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脐带间充质干细胞对Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌生长及转移的影响
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　　［摘要］　目的　利用Ｌｅｗｉｓ肺癌动物模型探讨脐带来源的间充质干细胞（ＭＳＣ）对肺癌生长及转移的影响。方法　用
１６只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分别建立Ｌｅｗｉｓ肺癌模型，并随机分为对照组（ＮＳ组）和 ＭＳＣ组，每组８只。ＭＳＣ组分别于接瘤后第７、

１２、１７天时，尾静脉注射脐带 ＭＳＣ（１×１０６／只），在第２１天时处死全部荷瘤小鼠，观察瘤体生长情况及肺转移情况。

结果　ＮＳ组和 ＭＳＣ组的平均瘤体质量分别为（４．５８７５±１．０４）ｇ、（４．１５５±１．１３）ｇ，两组相比差异无统计学意义（Ｐ＝
０．５９）。ＮＳ组和 ＭＳＣ组的平均肺转移数分别为（３．７５±１．３９）个、（１．１３±１．１３）个，两组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；抑

制转移率为７０．０％。结论　脐带来源的 ＭＳＣ对Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌本身的生长无影响，但能够抑制肿瘤的转移。
　　［关键词］　Ｌｅｗｉｓ肺癌；脐血干细胞移植；间质干细胞；肿瘤转移

　　［中图分类号］　Ｒ７３４．２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０４０３５５０４

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎ
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅ

ＬＵＺｈａｏｔｏｎｇ１，ＬＩＦｕｑｕａｎ１，２，ＺＯＵＺｈｉｑｉａｎｇ１，ＹＵＡＮＬｅｉ１，ＷＡＮＧＹｕｂｏ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，ＰＬＡＪｉｎａｎＭｉｌｉｔａｒｙＡｒｅａＣｏｍｍａｎｄ，Ｊｉｎａｎ２５００３１，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，

Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＤｏｎｇｐｉｎｇ，Ｔａｉａｎ２７１５００，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１１０７１０　　　　［接受日期］　２０１２０３１０
［作者简介］　卢兆桐，硕士，教授，硕士生导师．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０５３１５１６６６１０６，Ｅｍａｉｌ：１８１７７１３０８＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｕｓｉｎｇＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＡｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｏｆＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａｗｅｒｅ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎ１６Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅａｎｄｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（ＮＳ）ｇｒｏｕｐａｎｄＭＳＣｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）．Ｍｉｃｅｉｎｔｈｅ

ＭＳＣｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１×１０６ ＭＳＣｓｖｉａｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎａｔｄａｙ７，１２，ａｎｄ１７．Ａｌｌｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｌｕｎｇ
ｍｅｔａｓｔａｓｅｓａｎｄｔｈｅｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｔｄａｙ２１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｗａｓ（４．５８７５±１．０４）ｇｉｎｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐａｎｄ
（４．１５５±１．１３）ｇｉｎｔｈｅＭＳＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．５９）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｎｏｄｕｌｅｓｗａｓ３．７５±１．３９ｉｎｔｈｅＮＳ

ｇｒｏｕｐａｎｄ１．１３±１．１３ｉｎｔｈｅＭＳＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ｓｈｏｗｉｎｇａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆ７０％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄ

ＭＳＣｓｈａｖｅｎｏｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｍｉｃｅ，ｂｕｔｔｈｅｙｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｌｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｎｅｏｐｌａｓｍｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（４）：３５５３５８］

　　肺癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤，并

呈逐年增加的趋势。目前临床肺癌的治疗手段主要

包括手术治疗、放化疗及生物治疗等。尽管综合治

疗措施对恶性肿瘤的治疗疗效有所提高，但预后仍

然很差，肿瘤的侵袭与转移难以控制是导致疾病的

进展和治疗失败主要原因之一。间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）是一类来源于骨髓

基质的非造血性多能干细胞，具有自我增殖和多向

分化等功能。近年来研究发现 ＭＳＣ对卡波西肉瘤

等肿瘤细胞的生长有明显的抑制作用［１２］，但Ｄｊｏｕａｄ
等［３］指出 ＭＳＣ的免疫调节功能可能是促进肿瘤生

长的原因之一。本实验采用 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 Ｌｅｗｉｓ
肺癌模型研究脐带来源的 ＭＳＣ对肺癌的生长及其

转移的影响，为临床综合治疗肿瘤寻求新的方法。

１　材料和方法

１．１　材料　脐带取自济南军区总医院产科健康足

月顺产胎儿，经产妇及其家属书面同意用于科学研
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究。Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株由北京军事医学科学院提供；

ＤＭＥＭ培养液和胎牛血清均为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产

品，单克 隆 抗 体 ＣＤ１０５、ＣＤ３４、ＣＤ１０６、ＣＤ４５ 和

ＣＤ３１均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；普通显微镜及倒置显

微镜均为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

号为ＳＣＸＫ（京）２００６０００９，共１６只，均为雄性，体质

量１８～２２ｇ，ＳＰＦ级。

１．２　脐带 ＭＳＣ的分离与培养　ＰＢＳ冲洗脐带标本

２遍后用组织剪将脐带剪成２ｃｍ左右的小段，去除

脐带内血管和外层羊膜。将分离好的脐带剪成约

１ｍｍ３大小的组织块，取适量接种于含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养液中，放入３７℃、５％ＣＯ２的培养箱

内培养。４～５ｄ半量换液，观察贴壁细胞至８０％融

合时，用０．５％胰酶消化，传代培养。

１．３　细胞免疫表型的鉴定　细胞消化后制备单细

胞悬液，分别加入小鼠抗人 ＦＩＴＣ 标记的单抗

ＣＤ１０５、ＣＤ３４、ＣＤ１０６、ＣＤ４５和ＣＤ３１，用流式细胞仪

（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型，美国ＢＤ公司）检测分析。

１．４　Ｌｅｗｉｓ肺癌动物模型的建立［４］及分组　复苏

Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞接种于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠右前肢腋下，

待瘤体长至２ｃｍ×２ｃｍ×１ｃｍ大小时断颈椎处死

小鼠，无菌条件下剥取腋下瘤体，剔除表面结缔组织

及内部坏死组织，剪碎后放入匀浆器，研磨瘤组织成

为细胞悬液，用１００目滤器过滤，滴加生理盐水

（ＮＳ）调整细胞密度至１×１０７／ｍｌ。在每只Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠右前腋下接种０．２ｍｌ细胞悬液，然后随机分为

ＮＳ组和 ＭＳＣ组，每组８只；ＭＳＣ组分别于接瘤后

第７、１２、１７天时，尾静脉注射脐带 ＭＳＣ（１×１０６／

只）。在第２１天时处死全部荷瘤小鼠，进行指标观

察。

１．５　观察指标及方法　观察两组小鼠的活泼状态，

分别于接瘤后第５、８、１１、１４、１７、２０天时用游标卡尺

测量肿瘤直径，计算肿瘤体积Ｖ（ｃｍ３）＝４／３лｒ３（其

中л为圆周率，ｒ为肿瘤半径）并绘制肿瘤生长曲线。

于接瘤后第２１天时断颈处死全部小鼠，完整剥离腋

下瘤体，观察肿瘤坏死程度。用电子秤称瘤体质量，

计算抑瘤率，抑瘤率（％）＝（ＮＳ组平均瘤体质量－

ＭＳＣ组平均瘤体质量）／ＮＳ组平均瘤体质量×１００％。

　　剪开小鼠胸腔，完整取出两侧肺脏，计数两肺表

面肿瘤转移个数，计算抑制转移率，抑制转移

率（％）＝（ＮＳ组平均转移数－ＭＳＣ组平均转移

数）／ＮＳ组平均转移数×１００％。用电子秤称量双肺

质量后，将肺组织放入甲醛溶液中固定，待作切片及

ＨＥ染色。

１．６　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进

行数据分析，数值均以珚ｘ±ｓ表示，两组间计量资料

比较采用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　脐带 ＭＳＣ形态及其表型鉴定　原代培养第５
天即可见贴壁生长的成纤维样细胞，１０ｄ后迅速增

殖，开始出现较大的细胞克隆，１４ｄ左右时可达到

８０％融合，形态呈均一的长梭形，旋涡状排列（图

１Ａ）。经诱导可分化成脂肪细胞（图１Ｂ）和成骨细胞

（图１Ｃ）。流式细胞仪检测贴壁细胞均表达ＣＤ１０５、

ＣＤ１０６，不表达造血细胞表型 ＣＤ３４、ＣＤ４５和内皮细

胞特异性表型ＣＤ３１。

２．２　ＭＳＣ对Ｌｅｗｉｓ肺癌生长的影响　１６只小鼠于

接瘤后第７天在右前腋下均可触及瘤体长出，两组

小鼠瘤体生长曲线差异无统计学意义（Ｐ＝０．４５８，图

２Ａ）。于第２１天时处死全部荷瘤小鼠，两组瘤体大

小无明显区别，ＮＳ组的平均瘤体质量为（４．５８７５±

１．０４）ｇ，ＭＳＣ 组 的 平 均 瘤 体 质 量 为 （４．１５５±

１．１３）ｇ，两组相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．５９，图

２Ｂ）；抑瘤率为９．４％。

２．３　ＭＳＣ对Ｌｅｗｉｓ肺癌转移的影响　肉眼观察未

发生肿瘤转移的肺脏表面光滑、红润，富有弹性；而

发生肿瘤转移的肺脏表面可见多个鱼肉样转移灶，

呈暗红色 （图 ３Ａ）。ＮＳ 组的平均肺转移数为

（３．７５±１．３９）个，ＭＳＣ 组 的 平 均 肺 转 移 数 为

（１．１３±１．１３）个，两组相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图３Ｃ）；抑制转移率为７０．０％。ＮＳ组的平均

肺质量为（０．２７７７±０．０１６）ｇ，ＭＳＣ组的平均肺质

量为（０．２３０７±０．０２０４）ｇ，两组相比差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ）。肺组织标本切片 ＨＥ染色

后显微镜下观察可见肺组织转移灶处实变，肺泡结

构消失，周围肺泡间隔增宽，毛细血管扩张（图３Ｂ）。

３　讨　论

　　ＭＳＣ是一种起源于中胚层发育早期的具有全

能干细胞特点的一类干细胞，因具有自我增殖、多向

分化和免疫调节等特点而日益受到关注［５６］。目前

临床上已经将 ＭＳＣ用于各种损伤、肝硬化、股骨头

坏死等难治性疾病的治疗，并已取得令人鼓舞的临

床效果［７９］。
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图１　脐带 ＭＳＣｓ形态及分化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）

Ａ：ＭＳＣｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｏａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（ＯｉｌＲｅｄＯ）；Ｃ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｏｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ（ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄｓ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　脐带 ＭＳＣｓ对Ｌｅｗｉｓ肺癌生长的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄＭＳＣｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＭＳＣｓ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ａ：Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｓｆｒｏｍｄａｙ０ｔｏ２０；Ｂ：Ｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｓａｔｄａｙ２１．

ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图３　脐带 ＭＳＣｓ对Ｌｅｗｉｓ肺癌转移的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄＭＳＣｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆＬｅｗｉｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＭＳＣｓ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ａ：Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｉｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓ；Ｂ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｅｏｆ

ｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓ；Ｃ：ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓｎｕｍｂｅｒｐｅｒｌｕｎｇａｒｅａｗｉｔｈＭＳＣｓ；Ｄ：ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇｗｅｉｇｈｔｗｉｔｈＭＳＣｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＮＳｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ｂ）

　　近年来研究显示，ＭＳＣ在体内不仅具有向损伤
和炎症等部位迁移的能力，而且还具有向肿瘤原发

灶及转移灶迁移的能力［１０］。目前，ＭＳＣ对恶性肿瘤

生长与转移影响的研究结果并不一致，一些实验结
果表 明 ＭＳＣ 对 肿 瘤 的 生 长 与 转 移 有 促 进 作

用［３，１１１２］，然而也有相反的报道，如Ｌｉ等［１３］研究发现

ＭＳＣ可抑制肝癌转移，Ｐｉｓａｔｉ等［１４］利用人皮肤来源

的干细胞直接注入到小鼠脑胶质瘤中，发现也能够

抑制肿瘤的生长。在这些结果中有的来自小鼠体内
实验［１２］，有的来自体外实验［１５］，有的是将 ＭＳＣ与肿

瘤细胞同时注入到小鼠同一部位［３］，有的则是在距

离肿瘤较远的部位输注［１６］，这些实验细节的不同可

能导致了不同的实验结果。Ｋａｒｎｏｕｂ等［１５］研究发现

人 ＭＳＣ对 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４３５细胞生
长无明显影响，但可促进 ＭＣＦ７／Ｒａｓ细胞的生长，
说明即使同一来源的肿瘤，组织学类型不同，ＭＳＣ对
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其影响也可能不同，其作用机制尚未明确。因此，研
究 ＭＳＣ对恶性肿瘤的影响不仅应具体到肿瘤的组
织学类型、ＭＳＣ和瘤细胞的数量比例、ＭＳＣ的最佳
输注时间，而且选用的荷瘤动物应能准确地反映人
体内真实的变化。

　　在以往实验中研究 ＭＳＣ对恶性肿瘤的影响采
用的动物多为Ｔ细胞免疫缺陷性小鼠或重症联合免
疫缺陷病小鼠，这些小鼠的免疫系统与人体的免疫
系统存在较大差异，不能准确反映人体内 ＭＳＣ与恶
性肿瘤的相互关系。本实验中，我们选用的动物为

Ｃ５７ＢＬ／６纯系小鼠，它们具有正常的免疫功能，更加
接近人体内环境，因此更能准确地反映人体内 ＭＳＣ
对恶性肿瘤生长与转移的影响。除此之外，以往实
验中 ＭＳＣ与肿瘤细胞同时注入到动物体内的方法
与人体内肿瘤的自然产生与发展规律不同，为更好
地模拟人体内的真实变化，本实验在对小鼠接种

Ｌｅｗｉｓ肺癌１周后首次给予 ＭＳＣ，每５天一次，连续

３个疗程，结果显示：ＮＳ组与 ＭＳＣ组相比瘤体生长
曲线及平均瘤体质量差异均无统计学意义，但完整
取出小鼠双肺后发现 ＮＳ组可见多个鱼肉样肺转移
灶，而 ＭＳＣ组仅个别小鼠发生了肺转移，经计算

ＭＳＣ抑制肺转移率为７０．０％，两组相比差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１），说明脐带 ＭＳＣ对Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长无明显影响，但可明显抑制肿瘤的
转移，提示可以利用脐带 ＭＳＣ来增强患者的免疫
力，遏制肿瘤的转移，从而提高患者的生存率，这可
能成为治疗肿瘤的一种新的有效手段。

　　综上所述，尽管 ＭＳＣ在小鼠体内的存活状态、
随时间点的具体变化以及 ＭＳＣ对肿瘤影响的作用
机制尚需进一步研究，但从本研究结果可以看出脐
带 ＭＳＣ对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长无明显影响，但可
抑制肿瘤的肺转移。本研究结果可为今后利用脐带

ＭＳＣ修复肺癌化疗时引起的各种损伤提供依据，也
为临床综合治疗肺癌提供一种新的方法。
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