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人源化小鼠异位肺癌动物模型的构建

刘君1，刘翔2， 崔飞1，黄丽燕1， 唐海玲1，李慧灵3，何建行1

(1. 广州医科大学第一附属医院胸外科，广州市呼吸疾病研究所，广州 510515；2. 南华大学附属第二医院胸心外科，

湖南 衡阳 421001；3. 中国人民解放军总医院海南分院呼吸内科，海南 三亚 572013)

[摘　要]	 目的：探讨一种可用于研究肺癌免疫的人源化小鼠动物模型。方法：采用人外周血单个核细胞

输注非肥胖糖尿病/严重联合免疫缺陷小鼠体内建立人源化小鼠，在此小鼠模型基础上再构建异

位肺癌荷瘤模型。结果：10只人源化小鼠异位荷瘤模型全部构建成功，免疫重构的小鼠外周血

及脾脏中均可检测到大量人CD3+T、  CD4+T、CD8+T细胞。人源化荷瘤小鼠肿瘤组织内可发现人

CD3+T、  CD4+T、CD8+T淋巴细胞浸润。结论：该模型为我们了解肺癌发生发展与免疫系统的关

系，也为研究免疫治疗干预措施等提供了有价值的工具。
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Establishment of humanized lung cancer  
heterotopic mouse model
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Abstract Objective: To explore a lung humanized mouse model which can be used cancer immunization. Method: Human 

peripheral blood mononuclear cells through the were injected intraperitoneally into Non-obese diabetic/severe 

combined immunodeficient (NOD/SCID) chimeric mice to constructed humanized model. The re-construction 

of a mouse lung cancer heterotopic model on basis of the humanized model. Results: 100% success rate of 10 

lung cancer heterotopic humanized mice. Human CD3+T, CD4+T, CD8+T cells were highly expressed in mouse 

spleen after immune reconstruction by immunohistochemical detection. Human CD3+T, CD4+T, CD8+T cells 

were found infiltrating in the tumor tissue of tumor-bearing humanized mice. Conclusion: The model provide a 

valuable tool for our understanding of the relationship between the development of lung cancer but also for the 
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肺癌是目前发病率和病死率恶性肿瘤最高的

恶性肿瘤之一 [1-2]。在肺癌治疗过程中，我们往往

过多关注于肿瘤细胞本身，而忽视了机体免疫系统

的肿瘤免疫应答和免疫监视作用。肿瘤的发生、发

展与机体免疫系统之间一直存在复杂关系而困惑于

研究者。因此有必要寻找一种合适的载体来研究机

体免疫机制与肿瘤的关系。肿瘤动物模型一直是研

究肿瘤发生发展机制的重要工具之一。由于小鼠与

人机体固有的基因及免疫系统的差异，在一定程度

上限制了人类疾病在小鼠体内模型的研究。因此，

建立一种具有类似人体免疫环境的实验动物模型显

得尤为重要。人源化小鼠是将人外周血单个核细胞

通过外周血液循环或腹腔输注入小鼠体内构建的人

鼠嵌合体模型。人源化小鼠联合体模型最常选用联

合免疫缺陷(SCID)小鼠和非肥胖糖尿病/严重联合

免疫缺陷(NOD/SCID)小鼠品系。在上述品系小鼠

体内可重构人体内的免疫系统，较好地模拟人体液

环境及细胞免疫功能。人源化鼠解决了长期以来动

物模型不能确切反映人体免疫系统的特点及研究人

体免疫应答仅限于体外实验的难题。

1   材料与方法

1.1   材料

1.1.1   动物

清洁级健康，无免疫渗(IgM<1 μg/mL)NOD/
SCID小鼠11只。雌性，周龄6-8周，体质量18-20 g，

S P F 级饲养条件喂养。中山大学动物实验中心提

供，实验动物合格证号：SCXK(粤2009-0011)。

1.1.2   Am 1010 细胞株

Am1010细胞株由中国南方人肺癌细胞系种子

库提供。由广东省呼吸疾病研究所呼吸疾病国家

重点实验室冻存。

1.1.3   人外周血

来自于健康献血自愿者，由广东省中心血站

提供。

1.2   方法

CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PC5单克隆抗购自

Beckman Coulter公司；兔抗人CD3单克隆抗体、兔

抗人CD4单克隆抗体、兔抗人CD8单克隆抗体购自

美国Abcam公司。

1.2.1   细胞培养

细胞常规培养于含20%胎牛血清、100 g/mL 
青 霉 素 、 1 0 0  g / m L 链 霉 素 的 高 糖 ( d u l b e c c o ’ s 
modified eagle medium，DMEM )培养基，37 ℃、

5 %  CO 2 饱和湿度细胞培养箱中培养，培养3 - 4天

后，胰酶+0.02% EDTA(HyClone)消化传代。

1.2.2  构建小鼠皮下异位移植瘤模型

从 培 养 皿 中 收 集 A m 1 0 1 0 细 胞 ， P B S 重 悬 至

4×10 6 /mL。取0.2 mL Am1010细胞悬液皮下注射

于1只NOD/SCID小鼠背部皮下，待皮下肿瘤体积

达到1.5  cm 3。采用外科手术方法将瘤块钝性分离

取出，并将瘤块剪成1 mm × 3 mm × 3 mm碎片。 
10只受体NOD/SCID小鼠采用1%戊巴比妥钠腹腔

麻醉( 1 0  mg / k g )。于每只受体小鼠双侧腋中线第 
6肋处切开一3 mm皮切口，撑开皮下组织，做一小

口袋，往每一切口内塞入一块肿瘤碎片，0#丝线缝

合皮肤切口。

1.2.3   生物学特性观察

小 鼠 一 般 特 征 观 察 每 天 观 察 精 神 状 态 、 活

动力、反应、饮食、体重、毛色、毛顺滑度及肿

瘤 组 织 的 生 长 情 况 。 大 体 解 剖 检 查 ： 荷 瘤 第 4 周

处死小鼠解剖，观察移植瘤形态、直径、质地、

活动度及脏器转移等情况。肿瘤体积计算方法： 
V (cm3) = 宽2 (cm2) × 长 (cm) /2[3]。

1.2.4   免疫学指标检测

小鼠在免疫重构后每周(连续4周)断尾采集尾

静脉血1 0 0  μ L，肝素抗凝后用流式细胞试剂检测

CD3+T、CD4+T、CD8+T细胞数。

1.2.5   人外周血单个核细胞 (peripheral blood mononuclear 
cells，PBMC) 提取及免疫重构

按说明书步骤提取人粒细胞后，将细胞调配

成5×108/mL。用1 mL规格注射器分别向小鼠腹腔

中注射0.2 mL PBMC悬液。免疫重建成功标准参考

相关文献报道[4]：人CD3+T细胞占小鼠外周血中所

有有核细胞比例≥1%，被视为免疫重建成功。

1.2.6   流式细胞检测

流式细胞测定CD3+T、CD4+T、CD8+T细胞，

免疫重构后每周(连续4周)A组及C组小鼠断尾取血

100 mL肝素抗凝后分别加入流式检测管中。余同

试剂盒说明步骤。

1.2.7   组织检测

小 鼠 麻 醉 后 断 颈 处 死 ， 取 出 肿 物 、 脾 脏 组

study of immunotherapy interventions.

Key words humanized; lung cancer; animal model; tumor infiltrating lymphocytes
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织，放入10%甲醛溶液中固定标本，石蜡包埋，作

组织切片，备HE染色以及免疫组化，切片在显微

镜下观察。

1.3  统计学处理

采用SPSS 13.0软件包处理，数据以均数±标准

差(x±s)表示，生存期取中位数并绘制生存曲线。

2   结  果

2.1   人源化荷瘤小鼠大体观察

小 鼠 皮 下 移 植 A M 1 0 1 0 - G F P 瘤 块 成 瘤 率 为

1 0 0 %，图1示观察时间内小鼠体重变化趋势及荷

瘤小鼠皮下肿瘤体积在观察时间段内均呈增长趋

势。图2A、B为接种4周后荷瘤小鼠图片及手术摘

除皮下瘤块实体照片。人源化小鼠皮下在接种人

PBMC后的第3周，部分小鼠出现移植物抗宿主反

应(graft-vs-host disease，GVHD)：精神状态差、

厌食、消瘦、毛发皱褶、弓背等症状[4](图2A)，加

上肿瘤消耗原因，有3只小鼠在接种瘤块后23 d及 
25 d死亡。

2.2   人源化小鼠外周血人淋巴细胞检测

腹 腔 接 种 人 P B M C ( 1 × 1 0 8 / 只 ) 1 周 后 ， 所 有

小鼠外周血中即能检测出人CD 3 +T淋巴细胞，且

CD 3 +T淋巴细胞占外周血所有有核细胞比例超过

1%，免疫重建率100%。随后3周的免疫指标监测

中，人的CD 3 +T细胞占小鼠外周血中所有有核细

胞 比 例 逐 步 上 升 ， 接 种 人 P B M C 后 第 4 周 ， 人 的

CD3+T细胞比例可达70%，与正常人外周血CD3 +T
细胞含量相当(61.1~77.0%)(图3)。荷瘤人源化小

鼠体内的人T细胞亚群CD3+CD4+T/CD3+CD8+T比

值在接种PBMC后1周为1.5左右，第2周开始出现

下降，CD8+T细胞增多，CD3+CD4+T/CD3+CD8+T
比 值 比 出 现 倒 置 和 明 显 下 降 趋 势 ， 到 第 4 周

CD3+CD4+T/CD3+CD8+T比值为0.4左右(图3)。
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图1   人源化异位肺癌小鼠体重及皮下肿瘤生长曲线

Figure 1   Weight and Subcutaneous tumor growth curve of heterotopic lung cancer mouse model mice

A B

图2   接种瘤块4周后人源化荷瘤小鼠及皮下肿瘤图片

Figure 2   Pictures of heterotopic lung cancer mouse after engraftment Am1010 tumor piece four weeks
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图3   人源化小鼠外周血中人T淋巴细胞的表达情况

Figure 3   Human T lymphocytes expression after engraftment in peripheral blood humanized mouse

2.3   人源化小鼠组织内人 T 淋巴细胞的表达情况

为了进一步了解免疫重构后小鼠主要免疫器

官内人淋巴细胞嵌合情况，我们通过免疫组化方

法检测了免疫重建4周后小鼠脾脏内CD3 +T表达情

况。人CD3+T细胞大量表达于免疫重构后的小鼠脾

脏组织中，T细胞膜染棕黄色，成片状分布于小鼠

脾脏中(图4)。同时免疫重构的小鼠脾脏中均表达

人CD4+T细胞、CD8+T细胞。

2.4   肿瘤浸润淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocytes，
TILs ) 的检测

HE染色提示免疫重构小鼠肿瘤组织内可发现

大量肿瘤淋巴细胞浸润（图5）。进一步对肿瘤组

织进行T细胞亚群抗原标记染色检测发现，人源化

小鼠皮下肿瘤组织中有大量人CD3+T、CD8+T淋巴

细胞浸润，也存在少量CD4+T淋巴细胞浸润。

图4     人源化小鼠脾脏中人淋巴细胞的表达情况(SP，×400)

Figure 4   The expression of human lymphocytes in humanized mouse spleens (SP, ×400)

A: HumanCD3+T monoclonal antibody staining; B: HumanCD4+T monoclonal antibody staining; C: HumanCD8+T monoclonal antibody 

staining

CBA

C DA B

图5    肿瘤组织人免疫细胞浸润情况 (SP，×400)

Figure 5    (SP, ×200) The expression of human lymphocytes in humanized mouse tumor tissues (SP, ×400)

A: The expression of TILs in tumor tissues (HE, ×200); B: Human CD3 monoclonal antibody staining (SP, ×200); C: Human CD4 

monoclonal antibody staining (SP, ×200); D: Human CD3 monoclonal antibody staining (SP, ×200)
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3   讨  论

肺癌是发病率和病死率增长最快、对人类健

康 威 胁 最 大 的 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 - 2 ]。 肺 癌 对 放 化 疗

乃至靶向治疗的抵抗以及随之产生的侵袭转移是

肺癌患者死亡的首要原因。虽然肺癌治疗抵抗与

侵袭转移机制都是亟待阐明，但不可否认，肺癌

发生与发展过程与机体免疫系统的相互作用是密

不可分的。研究者围绕着肿瘤与免疫的关系做了

大量的工作，例如有证据可证明肿瘤抗原能够引

起 机 体 产 生 特 异 性 免 疫 应 答 [ 5 - 6 ]。 许 多 研 究 也 报

道了机体免疫系统对常规肿瘤治疗的潜在反应和

预 测 作 用 之 间 的 联 系 [ 7 - 9 ]。 但 是 这 些 多 以 临 床 研

究为主，却鲜有研究通过构建人源化鼠肺癌模型

来研究非小细胞肺癌(non-small  cel l  lung cancer，

NSCLC)与免疫系统之间的关系。

将人外周血单个核细胞通过血液循环或腹腔

输注入联合免疫缺陷小鼠体内，在联合免疫缺陷

小体内重建模拟人体液和细胞免疫功能的类人免

疫系统，这种鼠称为人源化鼠。解决了长期以来

动物模型不能确切反映人体免疫系统的特点及研

究人体免疫应答仅限于体外实验的难题。Mosier最

早报道利用人PBMCs在C.B-17 SCID小鼠体内成功

构建人免疫系统 [10]。但C.B-17 SCID小鼠随着鼠龄

增长易发生免疫渗漏现象加上本身较强的NK细胞

活性和固有免疫活性限制了该品系小鼠在人源化

小鼠模型中的应用。NOD/SCID鼠是C.B-17 SCID
鼠 与 N O D 鼠 反 交 产 生 的 ， 该 系 鼠 既 拥 有 C . B - 1 7 
SCID鼠的特征，缺乏适应性免疫系统，同时拥有

NOD鼠具备的多种固有免疫缺陷，包括NK细胞活

性低、骨髓功能发育不正常。重要的是，人外周

血单个核细胞对NOD/SCID鼠的植入效率比C.B-17 
SCID鼠要高5~10倍[4,11-12]。相对于90% C.B-17 SCID
鼠发生免疫渗漏的可能性，仅有不到 1 0 % N O D /
S C I D 鼠 会 发 生 渗 漏 [ 1 3 ]。 本 研 究 中 免 疫 重 构 后 的

N OD /SCI D小鼠外周血人CD3 +T细胞占所有有核

细胞比例随时间逐步递增，并在接种人PBMCs 4周

后可达70%。而且CD3 +CD4 +/CD3 +CD8 +比值在接

种肿瘤前达到(1.26±0.4～1.55±0.60)范围(图3)，

说明相关的免疫细胞数量及成分比例可达到正常

人外周血免疫细胞的正常值范围。这说明小鼠外

周血中复制了人免疫系统成分。我们通过免疫组

化方法检测人源化小鼠脾脏内人CD 3 +T细胞含量

非常高(图4)，这说明淋巴细胞归巢趋势明显，同

样也是一种人源化小鼠体内免疫系统构建成功的

体现。但是该模型也有不足之处，严重的G V H D
会在PBMCs移植后会影响受体小鼠的长期生存情

况[4]，本研究中有数只小鼠在移植PBMCs 3周后陆

续出现了不同程度G V H D症状，也导致其中一只

小鼠在最后一周检测后死亡。虽然有文献报道可

以给予一些干预措施治疗减轻或延缓GVHD带来的

影响[14-15]，但是这些措施不可避免增加了研究的干

扰因素，因此为了较好的避免这个问题，我们将

PBMCs移植后的观察时间设置为4周。

我 们 在 前 期 的 研 究 中 构 建 了 中 国 南 方 人 肺

癌 细 胞 系 种 子 库 ， 共 培 育 建 立 不 同 肺 癌 细 胞 株 
1 5株，其中最为引人注意的是一株中国南方人放

化疗及靶向治疗抵抗细胞 - -A m1010，来源于一位

4 5岁女肺癌病人的上臂肌肉转移灶。病人在这个

肌 肉 转 移 灶 出 现 前 接 受 了 4 周 期 化 疗 ， 放 疗 及 靶

向治疗。这株Am1010细胞表现出了对多种化疗药

物、放射治疗和靶向药物易瑞沙的抵抗能力，和

体内侵袭基质和血管的能力 [16]。因此本实验选择

该细胞株建模同时可进一步观察该细胞株的侵袭

与转移特性。该研究选择了从一只荷瘤的 N O D /
SCID小鼠体表获取瘤块碎片异位移植的方法构建

异位荷瘤小鼠，该方法与注射肿瘤细胞悬液相比

有以下几点优点：1 )建模前期准备工作简单，避

免大规模细胞培养过程，从而节省了实验经费成

本；2 )建模成功率高，通过对本次研究结果的观

察，成瘤率达到100%；3)建模步骤安全可靠，该

方法只需将获取的碎瘤块直接植入另一受体小鼠

颈背部皮下固定即可，可避免注射肿瘤细胞悬液

可能导致瘤栓死亡风险。当然该方法也有不足之

处，因为需要将瘤块剪成体积、重量等大小的瘤

块碎片，操作中人为误差可能较大，可能相对于

细胞悬液计数后种瘤等量控制较差。

我们通过对人源化荷瘤小鼠肿瘤组织HE染色

后可以发现肿瘤组织中存在大量的淋巴细胞浸润

(图5A)。进一步免疫组化染色可以证实肿瘤内浸

润的淋巴细胞为人的CD3+T细胞(图5B)。这说明了

我们在NOD/SCI D小鼠体内重构的人免疫系统在

植入的肿瘤细胞免疫原性的刺激下产生肿瘤免疫

应答反应。临床研究发现TI L s也表达与其他多种

肿瘤组织内，主要是因为肿瘤细胞表面抗原介导

了这种特异性的免疫应答反应 [17]。许多研究提示

在判定肿瘤预后意义方面，TI L s的细胞类型比数

量更关键。其中最重要的T细胞亚群CD8+T细胞即

细胞毒性T细胞(cytotoxic T lymphocytes，CTLs)。

C D 8 + T 主 要 是 通 过 直 接 识 别 抗 原 提 呈 的 肿 瘤 细



人源化小鼠异位肺癌动物模型的构建    刘君，等 369

胞主要组织相容复合体(Major  Histocompatibi l i t y 
Complex，MHC)I类分子，启动对肿瘤靶细胞杀伤

的过程来发挥抗肿瘤效应的。同时CD 8 +T通过表

达Fas配体[18]，释放穿孔素和IFN-γ[19,20]，并且与其

他T相比于肿瘤细胞接触的更紧密等途径达到抑瘤

效果[21]。动物模型研究[22-23]和临床研究[24-26]都支持

了CD8+T细胞是抗肿瘤作用中关键的效应细胞，在

我们的研究中，通过在小鼠腹腔内注射人PBMCs构

建的免疫系统也具备类似的肿瘤免应答疫应，人源

化荷瘤小鼠外周血流式细胞结果显示CD3 +CD8 +T
细胞淋巴细胞数量在接种肿瘤1周后明显增多，且

CD3+CD4+T/CD3+CD8+T比值出现倒置现象。我们

进一步利用免疫组化方法对人源化荷瘤小鼠肿瘤组

织做了淋巴细胞的抗原染色检测。我们观察到肿瘤

组织内浸润的淋巴细胞以CD8+T细胞为主(图5D)，

而CD4+T淋巴细胞数量较少(图5C)，这两种淋巴细

胞的表达情况与外周血中流式结果一致。

肿 瘤 的 发 生 、 发 展 和 宿 主 的 抗 肿 瘤 免 疫 有

着密切，机体免疫系统与肿瘤相互作用的确切机

制仍然不清楚，肿瘤免疫对肿瘤的正负面影响也

一争论至今。本研究中我们采用了人源化小鼠模

型，并利用该模型研究肺癌肿瘤与免疫机制的关

系尚属首次报道。该模型能在小鼠体内最大限度

地复制人体内复杂的免疫环境，为我们了解肺肿

瘤发生发展与免疫系统的关系，以及研究免疫治

疗干预措施等提供了有价值的工具。该模型也为

将来展开肺癌患者个体化免疫系统的人源化小鼠

研究奠定了基础。
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