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荧光素酶表达的脑胶质瘤小鼠模型的建立
李雨莹,罗凯伦,邹宗幸,刘滨磊,汪　洋

(湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]运用 PiggyBac转座子系统,通过嘌呤霉素筛选构建稳定表达荧光素酶的 U８７MG 细胞株(U８７MGＧ
FLUC).通过流式细胞术检测 U８７MGＧFLUC细胞株纯度达到１００％.该细胞系传代后能稳定表达荧光素酶,且
生物发光的强度与细胞个数成正比.将该稳定表达荧光素酶的细胞接种于免疫缺陷型小鼠的颅内,肿瘤接种后的

７d,利用活体成像仪对植瘤小鼠进行检测,确定肿瘤的大小以及位置.结果表明:接种了 U８７MGＧFLUC细胞的裸

鼠,均长出肿瘤;成功构建了表达荧光素酶的 U８７MG细胞株,且人脑胶质瘤细胞系的裸鼠肿瘤模型构建成功.
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　　脑胶质瘤是对神经功能影响最大、最直接的神

经外科疾病.脑胶质瘤具有较高的侵袭性,即便采

取手术及放化疗等治疗措施,预后依然较差,大部分

脑胶质瘤患者在接受综合治疗后仍容易复发[１].建

立一个稳定的胶质瘤动物模型可以更好地帮助研究

针对脑胶质瘤的治疗方法.常见的脑胶质瘤模型通

常需要处死荷瘤小鼠,这样一来就不能实时且准确

地反映肿瘤在裸鼠体内的生长状况[２Ｇ３].活体动物

体内光学成像技术主要包含生物发光或激发荧光两

种技术,前者如荧光素酶,后者如绿色荧光蛋白

等[４].荧光成像既可以标记动物、细胞和微生物,也
可以是抗体或纳米材料等较广泛的对象.生物发光

不需要激发光源背景,且具有较高的特异性和灵敏

性,是研究肿瘤生长及发展稳定且有效的技术手

段[５Ｇ７].人脑胶质瘤的研究中,U８７MG 是最常用的

细胞系之一[８],将带有荧光素酶(luciferase)的质粒

PBDPＧFirelyLuciferase 利 用 Lipofactamine３０００
转染进入 U８７MG细胞,得到稳定表达荧光素酶的

细胞系.将表达荧光素酶的 U８７MG细胞原位注射

进入裸鼠的颅内,建立表达荧光素酶的裸鼠模型,并
通过动物活体成像技术观察脑胶质瘤在裸鼠体内的

生长和发展[９],并对该细胞株的成瘤性进行评估.

１　实验材料

PBDPＧFirelyLuciferase质粒由本实验室前期

的实验研究中构建完成;pSPBT 辅助质粒由 SysＧ
temBiosciences公司获得;U８７MG 细胞从中国科

学院 细 胞 库 购 得;U８７MG 及 改 造 后 的 细 胞 株

U８７MGＧFLUC均用 DME/FＧ１２(HyClone,USA)
培养;胎牛血清购自四季青品牌(浙江天杭生物科技

股份有限公司);转染试剂盒Lipofactamine３０００购

自 ThermoFisherScientific公司;转染介质培养基

用 MEM(HyClone,USA),荧光素酶底物购自碧云

天生物技术公司;无内毒素大提试剂盒购自天根生

物科技有限公司;嘌呤霉素购自Promega.

２　实验方法

２．１　筛选 U８７MG的最佳嘌呤霉素浓度

将培养于１０％胎牛血清的DMEM 培养基中的

U８７MG细胞消化得细胞悬液,按照５×１０４个/孔的

细胞量接种于２４孔板中,放置于５％ CO２、３７℃培

养箱中培养２４h.嘌呤霉素按照０、５、１０、１５、２０、

２５、３０μg/mL设置浓度梯度,连续观察 U８７MG 细

胞的生长及存活状态.细胞在５~７d内全部死亡

的孔所对应的嘌呤霉素浓度,将最低致死浓度选为

筛选单克隆 U８７MG细胞的最佳浓度.

２．２　转染 U８７MG细胞

将处于对数生长期的 U８７MG 细胞,以５×１０４

个/孔的细胞量接种于２４孔板中培养２４h,当细胞

汇合度达到９０％左右时转染质粒.按照 LipofacＧ
tamine３０００说明书进行转染实验,将PBDPＧFirely
Luciferase质粒和pSPBT质粒按照５∶１的质量比

加入到无血清的 MEM 培养基中记为 A管,向 A管

中加 入 P３０００ 试 剂.将 Lipofactamine３０００ 与

MEM 混合记为B管,A 管与B管轻微混匀室温静



置１０min后,加入到培养的 U８７MG 细胞中,并继

续培养４８~７２h,观察 GFP荧光蛋白表达的情况,
并用嘌呤霉素进行筛选.

２．３　筛选单克隆细胞

用嘌呤霉素筛选后的细胞,GFP表达达到７０％
以上时消化细胞获得细胞悬液,再将细胞悬液梯度

稀释至５００个/mL接种于９６孔板中,使每孔１~２
个细胞.培养２４h以上观察细胞,记录仅有单个细

胞的孔.

２．４　流式细胞术检测单克隆细胞株的纯度

荧光显微镜下选取表达 GFP荧光蛋白的单克

隆细胞,扩培至６孔板中,待细胞汇合度达到９０％
时,消化细胞并用PBS清洗重悬细胞,用BDC６流

式细胞仪检测 U８７MGＧFLUC中 GFP的表达率,并
用FlowJoVX分析流式结果.

２．５　各单克隆细胞株荧光值检测

消化筛选出来的单克隆阳性细胞株,用PBS重

悬细胞并按照梯度稀释为４×１０５、２×１０５、１×１０５、５
×１０４、２．５×１０４、１．２５×１０４、６２５０、３１２５个细胞接种

到９６孔板中,设置仅有PBS的孔作为空白对照,加
入等体积工作浓度的 DＧLuciferin,使用多功能酶标

仪分析生物发光强度.

２．６　细胞生长曲线绘制

取筛 选 的 U８７MGＧFLUC 细 胞 和 为 改 造 的

U８７MG细胞,按照１×１０４/孔接种至９６孔板中,接
种后的２４,４８,７２及９６h消化细胞并计数.

２．７　BALB/c裸鼠颅内植瘤模型的建立

BALB/c 裸 鼠,６ 周 龄 雌 性 ２ 只. 收 集

U８７MGＧFLUC单克隆细胞,用 PBS清洗重悬为２
×１０７/mL.２只裸鼠颅内接种５０μL的 U８７MGＧ
FLUC细胞悬液.注射细胞悬液后的７d,用动物活

体成像系统(PerkinElmer,MA,USA)拍摄生物

发光.

３　实验结果

３．１　质粒转染 U８７MG细胞并用嘌呤霉素筛选

选用 PB转座子载体质粒 PBDPＧFirelyLucifＧ
erase和辅助质粒 pSPBT.其中 PBDPＧFirelyLuＧ
ciferase质粒上带有绿色荧光蛋白 GFP标签,作为

质粒转染细胞的检测标记物.
经过嘌呤霉素筛选之后,确定了添加嘌呤霉素

的最佳添加浓度为１５μg/mL.将PiggyBac(PB)转
座子载体质粒系统PBDPＧFirelyLuciferase质粒和

辅助质粒pSPBT转染进入U８７MG细胞中,２４h后

可见明显的绿色荧光,表明转染成功.向转染后的

细胞中加入１５μg/mL 的嘌呤霉素,每２４h观察

U８７MG细胞,５d后质粒未转染成功的细胞死亡,
存活的均为 U８７MGＧFLUC细胞.

３．２　挑取 U８７MGＧFLUC单克隆细胞株

将转染成功的 U８７MGＧFLUC细胞,稀释加入

９６孔板中培养.２４h后挑出仅有单个细胞的孔继

续培养扩增,当细胞汇合度达到８０％以上后选取细

胞形态未发生变化的 U８７MGＧFLUC单克隆细胞株

两株,观察其表达绿色荧光蛋白的情况(图１).

图１　U８７MGＧFLUC单克隆细胞

３．３　流式细胞仪检测 U８７MGＧFLUC单克隆细胞

通过流式细胞仪检测 U８７MGＧFLUC细胞株的

绿色荧光蛋白 GFP的表达,对照组为未转染质粒的

U８７MG培养细胞(图２),E７细胞株的 GFP表达率

达到９８．７％,D３细胞株的 GFP表达率达到１００％,
选取D３株做进一步的研究.

图２　流式细胞仪检测单克隆细胞

３．４　U８７MGＧFLUC细胞系的生长特性及荧光素

酶的表达

对不同培养时间的 U８７MGＧFLUC单克隆细胞

进行细胞计数.观察到 U８７MGＧFLUC单克隆细胞

与未改造的 U８７MG 细胞有相似生长曲线(图３).
选取第６,９,１２代次的 U８７MGＧFLUC细胞加入荧

光素酶底物检测,随着细胞培养代次的增加,荧光素

酶活性保持稳定(图４).进一步,取第１２代进行梯

度稀释,荧光素酶活性与细胞个数成线性相关(R２

＝０．９７０６)(图５).

３．５　裸鼠颅内植瘤模型的建立

收集 U８７MGＧFLUC 细胞,对裸鼠颅内接种.

７d后使用小鼠活体成像系统检测到裸鼠颅内有明

显的荧光信号.
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图３　U８７MG和 U８７MGＧFLUC生长曲线

图４　不同代次细胞的荧光强度

图５　细胞个数与荧光强度相关
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图６　动物活体成像拍摄

４　结束语

通过转染质粒,构建了稳定表达荧光素酶的人

脑胶质瘤细胞系.细胞内表达荧光素酶可以催化体

外导入的荧光素酶底物 DＧ荧光素,所产生的５５０~
５８０nm 的荧光,具有较强的组织穿透能力,可有效

穿透深层组织[５].对于无法使用游标卡尺直接对病

灶进行测量的脑胶质瘤的模型而言,产生荧光素酶

的肿瘤细胞系更能清晰反映肿瘤的发生和发展过

程,为观察肿瘤病灶的形成提供直观且可以量化的

数据[７,１０].
本实验将PBDPＧFirelyLuciferase和pSPBT转

入到 U８７MG中,通过嘌呤霉素筛选出稳定表达荧

光素酶的细胞株,并通过流式细胞仪选取高纯度的

U８７MGＧFLUC细胞.得到的细胞株能稳定表达荧

光素酶,且其表达量及强度不会随着细胞传代而衰

减.进一步建立的裸鼠颅内植瘤模型,则通过对实

验裸鼠正位和侧位的拍摄确定了瘤体在颅内目标位

置形成,有较强的生物荧光信号.本实验可以延长

裸鼠颅内成瘤的观察时间及裸鼠荷瘤的生存期.
目前研究中活体动物体内光学成像技术多应用

近红外iRFP和 GFP蛋白来成像,但是对于脑胶质

瘤这种成瘤位置较深、能植入细胞悬液体积较少的

瘤体模型来说,荧光素酶成像更加灵敏,是更为合适

的选择.
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