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小细胞肺癌原代细胞脑转移模型研究初探
吕玥莹,赵庆亚,焦明,杨玉琴∗

(上海市第一人民医院,上海交通大学,上海　 201600)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟分离培养保留原始肿瘤的重要特征和功能的小细胞肺癌( small cell lung cancer,
SCLC)原代细胞,并在此基础上构建 SCLC 原代细胞脑转移小鼠模型,为 SCLC 脑转移患者的药物研发和评估提供

更贴近临床的动物模型。 方法　 收集临床病人的新鲜 SCLC 肿瘤组织样本进行小鼠皮下移植,通过小鼠的荷瘤情

况、肿瘤组织大小和肿瘤生长曲线的结果,确定小细胞肺癌人源肿瘤异种移植(patient-derived xenograft,PDX)模型

的构建情况。 并对成瘤后的肿瘤组织进行原代细胞分离培养,通过细胞划痕实验和增殖实验检测细胞的增殖和侵

袭能力。 通过颈动脉注射原代细胞构建 SCLC 脑转移模型,并通过临床表现和病理观察确定转移模型是否成功。
结果　 (1)成功构建 SCLC 皮下 PDX 模型,肿瘤传代时间约为 56 d,肿瘤生长曲线呈对数生长趋势。 (2)成功分离

筛选出具备成瘤性的 SCLC 原代 L0 细胞,并证实该 L0 细胞具备较强的细胞迁移和增殖能力。 (3)颈动脉注射法

成功构建 SCLC 脑转移模型,并分离出具备脑转移特性的 SCLC 脑转移 B0 细胞。 结论 　 本研究利用分离培养

SCLC 原代细胞,成功构建 SCLC 原代细胞的脑转移的模型。
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【Abstract】 　 Objective 　 To isolate and culture primary small cell lung cancer ( SCLC) cells that retain the
important characteristics and functions of the original tumor, and use them to construct a brain metastasis model of SCLC,
as an animal model for drug development and the evaluation of patients with SCLC brain metastasis. Methods　 Fresh SCLC
tumor tissue samples were collected from patients and transplanted subcutaneously into mice. The result ing patient-derived
xenograft (PDX) mouse model of SCLC was assessed in terms of tumor presence, tumor size, and tumor growth. Primary
cells were isolated and cultured from the tumor tissue after tumor formation, and their proliferation and invasion abilities
were detected by cell scratch and proliferation tests. An SCLC brain metastasis model was constructed by injecting primary
cells into the carotid artery, and the model was assessed in terms of its clinical manifestations and pathological observations.
Results　 (1) A subcutaneous PDX model of SCLC was constructed successfully. The tumor passage time was about 56
days, and the tumor growth curve showed a logarithmic growth trend. (2)Primary L0 SCLC cells with tumorigenicity were
successfully isolated and screened, and demonstrated strong cell migration and proliferation abilities. (3)An SCLC brain
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metastasis model was successfully constructed by carotid injection, and SCLC B0 cells with brain metastasis characteristics
were isolated. Conclusions　 Primary SCLC cells were successfully isolated and cultured from SCLC tumor tissue samples,
and a brain metastasis model using primary SCLC cells was successfully constructed.

【Keywords】　 small cell lung cancer; primary cells; brain metastasis; model construction; carotid injection
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　 　 肺癌是全球范围内恶性肿瘤最常见的疾病。
2020 年世界卫生组织国际癌症研究机构发布的全

球最新癌症负担数据中,中国癌症新发病例为 457
万例,肺癌位于第一位为 82 万例,约占总数的 18%;
中国癌症死亡人数为 300 万例,肺癌高达 71 万,占
癌症死亡总数的 23. 8%。 其中小细胞肺癌( small
cell lung cancer,SCLC)是肺癌中一种较常见的恶性

肿瘤,属侵袭性最强的亚型[1-2],首次就诊时脑转移

发生率为 10%,诊疗过程中为 40% ~ 50%,存活 2
年以上的达 60% ~ 80%。 同时脑转移瘤也是影响

小细胞肺癌患者生存的重要因素之一[3-5],未治疗

的脑转移瘤患者中位生存期 1 ~ 2 个月,治疗后延

长为 4 ~ 6 个月[6-8],因此,如何提高小细胞肺癌脑

转移瘤患者的生存期是目前小细胞肺癌研究和治

疗领域的重点。 而构建一个贴近临床的小细胞肺

癌脑转移模型对小细胞肺癌脑转移患者治疗方案

的研发具有重要意义。 基于以上原因,本研究拟分

离培养保留病人肿瘤重要特征和功能的 SCLC 原代

细胞,利用免疫缺陷小鼠构建 SCLC 原代细胞脑转

移模型,为 SCLC 脑转移患者的新型药物研发和评

估提供支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

15 只 6 周龄 SPF 级 B-NDG 小鼠,体重约为 24
~ 27 g,从百奥赛图江苏基因生物技术有限公司订

购【SCXK(苏)2016-0004】。 饲养于上海市第一人

民医院实验动物中心【SYXK(沪)2019-0028】。 饲

养期间各组小鼠自由饮水,Co60 辐照饲料由江苏省

协同医药生物工程有限责任公司【苏饲证(2019)
01008】提供。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿度

恒定,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操作均符合上

海市第一人民医院实验伦理学要求(审批号:IACUC
2020AW139)。
1. 1. 2　 临床材料

临床小细胞肺癌标本来自上海市第一人民医

院,肿瘤标本的取得经过患者本人及家属同意,并

签署知情同意书,相应实验通过上海市医院医学伦

理委员会的批准(批准编号:2022sq252)。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

RPMI-1640 培养基购自美国 Gibco 公司,胎牛

血清(FBS)购自以色列 BiologicalIndustries 公司,磷
酸缓冲盐溶液(PBS)购自美国 Gibco 公司,双抗购

自 AMRESCO 公司,10%中性多聚甲醛购自北京索

莱宝生物科技有限公司,75%乙醇溶液购自山东安

捷高科消毒科技有限公司,1 mL 注射器购自中国双

鸽集团聚民生物科技有限公司,眼科镊购自上海医

疗器械(集团)有限公司手术器械厂,眼用剪购自上

海三友外科器材有限公司,持针器购自上海医疗器

械(集团)有限公司手术器械厂,生物安全柜购自美

国 Thermofisher-Scientific 公司,呼吸麻醉机购自美

国 Matrx 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 SCLC 人源肿瘤异种移植 ( patient-derived
xenograft,PDX)皮下接种动物模型

收集病人的新鲜肿瘤组织样本,使用 PBS 对活

性标本进行震荡洗涤。 将样本放于装有 10 mL 的含

20% FBS 的 4℃ RPMI-1640 培养基于 15 mL 离心

管中于 4℃条件下保存,接种前用含双抗的标本清

洗液洗涤 2 次,用剪子根据组织大小剪成 2 mm3 大

小的的组织块,采用少量的 FBS 重悬。 异氟烷麻醉

小鼠,剔出小鼠侧腰部的毛,再用乙醇棉球消毒,用
眼科剪剪开约 2 mm 长的切口,于切口两侧皮下分

别接种肿瘤组织,缝合切口,接种 5 只 B-NDG 小鼠

为 SCLC 的 PDX 皮下接种动物模型,成为 P0 代。
1. 2. 2　 SCLC 原代细胞分离方法

P0 代小鼠皮下肿瘤长至 800 ~ 1200 mm3 时通

过颈椎脱臼法处死,完整的剥离取出肿瘤组织,置
于干净的培养皿中拍照之后剪成 2 mm3 大小的组

织块,用含双抗的 1640 培养基洗涤 2 次,置于 1 个

新的培养皿中将组织块剪成 0. 2 ~ 0. 5 mm3 的碎

块,移入 1. 5 mL 的 EP 管中。 加入 1 mL 胰酶消化

液,置于 37℃水浴震荡,直至组织碎块弥散开。 收

集细胞悬液移除大的细胞团块,过 70 μm 细胞过滤

器,将过滤的液体转移至新的 15 mL 离心管中。
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1000 rpm 离心 3 min,移除上清,加入 3 ~ 5 mL 的

1640 培养基,用吹打重悬细胞,反复操作。 将细胞

悬液转移至新的培养皿中,37℃含 5% CO2 培养箱

中培养。 将从 SCLC 原代 PDX 模型中分离的细胞

记作原代 L0 细胞。
1. 2. 3　 原代 L0 细胞增殖实验

通过 CCK-8 测定法测量细胞增殖能力。 将细

胞铺在 96 孔板(2000 个细胞 /孔)中,并在培养 0、
6、12、18、24 h,加入 100 μL 培养基 / CCK-8 混合物

(培养基:CCK8,9 ∶ 1)孵育 3 h 后,测量 450 nm 处

吸光度值。
1. 2. 4　 原代 L0 细胞划痕实验

将分离的原代 L0 细胞接种于六孔板,待细胞

贴壁后,用 200 μL 的枪头制造划痕确保宽度一致。
后用 PBS 清洗 3 次,弃掉细胞碎片,加入新鲜的培

养基。 将 6 孔板箱继续培养,按 0、12、24、48 h 时倒

置显微镜观察拍照,确定细胞迁移情况。
1. 2. 5　 肿瘤生长曲线测定

皮下移植的肿瘤,定期监测肿瘤生长。 用游标

卡尺测量小鼠肿瘤体积,每周 2 次测量肿瘤体积,动
态反应肿瘤的增长情况。 测量肿瘤的长径( length)
与短径(width),通过公式计算肿瘤体积:V = Length
×Width2×0. 5,绘制肿瘤生长曲线。
1. 2. 6　 SCLC 脑转移模型颈动脉注射方法

异氟烷麻醉 10 只 B-NDG 小鼠后,用 29 G(胰岛

素针)针头颈动脉注射细胞悬液 100 μL(包含分离

的原代 L0 细胞 1 × 105 个),缝合皮肤,碘酒消毒。
1. 2. 7　 临床观察

在实验过程中,对 SCLC 的 PDX 皮下接种动物

模型 P0 代小鼠和颈动脉注射原代细胞构建 SCLC
脑转移模型小鼠进行小鼠临床症状观察,观察小鼠

的活动状况、背毛、呼吸、自主活动等情况。
1. 2. 8　 组织病理学检查

将病人的新鲜肿瘤组织样本、SCLC 的 PDX 皮

下模型 P0 代小鼠剥离的皮下肿瘤组织和 SCLC 脑

转移模型的小鼠分离脑部的肿瘤组织,按照病理取

材制作脑部石蜡切片,苏木素-伊红(HE)染色处

理,进行形态学观察。
1. 2. 9　 SCLC 脑转移瘤原代细胞分离方法

SCLC 脑转移瘤模型小鼠,通过颈椎脱臼法处

死,小鼠头部剃毛,用剪子剪开小鼠头部的皮肤和

头骨,将在小鼠脑部的肿瘤完整的剥离取下。 将新

鲜的肿瘤组织置于干净的培养皿中。 后续 SCLC 脑

肿瘤原代细胞分离方法具体操作同方法 1. 2. 2 所

述。 将分离过的 SCLC 细胞记作原代 B0 细胞。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示。 所有数

据均用 GraphPad Prism 5 软件处理,多组间比较使

用单因素方差分析,两组间比较采用独立样本 t 检
验。 以 P < 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 SCLC 的 PDX 模型建立

临床观察结果显示,小鼠状态良好,无异常反

应。 小鼠荷瘤情况显示成功构建 SCLC 原代 PDX
模型构建(图 1A)。 肿瘤组织表明光滑,瘤体呈白

色,质地韧性(图 1B)。 肿瘤体积生长曲线结果显

示,肿瘤增长呈对数生长趋势,符合肿瘤生长特点

(图 1C)。 通过 HE 染色病理结果显示,PDX 皮下模

型与 SCLC 患者肿瘤组织原始肿瘤形态具有较高的

相似性,表明皮下成瘤能较好地保持组织病理学特

征(图 1D)。
2. 2　 SCLC 原代 L0 细胞的获取和检测

P0 代小鼠肿瘤组织经胰蛋白酶消化和原代细

胞分离处理后,可以观察到形态呈梭形和多边形,
形态与纤维状的成纤维细胞明显不同,证明成功分

离 SCLC 原代 L0 细胞(图 2A)。 细胞增殖实验显

示,原代 L0 细胞具备较强的增殖能力(图 2B)。 细

胞划痕实验显示原代 L0 细胞具备较强的迁移能力

(图 2C)。 原代 L0 细胞具备肿瘤细胞的特性。
2. 3　 SCLC 脑转移模型构建

在 SCLC 脑转移模型构建实验中,脑转移成功

率为 25%,实验第 50 天开始小鼠出现共济失调和偏

瘫的情况,进食进水量显著减少(图 3A)。 HE 染色

显示肿瘤细胞呈巢团状排列,间质较少,细胞异质

性明显(图 3B)。 对脑转移模型成瘤的肿瘤组织细

胞分离处理筛选后细胞形态的观测,获得肿瘤细胞

B0(图 3C)。

3　 讨论

在小细胞肺癌脑转移的研究过程中,构建一个

合适的 SCLC 的脑转移模型对于研究脑转移的机

制、评估新型药物和为病人制定合理的治疗方案至

关重要[9]。
目前小细胞肺癌脑转移动物模型的研制整体

相对滞后,建立肿瘤转移动物模型的常用方法包
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注:A:小鼠荷瘤情况;B:肿瘤生长情况;C:肿瘤生长曲线;D:HE 染色结果。

图 1　 SCLC 的 PDX 模型的建立

Note. A. Tumor bearing mice. B. Tumor growth. C. Tumor growth curve. D. HE staining results.

Figure 1　 Establishment of PDX model of SCLC

注:A:细胞的生长形态(左:原代 L0 细胞;右:原代成纤维细胞);B:细胞增殖实验结果;C:细胞划痕实验结果。

图 2　 原代 L0 细胞的获取和检测

Note. A. Growth morphology of cells (Left. Primary L0 cells. Right. Primary fibroblasts) . B. Cell proliferation test results. C. Cell scratch test results.

Figure 2　 Acquisition and detection of primary L0 cells

括:PDX、基因敲除或转基因、肿瘤细胞系注射等。
其中 PDX 最大程度上保留肿瘤的微环境和原代肿

瘤的生物学和组织学特性,这一优点有利于抗肿瘤

药物的筛选,为个体化抗肿瘤治疗开辟新途径,然
而 PDX 多为皮下建立,发生转移机率低,目前未见

脑转移的报道[10-12]。 通过基因工程技术导入癌基

因或失活抑癌基因,可制备肿瘤的遗传性小鼠模

型,但由于原发瘤发展过快而导致转移瘤的发生机

率不高[13]。 Meuwissen 等[14]报道肺上皮细胞 Trp53
与 Rb1 条件性基因敲除产生的小细胞肺癌小鼠可
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注:A:小鼠荷瘤情况;B:HE 染色结果;C:肿瘤细胞 B0 的生长形态。

图 3　 SCLC 脑转移模型的构建

Note. A. Tumor bearing mice. B. HE staining results. C. Growth morphology of B0 tumor cell.

Figure 3　 Construction of brain metastasis cell line of SCLC

发生多处转移,但脑转移率低于 10%。
将成熟的细胞系注射到脏器或血管内,可以建

立各种肿瘤转移模型,由于细胞系肿瘤活性好、周
期短且可以通过反复筛选获得高转移株,是目前转

移瘤模型研究中最具潜能的方式[15]。 但成熟细胞

系由于长期体外培养,细胞特性与临床差距较大,
且目前未见有高脑转移细胞系的报道[16],同时目前

临床很难获得较大肿瘤样本,多为少量的穿刺样

本,无法进一步开展有效实验,这是研究小细胞肺

癌转移的主要障碍[17-18]。 在本研究中由于接收病

人的新鲜 SCLC 肿瘤组织样本量较少,分离原代细

胞实际操作存在困难,故先构建 SCLC 原代 PDX 模

型,使 SCLC 在小鼠体内进行扩增,并在 P0 代小鼠

成瘤后的肿瘤组织中分离 SCLC 原代 L0 肿瘤细胞。
在成功分离培养出原代细胞后,通过划痕实验和增

殖实验结果证明原代 L0 肿瘤细胞有较强的侵袭性

和增殖能力,通过颈动脉注射的方式成功构建 SCLC
脑转移模型。

本实验初次采用此原代细胞建立脑转移模型,
实验中还存在许多不足,仍需要解决一些问题:其
中最主要的就是脑转移模型成功率较低,实验中脑

转移成功率为 25%,但一个标准的模型除能贴近人

类疾病外还应有较高的可重复性,因此我们对脑转

移瘤进一步进行了分离和培养,后续将继续筛选

SCLC 高脑转移细胞株。 其次缺乏药效评价相关的

探索,模型的构建应该同临床需求紧密相关,后续

我们将在此研究的基础上继续开展药效评价和药

物的筛选工作,使模型的构建具备更多的临床价值。
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综述:成年后海马神经发生与阿尔茨海默病的神经再生治疗

阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s disease,AD)是一种神经退行性疾病,是导致老年痴呆的最常见原因。 然

而,目前尚无能够终止 AD 病程进展的治疗药物和方法。 其中部分原因可能与老年 AD 患者脑内神经网络

退变的不可逆性有关,通过诱导神经元新生补偿神经元丢失以及重塑退变的神经元网络,有望成为 AD 治疗

的新方向。
来自遵义医科大学基础药理教育部重点实验室的研究者对 AD 与海马神经发生的研究进展进行了回

顾。 尽管成年海马神经元新生(adult hippocampal neurogenesis,AHN)数目有限,但数目不多的新生神经元仍

然可以赋予海马神经环路极高的可塑性,并在学习-记忆 /遗忘、情绪等功能调控中发挥重要作用。 文中对

目前 AD 患者和大 /小鼠中 AHN 改变的相关研究进行了总结和分析,指出尽管在 AD 前中期海马神经发生

可能呈现数量上的短暂增多,但在中后期 AHN 整体呈现为减少。 虽然内源性 AHN 在数量、范围和新生神经

元类型等方面具有较大局限性,促进 AHN 对于 AD 的预防和治疗仍可能具有一定意义。 同时,AHN 也可以

作为一个简单易得、稳定且最接近 AD 患者大脑实际情况的模型,用以研究和测试其他的 AD 促神经再生治

疗方法。
此外,本文还回顾了通过细胞移植以及诱导胶质细胞重编程两种手段诱导 AD 脑内神经再生相关研究

进展,分析了其在补偿神经元丢失和重塑退变神经元网络以治疗阿尔茨海默病存在广阔前景,以及在诱导

神经新生效率、特异性及安全性等方面尚存在的较多问题和可能的研究方向。 该研究成果发表于《动物模

型与实验医学(英文)》期刊(Animal Models and Experimental Medicine, 2022, 5(1): 3-14; https: / / doi.org /
10.1002 / ame2.12212)。

442


