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GFP标记的人葡萄膜黑色素瘤裸鼠模型的构建
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摘要:探讨通过构建稳定表达GFP的人葡萄膜黑色素瘤细胞系,建立新型人葡萄膜黑色素瘤裸鼠皮下移植模型。

培养人葡萄膜黑色素瘤细胞系 M17和 M23,收集细胞并制备细胞悬液,每只裸鼠于腹部皮下注射细胞悬液0.1mL
约2×106个细胞,观察 M17和 M23细胞系成瘤率、成瘤时间、肿瘤生长、转移情况及组织病理学形态。用绿色荧光

蛋白(GFP)表达质粒转染 M17和 M23细胞,筛选稳定克隆。在荧光显微镜下观察GFP转染阳性率。将稳定克隆

腹部皮下注射裸鼠,接种6周后处死裸鼠,取新鲜肿瘤组织块做病理切片,免疫组化观察组织块荧光表达情况。实

验发现裸鼠成瘤率100%,病理切片检查证实为黑色素瘤。成瘤时间为2周左右,其中一只裸鼠于接种4周后出现

腹水、肝内转移。GFP转染率达90%以上。裸鼠肿瘤新鲜组织块发出绿色荧光,而包围瘤块的正常皮肤没有荧

光。以GFP基因标记的葡萄膜黑色素瘤细胞经裸鼠腹部皮下移植建立的葡萄膜黑色素瘤模型,为研究自然状态

下肿瘤的生长和转移提供了一个简单、可靠的方法。
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EstablishmentofanExperimentalAnimalModelofUvealMelanoma
inMouseEngineeredbyGreenFluorescentProtein
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Abstract:Toestablishanovelhumanuvealmelanomamousemodelmethods,humanuvealmelanomacell
linesM17andM23wereculturedinvitro.Aliquotsof2×106cellsper0.1mLsuspensionwassubcutane-
ouslytransplantedintheabdomenofBALB/Cnudemice.Thegrowthconditionofimplantedtumorsand
themetastaseswereinvestigated.pEGFP-N1wastransferredintoM17andM23celllinesbyliposomelipo-
fectamine,thecellclones withstable GFPexpression werescreenedoutby meansofG418and
fluorescencemicroscope.GFPpositiveM17orM23cellsweresubcutaneouslyinjectedintonudemicetoes-
tablishuvealmelanomaanimalmodels.Alltheanimalsweresacrificedafter6 weeks.Pathological
detectionandimmunohistochemicalstainingofGFPwascarriedout.Theratesoftumorinductionwere
100%.At4weeks,histologicexaminationshowedthatonemouseformedhepaticmicrometastases.90%
ofuvealmelanomacellsstablyexpressedEGFP.GFP-labeledtumorcellsdisplayedgreenfluorescenceun-
derfluorescentmicroscopy.Themodelofuvealmelanomasetupviainjectionofhumanuvealmelanoma
cellslabeledbyGFPintothesubcutaneousofnudemicemayprovideanewapproachtoinvestigatethenat-
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  葡萄膜黑色素瘤是成人最常见的原发性眼内恶

性肿瘤[1]。建立一种易于观察、能够体现葡萄膜黑

色素瘤遗传特点的动物模型,不仅能够有效地研究

葡萄膜黑色素瘤的发生、发展机制,而且能为葡萄膜

黑色素瘤药物的筛选和临床治疗研究提供良好的平

台[2]。GFP作为一个很好的活体标记,可直接在荧

光体视镜下观察肿瘤细胞的生长情况,可望全面评

价肿瘤转移恶化情况。本研究建立了葡萄膜黑色素

瘤细胞移植瘤模型,可通过荧光成像观察动物模型

肿瘤生长和转移的生物学特性。

1 实验材料与方法

1.1 裸 鼠

BALB/Cnu/nu品系鼠,4周龄,体重20±2g,
购自中科院上海实验动物中心,饲养在温州医科大

学动物实验中心SPF级别环境内的层流架内。

1.2 细 胞

人葡萄膜黑色素瘤细胞系M17和M23,正常黑

色素细胞系UM,均为永生株,美国纽约医学院胡诞

宁教授实验室建立并惠赠,本实验室保存,用于鉴定

其裸鼠致瘤性及其它实验;冻存细胞快速37℃解

冻,常规复苏和传代。含10%胎牛血清的DMEM
培养液(Gibco公司产品,美国),37℃,5% CO2 培

养箱内培养。细胞贴壁80%时收集细胞,计数。

1.3 接 种

0.05%胰酶-EDTA消化细胞,离心收集,去上

清,加入无血清DMEM 稀释细胞,调整细胞悬液浓

度为2×107个/mL,30min内送到动物房,接种裸鼠

腹部皮下,每只裸鼠接种0.1mL约2×106个细胞,

M17细胞接种3只裸鼠(分别编号1、2、3),M23细

胞接种2只裸鼠,分别编号4、5,人正常黑色素细胞

UM接种1只裸鼠两侧腹部。

1.4 观 察

接种后观察肿瘤生长情况,用游标卡尺测量肿

瘤块的长径、短径和高度,计算肿瘤体积=长径×短

径×高度。

1.5 病理切片

过量乙醚麻醉法处死裸鼠,取皮下肿瘤块和眼

睛、肝、肺及其他重要脏器,4%多聚甲醛室温固定

24h后,梯度酒精脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,切片

5μm厚(Leica切片机,德国),常规苏木素-伊红染

色,镜下观察,拍摄(Zeiss显微镜,德国)。

1.6 免疫组织化学

组织切片经脱蜡、梯度酒精水化后,用羊血清封

闭非特异性抗体5min,加一抗,室温孵育10min,

PBS洗,加生物素化的二抗室温孵育10min,PBS
洗,加过氧化物酶结合的抗生物素蛋白链菌素作用

10min,PBS洗,DAB显色,苏木素复染,梯度酒精

脱水,封片观察,拍照。抗体包括抗人Cytokeratin
单克隆抗体、抗牛S-100多克隆抗体、抗人 HMB45
单克 隆 抗 体 和 抗 人 MART1单 克 隆 抗 体(抗 人

HMB45单克隆抗体购自丹麦DAKO公司,其他均

购自美国Ventana公司)。

1.7 GFP细胞转染

pEGFP-N1质粒转染 M17和 M23细胞,G418
筛选。经过约3个星期的筛选,抗性克隆开始形成。
形成抗性克隆时,0.25%的胰蛋白酶溶液消化,制备

低密度细胞悬液接种,吹打细胞,制备出分散成单个

细胞的悬液,计数,然后用培养液稀释细胞,稀释成

密度为1个/100μL的细胞悬液。向96孔培养板每

孔内加入100μL。在倒置显微镜台上观察和标记

96孔培养板含单个细胞的孔,然后置于37℃、5%
CO2 的培养箱中培养。待孔内细胞增至500~600
个时,进行分离培养。将单细胞克隆分离、重新接种

和培养。挑选生长良好的单细胞克隆孔。先吸去旧

培养液,用PBS洗1~2次。然后,加适量0.25%胰

蛋白酶溶液进行消化。置于倒置显微镜下观察,待
细胞变圆时,加入100μL含10%血清的培养液终止

胰酶活性。用吸管轻轻吹打,当细胞脱壁悬浮后吸

入管内,移至另一培养瓶中。
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2 结 果

2.1 M17和 M23细胞系和UM 在裸鼠腹部

皮下接种后的生长情况

  人葡萄膜黑色素瘤细胞 M17和 M23细胞系在

接种裸鼠腹部皮下后,5只小鼠均有瘤块生长,并持

续增长(图1中1#~5#),人正常黑色素细胞 UM
在裸鼠腹部皮下接种后,没有肿瘤生长(图1中6#)。

2.2 形态学结果

M17和 M23细胞接种裸鼠后两周开始,瘤块

明显生长,向表面突出,解剖后肉眼可见切面有坏

死。1#裸鼠于30d开始观察到消瘦,蛙状腹,活动

图1 肿瘤块体积的变化

Fig.1 Growthofxenografttumors

减少,解剖后可见腹水、有肝内转移,胃、肠及淋巴结

转移,并经病理切片证实。6#为正常 UM 黑色素

细胞接种小鼠,2#为 M17接种小鼠,白色箭头所指

示腹部接种瘤块(见图2(a))。1# 裸鼠肉眼观察,
白色箭头所指示腹部接种瘤块(见图2(b))。1#
裸鼠肝脏组织切片,★为肝内转移灶(见图2(c))。

图2 肿瘤块形态学观察

Fig.2 Morphologicalresultsoftumorinoculationblock

2.3 移植瘤鉴定结果

M17的皮下及肝肿块以及 M23的皮下肿块,
其肿瘤细胞的免疫组化研究均对抗黑色素瘤抗体

HMB45(见图3(a))及 MART1(见图3(b))显示强

阳性反应,细胞被DAB染成深棕色;对抗黑色素细

胞抗体S-100呈弱至中度阳性反应,大部分细胞被

DAB染成浅棕色(见图3(c));对抗上皮细胞抗体

Cytokeratin则呈阴性反应,细胞均未染色(见图3
(d))。

图3 免疫组化结果(放大400倍)

Fig.3 Hematoxylinandeosin(H&E)stainingandimmunohistochemicalanalysis(magnification×400)

2.4 GFP的表达

pEGFP-N1质粒转染后的 M17细胞在倒置荧

光显微镜下观察,结果显示绝大部分细胞有绿色荧

光,具体见图4,GFP转染率达90%以上。用前述

方法将GFP转染后的细胞接种裸鼠10只,待瘤块
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生长后,直接取材做冰冻切片,荧光显微镜下观察,
发现瘤块内的肿瘤细胞均发出绿色荧光,而包围瘤

块的正常皮肤没有荧光,具体见图5。

图4 荧光显微镜下观察GFP转染后的细胞(放大200倍)

Fig.4 TheimagesoftumorcellstransfectedGFPunder
fluoresceneandlightmicroscopy(magnification×
200)

图5 肿瘤组织的荧光检测及免疫组化染色

Fig.5 Fluorescencedetectionandimmunohistochemical
stainingoftumorinoculationblock

3 讨 论

肿瘤细胞的裸鼠致瘤性试验是肿瘤生物学特性

观察的一项重要指标,本实验室保存的人葡萄膜黑

色素瘤永生细胞系 M17、M23,由于尚未报道其裸

鼠致瘤性,故在本实验中将 M17、M23细胞接种到

裸鼠腹部皮下,观察这两株细胞是否具有裸鼠致瘤

性。由于腹部皮下为容易观察部位,为鉴定裸鼠致

瘤性的最佳部位之一,本实验结果显示,人葡萄膜

M17和 M23裸鼠皮下致瘤率高,肿瘤生长速度稳

定,易于观察。
本实验的免疫组织化学用的抗体是3种最主

要的用于鉴定葡萄膜黑色素瘤的抗体,即抗S-100
抗体、抗 HMB-45抗体和抗 A103抗体,分别用于

检 测 S-100 蛋 白、melanosomegp100 蛋 白 和

Melan-A/Mart-1蛋白,细胞角蛋白Cytokeratin具

有上皮细胞特异性,可作为黑色素瘤细胞和上皮

细胞的鉴别[3-8]。免疫组化研究结果指示所有肿

块内细胞均符合人类葡萄膜黑色素瘤细胞之免疫

组化特征。

1992年发现的GFP是迄今为止最佳的活体分

子标记物之一[6]。其具有分子量小、对细胞无毒、使
用方便及容易检测等优点,并且不需要任何外源底

物或协同因子,在长波紫外光激发下发出性质稳定

的荧光,使GFP在细胞水平和亚细胞水平的研究中

得以广泛应用。尤其是在判断肿瘤体积及浸润范围

等方面更具优势[9]。本实验运用pEGFP-N1质粒

转染到人葡萄膜黑色素瘤细胞 M17、M23中,通过

直接在荧光显微镜下观察细胞,并通过裸鼠接种实

验,验证其在体内和体外均有自我复制以及良好的

标记能力。由此可见,GFP转染细胞可以作为一个

很好的活体标记,可直接在荧光体视镜下观察肿瘤

细胞的生长情况,可望全面评价肿瘤转移恶化情况。

4 结 论

人葡萄膜 M17和 M23裸鼠皮下致瘤率高,肿
瘤生长速度稳定,易于观察,免疫组化研究指示所有

肿块内细胞均符合人类葡萄膜黑色素瘤细胞之免疫

组化特征。GFP基因标记的葡萄膜黑色素瘤细胞

经裸鼠腹部皮下移植后,成功建立了葡萄膜黑色素

瘤模型,可做为人葡萄膜黑色素瘤药物筛选、临床治

疗研究等的良好平台。
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