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二甲基苯蒽 ／ 佛波酯两步化学法诱导小鼠
皮肤癌的模型优化
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　 　 【摘要】 　 目的　 对两步化学诱导法建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮肤癌模型进行方法优化。 方法　 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠背

部剃毛暴露出约 ２ ｃｍ × ２ ｃｍ 的皮肤，小鼠随机分为空白对照组和 ４ 个模型组，４ 个模型组第 １ 周分别涂 １、２、４、７ 次

１００ μｇ ／ １００ μＬ ＤＭＢＡ ／丙酮液，后续均 １ 周涂两次 ４ μｇ ／ １００ μＬ ＴＰＡ ／丙酮液，记录小鼠体重、成瘤时间、成瘤数量，
并在 １２ 周后处死小鼠取肿瘤组织及瘤旁组织做 ＨＥ 染色分析。 结果　 １ 周涂 １ 次 ＤＭＢＡ 成瘤周期长；１ 周两次成

瘤周期短，质量高；１ 周 ４ 次会损伤皮肤但不影响肿瘤的形成；１ 周 ７ 次对皮肤伤害较大并导致小鼠死亡。 结论　
采用第 １ 周涂两次 ＤＭＢＡ 启动，后续用 ＴＰＡ 连续诱导建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮肤癌模型操作简便，成瘤期短，癌变率

高，与人类皮肤癌发生发展相似，可用于建立研究皮肤癌较为理想的实验动物模型。
【关键词】 　 皮肤癌；两步化学法；小鼠；二甲基苯蒽；佛波酯
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　 　 皮肤癌系表皮角质形成细胞恶性增生的结果，
是人类最常见的恶性肿瘤。 动物模型已成为肿瘤相

关研究的重要工具［１］。 目前皮肤癌造模方法主要

有化学诱发、光诱发［２］ 两种方法，最常用的是 ＤＭ⁃
ＢＡ ／ ＴＰＡ 两步化学诱导法［３］。

本实验主要针对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的两步化学诱导

皮肤癌造模方法进行了优化。 虽然 ＫＭ 小鼠是我国

生产量、使用量最大的远交群小鼠，且经常被用在皮

肤癌造模中，但在前期使用 ＫＭ 小鼠的实验中我们

发现，在诱导成瘤的过程中，其个体间差异较大，无
法获得均一性很好的实验结果。 因此，我们选择了

近交系小鼠 ＢＡＬＢ ／ ｃ 进行了此次皮肤癌诱导条件的

优化实验，鉴于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的基因纯合性和遗传

稳定性，其有较为均一的表现型，且在肿瘤发病率、
形态学特点、对药物的反应等方面的均衡一致要强

于远交系小鼠。
另外，在前期使用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行皮肤癌造

模的实验中，我们发现采用经典的两步化学诱导法

可以有效地诱导皮肤癌的发生。 而且 ＤＭＢＡ 作为

启动剂，在诱导皮肤癌发生的过程中发挥着至关重

要的作用。 但 ＤＭＢＡ 剂量过低，即使后续加大 ＴＰＡ
剂量也很难诱导皮肤癌的发生，而过高的 ＤＭＢＡ 剂

量又会对小鼠皮肤产生刺激，甚至伤害皮肤表层，使
皮肤出现破损、结痂、发炎流脓的现象。 因此，ＤＭ⁃
ＢＡ 的涂药剂量对成瘤质量、成瘤时间、小鼠荷瘤数

等有重要影响。 由于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠体型小、免疫力

弱，更需要对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮肤癌造模的最适 ＤＭ⁃
ＢＡ 给药量进行探究，以期用最合适的 ＤＭＢＡ 给药

量，快速诱导出皮肤癌又尽量避免对小鼠皮肤的伤

害，建立与肿瘤自发形成规律最贴合的皮肤癌模型

以用于后续针对皮肤癌的科学研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与饲养条件

４ ～ ５ 周龄雌性 ＳＰＦ 级近交系 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５０
只，体重 １２ ～ １６ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术

有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１］。 整个过程按照

ＳＰＦ 级动物饲养标准在青岛海洋生物医药研究院动

物实验室进行饲养，［ＳＹＸＫ（鲁）２０１５ － ００１１］。 饲

养条件：每笼 ５ 只。 饲料：普通繁殖鼠料。 温度：２５
～ ３０ ℃。 湿度：５０％ ～７０％ 。

适应性饲养 １ 周后，全部小鼠背部备皮，暴露约

２ ｃｍ × ２ ｃｍ 皮肤，２４ ｈ 后随机分组备用。
１􀆰 ２　 主要试剂

７，１２ 一二甲基苯蒽（ＤＭＢＡ）分子式：Ｃ２０Ｈ１６，相
对分子量：２５６􀆰 ３４，含量≥９５％ ，产品编号 Ｄ３２５４。
购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 佛波酯 （ ＴＰＡ） 分子式：
Ｃ３６Ｈ５６Ｏ８，分子量：６１６􀆰 ８３，含量≥９９％ ，产品编号

Ｐ１５８５。 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司。 丙 酮 分 子 式：
Ｃ３Ｈ６Ｏ，分子量：５８􀆰 ０８，含量：≥９９􀆰 ０％ ，购自国药集

团化学试剂有限公司。 苏木素伊红（ＨＥ）染色试剂

盒：产品编号： Ｃ０１０５，购自碧云天生物技术有限公

司。 其余试剂为市售分析纯。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组及处理

５０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠，每组 １０ 只，计算机随

机分为 ５ 组。 正常对照组：背部皮肤用 １ ｍＬ 注射器

每周 ２ 次涂抹丙酮溶液，每次 １００ μＬ；１ 号模型组：
背部脱毛处理后，第 １ 周涂 １ 次（星期一）ＤＭＢＡ ／丙
酮液 １００ μｇ ／ １００ μＬ，从第 ２ 周开始每周涂两次

ＴＰＡ ／丙酮液，每次 ４ μｇ ／ １００ μＬ。 ２ 号模型组：背部

脱毛处理后，第 １ 周涂两次（星期一、四，即隔 ３ ｄ 涂

１ 次）ＤＭＢＡ ／丙酮液 １００ μｇ ／ １００ μＬ，从第 ２ 周开始

每周涂两次 ＴＰＡ ／丙酮液 ４ μｇ ／ １００ μＬ。 ３ 号模型

组：背部脱毛处理后，第 １ 周涂 ４ 次（星期一、三、五、
七，即隔 ２ ｄ 涂 １ 次）ＤＭＢＡ ／丙酮液 １００ μｇ ／ １００ μＬ，
从第 ２ 周开始每周涂两次 ＴＰＡ ／丙酮液 ４ μｇ ／ １００
μＬ。 ４ 号模型组：背部脱毛处理后，第 １ 周每天涂 １
次 ＤＭＢＡ ／丙酮液 １００ μｇ ／ １００ μＬ，从第 ２ 周开始每

周涂两次 ＴＰＡ ／丙酮液 ４ μｇ ／ １００ μＬ。
所有小鼠每周背部脱毛 １ 次。 各组小鼠经上述

处理后均继续观察至 １２ 周实验结束。 所有小鼠异

戊巴比妥钠麻醉后使用颈椎脱臼法处死。
１􀆰 ３􀆰 ２　 一般观察

每天观察小鼠皮肤的改变及肿瘤生长情况；每
周测量并记录小鼠体重及背部肿瘤的数量和瘤体直
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径，在鼠体平面示意图上标明部位，并拍照记录。 肿

瘤直径大于 １ ｍｍ 视为阳性。 按体积计算方式（１）
进行：

Ｖ ＝ １
２ ＡＢ２ （１）

其中：Ａ 为肿瘤最大直径，Ｂ 为垂直于 Ａ 的直径。
描绘时间一平均荷瘤数动态变化曲线。 肿瘤发

生率 ＝ 各组荷瘤动物数 ／该组存 活 动 物 数 ×
１００％ ；每鼠平均荷瘤数 ＝各组小鼠乳头状瘤发生总

数 ／该组存活小鼠数。
死亡小鼠为处理诱癌实验开始后非处死计划内

死亡的小鼠，注意记录其死亡时间及数量，实验结束

后计算小鼠死亡率。 死亡小鼠经解剖观察其肝、肺
及肠道等器官，了解其死亡原因，必要时行病理检

查，明确死因。
１􀆰 ３􀆰 ３　 肿瘤组织病理学染色

取背部荷瘤组织和非荷瘤组织各 １ ｃｍ × １ ｃｍ
大小，迅速放入 ４％ 多聚甲醛中固定后常规石蜡包

埋，进行连续石蜡切片，厚度 ３ μｍ。 肿瘤组织染色

采用 ＨＥ 染色法。
１􀆰 ３􀆰 ４ 统计学处理

所有数据均运用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件分析。 采

用两因素析因设计定量资料的方差分析，组间分析

采用两两比较的方法进行。 数据表示为平均值 ±标

准差（ＳＤ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般观察

第 １ 周对小鼠进行不同频率的皮肤癌诱发剂

ＤＭＢＡ 的涂抹后，第 ２ 周继续进行 ＴＰＡ 涂抹时，３
号、４ 号模型组涂药处出现了明显的毛发脱落，皮
肤表层溃烂，皮下组织暴露、皱褶，继而流脓结痂

（图 １Ｂ），３ 号模型组在第 ５ 周时涂药处结痂并逐

渐脱落，但皮肤仍触摸略硬，第 ６ 周时基本恢复，
与空白对照组小鼠背部皮肤无明显差异（图 １Ａ）。
４ 号模型组在第 ３ 周时全部死亡，涂药处皮肤发

黑，经鉴定应为皮肤遭到过度损伤后感染引发炎

症，最终死亡。 １ 号、２ 号模型组小鼠皮肤始终正

常，无明显皮肤损伤现象。 ２、３ 号模型组在第 ４ 周

开始出现肉眼可见肿瘤，而 １ 号模型组于第 ７ 周开

始成瘤（图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 体重、肿瘤指标

经 １２ 周实验，模型组小鼠的体重变化率均低

于空白对照组，３ 号模型组与空白对照组差异有显

著性，而 ４ 号模型组由于 ＤＭＢＡ 剂量过大导致小

鼠在实验周期内全部死亡（表 １）。
本方法成瘤结果见表 ２，１ 个月后 １ 号模型组

肿瘤发生率为零，而 ２ 号模型组的肿瘤发生率略

高于 ３ 号模型组，３ 个月后，２ 号模型组的肿瘤发

生率最高，其次是 ３ 号模型组、１ 号模型组。 这说

明两步化学诱导法可成功诱导肿瘤的发生，但 １
周涂 １ 次 ＤＭＢＡ 的 １ 号模型组肿瘤发生比较晚，
且部分小鼠直至实验结束也未能成瘤。 １ 周涂 ４
次 ＤＭＢＡ 的 ３ 号模型组虽然皮肤受到损伤，但仍

有肿瘤的发生，但肿瘤发生率低于 １ 周涂两次

ＤＭＢＡ 的 ２ 号模型组。
由时间—平均荷瘤数动态变化曲线（图 ２）也

可直观地看出，１ 号模型组成瘤时间明显晚于 ２
号、３ 号模型组，２ 号、３ 号模型组成瘤时间相似，
但 ３ 号模型组的成瘤率又明显低于 ２ 号模型组，
这证明 ２ 号模型组无论是在成瘤时间还是成瘤

数量上都明显优于其他，这与之前的结论是相一

致的。

表 １　 小鼠体重变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，ｇ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

实验开始
Ｓｔａｒｔ

实验结束
Ｅｎｄ

体重变化
Ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ

空白对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １４􀆰 ９４ ± ０􀆰 ４５ ２２􀆰 １２ ± ０􀆰 ７５ ７􀆰 ２０ ± ０􀆰 ７０

１ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ １ １５􀆰 ０５ ± ０􀆰 ５０ ２１􀆰 ９０ ± ０􀆰 ５０ ６􀆰 ８５ ± ０􀆰 ７５

２ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ ２ １５􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７５ ２１􀆰 ９９ ± ０􀆰 ５０ ６􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９５

３ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ ３ １５􀆰 ３７ ± ０􀆰 ５０ １９􀆰 ５６ ± ０􀆰 ８０ ４􀆰 ００ ± １􀆰 ００∗∗

４ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ ４ １５􀆰 １２ ± ０􀆰 ５０ 死亡 Ｄｅａｄ 死亡 Ｄｅａｄ

注：与空白对照组比较，∗∗为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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表 ２　 小鼠背部肿瘤组织生长情况

Ｔａｂ． ２　 Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ 个月 Ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ ３ 个月 ３ ｍｏｎｔｈｓ

肿瘤发生率 ／ ％
Ｔｕｍｏｒ

ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ／ ％

平均荷瘤数（个 ／ 只）
Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｕｍｏｒｓ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ

肿瘤发生率 ／ ％
Ｔｕｍｏｒ

ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ／ ％

平均荷瘤数（个 ／ 只）
Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｕｍｏｒｓ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ

空白对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０ ０ ０
１ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ １ ０ ０ ７０ １􀆰 １
２ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ ２ ７０ ０􀆰 ８ ９０ ２􀆰 ２
３ 号模型组 Ｇｒｏｕｐ ３ ６０ ０􀆰 ７ ８０ １􀆰 ７

注：Ａ． 正常皮肤；Ｂ． 皮肤流脓结痂；Ｃ． 皮肤成瘤。
图 １　 小鼠皮肤一般观察

Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｈｅａｌｔｈｙ ｓｋｉｎ． （Ｂ） Ｓｕｐｐｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｓｃｈａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ． （Ｃ） Ｓｋｉｎ ｔｕｍｏｒｓ．
Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ

注：Ａ． 皮肤肿瘤；Ｂ． 正常皮肤。

图 ３　 小鼠皮肤组织镜下观察 （ＨＥ 染色， × ４）
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ． （Ａ） Ｓｋｉｎ ｔｕｍｏｒ． （Ｂ） Ｈｅａｔｈｙ ｓｋｉｎ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４

图 ２　 对照组和模型组小鼠时间 －
平均荷瘤数动态变化曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｉｍｅ⁃ｔｕｍｏｒ
ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ３　 病理学检测

诱导性肿瘤的发展过程主要分为乳头状瘤 １，
２， ３ 期，微浸润性鳞状细胞癌 １， ２， ３ 期及完全浸润

鳞状细胞癌。 经 １２ 周诱导后处死小鼠，取背部荷瘤

组织及瘤旁组织进行 ＨＥ 染色发现，所诱导肿瘤基

本都处于乳头状瘤 ３ 期（图 ３）。

３　 讨论

皮肤癌是皮肤恶性肿瘤的统称，各国皮肤癌发

病率差异较大，其中白色人种发病率较高，如新西兰

就是其中之一。 在我国以沿海地区及高山地区较多

见。 近年来，因臭氧层破坏加重，造成全球范围内皮

肤癌发病率逐年上升，并呈年轻化趋势。 因此，皮肤

癌防治已成为皮肤病研究领域的热点［４］。

４３
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小鼠皮肤癌模型是最为简便的小鼠肿瘤模型，而
化学诱导法也最为接近日常致癌剂的接触而导致癌

症发生的过程，因此小鼠化学诱导法皮肤癌肿瘤模型

是研究一些抗肿瘤药物药效的最为常用的一种肿瘤

模型［５］。 ＤＭＢＡ ／ ＴＰＡ 模型模拟的是鳞状细胞癌的发

生，该模型用 ＤＭＢＡ 作为启动剂，在致癌基因 Ｈａ⁃ｒａｓ
的第 ６１ 个密码子上使 Ａ 突变成 Ｔ，造成不可逆转的

特异性突变，用于皮肤癌的初始化。 ＴＰＡ 作为促癌

剂，促进肿瘤的生长［６，７］。 两步法诱导产生的大多是

乳头状瘤，本次实验的病理检测结果也表明所诱导肿

瘤基本都处于诱导性肿瘤分期中的乳头状瘤 ３ 期。
本实验针对两步化学诱导皮肤癌造模方法进行

了优化，采用遗传背景单一的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠作为实

验鼠。 实验结果表明，ＤＭＢＡ 对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的皮

肤有显著地刺激作用，并且 ＤＭＢＡ 的涂药剂量对成

瘤质量、成瘤时间、小鼠荷瘤数等有重要影响。 第 １
周涂 ＤＭＢＡ １ 次，２ 次，４ 次均可以诱导成瘤，但涂 ７
次可以使 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮肤溃烂致死。 其中第 １ 周

涂 ＤＭＢＡ 两次对小鼠皮肤影响不大，且 １ 个月即可

成瘤，成瘤时间短，肿瘤发生率高。 该皮肤癌优化模

型造模时间短，成瘤率高，个体间差异小，实用性强，

对需要皮肤癌小鼠模型的实验有重要的参考价值，
对临床防治皮肤癌的研究也具有重要应用意义。
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会议 征文

第十三届中国实验动物科学年会预通知

“第十三届中国实验动物科学年会”拟定于 ２０１７ 年 ９ － １０ 月在四川省成都市召开。 大会由中国实验动

物学会主办，四川省实验动物学会、四川省医学科学院·四川省人民医院承办。
会议将邀请国内外优秀的专家学者聚焦实验动物学及相关生命科学领域的基础研究、科技进展、政策法

规、科学普及、福利伦理等方面，以主题报告、专题研讨、学术沙龙、技术培训、科普讲堂、墙报交流等多种会议

形式为广大实验动物学及生命科学领域科技工作者奉献一场异彩纷呈的学术盛宴。 会议内容涉及实验动物

学与交叉学科新研究、新理论，比较医学，实验动物福利伦理及替代技术，实验动物管理及标准化以及学会各

专业委员会工作相关的研究等。
１　 会议征文

两年内公开发表或未公开发表过的研究论文（已公开发表过的请注明发表期刊信息），研究进展综述均

可投稿。 征文形式为全文或摘要（目的，方法，结果，结论）。 年会学术工作委员会将对以全文形式提交的论

文，进行评选，授予“优秀论文奖”，并择优选择一些论文做墙报交流和会场交流。
征文请发送至邮箱：ｃａｌａｓ２０１７＠ １２６． ｃｏｍ

２　 会议招商

会议同期将举办实验动物学及相关产品展示会。 欢迎与实验动物饲养、生产、生命科学研究相关的仪器

设备，实验动物笼器具，实验动物设施设计，生物技术产品与常规试剂，畜牧兽医产品，动物综合开发产品相

关的公司、企业参加展览，或冠名赞助会议。 具体赞助及展示细节请见后续的招商方案。
学会网站：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃａｌａｓ． ｏｒｇ． ｃｎ；Ｅｍａｉｌ： ｃａｌａｓ＠ ｃａｓｔ． ｏｒｇ． ｃｎ
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