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暋暋暰摘要暱暋目的暋筛选高转移潜能的人乳腺癌细胞亚克隆,为人类乳腺癌转移相关

的体内外研究提供实验对象。方法暋通过有限稀释法分离和培养人乳腺癌细胞 MDA灢
MB灢435S的单克隆;采用细胞生物学方法体外评价亚克隆的克隆形成、增殖、运动和侵

袭能力;将 MDA灢MB灢435S亚克隆细胞通过乳腺脂肪垫接种于免疫双缺陷SCID鼠,验
证体外筛选克隆的体内转移能力。定量资料采用独立样本t检验进行统计学分析。结

果暋筛选得到 MDA灢MB灢435S的高转移亚克隆14灢E5;14灢E5与亲代细胞呈梭形、伪足

较长的细胞形态明显不同,体积比亲代细胞小,呈多边形,触角增多;细胞的体外克隆形

成能力、运动能力、侵袭能力及体内自发转移能力均较亲代显著增强(P<0.050);细胞

周期S期和 G2/M 期比例比亲代减少,增殖能力较亲代降低(t=7.047,P=0.002);细
胞异质黏附能力、体内成瘤率与亲代之间的差异无统计学意义(P>0.050)。结论暋筛

选并建立了高转移潜能人乳腺癌细胞亚克隆细胞株14灢E5,可以用于乳腺癌转移基因

筛选、转移机制研究、抗转移药物的研发和评价抗转移实验性治疗疗效。
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暰Abstract暱暋Objective暋Toisolatesubclonesofhigh metastaticpotentialfrom
human breastcancercellline MDA灢MB灢435Sintheinterestofresearches on
metastasisofbreastcancerinvitroandinvivo.Methods暋Cellmonocloneswith
differentmetastaticpotentialwereisolatedfromtheirparentalcellline MDA灢MB灢
435Sbylimitingdilution.Thenthecloningformation,proliferation,invasionand
migrationabilitiesofthesesubcloneswereidentifiedinvitroviabiology methods.
Subclonewithhigh metastasiscapability wasverifiedbyinjecting MDA灢MB灢4355
subclonecellsintofatpadofSCIDmicetoobservethespontaneousmetastasisability
invivo.Quantitativedatawereanalyzedusingindependentsamplesttest.Results暋A
subclonewithhighmetastaticcapability14灢E5from MDA灢MB灢435Swasisolated.14灢
E5subclonewaspolygon,withmorepseudopodiumsandsmallerthanMDA灢MB灢435S
whichisfusiformshapewithlongpseudopodium.Theclonalityof14灢E5wasstronger
thanparentalcellline MDA灢MB灢435S (t=3.720,P=0.003).Themotility (t=
5.575,P=0.005),invasioncapability(t=9.177,P=0.001),andthespontaneous
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metastasiscapacityof14灢E5werealsostrongerthanMDA灢MB灢435S.Theproportion
ofcellsinDNAsynthesisandmitosisstateswaslowerin14灢E5thaninMDA灢MB灢
435S(t=7.047,P=0.002).Nosignificantdifferencesofheterogeneityadhesion
capacityandtumorigenicity werefoundbetween14灢E5and MDA灢MB灢435S (P>
0.050).Conclusions暋14灢E5subclonewithhighmetastaticcapabilitywillbevaluable
in screening breast cancer metastatic gene,investigating the mechanisms of
metastasis,exploring anti灢metastasis medicine, and supervising experimental
therapeuticefficacyofanti灢metastasis.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;Metastasis;Subclone

暋暋乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,而转移是乳腺癌患者死亡的主要
原因。乳腺癌转移相关基因和分子标志物的筛选、肿瘤转移分子机制的研究
及抗转移实验性治疗疗效的评价均需要大量体内和体外的实验研究,具有高
发转移生物学行为的细胞系和转移模型是必不可少的实验工具。目前对肿瘤
及肿瘤转移的认识表明,肿瘤细胞具有异质性。异质性的肿瘤含有不同转移
潜能的细胞亚群,而在原发肿瘤中,只有高转移潜能的细胞亚群才可能产生
转移表型。本研究通过有限稀释方法分离不同转移潜能的人乳腺癌细胞亚克
隆,采用细胞生物学方法体外评价细胞的侵袭转移潜能,并通过乳腺脂肪垫接
种免疫双缺陷鼠验证体外筛选克隆的体内转移能力,从而建立高转移性人乳
腺癌亚克隆细胞系。

1暋材料与方法
1.1暋细胞系及培养

人乳腺癌细胞系 MDA灢MB灢435S来源于美国菌种保藏中心(AmericanType
CultureCollection,ATCC)。细胞培养于含10%小牛血清的 RPMI1640培养
液,于37曟、5% CO2、饱和湿度条件下培养箱内培养,用0.25%胰蛋白酶消化
传代,取对数生长期细胞用于实验。
1.2暋动物及饲养

免疫双缺陷(severecombinedimmunodeficiency,SCID)鼠购自中国医学科学
院动物研究所。雌性SCID小鼠18只,鼠龄为4~6周,体质量13~18g,在恒温
(25~28曟)、恒湿(45%~50%)、无病原体(specificpathogenfree,SPF)条件饲养,
水和食物均经高压灭菌供动物自由摄入。
1.3暋MDA灢MB灢435S单克隆细胞株的分离

取对数生长期的 MDA灢MB灢435S细胞,采用连续稀释法稀释至细胞数为

5暳103L-1,以每孔0.2ml(每孔含1个细胞)种植于96孔培养板培养过夜,挑
选只含1个细胞的孔进行单克隆培养,直至生长为细胞集落。挑选生长良好
的细胞克隆,用0.25%的胰蛋白酶溶液消化后移至24孔培养板扩大培养;待
生长至80%饱和度后,再相继移至6孔板和培养瓶中扩大培养。分离得到的
亚克隆细胞命名为14灢E5后冻存于液氮中。
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1.4暋14灢E5亚克隆细胞生物学行为的体外评价
取对数生长期细胞,用0.25%的胰蛋白酶消化,制成单细胞悬液后计数,

分别进行平板克隆形成实验、异质黏附能力测定、运动能力测定、体外侵袭实
验和细胞增殖能力检测。
1.4.1暋克隆形成实验:以每孔300个细胞接种6孔板培养,显微镜下观察克
隆形成状况,20d后用95%乙醇固定15min,结晶紫染色10~30min,蒸馏水
冲洗3次后计数细胞数>50的克隆,计算克隆形成率=(克隆数/细胞数)暳
100%。实验重复3次。
1.4.2暋异质黏附能力测定:以每孔1暳105 个细胞接种24孔板培养箱,3小时
后吸取培养液计数未贴壁细胞数,计算黏附率=(1-未黏附细胞数/细胞总
数)暳100%。实验重复3次。
1.4.3暋运动能力测定:以每孔1暳105 个细胞接种于24孔板,培养至80%~
90%饱和度时用200毺l微量加样器尖部均匀用力在孔底划一直线,在划痕处
拍照记为0h距离,24h后在同处拍照记为24h后距离,迁移距离=0h距离

-24h后距离。实验重复3次。
1.4.4暋体外侵袭实验:从-20 曟冰箱中取出侵袭小室(BD 公司,孔径

8毺m),加入37曟预热的无血清培养基,于37曟、5% CO2 培养箱中水化2h,
小心移除培养基,将750毺l含有10%小牛血清的 RPMIl640加入到下室,用
无菌镊子将侵袭小室放入24孔板中,加0.5ml细胞悬液(1暳105 个/ml)于
上室,培养24h后取出侵袭小室,用棉签轻轻拭去膜上面的细胞。用4%的多
聚甲醛固定膜背面的细胞后行 HE染色,将膜切下后放在载玻片上树胶封片。
显微镜下计数穿过膜的细胞:200倍的光镜下以水平线和垂直线将膜分为四
个象限,在每个象限及膜的中心各取一个视野计数取平均值。实验重复3次。
1.4.5暋细胞增殖能力:以每孔2暳104 个细胞种植于24孔板,每天随意取3个
孔计数取平均值,共取7d。纵坐标以细胞数为单位,横坐标以时间为单位绘
制生长曲线。根据公式Td=t暳lg2/(lgNt-lgN0)计算细胞的群体倍增时
间,其中t为培养时间,N0 及 Nt 为接种后及培养t小时后的细胞数。实验重
复3次。
1.4.6暋细胞周期检测:取1暳106个细胞,用生理盐水洗涤2次后加入500毺l
生理盐水吹打成单细胞悬液,快速加入预冷的95%乙醇中4 曟固定过夜;
1000r/min 离 心 5 min 除 去 乙 醇 后 用 PBS 洗 涤 2 次,加 入 50 mg/ml
RNAaseA 于 37 曟 反应 30 min,再加入 50毺g/ml碘化丙锭(Propidium
Iodide,PI)于室温下避光染色30min,之后,用流式细胞仪检测细胞周期。计
算细胞增殖指数(proliferatingindex,PI)=[(S+G2/M)/(G0/G1+S+G2/M)]暳
100%。实验重复3次。
1.5暋 体内评价14灢E5亚克隆的转移能力

将SCID鼠分为接种 MDA灢MB灢435S细胞组(接种 MDA灢MB灢435S组)和
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接种14灢E5亚克隆细胞组(接种14灢E5组)。取100毺l(约1暳107 个细胞)
MDA灢MB灢435S和亚克隆细胞分别接种于SCID鼠的乳腺脂肪垫。每隔一天
观察小鼠精神、饮食及排便等一般情况;记录成瘤时间,用游标卡尺测量肿瘤
长、短径,根据公式 V=长径暳短径2暳0.5计算肿瘤体积[1]。10周后全部处
死解剖,肉眼大体观察转移情况,取所有移植瘤和肺及肝脏,经10%福尔马林
固定,梯度乙醇溶液脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,常规切片,苏木素灢伊红
(HE)染色,显微镜下判断肿瘤的组织学类型和转移状况。
1.6暋统计学方法

定量资料采用独立样本t检验,P<0.050为差异有统计学意义。

2暋结果
2.1暋有限稀释法获得乳腺癌细胞亚克隆

采用有限稀释法获得52株 MDA灢MB灢435S细胞的亚克隆14灢E5,初步观
察发现细胞形态与生长方式有差异,证实 MDA灢MB灢435S细胞系中存在异质
性细胞亚群(图1)。

a:10灢A3;b:8灢C6;c:11灢E6;d:6灢F4
图1暋MDA灢MB灢435S不同亚克隆细胞的形态和生长方式(暳100)

2.2暋亚克隆14灢E5与亲代细胞生物学行为的比较

2.2.1暋形态学的差异:14灢E5体积比亲代小,呈多边形,触角增多,与亲代

MDA灢MB灢435S细胞呈梭形、伪足较长的细胞形态明显不同(图2)。
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a:14灢E5;b:MDA灢MB灢435S
图2暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S细胞的形态比较(暳200)

2.2.2暋运动能力的比较:通过划痕实验测定各细胞亚克隆的运动能力,发现

14灢E5亚克隆24h后迁移距离为(428暲74.8)毺m,MDA灢MB灢435S细胞迁移
距离为(178.7暲21.3)毺m,两者差异有统计学意义(t=5.575,P=0.005;图
3)。

a:14灢E50h;b:14灢E524h;c:MDA灢MB灢435S0h;d:MDA灢MB灢435S24h
图3暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S细胞的迁移能力比较(暳100)

2.2.3暋黏附实验结果:14灢E5亚克隆3h后的黏附率为(63暲4.7)%,MDA灢
MB灢435S细胞为 (68暲1.8)%,两者差异无统计学意义 (t=2.384,P=
0.052)。
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2.2.4暋克隆形成率实验结果:14灢E5克隆形成率(2.10暲0.66)%,MDA灢MB灢
435S细胞为(0.77暲0.66)%,两者差异有统计学意义(t=3.720,P=0.003)。
14灢E5细胞株的单细胞存活能力比亲代明显增强(图4)。

a:14灢E5;b:MDA灢MB灢435S
图4暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S的细胞克隆形成能力比较

2.2.5暋体外侵袭能力测定:14灢E524h后侵入侵袭小室下层的细胞数为

26.0暲1.5个(每个高倍视野),MDA灢MB灢435S细胞为13.0暲2.0(每个高倍
视野),两者差异有统计学意义(t=9.177,P=0.001,图5)。

a:14灢E5;b:MDA灢MB灢435S
图5暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S细胞的侵袭能力比较(HE 染色暋暳200)

2.2.6暋细胞生长和增殖能力:14灢E5细胞群体倍增时间为47h,亲代细胞群体倍

增时间为45h,生长曲线显示14灢E5生长较 MDA灢MB灢435S细胞缓慢。
2.2.7暋细胞周期:14灢E5细胞增殖指数低于 MDA灢MB灢435S细胞(t=7.047,
P=0.002,表1),提示14灢E5细胞的增殖能力较 MDA灢MB灢435S低。

表1暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S的细胞周期比较暋暋(%)

细胞 G0/G1 期 S期 G2/M 期 PI

14灢E5 64.5暲2.3 22.7暲2.2 12.8暲1.1 36.0暲2.0a

MDA灢MB灢435S 53.7暲1.3 29.1暲1.5 17.2暲0.3 46.0暲1.0

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋PI:细胞增殖指数;a:P<0.050,与 MDA灢MB灢435S细胞比较
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2.3暋体内评价14灢E5亚克隆的转移能力

2.3.1暋移植瘤增殖能力:接种14灢E5组成瘤潜伏期为(16.0暲2.2)d,接种

MDA灢MB灢435S组潜伏期(13.0 暲 2.9)d,两者相比差异无统计学意义
(t=1.183,P=0.089);两组乳腺脂肪垫接种成瘤率均为100%。
2.3.2暋血行转移能力:接种14灢E5组9只,其中可评价的5只(第3周死亡

1只,第5 周死亡1只,第 7 周死亡 2 只,死因不详),3 只肉眼可见直径

0.5mm的肺转移灶,其余器官未见转移灶;组织切片显示4只有肺转移,其中
一只伴有肝转移;接种 MDA灢MB灢435S组9只,可评价的有3只(第3周死亡

2只,第5周死亡2只,第8周死亡2只,死因不详),解剖后仅1只肉眼可见肺转
移灶,其余器官未见转移灶;组织切片可见2只有肺转移,未见肝脏转移(图6)。

暋暋暋暋a:14灢E5肺转移;B:14灢E5肝转移;c:MDA灢MB灢435S细胞肺转移;d:MDA灢MB灢435S细胞肝脏无转

移灶;箭头所指之处为转移灶。

图6暋14灢E5与 MDA灢MB灢435S细胞的体内自发转移能力比较(HE染色暋暳200)

3暋讨论
早在1977年Fidler等[2]就提出肿瘤细胞群体异质性的实验证据和理论,

即在一个原发恶性肿瘤细胞群体中,并非所有瘤细胞均具有侵袭和转移能力,
仅某些亚群具有转移潜能而产生转移表型;在这些具有转移潜能的肿瘤细胞
亚群中,它们各自的转移能力也不一致。从肿瘤细胞系中分离不同转移潜能
的细胞亚克隆,可以为克隆肿瘤转移相关基因和研究肿瘤转移机制提供实验
工具。转移相关基因nm23是 Radinsky等[3]利用小鼠黑色素瘤细胞B16的
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不同转移潜能亚克隆筛选得到的;Urquidi等[4]利用体外有限稀释法建立

MDA灢MB灢435S的亚克隆,并通过裸鼠体内移植筛选出高转移性亚克隆 M灢
4A4、低转移性亚克隆 NM灢2C5;Goodison等[5]利用不同转移能力亚克隆细胞
研究发现肿瘤细胞具有休眠期,证实了肿瘤微环境能够影响转移灶的形成,发
现视黄酸受体毬4亚型(retinoicacidreceptor毬4,RAR毬4)可能与肿瘤转移有
关[6],并采用光谱核型分析、G显带技术、荧光原位杂交分析了该细胞亚克隆
的遗传学差异,发现它们具有不同的染色体异常[7]。研究表明,通过体外克隆
和(或)体内筛选,可以建立具有高浸润和转移能力或其他生物学特性的细胞
亚群,从而为探索肿瘤浸润、转移等生物学特性及其分子基础提供有价值的研
究对象[8灢9]。

本研究采用有限稀释法从人乳腺癌细胞系 MDA灢MB灢435S中分离出不
同转移潜能的克隆细胞株,发现细胞亚克隆之间的形态不同。组织形态学的
差异往往是功能差异的基础,国内外学者已研究发现形态上表现异质性的肿
瘤细胞有生物学行为的差异[10]。本研究通过体外克隆形成实验、细胞黏附能
力测定、细胞运动能力测定和细胞侵袭实验相结合的方法,初步筛选出人乳腺
癌高转移潜能亚克隆细胞14灢E5,该细胞的克隆形成能力、运动能力和侵袭能
力较亲代细胞增强。人乳腺癌细胞移植于免疫缺陷小鼠的乳腺原位,其发生
自发转移涉及从原发灶迁移到转移灶形成的完整过程,能较好的模拟人类乳
腺癌转移的特点[11]。因此,本研究采用乳腺脂肪垫接种SCID鼠验证克隆细
胞株的转移能力,结果发现体外筛选得到的高转移潜能的亚克隆细胞血行转
移能力比亲代增强。本研究筛选得到的高转移亚克隆14灢E5可以作为研究乳
腺癌转移机制、研发抗转移药物和评价抗转移实验性治疗疗效的实验工具。
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