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肺癌骨转移动物模型研究进展
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(1.河南中医药大学基础医学院,郑州　 450046; 2.河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 骨转移是肺癌的常见并发症之一,随着患者生存率的提高骨转移的发生风险也随之增加。 肺癌骨

转移动物模型是研究肺癌骨转移的重要工具,对阐释肺癌骨转移的病理生理学机制,研发和评价肺癌治疗药物都

具有重要意义。 本文综述了国内外报道的肺癌骨转移动物模型的研究现状,对肺癌细胞株、实验动物的品系、模型

构建方法以及评价方法进行详细的论述,对于肺癌的研究具有重要的参考价值。
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Advanced research on animal models of lung cancer bone metastasis
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　 　 【Abstract】　 Bone metastasis is a common complication of lung cancer, and patient survival rate increases its risk.
Animal models of bone metastasis are useful to investigate lung cancer bone metastasis. An explanation of the
pathophysiology of lung cancer bone metastasis is important for medical research in lung cancer. In this paper we review
domestic and foreign reports on the research status of animal models of lung cancer bone metastasis and discuss lung cancer
cell lines, experimental animal strains, model building method , and evaluation method in detail. It is hoped that this paper
will be an important reference for the study of lung cancer.
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　 　 2018 年中国癌症登记中心发布的数据显示,
2014 年我国肺癌总体发病人数 78. 2 万,死亡人数

62. 6 万,肺癌发病率与死亡率位居癌症首位[1]。 转

移是肺癌治疗失败和患者死亡的首要原因,骨转移

是肺癌的常见并发症之一,其中非小细胞肺癌(non-
small-cell lung cancer, NSCLC)24 个月时骨转移的

累积发病率为 23. 8%,小细胞肺癌为 18. 5%[2]。 随

着现代治疗技术水平的提升,肺癌患者的 5 年生存

率显著提高,同时骨转移的发生风险也随之增

加[3]。 肺癌骨转移好发部位在脊柱和躯干骨近端,
肿瘤对脊柱的损伤常导致顽固性局部疼痛、病理性

骨折或脊柱畸形,压迫脊髓可导致根性疼痛、无力

行走或四肢瘫痪[4]。 为了深入研究肺癌骨转移的

病理生理学机制,建立可重复的、与临床密切相关

的肺癌骨转移动物模型至关重要,同时肺癌治疗药

物的研发在进入人类临床试验之前,也需要动物模



型来检测和评估。 本文对国内外关于肺癌骨转移

动物模型的相关文献进行整理,从肺癌细胞株的选

择、实验动物的选择、肺癌骨转移模型的构建方法、
模型评价 4 个方面进行综述,以期为肺癌骨转移相

关研究提供参考。

1　 肺癌细胞株的选择

骨是一个非常特殊的组织,质地坚硬,由骨基

质、细胞和纤维组成,基质内富含胶原纤维、蛋白聚

糖和糖蛋白,同时有大量的羟基磷灰石结晶沉积,
细胞包括成骨细胞、破骨细胞、骨祖细胞和骨细

胞[5]。 其中与肺癌骨转移关系密切的是破骨细胞

与成骨细胞,破骨细胞在骨发育过程中可溶解吸收

骨质,参与骨的生长和改建,但在肿瘤因素的诱导

下破骨细胞异常活跃,可降解胶原纤维,导致骨溶

解和骨破坏[6]。 成骨细胞可合成骨基质成分,在肿

瘤因素的诱导下可形成骨刺或导致骨骼变形。 肺

癌骨转移模型中采用的肺癌细胞株应能够在骨微

环境中生存,具备黏附骨基质和促进破骨细胞形成

的能力[7],能够诱导破骨细胞降解胶原纤维及蛋白

聚糖[4]。 根据现有的报道,用于建立肺癌骨转移模

型的细胞株包括与动物同种来源的瘤株和异种来

源的瘤株(人源肺癌细胞株)。
1. 1　 动物源肺癌细胞株　

Lewis 肺癌细胞株 ( LLC) 是 1980 年从小鼠

Lewis 肺癌中分离得到的细胞系, LLC 细胞株在

C57BL / 6J 小鼠体内具有高度的致瘤性和转移性[8],
应用现代生物学技术修饰可转染荧光素酶基因,在
小鼠体内表达荧光信号,常用于肺癌转移模型的

构建。
1. 2　 人源肺癌细胞株

已报道的用于肺癌骨转移模型的包括人肺腺

癌细胞系、小细胞肺癌细胞系和非小细胞肺癌细胞

系。 其中人肺腺癌细胞系包括 PC9 细胞、A549 细

胞、PC-14 细胞、SPC-A-1 细胞和 H1299;小细胞肺癌

细胞系包括 H446 细胞和 SBC-5 细胞;非小细胞肺

癌细胞系为 NSCLC 细胞。

2　 实验动物选择

报道显示肺癌骨转移模型使用最多的是啮齿

动物小鼠,免疫缺陷型小鼠能够接受不同物种来源

的组织或肿瘤移植物,不会产生排斥反应,广泛应

用于肺癌移植瘤模型[9]。 有相关文献报道的用于

肺癌骨转移模型的小鼠品系包括:裸鼠、SCID(重症

联合免疫缺陷)小鼠、BNX(NIH-Beige-Nude-XID)小
鼠、NOD / SCID(非肥胖糖尿病 /重症联合免疫缺陷)
小鼠、C57BL / 6J 小鼠。 其中,裸鼠是胸腺缺乏的小

鼠品系,无胸腺、无 T 淋巴细胞,可用于研究同种或

异种肿瘤细胞的移植[10-11];SCID 小鼠严重缺乏 B
和 T 细胞,对异种的肿瘤细胞或组织的抑制效果优

于裸鼠,更适合人类肺癌细胞的移植[12],但随着鼠

龄的增加,T、B 细胞功能可部分恢复,成为影响模型

的重要因素;BNX 小鼠是一种 T、B 和 NK 细胞联合

免疫缺陷的小鼠,该品系小鼠应用于肺癌移植模型

成瘤率高,成瘤时间早,实验重复性好[13];NOD /
SCID 小鼠 T、B 细胞联合免疫缺陷,NK 细胞减少、
无循环补体、异种移植人源肺癌细胞后能够保留其

病理学特征[9]; C57BL / 6J 小鼠是标准的近交系小

鼠,免疫功能正常,常用于 Lewis 肺癌模型的构建,
肿瘤成活率高, 转移率高, 常用于肺癌药物的

评价[14-15]。

3　 肺癌骨转移模型的构建方法

3. 1　 左心室注射法　
杨顺芳等[16]将人肺腺癌 SPC-A-1 细胞(1×106

个 /只)经左心室注射的方法接种于 8 ~ 10 周龄

SCID 小鼠,120 d 在放射性核素示踪下约 10%小鼠

可检出骨转移,分离培养骨转移灶细胞,再次经左

心室注射接种于 BNX 小鼠体内,经过 3 次 BNX 小

鼠体内循环接种后,最终在接种后 23 d,BNX 小鼠

骨转移率高达 100%,转移可见于颅骨、颚骨、脊柱、
四肢骨和肋骨等。 储建军等[17] 将人肺腺癌 PC9 细

胞(荧光素酶标记)通过左心室注射接种于 4 ~ 5 周

裸鼠体内,细胞浓度为 1×105 / 100 μL,30 d IVIS 活

体成像跟踪检查在小鼠胫骨处出现肺癌溶骨性转

移灶,X 射线检查(X-ray)显示小鼠胫骨发生溶骨性

缺损。 崔永奇等[18] 将 4 种肺腺癌细胞系 A549、
H1299、SPC-A-1、XL-2 细胞(1×106 个 /只),采用左

心室注射的方法接种于 6~8 周龄的 BLAB / c- nu / nu
裸鼠体内,接种后裸鼠出现消瘦,脊柱弯曲等症状,
经 Micro CT 和病理学分析确定 4 种肺腺癌细胞骨

转移率分别为 60%、40%、50%、40%,骨转移平均周

期为(33±1)d、(57±4) d、(32±3)d、(15±2)d,各实

验组中轴骨转移的概率显著高于四肢长骨,与临床

肺癌骨转移的部位特点相吻合。 Cai 等[19] 将 A549
细胞(1×105 个 /只)采用左心室注射的方法接种至
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裸鼠体内,建立裸鼠脊柱转移模型,经过三次体内

筛选后,分离出一个克隆株 A549 L6,生物发光成像

显示该克隆株诱导的脊柱转移率高达 80%,40 d 裸

鼠出现神经压迫症状。
Dieterly 等[20]将 NSCLC 细胞经心内注射接种

于裸鼠体内,结果显示约 39%的小鼠出现自发性椎

体转移、脊髓压迫和后肢瘫痪,组织学显示椎体转

移灶为肺腺癌表型,肿瘤上皮细胞排列成索状或腺

泡状,免疫组化和免疫荧光分析显示,椎体转移灶

中波形蛋白表达增加,该研究成功构建了具有自发

性椎体转移性肺癌裸鼠模型。
3. 2　 胫骨注射　

俞惠新[21]采取右后肢胫骨贴骨注射的方法,将
小细胞肺癌 H446 细胞(2×106 个 /只)接种于 6 周

龄 BALB / c-nu / nu 雄性裸鼠体内,10 周 X-ray 及病

理检查均显示 H446 细胞引起明显的胫骨破坏,病
灶周围有广泛的反应性骨生成,骨髓中有肿瘤细胞

侵入。 王静等[22]将 A549 细胞(6×106 个 /只)注射

到 4 ~ 6 周龄雄性 NOD / SCID 小鼠胫骨外贴骨处,6
周后,X-ray 显示肺癌细胞已浸润到胫骨及周围软骨

组织,并且发生典型的肿瘤侵袭和骨质破坏,病理

显示胫骨髓腔中有肿瘤细胞浸润,周围骨质不完整。
通过短暂免疫抑制,在免疫功能正常C57BL / 6J

小鼠体内也能成功复制肺癌骨转移模型,孟越等[23]

采用环磷酰胺(150 mg / kg)腹腔注射 1 次,结合地塞

米松钠(100 mg / kg)连续注射 3 次(1 次 /天,连续 3
d)的方法,使有正常免疫功能的C57BL / 6J小鼠免疫

力下降,第 5 天将 A549 细胞(2×108 个 /只)注入小

鼠右后肢胫骨平台,7 d 可见接种处肿胀、呈球形,
14 d 肿瘤影响后肢运动,28 d 8 只存活,7 只成瘤。
X-ray、Micro CT 和病理分析均证实 A549 细胞对免

疫抑制小鼠右后肢胫骨的损伤,该研究证实具有正

常免疫功能的小鼠在免疫抑制后建立肺癌骨转移

模型的可行性。
3. 3　 尾静脉注射　

Otsuka 等[24]采取尾静脉注射的方法,将 ACC-
LC-319 / bone2 细胞接种至 NOD / SCID 小鼠体内,28
d 小鼠肺、肝和骨均发生肿瘤转移,X-ray 检测到溶

骨性病变,35 d 检测到成骨病变,组织学检查发现

骨刺。 Miki 等[25]将小细胞癌细胞系 SBC-5 细胞经

尾静脉注射接种于 NOD / SCID 小鼠体内,经 X-ray
评估,28 d 检测到 SBC-5 细胞产生的溶骨性骨转

移,所有小鼠在第 35 天出现骨转移。

3. 4　 尾动脉注射　
Kuchimaru 等[26]将荧光素酶标记的 LLC / luc 细

胞,采用尾动脉注射的方法接种到 C57BL / 6 小鼠体

内,生物荧光报告成像显示在注射后 30 min,骨髓中

即可检测到荧光素酶活性信号,7 d 骨髓转移灶数

目增加,14 d 小鼠后肢骨出现较大的转移灶,X-ray
和 Micro CT 检测显示,14 d 小鼠骨量出现明显下

降,32 d LLC / luc 细胞转移灶主要出现在小鼠后肢

骨和囊状腺中,小鼠生存期超过 32 d。 尾动脉注射

可一次性注入 1×106 个癌细胞,不会造成小鼠急性

死亡,进入尾动脉的癌细胞在短时间内可经髂总动

脉进入股动脉,使癌细胞进入骨髓,最终增加在下

肢骨成功转移的机会。

4　 模型评价方法

4. 1　 临床症状　
肺癌肿瘤转移至脊柱可导致步态异常、后肢不

能站立或下肢截瘫。 小鼠脊柱损伤的程度可使用

巴松-贝蒂-布雷斯纳汉量化评分表(BBB)进行评

分[27],该评分系统包括将动物置于开阔场地,观察

其步态 4 min,以 0~21 之间的分数积分,其中 21 分

是正常,0 分是完全瘫痪。 Tatsui 等[28]将肺腺癌 PC-
14 细胞钻孔植入裸鼠 L-3 椎体内,建立脊柱转移模

型,使用 BBB 对裸鼠运动功能进行每日评分,1 ~ 14
d,BBB 平均分数从 21 下降到 19,裸鼠从正常带尾

行走到拖尾行走(里程碑事件 1);15 ~ 20 / 21 d(左
腿 /右腿),BBB 平均分数从 19 下降到 14,动物步态

变差,出现背步(里程碑事件 2);22 ~ 26 / 27 d(左
腿 /右腿),BBB 平均分数从 14 下降到 8,动物行走

渐进性困难,仅出现后肢扫动(里程碑事件 3);29 ~
36 d,BBB 平均分数从 8 下降到 0,裸鼠进展到瘫痪

(里程碑事件 4)。
4. 2　 影像学检测　

X 射线检查(X-ray)、微计算机断层扫描技术

(micro computed tomography,Micro CT)、小动物正电

子发 射 断 层 显 像 系 统 ( micro positron emission
tomography-computed tomography, Micro PET-CT)技

术、单光子发射计算机断层扫描 ( single photon
emission computed tomography,SPECT)都是常规用

于肺癌动物模型诊断的影像学技术,其中以 X-ray
应用最为广泛[21],可显示小鼠骨骼总体形态学变

化,优点是操作简单,造价低;缺点是对早期或小肿

瘤的检测并不敏感;Micro CT 与 X-ray 相比,分辨率
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高、图像不重叠、不伪影,能在活体情况下成像,还
可进行骨密度评估、骨体积计算和三维重建[18];
Micro PET-CT 是专门为研究人类疾病的小动物模

型而设计的,其主要目标是能提供与人相似的活体

分子影像学,18F-FDG 是 PET 最常用的显像剂,将
18F-FDG 经尾静脉注射到小鼠体内,活动 35 min
后,麻醉动物 Micro PET-CT 静态扫描,病灶处可检

测明显的占位性病变[29];99Tcm-MDP 全身骨显像技

术结合 SPECT 检测用于肺癌骨转移动物模型的检

测[21],反应原理是:亚甲基二膦酸盐( 99Tcm-MDP)
可化学吸附与羟基磷灰石晶体表面,通过有机质与

未成熟的骨胶原结合而沉积在骨骼内。 将99 Tcm-
MDP 经尾静脉注入裸鼠,SPECT 检测可见骨肿瘤灶

有明显的放射性浓聚。
4. 3　 生物荧光报告成像　

生物荧光报告成像是动物肿瘤模型中新兴的

成像方式,用荧光素酶转染肺癌细胞株[17],检测前

腹腔或静脉注射荧光素酶底物,病灶几分钟内可产

生发光现象,使用 IVIS 活体成像可以多时间点、动
态监测到体积约为 0. 5 mm3 的微小转移灶,比 X-ray
更敏感。 缺点是检测时间较长,仪器精密度要求

高,需要注入荧光素酶底物,实验成本高[30]。
4. 4　 病理学诊断　

石蜡切片技术结合 HE 染色,仍然是诊断小鼠

肺癌骨转移模型的金标准,光镜下可以观察到肺癌

骨转移灶的形态、分布及浸润情况,常与影像学技

术联合使用,用于模型的评价。 病理学诊断的缺点

是需要将动物处死,实验步骤繁琐,周期长。

5　 结语

综上所述,构建肺癌骨转移模型的方法不断丰

富,研究者可根据其研究目的选择合适的细胞株及

实验动物,在造模方法上应打破传统思路,如:心内

注射、尾静脉注射以及胫骨注射,多探索新的造模

方法,如:尾动脉注射和免疫抑制后造模等。 肺癌

骨转移模型的评价可综合临床症状、影像学及病理

学结果综合评价,针对能表达荧光素酶的肺癌细胞

株 IVIS 活体成像也是动态的、良好的评价方法。 随

着我国科研条件的不断提升,许多高端的影像学技

术,如:Micro PET-CT、SPECT、IVIS 活体成像,在未

来发展中也应受到研究者的广泛关注。
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