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Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌动物模型的建立
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（广西肿瘤防治研究所 生物医学研究中心，广西 南宁 ５３００２１）

　　摘要：目的　建立 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌动物模型，为深入开展肝细胞癌的实验研究打下基础。
方法　取 ９０只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，联合采用二甲基亚硝胺（ＤＥＮ）／四氯化碳（ＣＣｌ４）／乙醇诱导 ２０周，观
察其肝癌的发生情况。另取 １０只同种小鼠作为正常对照组。ＲＴＰＣＲ法检测病变肝组织中 ＡＦＰ基因
表达。结果　实验组 ９０只小鼠共死亡 ８只；病理学检查发现，存活的 ８２只小鼠中有 ７１只发生肝癌，
诱癌成功率为 ７８．９％（７１／９０），肝癌小鼠的肝癌组织学类型以中、高分化为主；另 １１只有不同程度的
药物中毒性肝炎或肝硬化（１２．２％）；对照组小鼠肝脏均未发现明显异常。成癌组中的肝癌组织
ＲＴＰＣＲ检测可见 ＡＦＰ基因表达，非肝癌组织及对照组于组织中无 ＡＦＰ表达。结论　采用ＤＥＮ／ＣＣｌ４／乙
醇联合能诱导出 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ甲胎蛋白分泌型小鼠肝癌，诱导时间相对较短，癌变率高，部分病变肝组织
中伴有肝炎、肝硬化病理学改变，是较理想的研究肝癌的实验动物模型。
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Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ，ＣＢＡ／Ｊ等小鼠自然肝癌发生率高，而
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠自然肝癌和乳腺癌发病率均较
低。前两种属自然肝癌发生率约为后一种属的

５０倍。虽有学者［２］报道用四氯化碳（ＣＣｌ４）和乙
醇能诱发小鼠肝癌，但成功率不高，却在诱癌过程

中死亡率很高。因此诱发 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌，
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目前还没有成熟的经验可借鉴。据报道，单纯应

用二甲基亚硝胺（ＤＥＮ）在 ２０周内能成功诱发大
鼠肝癌［３－５］，但本研究在预实验中发现，单纯 ＤＥＮ
并不能诱发出 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌，而且可能同
时诱发出肝、肺和消化道等多种肿瘤。为此，笔者

参考文献并作改良，采用 ＤＥＮ／ＣＣｌ４／乙醇联合诱
导，以期建立稳定的 ＡＦＰ分泌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
肝癌动物模型，为了解肝癌的自然发生发展过程

及开展肝癌的基因治疗提供实验模型。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性健康小鼠：
６～８周龄，体重 ２３～２８ｇ，购自四川医学科学院实
验动物研究所，符合国标 ＧＢ１４９２２－９４ＳＰＦ级质
量标准。所有动物实验均符合四川医学科学院实

验动物研究所管理委员会动物管理和使用的有关

标准执行。

１．１．２　主要试剂　ＤＥＮ和 ＣＣｌ４购自天津化学试
剂研究所；乙醇和橄榄油购自北京化学试剂公司；

苏木精、伊红为上海化学试剂厂产品，多聚甲醛购

自天津；Ｔｒｉｚｏｌ和 ＭＭＬＶ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｐｙ
ｒｏｂｅｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和 Ｏｌｉｇａｏ（ｄＴ）１５购自 ＴａＫａ
Ｒａ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　诱癌方法　参考有关文献［２－３］，并作了改

进。将动物随机分为 ２组，即实验组 ９０只和对照
组 １０只。实验组小鼠首先用 ＤＥＮ１次腹腔注射
１００ｍｇ／ｋｇ（生理盐水配制）；３ｄ后开始以 ＣＣｌ４和
橄榄油（配制体积比 ２０∶８０）灌胃，０．０５ｍＬ／１０ｇ，
２次／周；第 ３ 周 再 次 腹 腔 灌 注 ＤＥＮ １ 次
（５０ｍｇ／ｋｇ），同时开始给予含有 ９％乙醇的饮用
水。第 ４周开始加大 ＣＣｌ４剂量至 ０．０８ｍＬ／１０ｇ。
实验期间喂以小鼠颗粒饲料。对照组小鼠仅以小

鼠颗粒饲料喂养，并自由饮用灭菌普通水。观察

两组小鼠的生长情况，精神食欲改变及体重等变

化。连续 ２０周后处死全部小鼠。
１．２．２　标本的收集与处理　取实验组肝癌组织
及对照组正常肝组织，用 ３％中性多聚甲醛固定，
常规石蜡包埋，制成 ５μｍ厚的连续切片；苏木素
－伊红（ＨＥ）染色，光镜观察。另留取小块新鲜肝

肿块组织和正常肝组织快速冷冻，用于检测小鼠

甲胎蛋白（ＡＦＰ）分子的表达。
１．２．３　ＡＦＰ基因表达的检测　从肿块远端正常
肝组织（距离癌肿 ２０ｍｍ以上）和小鼠肝癌组织
中分别抽提总 ＲＮＡ，操作按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明进行。
ＡＦＰ扩增引物为：上游引物 ５′ＣＴＧＧＣＧＡＴＧＧＧＴ
ＧＴＴＴＡＧ３′；下游引物 ５′ＴＧＧＴＴＧＴＴＧＣＣＴＧＧＡＧＧＴ
３′（由北京赛百盛生物工程公司合成），预计目的
片段 ４７４ｂｐ。扩增条件：９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，
５６℃ ４５ｓ７２℃ ２ｍｉｎ；３０个循环后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ，１％琼脂糖凝胶电泳观察并照相。

２　结　果

２．１　小鼠肝癌发生情况
实验组 ９０只小鼠在诱癌过程中死亡 ８只，主

要发生在头 １～２个月。死亡小鼠早期主要病理
表现为肝脏充血、出血、水肿、大量炎细胞浸润、

肝细胞变性坏死明显、部分肝纤维组织增生。实

验过程中，对照组 １０只小鼠饮食及精神状态均无
异常，平均体重有所增加（２７．４５ｇ）。而实验组在
不同时期有不同程度的食欲减退，体重下降（平

均体重 ２３．７６ｇ），精神状态不佳。
２０周处死小鼠时发现，对照组心、肺、肝、脾、

肾等均无异常；８２只存活小鼠有 ７１只（８６．６％）
发生了肝癌，，诱癌成功率为 ７８．９％（７１／９０）。
７１只中 ５９只（８３．１％）的肿瘤呈多灶性病变，肝
脏表面肉眼可见散在 １．５～２．５ｍｍ左右的细颗粒
状灰白色斑点，肝脏质地轻度变硬，较大的单个结

节直径可达 ２５ｍｍ，质硬。检查肺、肾、心、胰腺、
肠、纵隔及腹腔淋巴结，未发现明显转移灶（附

表）。镜下显示均为中、高分化肝细胞癌（ＨＣＣ）
（图 １－２）；细胞排列结构紊乱，染色质明显增
粗，细胞大小、形状各异，可见瘤巨细胞和病理性

核分裂。另１１只虽未成癌，但出现了不同程度的
药物性肝炎，肝纤维化，肉眼观，肝脏可见粟粒样

灰白色斑点，部分可见表面凹凸不平；镜下表现为

不同程度的肝细胞点状坏死，充血，大量淋巴细胞

浸润或肝细胞非典型增生，胆管上皮细胞增生明

显，可见假胆管，部分肝小叶结构改建，小叶周边

肝纤维组织增生，提示有肝硬化改变（图 ３－４）。

附表　实验组Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌发生情况（ｎ＝９０）

病变性质

ＨＣＣ例数（％） 非ＨＣＣ例数（％）

ＨＣＣ肿块平均直径（ｃｍ）

≤１．０例（％） ≥１．０例（％）

ＨＣＣ肿块个数

≤２例（％） ≥３例（％）
肝外侵犯 死亡例数（％）

７１（７８．９） １１（１２．２） ５８（８１．７） １３（１８．３） １２（１６．９） ５９（８３．１） ０ ８（８．９）

８５６
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　　图１　高分化肝细胞癌，可见病理性核分裂 （ＨＥ×４００） 　　图２　中分化肝细胞癌，细胞分化程度中等，细胞异型性明
显，可见瘤巨细胞（ＨＥ×４００）

　　图３　早期肝硬化，部分胆小管上皮细胞高度增生，假胆
管形成（ＨＥ×４００）

　　图４　肝硬化病变，肝脏大量纤维结缔组织增生，肝小叶
结构破坏（ＨＥ×１００）

２．２　肝癌组织中ＡＦＰ的表达
逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测发

现，成癌的 ７１只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝癌组织中可检
测到高水平的 ＡＦＰｍＲＮＡ的表达（图 ５），而肿瘤
远端的肝组织无 ＡＦＰ基因表达。

!""#$

%&'()*+,-+

　　图 ５　ＡＦＰ基因表达检测　　１：小鼠癌远端正常
肝组织，无 ＡＦＰｍＲＮＡ表达；２，３：小鼠肝癌组织，可见
ＡＦＰｍＲＮＡ表达（４７４ｂｐ）；４：内参照

３　讨　论

肝癌动物模型是进行肝癌实验研究的最基本

条件。自 ２０世纪初获得小鼠自发性肝癌模型以
来，对肝癌动物模型的研究不断深入，逐步建立

了动物自发性肝癌模型、诱发性肝癌模型、移植

性动物肝癌模型、人类肝癌的异种移植模型以及

转基因动物肝癌模型［６－９］。其中自发性肝癌模型

仍然是其他模型不可替代的，因为该种模型与人

的肝癌发生过程比较相似，经历了从肝炎、肝纤

维化、非典型增生到肝癌的相似阶段，因而对于

开展人肝癌的研究有着重要的意义。

ＤＥＮ已经较成功地用于诱导大鼠肝癌，而且
比较特异地局限于肝脏［３－４］。笔者等在预实验中

发现，ＤＥＮ除了诱发出小鼠肝癌外，还可见胃肠
道、腹腔和肺等都有肿瘤形成，因而肿瘤的来源

很难界定。ＣＣｌ４可造成动物肝损伤，目前认为主
要是与 ＣＣｌ４自身和其自由基代谢产物有关。ＣＣｌ４
自身的溶酶作用可导致肝细胞损伤，其主要物质

自由基 ＣＣｌ３是造成肝损伤的主要机制
［１，５］。ＣＣｌ４

还可激活肝星状细胞并导致胶原纤维沉积，因而

造成肝纤维化。长期给予乙醇也可造成肝损伤，

包括脂肪肝、肝纤维化和肝癌等。若单独使用某

种诱癌药物则剂量过大，容易引起急性肝功能损

害、急性肝坏死和心肺功能损伤，极易导致动物

９５６
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死亡。小剂量长期诱癌虽可产生致癌效果，但自

然肝癌诱癌周期太长，有的可长达 １年余，而小
鼠的自然寿命只有 ２年多，因此不利于开展肝癌
研究。为了能快速、稳定地建立小鼠肝癌动物模

型，笔者采用三者联合，通过调节剂量和改良给

药方法，在 ２０周内诱导出了 ＡＦＰ分泌性肝癌，同
时最大限度地减少在诱癌过程中小鼠的病死率。

这对于建立稳定的小鼠肝癌模型至关重要。

性别和诱癌敏感性有一定的关系［１０］。一般认

为雄性较雌性诱癌的成功率高，摘除睾丸的大鼠

可明显减少肝癌的发生。提示雄激素在大鼠实

验性肝癌的发生发展过程中起重要作用。本研

究全部采用雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠乃是基于提高肝
癌的发生率，减少种群之间的差异。

本实验在诱癌过程中，诱癌组死亡 ８例，病死
率为 ８．９％（８／９０），与文献［２］报道的 ５２．２％
（４７／９０）有较大差异。说明本实验极大限度地
降低了小鼠在诱癌过程中的病死率，且死亡的小

鼠均在头 ２个月之内。由于个体差异，个别小鼠
对致癌药物的耐受性差。主要是由于 ＤＥＮ和
ＣＣｌ４有较大的肝脏毒性作用，再加上乙醇对肝脏
的毒性，使小鼠肝细胞出现急性重度炎症反应，

肝细胞变性坏死。经调整剂量和给药方法后，诱

癌后 期 未 见 小 鼠 死 亡。本 研 究 经 过 ２０周 的
ＤＥＮ／ＣＣｌ４／乙醇联合诱癌，９０只小鼠中，７１只出
现了典型的肝癌病灶，诱癌成功率为 ７８．９％
（７１／９０），另 １１只出现不同程度的慢性药物中
毒性肝炎和／或肝硬化病变，故如继续诱癌可能
进展为 ＨＣＣ。实验组的不同动物的病理学检查
发现，肝脏的病变包括肝炎，肝硬化，非典型增生

及肝癌四种主要病理变化，但是否为序贯发生仍

有待进一步实验证实，需分期分批杀鼠观察其诱

癌过程中不同阶段的病理变化。

本研究还发现，所有肝癌组织中均有 ＡＦＰ基
因高表达，而在正常小鼠肝组织中不表达。故认

为，本实验成功建立了 ＤＥＮ／ＣＣｌ４／乙醇诱发的
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠甲胎蛋白分泌型肝癌模型，且与
人类肝癌的发生发展过程非常相似，癌变率高，

且 ８３．１％（５９／７１）的肿瘤呈多灶性，未见肝外转
移。该诱癌方法简单易行，模型稳定，为后续研

究靶向性转基因树突状细胞瘤苗对原发性肝癌

自然发生发展的影响打下基础。
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