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小鼠循环肝癌细胞模型的建立与评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 采用小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞建立小鼠肝癌循环肿瘤细胞（ＣＴＣｓ）模型。 方法　 采用雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 １０８ 只，按照体重分为 ３ 组，每组 ３６ 只。 ３ 个组分别每只尾静脉接种 ０􀆰 ２ ｍＬ 的浓度为 １ × １０６、５ × １０６

和 １ × １０７ 个 ／ ｍＬ 的小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞单细胞悬液。 各组分别于接种后第 １、５、９、１３、１７、２１ 天检测采血，采
用流式细胞术检测，计算 ２ 万个有核细胞中 ＣＴＣｓ 数目及比例、相对 ＣＴＣｓ 抑制率，记录动物死亡率。 ②采用雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ８０ 只，按体重分为 ２ 组，分别为模型对照组、甲苯磺酸索拉菲尼组，每组 ４０ 只。 每只尾静脉接种 ０􀆰 ２
ｍＬ 的浓度为 ５ × １０６ 个 ／ ｍＬ 的 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞单细胞悬液，接种后第 ２ 天开始灌胃给予甲苯磺酸索拉菲尼（５０ ｍｇ ／
ｋｇ），连续 ２１ ｄ，并于给药第 ３、８、１５、２１ 天采血进行 ＣＴＣ 检测。 结果　 ①接种浓度为 １ × １０６个 ／ ｍＬ 的细胞悬液后，
第 １、５、９、１３、１７、２１ 天的动物 ＣＴＣｓ 比例为：２５􀆰 １％ 、１８􀆰 １％ 、８􀆰 ９％ 、４􀆰 ４％ 、２􀆰 ９％ 、０􀆰 ３％ ，未出现动物死亡；接种浓度

为 ５ × １０６ 个 ／ ｍＬ 的细胞悬液后，第 １、５、９、１３、１７、２１ 天的动物 ＣＴＣｓ 比例为：４０􀆰 ４％ 、３５􀆰 ４％ 、１５􀆰 ４％ 、９􀆰 ０％ 、６􀆰 ６％ 、
４􀆰 １％ ，未出现动物死亡；接种浓度为 １ × １０７个 ／ ｍＬ 的细胞悬液后，第 １、５ 天的动物 ＣＴＣｓ 比例为：３９􀆰 １％ 、３３􀆰 ５％ ，
在接种完毕之后立即出现动物死亡，且所有动物在接种后第 ７ 天全部死亡。 ②甲苯磺酸索拉菲尼给药期间 Ｄ３、Ｄ８、
Ｄ１５、Ｄ２１相对循环肿瘤细胞清除率分别为： － ７􀆰 ５％ 、４􀆰 ６％ 、５５􀆰 ３％ 、 － ９４􀆰 ５％ ，与模型对照组比较差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 采用浓度为 ５ × １０６ 个 ／ ｍＬ 小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ １ － ６ 悬液尾静脉注射可建立小鼠肝癌

ＣＴＣ 模型，可用于抑制循环肿瘤细胞药物的筛选与评价。
【关键词】 　 肝癌；循环肿瘤细胞；小鼠模型
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ （ＣＴＣｓ） ｂｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｏ⁃
ｍａ Ｈａｐａ １ － ６ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １０８ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ． Ｈｅｐａ １ － ６ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
１ × １０６， ５ × １０６ ａｎｄ １ × １０７ ／ ｍＬ， ０􀆰 ２ ｍＬ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ
１ｓｔ， ５ｔｈ， ９ｔｈ， １３ｔｈ， １７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ， ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＣＴＣｓ
ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ２０，０００ ｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． ②８０ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｖｅｒａｇｅｄ
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ｉｎｔｏ ２ ｇｒｏｕｐｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ： ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｔｏｓｙｌａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ． ０􀆰 ２ ｍＬ ｏｆ Ｈｅｐａ １ － ６ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎ⁃
ｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃａｕｄａｌ ｖｅｉｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ × １０６ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｒ⁃
ａｆｅｎｉｂ ｔｏｓｙｌａｔｅ （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） ｆｏｒ ２１ ｄａｙｓ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ３ｒｄ， ８ｔｈ， １５ｔｈ， ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ｆｏｒ ＣＴＣ ａｓ⁃
ｓｅｓｓｍｅｎｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｆｏｒ ｔｈｅ １ × １０６ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＣＴＣ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ２５􀆰 １％ ， １８􀆰 １％ ， ８􀆰 ９％ ， ４􀆰 ４％ ， ２􀆰 ９％ ａｎｄ
０􀆰 ３％ ｏｎ ｔｈｅ １ｓｔ， ５ｔｈ， ９ｔｈ， １３ｔｈ， １７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｌｉｖｅ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ５ × １０６ ／ ｍＬ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＣＴＣ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ４０􀆰 ４％ ， ３５􀆰 ４％ ， １５􀆰 ４％ ， ９􀆰 ０％ ， ６􀆰 ６％ ａｎｄ ４􀆰 １％ ｏｎ ｔｈｅ １ｓｔ， ５ｔｈ， ９ｔｈ， １３ｔｈ， １７ｔｈ
ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｌｉｖｅ． Ｆｏｒ ｔｈｅ １ × １０７ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＣＴＣ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ３９􀆰 １％
ａｎｄ ３３􀆰 ５％ ｏｎ ｔｈｅ １ｓｔ ａｎｄ ５ｔｈ ｄａｙｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｏｍｅ ｍｉｃｅ ｄｉｅｄ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｌ ｍｉｃｅ ｄｉｅｄ
ｗｉｔｈｉｎ ７ ｄａｙｓ． ②Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ＣＴＣｓ ｗａｓ － ７􀆰 ５％ ， ４􀆰 ６％ ， ５５􀆰 ３％ ａｎｄ － ９４􀆰 ５％ ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ， ８ｔｈ， １５ｔｈ ａｎｄ
２１ｓｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｔｏｓｙｌａｔｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ
ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ２ ｍＬ ｏｆ ５ × １０６ ／ ｍＬ ｍｏｕｓｅ Ｈｅｐａ １ － ６ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈｅｐａｔｏｍａ； Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ； Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＸＩＮ Ｈｏｎｇ⁃ｙａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉｎｈｏｎｇｙａ＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 根据世界卫生组织（ＷＨＯ）的数据，原发性肝癌

（ＨＣＣ）是世界上发生率最高的癌症之一，占癌症发

病率第五位、死亡率第三位，中国肝癌的发病率就占

了全球的 ５０％ 以上［１］。 从原始肿瘤上脱落癌细胞

入血形成循环肿瘤细胞 （ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ，
ＣＴＣｓ），能够随血液转移至其他组织或器官，是原发

性肝癌术后出现复发和远处转移的重要机制［２ － ７］。
通过药物减少肝癌 ＣＴＣｓ 数目，有助于改善肝癌术

后患者的预后，因此研究减少 ＣＴＣｓ 的药物是抗癌

药物开发的热点之一［２］。 ＣＴＣｓ 在外周血中的数量

稀少，１０６ ～ １０７ 个外周血单核细胞中才发现一个

ＣＴＣｓ，且检测 ＣＴＣｓ 的技术要求高而且价格昂贵，在
药效学动物实验研究上应用较为有限。 本实验室根

据肝癌细胞的特性，采用甲胎蛋白（ＡＦＰ）标记肝癌

细胞，采用流式细胞术进行检测，探索建立小鼠肝癌

循环肿瘤细胞模型，旨在为建立一个简单、经济和可

靠的循环肝癌细胞动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，雄性，１８８ 只，体重 １３ ～
１５ ｇ，购自于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘）２０１１ － ０００３】，饲养于湖南省实验动物

中心【ＳＹＸＫ（湘）２０１６ － ００１０】。
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器设备

ＤＭＩＬ 型倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公司），３１１１
型 ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），ＣＪ － １Ｆ 型医用

净化工作台（苏州冯氏实验动物设备有限公司），

Ａｃｃｒｕｉ Ｃ６ 型流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 细胞及试剂

小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ １ － ６ 购自于中科院细胞

库，高糖 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自于 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司，小鼠甲胎蛋白流式抗体 Ｍｏｕｓｅ ａｌｐｈａ⁃Ｆｅｔｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ／ ＡＦＰ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自于 Ｒ＆Ｄ 公司，甲苯磺酸索拉

菲尼（德国 Ｂａｙｅｒ Ｓｃｈｅｒｉｎｇ Ｐｈａｒｍａ ＡＧ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞的培养及细胞悬

液制备

采用含 １０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，于
３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 Ｈｅｐａ１ － ６ 细胞，每 ２ ｄ
以 １∶ ３比例进行传代培养。 取对数生长期细胞，ＰＢＳ
清洗细胞 ２ 遍，加入 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶（每瓶 ５００
μＬ）消化 ３ ｍｉｎ，加入 ＤＭＥＭ ＋ １０％ ＦＢＳ 培养基（每
瓶 ２ ｍＬ），轻轻吹打细胞，将 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞消化成

单个细胞悬液，用 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，弃上清，加
入 ２ ｍＬ ＰＢＳ 溶液重悬细胞后再次离心。 细胞计数

后制备细胞悬液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 不同接种细胞浓度对小鼠肝癌循环肿瘤细

胞模型成模率的影响

１０８ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，按体重随机分为 ３
组，每组 ３６ 只。 常规培养 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞，调整细

胞浓度为 １ × １０６、５ × １０６、１ × １０７ 个 ／ ｍＬ ３ 个浓度，
将不同浓度的细胞液，经尾静脉注射分别接种于 ３
组动物体内，每只小鼠接种 ０􀆰 ２ ｍＬ，即分别接种 ２ ×
１０５、１ × １０６、２ × １０６个细胞 ／只动物。 观察动物死亡

情况，并分别于接种后第 １、５、９、１３、１７、２１ 天分别采

血进行 ＣＴＣ 检测。

２０３
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１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ １ － ６ 循环肿瘤细胞模

型建立及分组给药

８０ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，按体重随机分为模型

组和甲苯磺酸索拉菲尼组，每组 ４０ 只。 取对数生长

期的小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，再
用生理盐水重悬后计数，调整细胞浓度为 １􀆰 ２􀆰 ２ 中

最适宜浓度的细胞液，经尾静脉接种于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠体内，每只小鼠接种 ０􀆰 ２ ｍＬ（即 １ × １０６ 个细胞 ／
只）。 接种后第 ２ 天开始灌胃给予甲苯磺酸索拉菲

尼（５０ ｍｇ ／ ｋｇ），连续 ２１ ｄ，并于给药第 ３、８、１５、２１ 天

采血进行 ＣＴＣｓ 检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 动物生存质量及存活时间评价

试验期间每天观察动物的饮食、饮水、行为活动

的状况，并于每次处死动物前记录各组动物的体重

变化及死亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＣＴＣｓ 的测定和计算

模型建立过程中，从接种后第 １、５、９、１３、１７、２１
天经眼眶采血，ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝，ＡＦＰ 流式抗体标记

后，用流式细胞仪进行 ＡＦＰ 阳性细胞检测，并计算

ＣＴＣｓ 比例。 相对循环肿瘤细胞清除率 ＝ （模型对照

组平均循环肿瘤细胞数 －给药组平均循环肿瘤细胞

数） ／模型对照组平均循环肿瘤细胞数 × １００％ 。
１􀆰 ３　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析。 计量资料

均采用均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，统计学资料采用

ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计处理。 多组间比较方差齐

时用单因素方差分析，两两比较，采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示有统计学意义，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示所检验的差

异有非常显著性意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同接种细胞浓度对小鼠肝癌 ＣＴＣｓ 模型成

模率的影响

如表 １ 所示：经尾静脉接种浓度为 １ × １０６ 个 ／
ｍＬ 细胞的动物，接种后第 １、５、９、１３、１７、２１ 天循环

肿瘤细胞比例为： ２５􀆰 １％ 、 １８􀆰 １％ 、 ８􀆰 ９％ 、４􀆰 ４％ 、
２􀆰 ９％ 、０􀆰 ３％ ，未出现动物死亡。 经尾静脉接种浓度

为 ２ × １０６ 个 ／ ｍＬ 细胞后第 １、５、９、１３、１７、２１ 天的动

物循环肿瘤细胞比例为：４０􀆰 ４％ 、３５􀆰 ４％ 、１５􀆰 ４％ 、
９􀆰 ０％ 、６􀆰 ６％ 、４􀆰 １％ ，未出现动物死亡。 经尾静脉接

种浓度为 １ × １０７ 个 ／ ｍＬ 细胞后第 １、５ 天的动物循

环肿瘤细胞比例为：３９􀆰 １％ 、３３􀆰 ５％ ，在接种完毕之

后立即出现动物死亡，且所有动物在接种后第 ７ 天

全部死亡。 见图 １。
２􀆰 ２　 甲苯磺酸索拉菲尼对小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６
ＣＴＣｓ 模型体重的影响

小鼠灌胃给予甲苯磺酸索拉菲尼（５０ ｍｇ ／ ｋｇ），
连续 ２１ ｄ，小鼠的外观体征、行为活动及动物的一般

状况未见明显异常，经大体解剖肉眼观察未见明显

的异常脏器。 造模并给药后体重未出现明显下降，
模型组及给药组体重分别为：Ｄ３ 体重为 （１４􀆰 ８ ±
０􀆰 ９）ｇ、（１５􀆰 ０ ± ０􀆰 ８） ｇ；Ｄ８ 体重为（１６􀆰 ４ ± ０􀆰 ９） ｇ、
（１６􀆰 ４ ± ０􀆰 ８） ｇ；Ｄ１５ 体重为（１８􀆰 ０ ± ０􀆰 ９） ｇ、（１８􀆰 ０ ±
０􀆰 ８）ｇ；Ｄ２１ 体重为（１９􀆰 ３ ± ０􀆰 ９） ｇ、（１９􀆰 ４ ± ０􀆰 ８） ｇ。
除定期处死动物外，给药期间未出现动物死亡。
２􀆰 ３　 甲苯磺酸索拉菲尼对小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６
ＣＴＣｓ 的影响

如表 ２ 所示，甲苯磺酸索拉菲尼能明显降低给

药后 Ｄ１５相对 ＣＴＣｓ 清除率，与模型对照组比较差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 甲苯磺酸索拉菲

尼组给药期间 Ｄ３、Ｄ８、Ｄ１５、Ｄ２１ 相对 ＣＴＣｓ 清除率分

别为 Ｄ３ 为 － ７􀆰 ５％ ；Ｄ８ 为 ４􀆰 ６％ ；Ｄ１５为 ５５􀆰 ３％ ；Ｄ２１

相对 ＣＴＣｓ 清除率为 － ９４􀆰 ５％ 。 见图 ２，３。

表 １　 小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 循环肿瘤细胞模型的建立（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ

ＡＦＰ 检
测时间

Ｔｅｓｔ ｔｉｍｅｓ
ｏｆ ＡＦＰ

接种细胞浓度（１ × １０６ 个 ／ ｍＬ）
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣ

接种细胞浓度（５ × １０６ 个 ／ ｍＬ）
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣｓ

接种细胞浓度（１ × １０７ 个 ／ ｍＬ）
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣｓ

循环肿瘤细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＴＣｓ

循环肿瘤比例 ／ ％
ＣＴＣ ｒａｔｉｏ

循环肿瘤细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＴＣｓ

循环肿瘤比例 ／ ％
ＣＴＣ ｒａｔｉｏ

循环肿瘤细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＴＣｓ

循环肿瘤比例 ／ ％
ＣＴＣ ｒａｔｉｏ

Ｄ１ ５０１７􀆰 ８ ± ８６１􀆰 ８ ２５􀆰 １ ± ４􀆰 ３ ８０７５􀆰 ２ ± １３５９􀆰 ４ ４０􀆰 ４ ± ６􀆰 ８ ７８１０􀆰 ５ ± １５１３􀆰 ５ ４０􀆰 １ ± ２１􀆰 ０
Ｄ５ ３６１７􀆰 ７ ± ５３３􀆰 ２ １８􀆰 １ ± ２􀆰 ７ ７０７２􀆰 ７ ± １５７０􀆰 ９ ３５􀆰 ４ ± ７􀆰 ９ — —
Ｄ９ １７８３􀆰 ７ ± ４４１􀆰 ７ ８􀆰 ９ ± ２􀆰 ２ ３０７２􀆰 ８ ± ６３１􀆰 ９ １５􀆰 ４ ± ３􀆰 ２ — —
Ｄ１３ ８８９􀆰 ２ ± ６１１􀆰 ８ ４􀆰 ４ ± ３􀆰 １ １７９５􀆰 ３ ± ３３８􀆰 ９ ９􀆰 ０ ± １􀆰 ７ — —
Ｄ１７ ５８７􀆰 ０ ± ６９１􀆰 ５ ２􀆰 ９ ± ３􀆰 ５ １３２７􀆰 ８ ± ８３３􀆰 ７ ６􀆰 ６ ± ４􀆰 ２ — —
Ｄ２１ ５４􀆰 ８ ± ５２􀆰 ４ ０􀆰 ３ ± ０􀆰 ３ ８２０􀆰 ５ ± １０１４􀆰 ２ ４􀆰 １ ± ５􀆰 １ — —

注：循环肿瘤细胞数为在 ２０ ０００ 个有核细胞中的 ＡＦＰ 阳性细胞数目。 “—”表示动物已经在得到数据前已经死亡。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＴＣｓ ｉｓ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ２０ ０００ ｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ． “—”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｄｉｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｄａｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ．
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表 ２　 甲苯磺酸索拉菲尼对小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 循环肿瘤细胞的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｔｏｓｙｌａｔｅ ｏｎ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ Ｈｅｐａ １ － ６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
ｍｇ ／ ｋｇ
Ｄｏｓｅｓ

Ｄ３ Ｄ８ Ｄ１５ Ｄ２１

细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ＣＴＣｓ

比例 ／ ％
ＣＴＣｓ ｒａｔｉｏ

细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ＣＴＣｓ

比例 ／ ％
ＣＴＣｓ ｒａｔｉｏ

细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ＣＴＣｓ

比例 ／ ％
ＣＴＣｓ ｒａｔｉｏ

细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ＣＴＣｓ

比例 ／ ％
ＣＴＣｓ ｒａｔｉｏ

模型对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ — ７３２０􀆰 ０ ±３１１９􀆰 ０ ３６􀆰 ６ ±１４􀆰 ７ ４２３６􀆰 １ ±１４７６􀆰 ３ ２１􀆰 ４ ±７􀆰 ４ ９２８􀆰 ５ ±１２２􀆰 ７ ４􀆰 ６ ±０􀆰 ６ ８９１􀆰 ４ ±１０１４􀆰 ８ ４􀆰 ５ ±５􀆰 １

甲苯磺酸
索拉菲尼组

Ｓｏｒａｆｅｎｉｂｔｏｓｙｌａｔｅ
ｇｒｏｕｐ

５０ ７５６０􀆰 ０ ±４２７１􀆰 ９ ３７􀆰 ８ ±１６􀆰 １ ４０９３􀆰 １ ±１１７３􀆰 ５ ２０􀆰 ５ ±５􀆰 ９ ４１５􀆰 ２ ±１３３􀆰 ４▲▲ ２􀆰 １ ±０􀆰 ７ １７３３􀆰 ７ ±１１８９􀆰 ４ ８􀆰 ７ ±５􀆰 ９

注：循环肿瘤细胞数为在 ２０ ０００ 个有核细胞中的 ＡＦＰ 阳性细胞数目，每个时间点各组 １０ 只动物。 与模型对照组比较，▲ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，▲▲ Ｐ ＜
０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＴＣｓ ｉｓ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ２０ ０００ ｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ， １０ ｍｉｃｅ ｉｎ ａ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 １　 小鼠肝癌 Ｈｅｐａ １ － ６ 循环肿瘤细胞模型的建立（Ｃ５７ Ｌ ／ ６ 小鼠循环系统中 ＡＦＰ 阳性细胞随

时间的变化（接种细胞浓度为 ５ × １０６ ／ ｍＬ）
Ｆｉｇ． １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ５７ Ｌ ／ ６ ｍｉｃｅ （５ × １０６ ／ ｍＬ ｏｆ ＨｅｐＡ １ － ６ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ）

３　 讨论

肝癌的发病率非常高，且死亡率在常见癌症中

排在第三位，如果肝癌患者没有接受有效治疗，大部

分患者将在 ３ ～ ６ 个月内死亡［３］。 在患者接受了肝

移植或肝切除等手术等有效治疗后，而肝癌复发及

转移的概率依然非常高，导致预后差。 据有关报道，
肝切除术后 ５ 年内肝癌的复发率高达 ６１􀆰 ５％ ，而肝

移植术后的 １ 年内肝癌复发率也达到了 １０％ ，一旦

复发，则病情进展非常快，并且段时间内死亡［４］。
大量研究证实，肝癌的复发与 ＣＴＣｓ 有密切关系［５］，
在治疗前后，ＣＴＣｓ 在血液中的数量变化与肝癌的治

４０３
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注：Ｐｉｃ ａ、ｂ、ｃ、ｄ 为模型对照组 ＡＦＰ 阳性细胞随时间的变化，Ｐｉｃ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 为甲苯磺酸索拉菲尼组 ＡＦＰ 阳性细胞随时间的变化。

图 ２　 ＡＦＰ 阳性细胞检测结果

Ｎｏｔｅ． Ｐｉｃ ａ， ｂ， ｃ， ｄ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
Ｐｉｃ Ａ， Ｂ， Ｃ， Ｄ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ Ｔｏｓｙｌａｔｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

图 ３　 模型对照组与甲苯磺索拉菲尼组 ＡＦＰ 阳性

细胞检测结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｔｏｓｙｌａｔｅ ｇｒｏｕｐ

疗敏感度、复发率、增殖速度有密切关系［６］。 通过

靶向治疗等治疗手段的患者可通过检测 ＣＴＣｓ 的变

化，来判断疗效。
关于癌症动物模型中检测循环肿瘤细胞的研究

则很少报道，而建立一个方便、可靠的 ＣＴＣ 动物模

型在 ＣＴＣ 的病理生理作用以及相关的药物开发中

起重要作用。 本实验通过 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠尾静脉接

种不同浓度的小鼠肝癌细胞，采用流式细胞术标记

ＡＦＰ 蛋白检测 ＣＴＣｓ 的数量变化结合动物生存率的

观察，发现 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠静脉注射 ５ × １０６ 个 ／ ｍＬ
浓度肝癌 Ｈｅｐ１ － ６ 细胞不仅能很好的检测出循环

癌细胞，而且不影响动物的生存率，是造模最佳的细

胞浓度。 从造模后不同时间点来看，静脉注射肝癌

细胞后 ２１ ｄ 内循环中可检测的 ＡＦＰ 蛋白阳性细胞

逐渐减低，从第 １ 天的（４０􀆰 ４ ± ６􀆰 ８）％ 降低到第 ２１
天的（４􀆰 １ ± ５􀆰 １）％ ，因此观察药物疗效宜在注射细

胞后 ２１ ｄ 之内。 在给予靶向药物甲苯磺酸索拉菲

尼后能检测出随给药时间的增加 ＣＴＣｓ 的变化。 在

给予甲苯磺酸索拉菲尼后 １５ ｄ 内对 ＣＴＣｓ 进行多次

检测，得出随着给药时间的推移，ＣＴＣｓ 在血液中的

清除率明显增加，说明该靶向药物有效，但随着时间

推移，在第 ２１ 天检测发现 ＣＴＣｓ 反跳升高，说明在

长时间给药过程中 ＣＴＣｓ 已经产生耐药。
本实验采用的小鼠肝癌细胞注射是避免异种排

斥反应，但与临床有一定差距。 接下来，我们拟采用

联合免疫缺陷小鼠进行人源化的肿瘤细胞进行建

模，更好的反映临床。 此外，本实验我们采用 ＡＦＰ
标记 Ｈｅｐａ １ － ６ 细胞来检测 ＣＴＣｓ，甲胎蛋白是最早

发现的用于诊断原发性肝癌的特异性肿瘤标记物。
在原发性肝癌中 ＡＦＰ 与肿瘤大小、数目等密切相

关［８］，但是 ＡＦＰ 在肝炎病人中的阳性率也很高，同
时 ＡＦＰ 在检测小肝癌时不敏感，高达 ３０％ ～４０％的

　 　 　 （下转第 ３１５ 页）

５０３



２０１７ 年 ６ 月

第 ２５ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０１７

Ｖｏｌ． ２５　 Ｎｏ． ３

［基金项目］广东省医学科研基金（编号：Ｂ２０１４２０７）。
［作者简介］何晓东（１９８３ － ），男，助理研究员。 研究方向：基因工程小鼠疾病模型。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｅｘｉａｏｄｏｎｇ１２３４５６７＠ １６３． ｃｏｍ
［通讯作者］王丽京（１９６２ － ），女，教授。 研究方向：肿瘤分子生物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｌｉｊｉｎｇ６２＠ １６３． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

不同配方饲料对 ＤＥＮ 诱导小鼠肝癌模型
建立的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）诱导的小鼠肝癌模型并使用两种不同配方饲料：ＳＰＦ 级小鼠大鼠

全价配合饲料和 ＡＩＮ９３⁃Ｇ 配方合成饲料分别喂养，探讨不同饲料喂养对构建 ＤＥＮ 诱导小鼠肝癌模型的影响。 方

法　 １４ 日龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠腹腔一次性注射 ＤＥＮ 溶液，给药量 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 体重，建立小鼠肝癌模型。 小鼠离乳

后分为两组，一组以常规 ＳＰＦ 级大小鼠全价配合饲料喂养，另一组以 ＡＩＮ⁃９３Ｇ 配方合成饲料喂养。 模型小鼠生长

至 ９ 月龄时处死，取肝脏组织称重，观察并记录肝癌生长情况。 结果 　 全价饲料组小鼠肝脏全部产生肿瘤，ＡＩＮ⁃
９３Ｇ 组小鼠体重和肝脏重量明显低于全价饲料组小鼠，肝癌发生率、肿瘤结节数量和大小也明显低于全价饲料组

小鼠。 结论　 全价饲料喂养的小鼠 ＤＥＮ 诱导肝癌模型造模成功，而 ＡＩＮ⁃９３Ｇ 饲料喂养的小鼠诱导肝癌的发生发

展受到抑制，同时小鼠体重明显下降，提示了饮食因素在动物疾病模型建立中起到的关键作用。
【关键词】 　 饲料；二乙基亚硝胺；肝癌；小鼠
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素水平的变化［Ｊ］ ． 武警医学，２００３，１４（１０）： ６１４ － ６１５．
［１５］ 　 陈淑芬． 脾虚证与血清胃泌素、Ｄ － 木糖排泄率及 Ｔ 细胞亚

群关系探讨［Ｊ］ ． 四川中医，１９９９，１７（１１）： ６ － ７．
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ｇａｓｔｒｉｃ ｓｅｎｓｏｒｉｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｎｅｏｎａｔａｌ
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［收稿日期］ 　 ２０１６ － １１ － ２１

（上接第 ３０５ 页）
患者 ＡＦＰ 检测为阴性，另外亦有部分原发性肝癌不

分泌 ＡＦＰ［９］，因此采用 ＡＦＰ 阳性细胞检测 ＣＴＣｓ 存

在一定的局限性。 因此，建立多标记蛋白联合标记

进行检测 ＣＴＣ 的方法更有临床意义。
参 考 文 献

［ １ ］　 Ｆｅｒｌａｙ Ｊ， Ｓｏｅｒｊｏｍａｔａｒａｍ Ｉ， Ｄｉｋｓｈｉｔ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ
ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ： Ｓｏｕｒｃｅｓ， ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｍａｊｏｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ
ＧＬＯＢＯＣＡＮ ２０１２ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１５， １３６（５）： Ｅ３５９ －
Ｅ３８６．

［ ２ ］ 　 Ｇｕｐｔａ ＧＰ， Ｍａｓｓａｇｕé Ｊ． Ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ： ｂｕｉｌｄｉｎｇ ａ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２００６， １２７（４）： ６７９ － ６９５．

［ ３ ］ 　 Ｓｈａｒｉｆｆ ＭＩ， Ｃｏｘ Ｊ， Ｇｏｍａａ ＡＩ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ：
ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ， ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ， ｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔ Ｍｅｄ Ｅｖｉｄｅｎｃｅ Ｒｅｓ， ２００９， ３（４）：
３５３ － ３６７．

［ ４ ］ 　 Ｗａｎｇ ＪＨ， Ｗａｎｇ ＣＣ， Ｈｕｎｇ ＣＨ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｂｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｉｎ ＢＣＬＣ ｖｅｒｙ ｅａｒｌｙ ／ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１２， ５６（２）： ４１２ － ４１８．

［ ５ ］ 　 Ｓｔｏｔｔ ＳＬ， Ｌｅｅ ＲＪ， Ｎａｇｒａｔｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃
ｓｔａｔｉｃ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌａｔ Ｍｅｄ， ２０１０， ２ （２５）：
２５ｒａ２３ － ２５ｒａ２３．

［ ６ ］ 　 Ｇｏｒｇｅｓ ＴＭ， Ｐａｎｔｅｌ Ｋ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｓ ｔｈｅｒａｐｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｔｈ⁃
ｅｒ， ２０１３， ６２（５）： ９３１ － ９３９．

［ ７ ］ 　 Ｌｉｂｅｒｋｏ Ｍ， Ｋｏｌｏｓｔｏｖａ Ｋ， Ｂｏｂｅｋ Ｖ． Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｐｒａｃｔｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｏｎ⁃
ｃｏｌ ／ ｈｅｍａｔｏｌ， ２０１３， ８８（２）： ３３８ － ３５６．

［ ８ ］ 　 Ｆｕｊｉｋｉ Ｍ， Ｔａｋａｄａ Ｙ， Ｏｇｕｒａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｄｅｓ⁃ｇａｍ⁃
ｍａ⁃ｃａｒｂｏｘｙ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｉｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｌｉｖｉｎｇ ｄｏｎｏｒ ｌｉｖｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓ⁃
ｐｌａｎｔ， ２００９， ９（１０）： ２３６２ － ２３７１．

［ ９ ］ 　 Ｚｈａｏ Ｌ， Ｍｏｕ ＤＣ， Ｗｕ ＺＡ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ⁃ｔｅｓ⁃
ｔｉｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏ⁃
ｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１０， １６（３２）： ４０７２
－ ４０７８．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － １０ － １４

５１３


