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摘 要 :【目的】观察绿色荧光蛋白 ( GFP)标记的恶性组织细胞增生症 CY15 细胞在 Balb/c 鼠眼前房生长

及全身转移的规律 , 探讨 GFP 作为活细胞标记追踪肿瘤细胞生长、转移的优势并初步探讨肿瘤转移的机制。

【方法】将携带绿色荧光蛋白的逆转录病毒 MP71- GFP- PRE 转入 CY15 细胞 , G418 筛选阳性克隆。20 只 Balb/c

小鼠 ( 20 只右眼 ) , 手术显微镜下每只小鼠眼前房接种 2 μL细胞密度为 2.0×106 个/mL的 CY15GFP 细胞悬液。

术后 15 d、20 d 和 30 d 分别处死 5 只小鼠在荧光显微镜下观察全身转移情况。采用流式细胞仪分析术后 30 d

处死的另外 4 只小鼠和 4 只对照小鼠外周血单个核细胞中瘤细胞的比率。【结果】稳定表达绿色荧光蛋白的

CY15GFP 细胞基本保持了亲代细胞的特征 , 在前房的成瘤率为 100%。术后 15 d处死小鼠在荧光显微镜下观察

可见肝、肺、胃肠壁等多个脏器中有散在的单个荧光点分布 , 为转移的单个肿瘤细胞 , 这些荧光点在肝脏中分

布的数量最多。术后 20 d、30 d 分别处死 5 只小鼠 , 发现随着时间的推移这些微小转移灶逐渐增大。流式细胞

仪分析术后 30 d 处死的小鼠外周血单个核细胞中瘤细胞的平均比率为 0.048%±0.021%。【结论】绿色荧光蛋

白标记瘤细胞后 , 利用荧光显微镜能有效地观察到肿瘤发生远距离转移在继发脏器中分布的单个瘤细胞和普

通显微镜下无法分辨的微小转移灶 , 这些微小转移灶逐渐增大 , 为肿瘤转移的克隆起源学说提供了有力的证

据。流式细胞仪能准确定量瘤细胞在外周血中的分布情况。
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Abstract:【Objective】 To observe the growth and metastatic rule of malignant histocytosis CY15 cell expressing

green fluorescent protein inoculated in the anterior chamber of Balb/c mice, and to further explore the superiority of

green fluorescent protein as the marker of living cells to trace the growth and metastasis of the tumor cells. On the

basis of this, we discussed the mechanism of metastasis preliminarily.【Methods】MP71- GFP- PRE, a retrovirus

vector that contained green fluorescent protein gene, was transferred into CY15 cell line and the cell clones

expressing green fluorescent protein steadily selected by means of G418. 2 μL of CY15GFP cells (2.0×106 cells per

milliliter) was injected into the anterior chamber in the right eye of 20 Balb/c mice under the operating microscope.

Five mice were sacrificed respectively on the 15th, 20th, and 30th day post- operatively to investigate the metastasis

under the fluorescence microscope. The ratio of tumor cells in the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was

analyzed by flow cytometer for four mice killed on the 30th day and four mice as control.【Results】Malignant

histocytosis CY15GFP cell expressed green fluorescence protein steadily and kept the same characters as its parent

cell essentially. Neoplasms were displayed in all the mice in the anterior chamber. On the 15th day post- operatively,

scattered single tumor cells expressed green fluorescence were observed in many organs under the fluorescence

第 27 卷 第 4 期

2006 年 7 月

Vol.27 No.4

July 2006

中山大学学报(医学科学版)

JOURNAL OF SUN YAT-SEN UNIVERSITY(MEDICAL SCIENCES)

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2006.0104



恶性组织细胞增生症是一种起病急、预后极

差的血液病, 瘤细胞 CY15 是起源于树突状细胞

的恶性组织细胞增生症细胞株[1]。本研究利用绿色

荧光蛋白(green fluorescent protein , GFP)标记恶性

组织细胞增生症 CY15 瘤细胞 ,将表达绿色荧光的

瘤细胞接种到 Balb/c 鼠眼前房 , 瘤细胞通过血行

转移到达全身多个脏器并克隆生长 , 成功的模拟

了眼内肿瘤远距离转移的过程 , 并利用荧光显微

镜观察早期转移脏器中的单个瘤细胞和普通显微

镜下无法分辨的微小转移灶 , 在此基础上初步探

讨肿瘤转移的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

恶性组织细胞增生症 CY15 细胞系由德国

Max- Delbruck 分子医学中心李亮平博士和Thomas

Kammertoens 博士提供 ; 胎牛血清 (杭州四季青公

司 ) ; RPMI1640 培 养 基 ( Gibco ) ; G418 (Gibco) ,

MP71- GFP- PRE 逆转录病毒体 (由Max- Delbruck

中心构建 ) ;实验动物:20 只雌性 Balb/c 小鼠,鼠龄

4～6 周,体质量 18～23 g(中山大学动物实验中心)。

1.2 建立稳定表达绿色荧光蛋白 CY15GFP 细胞

CY15 细胞常规培养于含 100 mL/L胎牛血清

的 RPMI1640 培养基中 (青霉素终浓度为 100 U/

mL, 链霉素终浓度为 100 mg/mL)。3 d 传代 1 次 ,

每天观察肿瘤细胞生长情况; 将编码 GFP 的逆转

录病毒 MP71- GFP- PRE 转入 CY15 细胞 ,G418 筛

选抗性克隆 , 然后在荧光显微镜下标记并挑选

GFP 表达最明显的克隆, 进一步在 96 孔板中亚克

隆。

1.3 检测体外培养的 CY15GFP 细胞

HE 染色观察细胞形态。CY15GFP细胞生长至

约 80%融合时置于激光共聚焦扫描显微镜下(型号

ZEISS LSM 510 META)观察并记录拍照。瘤细胞在

体外的生长速率用生长曲线来表示 , 分别将 3×104

个 CY15 细胞和 CY15GFP 细胞接种在 24 孔板中 ,

加培养液至 2 mL/孔 , 在接种后第 2 天开始计数细

胞,分别计数 3 个孔细胞数 ,取平均值 ,连续计数 7

d, 绘制生长曲线。根据细胞生长曲线算出群体倍

增时间。计算公式: 群体倍增时间(tD) = (t ×lg2) /

(lgNt - lgN0),t 为时间点 ,Nt 为每一时间点的细胞

数,N0 为最初的细胞数。

1.4 建立小鼠 CY15GFP 细胞眼前房移植瘤

待细胞生长至对数生长期时收集细胞离心 ,

台盼兰染色活细胞占 98%以上 , 用 RPMI1640 培养

液调整细胞悬液浓度至 2.0×106 个/mL 作为移植

用 ,收集细胞 30 min 内用于实验。43 g/L的水合氯

醛腹腔注射麻醉小鼠 , 然后在手术显微镜下用微

量注射器吸取 2 μL细胞悬液,即 4×103个细胞 , 从

角巩缘前 5 mm透明角膜处穿刺进入前房。

1.5 眼内肿瘤生长及全身转移的观察及单个肿瘤

细胞计数

将小鼠乙醚吸入麻醉后置于荧光显微镜(德国

Zeiss 公司, 型号 Axioplan2 imaging)的载物台上,以

波长为 488 nm 的蓝色光作为激发光, 观察眼内肿

瘤生长情况, 并拍照记录, 每周 2 次。分别在术后

15 d、20 d、30 d 处死动物 , 完整取出肺、肝、肾、脾

等,将各器官置于清洁培养皿上 ,在荧光显微镜下

观察并记录转移情况。处死小鼠的各个脏器在 50

倍光镜下随机选取 5 个视野计数 , 计算各个脏器

中绿色荧光点的平均值 , 同一批处死的小鼠特定

脏器中细胞数以均值±标准差表示。

1.6 流式细胞仪分析

处死术后 30 d 的 4 只小鼠和另外的 4 只对照

小鼠 , 每只鼠取血 900 μL, 分成 3 份 , EDTA抗凝 ,

microscope, such as the liver, lung and the digestive tract, etc. And there were the most fluorescent dots in the liver.

Five mice were sacrificed respectively on the 20th and 30th day post- operatively which showed the micrometastasis

augmented gradually with the time developed. The average ratio of tumor cells in the peripheral blood mononuclear

cells (PBMC) was 0.048%×0.021% by flow cytometer analysis in the 30th day group.【Conclusion】The single tumor

cells and micrometastasis undetectable by ordinary microscope in the metastatic organs could be observed effectively

by the fluorescence microscope when the tumor cell CY15 was labeled by green fluorescent protein. That the

micrometastasis grew gradually provided potent evidence for the clone origin theory of metastasis. Flow cytometer

could be used to quantitate the distribution of tumor cells in the peripheral blood accurately.

Key words: malignant histocytosis; green fluorescent protein; neoplasm metastasis; eye
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红细胞裂解液 (自行配制 : KHCO31.0 g、NH4Cl 8.3

g、EDTA- Na2 37 mg; H2O 1000mL)裂解 8 min, PBS

洗两遍后用 0.5 mL PBS重悬 , 流式细胞仪 (美国

BD公司)分析外周血中单个核细胞中的瘤细胞比

率(即瘤细胞数/总细胞数×100%) ,所得数据采用均

数±标准差表示。流式细胞仪激发波长为 488 nm。

1.7 病理切片的制作、HE 染色观察肿瘤细胞

荧光显微镜观察完毕后将各器官分别置于

100 mL/L中性甲醛内固定,经脱水、石蜡包埋,常规

切片后行 HE 染色。

1.8 统计学分析

应用 SPSS11.0 软件包对实验数据进行多个样

本均数的方差分析和两个独立样本的随机 t 检验 ,

分析数据采用均值±标准差表示 , 以 P< 0.05 作为

统计学有意义的标准。

2 结 果

2.1 恶性组织细胞增生症 CY15 细胞的观察

细胞接种于盖玻片后行 HE 染色可见瘤细胞

大部分呈圆形 , 部分为梭形、多角形 , 细胞体积大

小相差悬殊 , 圆形细胞体积大于梭形细胞 , 还可见

瘤巨细胞。 细胞胞浆丰富 ,核大深染 ,细胞异型性

明显 , 核浆比例大 , 大部分细胞为单核 , 部分细胞

为双核 , 也可见多核细胞 , 核仁明显 , 位于核中央 ,

一个或多个,染色质呈粗颗粒状。

2.2 稳定表达绿色荧光蛋白的 CY15GFP 细胞的

建立

经携带 GFP 的逆转录病毒感染及 G418 筛选

后, 获得了数十个抗性克隆, 其中约 20%～30%的

细胞表达绿色荧光蛋白 , 荧光显微镜观察肿瘤细

胞发绿色荧光。通过亚克隆和有限稀释后再次挑

选出 GFP表达水平较高且均匀的克隆, 其细胞形

态、生长速度等与未转染 GFP 的亲代细胞无明显

差异。经流式细胞仪分析 GFP 阳性细胞占 98%以

上,连续传代 110 余代荧光稳定表达。激光共聚焦

扫描显微镜观察培养的 CY15GFP 瘤细胞 , 可见细

胞大小相差悬殊 , 激发光照射下呈现均匀的绿色 ,

说明细胞能表达绿色荧光蛋白(图 1)。GFP标记后

的 CY15 细胞其形态、生长方式等与未转染的亲代

细胞间无明显差异 , 二者的生长曲线基本一致 (图

2) , 细胞倍增时间分别是 30 h 和 29 h。

2.3 CY15GFP 细胞在小鼠前房生长的观察

术后连续观察 30 d, 接种的 20 只眼中全部观

察到有肿瘤生长 , 成瘤率为 100%。术后 3 d 荧光

显微镜下观察见前房有散在的绿色荧光颗粒 , 为

单个肿瘤细胞在前房内生长 , 角膜透明 , 虹膜血管

清晰。随着时间的推移前房发绿色荧光的瘤细胞

逐渐增多并且部分克隆生长形成绿色荧光团。术

后第 25 d 在荧光显微镜下观察见前房布满弥漫

的绿色荧光 , 为肿瘤细胞所占据 , 部分小鼠角膜也

受到肿瘤细胞侵袭 , 有大量的新生血管自角巩缘

向角膜中央生长(图 3)。

2.4 瘤细胞全身转移的观察

术后 3 d 乙醚麻醉意外死亡一只小鼠 , 解剖

后在荧光显微镜下观察未见肝、脾、肾等脏器有肿

瘤细胞发生转移。术后 15 d 处死 5 只小鼠在荧光

显微镜下观察发现肝、肺、肾等有单个的肿瘤细胞

转移 , 这些单个的肿瘤细胞能清晰的显示绿色荧

光 , 呈圆形 , 在继发脏器中散在分布。其中 5 只小

鼠肝脏中均见到散在的单个荧光点 (平均每 50 倍

视野约 41 个细胞) , 瘤细胞大部分位于肝窦内 , 少

部分位于肝实质内(图 4A) , 有 2 只小鼠肝脏中可

见瘤细胞形成的荧光团,每个荧光团由几个或几十

个瘤细胞构成(图 4B)。肺脏中也都有单个的肿瘤

细胞(平均每 50 倍视野约 8 个细胞) , 但未发现瘤

细胞克隆生长形成的荧光团。有 2 只小鼠还可见

到肾脏、脑和胃肠壁有散在的单个瘤细胞 (表 1)。

其中 1 只小鼠还可见到单个的瘤细胞粘附在胸壁

肌肉组织的血管壁上。术后第 20 d 时处死 5 只小

鼠在荧光显微镜下发现肝脏、肺和肾脏中的荧光

点较前增多(P﹤0.05), 部分荧光点较前增大 ,脾脏

中开始出现瘤细胞 , 其中有 3 只小鼠肝脏中分别

可见到 1～4 个较大的荧光团 (图 4C) , 2 只小鼠肺

脏中也发现 1～2 个较大的荧光克隆团生长。术后

图 2 CY15 细胞和 CY15GFP 细胞生长曲线的比较

Fig.2 Compar ison of the growth curve between CY15 and

CY15GFP cell

t / d
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第 30 天时处死余下的小鼠观察见各个脏器中荧

光点的分布趋势与 20 d 时处死的小鼠相近 , 肝

脏、肺脏和肾脏中均可见到肿瘤细胞形成的荧光

团块。在发生转移的脏器中肝脏中的绿色荧光点

始终分布的最多 (P﹤0.05), 并随着时间的推移逐

渐增多(P﹤0.05)。

2.5 流式细胞仪分析

经红细胞裂解液裂解红细胞后 , 获得外周血

中的单个核细胞 , 流式细胞仪分析每只小鼠瘤细

胞比率的均数分别为 0.075% , 0.052% , 0.026% ,

0.039%, x±s=0.048%±0.021%。对照组均为阴性 ,

两组比较具有统计学意义(P﹤0.05)。

图 1 激光共聚焦扫描显微镜观察 CY15GFP 瘤细胞

图 3 荧光显微镜下活体小鼠荷瘤眼球

图 4 荧光显微镜下肝脏内的瘤组织

图 5 肝脏中的瘤细胞

Fig.1 Confocal scanning microscope picture of CY15GFP (×200)

Fig.3 The eye bear ing tumor of the living mice under the fluorescence microscope (×50)

Arrow indicates the new vessels of the cornea

Fig.4 Tumor tissue in the liver under fluorescence microscope (×50)

A: Scattered single tumor cells were observed in the liver; B: Punctiform clones were composed of several tumor cells;

C: Tumor mass displayed green fluorescence

Fig.5 Tumor cells in the liver (HE ×400)

2.6 病理切片结果的观察

HE 染色病理切片, 根据细胞核的大小、染色

质浓密程度、异型性等判断是否为肿瘤细胞。术后

第 15 天处死小鼠眼球石蜡包埋切片观察可见前

房有大量肿瘤细胞生长 , 细胞体积大 , 排列疏松 ,

与晶体前囊粘连 , 虹膜为肿瘤细胞浸润 , 结构不

清 , 瘤细胞部分向前侵犯角膜内皮,并向角膜深层

浸润 , 房角有少量瘤细胞 , 肿瘤细胞也可以向后浸

润生长 , 玻璃体腔可见散在分布的瘤细胞。术后

20 d 处死小鼠 , 可见前房瘤细胞较前增多 , 角膜基

质浅中层可见大量新生血管腔 , 虹膜结构紊乱 , 房

角大量瘤细胞聚集 , 并破坏小梁和睫状体 , 视网膜

神经纤维层也出现了瘤细胞。肝脏内见肿瘤细胞

表 1 不同脏器中荧光点数目的分布

Table 1 The number of the fluorescent dots distributed in

different organs

Organ

Liver

Wall of digestive tract

Lung

Brain

Kidney

Spleen

15th

41.4±7.3 1) 2)

19.6±4.2

8.2±1.9 3)

9.0±2.8

4.2±1.4 4)

-

20th

51.2±1.3 1) 2)

21.3±3.5

14.8±2.9

10.6±1.5

6.1±2.6

4.5±1.2

30th

55.1±2.3 1) 2)

25.8±4.1

15.2±2.5

11.2±3.5

7.1±1.9

4.9±2.1

1) Compared with each group of 15th, 20th, and 30th day in the liver

P<0.05; 2) Compared the dots in the liver with other sites on the 15th,

20th , and 30th day respectively P<0.05; 3) Compared the dots in the

lung of 15th day with that of the 20th and 30th day P<0.05; 4) Compared

the dots in the kidney of 15th with that of the 20th and 30th day P<0.05

4A 4C4B
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[1]

[2]

呈片状、巢状浸润生长 , 瘤细胞排列较紧密 , 瘤体

由圆形及椭圆形细胞组成 , 细胞体积大 , 大小不

一 , 胞浆丰富,核大深染 , 核分裂像多见(图 5)。肝

脏切片未发现典型的单个瘤细胞。肺脏、肾脏、脾

脏等组织中瘤细胞也都呈片状、巢状浸润生长。

3 讨 论

绿色荧光蛋白是活细胞的理想标记物 [2], 它为

揭示肿瘤细胞的侵袭转移规律提供了简便、直观、

有效的工具。有学者将 GFP 标记的肿瘤细胞接种

在实验动物脾脏、门静脉、舌或爪垫等部位 [3- 5], 观

察肿瘤转移情况 , 能直观的评价肿瘤在体内的早

期转移情况 , 尤其是显示单个的瘤细胞和普通显

微镜下无法观察到的微小转移灶[6]。

目前用来检测肿瘤微小转移灶的方法有免疫

组织化学、流式细胞仪分析技术、逆转录- 聚合酶

链式反应和荧光显微镜等[7]。流式细胞仪可以采用

针对肿瘤细胞标志物的抗体结合荧光物质如异硫

氰酸荧光素FITC等标记肿瘤细胞 , 然后用流式细

胞仪进行分析。本实验用绿色荧光蛋白标记瘤细

胞 CY15, 当瘤细胞发生全身转移后血循环中必定

有少量的转移的瘤细胞 , 我们将红细胞裂解后流

式细胞仪分析外周血单个核细胞中瘤细胞的比

率,在术后 30 d 处死的 4 只小鼠中 ,这一比率的均

数为 0.048%,此方法简便而又相对准确。也有文献

报道用 Western blot 和 Northern blot 法分别可以

在 1 mg 肝组织中最少定量 1000 个和 1250 个

EGFP标记的瘤细胞[3]。

肿瘤转移除表现在一般细胞增殖外,还包括肿

瘤新生血管形成、瘤细胞脱落进入脉管系统、在血

液中循环及运动和在继发组织器官定位生长等一

系列复杂的过程[9]。其中瘤细胞在继发脏器定位生

长这一环节至关重要 , 了解瘤细胞在继发脏器的

生长机制为阻止肿瘤转移提供了科学依据 [8]。

Talmadge 利用放射免疫自显影技术分析了皮肤黑

色素瘤在肺转移灶的核型 , 发现各孤立转移瘤的

绝大多数异常标记染色体类型相同 , 这提示转移

瘤具有克隆起源 , 各个转移灶是由单个细胞克隆

增殖形成的 [10]。后来又有学者将绿色荧光蛋白标

记的肿瘤细胞注射到 SCID鼠爪垫下 , 也发现肺转

移灶由发绿色荧光的瘤细胞克隆形成 [4]。我们将

GFP 标记的肿瘤细胞 CY15 注入小鼠前房后大约

15 d, 荧光显微镜下发现转移早期全身多个脏器

中均有发绿色荧光的单个瘤细胞 , 此时个别瘤细

胞在转移脏器中形成绿色荧光团。随着时间的发

展 , 荧光团逐渐增多 , 转移脏器中的单个瘤细胞部

分克隆生长形成由几个或几十个瘤细胞构成的荧

光团。这一现象也显示肿瘤发生转移后在继发脏

器中的生长是克隆性的 , 即每个转移灶是由单个

细胞克隆增殖形成的。

不同来源的肿瘤细胞有其容易发生转移的特

定脏器 , 传统上被称为肿瘤转移的器官选择性 , 例

如前列腺癌多转移到骨、眼脉络膜黑色素瘤多转

移到肝脏等。本实验所有小鼠无一例外的发生肝

转移 , 而且不同时间点处死的小鼠均在肝脏中分

布的瘤细胞数量最多 ,推测这可能与 CY15 瘤细胞

的转移器官选择性有关。肿瘤细胞表型的差异性

和继发器官微环境特点共同影响着瘤细胞的器官

选择性。CY15GFP 瘤细胞在肝脏中表现出的转移

器官选择性其具体机制还有待于进一步探讨。

在转移的早期阶段 , 实验小鼠全身多个脏器

中均能观察到单个散在的肿瘤细胞和肉眼不能发

现的微小转移灶 , 这一结果提示临床上对于一些

尚未发生明显转移症状的早期肿瘤病人在局部治

疗的同时采取化疗或其他手段杀灭潜伏的转移瘤

细胞的必要性。有研究表明微转移灶对化疗药物

的敏感性要远远优于肉眼可见的大的转移病灶 [11],

故肿瘤处于亚临床微小病灶时 , 是化疗的有利时

机 ,即全身性辅助化疗越早越好。

本研究所建立的转移模型 , 模拟了眼内全身

远距离转移的过程。我们从无血管的透明角膜注

入瘤细胞进入前房 , 避免了瘤细胞直接进入血管 ,

瘤细胞通过房角和眼内组织血管进入血液循环 ,

发生全身远处转移这一模型无疑也是研究眼内肿

瘤自发性转移机制和相关药物干预及基因治疗实

验的良好模型。
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