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乳腺癌体外骨转移瘤 3D模型的建立 *
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摘要 目的：构建乳腺癌体外骨转移瘤 3D模型。方法：新生 CD-1小鼠的颅骨单独孵育为正常组，新生 CD-1小鼠的颅骨与

MDA-MB-231细胞低氧共孵育四天为模型组。通过扫描电镜（SEM）鉴定骨转移瘤模型，中性红染色法鉴定骨组织中的破骨细胞，

硝酸银复染法观察骨的溶解，结晶紫染色法观察骨转移瘤模型中肿瘤细胞的生长。结果：正常组骨表面光滑完整；模型组骨组织

表面黏附大量肿瘤细胞，破骨细胞活性增强，产生严重的溶骨，表面出现骨陷窝，骨纤维发生断裂。结论：成功建立了乳腺癌骨转

移瘤体外 3D模型，该模型能够模拟体内骨转移瘤微环境。
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Construction of Ex-vivo 3D Breast Cancer-bone Metastasis Model*

This study aimed to construct an ex-vivo 3D breast cancer bone metastasis model. Caldaria which incubated

with MDA-MB-231 cells for 4 days in a hypoxia systems as model group. Calvaria from neonatal CD-1 mice as normal group,

which incubated with MDA-MB-231 cells for 4 days in a hypoxia systems model group. The bone morphology and bone resorption of

advanced breast cancer with bone metastasis were detected by scanning electron microscope (SEM) to authenticate the success of model,

NR staining to distinguish the osteoclast, silver nitrate counter staining to observe the osteolysis and crystal violet staining to observe the

growth of tumor cells in bone metastases site. The surface of bone tissue was smooth in normal group. After calvaria incubated

with MDA-MB-231 cells for 4 days, the bone fiber was fractured, bone lacuna was developed, the activity of osteoclast was increased

and the osteolysis was severe. The ex-vivo 3D breast cancer-bone metastasis model successfully simulated bone metastasis

in-vivo micro-environment.

Breast cancer; Bone metastatic; 3D model

*基金项目：陕西省自然科学基金项目(2016JM8060)

作者简介：赵一浦（1992-），硕士研究生，主要研究方向：乳腺癌骨转移瘤靶向递药系统，E-mail: zhaoyipu@fmmu.edu.cn

△ 通讯作者：周四元，E-mail: zhousy@fmmu.edu.cn，电话：15809272805

（收稿日期：2016-10-19 接受日期：2016-11-10）

前言

骨的生理环境能促进肿瘤细胞的黏附侵袭，成为乳腺癌、

前列腺癌、肺癌等癌症的好发转移部位，其中 65 %-70 %的乳

腺癌晚期患者发生肿瘤骨转移[1]。肿瘤骨转移患者会产生如疼

痛、病理性骨折、脊髓压迫、高钙血症等一系列骨相关事件

（skeletal related events，SRE），严重影响患者的生存质量，降低

患者生存率，这一现象引起了临床和基础研究工作者的关注。

目前常用模型是通过肿瘤细胞系与动物共同建立的体内

移植瘤模型[2,3]，而在肿瘤发生转移部位细胞与细胞，细胞与基

质的相互作用对肿瘤形态的变化起着重要的作用，体内移植瘤

模型不能展现出所有的体内生理过程，适用性差。另外建立体

内骨转移瘤模型消耗费用多，周期长。

3D模型的微环境包含细胞外基质，与体内的环境基本接

近[4]，从形态学、细胞学、生物学的角度，将体内模型中无法直观

可见的生理过程清晰的展现在眼前。本研究运用在体骨与

MDA-MB-231人乳腺癌细胞系构建体外 3D模型模拟体内乳

腺癌骨转移瘤，为临床和基础研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器 HH.CP-01二氧化碳恒温培养箱（上海和呈仪器

制造有限公司），倒置差显微镜 （德国 LEICA 公司），

DS-5M-ui80i荧光显微镜（尼康公司，日本东京），970CRT荧光

分光光度计（上海精密仪器有限公司），S-4800场发射扫描电子

显微镜（scanning electron microscope，SEM）（日本日立公司）。

1.1.2 试剂 试剂均为分析纯，DMEM培养液购自 Sigma 公

司。胰酶购自科昊生物有限公司，MTT购自北京鼎国生物技术

有限责任公司，胎牛血清购自天津市濒洋生物制品科技责任有

限公司。中性红购自碧云天生物科技有限公司，硝酸银购自上
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海精细化工材料研究所，结晶紫购自碧云天生物科技有限公司。

1.1.3 动物 人乳腺癌MBA-MD-231细胞购自中国科学院典

型保藏委员会细胞库。CD-1仔鼠 10只，新生两天内，购自于第

四军医大学实验动物中心。

1.2 方法

1.2.1 乳腺癌体外骨转移瘤 3D 模型的建立 将一天龄的

CD-1小鼠处死后，在无菌环境下剥离颅骨，用生理盐水冲洗颅

骨表面残留组织和血迹，再用 PBS清洗两遍并修剪成大约 3

mm× 3 mm的骨片备用。取对数生长期的MDA-MB-231细胞，

用 0.25 %的胰蛋白酶消化，悬浮于含 10 %胎牛血清的 DMEM

培养液中，使得细胞密度达到 5× 105/mL。将上述 1 mL的细胞

悬浮液加入培养小瓶中，每瓶放 2片颅骨，拧紧瓶盖，置于 37

℃，5 % CO2的培养箱中孵育 4天后，即为模型组；新鲜剥离的

颅骨洗净后为正常组。

1.2.2 扫描电镜（SEM）鉴定骨转移瘤模型 将模型组、正常组

分别用 2.5 %的戊二醛固定 30 min，然后分别在 50 %、70 %、95

%的乙醇中梯度脱水 10 min，最后在 100 %的乙醇中脱水 30

min后镀晶，扫描电镜在不同放大倍数下观察颅骨的破坏程

度，肿瘤细胞以及骨陷窝。

1.2.3 中性红染色法鉴定骨组织中的破骨细胞 在活性骨组

织中破骨细胞尺寸大且具有多核的特点，与其他细胞比有明显

的差别，故中性红（NR）可快速吸附在破骨细胞上，使其细胞核

染成红色[5]。将模型组、正常组的颅骨用 PBS洗净后，分别用中

性红染色 10 min后，再用 10 %福尔马林固定 12 h以上，显微

镜拍照观察。

1.2.4 硝酸银复染法观察骨的溶解 骨头矿化基质中的磷酸

钙、碳酸钙在硝酸银的作用下转变为磷酸银、碳酸银，然后用日

光、紫外线或还原剂可使其还原为黑色的金属银。故对于溶骨

现象发生的部位，利用硝酸银复染后并不会产生黑色，而由于

溶骨出现空洞，出现硝酸银的亮斑[7]。将上述中性红染色后的片

子，在 2 %的硝酸银溶液中避光染色 15 min，然后在紫外灯下

照 20 min后，显微镜直接观察。

1.2.5 结晶紫染色法观骨转移瘤模型中肿瘤细胞的生长 为

观察肿瘤细胞对颅骨的黏附情况，将无菌条件下新鲜分离的颅

骨，用 PBS清洗两遍并修剪成大约 3 mm× 3 mm的骨片，胰酶

消化上述骨片 30 min备用以期消除骨细胞对实验的影响。取

对数生长期的MDA-MB-231细胞，用 0.25 %的胰蛋白酶消化，

悬浮于含 10%胎牛血清的 DMEM培养液中，使得细胞密度达

到 5× 105/mL。将上述 1 mL的细胞悬浮液加入培养小瓶中，每

瓶放 2片消化后的骨片，拧紧瓶盖，置于 37℃，5 % CO2的培

养箱中孵育 4天后作为模型组；消化后的骨片为正常组；取出

骨片，95 %酒精固定 10 min，PBS洗 3遍，结晶紫 5 mg/mL染

色 15 min。将染色的骨片用 PBS洗 3遍后倒置显微镜下观察，

每个骨片随机取 10个不同的视野计数黏附的细胞。

1.3 统计学分析方法

实验数据利用均数± 标准差（x± s）的方式表示，采用

SPSS17.0软件对实验数据进行分析，组间均数比较用 t检验。

其检验水准为 琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 扫描电镜（SEM）鉴定骨转移瘤模型

通过 SEM观察模型组，当放大倍数为× 1.0 k许多肿瘤细

胞黏附在骨组织表面，当放大倍数增大到× 5.0 k时可以看到

肿瘤细胞黏附在陷窝处，触角紧紧抓住周边骨纤维[8]。将放大倍

数继续增加至× 10.0 k甚至× 50.0 k，其表面的骨纤维发生断

裂，而正常组的骨纤维光滑平整。（图 1）为进一步观察肿瘤细

胞对骨组织的破坏，对经胰酶消化过的骨进行 SEM扫描，发现

模型组的骨表面出现大量空洞，空洞的深浅不一，而正常组表

面光滑只有个别较浅的凹处。（图 2）随机挑选视野，对表面骨

陷窝进行统计，正常组与模型组有显著性差异（P<0.05）。

2.2 中性红染色法鉴定骨组织中的破骨细胞，硝酸银复染法观

察骨的溶解

经中性红染色后随机挑选视野观察，模型组有大量多核细

胞即破骨细胞，而正常组视野下的细胞大多为单核，多核的破

骨细胞只有 1~2个。中性红染色后的颅骨用硝酸银复染，模型

组由于破骨细胞大量激活产生严重的溶骨现象，所以硝酸银复

染后亮斑区域几乎覆盖整个视野，而正常组的视野下只有个别

颜色较暗的亮斑，是正常骨在生理状态下的空洞，此实验结果

图 1 扫描电镜（SEM）观察对照组与模型组颅骨表面骨纤维及肿瘤细

胞

Fig.1 Bone fibres of normal group and model group by SEM. The tumor

cells on calvaria in model group detected by SEM.

图 2 扫描电镜（SEM）观察对照组与模型组颅骨表面骨陷窝

Fig.2 Bone lacuna in normal group and model group detected by SEM
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与 SEM观察，经肿瘤细胞破坏过骨组织表面骨陷窝的结果一

致。（图 3）。

2.3 结晶紫染色法观骨转移瘤模型中肿瘤细胞的生长

从图 4可以看出模型组中颅骨表面有大量的肿瘤细胞，正

常组的表面有少量的细胞是没有消化完全的残留骨细胞，该实

验证明正常的颅骨对肿瘤细胞有极强的黏附性，在模型中黏附

的肿瘤细胞对骨造成破坏。

3 讨论

乳腺癌是女性最好发的肿瘤之一，在我国，乳腺癌发病率

在近年来呈不断上升趋势对于乳腺癌晚期患者，骨是其最常见

的远端转移部位，骨转移在乳腺癌转移病例中大约占到 80%

-90%[10]。乳腺癌的骨转移不仅威胁到患者生命，更重要的是它

还带来的一系列骨相关事件，包括病理性骨折、残疾、骨痛、神

经压迫（包括脊髓压迫）、贫血和高钙血症等。目前虽然对乳腺

癌原发灶的治疗取得了长足进步，但相比之下，乳腺癌骨转移

的治疗却停滞不前。

乳腺癌发生骨转移是一个非常复杂的过程，其中包括了乳

腺癌细胞同原位乳腺微环境以及转移处骨微环境的相互作用。

到目前为止，没有一个明确的理论可以很好地阐述肿瘤 -骨的

细胞分子机制，最主要的原因是缺乏一个理想的模型可以同时

从生理、细胞、分子角度概括这个复杂的生理环境。目前常用体

内移植瘤模型来研究肿瘤骨转移的发生机制，但是由于肿瘤细

胞到达骨组织处数量的不可控性，以及肿瘤细胞无法像体内的

真实情况那样产生变异性，最终导致体内模型再现性差。其次，

体内移植瘤模型不能完整模拟骨转移瘤处的微环境（物种特异

性或者异性细胞干扰）以及疾病的发展[12]，导致适用性低。此

外，建立体内移植骨转移瘤模型需要大量裸鼠及细胞，费用高

且耗时。3D模型很大程度上克服了上述不足，这是由于 3D模

型拥有与组织本身相似的细胞外微环境，模拟细胞 -细胞以及

细胞 -基质之间的相互作用。近年来开展很多新的 3D骨转移

瘤模型，包括将肿瘤细胞嵌入胶原蛋白Ⅰ型凝胶与老鼠头盖骨

直接共培养[13]，将肿瘤细胞与头盖骨在正常条件中放入金属网

格于培养皿底部共培养，还有用转基因生物有机聚合物支架模

拟 3D系统产生关于细胞信号表型变化，血管生成，肿瘤细胞

化学电阻，肿瘤细胞与成骨细胞相互作用的重要信息[15]。虽然

类似上述的模型克服了很多体内模型的不足，但是这些生物改

造的 3D模型没有完全模拟出在体骨的微环境，且操作相对复杂。

本文选择新生 CD-1小鼠颅骨，是由于刚出生小鼠的颅骨

取出后存活率最高可提供完整的骨生长环境。低氧的环境是为

了反映恶性实体瘤和骨环境中低氧情况，低氧环境可以促进肿

瘤细胞产生前列腺素 E2（PEG2）[16,17]，Goldhaber曾用老鼠头盖

骨组织研究过 PEG2对骨重吸收有重要的影响[18]。研究显示乳

腺癌转移患者中溶骨性病变占 85 %左右[19]，所选用的人乳腺癌

细胞MDA-MB-231是一种常用具有溶骨性的细胞，更加清晰

的还原骨转移瘤处溶骨现象[20,21]。骨转移瘤发生时，能够激活病

灶部位破骨细胞，增加了骨重吸收，使骨质遭到严重破坏，并使

骨基质中的生长因子释放到肿瘤组织，促进肿瘤迅速生长，这

一 "肿瘤生长 -溶骨 -肿瘤生长 "的恶性循环促进溶骨和肿瘤

边缘的不断扩大[22]。通过 SEM的结果可以看出，骨转移发生后

出现骨纤维断裂甚至骨表面出现陷窝，中性红硝酸银复染实验

结果同样证明，骨转移有明显的溶骨行为。骨转移发生时产生

的甲状旁腺激素相关肽 PTH，PEG2以及肿瘤细胞等因子刺激

破骨细胞过度激活，骨吸收与骨形成不平衡，破骨细胞由单核

巨噬细胞分化而成，一个活化的破骨细胞可以溶解 100个成骨

细胞所形成的骨组织[23]，继而产生溶骨。本研究用 NR染色比

较破骨细胞的数量和活跃程度，模型组破骨细胞数量明显多于

正常组（P<0.05），这与 SEM检查后骨组织破坏一致。以上结果

表明，乳腺癌骨转移瘤 3D体外模型成功建立，该模型可进一

步用于研究乳腺癌骨转移发生的分子机制，是研发治疗肿瘤骨

转移新药的重要工具。
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