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小鼠小细胞肺癌模型的建立
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摘要 目的：建立小鼠小细胞肺癌动物模型，为进一步研究小细胞肺癌的发展进程以及化疗药物的筛选提供实验平台。 方法：
采用 Trp53loxP/loxP; Rb1loxP/loxP 小鼠肺部插管吸入 Adeno-Cre (Ad-Cre)重组腺病毒的方法建立小鼠小细胞肺癌模型，通过对模型小鼠
肺组织进行石蜡切片以及 HE 染色， 并通过免疫组化等方法检测肺组织中神经内分泌特异性标记蛋白 CgA、Cgrp 的表达情况。
结果：成功建立了小鼠小细胞肺癌的模型，模型小鼠肺组织中 TTF-1、CgA、Cgrp的表达水平显著升高。结论：成功建立小鼠小细
胞肺癌动物模型，为后续研究人的小细胞肺癌发病机制以及相关化疗药物的筛选提供了实验手段。
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Establishment of a mouse model of pulmonary small cell lung cancer
WANG Zi-qiao, ZHANG Xue-xi, MENG Fan-rong, LIU Zhe
（School of Medical Laboratory, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To establish a model of small cell lung cancer in mice to study the progression of small cell lung cancer and to
provide an experiment platform for the screening of chemotherapy drugs. Methods: The small cell lung cancer model was established by
intratracheal injection of Adeno-Cre (Ad-Cre) into Trp53loxP/loxP; Rb1loxP/loxP mice. The lung tissues of model mice were sectioned and stained
with HE. Immunochemistry of neuroendocrine cell-specific markers CgA and Cgrp was performed on lung sections. Results: The small cell
lung cancer model was successfully established and a significant increase was observed in the expression of TTF -1, CgA and Cgrp.
Conclusion: This mice model provides an experiment method for the study of pathogenesis of human small cell lung cancer and the
screening of chemotherapy drugs.
Key words Ad-Cre；Trp53loxP/loxP ; Rb1loxP/loxPmice；small cell lung cancer；mouse model

肺癌占全世界肿瘤发病率的 12.7%、死亡率的

18.2%，是目前最常见的引发死亡的疾病之一[1]。在

临床和组织病理学上，肺癌分为两大类，小细胞肺

癌（small cell lung cancer, SCLC）和非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer, NSCLC）。小细胞肺癌大

约占肺癌的 20%，而更具有肿瘤异质性的非小细胞

肺癌大约占 80%[2]。小细胞肺癌与非小细胞肺癌相

比恶性程度较高，转移早而广泛，尽管小细胞肺癌

对化疗、放疗敏感，但很快出现复发或病情进展[3]，

目前尚无有效的靶向治疗药物，因此小细胞肺癌是

研究肿瘤转移很好的模型。由于人小细胞肺癌中肿

瘤抑制基因 Trp53 和 Rb1 的高突变率，所以 Trp53
和 Rb1 基因的缺失可能为建立小鼠小细胞肺癌模

型提供了合理的手段[4]，我们利用 Cre-loxP 系统来

特异性敲除 Trp53loxP/loxP；Rb1loxP/loxP 小鼠肺上皮细胞中

Rb1 和 Trp53，其 Ad-Cre 重组腺病毒是通过气管插

管来感染小鼠。因此体内气道上皮和肺泡Ⅱ型细胞

中敲除 Rb1 和 Trp53，诱发小鼠的小细胞肺癌。

1 材料和方法
1.1 材料 Trp53loxP/loxP；Rb1loxP/loxP 小鼠由中科院上海

生化细胞研究所季红斌教授馈赠, 所用腺病毒 Ad-
Cre 来自 VECTOR BIOLABS （The Gene Delivery
Company，货号 1045）。
1.2 试剂 PCR 试剂盒购自北京全式金生物技术

有限公司。DAB 显色试剂购自北京中杉金桥。CgA
抗体购自美国 ABcam 公司（货号 ab15160）。Cgrp 抗

体购自 Milipore（货号 AB5920）。TTF-1 抗体购自迈

新试剂（货号 MAB-0599）。小鼠麻醉剂购自美国

Sigma 公司（货号 T48402）。
1.3 小鼠的鉴定 Trp53 基因型鉴定引物：5′ -
CGCAATCCTTTATTCTGTTCG-3′，5′- AGCACATAG
GAGGCAGAGAC-3′，5′- TGAGACAGGGTCTTGCTA
TTG-3′。Rb1基因型鉴定引物：5′- GAAAGGAAAGT
CAGGGACATTGGG-3′，5′- GGCGTGTGCCATCAA
TG-3′。
1.4 小鼠小细胞肺癌动物模型的建立 首先腹腔注

射麻醉剂麻醉 2月龄小鼠，再以 Ad-Cre CaPi（Ad-Cre
CaPi：滴度为 107PfU的 Ad-Cre 2μL加入到 246.8μL
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的MEM中，再加入 1.2μL 的 2 mol/L CaCl2）的共沉淀

物插管吸入小鼠气管，每只小鼠吸入约 100μL。病毒

诱导 7 个月后收集死亡小鼠的肺、肝等组织进行石

蜡包埋、切片、HE染色以及相关病理分析。

1.5 免疫组化检测 通过对小鼠肺组织切片进行

TTF-1、CgA、Cgrp 等特异性标记蛋白的免疫组化染

色，可确定肿瘤细胞是否表达 TTF-1、CgA、Cgrp，从

而确定是否为小细胞肺癌。

2 结果
2.1 小鼠的鉴定 取小鼠尾部组织消化并提取基

因组 DNA，以基因组 DNA 为模板进行聚合酶链式

反应，扩增得到 Trp53loxP/loxP 和 WT 对照小鼠的产物

以及 Rb1loxP/loxP 和 WT 对照小鼠的产物，鉴定产物见

图 1。

A.Trp53loxP/loxP 小鼠基因型鉴定（Floxed allele：212 bp, WT allele：130 bp）; B. Rb1loxP/loxP 小鼠基因型鉴定（Floxed allele：283 bp, WT allele：235 bp）; M:
marker
图 1 小鼠基因型鉴定
Fig 1 PCR result of mouse genome DNA

2.2 小鼠小细胞肺癌模型的建立 17 只 Trp53loxP/loxP;
Rb1loxP/loxP 小鼠成功给予 Ad-Cre 病毒，病毒处理后小

鼠质量逐渐降低，最终有 11 只（65%）小鼠造模成

功。约 7 个月后，小鼠开始死亡，解剖死亡小鼠后肺

部可观察到大量结节，暗示肺部肿瘤的形成是小鼠

致死的主要原因。肺癌发生小鼠肺部表型见图 2。

2.3 小鼠肺组织切片病理染色 收集小鼠肺组织

石蜡切片并进行 HE 染色，发现肺部有大量肿瘤灶

的形成，且肿瘤细胞较小，挤压变形，核浆比增大，

呈现明显的小细胞肺癌的特性。小鼠肺部切片 HE
染色结果见图 3。

2.4 小鼠肺组织切片免疫组化染色 将上述肿瘤

组织切片分别进行 TTF-1、CgA、Cgrp 免疫组化染色

（图 4），发现在肺部肿瘤灶中 TTF-1、CgA、Cgrp 的表

达水平显著升高，大部分肿瘤细胞呈现 TTF-1、CgA阳

性以及 Cgrp阳性，说明小鼠肺部肿瘤为小细胞肺癌。

2.5 小鼠小细胞肺癌模型的肝转移 对死亡小鼠

进行解剖分析，发现小鼠的肝组织上出现大量结节

（图 5），通过石蜡切片及病理染色，肝组织中肿瘤细

胞形态与肺部肿瘤细胞病理染色结果相似，说明小

鼠肺部小细胞肺癌发生了肝转移。

A．小鼠肺组织HE染色显示肿瘤形成；B.A图区域放大。标尺：100μm
图 3 小鼠肺组织切片 HE染色
Fig 3 Representative HE stain of lungs from mice

A: TTF-1；B: CgA；C: Cgrp。标尺：100 μm
图 4 小鼠肺组织 TTF-1、CgA、Cgrp 免疫组

化染色

Fig 4 IHC staining with anti -TTF-1, anti -
CgA, anti-Cgrp performed on lung tissues

图 2 小鼠肺部形成结节（黑色箭头所示为结节）
Fig 2 Pulmonary nodules in mouse lung （Black arrow indicates

pulmonary nodules）

A.TTF-1；B.CgA；C.Cgrp。标尺：100 μm
图 4 小鼠肺组织 TTF-1、CgA、Cgrp免疫组化染色
Fig 4 IHCstainingwithanti-TTF-1,anti-CgA,anti-Cgrpperformed

on lung tissues
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A.小鼠肝组织形成肿瘤转移灶（箭头所示为转移灶）；B. 小鼠肝组织

HE 染色显示肿瘤转移。标尺：500 μm
图 5 小鼠小细胞肺癌的肝转移
Fig 5 Liver metastasis of small cell lung cancer in mice
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3 讨论
肺癌是目前世界上致死率最高的主要疾病之

一，它是一个庞大的疾病分类，包含了多种不同的

表型以及遗传突变，暗示着肺癌是一种高度异质性

的疾病[5]。因此肺癌被分为多个不同的类型，其中最

广泛应用的分类是小细胞肺癌和非小细胞肺癌。非

小细胞肺癌是肺癌中最常见的一种，又可以分为腺

癌、鳞癌和大细胞肺癌[6]。小细胞肺癌约占所有肺癌

中的 15%，具有神经内分泌细胞的特性[1]。根据 2004
年世界卫生组织的分类，小细胞肺癌是神经内分泌

型肺癌的一种，代表了侵袭能力最高的一类肺癌[7]。

在近 10 年中，对小细胞肺癌的治疗仍然没有新的

手段，5 年的生存率仍保持在 7%以下。基因组学分

析发现，在小细胞肺癌中存在多种重要基因突变，这

些突变在小鼠小细胞肺癌模型中也得到了验证[5]。

为了给小细胞肺癌的临床诊治提供新的依据，加深

对小细胞肺癌的起始、进展、转移和抗药性的细胞

以及分子机制的理解显得至关重要，但是到目前为

止，仍然缺乏小细胞肺癌的小鼠模型。

由于人小细胞肺癌中肿瘤抑制基因 Trp53 和

Rb1 的高突变率，所以 Trp53 和 Rb1 基因的缺失可

能为建立一个小鼠小细胞肺癌模型提供了合理的

手段[4]。根据已有的研究，在小鼠神经内分泌型肿瘤

的形成过程中，单独缺失 Rb1 或者 Trp53 并不会引

起细胞凋亡[8]，Rb1 和 Trp53 是以一种协同作用的方

式来发挥肿瘤抑制作用的，因此 Rb1 和 Trp53 的缺

失是神经内分泌型肿瘤形成的先决条件[9]。

Trp53 或 Rb1 缺失小鼠对于研究肿瘤进程有相

当重要的价值，在小鼠肺组织中敲除 Trp53 会产生

肺腺癌[10]。而 Ad-Cre 病毒诱导的 Rb1 在肺上皮中

缺失直到第 18 个月都不会产生任何肺肿瘤，同时

在这些小鼠中也不能检测到神经内分泌细胞的异

常增生。因此单独的 Rb1 缺失并不足以诱导神经内

分泌肿瘤的形成，进一步的肿瘤进程可能还需要抑

制 Trp53 介导的细胞凋亡[9]。根据已有的报道，Rb1
与 Trp53 同时缺失会使得人肺腺癌更易向小细胞肺

癌转化[11]。在本研究中，我们利用 Trp53loxP/loxP; Rb1loxP/

loxP 小鼠，通过肺部气管插管给予 Ad-Cre 重组腺病

毒来诱导小鼠肺上皮细胞中 Trp53 以及 Rb1 的特

异性缺失，从而建立了小鼠肺癌模型，并通过病理

染色及 TTF-1、CgA、Cgrp 的免疫组化染色进一步确

定了该肺癌模型为小细胞肺癌模型。

对肝组织的病理分析发现，小鼠肺组织的癌细

胞已经扩散到肝脏等组织中，说明构建的小鼠小细

胞肺癌模型具有高度侵袭性，也进一步证实了该小

鼠小细胞肺癌模型[12]与人小细胞肺癌有高度的相似

性，它也具有向其他功能器官，如脑、肾上腺、骨、卵

巢转移的潜能。该模型为研究小细胞肺癌的起始和

早期提供了实验工具，为临床上小细胞肺癌化疗策

略以及化疗药物的筛选提供了实验手段。
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