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Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠黑色素瘤肺转移模型的构建
孟星君，李孝东，刘俊，周康熙，崔庆亚，胡仁萍，闫荣，戴克胜∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠黑色素瘤肺转移模型的影响因素，包括肿瘤的接种方式、细胞接种

数量和成瘤周期。 方法　 体外培养小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０。 １）取 ６ ～ ８ 周龄，雄性小鼠 １８ 只，随机分三组，每组

６ 只，分别采取尾静脉注射、腹腔注射和皮下注射方式，每只小鼠注射 １００ μＬ（３ × １０６ 个细胞）Ｂ１６Ｆ１０ 细胞悬液，２
周后，解剖小鼠并观察黑色素瘤的生长和转移情况；２）分 ３ 组，同上，经尾静脉分别注射 ３ × １０６ 个细胞、１ × １０６ 个

细胞、３ × １０５ 个细胞，２ 周后，解剖小鼠并观察黑色素瘤的生长和转移情况；３）分 ３ 组，同上，尾静脉注射 １ × １０６ 个

细胞，分别于 １ 周、２ 周、３ 周解剖小鼠，观察黑色素瘤的生长和转移情况。 结果 　 １）尾静脉注射小鼠黑色素瘤细

胞，小鼠发生肺转移的成功率为 １００％ ，而腹腔注射和皮下注射未发生肺转移。 ２）接种小鼠黑色素瘤细胞数量为 １
× １０６ 时，发生肺部转移的黑色素瘤细胞数量适中；接种细胞数量为 ３ × １０６ 时，发生肺部转移的黑色素瘤细胞数量

过多；接种细胞数量为 ３ × １０５ 时，发生肺部转移的黑色素瘤细胞数量较少。 ３）尾静脉注射 １ × １０６ 个小鼠黑色素瘤

细胞，饲养 ２ 周后，可以观察到黑色素瘤细胞明显的肺部转移，且不会导致小鼠死亡；饲养 ３ 周，黑色素瘤细胞肺部

转移数量过多，且小鼠死亡过半；饲养 １ 周，黑色素瘤细胞肺部转移数量较少。 结论　 经尾静脉注射 １ × １０６ 个小鼠

黑色素瘤细胞，生长 ２ 周时间，为构建 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠黑色素瘤肺转移模型的推荐方法。
【关键词】 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠； 小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０； 肺转移； 肿瘤模型
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Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ａｎｄ Ｈｅｍｏｓｔａｓｉｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ； Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ， Ｓｏｏｃｈｏｗ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｕｚｈｏｕ ２１５００６， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＤＡＩ Ｋｅｓｈｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｄａｉ＠ ｓｕｄａ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｗａｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． １） Ｅｉｇｈｔｅｅｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １００ μＬ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ （ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ３ × １０６

ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ） ｖｉａ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ， ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ， ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
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ｋｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． ２） Ｅｉｇｈｔｅｅｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ３ × １０６ ｃｅｌｌｓ， １ × １０６ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ３ × １０５ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ
ｖｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ， ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．
３） Ｅｉｇｈｔｅｅｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １ × １０６ ｃｅｌｌｓ ｔｈｏｕｇｈ
ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ， ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １） Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗａｓ １００％ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． ２ ） Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｍｅｌａｎｏｍａ ｎｏｄｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ １ × １０６ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ ｗａｓ ｔｏｏ ｈｉｇｈ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ３ × １０６ ｃｅｌｌｓ， ｂｕｔ ｔｏｏ ｌｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ３ × １０５ ｃｅｌｌｓ． ３） Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｍｅｌａｎｏｍａ ｆｏｃｉ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｄｅａｔｈ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ ｆｏｃｉ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｗａｓ ｔｏｏ ｈｉｇｈ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓ， ｗｈｉｌｅ ｗａｓ ｔｏｏ ｌｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ｏｎｅ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １ × １０６ ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｋｉｌｌｅｄ ａｆｔｅｒ
ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｉｓ ａｎ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ａｎｄ ｉｓ ｗｏｒｔｈ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ ｍｉｃｅ； ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｂ１６Ｆ１０； ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ； ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 恶性黑色素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｍｅｌａｎｏｍａ， ＭＭ）是皮

肤黑色素细胞来源的恶性肿瘤，具有转移快、预后

差、生存期短等特点［１］。 近年来，我国黑色素瘤发

病率逐年上升，每年约 ２ 万新发病例，晚期黑色素瘤

患者平均生 存 期 短 于 １ 年， ５ 年 生 存 率 低 于

１０％ ［２］。 因此，通过构建小鼠黑色素瘤模型来研究

黑色素瘤的转移和治疗具有重要意义。
肿瘤细胞顺利转移，需要经历以下几个阶段：首

先，肿瘤细胞脱离原发灶，然后渗入血管系统中，或者

通过淋巴结和淋巴管在体内循环中存活。 之后，肿瘤

细胞穿透内皮细胞和血管壁，迁移到远处部位或器官

存活并增殖，形成转移灶［３］。 人类利用小鼠模型进行

癌症研究已有 １１０ 多年的历史［４］。 目前，国内外许多

学者构建小鼠黑色素瘤模型，研究肿瘤的转移和治

疗［５］，但是种瘤部位不同，细胞接种数量（１０５ ～ １０７）
差别很大，肿瘤的生长时间（１ ～ ３ 周）也不尽相同。
本文旨在构建一种成熟、可靠的小鼠黑色素瘤肺转移

模型，为相关科研工作者提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物及材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 雄性小鼠，６ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ～ ２２
ｇ。 购于昭衍（苏州）新药研究有限公司【ＳＣＸＫ（苏）
２０１３ － ０００３】，饲养于苏州大学独墅湖校区 ９０５ ＳＰＦ
（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ） 级动物房中 【 ＳＹＸＫ
（苏）２０１７ － ００４３】。 所有操作均符合实验动物伦理

学要求（伦理审批号：２０１６ － １０００）。

１􀆰 １􀆰 ２　 实验材料

小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 购于中科院细胞所

（目录号：ＴＣＭ３６）。 胎牛血清、ＨｙＣｌｏｎｅ１６４０ 培养基

均购于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司（美国）。 细胞培养瓶、培养皿、
无菌离心管均购于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司（美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

体外培养小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０，使用

ＨｙＣｌｏｎｅ１６４０培养基（含 １０％胎牛血清）培养细胞于

５％ ＣＯ２，３７℃细胞培养箱中。 取对数生长期细胞，
除去培养基，用无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，０􀆰 ２５％ 胰酶消

化细胞，加入含 １０％ 胎牛血清 １６４０ 培养基终止消

化，用移液管吹打均匀，细胞悬液转至 １５ ｍＬ 无菌离

心管中，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清，加入 ２ ｍＬ
培养基，吹打混匀，随后细胞计数，调整细胞浓度为

３ × １０７ ／ ｍＬ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞克隆形成

取对数生长期 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞 ４００ 个，接种到细

胞培养皿中，培养 １０ ｄ，除去培养基，无菌 ＰＢＳ 洗涤

２ 次，加入 ２ ｍＬ 甲醇固定 ３ ｍｉｎ，倒去甲醇，加入

Ｇｉｅｍｓａ染液，１５ ｍｉｎ 后，去除 Ｇｉｅｍｓａ 染液，清水冲洗

培养皿，晾干后拍照。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肿瘤模型制备

１）取 ６ ～ ８ 周龄，雄性小鼠 １８ 只，随机分三组，
每组 ６ 只，分别采取尾静脉注射、腹腔注射和皮下注

射，每只小鼠注射 １００ μＬ（３ × １０６ 个细胞）黑色素瘤

细胞悬液，饲养 ２ 周后，解剖小鼠并观察黑色素瘤的

生长和转移情况。 ２）取 ６ ～ ８ 周龄，雄性小鼠 １８ 只，
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随机分三组，每组 ６ 只，通过尾静脉分别注射 ３ × １０６

个细胞、１ × １０６ 个细胞、３ × １０５ 个细胞，饲养 ２ 周

后，解剖小鼠并观察黑色素瘤的生长和转移情况。
３）取 ６ ～ ８ 周龄，雄性小鼠 １８ 只，随机分三组，每组

６ 只，通过尾静脉注射 １ × １０６ 个细胞，分别于 １ 周、２
周、３ 周时解剖小鼠，观察黑色素瘤的生长和转

移情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据统计采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行分析。 所有

数据以均数 ±标准差表示，两组数据之间采用配对 ｔ
检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 代表有统计学差异。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 的形态及增殖

小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 是来源于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠自发性肿瘤细胞，具有增殖快，侵袭性强，成瘤

率高等特点，是构建肿瘤模型理想的细胞，也是国

内外科学工作者建立肿瘤模型广泛使用的一种细

胞株［６］。 小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 在显微镜下呈

成纤维细胞样（图 １Ａ），接种少量细胞，经数天培

养，便可形成克隆（图 １Ｂ），由此可见，该细胞增殖

能力很强。

注：Ａ：２００ 倍显微镜下对数生长期 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞（右下角红色标尺为 ５ μｍ）。 Ｂ：接种 ４００ 个对数生长期 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞至

培养皿中，培养 １０ ｄ 后，去培养基，经 ＰＢＳ 洗涤，甲醇固定后，使用 Ｇｉｅｍｓａ 染色。

图 １　 小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 的形态及增殖

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｉｎｇ ａｔ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ． × ２００， Ｂａｒ ＝ ５ μｍ． Ｂ： ４００ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｉｎｇ ａｔ
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｅｎ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｗａｓｈｅｄ ｂｙ ＰＢＳ
ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈａｎｏｌ． Ｇｉｅｍｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 不同种瘤部位结果比较

腹腔注射（图 ２ Ａ）和皮下注射（图 ２Ｂ）在原位

（接种部位）形成肿瘤，成瘤率为 １００％ ，但没有发生

肺部转移（图 ２Ｃ２，２Ｃ３）；通过尾静脉注射黑色素瘤

细胞， 发 生 明 显 的 肺 部 转 （ 图 ２Ｃ１ ）， 成 瘤 率

为 １００％ 。
２􀆰 ３　 接种不同数量细胞结果比较

当接种 ３ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞时，肺部肿瘤转

移灶异常多（图 ３Ａ１），难以准确计算转移灶的数

量；当接种 １ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞时，肺部肿瘤转移

灶数量适中（图 ３Ａ２），较易于计算转移灶的数量；
而当接种 ３ × １０５ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞时，肺部肿瘤转移

灶数量较少（图 ３Ａ３）。 以上结果均有统计学差异

（图 ３Ｂ）。

２􀆰 ４　 肿瘤生长时间结果比较

种瘤 ３ 周后，解剖小鼠，黑色素瘤细胞肺部转移

数量多（图 ４Ａ１），小鼠死亡过半（种瘤 ６ 只，死亡 ４
只）；种瘤 ２ 周后，解剖小鼠，黑色素瘤细胞肺部转

移数量适中（图 ４Ａ２），小鼠未死亡；种瘤 １ 周后，解
剖小鼠， 黑色素瘤细胞肺部转移数量较少 （图

４Ａ３）。 以上结果差异均有显著性（图 ４Ｂ）。

３　 讨论

大约有 ９０％的肿瘤患者死于肿瘤转移，影响该

过程的因素有很多，包括：遗传因素、干细胞、生长

因子、血小板、细胞间的相互作用等［７］。 因此，抑制

肿瘤转移对肿瘤的治疗具有重大意义。 肿瘤动物

模型在研究人类肿瘤的发生、发展及治疗中发挥着
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注：Ａ：腹腔注射 ３ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞，２ 周后解剖，红色圆圈表示肿瘤部位；Ｂ：皮下注射 ３ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞，２ 周后处死小鼠

解剖，红色圆圈表示肿瘤部位；Ｃ１：经尾静脉注射后取出的肺；Ｃ２：经皮下注射后取出的肺；Ｃ３：经腹腔注射后取出的肺。

图 ２　 接种不同部位结果比较

Ｎｏｔｅ． Ａ： ３ × １０６ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｄ

ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ． Ｂ： ３ × １０６ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ． Ｔｈｅ
ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ． Ｃ１： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ａ ｍｏｕｓｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ２： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ａ ｍｏｕｓｅ
ａｆｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ３： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｔａｋｅｎ ｏｕｔ ｆｒｏｍ ａ ｍｏｕｓｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｆｔｅｒ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

注：Ａ１：接种 ３ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞；Ａ２：接种 １ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞；Ａ３：接种 ３ × １０５ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞，种瘤后，均饲养 ２ 周，处

死小鼠解剖取出肺。 Ｂ：为统计图。∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ３　 接种不同数量细胞结果比较

Ｎｏｔｅ． Ａ１： Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ３ × １０６Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ． Ａ２： Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １ × １０６Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ． Ａ３： Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ３ × １０５ Ｂ１６Ｆ１０

ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｔ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ． ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
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注：Ａ１：接种 １ × １０６ 个 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞后，饲养 ３ 周，解剖取出的肺；Ａ２：饲养 ２ 周，解剖取出的肺；Ａ３：饲养 １ 周，处死小鼠解剖取

出的肺。 Ｂ：为统计图。∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ４　 肿瘤生长时间结果比较

Ｎｏｔｅ． Ａ１： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ３ × １０６ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ． Ａ２： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ

ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ａ３： Ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ｏｎｅ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ． ∗∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｉｍｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ

不可替代的作用。 小鼠作为常见的模式生物，具有

繁殖快、饲养方便、成本低等优点，为越来越多的科

学工作者所使用。 常用的肿瘤模型有三种，分别

为：致癌物诱导的肿瘤模型、移植肿瘤模型（包括同

种移植和异种移植）和基因工程小鼠模型［８］，然而，
建立致癌物诱导的肿瘤模型耗时周期较长，个体差

异较大。 因此，移植肿瘤模型和基因工程小鼠模型

应用更为普遍。
通过多次尝试，本文摸索到一种成瘤率高、重

复性好的体外建立小鼠黑色素瘤肺转移模型方法。
实验证明小鼠黑色素瘤细胞是通过血液循环实现

肺部转移，皮下注射和腹腔注射在 ２ 周内均未发生

肺转移。 肿瘤转移的效率很低，只有不到 ０􀆰 １％ 的

肿瘤细胞通过循环系统，最终形成转移灶［３］。 这提

示可以考虑从血液循环途径着手，抑制肿瘤的转

移。 王红阳等［９］建立小鼠黑色素瘤模型，使用阿司

匹林和氯吡格雷成功抑制了黑色素瘤细胞的肺部

转移。 聂广军等［１０］ 利用纳米材料包裹替格瑞洛后

注射荷瘤小鼠，发现该复合物能抑制肿瘤向小鼠肺

部转移。 同样，基因工程小鼠模型也有广泛应用，
Ｃａｍｅｒｅｒ 等［１１］ 利用小鼠黑色素瘤细胞，尾静脉注射

到 ＰＡＲ 基因敲除小鼠中，发现肺部转移较野生型明

显减少。 Ｊａｉｎ 等［１２］ 发现，ＧＰＩｂα 基因缺失小鼠，经
尾静脉注射小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 后，肺部转

移较野生型小鼠减少约 １５ 倍。 Ｔｅｒｒａｎｂｅ 等［１３］ 发

现，ｖＷＦ 基因缺失小鼠，在肿瘤模型试验中，肺部转

移较野生型小鼠显著增加。 高苒等［１４］ 将小鼠黑色

素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 接种到绿色荧光蛋白转基因小鼠

皮下，成功建立了 ＧＦＰ 小鼠肿瘤模型。
此外，本研究还尝试过通过眼内眦静脉丛注射

的方式建立肿瘤模型，结果注射后几分钟，小鼠均

死亡。 可能的原因是：注射小鼠黑色素瘤细胞后，
大量细胞在小鼠眼球内形成栓塞，堵塞血管，导致

小鼠死亡。 因此，不推荐该方法。 当然，如果只是

建立普通肿瘤模型，使其形成原发灶，不形成转移

灶，通过皮下注射或者腹腔注射是更为简单的操作

方法。 赵勇等［１５］通过大量实验，总结了小鼠荷瘤实

验中常见的问题。
综上所述，尾静脉注射 １ × １０６ 个小鼠黑色素瘤

细胞 Ｂ１６Ｆ１０，生长 ２ 周时间，为构建 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小

鼠黑色素瘤肺转移模型的推荐方法。
（致谢：感谢沈莹、沈飞老师在细胞培养技术上给予的

帮助和指导。）
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