
一 888 一  重庆医科大学学报 2017年第 42卷第7期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．7) 

DOI：10．13406／j．cnki．cyxb．001346 

代谢相关通路在人肺癌细胞系A549 

原位移植瘤模型中的表达 

卢 蕾 ，魏思宇z，徐 彩 ，蔺晓菁 ，何芸芸 。，练雪梅 

(重庆医科大学 1．脂糖代谢性疾病重庆市重点实验室、感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016； 

2．公共卫生与管理学院、医学与社会发展研究中心、健康领域社会风险预测治理协同创新中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：近年来，代谢与肿瘤发病的病因学研究已经成为热点，同时肺癌仍居恶性肿瘤发病率和死亡率榜首，本研究拟 

构建一个稳定易操作的肺癌原位移植瘤模型，并初步探讨代谢相关通路在该原位移植瘤模型中的表达。方法：选取雄性 6~8周 

龄 BABL／c裸鼠10只，优化麻醉用药及手术操作步骤，经气管移植5x10 个细胞的A549肺癌细胞成瘤，观察移植瘤形成率、形 

成部位、大体形态、增殖分化程度。另取 4只相同条件裸鼠进行手术空白对照。同时检测代谢相关通路蛋白STAT3、AKT和mTOR 

的表达情况等。结果：手术最佳麻醉条件为 75 mg／kg戊巴比妥钠腹腔注射 ：改进操作后经气管移植 的小 鼠肺癌形成率为 

80．0％；肿瘤形成 以右肺上叶居多 ，呈明显腺癌结构 ，分化程度较低 ，移植瘤组织增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear 

antigen，PCNA)的表达高于肺组织，呈高表达状态。肿瘤负荷肺组织代谢相关通路蛋白信号传导与转录激活因子 3(signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3)、蛋白激酶 B(protein kinase B，PKB即 AKT)、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 

(mammalian target of rapamycin，roTOR)的磷酸化水平即pSTAT3／STAT3、pAKT／AKT、P—mTOR／mTOR比值均高于正常肺组织， 

差异具有统计学意义( =一4．381，一4．462，一4．951；P=0．041，0．011，0．038)。结论：通过改良经气管移植手术方式 ，可以构建一种操 

作简单、低成本、高效稳定的A549细胞肺癌移植瘤模型；代谢相关通路在肺癌的发生发展中也发挥了一定作用。 
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【Abstract]Objective：To build a moderate lung cancer orthotopic transplantation tumor mode1．and to investigate the expression of 

metabolic pathway in the this mode1．Methods：After optimizing the dose of anesthetic medicine and operation procedures of endotracheal 

orthotopic transplantation，5x10 of A549 cells were planted into male nude mice(6—8 weeks old，n=lO)lungs．And the blank control 

(only PBS transplant)was carry out on the same condition mice(n=4)．Then the tumor formation rate．1ocation．anatomy and the ex— 

pression of signal transducer and activator of transcription 3(STAT3)，protein kinase B(AKT)and mammalian target of rapamycin 

(mTOR)were studied．Results：The best surgical anaesthesia condition was by intraperitoneal injection of 75 mg／kg body weight 

pentobarbital sodium．After the improvement of the operation procedure，the total tumor formation rate was 80．0％．and mainly located 

in the upper lobe of the right lung．The tumor showed a significant glandular cancer structure with poor differentiation degree
．and more 

proliferating cell nuclear antigen(PCAN)-positive cells compared with normal lungs．The levels of phosphorylation of STAT3，AKT and 

mTOR and the ratio of pSTAT3／STAT3，p-AKT／AKT，P—mTOR／mTOR in lung tumors were significantly higher than those in norm al 

lung tissues，the difference was statistically significant differences( =一4．381，一4．462，一4．951；P=0．041，0．011，0．038 respectively)． 
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Conclusion：The improved endotracheal orthotopic transplanta— 

tion lung cancer model is a simple，low cost，stable model，and 

metabolic pathways play a role in the development and progre— 

ssion of lung cancer． 
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据最新全国肿瘤登记中心的数据报告『l1．在我 

国，肺癌发病率已居恶性肿瘤榜首，每年新发病例 

为70．5万。同时肺癌也是恶性肿瘤死因第一顺位． 

每年死亡病例约为56．9万。肺癌的病因尚未明确． 

同时早期诊断的难度较大，因此加强病因学研究具 

有十分重要的意义。 

作为研究疾病发生发展的重要手段．肺癌动物 

模型的构建对于其病因学研究尤其重要。肺癌模型 

构建主要有自发性、诱导性、移植性以及转基因动 

物模型，根据研究目的和内容的不同．各实验组采 

用的肺癌模型不尽相同，目前最常见的为诱导性和 

移植性肺癌模型。诱导性肺癌又以化学诱导性的为 

主，如陈婷[2]以及Zhou等嘲以乌拉坦诱导小鼠肺癌， 

但其造模时间较长，应用较为局限。移植性肺癌模 

型则采用免疫缺陷性动物为载体，分为原位、皮下 

移植以及转移瘤。比较于皮下移植，原位移植更能 

够模拟肿瘤微环境，因而其应用越来越广泛。 

近年来．脂代谢异常的多器官损伤学说目前已 

经得到学界的共识，代谢与肿瘤病因学的研究也已 

成为热点。脂代谢异常所致心脑血管、胰腺、肝脏、 

肾脏等器官损伤已经得到了深入的研究 。但有关 

脂代谢尤其是胆固醇代谢异常与肺损伤的研究．国 

内外才刚刚起步嘲。随着胆固醇代谢相关基因敲除 

小鼠的不断建立，近年来不断有研究发现肺组织胆 

固醇代谢异常也会导致异常的脂质蓄积和慢性炎 

症反应。 

为深入研究脂代谢异常所致肿瘤微环境改变 

在肺癌发生中的作用 ，本研究拟构建一个稳定易操 

作的肺癌原位移植瘤模型，并初步探讨代谢相关通 

路在该原位移植瘤模型中的表达，为后续研究奠定 

基础 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 BABIJc裸鼠21只，雄性，6—8周龄；C57BL／ 

6J小鼠10只．雄性，6-8周龄，均购于重庆医科大学动物实 

验中心 ，饲养于独立通风盒(indipendent vebtilation cage，IVC) 

动物房中，自由摄食饮水。饲养室相对湿度均为 40％～50％， 

温度为 22 一25℃。光照 12 h明暗交替。 

1．1．2 细胞株 、̂肺癌细胞株 A549购于 ATCC，培养于含 10％ 

小牛血清(Gibeo，16010159)以及 1％青霉素和链酶素双抗溶液 

(Hyclone，SV30010)的 RPM!-1640(Hyelone，SH30809．01B)， 

孵育在37．5℃、相对湿度 95％、5％C02恒温箱中。 

1．2 实验方法 ． 

1．2．1 细胞培养收集 将人肺癌细胞系A549细胞株复苏后 

传代扩增，4-6代后，于移植使用前 12 h更换新鲜培养基．保 

证细胞的生长活力。融合率80％～90％时，0．05％胰酶消化收 

集细胞，用 PBS(Hyclone，SH30256．01B)重悬细胞，并按 5× 

106／50 ，0．01 mol／L EDTA配置移植所需细胞悬液，细胞悬 

液室温(20℃一25℃)保存备用。细胞悬液配置前使用台盼蓝 

(Solarbio，c0o40)染色计数，判定活细胞率。活细胞率 ≥95％ 

的细胞被采用 

1．2．2 手术分组 选取雄性 ．6~8周龄 BABL／c裸 鼠 l4只． 

随机抽取 4只作空白手术对照组(仅有手术操作以及含 0．0l 

mol／L EDTA的PBS注入 ，无细胞)。另 10只裸鼠进行手术肿 

瘤原位移植操作。 

1．2．3 肿瘤移植步骤 选取雄性，6—8周龄 BABL／e裸 鼠，参 

考 Melemorem和 Fulzele等嘲的移植方法，设计实验步骤如下 ： 

①将裸鼠按照最适宜浓度的戊巴比妥钠麻醉剂量麻醉，并充 

分固定，以便暴露气管。②消毒皮肤后，于颈部气管正上方剪 

开一个约1 cm的小口，钝性分离气管周围肌肉，暴露气管， 

穿一白线备用。③微量进样器准确吸取50 均一的细胞悬 

液。④微量进样器穿人事先开好小口的气管0．5～1；0 cm．竖 

立裸鼠，缓慢注入细胞。⑤复原气管周围组织，缝合伤口，暖 

灯下至苏醒。正式实验改进 ：首先，准确吸取悬液后吸入一段 

空气，并用75％酒精消毒针头。其次，注入细胞时改为迅速将 

细胞悬液推入气管内部 ，回抽微量进样器后确认无液体后拔 

出，并保持竖立姿势2-3 min。以上手术操作均由同一人完成。 

1．2．4 组织的留取与处理 裸鼠手术后继续喂养 6周．达 6 

周后或出现明显的体重下降且≥3 g，精神倦怠．皮肤变的粗 

糙等恶病质表现时予以麻醉处死。游标卡尺测量肿瘤长(a， 

em)短径(b，em)，并计算肿瘤体积(tumor volume，TV，em ； 

TV=(axb2)／2)。4％多聚甲醛吹肺并固定，石蜡包埋切片，HE 

染色并观察形态。 

1．2．5 炎症代谢相关通路检测 采用免疫组化检测组织肿 

瘤增殖抗原(proliferating cell nuclear antigen，PCNA)的表达 

量。以及蛋白质免疫印迹(Western blot，w8)检测组织蛋白中 

的信号传导与转录激活因子3(signal transducer and activator 

of transcription 3，STAT3)、蛋 白激酶 B(protein kinase B，PKB 

即AKT)、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 

rapamycin，mTOR)等的表达情况。 

1-3 统计分析 

采用 SPSS 19．0统计软件进行分析。均值的两两比较采 

用 t检验，检验水准 a=0．05。 
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2 结 果 

2．1 裸鼠瘤体形成情况 

麻醉用药测试结果显爪 ：采用戊巴比妥钠麻醉时．以 75 

n g，kg体质量腹腔注射其手术耐受优于 等情况下的 50 n 

kg体质量给药。建立的经气箭原位移植瘤模 裸鼠成瘤 8／ 

10(80．O％)，其中肺部成瘤6／10(6o．0％)，气管成瘤 6／10(6O．0％)， 

气管 平̈肺部均有瘤体形成 4／10(40．0％)，死亡和处死解剖均 

未发现胸腔移植。移植瘤体多位于右肺 ，为 6／8，左肺成瘤 2／ 

8，左 胡市叶均有瘤体者 2／8 ．几．右肺以右肺 I-"F膈多 ，荷瘤小 

鼠瘤体总体积为(0．072±0．083)('Ill ，体积分布如 l所示。 

量 

量 

翟 
量 

()-2 

0．1 

0．O 

体积 肺部瘤体体积 他 

图 1 移植瘤体积大小 

Fig。1 Tumor volume(TV)in different locations 

2．2 瘤体形态学 

肿瘤的大体轮廓如图2所示，其叶1箭头所指为肿瘤结节。 

HF染色(图 3A、B)结果表明移植瘤呈明显的肺腺癌特征 ，呈 

腺体样结构．但无明显黏液 ，分化程度较低 ，恶性程度较高I 。 

增殖细胞核抗原(PCNA)免疫组化( 3C、D)染色结果显示 ， 

移植瘤 PCNA阳性细胞(染色呈现棕色颗粒状)j 高于正常 

肺组织，呈高表达，表明肿瘤细胞增殖明 。 

IllI IllIIlIIIIi'I I1II IIIⅢIIII}llllIII Ⅲ1IIlljⅢII I ∈霸， l l I l I l I 

。ll 2l蠹= 13 4．． 5 
图 2 裸鼠肺大体背面观 

Fig．2 Gross specimen of lungs in nude mice 

—  
B 肺癌移植裸鼠瘤组织 

( ．肿瘤负荷裸鼠正常肺组织 D．肿慵负衙裸 瘤组织 

图3 H＆E染色I A。B)和 PCAN免疫组化(C，D)结果 (400X) 

Fig．3 Results of H&E staining(A，B)and immunohistochemistry 

study of PCNA antibody(C，D)(4OOX) 

2_3 代谢相 关通路蛋 白 

肿瘤负荷裸鼠肺组织蛋F1中信 号传导与转求激活凶子 

(STAT3)以及活化的 STAT3(p-STAT3)的表达量均高于正常 

裸鼠肺细织 ( 4A)，差异具有统计学意义( 一8．076，P= 

0．0l4； =一7．306，P=0．018)，p—STAT在总 STAT3中所【j 的比 

例也存在差异(t=--4．462，P=0．041)。同时，肿瘤负简小鼠其蛋 

白激嗨 B(AKT)的表达景虽术 示 差异，但磷酸化的AKT 

(p-AKq )的表达有明显的 J 升(t=一5．059，P=O．037)，如图 4B 

所示．p-AKT在总 AKT巾所占的比例也存在差异(f一4．381， 

P=0．0l 1) 随后对 AKT的承芟下游靶点哺乳动物霄帕霉素靶 

h(m FOR)做相应的榆测，发现其在移植瘤蛋F1巾有表达， 

在正常肺组织中未检测到表达(图 4C)，结果无统计学差异 

(t=-2．513，P=-0．120)、 存移植瘤I11 mTOR的活化形式 p-mTOR 

也旱现幽表达(仁一5．079，P-=0．037)，同时 p-roTOR和总roTOR 

比值较高 ，即存移植瘤 ·fl roTOR信号通路存 活化 (t= 

一 4．951，P=O．038)。综 I ，移卡}．f模型中代 丰II关通路信号蛋白 

的磷酸化水平均高于正常肺组织。 

3 讨 论 

肺癌常用的原位移植方式有穿胸肺内注射、开 

胸包埋以及经气管植入 3种方式。穿胸注射创伤最 

小，但通道内移植和胸腔移植率较高且不易于准确 

控制细胞量 ，且形成瘤体部位较为同定 ， 利于模 

仿肿瘤自身生长情况，日前多用于肺癌的转移和扩 

散相关研究ImI。开胸直接包埋肺组织，手术操作复杂 

不利于重复。相比较而言。经气管移植为最 使用 

的原位移植方式 ，手术较简单，通道内残留较少，不 
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易于形成胸腔移植对肺部产生影响，且可以精确控 

制进样量，以上优点对探究肺癌病因及其发展具有 

重要意义。文献报道肺癌经气管原位移植最先见于 

MlemoreI l建立的基本方法 ，同内柯昌庶和李维华I“】 

参考其方法，成瘤 26／36(72％)，而张贺龙等_l2I经气 

管移植却未在肺部形成瘤体 本研究成模型建立较 

其成功，肿瘤形成率达 80％。 

在本移植模型构建中，戊巴比妥钠 75 mg／kg体 

质量麻醉用药麻醉效果优于常规的 50 mg／kg，且此 

结果与冯盈等I131用于肝移植的戊巴比妥钠麻醉 70 

mg／kg结果相似。细胞植入时采用迅速注射可使细 

胞具有喷射力并可减少针管的气道占用时间，从而 

帮助细胞沉淀且有效降低裸鼠经气管手术的死 

率。使用 50 L的 24G微量进样器．而不选同针头型 

号的普通针管112,14l、胰岛素针 或者气管插管17,16哽 

有利于精确控制进样量，能保证每只小鼠细胞移植 

量均等．有利于后续实验的开展。同时参考 KangI I、 

IochmannI-61等的经验于细胞悬液中加入0．0l mol／L 

EDTA 因 EDTA可以阻断 caz 依赖的细胞间连 

接 ，以及使肺实质细胞问基质暴露，使得植入细胞 

不易排出．与基质粘附更加稳固，同时缩小瘤细胞 

移植粘附后与宿主细胞间隙，有效提高移植瘤体的 

形成率I I。 

经本移植方式所得移植瘤体组织学特征与 Onn 

等I”I的结果相符合，病理分型呈腺癌，肿瘤分化程度 

较低，且 PCNA阳性率较正常肺组织高，具有较强 

增殖能力(图3)。同时肿瘤代谢相关通路中的信号 

分子，如 STAT3、AKT以及 mTOR在本移植模型中 
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也呈现高表达(图4)。STAT3和AKT都是关于肺癌 

以及其他肿瘤的预防和治疗研究的重要靶点【18_l91， 

目前关于 STAT3对于肺癌的发生和发展的研究结 

论并不一致[31．仍待进一步研究。同时肿瘤微环境中 

许多生长因子的表达量上升(表皮生长因子、血管 

内皮生长因子等)会导致 PI3K的活化 ，引起下游 

AKT／mTOR信号通路的活化，而 AKT的激活在众多 

与非小细胞肺癌发生相关的信号分子变化里面是 

很常见的[20／，也与抑癌基因 PTEN缺失致癌紧密联 

系。InTOR具有2种形式，分别为mTORC 1和【nTORC2， 

其中 mTORC1通过对 S6K和 4EBP1的活化调节 ． 

实现对帽依赖性翻译(cap—denpendent translation) 

和延长的调控【21】，是重要的增殖调节因子，也是目前 

研究 ⅡlTOR的主要关注点。mTOR过度激活将导致 

肿瘤细胞持续的增殖和生长 ：也有研究[231提示 

AKT／mTOR信号通路在肿瘤干细胞自我更新和抗 

化疗或者放疗中也起重要作用，被认为是肿瘤复发 

和转移的重要原因之一。 

本实验通过改 良经气管移植手术方式，构建了 
一 种操作简单、低成本、高效稳定的肺癌原位移植 

瘤模型；并初步探讨了代谢相关通路在该原位移植 

瘤模型中的表达，为后续深入开展脂代谢异常所致 

肿瘤微环境改变在肺癌发生中的作用奠定了基础。 
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