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摘要 目的：分离培养小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 T 抗原（MMTV-PyMT）转基因小鼠自发成瘤的乳腺癌细胞，初

步研究其生长特性、分子表型、体内成瘤和转移能力。方法：取 MMTV-PyMT 小鼠自发成瘤的乳腺癌组织（n=3），采用酶解贴

壁培养法进行原代细胞分离并传代培养，倒置显微镜下观察细胞形态特征；采用 CCK-8 检测细胞的增殖能力；通过

Western 印迹检测细胞的雌激素受体（ER）、孕激素受体（PR）和人表皮生长因子受体 2（HER2）表达以鉴定细胞分子亚型。将

分离培养的细胞接种于 C57BL/6 雌性小鼠（n=4）乳腺脂肪垫，观察细胞成瘤能力和生长特性；取肿瘤组织和内脏器官，制备

组织切片后采用苏木精-伊红（HE）染色，观察组织形态学特点；采用免疫组织化学（IHC）染色检测 ER、PR、HER2 及 Ki-67
蛋白表达，分析分子分型。结果：成功分离得到 MMTV-PyMT 转基因小鼠自发成瘤的乳腺癌细胞（MMTV-PyMT 细胞）并可

稳定生长和传代，细胞倍增时间为 56.0 h；MMTV-PyMT 细胞可在 C57BL/6 雌性小鼠乳腺脂肪垫成瘤并生长，但未见远处内

脏转移。该细胞在细胞学和组织学中的分子分型皆为 HER2 过表达亚型，肿瘤组织中 Ki-67 阳性表达率为 34%。结论：成功

构建得到可体外稳定传代并具有体内成瘤能力的 HER2 过表达分子亚型小鼠乳腺癌细胞系，该细胞可作为 HER2 过表达

亚型乳腺癌体内、外实验研究的细胞模型。
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Isolation and identification of spontaneously tumorigenic primary breast cancer cells from MMTV-PyMT
transgenic mice
YAN Wen-xin, FENG Yu-mei
（Department of Biochemistry and Molecular Biology，Cancer Institute and Hospital，Tianjin Medical University，National Clinical
Research Center for Cancer，Key Laboratory of Cancer Prevention and Therapy，Tianjin′ s Clinical Research Center for Cancer，Key
Laboratory of Breast Cancer Prevention and Therapy，Tianjin Medical University，Ministry of Education，Tianjin 300060，China）
Abstract Objective：To isolate and identify primary breast cancer cells from MMTV-PyMT（mouse mammary tumor virus-polyoma
middle T antigen）transgenic mice，explore its growth characteristics，molecular phenotype，tumorigenic and metastatic abilities in vivo
preliminary. Methods：Breast cancer tissues from MMTV-PyMT transgenic mice（n=3）were collected，and primary breast cancer cells
were isolated and passaged by enzymatic -adherence-culture method. An inverted microscope was used to observe the morphological
characteristics of cells；Cell-Counting-Kit 8（CCK-8）was used to detect cell proliferation characteristics；Western blotting was used to
detect estrogen receptor（ER），progesterone receptor（PR）and human epidermal growth factor receptor 2（HER2）protein expression to
identify its subtypes. The cells were orthotopic injected into the mammary fat pads of C57BL/6 female mice（n=4），and the tumorigenic
ability and growth characteristics of the cells were observed；tumor tissues and visceral organ tissues were taken and stained with
hematoxylin-eosin staining（HE）to observe the morphological characteristics；Immunohistochemistry staining（IHC）was used to detect
ER，PR，HER2 and Ki-67 protein expression，and the tumor molecular type was analyzed. Results：Tumor cells derived from MMTV-
PyMT mice primary breast tumors（MMTV-PyMT cells）were successfully isolated，it could expand and be passaged stably in vitro，and the
cell doubling time was 56.04 hours. It could grow in the mammary fat pad of C57BL/6 mice，but no distant visceral metastasis. The molecular
subtype of MMTV -PyMT cells in both cytology and histology was HER2 -overexpression subtyp e （ER-negative/PR-negative/
HER2-positive），and the positive expression rate of Ki-67 in tumor tissue was 34%. Conclusion：A HER2-overexpressing molecular
subtype mouse-derived breast cancer cell line that can be stably passaged in vitro and has tumorigenic ability in vivo is successfully con－
structed. It can be used as a HER2-overexpression cell model for breast cancer in vitro and in vivo experiments.
Key words mouse-derived breast cancer cell line；cell primary culture；HER2-over expression molecular subtype
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤。在乳腺癌

的临床诊断和治疗中，根据雌激素受体（estrogen
receptorα, ER）、孕激素受体（progesterone receptor,
PR）、人表皮生长因子受体 2 （human epidermal
growth factor receptor 2, HER2）以及 Ki-67 的表达

状态，可将乳腺癌分为 luminal A、luminal B、三阴性

和 HER2 过表达分子亚型[1-3]。不同分子亚型乳腺癌

的治疗和预后不同，针对不同亚型乳腺癌发生、发

展机制的研究有助于研发亚型特异性诊断和治疗

方法[4-9]。乳腺癌细胞系和荷瘤动物模型是探索乳腺

癌发病机制的必要实验对象[10]。人源性乳腺癌细胞

系种类十分丰富，但小鼠源性细胞系种类非常有限[11-

13]。因此，在对乳腺癌的研究中常用免疫缺陷的小鼠

品系作为人源细胞异种移植的受体。由于免疫缺陷

小鼠体内缺失与免疫功能相关的特定基因 [14-15]，而

肿瘤细胞的免疫调节和免疫逃逸在肿瘤发生、发展

中有重要作用，该模型并不能真正模拟和准确反映

乳腺癌发生、发展过程中的病理生理特点。目前小

鼠源性细胞株主要是 BALB/c 小鼠来源的 4T1(三阴

性亚型)和 EMT-6（三阴性亚型）以及 C57BL/6 小鼠

来源的 E0771（luminal B 亚型），但缺乏临床预后较

差的 HER2 过表达亚型和发病率最高的 luminal A
亚型的小鼠源性细胞模型[16-18]。小鼠乳腺肿瘤病毒介

导多瘤病毒中间 T 抗原 （mouse mammary tumor
virus-polyoma middle Tantigen, MMTV-PyMT）转基

因小鼠是一种人类乳腺癌动物模型，该模型不仅填

补了乳腺癌动物模型的空缺，且其自发成瘤的特性

可模拟和准确反映乳腺癌发生、发展过程中的病理

生理特点。该动物模型目前被广泛应用于研究乳腺

癌发生、发展、转移以及临床肿瘤药物的筛选[19-23]。

本实验旨在从 MMTV-PyMT 转基因小鼠自发成瘤

乳腺组织分离构建原代细胞，以获得可作为乳腺

癌体内、外实验研究的小鼠源性细胞模型。

1 材料与方法

1.1 实验动物 6 周龄雌性 MMTV-PyMT 转基因

小鼠模型（n=5）购自美国 Jackson Laboratory 公司，

6周龄雌性 C57BL/6 小鼠（n=4）购自江苏集萃药康

生物科技股份有限公司（动物合格证号：SCXK 苏

202005468），饲料购自江苏协同医药生物工程有限

公司。小鼠在天津医科大学肿瘤医院的 Specific
Pathogen Free 级动物设施中饲养。本研究经天津医

科大学肿瘤医院实验动物伦理委员会批准（批准编

号：AE-2021130），依据动物伦理与福利的相关规定

实施。

1.2 主要试剂和仪器 人乳腺癌细胞系 MDA-
MB-231 和 MCF-7 购于美国模式培养物保藏所

(American Type Culture Collection, ATCC)；DMEM 培

养基、胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和Ⅰ型胶原

酶(货号:7100-017)购自 Gibco 公司；胰蛋白酶-ED－
TA、青霉素、链霉素以及透明质酸酶（货号:H3506）
购于 Invitrogen 公司；Cell-Counting-Kit 8(CCK-8)试
剂盒购于 Dojindo 公司；抗 ER(货号:21244-1-AP)、
抗 PR(货号:25871-1-AP)和抗 HER2(货号:18299-
1-AP)抗体购于 Proteintech 公司；抗 Ki-67 抗体(货
号:sc-15402)购于 Santa Cruz Biotechnology 公司；抗

β-Actin 抗体(货号:6276)购于 Abcam 公司；抗兔 IgG
(货号:7074)、抗鼠 IgG(货号:7076)抗体购于 Cell Sig－
naling Technology 公司；增强酶标山羊抗小鼠 /兔
IgG 聚合物(货号:PV-9000)、抗体稀释液购于中衫金

桥公司；ECL 发光液（货号:WBKLS0500）购于 Merck
公司；苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining，HE）
和免疫组织化学（immunohistochemistry, IHC）染色

试剂盒购于 Servicebio 公司；蛋白质分子量标准（货

号:26616、26625）、酶标仪（型号：Multiskan FC）购

于Thermo Fisher Scientific 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 原代细胞的分离 将 19 周龄 MMTV-PyMT
转基因小鼠颈椎脱臼法处死，酒精擦拭小鼠全身后

无菌切取肿瘤组织放入预冷磷酸盐缓冲液（phos－
phate buffered saline, PBS）。用含抗生素的生理盐水

冲洗组织并剪碎，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清。

加入组织消化液(160 μg/mLⅠ型胶原酶与 25 μg/mL
透明质酸酶按 1∶1体积混合）消化肿瘤组织。消化 2 h
后加入含 20% FBS、100 U/mL 青霉素和 100 U/mL
链霉素的 DMEM 培养基终止消化，用 75 μm 孔径

滤器滤至离心管中，1 000 r/min 离心 5 min，弃上

清，加入上述培养液后接种于培养瓶，置于 37℃、

5%CO2 细胞培养箱中培养。分离得到 MMTV-PyMT
转基因小鼠自发成瘤的乳腺癌细胞，命名为

MMTV-PyMT 细胞。

1.3.2 MMTV-PyMT 细胞的培养与传代 将体外分

离得到的 MMTV-PyMT 细胞传代培养，弃培养基，

用 0.25%胰蛋白酶消化液于 37℃消化 1～2 min 后，

加入含 10% FBS 的 DMEM 培养液终止消化。

1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入上述培养液

接种于培养瓶，置于 37℃、5%CO2细胞培养箱中培养。

1.3.3 MMTV-PyMT 细胞形态的观察 倒置显微镜

下观察原代及传代的细胞，在特定时间点拍照记录
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细胞形态。

1.3.4 MMTV-PyMT 细胞生长曲线的制备 在 96孔
板中加入 100 μL 含 2×103 个细胞的悬液，设 6 个复

孔，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。在特定测量时

间，每孔加入 10 μL CCK-8 测定液。培养板在培养

箱中孵育 2 h 后用酶标仪测定在 450 nm 处的吸光

度值。使用 Graphpad Prism 5.0 软件以时间为横坐

标，吸光度值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1.3.5 MMTV-PyMT 细胞倍增时间的计算 待细胞

可稳定培养和传代后制备细胞悬液，进行细胞计

数，细胞总数记为 N0，经过 t 时间培养后（t>48 h），
再次细胞计数，细胞总数记为 Nt，依据细胞倍增公

式 Dt=t×（ lg2
lgNt-lgN0

)得出细胞倍增时间 Dt。

1.3.6 Western 印迹 待细胞汇合约 80%时采用细

胞裂解液（20 mmol/L Tris-HCL、5 mmol/L EDTA、

1% Triton -X 100、150 nmol/L NaCl、1% DTT、1%
Protease inhibitor cocktail）裂解细胞收集细胞蛋白。

40 μg 细胞蛋白经 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳后，

转印至 PVDF 膜上；5%脱脂牛奶温室封闭 1 h 后，

加入抗目的蛋白抗体（稀释比例：抗 Ki-67 抗体 1∶
1 000；抗 ER 抗体 1 ∶1 000；抗 PR 抗体 1 ∶1 000；
抗HER2抗体 1∶2 000），4℃孵育过夜，等渗缓冲盐溶

液（Tris buffered saline tween, TBST）清洗后，加入二

抗（稀释比例：抗兔 IgG 抗体 1∶2 000；抗鼠 IgG 抗体

1∶8 000），室温孵育 1 h，TBST清洗后用 ECL 显色，置

于 X射线胶片曝光后显影、冲洗、定影，晾干胶片。

1.3.7 移植瘤小鼠模型的构建和体内肿瘤生长特

性的观察 于 8 周龄的 C57BL/6 小鼠乳腺脂肪垫

接种 1×106 个上述分离培养且稳定传代的细胞。以

MMTV-PyMT 转基因小鼠自发成瘤的乳腺肿瘤为对

照，每天观察小鼠的生存及肿瘤生长情况，每周测

量 1 次小鼠肿瘤大小（肿瘤体积计算公式为：长径×
短径2/2）。以肿瘤直径达到 1.5 cm 为实验终点，到达

实验终点后使用颈椎脱臼法处死荷瘤小鼠，解剖小

鼠，切取肿瘤及内脏器官。使用 Graphpad Prism 5.0
软件以时间为横坐标，肿瘤体积为纵坐标绘制小鼠

肿瘤生长曲线。

1.3.8 HE 染色和 IHC 染色 取切取的肿瘤和内脏

器官组织经 10%福尔马林固定液固定、石蜡包埋、

连续切片后分别进行 HE 染色和 IHC 染色。HE 染

色：将上述处理好的组织切片 65℃烘烤 2 h 后经二

甲苯脱蜡两次，每次 10 min，然后切片依次经 100%、

100%、90%、75%乙醇水化各 5 min，加入蒸馏水；伊

红染液染色 5 min，流水冲洗；苏木素染液染色 5 min，
流水冲洗；然后切片依次经 70%、80%、95%、100%、

100%乙醇脱水各 5 min，二甲苯透明两次，每次 5
min 后用中性树胶封片。IHC 染色：将上述处理好的

组织切片进行烘烤、脱蜡和水化后，置于 EDTA 抗

原修复缓冲液 (pH=8.0) 中于微波炉内进行抗原修

复；再经过氧化氢封闭 0.5 h 后一抗 (稀释比例：抗

Ki-67 抗体 1∶50；抗 ER 抗体 1∶800；抗 PR 抗体 1∶
500；抗 HER2 抗体 1 ∶1 500）孵育过夜；第 2天二

抗孵育 0.5 h，PBS 洗涤 3 次。经二氨基联苯胺显色

后苏木素复染细胞核；脱水后用中性树脂封片观

察。免疫组化结果由两位专业的病理科医师独立判

定。通过在光学显微镜下对组织切片分别按染色强

度(0～3 分为阴性着色、淡黄色、浅褐色、深褐色)和阳

性范围（1～4 分为 0～25%、26～50%、51～75%、76～
100%）进行评分，数值相乘得到染色总分值，理论分

数范围为 0～3。总分值=0 为阴性、>1 为阳性。

1.3.9 Ki-67 阳性率的计算 Ki-67 IHC 染色阳性

应定位于细胞核。通过计算核阳性的肿瘤细胞百分

比来计算该组织 Ki-67 阳性率。通过随机选取 3 个

视野计数，用平均值表示 Ki-67 阳性率。

1.4 统计学处理 采用 Graphpad Prism 7.0 软件进

行数据分析和做图，数据符合正态分布。SPSS20.0
软件用于统计学分析。采用单因素方差分析和

Student′s t 检验用于比较实验组和对照组之间的差

异。P<0.05 认为有统计学意义。

2 结果

2.1 MMTV-PyMT 细胞体外培养形态的观察 体

外培养的 MMTV-PyMT 细胞形态学观察结果显示：

在细胞分离培养至 3 d 时，细胞呈圆形或短梭形，单

个或小团簇贴壁生长；培养至 5 d 时，细胞开始增

殖，呈短梭形团簇样生长；培养至 7 d 时，细胞集落

汇合，呈成纤维样、漩涡式排列生长（图 1A）。细胞

在体外可稳定生长和传代，稳定传至 8 代后的细胞

形态均一，呈典型的长梭形（图 1B）。
2.2 MMTV-PyMT 细胞生长特性的测定 采用

CCK-8 检测法绘制细胞生长曲线结果显示，体外培

养的 MMTV-PyMT 细胞持续增殖，生长稳定（图 2）。
依据细胞倍增时间公式计算细胞倍增时间为 56.0 h。
2.3 MMTV-PyMT 细胞分子亚型的鉴定 采用

Western 印迹检测 MMTV-PyMT 细胞中 ER、PR 和

HER2 蛋白的表达状态，以人乳腺癌细胞系 MDA-
MB-231 和 MCF-7 为对照，结果显示该细胞 ER 和

PR 蛋白不表达，但 HER2 表达（图 3）。
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注：MMTV-PyMT：小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 T 抗原
图 2 MMTV-PyMT细胞生长曲线
Fig 2 The cell growth curve of MMTV-PyMT cells

注:A:从左至右分别为第 3 天、第 5 天和第 7 天细胞形态的代表性图像；B:稳定传代后细胞形态的代表性图像；右上角放大倍数为 5 倍；标

尺:100 μm；MMTV-PyMT：小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 T 抗原

图 1 MMTV-PyMT细胞体外培养的形态学图像

Fig 1 Morphological images of MMTV-PyMT cells cultured in vitro

2.4 MMTV-PyMT细胞体内生长特性与转移能力
的观察 自发成瘤小鼠平均 9～10 周龄时可触及乳

腺肿瘤，19周龄到达实验终点；移植瘤小鼠在 8 周龄

接种，9周龄成瘤，12周龄到达实验终点。到达实验终

点时两组小鼠的外观照片如图 4A 所示，代表性肿瘤

照片如图 4B所示，小鼠肿瘤生长曲线如图4C所示。

对两组小鼠肿瘤通过 HE 染色观察分析形态学

特征结果显示：自发成瘤小鼠肿瘤组织中癌细胞呈

团巢状分散排列。移植瘤小鼠肿瘤细胞形态主要为

两种，一种呈圆形，巢状式排列，类似于自发成瘤小

鼠的肿瘤形态（黑色箭头所示）；另一种呈长梭形，

纤维样极性排列，类似于MMTV-PyMT 细胞的形态

（红色箭头所示）。较对照组而言，移植瘤小鼠肿瘤细

胞核小，细胞间排列紧密，呈异质性生长（图 4D）。对

两组小鼠内脏器官进行 HE染色观察分析结果显示，

自发成瘤小鼠在 19 周时均发生肺转移，但肝、肺、脾

以及胰腺等其他内脏器官均未观察到转移灶点。移

植瘤小鼠内脏器官均未观察到转移灶点（图 4E）。

A
第三天 第五天 第七天

B

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

注:A:小鼠代表性照片（原发癌小鼠模型：n=4；移植瘤小鼠模型:
n=5）；B:小鼠肿瘤照片；C:小鼠肿瘤生长曲线；D-E：HE 染色结果代
表性图像；标尺：200 μm；MMTV-PyMT：小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤

病毒中间 T 抗原
图 4 MMTV-PyMT细胞体内生长特性与转移能力
Fig 4 Growth characteristics and metastatic ability of MMTV-

PyMT cells in vivo
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注：MMTV-PyMT：小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 T 抗原
图 3 Western印迹法分析MMTV-PyMT细胞分子亚型
Fig 3 The identification of molecular subtype of MMTV-PyMT

cells by Western blotting
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注:标尺:200 μm；MMTV-PyMT：小鼠乳腺肿瘤病毒介导多瘤病毒中间 T 抗原

图 5 IHC染色法分析MMTV-PyMT细胞体内实验的分子亚型

Fig 5 The identification of molecular subtype of MMTV-PyMT cells in vivo by IHC staining

IHC 染色结果显示自发成瘤小鼠原发肿瘤与移

植瘤小鼠原位肿瘤细胞组织皆为 ER 阴性、PR 阴

性、HER2 阳性（图 5）。自发成瘤小鼠肿瘤组织中肿

瘤细胞 Ki-67 阳性率约为 25%，高表达 Ki-67 阳性

的肿瘤细胞分布在组织边缘。移植瘤小鼠肿瘤组织

中肿瘤细胞 Ki-67 阳性率约为 34%，高表达 Ki-67
阳性的肿瘤细胞在组织内以及组织边缘均有分布

（图 5）。
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3 讨论

本研究分离培养的 MMTV-PyMT 细胞倍增时

间为 56.0 h，常用的人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 倍

增时间为 23.0 h[24]，表明分离培养的 HER2 过表达

亚型的 MMTV-PyMT 细胞较三阴性亚型乳腺癌

细胞 MDA-MB-231 增殖速度慢。生长曲线显示

MMTV-PyMT 细胞持续稳定增殖，表明细胞处于稳

定生长状态[25-26]。

MMTV-PyMT 转基因小鼠乳腺肿瘤组织的分子

分型与病理分级是不断变化的，从发病最初(4 周龄)
至发病后期（10 周龄之后）ER 和 PR 表达不断降

低，HER2 和 Ki-67 表达不断升高[27-28]。Shishido 等[27]

研究结果显示，发病晚期（大于 10 周龄）MMTV-
PyMT 转基因小鼠自发成瘤乳腺组织分子分型为

HER2 过表达亚型，本研究结果进一步表明处于晚

期 MMTV-PyMT 转基因小鼠乳腺组织为 HER2 过

表达亚型。对分离培养的 MMTV-PyMT 细胞和移植

瘤小鼠乳腺组织的分子分型进行分析，结果显示其

二分子分型皆为 HER2 过表达亚型，表明在分离培

养过程中肿瘤细胞亚型并未发生改变。

本研究发现与自发成瘤小鼠相比，MMTV-
PyMT 细胞体内成瘤后肿瘤生长迅速、Ki-67 表达

高，但未观察到 MMTV-PyMT 细胞在体内发生血行

转移。Ki-67 的表达差异表明自发成瘤组织中肿瘤

细胞可能坏死或处于乏氧环境，而移植瘤中肿瘤细

胞处于快速增殖状态。此外，强侵袭和高转移性的

细胞在晚期 MMTV-PyMT 转基因小鼠中已经发生

播散，在原位聚集的细胞为增殖能力强但干性弱的

细胞，分离培养得到的是增殖能力强的细胞的克隆。

总之，本研究构建了可体外稳定传代并具有体

内成瘤能力的 HER2 过表达分子亚型小鼠乳腺癌

细胞系，该细胞增殖能力强、成瘤率高。本研究构建

的 MMTV-PyMT 细胞不仅可用于研究 MMTV -
PyMT 转基因小鼠在发病过程中的特点，也可用于

研究乳腺癌细胞体外培养特性，还可作为小鼠源性

细胞模型在体内模拟和准确反映乳腺癌成瘤和转

移过程中的病理生理特点，补充了临床预后较差的

HER2 过表达亚型小鼠源性细胞模型，为基础研究

作出贡献。
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