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·论著·

神经母细胞瘤裸鼠原位荷瘤细胞系与

转移瘤细胞系生物学异质性分析

李富江１　鹿洪亭２　董　?３

【摘要】　目的　利用本实验室建立的神经母细胞瘤体外细胞系，建立神经母细胞瘤荷瘤鼠原位荷
瘤与转移瘤模型，并用原位荷瘤及转移瘤分别建立细胞系，比较原位荷瘤及转移瘤的差异，从而验证神

经母细胞瘤的肿瘤异质性。 方法　利用本实验室建立的神经母细胞瘤细胞系，制备单细胞悬液，通过
Ｔｙｐｌａｎ细胞计数法，调整细胞浓度为１～９×１０７／ｍＬ。接种于裸鼠皮下，建立荷瘤鼠原位荷瘤与转移瘤
模型，并用原位荷瘤及转移瘤分别建立细胞系，通过细胞生长的测定、软琼脂克隆形成以及免疫组织化

学检测和裸鼠成瘤实验等方法，比较两种细胞系的差异。 结果　在原位荷瘤及转移瘤细胞株中，转移
瘤细胞株在增殖能力、克隆形成能力及肿瘤细胞成瘤能力方面均明显高于原位荷瘤细胞株。 结论　
裸鼠原位荷瘤及转移瘤两株细胞具有明显差异，证明神经母细胞瘤肿瘤具有异质性，这种异质性可能是

神经母细胞瘤转移的重要原因。

【关键词】　神经母细胞瘤；生物学；小鼠；动物实验
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　　侵袭和转移是恶性肿瘤最重要的特征之一，它
是一个多阶段复杂的过程，受许多特殊基因的调控，

它们或被激活，或被抑制，相互协同或拮抗，最终影

响肿瘤细胞的生物学特性。已有许多文献报道同一

肿瘤组织中不同肿瘤细胞的侵袭性、转移能力有差

别，即肿瘤细胞存在异质性。肿瘤细胞的异质性是

恶性肿瘤的重要特征之一。研究肿瘤细胞异质性及

其所导致的肿瘤细胞生物学行为的改变，对了解肿

瘤细胞的生物学特性及其和转移之间的关系有重要

意义。本研究建立神经母细胞瘤荷瘤鼠原位荷瘤与

转移瘤模型，并用原位荷瘤及转移瘤分别建立细胞
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系，发现两株细胞系存在异质性，运用细胞生物学的

手段，检测两种细胞株的体外增殖能力、细胞周期、

克隆形成能力及肿瘤细胞成瘤能力的差异，并对其

异质性在分子基础上进行初步探讨。

材料与方法

一、细胞株和小鼠

人神经母细胞瘤细胞系由本研究室保存，细胞

用含１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ在５％ＣＯ２、３７℃
条件下培养。小鼠 ＳＰＦ级近交系 ＢＡＬＢ／ｎｕｄｅ系，６
～８周龄，体重 １８２０ｇ，雌雄均购自上海斯莱克动
物有限公司（原中科院上海试验动物中心）。

二、材料与设备

ＤＭＥＭ购自 Ｇｉｂｓｏｎ公司，胎牛血清购自 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，胰酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＥＰＣ购自
上海生工公司，ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ公司生产的ＴｒｕｅＬａｂｅｌｉｎｇ
ＡＭＰ线性ＲＮＡ扩增试剂盒；ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ公司生产的
ＮｏＯＨＳ—０２８（人）ＯｌｉｇｏＴｕｍｏｒＭｅｔａｓｔａｓｉｓＭｉｃｒｏａｒｒａｙ
肿瘤转移基因芯片；Ａｍｂｉｏｎ公司生产的 Ｍｅｓｓａｇｅ
ＡｍｐＴＭＩＩａＲＮＡＫｉｔ，ＴＲＩＺＯＬ 试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｌｉｆｅ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。

三、形态学观察

１．倒置相差显微镜观察：将细胞传代于底部铺
有载玻片的培养皿中，培养２４ｈ，使细胞获得良好的
贴壁，取出载玻片。

２．透射电镜观察：于不同培养时间取样，用
２５％戊二醛于 ４℃固定 ３ｄ，加入 ２％ＢＳＡ，再用
１％锇酸于４℃固定过夜。固定脱水后用树脂包埋
并在７０℃聚合７ｈ。超薄切片放在１５０目铜网上。
用ＰｈｉｌｉｐｓＣＭ１２０透射电镜检测，加速电压为８０ｋＶ。

四、细胞生长的测定（ＭＴＴ法）
将原位荷瘤及转移瘤细胞消化后，调整至３×

１０４的细胞密度，以１ｍＬ／Ｌ分别接种于３ｃｍ的培
养皿中，２ｄ换液，连续培养７ｄ，每日各取３个计数，
取平均值作为结果。设３个平行孔，实验重复３次，
计算平均值。将实验结果制成细胞生长曲线图。

五、软琼脂克隆形成实验

将原位荷瘤及转移瘤细胞系分别取对数期生长

细胞，用０２５％胰蛋白酶消化成单细胞悬液，活细
胞计数，离心浓缩，调整细胞浓度为 １×１０３细胞／
ｍＬ，将其接种于２４空板中的软琼脂中，置于ＣＯ２培
养箱，３７℃，５％ＣＯ２及饱和湿度环境下培养 ２～３
周。把培养板放置于倒置显微镜上，计数直径 ＞７５

μｍ或含５０个细胞以上的克隆（计数克隆），计算形
成率。

六、制备荷瘤及转移瘤强胞

取对数生长期荷瘤及转移瘤细胞，调整细胞的

初浓度至１×１０４个／ｍＬ并加入２４孔板，每孔２ｍＬ，
细胞贴壁后加入不同剂量的槲皮素，使其终浓度为

１５μｍｏｌ／Ｌ、３０μｍｏｌ／Ｌ、６０μｍｏｌ／Ｌ，每孔容量均为２
ｍＬ，每个浓度设２个复孔，不加药为对照组。培养
２４ｈ收获细胞，１０ｍＬＰＢＳ洗涤３次，１０００ｒ／ｍｉｎ，持
续５ｍｉｎ，弃上清液，加入１００μＬＰＩ染液５０μｇ／ｍＬ，
置入温箱内避光４０ｍｉｎ，放入４℃冰箱过夜，上流式细
胞仪，经ＭＯＤＦＩＴ软件去除细胞碎屑后检测周期分布
及细胞凋亡，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件记录、分析实验结果，以
上实验重复３次。

七、裸鼠成瘤实验

将原位荷瘤及转移瘤细胞亚群用无菌技术接种

至裸鼠右侧背部皮下，每个亚群接种每只裸鼠的细

胞总数均为２×１０４个，每隔３ｄ观察皮下肿瘤的生
长情况。

八、原位荷瘤及转移瘤基因芯片差异表达

采用 ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ系列 ＯｌｉｇｏＴｕｍｏｒＭｅｔａｓｔａｓｉｓ
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ基因芯片４张，分２组对同一细胞系建立
的荷瘤鼠模型原位荷瘤及转移瘤细胞进行芯片杂

交，检测发光信号，通过对图像和数据的分析，比较

原位荷瘤与转移瘤的共同差异表达基因。

九、统计学处理

实验结果中数据用 ＳＰＳＳ统计软件处理，进行 ｔ
检验及方差分析。

结　果

一、试验鼠细胞系细胞形态学观察结果

１．倒置相差显微镜观察：实验鼠转移瘤细胞
系的细胞形态和原位荷瘤细胞系的细胞形态有一定

差别，转移瘤细胞系细胞较原位荷瘤系细胞更小，形

态呈更不规则形、更明显的菊团状生长，细胞核大、

深染，单独分布，分化更低，细胞贴壁更紧。其它特

性基本一致，见图１、图２。
２．透射电镜观察：转移瘤细胞系细胞多是团

簇分布，细胞之间界限清楚，胞间空隙较小。含纵行

排列的微小管的外围齿状突起，有致密核心的有包

膜儿茶酚胺小圆颗粒；细胞形态不规则，细胞电子密

度较高，部分细胞膜呈扇蛤样，细胞膜上绒毛凸起较

多。胞内细胞器较原位荷瘤细胞系细胞明显多。细
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胞核极不规则，呈现分叶状，核膜皱褶，内陷很多，核

膜清晰，核周隙较宽，核空多而大，皱褶周围分泌物

较多，提示该种细胞代谢旺盛。胞核内异染色质及

常染色质均较多，常染色质与异染色质比例较高，整

个核的电子密度较高，胞浆着色较深。核周的线粒

体数量较多，而形态细小，线粒体电子密度较高，线

粒体的双层膜清晰，线粒体嵴凸明显，糖元颗粒较

多。部分粗面内质网扩大成池，池内充满中等电子

密度的细颗粒状物质。胞浆内脂滴较多，部分细胞

内可见脂滴呈聚集存在。胞浆内的空泡及丝状结构

较多，见图３、图４。

二、克隆形成率

转移瘤亚群在软琼脂培养基培养１周后，大部
分肿瘤细胞形成了明显的细胞克隆，克隆形成率达

到５０％；而原位荷瘤亚群的克隆形成率仅２０％，见
图５、图６。

三、原位荷瘤及转移瘤细胞生长曲线

在功能上两群细胞也存在明显差异，转移瘤细

胞较原位荷瘤细胞有更短的倍增时间及更高增殖倍

数，具有更旺盛的增殖能力。经ｔ检验，差异有显著
统计学意义（Ｐ＝００１６，Ｐ００５），见图７、图８。

四、细胞周期的改变

! " # $ % &

图１　体外培养的转移瘤神经母细胞瘤细胞（×１００）；　图２　体外培养的人神经母细胞瘤细胞（×１００）；　图３　体外培
养的裸鼠转移瘤人神经母细胞瘤细胞电镜图（×５０００）；　图４　体外培养的裸鼠原位荷瘤人神经母细胞瘤细胞电镜图
（×５０００）；　图５　ＮＢ转移瘤细胞在软琼脂中形成的细胞克隆，细胞数多于５０个（×１００）；　图６　ＮＢ原位荷瘤细胞形
成的细胞克隆较小 ，细胞数不超过１０个（×１００）。

图７　鼠神经母细胞瘤细胞原位致瘤组样本１～３生长曲线图（图中横坐标代表培养细胞培养时间，纵坐标代表细
胞数，下同）；　图８　鼠神经母细胞瘤细胞转移瘤组样本１～３生长曲线图。

　　经流式细胞仪检测不同转移性能的两种神经母
细胞瘤细胞株的ＤＮＡ相对含量，确定细胞周期各时
相所占百分数，转移瘤与原位荷瘤细胞株比较，无论

Ｓ期比例，还是 Ｓ＋Ｇ２Ｍ期都高，说明其体外增殖能
力较强，经 ｔ检验，差异有显著统计学意义（Ｐ＜
００５），见图９、图１０。

图９　鼠神经母细胞瘤原位瘤流式细胞周期图；　图１０　鼠神经母细胞瘤转移瘤流式细胞周期图。
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　　五、裸鼠成瘤率
接种转移瘤细胞株的裸鼠和接种原位荷瘤细胞

株的裸鼠１个月后在皮下均形成明显的种植瘤，成
瘤率均为７０％（７／１０），但前者３０％发生肝脏及腹
腔转移，后者仅个别发生转移。

六、差异表达基因

在１１３个候选转移相关基因中，筛选出１０个显
著差异表达基因：表达共同上调的基因有８个，包括
细胞黏附基因 ＰＮＮ、ＭＣＡＭ，细胞基质金属蛋白酶
ＭＭＰ３，细胞生长增殖相关基因ＦＧＦＲ４（成纤维细胞
生长因子跨膜受体）、ＩＬ１Ｂ、ＭＤＭ２ＴＮＦＳＦ１０，凋亡相
关基因 ＧＺＭＡ（颗粒酶 Ａ）；共同下调的基因有
ＭＹＣ、ＴＰ５３。转移瘤与原位荷瘤相比，转移瘤中肿
瘤转移基因表达明显高于原位荷瘤组，而转移抑制

基因则低于原位荷瘤组，见表１。
表１　神经母细胞瘤转移瘤与原位移植瘤表达谱的部分

差异表达基因

ＧｅｎｅＢａｎｋ Ｓｙｍｂｏｌ 转移瘤／原发瘤标准值 差异表达趋势

ＮＭ＿０００６１０ ＣＤ４４ １２４３２Ｅ＋０ ↑

ＮＭ＿０００６０９ ＣＸＣＬ１２ ２３８９４Ｅ＋０ ↑↑

ＮＭ＿００３４６７ ＣＸＣＲ４ １９１４４Ｅ＋０ ↑

ＮＭ＿００２２３１ ＫＡＩ１ ５１６６０Ｅ－１ ↓

ＮＭ＿００４５３０ ＭＭＰ２ １３３２０Ｅ＋０ ↑

ＮＭ＿００２４２２ ＭＭＰ３ ３９９０８Ｅ＋０ ↑↑

ＮＭ＿００４９９４ ＭＭＰ９ １２９１２Ｅ＋０ ↑

ＮＭ＿０２１１１１ ＲＥＣＫ ５９２４６Ｅ－１ ↓

ＮＭ＿００３２５５ ＴＩＭＰ２ １０８２７Ｅ＋０ ↑

ＮＭ＿００３３７６ ＶＥＧＦ ４３６７２Ｅ＋０ ↑↑

讨　论

肿瘤转移是恶性肿瘤细胞特有的生物学行为，

是临床治疗恶性肿瘤非常棘手的问题，也是病人死

亡的主要原因，是目前肿瘤研究的焦点问题［４］。

转移是决定肿瘤的侵袭性及临床后果最重要的

过程。原发肿瘤及其转移灶在基因含量、形式、功能

以及成分上存在相当大的异质性，不能认为转移灶

是其原发肿瘤简单的克隆。转移灶在与原发肿瘤不

同的免疫及营养环境下生长，例如在淋巴结、肝脏、

骨髓内生长，这些生长环境会影响肿瘤的形态及结

构异质性，例如小肠肿瘤在肝脏的转移灶，其空间生

长平面不会象原发肿瘤那样局限［５、６］。许多临床病

理研究是在原发肿瘤标本上进行的，但是一旦肿瘤

切除，其中的肿瘤细胞就不再影响患者的预后，临床

发展过程则主要取决于转移。只从研究生物标记物

在外科切除的原发肿瘤中的表达情况来判断临床预

后的相关性是错误的，不能认为所有原发肿瘤细胞

与其转移瘤内的瘤细胞在生物学结构及功能上是一

致的，这一问题常为人们所忽视。因此强调，有必要

对原发肿瘤及其转移瘤的生物学情况进行详细的比

较研究。

神经母细胞瘤（Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）是小儿最常
见的恶性肿瘤，其恶性程度高，早期转移多，约６０％
～７０％的病例有骨髓转移，成为神经母细胞瘤患者
的主要死因。进展期神经母细胞瘤虽经手术、化疗、

放疗甚至骨髓移植等综合治疗，仍有很高的复发

率［７，８］。因此，探讨神经母细胞瘤的转移机制和影

响因素，寻找可能的干预机制，从特性到共性重点研

究，对解释整个恶性肿瘤的转移机制，具有重要意

义。同时了解神经母细胞瘤骨髓转移机制也是制定

新的肿瘤治疗方案的理论基础。

本课题旨在建立神经母细胞瘤原位荷瘤及转移

瘤荷瘤鼠模型，从而可以在更加接近人体内环境的

情况下，探讨神经母细胞瘤在人体内发生转移的规

律，证明肿瘤异质性理论。

我们发现转移瘤及原位荷瘤细胞株二者的生物

学性状有诸多差异，存在明显的异质性。转移瘤细

胞株比原位荷瘤细胞株具有更短的群体倍增时间和

更高的增殖倍数，转移瘤细胞株相对原位荷瘤细胞

亚群具有更强的增值能力。癌症干细胞起源学说认

为癌症干细胞虽然数目很少，但能够瘤性克隆生长，

从而产生不同表型的癌细胞亚群。在癌的生物学特

性中，作为恶性肿瘤重要标志的成瘤能力最为关键。

本实验证实转移瘤细胞株和原位荷瘤细胞株亚群的

成瘤能力存在明显差异，证明两亚群细胞的成瘤能

力的异质性。有理论认为，这也许是由于不同潜能

的肿瘤细胞亚群与宿主组织或细胞之间相互作用，

不断消长和选择组织中最具有成瘤能力的细胞竞争

性存活发展的结果。肿瘤干细胞的不对称分裂，分

裂后形成２个不对称细胞的机制才可能是肿瘤异质
性的根本原因。转移瘤细胞株亚群具有较强的增值

和成瘤能力。以上结果说明转移瘤细胞亚群具有基

本的肿瘤干细胞特性。由于肿瘤存在ＤＮＡ含量、细
胞周期时相分布的异质性，从而导致细胞增殖能力

和浸润、转移方面的差异。通过肿瘤细胞的异质性

现象，人们提出了肿瘤干细胞学说［８－１０］。这一学说

能解释肿瘤某些方面的行为与特性，也正在逐步为

人们接受。肿瘤细胞异质性现象只有用肿瘤干细胞

理论才能解释，即肿瘤干细胞在不同选择压力下，向
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不同功能方向分化、成熟，造成肿瘤细胞的群体漂

移，从而形成异质性。

本实验在１１３个候选转移相关基因中，筛选出
多显著差异表达基因，功能涉及介导细胞黏附、凋亡

及基质金属蛋白酶、细胞因子、细胞转录、细胞周期

调节、细胞生长与增殖、凋亡诱导等方面。转移瘤与

原位荷瘤相比，转移瘤中肿瘤转移基因表达明显高

于原位荷瘤组，而转移抑制基因则低于原位荷瘤

组［１１－１５］。其中ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＲ４在神经母细胞瘤裸
鼠转移瘤中表达明显上调，且 ＣＸＣＬ１２呈更显著趋
势。说明趋化因子 ＣＸＣＬ１２与其特异性受体 ＣＸ
ＣＲ４所构成的ＣＸＣＬ１２—ＣＸＣＲ４生物学轴在神经母
细胞瘤播散和器官特异性转移中发挥着重要作用。

我们成功建立神经母细胞瘤荷瘤鼠局部原位荷

瘤及转移瘤模型，证实我们自己建立的神经母细胞

瘤体外细胞系具有局部致瘤及转移特性，而第二次

裸鼠致瘤实验鼠原位荷瘤体外细胞系主要局部致

瘤，形成转移瘤较少，而鼠转移瘤细胞系接种出现较

高局部致瘤率及高转移率，说明细胞系中存在具有

转移潜性的细胞亚群，而此类细胞亚群正是肿瘤转

移的细胞生物学基础，由此证明了肿瘤异质性理论，

并为下一步探讨神经母细胞瘤转移机制奠定基础。

与Ｆｉｄｌｅｒ及Ｙａｍｏｒｉ［１６、１７］研究结果一致，即在一个原
发性恶性肿瘤细胞群体中，并不是所有瘤细胞均具

有侵袭和转移能力，仅某些特殊亚群才具有转移潜

能，产生转移表型。在这些具有转移潜能的肿瘤细

胞亚群中，它们各自的转移潜能也不一致。
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科杂志，２０１４，３５（２）：１０４—１０８．

１４　潘敏，陈鑫，张虹，等．ｍｉＲ３４ａ对神经母细胞瘤生长、侵
袭和迁移的影响［Ｊ］．中华小儿外科杂志，２０１４，３５（５）：
３３８—３４２．

１５　张蛟，刘秋亮，高敬尧．ＤＫＫ１在儿童神经母细胞瘤组织
中的表达及临床意义［Ｊ］．临床小儿外科杂志，２０１５，１４
（５）：３８８—３９０．

１６　ＦｉｄｌｅｒＩＪ．Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｔｈｅｏｒｇａｎｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＮａｔｌ
ＣａｎｃｅｒＩｎｓｔ，２００１，９３（１４）：１０７５—１０８１．

１７　ＹｏｎｅｙａｍａＨ，ＨａｒａＴ，ＫａｔｏＹ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｓｆｒｅｑｕｅｎｔｉｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，３（１）：１４—２０．

（收稿日期：２０１５—０３—１７）

·００５·


