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双光子显微镜技术下胶质瘤⁃壁细胞在体多荧光
示踪小鼠模型的建立及应用
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立双光子显微镜下可视化胶质瘤、壁细胞和血管的活体自发荧光的基因小鼠模型并进行

评价。 方法　 以 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －基因工程小鼠为观察壁细胞和血管结构的载体，接种 ＧＬ２６１⁃
ＣＦＰ 小鼠胶质瘤细胞并对颅骨进行透明化，通过双光子显微镜动态跟踪观察胶质瘤增殖侵袭过程中血管与壁细胞

的动态变化。 结果 　 通过基因鉴定证实 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 基因工程小鼠成功繁育。 对比

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，基因工程小鼠的形态外观和繁殖等无显著性差异，组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色切片分析显示脏器

发育无异常。 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下基因工程小鼠的 Ｃｒｅ 重组酶活性至第 ７ 天作用完全。 接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 后观察到胶

质瘤增殖侵袭的动态过程及肿瘤内血管形态结构紊乱、游离壁细胞增多。 结论　 成功构建了荧光可视化壁细胞的

基因工程小鼠，分别利用异硫氰酸荧光素⁃葡聚糖标记血管和青色荧光标记肿瘤细胞，使用玻璃圆片与固定环替代

小鼠颅骨，实现了活体状态下长期稳定地动态跟踪小鼠接种脑肿瘤后血管及血管支持细胞的形态结构变化，为研

究脑胶质瘤提供了病理可视化的动物模型。
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　 　 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是最常见的

颅内原发肿瘤，致死率高、预后差，急需探索新的治

疗手段［１－２］。 ＧＢＭ 的恶性增殖往往伴随着血管的

病变及增生。 血管主要由基底膜内的内皮细胞和

基底膜外的壁细胞（血管平滑肌细胞和周细胞）组

成［３］。 壁细胞作为血脑屏障的重要组成部分，除了

维护生理状态下血管的结构与稳态，还在调节功能

性血流量［４］、启动新生血管形成和促进血管成熟中

发挥重要作用［５－６］。 胶质瘤干细胞能够生成壁细胞

来促进肿瘤增殖［７］；壁细胞作为肿瘤微环境中的一

部分，与肿瘤干细胞的相互转分化促进了肿瘤的转

移与定植［８］；壁细胞在胶质瘤中参与形成血肿瘤屏

障，过滤了大多数抗癌药物和免疫细胞对肿瘤的浸

润，靶向敲除后能够促进化疗药物的浸润［９］。 然而

壁细胞在胶质瘤中的动态变化和作用机制尚不明

确，因此，建立可视化追踪胶质瘤⁃壁细胞变化的动

物模型是研究和治疗胶质瘤的重要工具。
血小板源性生长因子 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）由内皮细胞分泌，并与壁细胞上的同

源受体（ＰＤＧＦＲβ）结合［１０］，是负责内皮细胞⁃壁细

胞相互作用的分子［１１－１３］。 此外，血管生成和血管重

塑过程中壁细胞的募集依赖于 ＰＤＧＦ ／ ＰＤＧＦＲ 信

号［１４］。 ＰＤＧＦＲβ 能有效识别所有的血管壁细胞，而
神经胶质抗原 ２（ｎｅｕｒａｌ ／ ｇｌｉａｌ ａｎｔｉｇｅｎ ２，ＮＧ２）、黑色

素瘤细胞粘附分子（ＣＤ１４６）等其他标志物在不同的

壁细胞表型中呈现异质性分布，特异性不高［１５－１６］。
ＮＧ２ 于血管生成期间的壁细胞表面表达，主要用于

标记幼鼠大脑的壁细胞，同时也在少突胶质细胞祖

细胞和施万细胞上表达［１７－１９］；ＣＤ１４６ 参与 ＰＤＧＦＲβ
的激活与血脑屏障的完整性，可用作脑壁细胞的标

记物，但 ＣＤ１４６ 在大血管中的表达显著高于小血

管，而且也在血脑屏障发育中的内皮细胞上表

达［２０－２１］。 因 此， 选 用 介 导 Ｃｒｅ 重 组 酶 表 达 的

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋小鼠与 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋ 繁育的

后代作为载体，其在 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下，壁细胞可特

异性表达红色荧光蛋白。
目前在影像学方面研究胶质瘤的方法主要有

两类：一类是构建能稳定表达荧光素酶的胶质瘤细

胞株，通过传统小动物活体荧光成像（ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ
ｏｐｔｉｃａｌ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ）观察肿瘤的生长及转移，发光

强度与肿瘤细胞的数目呈线性相关；另一类是核磁

成像技术（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ），ＭＲＩ 使
用强磁场、磁场梯度和无线电波来生成体内器官的

图像，但无法跟踪胶质瘤具体的动态变化。 而双光

子显微技术不仅可以观察胶质瘤的增殖和脑转移，
还可以跟踪显示目的区域的动态变化［２２］。 根据瑞

利散射定理：散射量与波长的四次方成反比［２３］。 双

光子显微镜使用两个光子激发荧光，散射减少，可
以提高信噪比，从而激发更深位置的生物组织荧

光。 基于此，本研究选用 ＣＦＰ 荧光蛋白标记胶质瘤

细胞系 ＧＬ２６１，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 标记血管，壁细胞自发

红色荧光的基因小鼠，建立通过双光子显微成像技

术长期动态跟踪观察的胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基

因小鼠模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１０ 只 ８ ～ １２ 周 龄 ＳＰＦ 级 雄 性 Ｂ６． Ｃｇ⁃
Ｐｄｇｆｒｂｔｍ１􀆰 １（ｃｒｅ ／ ＥＲＴ２）Ｃｓｌｎ ／ Ｊ 小 鼠 （ 简 称 为 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ ＋），体重 １８ ～ ２４ ｇ，购自美国杰克逊实验室

（ｓｔｏｃｋ ｎｏ． ０３０２０１）；８ ～ １２ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 Ｂ６．
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Ｃｇ⁃Ｇｔ（ＲＯＳＡ）２６Ｓｏｒ ｔｍ１４（ＣＡＧ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ）Ｈｚｅ ／ Ｊ 小鼠 ３０ 只（简
称为 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄｔｏｍａｔｏ＋ ／ ＋），体重 １８ ～ ２４ ｇ，购自美

国杰克逊实验室 （ ｓｔｏｃｋ ｎｏ． ００７９１４）。 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ ＋与 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋配种繁育的子代用于

实验研究。 所有小鼠均饲养在中国医学科学院医

学实验动物研究所动物房 ＳＰＦ 级屏障环境中

【ＳＹＸＫ（京）２０１９－００１４】，提供不受限制的食物和

水；温度控制在 ２２ ～ ２５ ℃；相对湿度控制在 ４０％
～ ７０％；明暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，以建立昼夜节律。
所有动物实验均按照《北京市动物实验福利条例》
进行，并经中国医学科学院医学实验动物研究所

实验 动 物 使 用 与 管 理 委 员 会 批 准 （ ＩＡＣＵＣ：
ＧＲ２０００５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞系

ＧＬ２６１ 小鼠胶质瘤细胞系来源于北京协和医学

院细胞资源中心（ＰＣＲＣ）。 采用 ＤＡＰＩ 染色法检测

细胞的支原体感染情况。 在含 １０％ ＦＢＳ 和 １％青霉

素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中培养细胞系。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；麻醉剂异氟烷（ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ）购自瑞沃德公司；
异硫氰酸荧光素⁃葡聚糖（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ⁃
ｄｅｘｔｒａｎ，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ，ＨＹ⁃１２８８６８Ｉ）；ＣＦＰ 慢病毒（吉
凯基因）；复方氯胺酮注射液（中牧倍康）；青霉素

（ ＡＭＲＥＳＣＯ， ６９⁃５７⁃８ ）； 脱 毛 膏 （ 薇 婷 ）； 眼 膏

（Ｂｅｐａｎｔｈｅｎ，８７４１９２９０）；牙科水泥乙基氰基丙烯酸

酯液体 （ ＤＷ６９９３４４３，ＨＡＧＥＲ）；美洛昔康注射液

（美康，保定阳光本草药业有限公司）。
手术器械（ＦＳＴ 公司，德国）；立体定位仪（瑞沃

德，中国）；Ｈａｍｉｌｔｏｎ 注射针筒（瑞沃德，７６３５⁃０１，中
国）；注射器针头⁃６ ｃｍ 尖头 ３１ Ｇ（瑞沃德，７８０３⁃０３，
中国）；台式双目体视显微镜 （瑞沃德，７７００１，中
国）；微型手持颅钻（瑞沃德，７８００１，中国）；钻头 ０􀆰 ５
ｍｍ ＨＭ１００５⁃圆头（瑞沃德，７８０４０，中国）；３００ ｇ 热

玻璃珠灭菌器（瑞沃德，ＲＳ３００２，中国）；Ｃｏｖｅｒ Ｓｌｉｐｓ
玻璃圆片（Ａｖａｎｔｏｒ，６３１⁃０１６８，美国）；ＴＣＳ ＳＰ８ ＤＩＶＥ
双光子共聚焦显微镜（徕卡，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因工程小鼠的繁殖与鉴定

将 壁 细 胞 特 异 性 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋ 小 鼠 与

Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋小鼠杂交，产生 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导

下壁细胞特异性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白的

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠用于实验。

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ＰＣＲ 引物：野生型引物：５’⁃ＡＧＣＴ
ＴＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＡＧＣＴＧ⁃３’；突变型引物：５’⁃ＡＣＡＴＧ
ＴＣＣＡＴＣＡＧＧＴＴＣＴＴＧＣ⁃３’。 共用引物：５’⁃ＣＣＡＣＣＴＴ
ＧＡＡＴＧＡＡＧＴＣＡＡＣＡＣ⁃３’。 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ ＰＣＲ 引

物：野生型正向引物：５’⁃ＡＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡＧ
ＴＡ⁃３’，反向引物：５’⁃ＣＣＧＡＡＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＴＣ⁃
３’。 突变正向引物：５’⁃ＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＡＣＧＧＣＡＴＧＧ⁃
３’，反向引物：５’⁃ＧＧＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＣＧＴＡＴＣＣ⁃３’。
所有引物根据杰克逊实验室官网的序列订购自生

工生物工程股份有限公司（Ｓａｎｇｏ Ｂｉｏｔｅｃｈ）。
ＰＣＲ 反应在 ２０ μＬ 反应中分别加入 １０ μＬ

ＰｒｅＭｉｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ ２􀆰 ０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ）、２ μＬ 鼠尾基因

组 ＤＮＡ、１ μＬ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 前向引物和反向引物，最后

加入 ６ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 ＰＣＲ 程 序 在 ９５ ℃ 初 始 变

性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ 的 ３５ 个

循环中运行，最后在 ７２ ℃延长 １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 慢病毒感染实验

用完全培养基制备 ５ × １０４ ／ ｍＬ 的 ＧＬ２６１ 细胞

悬液，并于 ６ 孔板中每孔接种 ２ ｍＬ。 ３７ ℃ 培养

２４ ｈ，在 ＭＯＩ ＝ １００ 的条件加入 ＣＦＰ 慢病毒，继续

培养 １６ ｈ，中途换液保持细胞活性。 感染约 ７２ ｈ
后，加入 ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８ 筛选至稳定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 器官组织形态学观察

各取 ３ 只 ８ 周 龄 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 和 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 小鼠的脑、心脏、肺、肝、
脾和肾等器官于 ４％多聚甲醛中固定，２４ ｈ 换固定

液 １ 次，固定 ４８ ｈ，脱水、透明、石蜡包埋。 苏木素⁃
伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下拍照。
１􀆰 ２􀆰 ４　 玻璃颅窗动物模型的手术制备方法

提前 ４ 周准备颅窗，小鼠使用异氟烷气体麻醉

诱导，术中麻醉采用腹腔注射氯胺酮、甲苯嗪和盐

酸苯甲酸盐（注射剂量 ０􀆰 ０３７５、０􀆰 ０３７５、０􀆰 ０００ １２５
ｍｇ ／ ｇ）麻醉小鼠。 皮下注射青霉素（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）减少

感染。 小鼠麻醉完全后，使用脱毛膏除净小鼠头部

的毛发。 随后将小鼠固定在立体定位仪上。 使用

眼膏以避免小鼠眼部脱水和刺激。 剪去头皮，使用

颅钻轻轻磨去颅骨，用镊子挑去硬脑膜。 用直径

６ ｍｍ 的透明颅窗覆盖大脑，并用牙科水泥乙基氰

基丙烯酸酯液体（简称牙科水泥）密封。 术后皮下

注射 ４ 剂镇痛药：每隔 ６ ｈ 注射一剂美洛昔康注射

液（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ）。 第－２、－１、０ 天每天腹腔注射一剂

他莫昔芬（７５ ｍｇ ／ ｋｇ），在第 ３、５、７、１４ 天使用双光子

活体动态跟踪观察，见图 １。
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图 １　 生理状态下小鼠模型制备与观察的时间轴

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ

１􀆰 ２􀆰 ５　 胶质瘤活体动物模型制备方法

首先制备使用玻璃颅窗替代颅骨的小鼠，４ 周

后除去小鼠脑表的玻璃片与固定环，用 ２５００ μＬ
ＰＢＳ 制备 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞悬液，使用 １０ μＬ 的汉密

尔顿微量注射器和 ６ ｃｍ⁃３１ Ｇ 针头，与水平面成 ６０°
的方向将含 ５ × １０３ ＧＬ⁃２６１⁃ＣＦＰ 的细胞悬液以

０􀆰 ５ ｍｍ ／ ｍｉｎ 的速度立体定向到小鼠脑内，进针深度

１􀆰 ５ ｍｍ， 停 留 ２ ｍｉｎ 后， 退 至 １ ｍｍ 深 度， 以

０􀆰 ５ μＬ ／ ｍｉｎ 注射 ２ μＬ 肿瘤细胞悬液，注射完停针

５ ｍｉｎ 后缓慢退针。 注射点位于矢状窦外侧约

１ ｍｍ，前囟前方约 ２ ｍｍ，脑实质内深度 １ ｍｍ。 注

射完毕后停留 ５ ｍｉｎ 后，以 １ ｍｍ ／ ｍｉｎ 的速度退针。
使用生理盐水清洁脑表，使用牙科水泥粘住玻璃圆

片与固定环。 术后皮下注射 ４ 针镇痛药：每隔 ６ ｈ
注射一剂美洛昔康注射液（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ），见图 ２。
１􀆰 ２􀆰 ６　 双光子显微镜观察

图像采集使用徕卡 ＴＣＳ ＳＰ８ ＤＩＶＥ 共聚焦显微

镜，配备变色龙超激光系统（６８０ ～ １３００ ｎｍ）和 ２５ ×
　 　 　 　 　 　

水浸物镜（数值孔径 ０􀆰 ９５）。 单幅图像采集深度为

０ ～ ３００ μｍ，深度 ｚ：间隔为 ３ μｍ。 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 与

ＴｄＴｏｍａｔｏ 的激发波长为 ９７５ ｎｍ，ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 的激发

波长为 ８６０ ｎｍ，１０２４ × １０２４ 像素。 为了显示脑血

管，通过小鼠尾静脉注射 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ
（２ × １０６ 分子量，绿色）０􀆰 ２ ｍＬ。 ＴｄＴｏｍａｔｏ 的发射

波长为 ５７０ ～ ６４０ ｎｍ，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的发射波长为

５００ ～ ５５０ ｎｍ，ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 肿瘤细胞的发射波长为

４５０ ～ ４９０ ｎｍ。 用异氟醚麻醉小鼠，以 ０􀆰 ８％ ～
２􀆰 ０％（根据小鼠身体状况尽可能低的流量）恒定流

量（１ ｍＬ ／ ｍｉｎ）维持。 激光功率也限制在最低百分

比，尽量避免光毒性。
１􀆰 ３　 统计学分析

通过双光子显微镜获取到的 ＩＭＳ 文件， 由

Ｉｍａｒｉｓ ｘ６４ ９􀆰 ７􀆰 ２ 软件量化分析。 计量资料均以平

均值 ± 标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）描述，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９􀆰 ０ 软件进行统计分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有

显著性。

图 ２　 双光子显微镜技术下胶质瘤⁃壁细胞在体多荧光示踪小鼠模型制备的时间轴

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

２　 结果

２􀆰 １ 　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 基因

鉴定

通过试剂盒提取鼠尾基因组 ＤＮＡ 并进行 ＰＣＲ
扩增，使用凝胶电泳实验鉴定产物。 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ
野生型等位基因的条带大小为 ２７２ ｂｐ，ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ
突变型等位基因的条带大小约为 ３２０ ｂｐ。 Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ 突变等位基因条带大小约 ２００ ｂｐ，野生型

等位基因条带大小约为 ２９７ ｂｐ。 经鉴定，图 ３Ａ ～
３Ｂ 中的 １ 号、１２ 号样品为 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ－ ／ －，２ 号样品

为 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋， ３ ～ １１ 号样品为 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ －。 图 ３Ｃ 中的 １ 号、３ 号、４ 号样品为 Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －，２ 号、５ 号样品为 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ－ ／ －。
２􀆰 ２　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠表

型分析

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 遗传背景的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 细胞特异性

携带红色荧光的小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的外观形态、
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注：Ａ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 突变型产物；Ｂ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 野生型产物； ＋ ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 突变型对照；－：野生型对照；Ｃ：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 的基因鉴定

产物； ＋ ：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 阳性对照；－：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 阴性对照。

图 ３　 小鼠的基因鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔ． Ｂ． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｐｒｏｄｕｃｔ． ＋． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ． －． Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｃ． Ｇｅｎｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ． ＋． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ． －． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ

生长速度、繁殖能力无显著性差异。 ＨＥ 结果显示，
ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／
６ 小鼠的脑、肺、心脏、肝、脾和肾等无显著性差异

（图 ４）。

图 ４　 主要器官组织形态学

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｏｒｇａｎｓ

２􀆰 ３　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠手

术颅窗

准备 ８ ～ １２ 周龄的 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠，以矢状缝与冠状缝焦点（前囟）为

６０７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

圆心，使用颅钻轻柔地磨去直径 ６ ｍｍ 的颅骨，在脑

表贴上 ６ ｍｍ 的玻璃圆片（图 ５Ａ）。 围绕玻璃圆片

在干燥的颅骨表面填涂牙科水泥，立刻放置固定

环，在固定环与颅骨的间隙补充涂满牙科水泥使之

粘牢（图 ５Ｂ），等待 ４ 周使小鼠大脑中因手术造成的

炎症消退后，使用异氟烷麻醉小鼠固定于双光子显

微镜下，尾静脉注射 ２００ μＬ ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ，进行活体

双光子显微镜图像采集（图 ５Ｃ）。
在 无 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱 导 的 情 况 下， ＰＤＧＦＲβ⁃

ＣｒｅＥＲＴ２ 在细胞质内处于无活性状态；当 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ
诱导后，Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 的代谢产物 ４⁃ＯＨＴ（雌激素类似

物）与 ＥＲＴ 结合，可使 ＰＤＧＦＲβ⁃ＣｒｅＥＲＴ２ 进核发挥

Ｃｒｅ 重组酶活性，切掉 ＬｏｘＰ 位点之间的终止子，诱
导 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白表达（图 ５Ｄ）。

注：Ａ：磨去小鼠颅骨的效果图；Ｂ：借助牙科水泥使用固定环与玻璃圆片替代小鼠的颅骨；Ｃ：在双光子显微镜下获取图像；Ｄ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 切

割 ＬｏｘＰ 的原理图。

图 ５　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠的长期颅窗制备

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｌｌ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｋｕｌｌ ｔｈａｔ ｇｒｉｎｄｅｄ． Ｂ． Ｓｋｕｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒｉｎｇｓ ａｎｄ ｇｌａｓｓ ｄｉｓｃｓ ｕｓｉｎｇ ｄｅｎｔａｌ ｃｅｍｅｎｔ． Ｃ．
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｄ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ＬｏｘＰ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｒａｎｉａｌ ｗｉｎｄｏｗ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠模

型的活体双光子显微成像

第 － ３０ 天 取 ３ 只 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠手术制备颅窗，第－２、－１、０ 天每只

每天以 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量腹腔注射 １ 针 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ。 第

３ 天开始进行双光子动态跟踪拍摄（图 ６Ａ），可以观

察到，从第 ３ ～ ７ 天，ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 诱导的 ｔｄＴｏｍａｔｏ
红色荧光蛋白表达逐渐增加（图 ６Ｂ），至第 ７ 天以后

ＰＤＧＦＲβ ＋ 细胞中红色荧光表达趋于稳定（图 ６Ｂ）。
证明 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下，所有 ＰＤＧＦＲβ ＋ 的细胞表

达红色荧光蛋白需要 ７ ｄ 左右的代谢期。

２􀆰 ５　 构建基于ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －

小鼠的胶质瘤模型

使用 ＣＦＰ 慢病毒感染 ＧＬ２６１ 细胞 ７２ ｈ 后，通
过 ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８ 筛选至稳定。 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 在荧

光显微镜下发出青蓝色荧光（图 ７Ａ）。 将 ５ × １０３

个 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞缓慢注射到大脑皮层（图 ７Ｂ）。
注射点选在前囟两侧 １ ｍｍ，前方 ２ ｍｍ 处（图 ７Ｃ）。
注射完毕后使用生理盐水温柔地清洁脑表，贴上玻

璃圆片，沿着玻璃圆片涂上牙科水泥，立刻放置固

定环。 胶质瘤的 ＨＥ 染色（虚线所示）可见多形性胶

质瘤细胞，细胞核增大深染，胞浆嗜酸性染色阳性
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注：Ａ：动态跟踪拍摄生理条件下血管（绿色）与壁细胞的（红色）的变化；Ｂ：拍摄区域壁细胞数量变化曲线。

图 ６　 使用 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠模型观察壁细胞与血管的效果（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ （ｇｒｅｅｎ） ａｎｄ ｐａｒｉｅｔａｌ ｃｅｌｌｓ （ｒｅｄ） ｕｎｄｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｂ． Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌ
ｎｕｍｂｅｒ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －

ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ（ｎ ＝ ３）

注：Ａ：ＧＬ２６１ 细胞系携带青色荧光；Ｂ：在 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －大脑皮质中接种胶质瘤；Ｃ：胶质瘤接种的位置；Ｄ：ＨＥ 染

色显示多形性胶质瘤细胞，细胞核增大深染，胞浆嗜酸性染色阳性。

图 ７　 基因小鼠大脑内接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＧＬ２６１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｙａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｂ． Ｇｌｉｏｍａｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｄｅｄ ｉｎ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ． Ｃ． Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｄ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

（图 ７Ｄ）。
２􀆰 ６　 胶质瘤内壁细胞及血管形态结构异常

如图 ２ 所 示 的 时 间 线 所 示， 第 － ３０ 天 于

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠准备颅窗，
第－２ 天接种 ５ × １０３ 个 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞，第－２、－１、
０ 天每天以 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射 １ 针他莫昔芬。 如

图 ８Ａ 所示，第 ７ 天通过双光子显微镜观察到胶质

瘤侵袭增殖，第 １０ 天观察到胶质瘤形成多发性病

灶，第 １４ 天观察到胶质瘤占位明显，肿瘤内血管失

去正常形态。 选取 ３ 只小鼠第 ７ ～ １４ 天的 ３００ μｍ
× ３００ μｍ × ３００ μｍ 的区域跟踪分析统计（图 ８Ｂ），
第 ７ 天 ２５􀆰 ６５％的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 壁细胞游离出血管

壁，第 １４ 天多达 ５６􀆰 １１％的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 壁细胞游离

出血管壁（图 ８Ｃ）。 从第 ７ ～ １０ 天，壁细胞与血管

表面的平均距离由 ５４􀆰 ８７ μｍ 上升为 ９４􀆰 ８６ μｍ，证
明有更多的壁细胞游离出血管；第 １４ 天，破碎的血

管脉络增多、新生血管形成，造成血管与游离的壁

细胞平均距离降低，为 ４８􀆰 ５１ μｍ（图 ８Ｄ）。 综上，双
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注：Ａ：动态跟踪拍摄胶质瘤（青色）增殖侵袭过程中血管（绿色）与壁细胞（红色）的变化；Ｂ：跟踪统计分析相同大小区域的肿瘤中血管与壁

细胞的变化；Ｃ：量化统计区域中游离出血管的壁细胞比例变化折线图；Ｄ：量化统计区域中壁细胞与血管表面距离的变化折线图。

图 ８　 双光子胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基因小鼠模型建立与评价（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ （ｇｒｅｅｎ） ａｎｄ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ （ ｒｅｄ） ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ （ｃｙａｎ），
ｄｅｐｔｈ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｎｄ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ａｒｅａ． Ｃ． Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｄｅｔａｃｈｅｄ ｆｒｏｍ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｇｉｏｎ． Ｄ． Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｇｌｉｏｍａ⁃ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎ ｖｉｖｏ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ（ｎ ＝ ３）

光子胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基因小鼠能够精确地

从细胞层面上观察到胶质瘤侵袭增殖的过程，以及

肿瘤内血管结构的变化。

３　 讨论

研究胶质瘤与壁细胞的相互作用离不开有效

的动物模型，借助双光子荧光显微镜可以在活体水

平形象化、数据化胶质瘤、血管和壁细胞的动态变

化，为研究大脑微环境中肿瘤与壁细胞的生物学特

征提供了高效的工具。 传统小动物活体荧光成像

只能从二维层面上半定量肿瘤的生长及转移，无法

具体到三维立体的细胞层面；核磁成像技术虽然能

够精确地测量肿瘤的增殖大小，但由于价格高、时
间长、操作繁琐以及无法展现肿瘤内具体的血管结

构等原因，并不适合长期频繁地跟踪肿瘤的动态变

化。 在本研究中，研究人员借助 ＣＦＰ 荧光蛋白标记

胶质瘤细胞系 ＧＬ２６１，小鼠尾静脉注射 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ
标记血管，壁细胞条件性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光的

小鼠，构建了在双光子显微镜下能够良好地模拟胶

质瘤增殖中血管和壁细胞动态变化并且可以观察

量化、统计参数的小鼠模型。

第一个双光子显微镜系统由 ＤＥＮＫ 等［２４］ 于

１９９０ 年开发。 与共聚焦成像相比，其提供高分辨率

成像（亚微米），具有更低的光毒性和更深的组织穿

透力。 双光子显微镜能够在活组织内长时间成像

（几百微米），光漂白几乎可以忽略不计，是迄今为

止长时程在体观察生物组织的最佳选择。 双光子

显微镜是用于全景式解析脑图谱和功能动态图谱

的最广泛的研究工具之一［２５］，例如学习记忆、原发

性和转移性脑肿瘤、阿尔茨海默病等脑疾病。 与大

多数类型的荧光显微镜一样，可视化需要外源导入

表达荧光蛋白的信号源，这可能会限制应用的细胞

范围，目前转基因小鼠品系的名单有限，可供研究

者选择的较少，但随着如 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９、Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 等

基因编辑工具的引入，相信可供双光子显微镜成像

的动物模型会越来越多。 在选择多种荧光时，发射

波相近的荧光蛋白之间的串色问题也会困扰研究

者。 应用的动物模型方面，除了在脑部疾病的示踪

观察应用外，在皮肤、肺、肾等方面也获得了应用，
但由于胸腔负压与腹腔脏器移动的原因，限制了肺

窗、肾窗等技术下对肺、肾的长期示踪观察。 临床

应用方面，许多研究已经将双光子显微镜用于人体
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成像和疾病诊断，包括眼部成像、血管和心血管成

像、药物递送成像、肝或其他器官纤维化诊断、皮肤

病诊断等［２６－２７］。 例如，在皮肤黑色素瘤的诊断上，
研究人员检查了 ８３ 例患者的色素皮肤，区分痣和黑

色素瘤的准确率高达 ９７％［２８－３０］。
本实验采用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 系统构建了 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱

导下壁细胞特异性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白的

基因工程小鼠，通过提取鼠尾 ＤＮＡ、ＰＣＲ 扩增和凝

胶 电 泳 等 实 验 验 证 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －的成功繁育构建；组织 ＨＥ 染色显示基

因工程小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的脑、肺、心脏、肝、脾
和肾等功能性脏器间无显著性差异；通过正常

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠的颅窗观

察到 ＰＤＧＦＲβ ＋ 的细胞表达红色荧光蛋白需要 ７ ｄ
左右的代谢期；小鼠颅内接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 后，观察

到胶质瘤内血管紊乱，壁细胞变形游离增多，游离

比例由第 ７ 天的 ２５􀆰 ６５％增到第 １４ 天的 ５６􀆰 １１％，完
整地示踪了胶质瘤与壁细胞的动态变化。 目前尚

未有使用双光子活体成像技术对该类模型进行相

关研究的报道。
原发性脑肿瘤，尤其是胶质母细胞瘤，是治疗

耐药性最强的肿瘤之一，同时化疗药物难以透过血

脑屏障，造成了大部分疗法都难以阻止它们的快速

增殖。 壁细胞作为血脑屏障的一部分，在胶质瘤增

殖过程中发挥着巨大的作用。 因此本研究构建壁

细 胞 自 发 荧 光 的 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －基因小鼠，分别借助异硫氰酸荧光素⁃葡
聚糖标记血管和青色荧光肿瘤细胞，在双光子显微

活体成像技术下，为研究胶质瘤的发病、侵袭、转移

和治疗等提供了一种具备高对比度、高穿透深度、
低光毒性的动物模型。 该模型有望为胶质瘤治疗

药物的开发和疗效评价提供有力的工具。
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利用小鼠模型、细胞平台和人类临床数据对头颈部鳞
状细胞癌进行系统遗传学分析

肺癌是全世界严重威胁人类生命的癌症死亡原因。 尽管手术和化疗提供了生存可能，但复发性晚期肺

癌患者经常加重，且预后仍然很差。 近年来，随着免疫检查点抑制剂（ ＩＣＩｓ）治疗复发性和难治性肺癌的突

破，深入了解肿瘤免疫系统越来越受到重视。 诱导性 Ｔ 细胞共刺激剂（Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）属于 Ｂ７⁃
ＣＤ２８ 免疫球蛋白家族，通过与唯一配体（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｌｉｇａｎｄ，ＩＣＯＳＬ）结合，在调节 Ｔ
细胞激活和分化中发挥重要作用。 ＩＣＯＳ 或 ＩＣＯＳＬ 在各种癌症类型中失调，并有助于肿瘤免疫逃逸。 然而，
ＩＣＯＳ ／ ＩＣＯＳＬ 在肺癌中的作用尚不十分清楚。 本文开展了关于 ＩＣＯＳ 和 ＩＣＯＳＬ 在中国患者肺癌中的表达和

预后的综合性探索研究。 借助 ＴＣＧＡ 数据挖掘探讨了人类 ＮＳＣＬＣ 中 ＩＣＯＳ 和 ＩＣＯＳＬ 的表达及其与临床结果

的相关性，同时使用选定的肺癌患者新鲜切除的肿瘤组织进行免疫组织化学分析。 结果表明 ＩＣＯＳ ／ ＩＣＯＳＬ
轴激活可能影响肿瘤分期、总生存期（ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）和无病生存期（ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ，ＤＦＳ）。

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， ２０２３，
６（５）：４６４⁃４７３． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３５５）。
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