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　　［摘要］　目的　探讨Ｌｅｗｉｓ肺腺癌（Ｌｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＬＬＣ）对小鼠肠道干细胞及其微环境的影响。
方法　比较不同接种方式（皮下接种和静脉移植）在Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肺部形成肺腺癌的能力差异。通过
ＨＥ、ＢｒｄＵ免疫染色和ｑＰＣＲ检测ＬＬＣ对肠道形态、增殖动力学、肠道干细胞及其微环境相关基因、肠上
皮细胞紧密连接及炎症因子表达的影响。使用ＥｄＵ染色评价ＬＬＣ条件培养基（ＬＬＣＣＭ）对ＩＥＣ６细胞
增殖的影响。使用 ＬＬＣ细胞和 ＬＬＣＣＭ观察肺腺癌对肠类器官生长的影响。结果　静脉移植 ＬＬＣ细
胞较皮下接种荷瘤更易在小鼠肺部形成肺腺癌。肺腺癌导致绒毛和隐窝长度较对照组显著增加（Ｐ＜
０．０１），ＢｒｄＵ阳性细胞数量和Ｋｉ６７基因 ｍＲＮＡ水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＬＬＣＣＭ可增加 ＥｄＵ
阳性ＩＥＣ６细胞数量（Ｐ＜０．０５）。肺腺癌小鼠肠组织中肠道干细胞标志物基因（Ｌｇｒ５、Ｏｌｆｍ４、Ａｘｉｎ２）表
达水平显著下降，微环境相关基因（Ｗｎｔ３）表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。肺腺癌引起肠上皮ＺＯ１免疫染色
以及ＺＯ１和ＯＣＬＮｍＲＮＡ表达显著降低，ＩＬ１β和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ含量显著增加（Ｐ＜０．０５）。ＬＬＣ细
胞和ＬＬＣＣＭ均抑制肠类器官生长。结论　Ｌｅｗｉｓ肺腺癌能够破坏肠道干细胞及其微环境，为肺癌与肠
道交互作用提供了新的实验依据。

　　［关键词］　Ｌｅｗｉｓ肺腺癌；肠道干细胞；微环境；肿瘤
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．４５；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３４．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７３０８９，８１８７４２５５）；四川省科技厅应用基础研究计划（２０２０ＹＪ０４５８）；四川省肿瘤医院课题
（ＹＢＲ２０１９００３）

［通信作者］　刘登群，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｑｕｎｌｉｕ＠１６３．ｃｏｍ

Ｅｆｔｅｃｔｏｆ Ｌｅｗｉｓ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ＸＵＺｈｅｎｎｉ１，ＯＵＪｉｎｇ１，ＷＡＮＧＹｕ２，ＬＥＩＸｕｄａｎ３，ＨＵＡＮＧＬｉｎｇｘｉａｏ３，ＷＡＮＧＴａｏ１，ＷＡＮＧＦｅｎｇｃｈａｏ１，ＧＡＯ
Ｊｉｎｉｎｇ１，ＷＡＮＧＪｕｎｐｉｎｇ１，ＳＵＹｏｎｇｐｉｎｇ１，ＬＩＵＤｅｎｇｑｕｎ１，３　　１ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒａｕｍａ，ＢｕｒｎｓａｎｄＣｏｍｂｉｎｅｄ
Ｉｎｊｕｒｙ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｔｉｒａｄｉａｔｉｏｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＮａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＣｏｍｂｉｎｅｄＩｎｊｕｒｙ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｏｃｋｅｔＦｏｒｃｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８；３ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎ
Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，ＳｉｃｈｕａｎＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ＆Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＣａｎｃｅｒＣｅｎｔｅｒ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＣｈｉｎａ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００４１，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ（ＩＳＣｓ）ａｎｄｔｈｅｉｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｂｅａｒｉｎｇＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ＬＬＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＬＬＣｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎａｎｄｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ．
ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｑＰＣＲｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｈｏｗＬＬＣａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓ，ＩＳＣｓａｎｄｔｈｅｉｒｎｉｃｈｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ．ＷｅａｌｓｏｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＬＣｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ（ＬＬＣＣＭ）ｏｎ

５５１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄＩＥＣ６ｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｎｔｅｒｏｉｄｓｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＬＬＣｃｅｌｌｓｏｒｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＬＬＣＣＭ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｍｏｒｅｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬＬＣｉｎｍｉｃｅｔｈａｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆＬＬＣｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇＬＬＣｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｍｕｃｏｓａｌｖｉｌｌｉａｎｄｄｅｐｔｈｏｆｔｈｅｃｒｙｐｔｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｈａｄｍｏｒｅＢｒｄＵ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄａｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｏｆＫｉ６７ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ
（Ｐ＜０．０５）．ＬＬＣＣＭｏｂｖｉｏｕｓｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆＥｄＵｉｎＩＥＣ６ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ
ｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＳＣｍａｒｋｅｒｓａｎｄｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
Ｌｇｒ５，Ｏｌｆｍ４，Ａｘｉｎ２，ａｎｄＷｎｔ３）ｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｅｒｅｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｓｉｇｎａｌｓｏｆＺＯ１ａｎｄｔｈｅ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＪＰ１ａｎｄＯＣＬＮｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＴＮＦα
ｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＢｏｔｈＬＬＣａｎｄＬＬＣＣＭｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｏｒｇａｎｏｉｄｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＬＬＣｄｉｓｒｕｐｔｓｔｈｅＩＳＣｓａｎｄｔｈｅｉｒｎｉｃｈｅｉｎｍｉｃｅ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｎｅｗ
ｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｌｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ｔｕｍｏｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７３０８９，８１８７４２５５），ｔｈｅＡｐｐｌｉｅｄＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｃｉｅｎｃｅ＆
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０２０ＹＪ０４５８），ａｎｄｔｈｅＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍ（ＹＢＲ２０１９００３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＤｅｎｇｑｕｎ，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｑｕｎｌｉｕ＠１６３．ｃｏｍ

　　肠道干细胞是哺乳动物肠上皮维持快速更新的细
胞学基础，肠道干细胞稳态维持受到潘氏细胞、巨噬细

胞等微环境细胞提供的多种分子信号调控［１］。电离

辐射、炎症等因素很容易对肠道干细胞及其微环境细

胞造成损伤，从而导致机体出现腹泻、感染等临床症

状［２］。肿瘤能够对机体产生多方面的影响，包括对原

发脏器、转移脏器的影响，此外肿瘤还可通过外泌体等

多种生物活性物质作用于其他脏器［３－４］。肺癌是我国

最常见的肿瘤类型，以往对肺癌的研究主要集中在肺

癌发生和转移相关领域。随着系统生物学的发展，肺

肠轴交互作用正成为近期肺癌研究的新热点［５］。如

研究表明肠道菌群等肠道因素能够影响肺癌的临床治

疗效果［６－７］，但目前肺癌是否影响肠道干细胞及其微

环境尚不清楚。因此，本研究建立稳定了 Ｌｅｗｉｓ肺腺
癌（Ｌｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＬＬＣ）小鼠动物模型，并使用该模
型和肠类器官培养技术观测Ｌｅｗｉｓ肺腺癌对小鼠肠道
组织形态、细胞增殖动力学、肠道干细胞及其微环境相

关基因、细胞紧密连接和炎症因子表达的影响，探讨肺

腺癌是否导致肠道干细胞及其微环境破坏，为深入认识

肺癌进展过程中肺肠轴交互作用提供新的实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠购自北京华阜康生物科技有
限公司，８～１２周龄，体质量１８～２２ｇ，于本实验室 ＳＰＦ
动物房中饲养。动物实验符合陆军军医大学实验动物

伦理委员会相关要求。按接种方式分为皮下接种组和

静脉接种组，以未接种的小鼠作为正常对照组。

１．２　细胞系
　　小鼠Ｌｅｗｉｓ肺腺癌细胞株（ＬＬＣ细胞）购自中科院
上海细胞库（目录号：ＴＣＭ７），由本实验室保存。用高
糖ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）并添加 １０％胎牛血
清（ＢＩ公司）进行培养，同时加入１％青霉素链霉素双
抗（碧云天公司）防止细菌污染。大鼠空肠隐窝上皮

细胞株ＩＥＣ６由本实验保存。每 ２天换液，保持细胞
处于旺盛生长状态。

１．３　细胞培养及接种动物
　　ＬＬＣ细胞接种于１０ｃｍ平皿，生长至８０％融合后
收集细胞，调整细胞悬液体积使细胞数为１×１０７／ｍＬ。
１％戊巴比妥钠麻醉小鼠，消毒后皮下接种组在小鼠右
腋皮下注射０．１ｍＬ细胞悬液，轻压进针处防止液体流
出。静脉接种组向０．１ｍＬ细胞悬液中加入０．２ｍＬ无
血清培养基并混匀，经小鼠尾静脉缓慢注入 ＬＬＣ细
胞，按压进针处防止液体漏出。接种后２１ｄ取材。
１．４　ＬＬＣ细胞条件培养基制备与注射
　　按 １×１０６／孔接种 ＬＬＣ细胞，待 ＬＬＣ细胞生长至
８０％融合时，更换为含１％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基（ＬＬＣ
组）。空白孔内加入同样培养基作为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。
培养３ｄ后收集培养基。０．２２μｍ孔径针式滤器进行过
滤后用１．５ｍＬ离心管分装并于－２０℃冰箱保存。小鼠
每天经尾静脉注射０．３ｍＬＬＬＣ条件培养基（ＬＬＣＣＭ
组）或对照培养基（对照组），连续注射５ｄ后取材。
１．５　肠类器官培养
　　颈椎脱臼处死小鼠，酒精消毒腹部皮肤后分离中
段小肠，使用预冷 ＰＢＳ冲洗肠腔内容物，纵向剖开肠
管，将小肠剪成 ２～３ｍｍ小块组织，加入 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
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ＥＤＴＡ／ＰＢＳ溶液后冰浴 ３０ｍｉｎ。移去 ＥＤＴＡ溶液，预
冷ＰＢＳ洗涤组织 ２次，用吸管吹打组织释放肠隐窝。
７０μｍ孔径细胞筛过滤悬液，按照每１０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ中
１００个隐窝进行重悬并接种。ＬＬＣ共培养使用 ６孔
板，板内或 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内接种 １×１０６ＬＬＣ细胞。
ＬＬＣＣＭ实验使用９６孔板接种。分别加入正常（对照
组）和含有２５％、５０％ＬＬＣＣＭ（ＬＬＣＣＭ组）的小鼠肠
类器官培养基进行实验。

１．６　组织取材与染色
　　取材前９０ｍｉｎ腹腔注射 ＢｒｄＵ。小肠组织经中性
甲醛固定过夜，常规脱水石蜡包埋并切片。石蜡切片

脱蜡至水后进行ＨＥ染色或免疫染色。ｐＨ＝６．０枸橼
酸盐缓冲液煮沸 １５ｍｉｎ进行抗原修复，含 １％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００的封闭液室温封闭３０ｍｉｎ，滴加大鼠抗ＢｒｄＵ抗
体（１∶２００，Ａｂｃａｍ公司）、兔抗 ＺＯ１抗体（１∶５００，
ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司）、山羊抗Ｌｙｓｏｚｙｍｅ抗体（１∶５００，Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗去未结合一抗后加
入ＡｌｅｘＦｌｕｏ４８８或５９４荧光二抗（１∶１０００），室温避光
孵育３０ｍｉｎ。洗去未结合二抗并复染ＤＡＰＩ封片。
１．７　ＥｄＵ染色
　　将盖玻片置于１２孔板底部，接种ＩＥＣ６细胞到孔
板内进行培养，待细胞生长至８０％后用于实验。实验
组在培养基中加入终浓度为 ２５％的 ＬＬＣＣＭ，对照组
加入同等体积对照培养基，作用 ２４ｈ后进行染色。
ＥｄＵ染色试剂盒购自广州锐博生物科技有限公司
（Ｃ１０３１０１），具体染色流程按试剂盒操作说明进行。
１．８　定量ＰＣＲ检测
　　肠组织经液氮速冻后保存于－８０℃冰箱。使用
ＲＮＡｉｓｏ裂解组织并提取 ＲＮＡ，经 Ｎａｎｏ２０００测定 ＲＮＡ
浓度与纯度。用ＴａＫａＲａ公司ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔｗｉｔｈɡＤＮＡＥｒａｓｅｒ进行反转录获取 ｃＤＮＡ。引物由
华大基因公司进行合成，序列见表 １。使用 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ配制反应液，ＢｉｏＲａｄ荧光定量ＰＣＲ
仪进行扩增和检测。ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性
５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，６０℃ １０ｓ，７２℃ １０ｓ，４０次循环。
获取样本对应基因的Ｃｔ值，按照２－△△Ｃｔ法进行数据处
理，使用βａｃｔｉｎ作为内参基因。
１．９　图像采集及数据统计学分析
　　使用ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１显微镜采集细胞和明场图像，
使用 ＬｅｉｃａＬＳＭＳＰ５共聚焦显微镜采集荧光染色图
像。使用ＩｍａｇｅＪ软件测定小肠组织形态学指标。使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０进行数据统计分析，两组间数
据比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　静脉移植ＬＬＣ细胞较皮下移植更容易形成肺腺癌
　　ＬＬＣ细胞对Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠进行右腋皮下荷瘤和
尾静脉移植荷瘤２１ｄ后取材。静脉接种组荷瘤小鼠
在２１ｄ时大体状况良好，体质量较正常对照组小鼠无
明显差异，未见肿瘤所致恶病质样改变。取材时皮下

接种组小鼠肿瘤直径可达１．５～２ｃｍ，但肺部大体观察
未见明显肿瘤，而静脉接种组小鼠肺部均可形成肿瘤

组织，成瘤率达１００％。ＨＥ染色可见静脉接种组荷瘤
小鼠肺部有明显肿瘤生长（图１）。证实静脉接种ＬＬＣ
细胞较皮下接种更容易形成肺腺癌，本课题后续实验

均采用静脉接种荷瘤方式。

２．２　肺腺癌促进肠隐窝细胞增殖但抑制肠道干细胞
相关基因表达

　　ＬＬＣ组和对照组小肠 ＨＥ染色见图２Ａ，两组肠隐
窝密度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２Ｂ）。ＬＬＣ组
肠隐窝深度为（１１８．２±１．５）μｍ，显著高于对照组
［（８０．９±１．５）μｍ，Ｐ＜０．０１，图２Ｃ］。ＬＬＣ组肠绒毛长度
为（２６２．５±６．９）μｍ，显著长于对照组［（２２２．１±３．６）μｍ，

表１　不同基因ｑＰＣＲ检测所用引物序列与片段长度

基因名称 正义链（５′→３′） 反义引物（５′→３′） 产物／ｂｐ
Ｌｇｒ５ ＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣＴＧＧＴＧＴＧＴＴＧ ＧＡＧＧＴＣＴＡＧＧＴＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＧ １４９
Ｏｌｆｍ４ ＡＣＴＧＴＣＣＧＡＡＴＴＧＡＣＡＴＣＡＴＧＧ ＴＴＣＴＧＡＧＣＴＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＣＴＣ １３５
Ａｘｉｎ２ ＡＧＴＧＣＡＡＡＣＴＣＴＣＡＣＣＣＡＣＣ ＴＣＧＣＴＧＧＡＴＡＡＣＴＣＧＣＴＧＴＣ １９６
Ｍｋｉ６７ ＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＣＡＡＡＡＧＧ ＣＡＧＡＣＣＣＡＴＴＴＡＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡ ２０８
Ｔｊｐ１ ＧＣＣＴＴＧＧＣＣＴＡＧＣＡＴＡＣＡＣＡ ＧＧＴＡＡＧＧＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧＧＴ ２８８
Ｏｃｌｎ ＴＣＣＧＧＣＣＧＣＣＡＡＧＧＴＴＣ ＣＡＴＡＧＣＣＴＣＴＧＴＣＣＣＡＡＧＣＡＡ ３６０
Ｉｌ１ｂ ＡＣＣＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＡＧＣＡＣＡＡ ＴＴＧＧＣＣＧＡＧＧＡＣＴＡＡＧＧＡＧＴ ２００
Ｔｎｆα ＡＴＧＧＣＣＴＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＴ ＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣ ９７
Ｗｎｔ３ ＴＧＧＡＡＣＴＧＴＡＣＣＡＣＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣ ＡＣＡＣＣＡＧＣＣＧＡＧＧＣＧＡＴＧ １０３
Ｂｈｌｈａ１５ ＧＣＴＧＡＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＡＣＴＴＡＣ ＴＧＴＧＴＡＧＡＧＴＡＧＣＧＴＴＧＣＡＧＧ １７８
Ｌｙｚ１ ＡＴＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＧＣＴＡＣＴＡＴＧＧ ＡＣＣＡＧＴＡＴＣＧＧＣＴＡＴＴＧＡＴＣＴＧＡ ３１０

βａｃｔｉｎ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ １５４
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Ｐ＜０．０１，图２Ｄ］。ＢｒｄＵ染色结果显示ＬＬＣ组小鼠（图
３Ａ）肠隐窝中 ＢｒｄＵ阳性细胞多于对照组（图 ３Ｂ），两
组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。ＬＬＣ组小肠
增殖细胞标志物 Ｋｉ６７基因的 ｍＲＮＡ水平显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。ｑＰＣＲ结果证实肺腺癌组肠道

干细胞标志物基因Ｌｇｒ５、Ｏｌｆｍ４和Ａｘｉｎ２较对照组明显
降低，同时维持肠道干细胞所需的 Ｗｎｔ３基因 ｍＲＮＡ
含量也显著降低（Ｐ＜０．０５，图４）。结果证实肺腺癌导
致小鼠肠隐窝细胞增殖水平增加，但肠道干细胞活性

显著降低。

正常对照组 皮下接种组 静脉接种组
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图１　皮下和静脉接种ＬＬＣ细胞２１ｄ后小鼠肺大体形态和ＨＥ染色观察
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图２　两组小肠组织形态和肠隐窝密度、深度及绒毛长度变化　（ｎ＝３）
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图３　两组肠上皮细胞增殖能力比较
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图４　ｑＰＣＲ检测两组小鼠肠道干细胞及微环境相关基因表达

２．３　肺腺癌破坏肠上皮细胞紧密连接
　　ＺＯ１（ＴＪＰ１）免疫荧光染色证实肺腺癌小鼠肠绒
毛ＺＯ１染色强度较正常小鼠明显减弱，同时肠隐窝底
部潘氏细胞溶菌酶（Ｌｙｓｏｚｙｍｅ）的阳性信号也减弱（图
５Ａ、Ｂ）。ｑＰＣＲ检测结果证实肺腺癌小鼠肠组织中的
ＴＪＰ１和 ＯＣＬＮ基因的 ｍＲＮＡ含量较对照组显著降低
（图５Ｃ、Ｄ，ｎ＝３）。本结果证实肺腺癌可引起小鼠肠
上皮细胞间的紧密连接蛋白和其 ｍＲＮＡ水平降低，提
示肺腺癌可导致肠黏膜通透性降低。

２．４　肺腺癌小鼠肠道炎症因子表达水平增加
　　ｑＰＣＲ检测肺腺癌小鼠肠组织中促炎因子的表达
情况，结果显示肺腺癌小鼠肠道内促炎因子 ＩＬ１β和

ＴＮＦα的ｍＲＮＡ含量显著增加（Ｐ＜０．０１，图６）。表明
肺腺癌能够增加肠道炎症反应，这可能是肺腺癌损伤

肠道干细胞微环境的机制之一。

２．５　ＬＬＣ细胞抑制肠类器官生长
　　肠类器官是研究肠道干细胞的理想体外模型，因
此本课题使用 ＬＬＣ细胞与肠类器官共培养评价肺腺
癌对肠道干细胞的影响。实验结果显示正常小鼠肠隐

窝能够在培养后６ｄ形成肠类器官（图７Ａ），但在培养
体系中加入 ＬＬＣ细胞会显著减少肠类器官形成（图
７Ｂ）。将ＬＬＣ细胞接种到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室与肠隐窝进
行共培养，同样发现肠类器官显著减少（图７Ｃ）。统计
结果显示ＬＬＣ细胞直接共培养２４ｈ可显著降低肠类
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器官形成效率（Ｐ＜０．０１，图７Ｄ）。因此，ＬＬＣ细胞对肠
类器官生长具有抑制作用。
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Ａ：对照组ＺＯ１免疫荧光染色；Ｂ：ＬＬＣ组ＺＯ１免疫荧光染
色；Ｃ：ＴＪＰ１基因ｍＲＮＡ含量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
Ｄ：ＯＣＬＮ基因ｍＲＮＡ水平　ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图５　两组小鼠肠黏膜通透性及肠组织中ＴＪＰ１和ＯＣＬＮ
ｍＲＮＡ水平　（ｎ＝３）
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Ａ：ＩＬ１β；Ｂ：ＴＮＦα　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图６　肺腺癌小鼠肠组织中炎症因子ｍＲＮＡ水平增加　（ｎ＝３）

２．６　ＬＬＣＣＭ促进肠上皮细胞增殖并抑制肠类器官
生长

　　对正常小鼠连续５ｄ经尾静脉分别注射 ＬＬＣＣＭ
和对照培养基，结果显示 ＬＬＣＣＭ组肠隐窝平均深度
为（８８．７±０．９）μｍ，显著高于对照组［（７４．６±０．７）μｍ，
Ｐ＜０．０１，图８Ａ］。向肠上皮细胞株 ＩＥＣ６中加入２５％
ＬＬＣＣＭ培养２４ｈ可显著增加ＥｄＵ阳性细胞数量（Ｐ＜
０．０１，图８Ｂ）。使用ＬＬＣＣＭ培养肠类器官细胞时，培
养体系中加入２５％和５０％ＬＬＣＣＭ培养３ｄ后肠类器
官体积明显减小（图８Ｃ），接种后２４ｈ形成肠类器官
效率明显降低（Ｐ＜０．０１，图 ８Ｄ）。因此，ＬＬＣＣＭ与
Ｌｅｗｉｓ肺腺癌具有相同的体内体外效应。
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Ａ：肠隐窝单独培养６ｄ；Ｂ：肠隐窝与ＬＬＣ细胞共培养６ｄ；Ｃ：肠隐窝与Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内ＬＬＣ细胞共培养６ｄ；Ｄ：ＬＬＣ直接与肠

隐窝共培养２４ｈ抑制肠类器官形成　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图７　ＬＬＣ肺腺癌细胞抑制肠类器官体形成
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Ａ：ＬＬＣＣＭ增加小鼠肠隐窝深度；Ｂ：ＬＬＣＣＭ作用２４ｈ增加ＥｄＵ阳性ＩＥＣ６细胞数量；Ｃ：ＬＬＣＣＭ中培养３ｄ肠类器官体积减
小；Ｄ：ＬＬＣＣＭ作用２４ｈ可降低肠类器官形成效率　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图８　ＬＬＣＣＭ对小鼠肠道、ＩＥＣ６细胞和肠类器官生长的影响

３　讨论

　　肺癌是临床最常见的肿瘤，其中肺腺癌等非小细
胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占全部
肺癌病例的 ８０％。以往观点主要认为肺癌发生后会
引起肺通气功能下降，进而引发机体多脏器处于缺氧

状态［８］。最近研究提示肺癌与机体肠道之间存在复

杂的相互作用，本研究主要探讨 Ｌｅｗｉｓ肺腺癌对肠道
干细胞及其微环境的影响。

　　Ｌｅｗｉｓ肺腺癌细胞株 ＬＬＣ细胞来源于 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，是目前建立小鼠肺腺癌动物模型所使用的主要

细胞类型［９］。多使用该细胞株进行右腋皮下接种来

研究ＬＬＣ细胞对机体的相应影响，本研究发现皮下接
种ＬＬＣ细胞后原位肿瘤生长速度很快，但小鼠肺部并
不能形成明显肿瘤，不能很好地模拟肺腺癌对肠道的

影响；而静脉接种的成瘤率达到１００％，解剖后可见肺
脏表面有明显肿瘤生长，部分呈亮泡状，ＨＥ染色可见
典型的肿瘤组织。因此，本研究使用静脉接种 ＬＬＣ细
胞建立肺腺癌动物模型。

　　肠上皮细胞始终处于快速更新状态，位于肠隐窝
底部的Ｌｇｒ５阳性活跃肠干细胞是正常肠上皮更新的
主要动力来源。本研究发现，肺腺癌小鼠体内肠干细

胞相关基因 Ｌｇｒ５、Ｏｌｆｍ４、Ａｘｉｎ２的 ｍＲＮＡ水平明显下
降。Ｗｎｔ３是维持肠道干细胞的重要生长因子，其
ｍＲＮＡ含量也显著降低，因此肺腺癌可抑制肠道干细
胞及其微环境相关基因表达。肠类器官作为一种评估

肠道干细胞功能的新方法目前已经广泛使用［１０－１１］，本

实验结果证实ＬＬＣ细胞与肠类器官共培养时，肠类器
官生长受到明显抑制。因此，体内和体外结果均支持

肺腺癌能够抑制肠道干细胞活性这一结论。在肺腺癌
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抑制肠道干细胞活性的同时，Ｌｅｗｉｓ肺腺癌小鼠和注射
ＬＬＣＣＭ小鼠的肠隐窝中 ＢｒｄＵ阳性细胞数量均明显
增加。我们推测这可能是由于肿瘤导致肠道干细胞活

性降低时，位于隐窝中上部的前体细胞通过增加自身

增殖代偿性补充肠上皮细胞更新所致。

　　小肠上皮结构和功能的完整性是机体隔离肠腔内
病原体的重要屏障，紧密连接是肠上皮细胞间的主要

连接类型。组成紧密连接的两种主要成分是 ＺＯ１和
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白，本实验结果和文献［８］报道证实 Ｌｅｗｉｓ
肺腺癌可导致 ＺＯ１染色强度降低，ｑＰＣＲ结果证实
ＴＪＰ１和ＯＣＬＮ基因的ｍＲＮＡ表达水平下降。此外，我
们还发现 Ｌｅｗｉｓ肺腺癌组肠道中促炎因子 ＩＬ１β和
ＴＮＦα较正常小鼠显著增加。肠上皮细胞间紧密连接
的减少和炎症反应增加会引起肠黏膜通透性增加，肠

道菌群及其代谢产物入血引发机体感染的概率随之上

升［１２－１３］。目前肿瘤外分泌领域特别是肿瘤外泌体的

研究报道越来越多［１４］，本研究使用 ＬＬＣＣＭ处理小
鼠、ＩＥＣ６肠上皮细胞株和肠类器官都取得和肺腺癌
小鼠相似的实验结果。因此，我们推测肺腺癌细胞的

外泌体可能是其引起肠道干细胞微环境效应的主要成

分，本课题组将在后续研究中纯化 ＬＬＣ细胞外泌体并
开展相关研究。

　　综上，本研究发现，Ｌｅｗｉｓ肺腺癌可抑制肠道干细
胞活性并引起肠黏膜屏障改变，为深入认识临床肺癌

患者胃肠道症状提供了新的实验依据，并为通过改善

胃肠道功能来辅助肿瘤患者临床治疗提供了新线索。
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