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研究报告

SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠自发肺部肿瘤模型的建立

高 昆，刘学丽，高 珊，高 凯，董 伟，张 旭，刘 宁，徐艳峰，张连峰

( 中国医学科学院 北京协和医学院医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，北京 100021)

【摘要】 目的 构建一种利用 Cre重组酶体内低表达诱导 K-ras G12D在小鼠肺部活化的慢性自发性肺部肿
瘤模型。方法 首先构建一种肺脏特异性低表达 Cre 重组酶的 SPC-CＲE 转基因小鼠，利用 SPC-CＲE 转基因小鼠
与 LSL K-ras G12D 转基因小鼠杂交，获得 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠。对 4 月龄，5 月龄，7 月龄，9 月龄 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部进行取材，固定并进行常规石蜡切片及 HE 染色，镜下观察小鼠肺部病理特征。
使用 micro-CT对 7 月龄，9 月龄 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因小鼠肺部肿瘤结节进行检测。结果 获得了 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠，该小鼠在肺组织特异性低表达 Cre 重组酶，并诱导 K-ras G12D 在肺组织的表达，由
K-ras G12D引起肺组织肿瘤的发生。SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠 4 月龄肺部出现轻度炎症反应，5 月龄开始
肺部可见散在腺瘤样的结节，成瘤率为 100% ( 雌 6 /6，雄 6 /6) ，随着月龄增加，小鼠肺腺瘤结节呈增大趋势，病理变
化呈进展状态，9 月龄时通过 micro-CT可以检测到肺部少量散在孤立的肿瘤结节。结论 利用肺组织特异性低表
达 Cre重组酶的方式，建立了一种从肺部炎症反应到肺腺瘤进展时程较长的慢性自发肺部肿瘤小鼠模型，为肺癌
发生的研究提供了更长的窗口期。
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The establishment of SPC-CＲE-Kras double transgenic
spontaneous pulmonary tumor mouse model

GAO Kun，LIU Xue-li，GAO Shan，GAO Kai，DONG Wei，ZHANG Xu，LIU Ning，XU Yan-feng，ZHANG Lian-feng
( Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine，Ministry of Health; Institute of Laboratory Animal Science，

Chinese Academy of Medical Sciences Peking Union Medical College，Beijing 100021，China)

【Abstract】 Objective To establish a spontaneous pulmonary tumor mouse model in which the K-Ｒas gene was
activated by Cre / loxp recombinant enzyme system． Methods SPC-CＲE transgenic mice were generated that lowly express
lung-specific Cre recombinant enzyme． The SPC-CＲE transgenic mice were mated with LSL K-ras G12D transgenic mice to
produce SPC-CＲE-Kras double transgenic mice． The 4，5，7 and 9 month-old SPC-CＲE-Kras double transgenic mice were
sacrificed and the lung tissues were extracted，fixed，embedded in paraffin and sliced． Hematoxylin-eosin ( HE) staining
was performed and observed under light microscope． Micro-CT was used to test the pulmonary nodules of SPC-CＲE-Kras
double transgenic mice． Ｒesults The SPC-CＲE-Kras double transgenic mice were generated． The expression of K-ras
G12D in the SPC-CＲE-Kras double transgenic mice could be induced by the Cre /Loxp recombinant enzyme system． Mild
pulmonary inflammation could be found in the 4 month-old SPC-CＲE-Kras double transgenic mice． The sporadic adenoma



could be found in the lung of 5 month-old mice，with 100% of the mice developing pulmonary adenoma ( female 6 /6，male
6 /6) ． The size and progression of the adenoma is time dependent． The pulmonary nodules could be determined by micro-
CT in the 9 month-old． Conclusions A chronic spontaneous pulmonary tumor mouse model was established by
hybridization． Longer progressive period from inflammation to adenoma in this model will provide enough time for the
investigation of pulmonary tumorigenesis．
【Key words】 Cre /Loxp recombinant enzyme system; Transgenic mice; K-ras gene; Tumor mouse model

肺癌是威胁人类健康的第一大肿瘤性疾病［1］。
根据肺癌临床表现不同一般可以将其分为小细胞
肺癌 ( SCLC ) 和非小细胞肺癌( NSCLC ) 。其中，
NSCLC约占 80%，根据其病理特征分为三类: 腺癌
( 20% ～ 40% ) ，鳞状细胞癌( 20% ～ 40% ) ，大细胞
癌( 10% ～20% ) ［2］。虽然肺腺癌的发病率较高，但
因其细胞来源及肿瘤进程均不明确，使得针对肺腺
癌的临床前研究更加困难。因此建立一种高度模
拟人类肺腺癌发生的动物模型是十分有必要的。
近期研究人员利用重组腺病毒载体表达 Cre 重组酶
诱导 K-ras G12D在小鼠肺部表达，建立了一种新型
的小鼠肺腺癌模型［3］，该小鼠模型可以很好模拟人
类肺癌散发性发生的特征，然而，使用腺病毒载体
的诱发方式建模并不稳定，并且使用大量病毒诱发
基因突变为瞬时过程，也不能模拟小鼠体内肿瘤慢
性自发的过程。本研究的目的就是利用转基因小
鼠杂交的方式建立一种慢性自发肺部肿瘤的小鼠
模型。

1 材料和方法

1. 1 SPC-CＲE 表达载体的构建及转基因小鼠的
制备

CＲE质粒购自美国 Origene 公司，SPC 质粒由
本室构建并保存。以 CＲE质粒为模板，PCＲ扩增获
得 CＲE全长基因，然后将该片段插入到我室构建并
保存的 SPC载体中 SPC 启动子的下游，测序选择正
向连接且无突变的 SPC-CＲE转基因载体，并将其线
形化。用显微注射法将线性化的转基因载体( 浓度
为 5ng /L) ，注射到 C57BL /6J 小鼠的受精卵中，用
ICＲ 小鼠作假孕受体，制备转基因小鼠( TE2000-U
显微注射仪) 。实验中使用的限制性内切酶、连接
酶和 Taq 酶均购自宝生物工程( 大连) 有限公司。
质粒提取及胶纯化回收试剂盒购自德国 Qiagen 公
司。SPF级 C57BL /6J及 ICＲ 小鼠购自北京维通利
华实验动物有限公司，许可证号【SCXK ( 京) -2010-
0002】。实验中涉及动物的操作程序已经得到中国
医学科学院医学实验动物研究所实验动物使用与
管理委员会的批准，批准号为【ILAS-GC-2012-001】。
1. 2 ＲT-PCＲ 检测 SPC-CＲE 转基因小鼠肺部
CＲE表达情况
对 2 月龄 SPC-CＲE 转基因及同窝阴性( NTG)

小鼠进行肺部取材，用美国 Invitrogen 公司的 Trizol
试剂提取肺组织总 ＲNA。利用美国 Fermentas 公司
ＲevertAidTM First Strand cDNA Synthesis 试剂盒的
说明书方法将总 ＲNA 用随机引物逆转录合成
cDNA，进行 PCＲ检测 CＲE的表达情况。
1. 3 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠的建立及
鉴定
将 SPC-CＲE转基因小鼠与美国 Jackson 实验室

引进的 LSL K-ras G12D转基因小鼠杂交，筛选 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠用于实验。转基因小
鼠在 9 ～ 14 日龄时用剪趾法标记，收集剪下的组织，
用碱裂解法提取基因组 DNA［4］，利用特异性引物
通过 PCＲ法鉴定子代转基因小鼠的基因型。DNA
模板量为 10 ～ 100 ng，鉴定 CＲE的上游引物为 5'-
TACTGACGGTGGGAGAATG-3'，下 游 引 物 为 5'-
CTGTTTCACTATCCAGGTTACG-3'，PCＲ 反应条件:
94℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，59℃退火 30 s，
72℃延伸 40 s，扩增 35 个循环。鉴定 Kras 的上游
引物为 5'-AGCTAGCCACCATGGCTTGAGTAAGTCT
GCA-3'，下游引物为 5'-CCTTTACAAGCGCACGCAG
ACTGTAGA -3'，PCＲ 反应条件: 94℃预变性 3 min，
94℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 50 s，扩增
35 个循环。PCＲ 反应体系 20 μL。PCＲ 试剂购自
宝生物工程( 大连) 有限公司。引物购自英潍捷基
( 上海) 贸易有限公司。
1. 4 HE 染色检测 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因
小鼠肺部病理变化
选用 4、5、7、9 月龄 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基

因小鼠及对照组 LSL K-ras G12D 转基因小鼠，颈椎
脱臼法牺牲小鼠，打开胸腔取出肺脏，将肺脏组织
固定在 10%中性福尔马林 48h 后进行修块、脱水、
包埋、切片、HE染色，镜下观察。
1. 5 Micro-CT检测小鼠肺部肿瘤结节
利用 Micro-CT 扫描分析 7 月龄和 9 月龄 SPC-

CＲE-Kras双阳性转基因小鼠及 LSL K-ras G12D 对
照组转基因小鼠肺部肿瘤结节的形成情况。正式
扫描标本前，先扫描标准模体，进行 CT 值校正。
2%异氟烷，98%氧气条件下对小鼠进行呼吸麻醉，
选择胸腔视野进行 CT 扫描。扫描参数: 电压 60
kV，电流 400 μA，360°旋转扫描，角度增益 1°，持续
旋转扫描 284 s，有效体素 10. 34 μm，视野 10. 58
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mm ×10. 58 mm，每只小鼠扫描时间约 30 min。扫
描完成后，使用系统附带 COBＲA 软件，完成体素
10. 34 μm ×10. 34 μm ×10. 34 μm 的扫描区整体结
构重建。使用 IＲW( Inveon research workplace) 软件
进行图像分析。

2 结果

2. 1 SPC-CＲE 表达载体的构建及转基因小鼠基
因表型的鉴定
以 CＲE 质粒为模板，PCＲ 扩增获得 CＲE 全长

基因，然后将该片段插入到我室构建并保存的 SPC
载体中 SPC 启动子的下游，测序选择正向连接的
SPC-CＲE转基因载体( 图 1) 。

图 1 SPC-CＲE转基因表达载体
Fig． 1 SPC-CＲE transgenic expression construct

用显微注射法将线性化的转基因载体注射到
C57BL /6J小鼠的受精卵中，转入到假孕受体 ICＲ小
鼠中，小鼠出生后 9d剪鼠尾从中提取基因组 DNA，
用 PCＲ 扩增 CＲE 目的基因 400bp 的片段来鉴定
SPC-CＲE转基因小鼠( 图 2) ，共得到 2 只首建鼠，均
可传代。
2. 2 SPC-CＲE转基因小鼠肺脏中 CＲE 表达量的
检测

Trizol法提取 2 月龄 SPC-CＲE 转基因小鼠及同
窝阴性( NTG) 小鼠肺脏组织总 ＲNA，逆转录制备
cDNA，进行 ＲT-PCＲ，检测 SPC-CＲE 转基因小鼠
Founder 1( F1) ，Founder 2 ( F2 ) 和 NTG 小鼠肺脏中
CＲE的表达量，结果发现 CＲE在 2 个转基因品系的
肺脏中皆有高表达，选取其中表达较好的 F1 进行
传代并进行后续实验( 图 3) 。
2. 3 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠基因表型
的鉴定
将 SPC-CＲE转基因小鼠与 LSL K-ras G12D 转

基因小鼠杂交，用 PCＲ扩增鉴定子代转基因小鼠的
基因型，筛选同时表达 CＲE 和 K-ras 基因的 SPC-

注: H: 空白对照; N: 阴性对照; P: 阳性对照; M: DNA分子量标
记( DL2000) ; 1，2: F1 代阳性转基因小鼠; 3，4，5，6，7: F1 代阴
性转基因小鼠。

图 2 PCＲ分析 SPC-CＲE转基因小鼠基因型
Note: M: DNA molecular weight marker ( DL2000 ) ; H: Blank
control; N: Negative control; P: Positive control; 1，2: Positive
transgenic mice; 3，4，5，6，7: Negative transgenic mice．
Fig． 2 Genotyping SPC-CＲE transgenic mice by PCＲ

注: NTG: 同窝阴性; F1: 首建鼠 1 号; F2: 首建鼠 2 号; 内参:
GAPDH。

图 3 CＲE基因在转基因小鼠肺脏中的表达
Note: NTG: Nontransgenic; F1: Transgenic mice of Founder 1; F2:
Transgenic mice of Founder 2; Loading control: GAPDH．

Fig． 3 The expression of CＲE in the lung of the
transgenic mice

CＲE-Kras双阳性转基因小鼠( 图 4) 。
2. 4 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因小鼠肺部 HE
染色结果
取 4 月龄，5 月龄，7 月龄，9 月龄 SPC-CＲE-Kras

双阳性转基因小鼠( DTG) 和对照组 LSL K-ras G12D
转基因小鼠( TG) ，颈椎脱臼法牺牲小鼠，打开胸腔
取出肺脏，将肺脏组织固定在 10%中性福尔马林 48
h后进行修块、脱水、包埋、切片、HE 染色，镜下观察
肺部肿瘤结节形成情况。结果发现 4 月龄 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部尚未发现肿瘤结
节形成，但肺组织中的血管周围有少量白细胞渗
出，提示有轻度炎症反应( 图 5，彩插 2) 。5 月龄开
始 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部开始出现
腺瘤样结节，并且随着月龄增加小鼠肺腺瘤结节呈
增大趋势，病理变化呈进展状态( 图 6，表 1，彩插
2) 。
2. 5 Micro-CT 成像检测 SPC-CＲE-Kras 双阳性
转基因小鼠肺部肿瘤
利用 micro-CT成像检测 7 月龄和 9 月龄 SPC-

CＲE-Kras双阳性转基因( DTG) 小鼠及对照组 LSL
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注: H: 空白对照; N: 阴性对照; P: CＲE /K-ras 阳性对照; M: DNA分子
量标记( DL2000) ; 1，8: LSL K-ras G12D 阳性转基因小鼠; 3，4，9，11:
SPC-CＲE阳性转基因小鼠; 5，6，7: SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因小
鼠; 2，10: 阴性转基因小鼠。

图 4 PCＲ分析 SPC-CＲE-Kras转基因小鼠基因型
Note: H: Blank control; N: Negative control; P: Positive control of
CＲE /K-ras; M: DNA molecular weight marker ( DL2000 ) ; 1，8:
Positive transgenic mice of LSL K-ras G12D; 3，4，9，11: Positive
transgenic mice of SPC-CＲE; 5，6，7: Positive transgenic mice of SPC-
CＲE-Kras; 2，10: Negative transgenic mice．
Fig． 4 Genotyping SPC-CＲE-Kras transgenic mice by PCＲ

K-ras G12D转基因( TG) 小鼠肺部肿瘤生成情况。
虽然通过 HE 染色结果发现 7 月龄 SPC-CＲE-Kras
双阳性转基因小鼠的肺部已经可以观察到肿瘤结
节，但是利用 micro-CT成像在 7 月龄 SPC-CＲE-Kras
双阳性转基因小鼠的肺部尚不能检测到肿瘤结节
( 图 7 A，B) 。而在 9 月龄 SPC-CＲE-Kras双阳性转
基因小鼠肺部的 CT检测结果中可以清晰的观察到
肺部肿瘤结节( 图 7 C，D) 。

表 1 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠时程性病理变化
Tab． 1 Time-course analysis of the stages of tumor progression

in SPC-CＲE-Kras double transgenic mice

月龄( age) 肺部病理观察( Pulmonary pathological observation)

4 月龄 血管周围有少量炎性细胞浸润

5 月龄

可观察到 1 到 2 个腺瘤样结节，边界较清晰，无包
膜，瘤细胞排列成腺管状或小梁状，细胞多为立方
形，大小较一致，胞浆丰富红染，核圆形，大小一致，
位于细胞中央。

7 月龄

可观察到 1 到 2 个腺瘤样结节，肿瘤结节大小较 5
月龄略大，边界较清晰，无包膜，瘤细胞排列成腺管
状或小梁状，细胞多为立方形，大小较一致，胞浆丰
富红染，核圆形，大小一致，位于细胞中央。

9 月龄

可观察到 2 到 3 个腺瘤样结节，肿瘤结节大小较 7
月龄略大，分散在各肺叶，无包膜，边界较清晰，腺
腔样结构不明显，瘤细胞大小不一，形态不规则，大
细胞较多，细胞核不规则，大小不等，核浆比例
增大。

注: A，7 月龄 LSL K-ras G12D 转基因小鼠肺部 micro-CT 扫

描结果; B，7 月龄 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因小鼠肺部
micro-CT扫描结果; C，9 月龄 LSL K-ras G12D 转基因小鼠

肺部 micro-CT扫描结果; D，9 月龄 SPC-CＲE-Kras双阳性转

基因小鼠肺部 micro-CT扫描结果。

图 7 Micro-CT扫描对比分析 7 月龄和 9 月龄 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部肿瘤结节

Note: A，Micro-CT scanning for the lungs of the 7 month-old

LSL K-ras G12D transgenic mice; B，Micro-CT scanning for the

lungs of the 7 month-old SPC-CＲE-Kras double transgenic

mice; C，Micro-CT scanning for the lungs of the 9 month-old

LSL K-ras G12D transgenic mice; B，Micro-CT scanning for the

lungs of the 9 month-old SPC-CＲE-Kras double transgenic

mice．

Fig． 7 The pulmonary micro-CT analysis of 7 and
9 month-old SPC-CＲE-Kras transgenic mice

3 讨论

小鼠肺癌模型的建立有几种方式，包括: ( 1 ) 诱
发性肺癌模型，例如用氡、砷、黄曲霉素诱发小鼠肺
腺癌及支气管肺泡癌。用乌拉坦、乙酰胺基氟诱发
小鼠肺腺癌。Wattenberg等人采用苯并芘成功诱发
小鼠形成原发性肺癌，诱癌率达 90%以上［5］。但诱
发性肺癌模型的肿瘤发生情况参差不齐，不易同时
获得大量病程一致的动物，且肿瘤生长缓慢，实验
周期相对较长。( 2 ) 移植性肺癌模型，包括同种原
位 /异位移植肺癌模型或者异种移植肺癌模型，此
类模型成瘤率高，易监视肿瘤生长情况，是目前最
常用的模型。( 3 ) 转基因小鼠肺癌模型，是指运用
转基因技术将人肺癌中发现的癌基因导入小鼠体
内，或者运用基因敲除技术将抑癌基因敲除来制造
肺癌模型［6 － 8］。但在这些传统转基因小鼠中肺部肿
瘤的生长并不能完全复制肿瘤散发性生长的微环
境。于是，研究人员利用重组腺病毒载体表达 Cre
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重组酶诱导 K-ras G12D在小鼠肺部表达，建立了一
种新型的小鼠肺腺癌模型，可以在小鼠成年后诱
导，引发肿瘤的发生，可以很好模拟人类肺癌发生
的散发性特征，然而使用重组腺病毒载体表达 Cre
的方式在小鼠体内是个瞬时的过程，并不能模拟人
体内肿瘤生成慢性自发性的特征。并且，使用腺病
毒感染小鼠的稳定性不够，形成肿瘤进程快，个体
之间有差异。肺部结节产生个数相对较多，即使使
用低病毒滴度感染时也会出现平均 87. 5 个肿瘤结
节，与人类肿瘤形成一个或较少的数量瘤灶的特点
有差距［3］。因此建立一种散发性，肿瘤发展进程
长，形成一个或少量肿瘤灶的慢性小鼠自发性肺癌
模型，对于肺癌发生的研究十分必要。
人类肺癌的发生主要是由于一系列癌基因与

抑癌基因的突变引起的。K-Ｒas是一种跨膜 GTP酶
信号蛋白，能够调控细胞的增殖，分化及存活。在
肺腺癌中 30%的遗传突变为 K-ras 的活化，在化学
诱导或自发性小鼠肺癌中，90%为 K-ras 的突变。
大约 20%人类肿瘤例如肺腺癌，结肠癌，胰腺癌中
存在 K-ras G12D 的突变［9 － 15］。为了研究 K-ras 体
内自发突变，研究人员构建了一种新型的包含一个
潜在 K-ras G12D 突变位点的小鼠 K-ras G12D，前期
研究结果发现该小鼠能够发生多种肿瘤，且早期肺
癌发生率为 100%，该小鼠早期可死于肺损害引起
的呼吸衰竭，早期致死性影响了研究其肿瘤生成
能力［16］。
在本研究中我们首先成功构建了肺部特异性

低表达 CＲE 的 SPC-CＲE 转基因小鼠，转基因载体
使用的为肺脏特异性的 SPC 启动子，SPC 启动子可
以使基因特异性表达于肺泡 II 型细胞［17］。而后将
SPC-CＲE转基因小鼠与 LSL K-ras G12D 转基因小
鼠杂交，筛选出 SPC-CＲE-Kras 双阳性转基因小鼠，
并对其肺部组织进行病理学观察。结果发现 4 月龄
的 SPC-CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部尚未形成
肿瘤结节，但肺部血管周围出现少量淋巴细胞浸
润，提示肺部的轻度炎症反应。5 月龄开始 SPC-
CＲE-Kras双阳性转基因小鼠肺部开始出现腺瘤样
结节，并且随着月龄增加小鼠肺腺瘤结节呈增大趋
势，病理变化呈进展状态。9 月龄时肿瘤结节可以
被 micro-CT检测到。
本研究中构建的这种 Cre-lox 介导的体内重组

诱导 K-Ｒas 活化的小鼠肺腺瘤模型，经过一定的潜
伏期肺部生成 1 至 3 个腺瘤样结节，成瘤率可达
100%，且该肿瘤的形成是一个随着时间进展的慢性
自发性过程，能够为肺部肿瘤发生的研究提供更长
的窗口期。

( 本文图 5，图 6 见彩插 2)
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