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ＧＦＰ标记Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞３ＬＬ颈内动脉注射建立脑转移癌

动物模型的可行性研究
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　　摘　要：目的　研究颈内动脉注射Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞３ＬＬ建立肺癌脑转移动物模型的可行性及手术技巧。方法　使用稳定转

染绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞３ＬＬ细胞经颈内动脉注射入Ｃ５７ＢＬ／６Ｘ小鼠脑组织，建立肺癌脑转移动物模型，分析肿

瘤脑内生长情况及小鼠生存时间。结果　使用颈内动脉注射ＧＦＲ标记的Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞３ＬＬ建立血运性脑转移癌模型成功。

结论　颈内动脉注射法是一种有效的建立脑转移癌动物模型的方法。
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　　肺癌是当今世界上对人类健康和生命威胁最大的恶性疾

病之一，肺癌脑转移（ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｂｒａｉｎｍｅｔａｓｔａｓｉｓ）是肺癌患者

主要的死亡原因，也是肺癌治疗失败的常见原因之一，肺癌脑

转移的主要途径是通过血运转移。血运性脑转移癌的发病率

较高、临床预后极差，影响因素错综复杂。本研究使用稳定转

染表达绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的Ｌｅｗｉｓ

肺癌细胞系３ＬＬ通过颈内动脉注射入Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑部，建

立血运性脑转移癌模型，观察肺癌脑转移的生物学特性。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１６只，雌雄各８只，４月龄，雄性

体质量（３５±１）ｇ，雌性体质量（３０±１）ｇ，购自上海斯莱克实验

动物有限责任公司。

１．１．２　细胞株　Ｌｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ３ＬＬ细胞购自Ａ

ｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅｏｆＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅ （ＡＴＣＣ，Ｃａｔ．ＣＲＬ１６４２），与

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠有相同遗传背景。

１．１．３　试剂　ｐＧＰＵ６ＧＦＰＮｅｏｓｉＲＮＡ质粒来自 ＧｅｎｅＰｈａｒ

ｍａ。Ｌｉｐｐｏ２０００来自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。高糖 ＤＭＥＭ 培养基购自

Ｓｉｇｍａ公司、胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青生物工程公司；一

抗羊多聚抗中间丝蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）

来自ＳａｎｔａＣｒｕｚ，二抗 ＨＲＰ多聚抗羊来自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。牛

血清清蛋白来自盐城赛宝生物科技有限公司。ＤＡＢ来自ＤＡ

ＫＯ公司。

１．１．４　特殊手术器械　ＢＤＭｉｃｒｏＦｉｎｅ３１Ｇｘ５ｍｍ胰岛素注

射针头。自制注射器。ＨｕｇｏＳａｃｈｓＥｌｅｋｔｒｏｎｉｋ微血管夹（Ｍｉ

ｃｒｏＶａｓｃｕｌａｒＣｌｉｐｓ）购自东乐自然基因生命科学公司。

１．１．５　设备　奥林巴斯ＢＸ４１光学显微镜。

１．２　方法

１．２．１　ＧＦＰ转染建立稳定转染的细胞系　使用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司Ｌｉｐｐｏ２０００标准程序将ｐＧＰＵ６ＧＦＰＮｅｏｓｉＲＮＡｖｅｃｔｏｒ转

染进Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞系３ＬＬ，用１０００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选１周

后，改用５００μｇ／ｍＬ浓度维持筛选压力，生长至６个１０ｃｍ培

养皿细胞满９０％时用流式细胞仪筛选出 ＧＦＰ表达强阳性的

１０％细胞，如此筛选重复３次，建立１００％ＧＦＰ强阳性的稳定

转染细胞系。为了保证尽可能多的细胞基因型存在，避免单克

隆株筛选法筛选到不具备致病力的细胞，不采用挑选单克隆株

的办法。如图１。

　　Ａ：光镜；Ｂ：荧光显微镜。

图１　　１００％稳定转染ＧＦＰ的Ｌｅｗｉｓ肺癌３ＬＬ

细胞系（×２００）

１．２．２　颈内动脉注射Ｌｅｗｉｓ３ＬＬ肺癌细胞建立肺癌脑转移动

物模型及分组　采用的颈内动脉注射法系Ｓｃｈａｃｋｅｒｔ和Ｆｉｄｌ

改良法［１］，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠腹腔注射氯胺酮（５ｍｇ／ｋｇ）／甲苯噻
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嗪（５０ｍｇ／ｋｇ）的混合物以麻醉，麻醉后放置在解剖显微镜下

的塑料板上。用橡皮筋放置在门齿之间固定小鼠头部。颈部

备皮、消毒后。做２ｃｍ长正中切口，暴露气管，分离胸锁乳突

肌及肩胛舌骨肌暴露颈动脉鞘，游离颈动脉，近心端和远心端

各放置１枚微血管夹。闭合近心端微血管夹，用ＢＤ３１Ｇ针头

轻轻挑破颈动脉，插入自制注射器至颈内动脉。将１０００００细

胞／２０μＬＬｅｗｉｓ３ＬＬ肺癌细胞缓慢注入２０μＬ，再缓慢追加２０

μＬＰＢＳ。穿刺点远端上微血管夹，取出注射器，１００强生公司

ｐｒｏｌｅｎｅ缝线缝合血管穿刺口，取出微血管夹，轻压颈动脉穿刺

点１～３ｍｉｎ以止血，缝合皮肤。术毕使用荧光影像系统检测

带绿色荧光蛋白的３ＬＬ细胞注射入脑成功。麻醉复苏后次

日，从存活的１５只小鼠中随机选择雌雄各６只，用荧光影像系

统检测后随机按雌雄各分为２组，每组３只：雄性２组编号分

别为 Ｍ１、Ｍ２，雌性２组编号分别为Ｆ１、Ｆ２。

１．２．３　记录　接种完成后，每天早、晚２次观察手术部位有无

感染，每日称量小鼠体质量并记录，绘制曲线，观察小鼠有无毛

发混乱、弓背、行走不稳等症状出现，选用全身严重衰竭、行走

不稳、呼吸短促、体质量下降３０％以上作为处死标准。记录小

鼠处死时间。

１．２．４　收集脑组织和病理染色

１．２．４．１　小鼠多聚甲醛灌注固定　小鼠腹腔注射氯胺酮（５０

ｍｇ／ｋｇ）／甲苯噻嗪（５ｍｇ／ｋｇ）的混合物深度麻醉平稳后，在解

剖显微镜下剪开胸腔，暴露心脏。吊瓶里装入预冷ＰＢＳ，将输

液套筒针刺入左心室（心尖处），打开输液开关，快速灌注。同

时在右心房剪一小口，使血液和灌洗液可以排出。灌入约５０

ｍＬ生理盐水后，观察从右心房流出的液体已经变成无色透

明，说明血液已经冲洗干净。换１个装有过滤后预冷过的４％

多聚甲醛的吊瓶继续输液。当多聚甲醛输入体内时，小鼠会剧

烈抽搐。待抽搐停止后，再持续输注４％多聚甲醛５ｍｉｎ（每只

小鼠量共约１００ｍＬ），多聚甲醛即可将小鼠体内各脏器充分固

定，牵拉四肢有僵硬感。此时已经固定完毕，可以取出脑组织。

１．２．４．２　病理和免疫组织化学染色鉴定　收集脑组织，更换

４％多聚甲醛３次并用７０％乙醇溶液漂洗３次后，脱水、固定、

包埋、切片、烘干。染色时二甲苯脱蜡后梯度乙醇水化。（１）直

接 Ｈ＆Ｅ染色封片；（２）浸泡在枸橼酸抗原修复液中加热做抗

原修复，ＰＢＳ漂洗后１％过氧化氢－５０％甲醇溶液封闭内源性

过氧化物酶，ＰＢＳ漂洗后５％牛血清清蛋白溶液封闭２０ｍｉｎ，

加１∶５００稀释的一抗羊多聚抗ＧＦＡＰ４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂

洗后加１∶２００稀释的二抗ＨＲＰ抗羊孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后

镜下观察控制ＤＡＢ染色时间，及时ＰＢＳ漂洗，漂洗终止染色，

Ｈ＆Ｅ染色封片。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计学软件进行统计学分

析。各实验均重复３次，计量数据用狓±狊表示，多组间的比较

采用单因素χ
２ 分析，组间数据比较采用狋检验。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　体质量观察　见表１。

表１　　颈内动脉注射ＧＦＰ（＋）３ＬＬ细胞后Ｃ５７ＢＬ／６

　　　小鼠体质量观察（ｇ）

手术后时间（ｄ） Ｍ１ Ｍ２ Ｆ１ Ｆ２

１ ３５．６８ ３５．５１ ３０．３２ ３０．１９

２ ３５．１３ ３４．７１ ２８．４２ ２９．０３

续表１　　颈内动脉注射ＧＦＰ（＋）３ＬＬ细胞后Ｃ５７ＢＬ／６

　　　小鼠体质量观察（ｇ）

手术后时间（ｄ） Ｍ１ Ｍ２ Ｆ１ Ｆ２

３ ３４．８３ ３４．５６ ３０．２３ ３０．４５

４ ３４．４５ ３５．４１ ３０．６３ ３０．５２

５ ３５．４９ ３５．３７ ３０．８７ ３０．６５

６ ３５．３１ ３５．８２ ３０．８２ ３０．７８

７ ３５．７３ ３５．３１ ３０．６７ ３１．１２

８ ３５．５６ ３４．４７ ３０．８３ ３０．６７

９ ３５．８２ ３４．１３ ３１．２１ ３０．６７

１０ ３５．６９ ３３．８２ ３０．７３ ３０．８８

１１ ３５．３２ ３２．６７ ３０．５２ ３１．０９

１２ ３５．４５ ３２．２５ ３０．５６ ３０．６９

１３ ３４．７３ ３１．３４ ３０．７２ ３０．７９

１４ ３３．６９ ３０．２５ ３０．３４ ３０．４５

１５ ３２．８２ ２９．７２ ３０．８４ ３０．７２

１６ ３２．６９ 死亡 ３０．６８ ３０．５９

１７ ３１．８１ ３５．５７ ３０．１２ ３０．６８

１８ 死亡 ３４．２１ ２９．４９ ３０．２３

１９ ３２．２３ ３３．６５ ２８．８４ ２９．９１

２０ ３０．９１ ３０．９１ ２８．２８ ２８．７５

２１ ２９．４６ ２９．１６ ２６．２１ ２８．５３

２２ 死亡 ２８．３１ 死亡 ２７．４２

２３ ２８．４２ ２７．２３ ２６．９１ ２６．５４

２４ ２６．１４ 死亡２ ２５．５２ ２６．１２

２５ 死亡 死亡 死亡

２６ ２３．３４ ２４．３２

２７ 死亡 死亡

２８ 死亡

　　Ｍ１、Ｍ２为雄性小鼠组，Ｆ１、Ｆ２为雌性小鼠组，每组狀＝３。

２．２　存活时间　见表２、图２。

表２　　颈内动脉注射ＧＦＰ（＋）３ＬＬ细胞后小鼠生存时间（ｄ）

小鼠编号 Ｍ１ Ｍ２ Ｆ１ Ｆ２

１ １８ １６ ２２ ２５

２ ２２ ２４ ２５ ２７

３ ２５ ２４ ２７ ２８

　　Ｍ１、Ｍ２为雄性小鼠组，Ｆ１、Ｆ２为雌性小鼠组，每组（笼）狀＝３。

　　Ａ组为雄性小鼠（Ｍ１＋Ｍ２），Ｂ组为雌性（Ｆ１＋Ｆ２）。雄性小鼠生

存时间为（２３±３．７）ｄ，雌性组生存时间为（２６±２．２）ｄ，雌性肺癌脑转

移小鼠平均生存时间长于雄性，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　　颈内动脉注射３ＬＬ细胞后小鼠生存时间
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２．３　脑组织荧光显微镜观察　见图３。

　　稳定转染后表达绿色荧光蛋白的３ＬＬ细胞经颈内动脉注射至脑

内３周后，收集脑组织标本荧光显微镜下观察，脑组织内有绿色荧光浓

聚的地方为带绿色荧光标记的肿瘤细胞增殖成为肿瘤。

图３　　稳定转染后ＧＦＰ（＋）的３ＬＬ细胞注射

３周后鼠脑（×２０）

２．４　病理染色　见图４～５。

　　Ａ为ＩＨＣＡＰ染色，光镜ｘ１００；Ｂ为ＩＨＣＤＡＢ染色，光镜ｘ４００。

颈内动脉注射后３周，脑血管内散在生长的、多发的转移性肿瘤，周围

有激活的反应性星型胶质细胞增生。可见血管内成团生长的异常细

胞，核大小、形状和染色不一，有双核、多核，核分裂像多见。

图４　　颈内动脉注射３周后脑内多发转移性肿瘤

　　Ａ、Ｂ为Ｈ＆Ｅ染色，光镜ｘ４０；Ｃ为ＩＨＣＤＡＢＧＦＡＰ染色，光镜ｘ２０。颈内动脉注射４周后脑内融合的转移性肿瘤，核膜增厚，核大小、形状、染

色不一，核分裂像增多，核仁肥大数目增多，有双核、多核、巨核及奇异形核，核内染色加深，染色质呈粗颗粒状，分布不均匀。转移癌病灶周围有激

活的反应性星型胶质细胞增生。

图５　　颈内动脉注射４周后脑内融合的转移性肿瘤

３　讨　　论

３．１　肺癌脑转移是最常见的颅内转移的恶性肿瘤，患者的中

位生存时间仅为２～３个月，即使积极手术切除、放疗、化疗，也

仅仅只能延长它的中位生存期至６～８个月
［２］。肺癌脑转移是

临床上肺癌患者病情发展或晚期的表现，是肺癌患者死亡的主

要原因，也是治疗肺癌失败的常见原因之一，无论是否手术切

除原发病灶，有５０％～６０％的肺癌患者最终会发生脑转移
［３］。

随着ＣＴ、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ等各种影像学检查手段的不断进

步［４］，肺癌脑转移的早期检出率大大提高，手术疗效得到判

断［５６］，患者的预后得到改善，生存时间得到延长。但由于患者

往往伴有因脑转移灶占位以及瘤周脑组织水肿严重导致高颅

压所引起的剧烈头痛、呕吐、肢体偏瘫、语言功能障碍、智力智

能减退等神经功能障碍症状，生活质量极差。

３．２　肺癌脑转移的机制目前尚不明确，目前公认的肺癌脑转

移的主要途径是通过血运。肺癌细胞生长快速、癌细胞之间缝

隙连接松散使细胞容易脱落，癌细胞易脱落后移行进入肺组织

丰富的血管中，随血液经肺静脉进入体循环，随颈动脉或椎基

底动脉上行到达脑组织后停留、聚集、黏附在终末血管床，增

殖、脑血管内皮包裹生长、跨内皮迁移穿透血脑屏障（ｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）
［７］，形成转移灶。要研究“转移”，最可行的

方法就是体外肿瘤细胞培养加体内实验———建立肿瘤转移的

实验动物模型。目前，建立脑转移癌动物模型的方法主要有４

种：（１）脑内局部原位注射；（２）皮下注射；（３）尾静脉注射；（４）

颈内动脉注射。其中脑内原位注射建模成功率高，但一般只有

单发肿瘤，且不能模拟肿瘤细胞自血管内生长移行透过血脑屏

障的过程；皮下注射一般只产生局部肿块，仅少数发生远处转

移，往往需要在实验动物体内反复传代才可能有很低的概率诱

发脑转移；尾静脉注射后发生脑以外的肺部、骨等其他部位转

移的概率高，建立脑转移癌模型的成功率低。本研究体内实验

中系使用１００％稳定转染ＧＦＰ的Ｌｅｗｉｓ３ＬＬ肺癌细胞细胞经

颈内动脉注射直接入脑建立小鼠脑转移癌模型的方法。收集

的注射３周以后脑组织标本在荧光显微镜下观察有绿色荧光

蛋白的富集区域，证实有稳定转染ＧＦＰ的Ｌｅｗｉｓ３ＬＬ肺癌细

胞增殖、生长形成肿瘤。免疫组织化学染色见细胞核膜增厚，

核大小、形状、染色不一，核分裂像增多，核仁肥大数目增多，有

双核、多核、巨核及奇异形核，核内染色加深，染色质呈粗颗粒

状，分布不均匀，为恶性肿瘤的病理组织学特征。病灶周围有

激活的反应性星型胶质细胞增生，符合脑内恶性肿瘤的生物学

特性———就像一个永不愈合的伤口，起到与创伤性损伤类似的

作用，导致反应性星型胶质细胞的增生［８１１］，而与此同时反应

性星型胶质细胞又反过来保护肿瘤细胞继续生长［１２１３］。证明

这一模型能真实地模拟肺癌血运型转移的过程和结果。

本实验中采用的颈内动脉注射法直接模拟癌细胞在脑部

的终末毛细血管床内聚集、黏附、侵袭穿透血脑屏障、增殖和在

脑血管内皮包裹之下生长、跨内皮迁移穿透ＢＢＢ形成转移灶，

长出新生微血管的真实过程。颈内动脉注射显微手术技术简

单、手术技巧要求低，成功率高，本例手术存活率９３．７５％。使

用的Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞与Ｃ５７ＢＬ／６小鼠具有相同遗传背景，建

模成功率高，手术成功的小鼠术后１００％发生脑转移癌。未作

特殊药物处理的自然病程的小鼠中位数生存时间仅为２４．５ｄ，
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实验周期短，节约资金和人力成本。是一种经济有效的建立脑

转移癌动物模型的方法。

３．３　颈内动脉注射手术技巧。术中钝性分离胸锁乳突肌及肩

胛舌骨肌以暴露颈动脉鞘，暴露困难时可剪断肩胛舌骨肌。解

剖游离出颈动脉时注意不要过度牵拉或损伤迷走神经以及颈

动脉鞘下方的颈交感干。上微血管夹时避开颈动脉分叉处、迷

走神经以及颈交感干。手术中小鼠死亡１只，手术死亡率为

６．２５％。考虑系牵拉迷走神经导致心跳呼吸骤停，注射成功后

１００强生公司ｐｒｏｌｅｎｅ缝线缝合血管穿刺口，轻压颈动脉穿刺

点１～３ｍｉｎ均即可以可靠止血。
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