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裸小鼠肝癌原位移植模型的建立
田树红，王日超，邢桂兰，肖敏，符健∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型。 方法　 采用异氟烷气化对实验动物进行全身

麻醉，分别用 “包埋法”和“夹心法”建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植瘤模型。 手术后用小动物活体成像系统对

肿瘤组织的生长情况进行检测，４ 周后对肝及肿瘤组织进行组织病理学检查。 结果　 采用夹心法建立的肝癌原位

移植 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠模型，具有操作时间短，难度低，成瘤率高的特点，肿瘤组织生长良好，在腹腔内未出现肿瘤广

泛种植现象，组织病理学检查无异常，动物死亡率低等特点。 结论　 与包埋法相比，夹心法更具优势，可快速制备

大批量小鼠肝癌原位移植模型，为肝癌原位药效学及其他研究提供更便利的平台。
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　 　 ２０１５ 年 ２ 月 ３ 日，世界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ＷＨＯ）发表了《全球癌症报告 ２０１４》，
研究称 ２０１２ 年全球癌症患者和死亡病例都在急剧

增加，新增癌症病例有近 ５０％ 出现在亚洲，而中国

占了其中的大部分。 “国际癌症研究中心（ Ｉｎｔｅｒｎａ⁃
ｔｉｏｎａｌ Ａｇｅｎｃｙ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ Ｃａｎｃｅｒ， ＩＡＲＣ）”报告
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预测全球癌症病例将呈现急剧增长态势，将由 ２０１２
年的 １４００ 万人（死亡 ８２０ 万人）逐年递增至 ２０２５ 年

的 １９００ 万人，预计到 ２０３５ 年将达到 ２４００ 万人。
２０１４ 年中国卫生统计提要数据表明，肝癌高居各种

恶性肿瘤相关死亡原因的总体第 ２ 位。 在全球范围

内，每年约有 ７５ 万新增肝癌病例，同时又有约 ７０ 万

例肝癌死亡病例，其中我国所占比例超过 ５０％ ［１］。
肝癌具有恶性程度高、治疗复杂和生存时间短

等特点，是目前临床上最常见的恶性肿瘤之一，目
前，常见的肝癌移植模型按接种部位分主要有皮下

移植和原位移植，按接种类型又可分为细胞混悬液

法和肿瘤组织块法［２］。 常见的肿瘤组织块原位移

植模型的建立方法（包埋法）是用套管针在动物肝

脏扎入约 ２ ～ ３ ｍｍ 深，塞入肿瘤组织块（约 １ ～ ２
ｍｍ３），无菌干棉签按压止血或用医用止血贴止血，
逐层缝合皮肤［３⁃４］。 但由于动物肝脏比较脆弱，操
作过程中容易造成肝脏大量出血，操作时间较长，在
大批量建立该模型时需要耗费大量的时间和精力。
因此，本研究建立了一种新的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌

原位移植模型，即夹心法。 该方法具有操作简单、手
术时间短、成瘤率高、肿瘤组织生长良好和动物死亡

率低等特点。 此外，在动物腹腔内未出现肿瘤广泛

种植现象，组织病理学检查无异常。 能为大批量制

备肝癌原位模型节约大量时间，为肝癌原位药效学

及其他研究提供更便利和有效的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与实验分组

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠，６ ～ ８ 周龄，雄性，体重

１８ ～ ２２ ｇ，购于广东省医学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ
（粤）２０１３⁃０００２】。 实验地点为海南省药物安全性

评价研究中心【ＳＹＸＫ（琼）２０１２⁃００１３】。 皮下移植

模型使用了 ４ 只裸小鼠，３０ 只裸小鼠用于肝癌原位

移植模型的建立，分为包埋法和夹心法模型组，每组

１５ 只。
１􀆰 ２　 肿瘤细胞株、实验器材、试剂及主要仪器

生物发光标记的肿瘤细胞株人肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃
７４０２ 购自上海乐晨生物科技有限公司。 手术器械：
手术剪，弯镊，直镊，持针钳，缝合针（４ × １０）， ０＃缝
合线；试剂：异氟烷购自 ＲＷＤ，瑞沃德公司，Ｄ⁃荧光

素钾盐购自 Ｓｙｎｃｈｅｍ 公司，ＰＢＳ 缓冲液、ＲＰＭＩ １６４０
培养液和胰酶消化液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，胎牛血清购

自浙江天杭生物科技有限公司；主要仪器： ＩＶＩＳ Ｋｉ⁃

ｎｅｔｉｃ 小动物活体成像系统购于美国 Ｃａｌｉｐｅｒ 精诺真

公司； ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统购于 Ｍａｔｒｘ 公司；
ＢＸ４１ 显微镜系统购于奥林巴斯公司。
１􀆰 ３　 术前麻醉

在建立肝癌原位移植模型时需要使用气体麻醉

系统［５］将裸小鼠进行术前麻醉，麻醉剂为异氟烷。
该麻醉系统是用具有一定气压的纯氧气带动异氟

烷，形成气化的异氟烷和氧气的混合气体。 将裸小

鼠放入一个相对密闭的透明有机材料制作的盒子

内，然后持续通入该混合气体。
１􀆰 ４　 肝癌皮下移植模型的建立

将体外培养好的肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃７４０２ 用无菌 ＰＢＳ
缓冲液冲洗 ２ 次，再用无菌 ＰＢＳ 缓冲液制备成浓度

为 １０７ 个细胞 ／ ｍＬ 的细胞混悬液。 取 ０􀆰 ２ ｍＬ 该细

胞混悬液，接种于 ４ 只裸小鼠右侧腋窝皮下，待成瘤

后备用。
１􀆰 ５　 肝癌原位移植模型的建立

建立肝癌原位模型时，将动物分为包埋法组和

夹心法组，每组各 １５ 只。 其主要操作步骤如下：取
生长良好的皮下移植瘤，用眼科剪剪成大小约为 ２
ｍｍ × ２ ｍｍ × １ ｍｍ 的肿瘤组织块备用。 实验采

用 Ｍａｔｒｘ ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统对实验动物进行

气体麻醉，麻醉剂为异氟烷。 该麻醉系统有 １ 根通

向小动物活体成像系统的管路，以确保动物在活体

成像仪内进行发光检测时能持续麻醉。 将此管路改

造成一个独立的麻醉装置，用于动物手术时的持续

麻醉。 动物麻醉后，取仰卧位，用组织剪逐层剪开皮

肤，开口长度约为 １ ｃｍ，暴露出肝脏。 包埋方法是

在肝左叶中间部位轻轻戳一个约 ３ ｍｍ 深度的隧

道，用无菌棉签局部轻压止血，将准备好的人癌组织

小心塞入，再用棉签轻压止血，亦可用生物胶（ＯＢ
胶）粘合伤口［６⁃９］；夹心法是用 ０＃手术线将肿瘤组织

块直接缝在肝右叶内侧：先用带缝合线的缝合针（４
× １０）穿过肿瘤组织，再从肝右叶内侧穿至外侧，然
后打一个手术结，轻轻拉紧，剪断手术线即可。 这样

肿瘤组织刚好可以夹在肝右叶和肝左叶之间，不会

与其他组织黏连，最后逐层缝合好腹腔，创口消毒，
小心饲养。
１􀆰 ６　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植肿瘤生长情况

的检测

目前，小动物原位移植癌在体检测方法是先将

肿瘤细胞进行荧光标记或生物发光标记，再把标记

好的肿瘤细胞移植到动物体内，然后通过小动物活

０４２
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体成像系统进行在体检测［１０⁃１２］。 本研究是将生物

发光标记好的肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃７４０２ 制备成细胞混悬

液，接种到 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠皮下，待成瘤后挑选生长

良好的实体瘤，制备成肿瘤组织块原位接种于动物

肝脏部位，检测时腹腔注射 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 的底物 Ｄ⁃荧
光素钾盐，注射体积为 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 体重，５ ～ １０ ｍｉｎ
后用小动物活体成像系统进行生物发光检测。
１􀆰 ７　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植肿瘤组织病理

检查

小鼠肝癌原位移植 ４ 周时，颈椎脱臼处死，取肿

瘤组织，４％ （ｍＬ ／ ｍＬ）甲醛溶液固定，修块、脱水、浸
蜡、包埋、切片，ＨＥ 染色，镜下观察肿瘤细胞的生长

情况。
１􀆰 ８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对所得数据进行单因素方

差分析，计算结果用（􀭰ｘ ± ｓ）形式表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型的建立

在采用包埋法和夹心法制备肝癌原位移植模型

时，对两者所需的手术时间、死亡动物数和肿瘤脱落

数进行了比较，包埋法完成 １ 只动物的手术时间为

８ ～ １０ ｍｉｎ，夹心法则只需要 ４ ～ ５ ｍｉｎ，在时间上比

前者缩短了近 １ 倍。 这主要是因为包埋法需要在肝

脏上开一个小洞，在整个操作过程中容易造成动物

肝脏大量失血，止血时间过长，而且操作不便。 夹心

法只需将肿瘤组织块小心缝挂在肝右叶内侧即可，
基本上不用止血。 在实验过程中，包埋法由于动物

失血过多而死亡 ２ 只，肿瘤脱落到腹腔 ２ 只，手术时

间为（９􀆰 ３ ± １􀆰 ４） ｍｉｎ，而夹心法接种动物均存活且

未出现肿瘤组织块脱落。 此外，夹心法手术时间为

（４􀆰 ６ ± ０􀆰 ７）ｍｉｎ，与包埋法比较差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 小动物活体成像系统检测小鼠肝癌原位移植

肿瘤生长情况

建立小鼠肝癌原位移植模型后，用小动物活体

成像系统对动物体内肿瘤生长情况进行实时监控。
图 １ 中 Ａ 和 Ｃ 为模型建立 ４ 周时的肿瘤在体生物

发光检测，只有活的肿瘤细胞才能被检测到。 图 １
中 Ｂ 和 Ｄ 为动物肝脏及实体瘤。 结果表明，用新方

法建立的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型与常用

的方法比较，肿瘤生长良好，无明显差异，成瘤率均

为 １００％ ，且均未形成肿瘤在腹腔内广泛种植的现

象。
２􀆰 ３　 常用方法和新方法建立小鼠肝癌原位移植瘤

病理检查

ＢＸ４１ 显微镜系统 １００ 倍光镜下观察肿瘤组织

标本，结果表明，包埋法和夹心法建立的小鼠肝癌原

位移植瘤肿瘤细胞及组织生长良好，未出现坏死，细
胞形态一致，癌细胞成癌巢状分布，癌巢周围为纤维

结缔组织（图 ２）。

注： Ａ 和 Ｃ 分别为包埋法和夹心法建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型的小动物活体成像检测图，右边的颜色棒说明不同

颜色代表不同数量的肿瘤细胞，从下到上表示肿瘤细胞的数量越来越多；Ｂ 和 Ｄ 分别为包埋法和夹心法建立的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小

鼠肝癌原位移植实体瘤。

　 　 图 １　 荷瘤裸小鼠的生物发光检测和实体瘤

Ｎｏｔｅ． Ａ ａｎｄ Ｃ： Ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｂａｒ
ａｔ ｒｉｇｈｔ ｓｈｏｗｓ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｂｏｔｔｏｍ ｔｏ ｔｏｐ． Ｂ ａｎｄ Ｄ：
Ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ Ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ
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注：Ａ 和 Ｂ 分别为包埋法和夹心法建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原

位移植瘤的病理照片。 两种方法建立的肝癌原位癌实体瘤生长

良好，癌细胞形态一致，成巢状分布，未出现坏死。

　 　 图 ２　 实体瘤组织病理切片观察（ＨＥ 染色， × １００）
Ｎｏｔｅ． Ａ ａｎｄ Ｂ ａｒｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ⁃
ｔｉｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ
ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｇｒｏｗ ｗｅｌｌ， ｓｈｏｗ
ｕｎｉｆｏｒｍ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｆｏｒｍ ｎｅｓｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｎｅｃｒｏｓｉｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × １００

３　 讨论

在动物麻醉时，由于常用的麻醉剂如戊巴比妥

钠、水合氯醛、乌拉坦和氯醛糖等麻醉时间过长（２
～ ４ ｈ），因此，我们采用气体麻醉系统对实验动物进

行麻醉，麻醉剂为异氟烷。 与常用的这些麻醉剂相

比，异氟烷麻醉具有麻醉条件简单，麻醉深浅度可以

随时进行控制，麻醉动物苏醒快，使用成本不高，动
物不易发生死亡等特点。 在刚开始麻醉时可将麻醉

范围调至最大使动物迅速麻醉，待动物被麻醉时，再
将麻醉范围调至适中，一般调至中间范围。

在建立细胞混悬液皮下移植瘤模型时，细胞浓

度不宜过小，一般为 １０６ ～ １０７ 个细胞 ／ ｍＬ［８，１０］。 如

果是贴壁细胞，１ 瓶规格为 ２５ ｃｍ２ 的细胞培养瓶长

满约 ９０％时，细胞消化离心后用 ０􀆰 ９％ （ｇ ／ ｍＬ）氯化

钠注射液稀释到 ０􀆰 ２ ｍＬ，接种 １ 只动物腋窝皮下；
如果是悬浮肿瘤细胞，可根据离心收集后沉淀于离

心管底部的细胞体积进行初步判断。
建立肝癌原位癌模型是将肿瘤组织块直接接种

于动物的肝脏部位。 因此，首先应选择生长良好的

皮下移植瘤。 皮下移植瘤的生长时间不宜过长，一
般选用接种后 ４ 周的实体瘤，如果生长时间过长

（如 ６ ～ ８ 周）则肿瘤内部组织会出现坏死，这样的

肿瘤组织接种到原位时会出现生长缓慢或生长不

良。 其次，应尽量使肿瘤组织块大小保持一致，这样

可以使原位接种后肿瘤组织生长大小控制在一定的

范围内。 另外，在将肿瘤组织缝挂于左、右肝叶直接

时，缝线不能拉得太紧，否则容易撕裂肝脏，造成肝

脏大量失血。 在建立肝癌原位移植模型时，我们也

采用过细胞混悬液注射法，细胞浓度约为 １０６ 个细

胞 ／ ｍＬ，但成瘤率较低，仅为 ６０％ ，而且成瘤所需时

间也较组织块法长，建议可将细胞浓度增加至 １０７

～ １０８ 个细胞 ／ ｍＬ。
在使用皮下移植瘤动物模型进行药效学评价

时，在给药过程中可根据测量肿瘤体积来计算相对

肿瘤增殖率 Ｔ ／ Ｃ （％ ） ＝ ＴＲＴＶ ／ ＣＲＴＶ × １００％ 。
（ＴＲＴＶ：治疗组 ＲＴＶ，ＣＲＴＶ：溶媒对照 ＲＴＶ。 ＲＴＶ ＝
Ｖｔ ／ Ｖ０）。 其中 Ｖ０为分组给药时（即 ｄ０）测量所得

肿瘤体积，Ｖｔ为每一次测量时的肿瘤体积。 疗效评

价标准：Ｔ ／ Ｃ％ ＞４０％为无效；Ｔ ／ Ｃ％≤４０％ ，并经统

计学处理 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有效。 然而这种方法由于实

体瘤的不规则性和测量时的人为误差，得出的结果

不够精确，误差较大，可靠性也大为降低。 在使用原

位癌动物模型进行评价时，通常需要先对肿瘤细胞

进行荧光标记或生物发光标记，接入原位后再用小

动物活体成像系统进行检测和分析，可对存活肿瘤

细胞的多少进行量化分析，结果更为精确和可靠。
在原位移植瘤试验中，通常对肿瘤细胞进行生物发

光标记，因为荧光在体内更容易受到动物组织自发

荧光的干扰，而且荧光在体内的穿透力会受到一定

程度的影响。
目前，国内外所采用的裸小鼠肝癌原位移植模

型主要是包埋法和细胞混悬液接种法［２］。 但是这

些方法都有各自的缺点：包埋法溶液造成动物肝脏

大量出血并引起动物死亡，手术时间较长，具有较大

的操作难度，在人员有限的情况下不适用于制备大

批量的肝癌原位移植动物模型；细胞混悬液接种法

成瘤率较低，且形成实体瘤时间较长，肿瘤生长较

慢，并且注入肝脏的细胞混悬液溶液溢出，造成肿瘤

腹腔内广泛种植。 通过比较分析，我们所建立的夹

心法是一种比包埋法操作更加简便、高效，重现性更

好的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型。 该方法除

了具有操作简单、手术时间短、成瘤率高、肿瘤组织

生长良好和动物死亡率低等特点以外，在手术时不

会造成动物肝脏大量出血，如果操作熟练，几乎不会

造成肝脏出血现象。 动物出血少，术后恢复就很快，
死亡率也会大大降低。 此外，在接种过程中要注意

将待接种的肿瘤组织块用 ０􀆰 ９％ （ｇ ／ ｍＬ）氯化钠注

射液或 ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ２ ～ ３ 次，在接种时肿瘤组

　 　 （下转第 １３７ 页）
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态模型中，除了重复低剂量注射匹罗卡品、联用胆碱

受体拮抗剂以及根据实验需要选择适当的止惊剂来

提高大鼠存活率以外，对 ＳＥ 后纠正水电解质平衡

的紊乱，预防低血糖对降低实验大鼠 ＳＥ 后急性期

死亡率具有重要意义。 ＳＥ 后 ２４ ｈ 内用改良 ＯＲＳ 液

灌胃能有效改善实验动物死亡率，是有效提高其生

存率的方法。
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织块要避免与接种部位以外的组织和器官接触，以
确保肿瘤接种部位的一致性，避免肿瘤在动物腹腔

内出现广泛种植。 夹心法能为大批量制备肝癌原位

模型节约大量时间，为肝癌原位药效学及其他生物

学研究提供更便利和有效的动物模型。
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