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医学与免疫生物技术                                                               

用于活体成像的小鼠肺癌移植瘤模型的建立 

张海燕 1, 2, 李艳 1, 王喆 1, 张必良 1, 2 
1 中国科学院广州生物医药与健康研究院 呼吸疾病国家重点实验室, 广州 510663 
2 中国科学技术大学, 合肥 230026 

摘  要: 本研究旨在建立可用于活体成像的小鼠肺癌移植瘤模型。利用脂质体将荧光素酶表达载体 pGL4.17(luc2/neo)

转染至人非小细胞肺癌细胞株 A549, 经 G418 筛选获得稳定表达荧光素酶的细胞克隆。根据体外生物发光情况及细胞

的生长特性, 从中挑选合适克隆, 进行裸鼠皮下接种, SCID 鼠尾静脉接种, 建立肺癌移植瘤模型。利用活体成像系统监

测肿瘤的生长转移情况, 并用切片 HE 染色进一步验证小鼠模型移植瘤的原位成瘤和转移能力。实验结果表明: 本研究

成功地构建了可用于活体成像的小鼠肺癌移植瘤模型, 模型稳定可靠、直观、灵敏, 为肿瘤生长转移机制的研究及抗肿

瘤药物的研发提供了重要工具。 
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Establishment of xenograft mouse models to study human 
lung cancer by using in vivo imaging system 
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Abstract: We established xenograft mouse models for studying human lung cancer by using an in vivo imaging system. We first 
transfected pGL4.17 (luc2/neo) plasmid into human non-small lung cancer A549 cells and screened cell lines stably expressing a 
luciferase reporter gene with G418. Then we analyzed the correlation of luciferase activity and cells number by in vitro 
bioluminescence. Furthermore, we compared cell growth characteristics by cell counting. We selected suitable clones and inoculated 
subcutaneously into nude mice or intravenously into SCID mice to construct lung cancer xenograft models. Using an in vivo imaging 
system, we monitored the growth and metastasis of the tumors. Finally, we verified the extents of tumorigenesis and metastasis by 
tissue sections with Hematoxylin and Eosin (HE) staining. In our study, we successfully established the xenograft mouse models for 
in vivo imaging with luciferase expressed lung cancer cells. These models provided convenient, sensitive, intuitive and stable tools 
for studying the mechanisms of lung cancer progression and development of anticancer drug. 
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癌症极大地威胁着人类的健康 [1], 世界卫生组

织最新数据表明, 到 2010 年, 癌症将成为导致人类

死亡的第一病因。在我国第 3 次居民死亡原因抽样

调查中, 肺癌更是取代肝癌成为我国首位恶性肿瘤

死亡原因。目前原发肿瘤的治疗已取得了较大进展, 

但癌症的复发和转移仍是癌症治疗的瓶颈。利用免

疫缺陷动物建立人类肿瘤动物模型是研究肿瘤体内

生长、转移机制以及抗肿瘤药物开发的重要工具[2]。

但是理想的体内肿瘤生长转移模型并不多, 而且在

传统的动物实验中, 需要肿瘤生长到一定程度才能

获得检测指标, 很难直观、活体、动态地连续观察

肿瘤的生长转移情况, 限制了对肿瘤尤其是早期肿

瘤发生、发展、转移、扩散和治疗效果的研究和评

价。因此, 建立便于检测的人类肿瘤动物模型具有

非常重要的意义。 

活体成像技术可以利用活体生物发光或荧光成

像直接检测活细胞在动物体内的生物学行为, 目前

已成为广泛应用于医学、生物学及药物开发等研究

领域的前沿技术[3-4]。荧光素酶(Luciferase)是一种常

用的信号分子, 可以用来标记肿瘤细胞, 在活体成

像技术中也得到了广泛的应用 [5-7]。本研究采用

pGL4.17[luc2/neo]质粒转染人非小细胞肺癌细胞株

A549, 筛选后获得稳定表达荧光素酶的单克隆细胞

株 A549-luc。经体外及体内相关生物学特性鉴定, 探

讨这些荧光素酶标记的细胞株是否可用于构建活体

成像检测肿瘤转移及药物治疗的模型, 为肺癌生长

转移机制的研究和药物开发提供了新的有用工具。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
人非小细胞肺癌细胞株 A549 由本实验室保存; 

pGL4.17[luc2/neo]质粒购自美国 Promega 公司, 含

有荧光素酶(Luciferase)的编码基因和 G418 的抗性

基因, 保存于−20oC。LipofectamineTM 2000购自美国

Invitrogen公司; G418购自广州威佳生物科技有限公

司 ; 荧光素底物购自北京龙脉得生物技术有限公

司。裸鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

(SCXK(沪)2003-0003), SCID 小鼠购自南京模式动

物研究所(SCXK(苏)2005-0002), 均饲养于高度洁净

的 SPF环境下。 

1.2  方法 
1.2.1  G418最佳筛选浓度的确定 

A549 细胞常规培养于含有 10%胎牛血清的

1640 培养基。取对数生长期细胞, 调整细胞浓度为

1×104/mL, 每孔 100 μL接种于 96孔板中, 置于细

胞培养箱常规培养。在细胞接种 24 h后, 倍比稀释

G418, 建立 0~1 mg/mL 10个梯度, 加入 96孔板中, 

每种浓度设置 6个复孔。每天观察细胞生长情况, 在

10~14 d内使细胞全部死亡的最低 G418浓度, 即为

筛选转染 A549细胞的工作浓度。 

1.2.2  细胞转染 

取对数生长期的 A549细胞, 转染前 1天将细胞

接种于 6孔板, 24 h内待细胞融合度达到 70%~90%

即可转染。转染按照 LipofectamineTM 2000试剂操作

指南进行操作。转染后细胞置于培养箱常规培养。 

1.2.3  G418筛选抗性细胞及其单克隆化 

质粒转染后 48 h, 细胞 1:10传代到 24孔板, 同

时以相同的密度传代未转染的细胞作为对照。细胞

贴壁后, 加入 G418。根据细胞死亡情况和培养基的

营养状况及时换液。待对照组细胞全部死亡后, 即

得到初步抗性克隆。抗性克隆做荧光素酶活性检测, 

表达荧光素酶的克隆制备成单细胞悬液, 接种于 96

孔板, 待其增殖后转入 24孔板扩大培养。重复此单

克隆化过程 3 次 , 即得到稳定表达荧光素酶的

A549-luc细胞。 

1.2.4  荧光素酶活性鉴定 

调整 A549-luc 细胞浓度分别为 5.0×105/mL、

2.5×105/mL、1.25×105/mL、0.625×105/mL、0.313×105/mL

和 0.156×105/mL, 每孔 100 μL加入 96孔白板中, 每

组设 3个复孔。每孔加 0.5 μL 30 mg/mL的荧光素底

物, 37 oC孵育 10 min, 荧光照度计测荧光值。比较

各克隆的荧光强度, 并分析荧光强度与细胞数之间

的相关性。 

1.2.4  细胞生长曲线绘制 

取 A549细胞和表达荧光素酶的 A549-luc细胞, 

接种于 24孔板, 接种密度为 2×104/孔。细胞接种后

1~7 d, 每天胰蛋白酶消化其中 3 孔细胞, 用血球计

数板测定细胞数。以细胞生长天数为横坐标, 细胞
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数目为纵坐标, 绘制细胞生长曲线。 

1.2.5  裸鼠皮下移植瘤模型的建立 

裸鼠, 6~7周龄, 体重(20±2) g, 雌性。取对数生

长期的 A549细胞和 A549-luc细胞制备单细胞悬液, 

PBS 调整细胞浓度为 2.5×107/mL。经台盼蓝染色测

定细胞活性后, 取 200 μL悬液接种于裸鼠右背侧近

腋部皮下, 共接种 3 只。采用美国精诺真活体成像

系统(IVIS 200)观测皮下肿瘤细胞的生长情况。观测

前每只鼠腹腔注射 150 μL 30 mg/mL荧光素底物, 

注射后 10~25 min进行活体成像。每周 1次, 连续

4周。 

1.2.6  SCID鼠尾静脉移植瘤模型的建立 

SCID小鼠, 6~7周龄, 体重为(20±2) g, 雌性。

取对数生长期 A549 细胞和 A549-luc 细胞制备单细

胞悬液, PBS调整细胞浓度至 2.5×107/mL。经台盼蓝

染色测定细胞活性后, 取 200 μL 悬液尾静脉注射

SCID鼠, 共接种 3只。采用美国精诺真活体成像系

统(IVIS 200)观测体内肿瘤的生长和转移情况。观测

前每只鼠腹腔注射 150 μL 30 mg/mL 荧光素底物, 

注射后 10~25 min进行活体成像。每 3天 1次, 连续

观察 4周。 

1.2.7  A549及A549-luc细胞原位成瘤及转移能力的

病理形态学观察 

A549 细胞和 A549-luc 细胞皮下及尾静脉接种

小鼠。皮下模型于接种后 26 d, 脱颈处死裸鼠, 取肿

瘤组织; 尾静脉模型于接种后 30 d, 脱颈处死 SCID

鼠, 取肺、脑、心脏、肝、子宫。肿瘤组织和各脏

器制成石蜡切片, 切片厚度 3 μm, 经 HE 染色后观

察各细胞的原位成瘤和转移能力。 

1.3  统计学处理 
实验数据用均数±标准差 (means±SD)表示 , 

采用 SPSS 13.0软件对数据进行统计学分析。 

2  结果 

2.1  稳定表达荧光素酶的 A549 细胞系(A549-luc)
的建立及鉴定 

通过浓度梯度实验确定 A549细胞的 G418筛选

浓度为 600 μg/mL, 细胞转染 pGL4.17(luc2/neo)质粒

后经此浓度的 G418筛选, 单克隆化筛选出 9个克隆, 

利用荧光素酶活性进行鉴定, 结果如图 1A所示。其

中 A549-luc clone1的荧光值最高, 其次为 A549-luc 

clone2 和 A549-luc clone7, 而 A549-luc clone5、

A549-luc clone6、A549-luc clone8、A549-luc clone9

荧光值低, 与检测背景值差异不大。采用倍比稀释

法稀释 A549-luc clone1、A549-luc clone2、A549-luc 

clone7, 测量不同细胞数对应的荧光素酶活性 , 对

细胞数与荧光值的相关性进行分析。分析结果显

示 , A549-luc clone1和 A549-luc clone2的相关系数

R 分别为 0.982 和 0.997, 表明荧光值与细胞数有

非常强的相关性。A549-luc clone7 的相关系数 R

为 0.847, 表明荧光值与细胞数相关性稍差。因此 , 

通 过 体 外 荧 光 素 酶 活 性 检 测 , 初 步 鉴 定 了

A549-luc clone1、A549-luc clone2、A549-luc clone7

为阳性克隆。  

 

图 1  A549-luc 的荧光素酶鉴定 
Fig. 1  Identification of luciferase activity in A549-luc cells. (A) In vitro bioluminescence of A549-luc cells. (B) The luciferase 
activity of different concentration of A549-luc cells. 
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2.2  稳定表达荧光素酶的 A549 细胞系的生长特

性 
细胞计数观察 A549 细胞和 A549-luc clone1、

A549-luc clone2、A549-luc clone7细胞的生长情况, 

结果如图 2所示。在前 4天, A549细胞和筛选出来

的 A549-luc clone1、A549-luc clone2、A549-luc 

clone7 细胞具有相似的生长趋势; 第 5 天和第 6 天, 

A549-luc clone2 的生长稍快于 A549; 但在第 7 天, 

A549-luc clone2生长情况与野生型 A549相差不大。

总体来说, 3个A549-luc细胞株在较长生长周期内与

A549细胞基本一致, 表明稳定细胞构建过程没有对

A549-luc clone1、A549-luc clone2、A549-luc clone7

的生长特性产生较大影响。 

2.3  裸鼠皮下移植瘤模型的建立 
A549、A549-luc clone1、A549-luc clone2、

A549-luc clone7 细胞分别皮下接种裸鼠, 活体成像

监测肿瘤细胞在体内的生长情况, 结果如图 3所示。

A549细胞接种肿瘤体积随时间而增大, 在观察期内

无荧光素酶活性(图片未提供), 而构建的稳定表达

细胞株在接种 5 d 后均有荧光素酶表达 ,  其中 , 

A549-luc clone1的表达较强, A549-luc clone7的表达

则很弱。随着接种天数的增加, A549-luc clone1荧光值

快速增加, 在第 12 天就已达到饱和, 到第 26 天时,  

肿瘤中心已出现坏死, 中心荧光值降低。究其原因, 

是由于过高的荧光素酶表达 , 增加了细胞的负担 , 

影响肿瘤的生长发展[8]。相反, A549-luc clone7的荧

光值增加则非常缓慢, 特别在第 19 天, 只在肿瘤

局部检测到荧光, 说明荧光值不能反应肿瘤的增殖

情况。分析原因, 很可能是 A549-luc clone7在体内

无 G418 的选择压力下, 由于肿瘤细胞的不断复制

分离而导致新增肿瘤细胞荧光素酶基因丢失, 所以

A549-luc clone7是个假阳性克隆, 不能用来构建用

于活体成像的小鼠肺癌移植瘤模型。而 A549-luc 

 

图 2  A549-luc 细胞的生长曲线 
Fig. 2  Growth curve of A549-luc cells. 

 

图 3  活体成像监测皮下接种的 A549-luc clone 在裸鼠体内生长情况(n=3) 
Fig. 3  In vivo imaging of subcutaneous tumor growth of A549-luc clone cell in nude mice (n=3). 
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图 4  活体成像监测尾静脉接种的 A549-luc clone 在 SCID 鼠体内的生长情况(n=3) 
Fig. 4  In vivo imaging of intravenous tumor growth of A549-luc clone cell in SCID mice (n=3). (A) In vivo imaging of intravenous 
tumor growth of A549-luc clone1 cell. (B) In vivo imaging of intravenous tumor growth of A549-luc clone2 cell. 
 
clone2 皮下移植瘤的荧光值强度适中, 荧光信号随

接种天数增加而逐渐增强, 成功构建了裸鼠皮下移

植瘤模型。 

2.4  SCID 鼠尾静脉移植瘤模型的建立 
A549-luc clone1、A549-luc clone2细胞尾静脉接

种 SCID鼠 , 活体成像监测肿瘤细胞的体内生长情

况结果见图 4。由图可以看出 , 接种完毕 , A549-luc 

clone 1细胞主要集中在肺部 , A549-luc clone2细胞

则在 SCID 鼠全身分布 , 其中肺部信号最强 , 尾静

脉接种成功。随后几天肿瘤荧光信号减弱 , 但随即

又逐渐增强 , 这是接种后部分细胞死亡 , 存活下

来的细胞在体内适应繁殖的结果。从图 4 中还可

以看出 , A549-luc clone1 的荧光集中在 SCID 鼠头

部和肺部 , 荧光值非常强(图 4A)。SCID 鼠于接种

A549-luc clone1 细胞后第 24 天 , 出现自然死亡 , 

分析其原因可能是过高的荧光素酶表达及其催化

的荧光素酶反应消耗了大量能量 , 影响 SCID鼠的

存活。而 A549-luc clone2 细胞在第 15 天时 , 即在

肺部、头部和下腹部均有分布 , 说明肿瘤细胞已发

生转移。第 30 天观察时 , 荧光在 SCID 鼠全身均

有分布 , 且荧光值强 , 反映 A549-luc clone2 细胞

的高转移性 (图 4B)。综上所述 , 利用 A549-luc 

clone2能成功构建 SCID鼠尾静脉移植瘤模型 , 该

模型能灵敏直观地反映肿瘤在动物体内的生长转

移过程。  

2.5  A549 及 A549-luc 细胞原位成瘤及转移能力

的病理形态学观察 
A549细胞及 A549-luc细胞皮下接种裸鼠, 26 d

后处死裸鼠 , 取肿瘤组织, 观察病理变化 , 结果如

图 5 所示。各细胞株均在皮下成瘤, 除接种部位外

未见其他转移灶。肿瘤组织细胞分裂象多见, 细胞

形态不规则。A549-luc clone1 局部出现坏死, 与活

体成像结果相吻合, A549、A549-luc clone2、A549-luc 

clone7 接种的肿瘤组织可见少量炎性细胞浸润, 细

胞成瘤能力相差不大。将 A549及 A549-luc clone1、 

 

图 5  皮下移植瘤模型的 HE 切片(20×) 
Fig. 5  HE staining of xenograft in subcutaneous implanted 
tumor models (20×). 
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图 6  尾静脉接种模型脏器的 HE 切片(20×) 
Fig. 6  HE staining of organs in intravenous models (20×). 
 

A549-luc clone2三株细胞分别尾静脉接种 SCID鼠, 

30 d后处死 SCID, 取肺、脑、心脏、肝、子宫, 制

备 HE切片, 结果如图 6所示。3种细胞的尾静脉模

型在肺、脑、心脏中均检测到发病灶, 且肺部成瘤

能力明显强于脑和心脏。另外, A549-luc clone2接种

模型还在肝和子宫上检测到发病灶 , 而 A549 和

A549-luc clone1却未在这 2种器官中检测到发病灶, 

说明 A549-luc clone2 的转移能力高于 A549 和

A549-luc clone1细胞, 更利于研究肺癌的转移情况。 

3  讨论 

活体荧光成像技术已经成为生命科学和医学研

究的强有力的手段, 与之相关的活细胞标记技术也

得到了越来越快的发展。由于肿瘤细胞通常没有特

定的光学性质来区分正常组织, 所以多采取可检测

的特异性标记物来标记肿瘤细胞, 使肿瘤细胞成为

发光源, 然后接种活体实现肿瘤细胞的活体成像[9]。

荧光素酶是应用较多的标记物, 可以和体外导入的

荧光素底物发生反应, 产生近红外波长的荧光, 穿

透深层组织[10], 是一种理想的活体成像信号分子。

目前已有商业化的荧光素酶标记肿瘤细胞出售, 但

细胞种类比较单一, 难以满足多样化的实验要求。

结合本实验室的研究方向, 希望构建一个高转移肺

癌移植瘤模型, 以研究肺癌的生长转移机制。 

本研究通过转染 pGL4.17[luc2/neo]质粒构建稳

定表达荧光素酶的 A549细胞株。经过荧光素酶活性

检测和体外生长曲线比较, 选择了 3 个克隆进行裸

鼠皮下建模, 活体成像观察肿瘤的生长情况, 发现

A549-luc clone2 细胞接种的裸鼠皮下模型具有成模

率高 , 肿瘤生长稳定的特点。A549-luc clone1 和



1210    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2009  Vol.25  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

A549-luc clone2细胞尾静脉注射 SCID小鼠, 活体成

像监测细胞体内生长情况, 发现 A549-luc clone2接

种模型的小鼠成活率和肿瘤转移率较高。同时, 对

A549 细胞和 A549-luc 细胞皮下移植模型的肿瘤组

织和尾静脉移植模型的脏器组织进行病理形态学分

析, 进一步验证了 A549-luc clone2较好的成瘤和转

移能力。此外, 与传统肿瘤检测相比, 活体成像具备

如下优点: 灵敏度高, 在接种当天即可检测到荧光

值; 且荧光值读数客观 , 易于分析 ; 活体成像结果

直观, 可直接观察肿瘤的生长及转移情况; 可以对

同一个研究个体进行长时间反复跟踪成像, 避免靠

不同时间宰杀动物获得实验数据, 降低了实验成本

以及动物组间人为操作差异, 这些特点为后续的研

究提供了方便。 

综上所述, 本研究成功构建了稳定表达荧光素

酶的人非小细胞肺癌 A549-luc 细胞系, 利用该细胞

株建立了小鼠肺癌移植瘤模型, 为肺癌的生长转移

机制研究及抗肺癌药物的研发提供了一个稳定可

靠、直观、方便、灵敏的动物模型。 
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