ꎬ以期为视网膜母细胞瘤治疗靶点或药物的
非临床药效评价提供参考ꎮ
方法:ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠玻璃体内注射 ＧＦＰ 转染 Ｙ７９ 细胞

(１.０×１０７ ｃｅｌｌ / ｍＬꎬ３ μＬ)造模ꎬ造模 ２７ ｄ 根据活体成像荧
光值随机分为模型对照组和不同剂量 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 组(１、３、
１０ μｇ / ｅｙｅ 组)ꎬ玻璃体单次给药ꎬ每天观察眼部症状ꎻ于造
模后 １２、２０、２９、３５、４２、４８、５５、７６、８３ ｄ 对造模眼 / 给药眼进
行裂隙灯检查ꎬ造模 １２、２０、２７、４１、４８、５５、６２、６９、７６、８３ ｄ
行活体成像检查ꎻ末次处理摘取眼球、大脑和小脑组织进
行组织病理学检查ꎮ
结果:造模 ６ ｄ 开始ꎬ动物眼内可见云状物质ꎬ模型对照组
小鼠眼云状物后期占据整个眼球ꎬ并伴有血管不规则生
长ꎻ造模 ２７ ｄ 后动物眼均检测到荧光值ꎬ随造模时间延
长ꎬ荧光值持续增加ꎬ造模 ６９－８３ ｄꎬ肿瘤荧光值达峰值ꎮ
组织学检查见模型对照组眼内瘤细胞重度增殖ꎬ１ 例模型
动物大脑可见肿瘤细胞ꎮ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ / ｅｙｅ 组在给药
后１７ ｄ荧光值显著降低ꎻＭｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ 组给药后 ５９ ｄ
荧光值显著抑制ꎬＭｅｌｐｈａｌａｎ 组动物脑组织均未见肿瘤
细胞ꎮ
结论: ＢＡＬＢ / ｃ － ｎｕ 小鼠玻璃体注射 Ｙ７９ / ｐＣＤＨ － ＬＵＣ －
ｃｏｐＧＦＰ 细胞后ꎬ可观测到明显眼部病变及肿瘤细胞在眼
部的增殖ꎮ 同时ꎬＭｅｌｐｈａｌａｎ 干预后肿瘤细胞显著抑制ꎬ且
呈剂量依赖性ꎬ表明视网膜母细胞瘤小鼠模型构建成功ꎮ
关键词:ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠ꎻ视网膜母细胞瘤ꎻＹ７９ 细胞ꎻ活
体成像ꎻ荧光成像技术
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ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｆｔｅｒ ６９－
８３ ｄａｙｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｓｅｖｅｒｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ
ｏｆ １ ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌ. Ｉｎ ｔｈｅ １０ μｇ / ｅｙｅ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ １７ ｄ
ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ
３ μｇ / ｅｙｅ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｔ ５９
ｄ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ. Ｎｏ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ａｌｌ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ｇｒｏｕｐｓ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ａｆｔｅｒ ｖｉｔｒｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｙ７９ / ｐＣＤＨ －
ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ ｍｉｃｅꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｏｃｕｌａｒ
ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｙｅｓ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ＢＡＬＢ / ｃ － ｎｕ ｍｉｃｅꎻ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ Ｙ７９
ｃｅｌｌｓꎻ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇꎻ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｄａｉ ＣＬꎬ Ｙａｎｇ Ｗꎬ Ｗａｎｇ ＬＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ )ꎬ ２０２５ꎬ ２５ ( ５):
７０６－７１３.

０引言
视网膜母细胞瘤( ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎬＲＢ)是婴幼儿时期

最常见的眼内恶性肿瘤类型之一ꎬ由 ＲＢ１ 基因突变引起ꎬ
在世界范围内平均每 １５ ０００－２０ ０００ 婴幼儿中有 １ 例会发
生 ＲＢꎬ大多数患者在 ２ ａ 内死于颅内扩展和转移ꎬ死亡率
接近 １００％ [１－２]ꎮ ＲＢ 临床分期一般为眼内期、青光眼期、
眼外期、全身转移期ꎬ常表现为斜视、眼痛、红眼、角膜混
浊、前房出血和青光眼ꎬ最终丧失眼球结构ꎮ 临床前眼科
药理学转化模型的建立ꎬ有助于了解眼病的病因、病理和
进化ꎬ并应用于评价新的眼科药物ꎮ 目前用于构建 ＲＢ 模
型的动物种属包含小鼠、大鼠、兔、非洲爪蟾、斑马鱼等ꎬ其
中小鼠模型应用最多[３－５]ꎮ 小鼠 ＲＢ 模型有转基因动物模
型、基因敲除动物模型、新生小鼠异种移植模型及裸鼠异
种移植模型等ꎮ 已有报道的转基因模型如 Ｔ 抗原 ＲＢ 模
型[６]、ＬＨＢＥＴＡＴＡＧ ＲＢ 小鼠模型[７] 操作复杂ꎬ成本较高且
无法表现出人类 ＲＢ 的局灶性和克隆性ꎮ 基因敲除模型
则存在调控机制复杂且肿瘤特异性较低的缺点ꎮ 目前大
多数研究采用将人类 ＲＢ 细胞植入免疫缺陷动物眼睛构
建异种移植模型ꎬＹ７９ 细胞株来源于 １ 例 ２.５ 岁且伴有 ＲＢ
家族史的女性患儿ꎬ在免疫缺陷小鼠玻璃体内注射 Ｙ７９
细胞后ꎬ形成的 ＲＢ 具有侵袭性和转移潜力ꎬ与人类肿瘤
非常相似ꎬ广泛用于临床前的药效研究ꎮ

２０１６ 年 Ｔｓｃｈｕｌａｋｏｗ 等[８]在前人的研究基础上建立了
Ｙ７９ 细胞诱导的 ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠 ＲＢ 模型ꎬ通过扫描激光
眼科检查(ＳＬＯ)、光学相干断层扫描(ＯＣＴ)和组织学分析
了肿瘤的发病率、生长速度及超微结构水平ꎮ 研究根据肿
瘤进展情况将 ＲＢ 分为 ０ 期、Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期ꎮ ＳＬＯ / ＯＣＴ
可分析在早期肿瘤或无肿瘤的 ０ 期眼睛ꎬ而对于处在肿
瘤生长Ⅰ－Ⅲ期的眼睛ꎬ由于肿瘤覆盖眼底ꎬＳＬＯ / ＯＣＴ 难
以进行扫描分析ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[９]采用 Ｆｌｕｃ 和 ＧＦＰ 同时标记
的 ＷＥＲＩ－Ｒｂ－１ 细胞制备 ＲＢ 模型ꎬ使用荧光活体成像
技术评价药物处理 ３０ ｄ 的有效性ꎬ其观测的周期较短ꎬ
未充分体现模型的整个发展周期ꎬ且其使用的造模细胞
不具有侵入性和转移性ꎬ与人类疾病特征存在差异ꎮ 因
此ꎬ迫切需要为 ＲＢ 治疗药物的开发提供一种合适的模
型工具ꎮ

随着成像技术的发展ꎬ非侵入性成像技术因其易操
作、低成本等特性已成为眼科临床诊断的关键技术工具ꎬ
包括光学相干断层成像技术、生物标记的活体成像技术
等[１０－１１]ꎮ 在这些技术中ꎬ基于体内生物发光成像已成为
研究小型动物实验广泛使用的工具[１２－１３]ꎬ具有简单和实
时监测等明显优势ꎬ尤其适用于肿瘤组织动态观测ꎬ且不
会对动物造成明显伤害ꎬ减少评价所需的动物数量ꎮ 本研
究以 ＢＡＬＢ / ｃ － ｎｕ 小鼠为研究对象ꎬ采用 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 和
ＣｏｐＧＦＰ 同标记的 Ｙ７９ 建立 ＲＢ 小鼠模型ꎬ活体荧光成像
技术实时定量监测模型进展ꎬ同时ꎬ应用不同剂量的
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 考察荧光成像技术用于药效评价的可行性ꎮ 临
床前眼科药理学转化模型的建立ꎬ有助于了解眼病的病
因、病理和进展ꎬ用于新的眼科药物的研发ꎬ从而促进研究
成果转化为临床实践ꎬ推进 ＲＢ 疾病的科学发展ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ / ｃ －ｎｕ 小鼠 １２ 只ꎬ雌性ꎬ
４－５周龄ꎬ体质量 １４－１６ ｇꎬ购自湖南斯莱克景达实验动物
有限公司ꎮ 实验环境:广东莱恩医药研究院有限公司屏障
环境动物房[ＳＹＸＫ(粤)２０２２－０１４６]ꎮ 动物自由摄食、饮水ꎬ
动物房环境温度控制在 ２０－２６ ℃ꎬ相对湿度 ４０％－７０％ꎬ最
小换气次数 １５ 次 / 时ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 光照 / 黑暗交替ꎮ 本研究符
合伦理学标准ꎬ经广东莱恩医药研究院有限公司实验动物
伦理研究委员会审核通过(审批号:ＩＡ－ＣＳ２０２３０２３－０１)ꎮ 按
照 ３Ｒｓ 原则给予实验动物人道关怀ꎮ 实验动物生产许可
证:ＳＣＸＫ(湘)２０２１－０００２ꎮ
１.１.２ 主要试剂与仪器 　 胎牛血清 ( Ｅｘｃｅｌｌ Ｂｉｏ)ꎻＲＰＭＩ
１６４０ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎻＹ７９ 细胞系起源于 １ 例 ２.５ 岁的白
人女性的原发肿瘤ꎬ该女性于 １９７１ 年有 ＲＢ 病史ꎬ购自
ＡＴＣＣꎬ该细胞株委托广州艾基生物技术有限公司进行
Ｙ７９ / ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ＋ＣｏｐＧＦＰ 基因过表达单克隆稳转细胞株的
构建ꎮ 戊巴比妥钠(Ａｌｆａｓａｎ Ｉｎｔｅｎａｔｉｏｎａｌ Ｂ.Ｖ)ꎻ左氧氟沙星
滴眼液(参天制药中国有限公司)ꎻ氧氟沙星滴眼液(湖北
远大天天明制药有限公司)ꎻ盐酸丙美卡因滴眼液( ｓ. ａ.
ＡＬＣＯＮ－ＣＯＵＶＲＥＵＲ ｎ.ｖ)ꎻ复方托吡卡胺滴眼液(沈阳兴
齐眼药股份有限公司)ꎻ异氟烷(河北金达福药业有限公
司 )ꎻ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ( Ｃｅｎｅｘｉ －
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｔｈｉｓｓｅｎ ＳＡ)ꎮ 电子天平[赛多利斯科学仪器
(北京)有限公司ꎬ型号 ＢＣＥ２２０１－１ＣＣＮ]ꎻＶＭＲ 型麻醉机

７０７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２５ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２５ 　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



(Ｍｉｄｍａｒｋ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ型号 ＶＭＲ)ꎻ小动物活体成像系统
(ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒꎬ型号 ＩＶＩＳ Ｌｕｍｉｎａ ＬＴ)ꎻ裂隙灯显微镜[万灵
帮桥医疗器械(苏州)有限责任公司ꎬ型号 ＯＶＳ－Ⅲ]ꎮ
１.２方法
１.２.１造模与给药　 造模:(１)对小鼠腹腔注射 ０.５％戊巴
比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇꎬ１０ ｍＬ / ｋｇ)麻醉ꎬ滴眼给予托吡卡胺进
行散瞳ꎬ滴眼给予盐酸丙美卡因进行眼表局部麻醉ꎬ对眼
组织及眼周进行清洁消毒ꎻ(２)在手术显微镜下采用 ３３Ｇ
微量注射器对小鼠进行玻璃体注射 ＧＦＰ 稳转 Ｙ７９ 细胞
(１.０×１０７ ｃｅｌｌ / ｍＬ)ꎬ注射容积为 ３ μＬ(图 １)ꎻ(３)注射后ꎬ
滴眼给予左氧氟沙星滴眼液抗菌ꎮ 造模期间动物置于保
温垫上进行保温ꎮ 考虑到实验动物 ３Ｒｓ 原则中的“减少”
要求ꎬ本研究使用荧光活体成像技术检测多个时间点荧光
值ꎬ并根据统计学方法中对动物数量的最低要求ꎬ选用动
物数量ꎮ 分组:接种后第 ２７ ｄ 根据肿瘤荧光成像均衡随
机分为模型对照组、 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组、 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ
３ μｇ / ｅｙｅ组、Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ / ｅｙｅ 组ꎬ３ 只 / 组ꎮ 给药:根据
Ｊｉａｎｇ 等[９]的研究结果设计 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 给药剂量ꎬ注射用盐
酸 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ(１、３、１０ μｇ)治疗组小鼠玻璃体内注射浓度
分别为 ０.５、１.５、５ ｍｇ / ｍＬꎬ玻璃体注射体积均为每眼 ２ μＬꎻ
模型组小鼠玻璃体注射等体积 ０.９％氯化钠注射液ꎮ
１.２.２眼部观察和裂隙灯检查　 每天对眼部进行观察ꎮ 于
造模后第 １２、２０、２９、３５、４２、４８、５５、７６、８３ ｄ 行裂隙灯检查ꎮ
１.２.３动物活体成像　 小鼠腹腔注射 １５０ ｍｇ / ｋｇ Ｄ－荧光素
钾盐ꎬ注射容积为 １０ ｍＬ / ｋｇꎬ异氟烷(麻醉浓度为 ２％ －
３％)吸入麻醉成功后ꎬ１５ ｍｉｎ 内通过 ＩＶＩＳ Ｌｕｍｉｎａ ＬＴ 型小
动物活体成像系统(ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒꎬＵＳＡ)检测发光信号ꎮ 于
造模后第 １２、２０、２７、４１、４８、５５、６２、６９、７６、８３ ｄ 行小鼠体内
活体成像ꎮ

１.２.４组织病理学检查　 摘取小鼠眼、大脑和小脑进行固
定ꎬ苏木素－伊红染色ꎬ进行组织病理学检查ꎮ 病理改变
程度标准:正常:未观察到肿瘤细胞浸润情况ꎻ轻微:肿瘤
细胞浸润面积占据视野范围面积的 １０％以下ꎬ视野范围
内观察到数量极少的肿瘤细胞ꎬ小灶性或散在个别细胞分
布ꎻ轻度:肿瘤细胞浸润面积占据视野范围面积≥１０％ꎬ且
<４０％ꎬ可看到肿瘤组织ꎬ灶性 / 多灶性或散在分布ꎮ １００
倍镜下可见 １ 个视野ꎻ中度:肿瘤细胞浸润面积占据视野
面积≥４０％ꎬ且 < ７０％ꎬ视野范围内大部分为肿瘤细胞ꎮ
１００ 倍镜下可见 １－３ 个视野ꎻ重度:肿瘤细胞浸润面积占
据视野面积 ７０％－１００％ꎬ视野内几乎被肿瘤细胞占据ꎬ未
见正常组织结构ꎮ 可见 ３ 个视野以上ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计软件处理ꎮ 计量资
料以均数±标准差表示ꎬ重复测量数据采用重复测量数据
的方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５
为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１临床症状观察和裂隙灯检查　 造模前ꎬ小鼠眼球清澈
透明ꎬ血管均匀清晰ꎬ瞳孔圆形界限清晰可辨(图 ２)ꎮ 造
模后第 ６ ｄꎬ部分小鼠造模眼内开始出现云样模糊物质ꎬ至
第 １０ ｄꎬ９０％以上造模小鼠眼内出现云样物质ꎬ模型对照
组肿块面积在试验期间不断增大、变白ꎬ云样物质最终占
据整个眼球ꎬ并伴有血管增生不规则生长ꎻ晚期出现眼球
突出ꎬ肿瘤物凸出眼外ꎬ血管破裂血液大量渗出ꎬ血管加
粗ꎬ无正常血管ꎬ眼球混浊ꎬ瞳孔消失ꎬ严重时会出现眼球
破溃、眼球萎缩等现象ꎮ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １、３、１０ μｇ / ｅｙｅ 组小鼠
给药后云吞样症状减弱ꎬ且呈现剂量依赖性ꎬ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３、
１０ μｇ / ｅｙｅ 组小鼠增生速度和程度明显低于模型对照组
(图 ３)ꎮ

图 １　 Ｙ－７９ / ｐＣＤＨ－ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ＋ＣｏｐＧＦＰ－ｐｕｒｏ－Ｃｌｏｎｅ细胞图片和玻璃体注射过程　 Ａ:Ｙ７９－ｐＣＤＨ－ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ－ＭＯＩ＝ ５－感染 ７２ ｈ
(白光)ꎻＢ:Ｙ７９－ｐＣＤＨ－ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ－ＭＯＩ＝ ５－感染 ７２ ｈ(荧光)ꎻＣ:玻璃体注射操作ꎮ

图 ２　 正常眼和造模眼ꎮ
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２.２活体成像检测　 造模后第 ２０ ｄꎬ小鼠造模眼活体成像

开始检测到较弱散在荧光ꎻ第 ２７ ｄꎬ所有小鼠造模眼均开

始检测到荧光信号ꎻ第 ６９ ｄꎬ模型对照组小鼠荧光值达到

峰值ꎬ至第 ８３ ｄ 时维持在峰值ꎬ见图 ４、５ꎮ 给药后不同时

间四组小鼠荧光值比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ时间 ＝ ７.３２１ꎬ
Ｐ时间< ０. ０１ꎻＦ组间 ＝ ５. ３６１ꎬＰ组间 ＝ ０. ０３１ꎻＦ组间 ×时间 ＝ ３. ５７４ꎬ
Ｐ组间 ×时间< ０.０１)ꎮ 给药 ５９ ｄ(造模后第 ８３ ｄ)ꎬＭｅｌｐｈａｌａｎ
３ μｇ / ｅｙｅ组小鼠荧光值明显低于模型对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ给
药１７－５９ ｄ(造模后第 ４８－８３ ｄ)ꎬＭｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ / ｅｙｅ 组小

鼠荧光值明显低于模型对照组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ呈剂量依赖

性ꎬ见图 ６ꎬ表 １ꎮ 综上ꎬ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １、３、１０ μｇ / ｅｙｅ 组小鼠

　 　

荧光值与模型对照组相比均有下降ꎬ且随剂量升高ꎬ荧光

值降低越明显ꎮ
２.３肿瘤组织观察　 根据本院前期研究结果[１３]ꎬ正常小鼠

眼 ＨＥ 染色结果:眼结构完整ꎬ上皮细胞排列整齐ꎬ杯状细

胞丰富ꎬ黏膜层及黏膜下层未见坏死和炎细胞浸润ꎮ 模型

对照组 ３ 例动物可见眼内瘤细胞重度增殖ꎬ肿瘤细胞异型

性明显ꎬ细胞大小不均ꎬ呈圆形、椭圆形或不规则形ꎬ有呈

泡状的大细胞核或深染的小细胞核ꎬ并可见丰富的核分裂

像ꎮ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组:２ 例动物眼内瘤细胞重度增

殖ꎬ１ 例动物眼内未见瘤细胞增殖ꎮ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ
组:１ 例动物眼内瘤细胞轻度增殖ꎻ１ 例动物眼内瘤细胞重

　 　

图 ３　 各组裂隙灯检查变化图(４０×)ꎮ

图 ４　 造模后 １２－８３ ｄ眼内肿瘤的活体成像结果ꎮ

表 １　 治疗期间各组眼内肿瘤增殖荧光值 (􀭰ｘ±ｓꎬ×１０５)

组别 造模后 ２７ ｄ 造模后 ４１ ｄ 造模后 ４８ ｄ 造模后 ５５ ｄ 造模后 ６２ ｄ 造模后 ６９ ｄ 造模后 ７６ ｄ 造模后 ８３ ｄ
模型对照组 ６.６９±１.７１ ３２.１±７.３５ ２２.９±１.２１ ４２.２±６.１８ １０３±８１.３ ３２４±１０８ ２４１±１０３ ３２２±２３３
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组 ６.９０±４.１６ ４１±２３.３ １６.１±１４.１ ３０±３６.７ ４３.３±４５.５ ５６.７±６０.１ ４０.６±３９.４ １１３±８９
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ 组 ７.４２±３.８１ ２１.６±１２.９ １４.５±１６.６ １７.４±２１.８ ８０.９±１０５ ７１.９±１０３ ３８.１±４７.５ ６９.１±９１.２ａ

Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ / ｅｙｅ 组 ６.９１±３.１６ １３.２±１０.５ ２.０６±１.９６ａ １.１２±０.４０ａ ２.３３±０.９０ａ １.３８±０.９７ａ １.５２±０.７５ａ ３.７０±３.１９ａ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 模型对照组ꎮ
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图 ５　 造模后 ８３ ｄ小鼠活体动物成像结果ꎮ

图 ６　 治疗期间(造模后 ２７ ｄ 开始)各组眼内肿瘤增殖程度的
比较ꎮ

度增殖ꎬ１ 例动物眼内未见瘤细胞增殖ꎮ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ /
ｅｙｅ 组:１ 例动物眼内瘤细胞轻微增殖ꎻ１ 例动物眼内瘤细
胞轻度增殖ꎻ１ 例动物眼内瘤细胞中度增殖ꎬ见图 ７ꎮ
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １、３、１０ μｇ / ｅｙｅ 组均对眼内 ＲＢ 增殖具有明显抑
制作用ꎬ且随着剂量的递增ꎬ抑制效果越明显ꎮ
　 　 脑:模型对照组 １ 只小鼠大脑可见少量肿瘤细胞ꎬ其
余动物脑膜结构正常ꎬ脑膜下血管无扩张ꎬ灰质及白质神
经细胞正常ꎬ无噬神经元现象、卫星现象、神经细胞坏死ꎬ
神经纤维完整ꎬ胶质细胞无聚集ꎬ脑血管扩张或血管袖套
现象ꎮ 小脑分子层、浦肯野细胞层及颗粒层神经细胞正
常ꎬ血管无扩张或炎细胞浸润ꎻ第三脑室和第四脑室脉络
从结构正常ꎬ无上皮细胞坏死、毛细血扩张等变化ꎮ
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １、３、１０ μｇ / ｅｙｅ 组小鼠脑组织均未见异常肿瘤
细胞ꎬ表明肿瘤未发生脑转移ꎬ见图 ８、９ꎮ
３讨论

ＲＢ 是最常见的原发性儿科恶性肿瘤之一ꎬ通常由视
网膜的未成熟细胞发展而来ꎮ 近年来ꎬ由于早期准确的诊
断和预后ꎬＲＢ 的发病率和死亡率大大降低[１４]ꎮ 目前大多
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图 ７　 眼部组织病理学改变(苏木精－伊红染色) 　 Ａ:模型对照组ꎻＢ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＣ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＤ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ
１０ μｇ / ｅｙｅ组ꎮ

图 ８　 大脑组织病理学改变(苏木精－伊红染色) 　 Ａ:模型对照组ꎻＢ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＣ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＤ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ
１０ μｇ / ｅｙｅ组ꎮ

数 ＲＢ 动物模型是将人类 ＲＢ 细胞植入免疫缺陷动物眼睛
构建异种移植模型ꎬ其中 Ｙ７９ 和 ＷＥＲＩ－Ｒｂ 细胞是全球公
认的主要用于 ＲＢ 异种移植细胞ꎮ ＷＥＲＩ－Ｒｂ 细胞来源于
１ 岁无 ＲＢ 家族史的白种女性患儿ꎬ构建的 ＲＢ 模型接近
于非转移性疾病ꎬ仅在晚期阶段入侵脉络膜[１５]ꎬ不具有
ＲＢ 模型的临床典型症状ꎮ Ｙ７９ 细胞构建的 ＲＢ 模型则具
备侵入性和转移性ꎬ与人类常见 ＲＢ 类似ꎮ 近年来ꎬ随着
基于生物发光的活体成像技术的发展ꎬ越来越多的荷瘤模
型通过使用带有生物标志物的细胞进行荷瘤ꎬ实时动态监
测肿瘤的发展过程ꎬ用于诊断和预后指标ꎬ有助于了解 ＲＢ
的发病机制ꎮ

治疗 ＲＢ 首选的方法是玻璃体内化疗[１６－１８]ꎬ将更高水
平的药物暴露在视网膜和玻璃体中ꎬ明显改善了晚期眼内
ＲＢ 的预后ꎮ 临床上治疗 ＲＢ 主要化疗药物主要包含:
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ、卡铂、拓扑替康等[１９－２２]ꎮ 对于化疗药物ꎬ局部

浓度对正常细胞和肿瘤细胞的杀伤力影响明显ꎬ研究中需
重点考虑平衡疗效、毒性及持续时间ꎬ以期实现更优的治
疗方案[２３－２４]ꎮ 多项临床人体安全性试验结果显示:２０ －
３０ μｇ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 是眼内注射安全、有效的剂量[２５－２７]ꎮ 在
Ｆｌｕｃ / ＧＦＰ－Ｒｂ － １ ＲＢ 小鼠模型中ꎬ玻璃体内注射 １６ μｇ
Ｍｅｌｐｈａｌａｎꎻ随后每 ２ ｗｋ 注射 １ μｇ Ｍｅｌｐｈａｌａｎꎬ显著抑制肿
瘤的生长[９]ꎮ

本研究通过玻璃体注射 Ｙ７９ / ｐＣＤＨ－ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ 细
胞构建 ＲＢ 小鼠模型ꎬ裂隙灯检查和荧光成像动态监测
ＲＢ 模型的发展过程ꎬ组织病理学检查评估模型的病变程
度ꎬ荧光强度定量和组织学评估 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 治疗药效ꎮ 造
模小鼠在造模 ６－１０ ｄ 出现云状物质ꎬ至 ２７ ｄ 检测到荧光
信号ꎬ根据荧光值均衡分组ꎬ单次给药ꎮ 模型对照组小鼠
眼部荧光值持续增加ꎬ至造模后 ６９ ｄꎬ荧光值达到峰值ꎬ眼
内病理学可见瘤细胞重度增殖ꎬ肿瘤完全取代玻璃体ꎬ一
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图 ９　 小脑组织病理学改变(苏木精和伊红染色) 　 Ａ:模型对照组ꎻＢ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＣ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３ μｇ / ｅｙｅ 组ꎻＤ:Ｍｅｌｐｈａｌａｎ
１０ μｇ / ｅｙｅ 组ꎮ

只小鼠大脑发现了转移灶ꎬ眼睛肿瘤突破了巩膜ꎬ并生长
到大脑ꎮ Ｃｈｅｖｅｚ－Ｂａｒｒｉｏｓ 等在 Ｒａｇ２ ＫＯ 小鼠玻璃体内植入
Ｙ７９ 细胞后ꎬ肿瘤形成并逐渐扩散到眼部ꎬ在注射后 ４ ｗｋ
同样发生脑转移ꎬ研究表明ꎬＲａｇ２ ＫＯ 小鼠模型的转移性
比在裸鼠中更强ꎬ在选择模型时应该考虑到这一点[１２]ꎮ
本研究使用 Ｍｅｌｐｈａｌａｎ 干预后ꎬ小鼠的体质量、保眼率、荧
光值、病理改变均得到明显改善ꎻＭｅｌｐｈａｌａｎ １０ μｇ / ｅｙｅ 组
在给药后 １５ ｄ 可显著抑制眼肿瘤生长ꎬ直至试验末期ꎬ抑
制率维持在 ９８％以上ꎻ Ｍｅｌｐｈａｌａｎ １、３ μｇ / ｅｙｅ 组在给药后
３０ ｄ 开始抑制眼肿瘤生长ꎬ直至试验末期ꎬ抑制率分别为
６４. ９％、 ７８. ５％ꎮ 病 理 组 织 学 结 果 显 示: Ｍｅｌｐｈａｌａｎ ３、
１０ μｇ / ｅｙｅ组均对眼内视网膜母细胞瘤增殖具有明显抑制
作用ꎬ且随着剂量的递增ꎬ抑制效果越明显ꎬ且均未发生脑
转移ꎮ 在本研究中ꎬ由于模型对照组动物模型眼荧光强度
达到峰值ꎬ且部分眼球破裂ꎬ出于动物福利的考虑ꎬ须在肿
瘤细胞注射后 ８３ ｄ 杀死动物ꎬ该模型很可能在稍后的时
间点发生更多的转移ꎮ 本研究构建的 ＲＢ 小鼠模型与人
类疾病非常相似ꎬ荧光活体成像技术可用于监测 ＲＢ 早
期、中期、晚期发展全过程ꎬ实现定量定性评估肿瘤的生
长ꎬ裂隙灯表征小鼠眼睛中的肿瘤ꎬ上述结果与相应的组
织学病理结果进行比较后ꎬ结果显示出良好的相关性ꎬ未
来可用于监测化疗药物的治疗效果ꎮ

转基因或基因敲除模型基因调控机制复杂仍需突破
大量难点[２７]ꎬ异种移植模型周期短ꎬ成本低ꎬ眼内直接注
射ꎬ大部分已报道研究通过眼底和光谱域光学相干断层扫
描成像等技术监测眼内肿瘤生长ꎬ但此监测方法无法定
量ꎬ且对肿瘤晚期阶段的监测受限[２８－２９]ꎮ 本研究对
ＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠玻璃体注射 Ｙ７９ / ｐＣＤＨ－ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ 细
胞建立 ＲＢ 模型ꎬ模型小鼠体质量下降ꎬ眼部观察到云团
状物质ꎬ占据面积持续增加ꎬ荧光值持续增加ꎬ病理可见眼
内瘤细胞重度增殖ꎬＭｅｌｐｈａｌａｎ 干预后ꎬ体内成像实时连续
监测其治疗效果明显ꎮ 本造模方法在控制好麻醉程度的
情况下不会对动物造成明显伤害ꎬ减少评价所需的动物数

量ꎬ满足 ３Ｒｓ 原则中的“减少”“优化”原则ꎻ使用荧光活体
成像在特定时间点对单个动物的肿瘤发生、肿瘤生长和血

管生成等动态生物学过程进行分析ꎬ可连续动态评价药物

对异种移植肿瘤的药效作用ꎮ 前期研究发现ꎬ动物模型个

体成瘤时间差异较大ꎬ潜伏期 ３－１４ ｄꎬ或是肿瘤个体差异

较大ꎬ上述情况通常与 ＲＢ 细胞的注射方法、部位及注射

技术的要求程度有关ꎮ 本研究通过玻璃体注射ꎬ注射部位

体积大ꎬ操作简单ꎬ较好模拟了肿瘤的生长环境ꎬ同时对构

建了荧光蛋白的 ＲＢ 细胞进行示踪ꎬ实现直接观察肿瘤的

目的ꎮ 值得注意的是ꎬ为了保证模型的可重复性ꎬ本研究

需特别关注造模细胞数量的选择ꎬ细胞数量过高ꎬ则模型

易过早达到破溃终点ꎬ评价周期不足ꎻ若细胞数量过低则

模型成模时间过长ꎬ实验周期过长ꎮ
综上所述ꎬＢＡＬＢ / ｃ－ｎｕ 小鼠玻璃体注射 Ｙ７９ / ｐＣＤＨ－

ＬＵＣ－ｃｏｐＧＦＰ 细胞的建立持续发展 ＲＢ 模型ꎬ最终可发展

进入晚期脑转移阶段ꎬ通过荧光活体成像检测实现了量化

肿瘤大小且动态监测肿瘤发展过程的目的ꎬ对于研究肿瘤

的发展和扩散具有广阔的应用前景ꎬ适用于 ＲＢ 治疗药物

药效作用评价ꎮ 在本研究中ꎬ玻璃体腔注射法操作相对简

单ꎬ肿瘤模拟了人眼内生长和侵袭的状态ꎬ与临床肿瘤生

长环境相似ꎬ通过示踪可直接观察肿瘤的生长ꎬ在药物的

临床前研发阶段应被广泛应用ꎮ 然而研究的不足之处在

于每组使用的统计学动物数较少ꎬ可在后期对更大范围的

动物进行相关研究ꎮ
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