皮肤光损伤肿瘤模型的建立
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[摘要] 目的 模拟人皮肤肿瘤形成的自然环境因素，建立光损伤小鼠皮肤肿瘤模型。方法 采用完全随机的两因素析因设计。选择对光线敏感的BALB/c小鼠，背部皮肤脱毛后UVC照射(56 mJ/cm2)，隔天1次，8周结束；二甲基苯蒽/丙酮液（100μg/200μl）外涂，每周1次，共7周，12周后处死。连续测量并记录小鼠背部肿瘤数量和直径, 描绘时间-荷瘤数动态变化图；皮肤组织病理学观察肿瘤形成的组织细胞形态学改变。结果 单纯UVC照射组无肿瘤出现；UVC+DMBA模型组小鼠6周后背部开始出现肉眼可见的瘤体，第9周荷瘤率达到100%， 11、12周荷瘤数渐趋稳定，肿瘤体积有增大趋势，平均荷瘤数为（4.57±3.0）个，肿瘤平均体积为(44.91±4.6）mm3。而单纯DMBA组荷瘤数第8.5周达高峰，后呈下降趋势，肿瘤自然消退率高，数量不稳定。HE染色、瑞氏染色、基底膜带染色均显示为早期皮肤鳞状细胞癌。结论 DMBA是皮肤肿瘤建模的主要因素，但停止该处理因素后荷瘤数量呈下降趋势，UVC作为一个独立因素，在12周内未能诱导出皮肤肿瘤，但UVC与DMBA联合应用具有交互协同作用，可较快速地建立皮肤肿瘤模型。该模型具有出瘤率高，出瘤整齐，荷瘤量多，除去处理因素后瘤体数量依旧稳定，且体积有增大趋势等特点，为皮肤肿瘤的防治研究提供有价值的实验工具。
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Establishment of skin tumor models induced by photo-damage and 7,12-DMBA in mice
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[ Abstract]  Objective  To simulate natural environmental factors of human skin tumor formation to establish photo-damaged skin tumor models in mice. Methods The study was designed by completely randomized factorial design
. BALB / c mice that are light-sensitive were irradiated by UVC(56 mJ/cm2) every other day for 8 weeks and were treated topically with 100 µg of DMBA in 200 µl of acetone once a week until 7 weeks on the dorsal skin area after hair removed. The whole process was 12 weeks. The size and diameter of tumors were observed and measured every week. A dynamic growth-curve of tumor-bearing was depicted. The histopathology features of skin dyed by HE staining, Wright ' s staining and basement membrane were observed to explore Tumor formation and skin morphologic alteration . Results  The mice in model group began to form typical epithelial papilloma at 6 week early and the rate of tumor-bearing were up to 100% at 9 week. Then, the number of tumor-bearing developed rapidly and gradually stabilized at 11-12 week to the average number of tumor-bearing up to (4.57±3.0) and the average tumor volume up to (44.91±4.6)mm3. However, the time of tumor happening in DMBA group mice was earlier than model group. The number of tumor-bearing in DMBA group reached a peak at 8.5 week, and then, had a downward trend. Furthermore, tumor spontaneous regression rate were high and the number of tumor-bearing were unstable. Conclusion DMBA is a main factor of the skin tumors modeling. UVC as an independent factor failed to induce skin tumors in the 12-week period. However, the combination of UVC with DMBA has interactive synergy effects on establishment of skin tumor models, which have excellent characteristics of high rate of tumor-bearing, time unified, the large number of harvest and good stabilization. It is a straight, stable and simple experimental tool for anticancer drugs and mechanism study on skin tumor.
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我国已进入老龄化国家的行列，随着老龄人口的增多,各种老年疾病随之增加[1]。光老化及相关的皮肤肿瘤如：老年疣、日光性角化病等发病率极高，不但严重影响视觉美容效果，甚至出现异常增殖及癌变[2]，危及生命。

动物模型已成为肿瘤相关研究的重要工具[3]。建立光老化皮肤肿瘤动物模型对研究光老化并发肿瘤机制和开发新药物及新疗法有重要应用价值。

癌变假说认为，癌变是一个重复变异、克隆选择及促癌的连续过程。大剂量的致变剂长期作用可加速癌的发生。二甲基苯蒽（DMBA）具有强致癌性。由DMBA启动，巴豆油促发所致的二阶段诱癌模型是皮肤肿瘤形成最常用的经典模型之一[4]，但其浓度低，需持续长期涂抹，造模时间久，耗费大。本实验尽可能模拟人皮肤在长期的自然界紫外线和致癌物质的作用下发生肿瘤的过程，利用UVC联合二甲基苯蒽（DMBA）较快速地建立了皮肤光损伤肿瘤模型，为光老化皮肤肿瘤的相关研究提供一个直观、稳定、简便的实验工具。
1 材料和方法

1.1 实验动物与饲养条件
动物 6～7周龄雄性SPF级近交系BALB/c性小鼠60只，体重21～25g，由广东省实验动物中心提供，许可证号[SCXK(粤)2008-0002]。饲养1周后，全部小鼠背部用电动推刀剃毛，后用15%硫化钠淀粉糊脱毛，暴露约3cm×5cm皮肤，24小时后分组备用。所有处理均在生物安全层流罩中进行。
1.2 主要试剂和仪器

试剂 7，12-二甲基苯蒽（美国Sigma公司）；36WTUVC灯管（飞利浦公司）；紫外线强度计( 上海顾村电光仪器厂)；计算机图像数字化分析系统( 德国LEICA 公司)。HE染色、瑞氏染色和基底膜带染色试剂盒（珠海BASO生物技术公司）；余试剂为市售分析纯。
1.3 实验方法
1.3.1 分组及处理 采用完全随机的两因素析因设计。60只BALB /c雄性小鼠，参照文献
[4,5,8]及预实验结果，每组15只，计算机随机分为4组：①正常对照组：背部皮肤每周1次涂抹丙酮溶液0.1ml；②UVC组：第1周开始，隔日进行短波紫外线(UVC)灯(波长值为265nm)照射,灯管距皮肤的距离为30cm,每次照射剂量为56mJ/cm2(2个最小红斑量)，时间为30分钟。初次正式照射前，先测定最小红斑量及光照强度，第8周结束。③DMBA组：背部脱毛处理后，每周1次局部涂抹DMBA/丙酮液
[4,8,9]（100μg/200μl）0.1ml激发肿瘤，共7次。④UVC+DMBA）模型组：隔日进行2个最小红斑量UVC照射30分钟；每周背部局部涂抹DMBA/丙酮液（100μg/200μl）0.1ml，共7次。所有小鼠每周二次背部脱毛一次。各组小鼠经上述处理后均继续观察直致12周实验结束。

1.3.2 观察指标 每天观察小鼠皮肤粘膜的改变及肿瘤生长情况；每周测量并记录小鼠体重及背部肿瘤的数量和瘤体直径，在鼠体平面示意图上标明部位。肿瘤直径大于1mm视为阳性。体积计算方式:V=1/2AB2,A为肿瘤最大直径,B为垂直于A的直径。描绘时间-平均荷瘤数动态变化曲线。肿瘤发生率＝各组荷瘤动物数／该组存活动物数×100％；每鼠平均荷瘤数＝各组小鼠乳头状瘤发生总数／该组存活小鼠数。连续观察12周后所有小鼠摘眼球放血处死,取背部荷瘤组织和非荷瘤组织各1cm×1cm大小，迅速放入10%中性福尔马林液中固定，拟作病理切片进行组织形态学观察分析。
1.4 肿瘤组织病理学染色 标本经福尔马林固定后常规石蜡包埋，行连续石蜡切片,厚度3μm。细胞染色采用HE、瑞氏染色法；基底膜带染色采用六胺银染色法。 

1.5 统计学处理 所有数据均运用SPSS 17. 0统计软件分析。采用两因素析因设计定量资料的方差分析，组间分析采用两两比较的方法进行。数据表示为平均值±标准差（SD），P﹤0.05为差异被认为有统计学意义。

2 结果

2.1 一般观察

UVC组和模型组经紫外线照射3次后，小鼠出现皮肤粘膜的急性光损伤表现：眼睑结膜和耳部皮肤充血、水肿、炎性渗出明显，约4周后
好转，此时可观察到小鼠背部皮肤干燥粗糙，轻度浸润肥厚，脱屑明显，背部被毛生长快，但杂乱，无光泽。12周观察结束时，DMBA组、UVC+DMBA组的平均体重与正常对照组、UVC组比较显著减轻，差异有统计学意义(P﹤0.05)，提示DMBA涂抹可能不利于小鼠的生长发育。

2.2 小鼠背部肿瘤组织生长情况

第4周模型组和DMBA组小鼠背部出现上皮高度增生性团块，第6周开始出现肉眼可见的外生性生长的乳头状新生物，大小不等，色淡红，根部有蒂，与周围正常组织境界明显（见图1）。DMBA组小鼠第8周背部皮肤出瘤率已达100%，荷瘤数第8.5周达到高峰，停用处理因素4周后，DMBA组小鼠背部平均荷瘤数减少，出瘤率降至89%，肿瘤有自行消退现象，荷瘤数不稳定；而模型组第8周出瘤率只有80%，但停用处理因素1周后即第9周出瘤率达到100%
，第9.5周每鼠平均荷瘤数开始超过DMBA组，随时间推移荷瘤数及体积增加迅速，至11、12周荷瘤数渐趋稳定，但单个肿瘤面积仍有不断增大趋势，第12周实验结束时，平均荷瘤数为（4.57±3.0）, 平均肿瘤体积为（44.91±4.6）mm3 ，与第12周DMBA组小鼠平均荷瘤数（2.03±0.9），平均肿瘤体积（32.92±5.3）mm3比较，差异均有统计学意义(P﹤0.05)。提示UVC照射可有效促进DMBA诱导肿瘤的作用，且去除UV和DMBA处理因素后，仍能保持瘤体数量的稳定和体积的持续增大。正常对照组和UVC组无肿瘤出现。
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图2 DMBA组和模型组小鼠时间-平均荷瘤数动态变化曲线
Figure2 The dynamic growth curve of time-number of tumor bearing in DMBA group and model group
2.3 病理学检测

2.3.1 瘤体HE染色 镜下可见模型组和DMBA组小鼠瘤细胞团呈团球状外生性生长，主要为多层高度增生山峰状林列的鳞状上皮细胞，伴角化过度、角化不良，可见较多旋涡状排列的角珠。见图3。

2.3.2 瘤体瑞氏染色 镜下可见瘤体主要由角质形成细胞构成，簇集成片，细胞大小和形态不一，细胞核大、深染，异形性明显，可见核的非典型性增生，周围的结缔组织中可见数量不等的淋巴细胞、中性粒细胞和浆细胞等浸润。见图4。

2.3.3 瘤体基底膜带染色：模型组和DMBA组小鼠部分瘤体已突破染成黑褐色的基底膜带（Basement membrane zone，BMZ）向下呈浸润性生长，瘤体与周围间质分界不清，成为早期鳞状细胞浸润癌。见图5。
3 讨论
人类光老化皮肤肿瘤的形成是一个漫长的过程，即在遗传因素的基础上，经长期的UV照射和接触自然界中多种低剂量致癌剂和促癌剂及慢性炎症刺激等众多因素而形成，其中紫外线（UV）和致癌物的影响最显著[6]。
UV中最易造成哺乳类细胞DNA损伤的波长是260nm，属UVC波段，通过光化学反应途径介导，主要作用于表皮角质形成细胞，导致复层鳞状上皮细胞的DNA碱基直接吸收光能后导致特定的基因突变和各种炎症介质的释放，诱发皮肤肿瘤，其损伤程度较UVB高[7-8]，故本研究选择UVC作为诱癌光源。但单纯UVC照射组小鼠未能观察到诱出皮肤肿瘤，可能与照射强度和时间不够有关。
DMBA可高强度作用于表皮角质形成细胞，引起表皮高度增生，快速诱导出乳头状瘤。研究证实[9-11]，DMBA作用的靶基因是小鼠表皮干细胞中的Hras基因，该基因在皮肤癌的发生中起关键作用，该基因激活后，引起ras家族突变，表皮生长因子受体活化，导致表皮干细胞群DNA突变扩增引起乳头状瘤。本实验亦观察到，DMBA外涂皮肤可快速引起表皮细胞的高度增生，诱导出典型的乳头状瘤，但停止DMBA涂抹后，随时间推移，瘤体自然消退现象增多，数量减少。

本实验结果表明，UVC照射联合DMBA外涂可协同地快速诱导出皮肤乳头状瘤，且真皮增厚，炎症明显，但弹力纤维变性不明显。与DMBA组比较，该模型出瘤快，大约第6周开始出现肿瘤；荷瘤率高，第10周可达100%；出瘤整齐，数量多，10周后肿瘤生长曲线平稳，停用处理因素后，瘤体个数稳定，肿瘤自然消退现象少等特点。该模型直观、高效、实用性强，对临床防治皮肤肿瘤的研究有重要实际意义。
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图1 小鼠皮肤肿瘤组织大体观察图
Figure 1  General samples of tumor tissue in mouse skin 
[image: image1.emf]12.00 11.50 11.00 10.50 10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00

Time(w)

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00

Mean(number)

model group

DMBA group

[image: image6.png]


[image: image3.jpg]



图3 小鼠皮肤肿瘤组织镜下观察(HE 染色,40×)
Figure 3 The histopathology features of mouse skin tumor(HE staining,40×)
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图4 小鼠皮肤肿瘤组织镜下观察(瑞士染色,100×)
Figure 4 The histopathology features of mouse skin tumor(Wright ' s staining,100×)
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图5 小鼠皮肤肿瘤组织基底膜带（BMZ）染色(六胺银染色法,40×)

Figure 5 Basement membrane staining of mouse skin tumor(Six methenamine silver staining, 40×)

角珠


hornpeafls





BMZ














语法错误


请列出参考文献


该方法是否有文献支持，请列出


全文字体大小请参考本刊要求修改


此处观察内容应在上文观察指标中说明


多久好转？


请说明达100%后是否也停用处理因素？否则不能说明UVC+DMBA组荷瘤比DMBA组稳定





图片需作相应的注释，下同，病理图片不清晰





