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［摘要］　目的：建立可稳定传代的肾透明细胞癌小鼠肺转移模型，并在此基础上初步筛选出肾透明细胞癌特异性鼠肺转移细

胞亚株，为后续研究奠定基础。方法：选用本实验室前期建立的肾透明细胞癌细胞株ＲＣＣ０５ＴＸＪ，体外扩增培养制成细胞悬

液后注射于ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠颈背部皮下，成瘤后取出瘤组织接种于另外 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的肾包膜下，待有肉眼可见瘤块后，

处死小鼠并取出肿瘤组织接种于新ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的肾包膜下，反复数轮，直至出现稳定的鼠肺转移模型。此时取模型鼠肺

转移组织，一部分继续接种于新鼠肾包膜下，反复数轮，尝试以转移组织诱导肺转移；另一部分进行原代培养，细胞经体外扩增

纯化后制成悬液接种于新鼠肾包膜，数轮循环至产生肺转移，筛选能产生稳定鼠肺转移的细胞亚株。整个筛选过程均观察记

录原位成瘤、淋巴及肺转移形成情况，并对肿瘤组织进行病理组织学观察及ＣＡ９（肾癌标志）、ＣＤ１３３（干细胞标志）表达检测。

结果：以ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞株接种所致ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠颈背部皮下肿瘤组织作为移植瘤材接种鼠肾包膜在第２轮即出现鼠肺

转移，此后３～６轮以鼠肺转移组织移植肾包膜下，均能成功诱导转移。以鼠肺转移组织原代培养ＲＣＣ细胞均获成功，第６轮

原代培养细胞扩增纯化后制成的细胞悬液（ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ）接种于鼠肾包膜下，出现特异性肺转移，重复２轮实验结果稳定。

ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ细胞具有生长速度快（传代时间约为２ｄ）、原位成瘤时间短（１周左右）、接种后转移性较强、ＣＡ９及ＣＤ１３３表达

升高等特点。结论：ＲＣＣ０５ＴＸＪ在ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠体内多轮反复筛选可建立稳定的肾细胞癌鼠肺转移动物模型；在此基础

上筛选出的肺转移性细胞亚株ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ可稳定诱导ＮＯＤＳＣＩＤ鼠产生肺部转移。
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势，且预后较差［１］。３０％的ＲＣＣ患者在确诊时已出
现转移，３０％的原位肿瘤患者在根治性切除术后５
年内发生转移［２］，其转移常见部位是肺、淋巴系统、
骨、肝脏以及脑组织［３］。肾透明细胞癌是ＲＣＣ中较
常见的一种类型，其主要向肺、骨等组织转移，目前
尚不清楚其确切的转移机制，针对其的药物研发也
缺乏有效的评价手段。建立肾透明细胞癌肺转移实
验动物模型是相关研究的有力工具之一，但目前仍
然缺乏稳定的中国汉族人肾透明细胞癌肺转移动物

模型。我们的前期研究［４５］成功建立了肾透明细胞

癌原位肿瘤转移裸鼠模型，并采用中国汉族人肾透
明细胞癌组织标本成功建立了两个转移潜能不同的

肾透明细胞癌细胞系（ＲＣＣ０５ＴＸＪ、ＲＣＣ０５ＺＹＪ）。
本研究在此基础上，进一步尝试建立稳定的肾透明
细胞癌肺转移动物模型，筛选合适的肺转移细胞亚
株，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　细胞来源及细胞悬液的制备　实验细胞来源
于本室前期研究［４］建立的汉族人肾透明细胞癌细胞

系ＲＣＣ０５ＴＸＪ第１２代细胞，以２０％灭活胎牛血清
（杭州四季青生物技术公司）的ＲＰＭＩ１６４０培养液
（Ｇｉｂｃｏ生物制品公司）培养，培养条件为３７℃、５％
ＣＯ２；调整其状态，镜下观察肿瘤细胞生长状况良好，
取对数生长期细胞，０．２５％胰酶消化收集，离心清洗６
ｍｉｎ，弃上清液，以Ｄｈａｎｋｓ洗涤１遍，以ＲＰＭＩ１６４０
液稀释至细胞密度为１×１０７／ｍｌ的单细胞悬液。

１．２　实验动物来源及移植瘤组织的获取　雄性

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠，４～５周龄，体质量２０～２５ｇ，由上
海肿瘤研究所动物实验中心提供，ＳＰＦ级饲养环境
中饲养。取３只 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠，颈背部皮肤常规

７５％乙醇消毒，将０．２ｍｌ制备好的肿瘤细胞悬液

（密度为１×１０７／ｍｌ）注射于ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠颈背部
皮下，接种后的小鼠置于ＳＰＦ环境内继续饲养。肉
眼观察成瘤约１ｃｍ３时处死小鼠，剥离肿瘤组织。经
病理证实均为肾透明细胞癌后用４℃无菌 ＲＰＭＩ
１６４０培养液洗涤，裁剪成直径约１ｍｍ组织块，冰上
放置备用。

１．３　稳定肺转移动物模型的建立及特异转移亚株
的筛选

１．３．１　肿瘤接种　取 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠，按７０～８０

μｌ／１０ｇ腹腔注射１％戊巴比妥钠，约５～１０ｍｉｎ小鼠
进入麻醉状态，即可开始手术。肾区７５％乙醇消毒，
腰背部纵切口，肾包膜横切口，将适量备用肿瘤组织
移植于肾包膜下。术后继续饲养于ＳＰＦ环境下，每日

２次观察ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠肾区，了解移植瘤的生长情
况和ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的活动状态。待肉眼可见小鼠
肾区成瘤约１ｃｍ３时，脱颈处死小鼠并解剖。

１．３．２　术后大体观察　观察移植瘤生长状况及其
周围脏器是否受累；有无肾门、肺门淋巴结转移；肺
表面有无转移灶（以上均以病理结果为确诊依据）。
待出现肺转移倾向后，在无菌状态下取出一部分肺
转移组织，直接接种于小鼠肾包膜下，经多轮小鼠间
传代至出现稳定的肺转移；一部分肺转移肿瘤组织
进行细胞培养并取细胞悬液接种于肾包膜下，经多
轮筛选，至筛选出特异性肺转移的细胞亚株，应用该
亚株诱导稳定的肾透明细胞癌肺转移小鼠模型。

１．３．３　组织学观察　每轮结束后取ＮＯＤＳＣＩＤ小
鼠肺、肝、脾、肿大的淋巴结及其他异常组织行 ＨＥ
染色，观察组织学变化；每轮肺转移灶培养细胞行免
疫组化染色，观察ＣＡ９及干细胞较特异性的细胞表
面标志物ＣＤ１３３［６］的表达。

１．３．４　流式细胞仪检测　分别取第６轮实验动物
肺转移灶与肾原位肿瘤培养的细胞用流式细胞仪检

测细胞表面ＣＡ９及ＣＤ１３３的表达情况并进行分析，
流式结果均重复３次。
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１．４　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１２．０进行统计分析，
计量资料主要采用两样本均数ｔ检验，计数资料采
用χ

２检验，检验水准为α＝０．０５。应用ＥｐｉＩｎｆｏ进行
成瘤时间趋势检验。

２　结　果

２．１　各轮成瘤情况　将皮下成瘤的瘤材移植肾包
膜下作为第１轮，成瘤后肾原位瘤行肾包膜下种植。
第２轮肉眼观察肾周成瘤约１ｃｍ３时，处死小鼠，发

现肺部白色斑块。取该组织一部分肾包膜下种植，
至第４轮时以肺转移组织接种新鼠肾包膜下时可诱
导形成稳定的人肾细胞癌肺转移；取肺转移灶行细
胞培养后接种肾包膜也可诱导肺转移。重复２轮转
移倾向均稳定。总结６轮实验可以发现，随着体内
传代次数的增加，ＲＣＣ０５ＴＸＪ诱导原位成瘤及肺转
移时间明显缩短（Ｐｔｒｅｎｄ＜０．０５），出现恶液质的小鼠
数量增加、出现时间也明显缩短，且肾脏的成瘤率均
为１００％（表１）。

表１　第１～６轮组织肾包膜下种植成瘤情况

Ｔａｂ１　Ｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔｔｏｓｉｘｔｈｃｙｃｌｅｓｏｆｉｎｓｉｔｕｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

Ｃｙｃｌｅｓ
Ｏｒｉｇｉｎｏｆｔｕｍｏｒ
ｆｏｒｉｎｓｉｔｕ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

Ｔｉｍｅｏｆｔｕｍｏｒ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｔ／ｄ

Ｒａｔｅｏｆｔｕｍｏｒ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｓｉｔｕ

Ｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ

Ｔｕｍｏｒ
ｆｏｃｕｓｉｎｌｕｎｇ Ｂｌｏｏｄｙａｓｃｉｔｅｓ Ｄｙｓｃｒａｓｉａ

１ ｓ．ｃ． ４０ ３／３ － ０／３ ０／３ ０／３
２ Ｋｉｄｎｅｙ ３９ ６／６ ＋ ４／６ ４／６ ２／６
３ Ｌｕｎｇ ２７ ４／４ ＋ ３／４ ３／４ ２／４
４ Ｌｕｎｇ ２０ ４／４ ＋ ２／４△ １／４ ２／４
５ Ｌｕｎｇ １２ ３／３ ＋ ３／３ ０／３ ３／３
６ Ｌｕｎｇ ８ ３／３ ＋ ３／３ ０／３ ３／３

　Ｐｔｒｅｎｄ＜０．０５；△Ｔｗｏｍｉｃｅｄｉｅｄａｔｔｈｅｎｉｇｈｔｗｉｔｈｏｕｔｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｆｒｅｓｈｔｕｍｏｒｓａｍｐｌｅｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｓｉｚｅｗａｓａｂｏｕｔ５００ｍｍ３

２．２　大体观察结果　ＲＣＣ０５ＴＸＪ注射的 ＮＯＤ
ＳＣＩＤ小鼠皮下成瘤后，培养原代细胞以肾包膜下注
射法进行鼠间传代，每轮均可见肾包膜下成瘤，表面
不光滑，最大直径１．５ｃｍ，肾包膜受累，与周围肠管
及脾脏粘连。自第２轮起见肾包膜破坏严重，肾组
织被肿瘤侵蚀程度不同（严重时可被完全侵蚀），出
现腹壁淋巴结及腹主动脉淋巴结肿大，肉眼见肺表
面弥漫性斑块。在第３～４轮移植中发现各有２只

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠出现血性腹水。各轮 ＮＯＤＳＣＩＤ
小鼠的肝脏、脾脏、心脏、骨均未发现明显转移。

２．３　组织学观察结果　每轮ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠解剖
后将怀疑为肿瘤的组织送病理检验。病理证实在小
鼠间传代中每轮所形成的肾原位肿瘤均为肾透明细

胞癌。自第２轮发现腹主动脉旁淋巴结肿大，但病
理无法证实为转移；在肺叶发现肉眼可见的斑块，病
理也无法确证。第３轮病理证实局部转移、淋巴结
转移及肺转移均为肾透明细胞癌（图１）。

２．４　稳定肺转移细胞亚株的形态学特性及致瘤特
性　经过４个轮次的肾包膜下组织接种后，ＲＣＣ０５
ＴＸＪ在小鼠体内可以诱导稳定的肺转移，此时培养
肺内转移组织得到的细胞株也可产生稳定的肺转

移，标记为ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ（图２Ａ）。该株细胞体积
较ＲＣＣ０５ＴＸＪ低代细胞 （图 ２Ｂ）明显变小，与

ＲＣＣ０５ＴＸＪ高代细胞（图２Ｃ）的体积和形态基本一

致，与肾原位培养的ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ（图２Ｄ）体积形
态无明显差异。但与未筛选的ＲＣＣ０５ＴＸＪ及小鼠
体内筛选后的肾原位株相比，ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ生长速
度加快，传代时间约为２ｄ。培养中发现 ＲＣＣ０５
ＴＸＪＬ具有贴壁快、消化快的特点（贴壁时间＜１ｈ，
消化时间＜２ｍｉｎ）。该细胞亚株制成悬液后注射于
小鼠肾包膜下可诱导肺转移，重复验证２轮结果较
稳定，原位成瘤时间约为１周。４０ｄ后小鼠出现恶
液质，肾组织破坏严重，周围脏器粘连，肺部出现转
移。而ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ致转移性极差。

２．５　稳定肺转移细胞亚株免疫组化及流式细胞仪
检测结果　免疫组化染色结果表明，小鼠肺转移灶培
养的ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ细胞中ＭＮ／ＣＡ９呈阳性（图３Ａ），
而且ＣＤ１３３表达也阳性（图３Ｂ）。流式细胞仪检测结
果表明，ＣＡ９在相同培养代数（１０代）的ＲＣＣ０５ＴＸＪ
Ｌ中表达率为（１４．３５±１．２０）％，ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ为
（１２±２．２６）％，表达有所升高，但无统计学差异；

ＣＤ１３３ 在 ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ 中 表 达 率 为 （３７．９５±
４．２１）％，ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ为（２６．５±２．３６）％，ＣＤ１３３表
达明显升高，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　目前肿瘤转移理论仍然是基于转移癌突变前体
细胞存在于原发癌中这一被大多数肿瘤学家接受的
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图１　种植后第３轮小鼠性腺（Ａ）、淋巴结（Ｂ）和肺（Ｃ）转移组织病理学观察

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）ｏｆｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｇｅｎｅｔｉｃａｌｇｌａｎｄ（Ａ），

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ（Ｂ）ａｎｄｌｕｎｇ（Ｃ）ａｔｔｈｅ３ｒｄｃｙｃｌｅｏｆｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　细胞形态学观察

Ｆｉｇ２　Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
Ａ：ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ；Ｂ：ＲＣＣ０５ＴＸＪａｔｔｈｅ１２ｔｈｐａｓｓａｇｅ；Ｃ：ＲＣＣ０５ＴＸＪａｔ８８ｔｈｐａｓｓａｇｅ；Ｄ：ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ细胞的ＣＡ９（Ａ）、

ＣＤ１３３（Ｂ）免疫组化结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＣＡ９（Ａ）ａｎｄ

ＣＤ１３３（Ｂ）ｉｎＲＣＣ０５ＴＸＪＬｃｅｌｌｓ（ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｒｒｏｗｓ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｉｎｆｉｃａｔｉｏｎ：×３００

基本原理［７］。肾癌发展的不同阶段，细胞周期调节、
凋亡、黏附活动以及新血管生成有关的基因表达谱
明显不同［８］。体内移植模型是肿瘤实验研究的主要

方法之一。以往研究［５］一般采用无 Ｔ细胞裸鼠建
立人肾癌移植模型，这种模型虽然在一定程度上保
持了人肾癌的生物学特性，但有Ｂ细胞和巨噬细胞
代偿，成瘤率受影响。ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠是一种先天
性Ｔ细胞和Ｂ细胞双重免疫缺陷动物，不仅可成功

移植人肿瘤细胞，而且可利用人类有关免疫细胞进
行免疫功能重建，适合于研究人类免疫细胞和肿瘤
的关系，是较好的活体测试系统。目前国内外已有
用ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠重建人免疫系统并移植人类肿
瘤成功的报道［９１１］。

　　移植瘤在免疫缺陷动物体内连续传代，能保持
原发肿瘤生物学特点。在传代时，首先选择的是新
鲜肿瘤组织，这部分组织中生长周期短和生长活跃
的细胞的比例大，易于种植。本实验选用转移性肾
癌的低代数细胞先进行皮下移植，成瘤后进行肾包
膜下移植形成转移后用转移灶行体内传代，并采取
一系列措施提高种植转移成功率。具体措施包括：
（１）国内外实验室大多使用细胞系，但在细胞建系过
程中细胞的一部分生物学特性有所改变，低代数肿
瘤细胞能最大限度保留肿瘤细胞群的自然属性。

ＲＣＣ０５ＴＸＪ组织来源为肾透明细胞癌骨转移灶，已
具有转移能力，其透过细小血管壁经血途径转移的
能力较强。（２）肾肿瘤的异质性较高，直接选用新鲜
的肿瘤组织或单纯以组织培养的原代细胞悬液种植

动物皮下或进行原位移植的方法会因为恶性程度低

或肿瘤细胞含量较少或细胞状态差等问题导致成瘤

率较低。因此，本研究借鉴 Ｙｏｓｈｉｍａｓｕ等［１２］的方

法，以细胞悬液先进行皮下移植，成瘤后用肿瘤组织
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块取代细胞悬液的组织原位移植模型。与细胞原位
移植模型或单纯组织移植模型相比，该方法能保持
肾癌细胞本身多样性，移植材料具备恶性肿瘤原有
的组织结构，大大提高了接种成功率，其动物模型原
位成瘤率可高达１００％，转移率也有所提高。

　　本研究结果发现，所建的肺转移动物模型具有
如下特点：原位成瘤率为１００％；具有特异的肺转移
倾向；局部淋巴结受累较多；随着接种代数的增加，
肺转移成功率逐渐升高，成瘤潜伏期缩短，转移出现
时间也缩短，其中第６轮仅８ｄ即已成原位瘤，２周
已出现转移；对动物进行尸检，连续两轮共３只

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠均出现血性腹水。上述结果提示：
在动物体内筛选过程中，具有转移潜能的细胞存在
逐渐富集；同种鼠系的体内环境能使移植组织缩短
移植适应潜伏期，这可能是人肾癌移植传代过程中
生长速度加快的原因之一；血性腹水多因癌结节破
裂出血所致，但尸检中未发现肾原位肿瘤破裂，考虑
因肿瘤细胞脱落引起腹腔种植转移所致。

　　ＣＤ１３３是干细胞较特异性的标志物之一［１３１４］，
在结肠癌、基底细胞癌、乳腺癌及胰腺癌［１５］中均有

异常表达；ＣＡ９广泛表达于肾细胞癌中并且有望作
为其恶性程度的标志［１６］。本研究在建立动物模型
的过程中分离培养了特异性肺转移的肾癌细胞株

ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ与肾癌原位株 ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ，经流
式细胞仪分析发现，与ＲＣＣ０５ＴＸＪＲ相比，高侵袭
性ＲＣＣ０５ＴＸＪＬ细胞 ＣＡ９表达升高不明显，但

ＣＤ１３３的表达显著升高。结果提示动物体内高转移
性细胞株的筛选过程可能是分化及转移能力较强干

细胞的富集过程，这部分转移性强的细胞具有易消
化、易贴壁、分化快等特性，使得这类细胞在动物体
内更易从原发灶脱落引起腹腔种植或导致腹水的形

成，通过某些途径到达靶器官迅速黏附形成转移。

　　本实验建立的人肾透明细胞癌肺转移模型较好
地模拟了肾透明细胞癌的人体腹腔生长环境，符合
人肾透明细胞癌的生物学特点，可为探索人肾透明
细胞癌肺播散途径、腹水的发生机制和客观评价治
疗手段的效果提供合适的动物模型。此外，由于在
临床手术中获得肾癌转移组织非常困难，本研究应
用动物模型成功地分离出肺转移细胞亚株并用于建

立肺转移动物模型，发现该方法培养肾细胞癌肺转
移亚株比直接应用临床新鲜肾癌转移组织培养更加

简便易行，比通过体内传代长期获得动物转移模型
的方法更加简便、经济、稳定，且不受其他条件制约。
但本研究仍存在一定的局限：经６轮移植筛选出的
细胞是否能够成为细胞亚株证据不足，无法确定建

立亚株必须筛选的次数；该方法的稳定性仍需进一
步的实验验证。
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