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ＮＮ-甲基亚硝基脲诱导p53+/-小鼠胸腺淋巴瘤模型的建立
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摘 要： 目的  通过Ｎ-甲基亚硝基脲（MNU）诱导 p53+/-小鼠产生胸腺T淋巴母细胞淋巴瘤（T-LBL）。方法  采用单次 ip给

予 p53+/-小鼠 75 mg·kg−1 MNU，并于给药后进行一般症状观察、摄食量及体质量测定；给予MNU 10周后全自动生化分析仪

检测血清碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）水平；解剖后进行大体检查，HE染色后进行胸腺组织病理学检查；免

疫组化检测胸腺CD20、CD3、CD68表达。结果  与对照组比较，p53+/-小鼠的摄食量和体质量降低（P＜0.05、0.01），第 9～

10周可见消瘦、弓背及呼吸急促症状，甚至动物死亡；血清ALP明显降低（P＜0.01），LDH明显升高（P＜0.01）；大体病

理学检查胸腺体积增大，呈浅黄白色，镜检可见胸腺恶性淋巴瘤；免疫组化检测胸腺恶性淋巴瘤CD3和CD68呈阳性表达，

CD20呈阴性表达。结论  单次给予75 mg·kg−1 MNU可诱导p53+/-小鼠产生胸腺恶性淋巴瘤，且为T细胞来源，其形态学与免

疫学特征与T-LBL相似。
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Abstract: Objective Establishment of a new malignant lymphoma model of thymus in p53+/- mice induced by N-methyl-N-

nitrosourea (MNU). Methods Administration of 75 mg·kg−1 MNU to p53+/- mice via a single ip, followed by general symptom 

observation, food intake, and body mass measurement after administration. After 10 weeks of treatment with MNU, the levels of 

serum alkaline phosphatase (ALP) and lactate dehydrogenase (LDH) were measured using a fully automated biochemical analyzer; 

Perform gross examination after dissection, and perform histopathological examination of thymus tissue after HE staining; 

Immunohistochemical detection of CD20, CD3, CD68 expression in thymus. Results Compared with the control group, the food 

intake and body weight of p53+/- mice decreased (P < 0.05, 0.01), and symptoms such as emaciation, hunchback, and shortness of 

breath were observed in weeks 9-10, even leading to animal death. Serum ALP significantly decreased (P < 0.01) and LDH 

significantly increased (P < 0.01). Gross pathological examination showed an increase in thymus volume, appearing pale yellow 

white, and microscopic examination revealed malignant lymphoma of the thymus; Immunohistochemical detection showed positive 
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expression of CD3 and CD68 in thymic malignant lymphoma, while CD20 showed negative expression. Conclusion Single 

intraperitoneal injection of 75 mg·kg−1 MNU can induce thymus malignant lymphoma in p53+/- knockout mice, and the tumor was 

derived from T cells and the morphological and immunological characteristics were similar to human T-LBL. 

Key words: N-methyl-N-nitrosourea; p53+/- mice; thymus; T lymphoblastic lymphoma; model establishment

T淋巴母细胞淋巴瘤（T-LBL）是儿童及青少年

第二常见的非霍奇金淋巴瘤（NHL）。目前对该类

患者治疗后的无事件生存率（EFS）达到了 75%～

85%［1］。然而，尽管T-LBL患者接受了治疗，但仍可

能复发，且 5年生存率很低。相关研究认为 T-LBL

与异常染色体质量排、DNA拷贝数改变和关键信号

因子突变（如Notch1通路）有关［2］。p53基因是与人

类肿瘤发生相关性最高的基因，约 50%以上的恶性

肿瘤会出现该基因的突变，因而通过将 p53等位基

因突变所构建的 p53+/-敲除小鼠可以模拟致癌物的

致癌过程，以及产生肿瘤的特征性病变［3］。本课题

组 先 前 的 研 究 表 明 ，给 予 N- 甲 基 -N- 亚 硝 基

脲（MNU）后 26周，p53+/-敲除小鼠胸腺淋巴瘤的发

生率远高于同品系野生型小鼠［4-6］。由于缺乏有效

的临床肿瘤组织样本及临床前动物模型，导致有关T-

LBL的研究严重受限，该疾病发生发展的机制尚不完全

清楚。为更好地对治疗T-LBL候选药物的临床前药效进

行评价，以及建立研究T-LBL发病机制的有效动物模型，

本研究通过ip给予p53+/-敲除小鼠75 mg·kg−1 MNU后初

步建立小鼠胸腺恶性淋巴瘤模型，并对该模型的整体敏

感性、形态学、免疫学特征进行初步研究，以期为临床前

评价抗T-LBL药物的药效和研究T-LBL的发生机制提

供新的潜在模型。

1　材料

1.1　实验动物

p53+/-小鼠（B6-Trptm1/NIFDC）购自中国食品药

品检定研究院实验动物资源研究所，生产许可证号

SCXK（京）2017-0005，SPF 级，雌雄各 20 只。动物

在恒温（20～26 ℃）、恒湿（40%～70%）、各12 h明暗

周期的条件下饲养，饲养密度为每笼 3～5只。实验

期间给予小鼠全价颗粒饲料喂养，自由摄食及饮

水。本研究的实验方案通过中国食品药品检定研

究院国家药物安全评价监测中心实验动物福利伦

理委员会的伦理审查及批准（伦理审查编号

IACUC-2023-K011）。

1.2　试剂

阳性对照品：MNU，购自阿拉丁公司（批号

K2320251），保管于本单位阳性试剂库，单独存放，

双人双锁管理。MNU溶媒：柠檬酸钠缓冲液，pH值

4.5，常温保存。配制方法：给药前，使用无菌容器称

量一定量 MNU 密封，于无菌条件下使用 pH 值

4.5 0.1 mol·L−1柠檬酸钠缓冲液（冰浴预冷）将称量

好的 MNU 配制至所需质量浓度（7.5 mg·mL−1），轻

轻翻转混匀；配制时遮光，冰浴（在划定区域配制，

配制时人员穿防护服，佩戴口罩、乳胶手套及护目

镜）。配制好的给药制剂在出库前由受试物保管负

责人保管在冰盒，50 min内完成给药（全程遮光）。

免疫组化所用抗体 ：CD3（批号 060345-2，

Abcam公司），CD20（批号GR3260990-15，Abcam公

司），CD68（批号 385A4A26，Invitrogen 公司）；兔二

步法试剂盒（兔聚合物法检测系统）酶标山羊抗兔

IgG聚合物（批号PV-6001）和DAB显色液（批号ZLI-

9018）购自中杉金桥公司；其他试剂如乙醇（批号

20230410，分析纯）、甲醛（批号20221209，分析纯）、二甲

苯（批号20230414，分析纯）均购自国药集团化学试剂有

限公司；10%中性缓冲福尔马林固定液现配现用；HE染

色液（苏木素，批号C230906；伊红，批号C20230902），购

自于珠海贝索生物技术有限公司）。

1.3　主要仪器

仪器包括 7180型全自动生化分析仪（日本日立

公司），Tissue-Tek VIP6 全封闭组织脱水机，徕卡

HistoCore Arcadia 全 自 动 组 织 包 埋 机 ，徕 卡

HistoCore 全自动轮转式切片机，樱花 Tissue-Tek 

Prisma Plus 全自动染色机，樱花 Tissue-Tek Film 全

自动封片机，光学显微镜（日本Olympus公司），显微

成像系统（奥林巴斯DP73-ST-SET）。

2　方法

2.1　给药方法

p53+/-小鼠分为 2个组：即 p53+/-对照组（给予柠

檬酸钠缓冲液）和 p53+/-阳性组（给予 75 mg·kg−1 

MNU［5］），每组 20 只动物，雌雄各半。共给药 1

次（实验开始第 1天给药），给药方式为 ip。实验期

间观察动物的一般症状，给药后第 8 周开始每周 1

次肿瘤触诊并观察肿瘤的发展。

2.2　大体、血清生化及组织病理学检查

给予 MNU 10周后进行剖解，动物禁食过夜，解剖

当日以异氟烷麻醉动物，采集腹腔大静脉血，全自动生化

分析仪检测血清碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）

水平。解剖时记录动物的大体病理学改变，死亡动

物迅速剖检。对胸腺和发现异常的组织器官用
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10%中性缓冲多聚甲醛固定，固定后的组织经修块

取材，逐级酒精脱水，石蜡包埋，滑动切片机切

片（厚约3 μm），经HE染色，光镜检查。

2.3　免疫组化实验

脱蜡水化组织切片：二甲苯作用3次，每次 10 min；

依次经无水乙醇、95%乙醇、80%乙醇、70%乙醇分

别作用 2 min，然后自来水洗涤 5 min，蒸馏水洗

涤 5 min。阻断内源性过氧化物酶：以 3% H2O2溶液

作用 10 min；后经蒸馏水洗涤，再用磷酸盐缓冲

液（PBS）浸泡 5 min。抗原修复：将处理好的切片放

入盛有柠檬盐酸溶液（pH值 6.0）塑料切片盒，然后

放入微波炉，将微波炉调至中高档（98～100 ℃）并

持续加热8～12 min，取出后冷却。冷却后以蒸馏水

洗涤 3次，每次5 min；再以PBS洗涤3次，每次 5 min。

封闭：将切片以正常羊血清工作液封闭，放置 37 ℃

温箱孵育 60 min。滴加一抗及孵育：滴加合适浓度

的一抗（CD20、CD3、CD68），然后放置到 4 ℃冰箱

孵育过夜。一抗孵育结束，以 PBS 洗涤 3 次，每次

5 min。滴加二抗及孵育：滴加所用二抗，并于 37 ℃

温箱孵育 20 min ，然后以 PBS 洗涤 3 次 ，每次

5 min。显色：滴加 DAB 显色液显色 4 min。复

染、分化及反蓝：苏木精复染 1 min，然后用自来

水洗涤 5 min，盐酸乙醇分化 10 s，返蓝 60 min。

透明及封片：再用无水乙醇脱水 2次，每次 10 min；

二 甲 苯 透 明 3 次 ，每 次 10 min ；最 后 进 行

封片。

2.4　数据统计与处理

数据采用 Graphpad Prism 8 统计分析软件分

析，对于动物体质量、血清生化指标等数据采用 x
—
±

s表示，对照组与MNU组之间的差异使用 Student's 

t test进行显著性分析。

3　结果

3.1　动物摄食量

与 p53+/-对照组雄性及雌性动物相比，p53+/-

阳 性 组 雄 性 及 雌 性 动 物 的 摄 食 量 下 降（P＜

0.05），表现为雄性动物的摄食量呈下降和上升

交替出现，总体呈下降趋势；雌性动物的摄食

量则总体表现为先下降后上升，然后再下降的

趋势（图 1）。

3.2　动物的体质量变化

与 p53+/-对照组雄性及雌性动物相比，p53+/-阳

性组雄性及雌性动物的体质量明显下降（P＜0.01），

表现为在给予 MNU 后，动物的体质量先下降后上

升，然后再下降的趋势（图2）。

与p53+/-对照组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs p53+/- control group.

图1　各组动物摄食量的改变

Fig. 1　Changes of food intake in each group

与p53+/-对照组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs p53+/- control group.

图2　各组动物体质量变化

Fig. 2　Changes of body weight in each group
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3.3　动物一般症状及生存率

p53+/-对照组动物未见任何异常症状，也未

见动物死亡发生。p53+/-阳性组的 5/10 只动物在

第 9 周表现为消瘦、弓背，以及呼吸急促；给予

MNU 后第 9 周 p53+/- 阳性组有 1/10 只雌性动物

死亡 ，第 10 周分别有 2/10 只雄性和雌性动物

死亡。

3.4　大体病理学改变

死亡动物及计划剖检动物剖检可见胸腺体积

不同程度增大，呈浅黄白色或浅黄色，有的体积增

大的胸腺占据胸腔大部分位置，压迫肺脏。雌性动

物的发生率为9/10，雄性动物的发生率为8/10（图3）。

3.5　血清生化指标改变

与 p53+/-对照组动物相比，p53+/-阳性组动物的

血清 ALP水平明显降低（P＜0.01），血清 LDH水平

则明显升高（P＜0.01）（图 4）。LDH 水平的改变提

示MNU 可引起动物发生淋巴瘤，ALP 水平下降

提示动物肝脏或骨骼存在严重损伤或肿瘤性

疾病。

3.6　组织病理学改变

给予MNU 10周后，p53+/-对照组动物胸腺未见

明显的组织病理学改变，p53+/-阳性组 5/10只雄性动

物、8/10只雌性动物镜检胸腺可见恶性淋巴瘤（淋巴

母细胞性淋巴瘤），如图 5所示，低倍镜下可见胸腺

结构被肿瘤细胞破坏，肿瘤细胞中等大小，形态较

一致，并且呈单一性、弥漫性生长，可见“星空现

象”；高倍镜下可见肿瘤细胞的胞质较少，呈弱嗜酸

性，细胞核呈圆形或椭圆形，还可见到核扭曲和核

分裂象。p53+/-阳性组动物胸腺所见组织病理学改

变与人LBL的形态学特征相似。

3.7　免疫组化检测

根据组织病理学检查结果，对 p53+/-阳性组镜检

为恶性淋巴瘤的动物的胸腺进行免疫组化检测。

免疫组化检测结果显示（图 6），p53+/-对照组动物胸

腺CD20及CD68均呈阴性表达；CD3呈阳性表达，

图3　MNU诱导p53+/-小鼠胸腺大体病理学改变

Fig. 3　Gross lesion of thymus in p53+/- mice induced by 

MNU

与p53+/-对照组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs p53+/- control group.

图4　各组动物血清ALP、LDH水平变化

Fig. 4　Changes of serum ALP and LDH levels in each group

红色箭头-弥漫性生长；黑色箭头-“星空现象”。

red arrow-diffuse growth； black arrow-"starry sky phenomenon".

图5　MNU诱导p53+/-小鼠胸腺组织病理学改变

Fig. 5　Histopathological changes of thymus in p53+/-  mice induced by MNU 
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为胸腺正常 T 细胞免疫组化的着色反应。p53+/-阳

性组动物（13/20只）胸腺CD20均呈阴性表达，提示

胸腺肿瘤非B细胞来源；CD68均呈阳性表达，为巨

噬细胞的免疫学标志，并且与胸腺组织病理学改变

中“星空现象”相符；CD3均呈阳性表达，提示胸腺

肿瘤细胞为T细胞来源。上述免疫组化检测结果显

示，p53+/-阳性组动物胸腺恶性淋巴瘤为 T 细胞来

源，并且其免疫学特点与T-LBL相似。

4　讨论

MNU是短期致癌性实验或肿瘤发生机制研究

常用的阳性致癌剂［7-9］。课题组先前的研究结果显

示，单次 ip给予 75 mg·kg−1 MNU 12～13周后，p53+/-

小鼠出现弓背、消瘦、活动减少，以及呼吸急促等临

床症状，并且大多数 p53+/-小鼠死于第 13～17周，提

示 p53+/-小鼠发生淋巴瘤的时间早于给予MNU后的

第 12周；给予MNU后第 26周，p53+/-小鼠产生高度

一致的、T细胞来源的恶性淋巴瘤，并且发生率高达

100%［5］。有文献报道血清生化指标，如白蛋白、总

蛋白、LDH 和 ALP 可作为淋巴瘤诊断的辅助指

标［10-11］。本研究中给予 75 mg·kg−1 MNU后第 9～10

周，p53+/-小鼠出消瘦、弓背等临床症状，血清 LDH

显著升高，与文献报道一致［9］，提示 p53+/-小鼠在给

予MNU后第 9周已经发生肿瘤。有研究报道，在部

分类型的淋巴瘤［如霍奇金淋巴瘤，弥漫性大B细胞

淋 巴 瘤（diffuse large B-cell lymphoma，DLBCL）

等］，以及Ⅲ期或Ⅳ淋巴瘤病人的血清 ALP水平升

高，而在其他类型淋巴瘤中 ALP 水平未见明显变

化［10-12］，血清ALP水平显著降低也提示肝脏或骨骼

存在严重损伤或肿瘤性疾病［13］。在本研究中，MNU

诱导p53+/-阳性组动物血清ALP水平明显降低，镜检

该组部分动物肝脏、脾脏、胸骨（骨髓）、大腿骨，以

及肾脏等组织器官均可见淋巴瘤，因而考虑 p53+/-阳

性组动物血清 ALP水平明显降低与胸腺恶性淋巴

瘤转移至肝脏、胸骨（骨髓）等组织脏器有关。考虑

MNU诱导 p53+/-小鼠发生胸腺恶性淋巴瘤也可通过

检测血清LDH水平进行早期确认。p53+/-敲除小鼠

胸腺的大体病理学、组织病理学及免疫组化结果表

明胸腺恶性淋巴瘤为T细胞来源，并且与人LBL在

形态学及免疫学特征方面相似。本研究既验证了

课题组先前的研究结果，也进一步确认 75 mg·kg−1 

MNU诱导 p53+/-敲除小鼠发生胸腺恶性淋巴瘤的时

间早于给予MNU后的第9周。

在国外的相关研究报道中，p53+/-小鼠可用于替

代长期致癌实验及致癌性机制研究［9，14］。国际上用

于致癌性研究的 p53+/- 敲除小鼠一般为 B6.129-

Trp53tmlBrdN5 杂合子小鼠，该种小鼠采用 129/Sv

干细胞系建成，其应用不如 C57BL/6 背景小鼠广

泛，其原因是建立该种小鼠需要回交至少 5代以上，

因而导致动物遗传背景不一致 ，个体差异较

大 ［5，15-16］，由此利用该种小鼠开展致癌性实验或建立

肿瘤模型动物的一致性较差。本研究中所使用的

p53+/-小鼠（B6-Trptm1/NIFDC）为中国食品药品检定

研究院自主建立，其应用C57BL/6背景来源的胚胎

干细胞，通过基因打靶技术敲除 p53基因第 2～6外

显子获得，而B6.129-Trp53tmlBrdN5 杂合子小鼠仅

敲除 p53基因的部分外显子 5。因而，本研究中使用

的 p53+/-小鼠具有种群无需回交、动物遗传背景一

致、个体差异小的优点，因而通过MNU诱导建立的

肿瘤模型也更加一致。从本实验的结果来看，MNU

可诱导 p53+/-小鼠胸腺产生一致性的胸腺 T淋巴母

细胞性淋巴瘤，也可见较为特异性的血清 ALP 及

LDH水平的改变，同时本实验中动物的体质量、摄

图6　p53+/-敲除小鼠胸腺恶性淋巴瘤免疫组化结果（×400）

Fig. 6　Immunohistochemical results of malignant lymphoma of thymus in p53+/- knockout mice (×400)
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食量、死亡率，以及临床症状改变也很好地反映了

该模型的敏感性。

本实验经 ip给予 75 mg·kg−1 MNU后诱导 p53+/-

小鼠胸腺发生恶性淋巴瘤，通过分析 p53+/-敲除小鼠

的体质量、摄食量、死亡率、临床症状、血清生化指

标、大体及组织病理学和免疫组化结果，也结合课

题组之前的研究结果，认为 p53+/-小鼠对MNU的致

癌敏感性高，并且在给予MNU后第 9周前后即可检

查到胸腺恶性淋巴瘤发生，而且明显早于文献报

道［5-6］。免疫组化结果表明 p53+/-敲除小鼠胸腺淋巴

瘤为T-LBL，其与T-LBL极其相似，将来有望作为临

床前评价治疗 T-LBL药物的模型，以及研究 T-LBL

发生机制的候选模型之一。尚需对该模型的早期

肿瘤发生的特异性血清生化标志物进行进一步确

定，并对肿瘤发生发展的阶段性免疫指标和药效学

评价指标进行有效筛选及完善。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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