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肝癌相关指征在化学诱发小鼠肝癌过程中的
动态研究

陈　 峰1,周　 磊2,苏　 静3,张大维3∗

(1.吉林省肿瘤医院,长春　 130000; 2.长春中医药大学附属医院, 长春　 130000; 3.吉林大学基础医学院,
长春　 130000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨肝癌相关指征在化学诱发小鼠肝癌模型过程中的动态变化。 方法　 取 42 只 18 ~ 22 g
雄性 C57BL / 6J 小鼠,随机分为处理组和对照组。 利用 DEN 联合 CCl4 和橄榄油对处理组小鼠进行化学诱导肝癌建

模。 分别于诱导建模第 4、8、12、16、20、24 和 28 周检测处理组和对照组小鼠肝的形态、颜色、质地和肉眼可见的肝

表面癌结节数;获取各组小鼠的肝、肾,测定肝、肾 /体重比并进行 HE 染色病理分析;同时测定各组小鼠血液中相关

指数的变化。 结果　 与对照组小鼠相比,在 16 周之前建模组小鼠体重有一个低速生长的趋势,随着建模时间的延

长呈逐渐下降的趋势。 肝脾指数随着建模时间的延长而显著增加。 肝癌模型组小鼠血清中谷丙转氨酶(GPT)、谷
草转氨酶(GOT)、肌酐和总胆红素水平显著升高(P<0. 05),而血清总蛋白、白蛋白和尿素氮含量则显著降低(P<
0. 05)。 病理分析结果亦显示,随着建模时间的延长,肝组织中肝细胞呈不规则排列,且可见巨核细胞和较为明显

的炎细胞浸润。 结论　 使用优化后的化学方法诱发小鼠肝癌模型的成功率较高,同时建模过程中设定 4、8、12、16、
20、24、28 周几个关键时间节点对研究肝癌动态变化具有比较实际的意义,能够反映出模型小鼠肝癌相关指征的发

展过程。
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Dynamic changes of hepatocellular carcinoma-related indicators
during the chemical carcinogenesis in mice
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(1. Jilin Cancer Hospital, Changchun 130000, China. 2. Affiliated Hospital to Changchun University of Chinese Medicine,
Changchun 130000. 3. College of Basic Medical Sciences, Jilin University, Changchun 130000)

　 　 【Abstract】 　 Objective　 To investigate the dynamic changes in hepatocellular carcinoma-related indicators in the
process of chemical induction of hepatocellular carcinoma in mice. Methods　 A total of 42 male C57BL / 6J mice weighing
18 to 22 g were randomly divided into a treatment group and control group. Diethylnitrosamine combined with tetrachloride
and olive oil was used to establish a mouse model of liver cancer. At weeks 4, 8, 12, 16, 20, 24, and 28 after treatment,
the morphology, color, texture, and number of cancer nodules visible to the naked eye on the surface of the liver were
evaluated in both the treatment group and control group. The liver and kidneys of the mice in each group were taken, the



ratio of liver and kidney to body weight was determined, and hematoxylin-eosin staining was performed for pathological
analysis. Changes of related blood indexes in the mice in each group were also determined. Results　 Compared with the
control group, the body weight of the mice in the treatment group showed a trend of slow growth before 16 weeks and gradually
decreased thereafter. Liver and spleen indexes were increased significantly with time. The serum levels of glutamic pyruvic
transaminase, glutamic oxaloacetic transaminase, creatinine, and total bilirubin were increased significantly (P< 0. 05),
while the serum levels of total protein, albumin, and urea nitrogen were decreased significantly (P<0. 05). Pathological
analysis also showed that as time progressed, the arrangement of hepatocytes in liver tissue gradually became irregular, and
megakaryocytes and more obvious inflammatory cell infiltration were observed. Conclusions 　 The success rate of a mouse
hepatocellular carcinoma model induced by the optimized chemical method is high. Measurement of key indexes at 4, 8, 12,
16, 20, 24, and 28 weeks after treatment has practical significance for studying the dynamic changes of carcinogenesis and
can reflect the development process of the relevant indicators of hepatocellular carcinoma in the model mice.

【Keywords】　 primary hepatocellular carcinoma; diethylnitrosamine; indicators related to hepatocellular carcinoma;
dynamic changes;mouse

　 　 恶性肿瘤作为世界上危害人类生命健康最严

重的疾病之一,一直是医学领域内受到广泛重视的

研究课题[1]。 肝癌的发生与免疫功能有着密切的

关系,免疫防御功能的降低和免疫监视功能低下易

造成体内发生肿瘤[2]。 肝癌是一种常见的恶性肿

瘤,具有死亡率高、转移性强等特点[3-5]。 随着科学

日新月异的发展,手术、TACE(肝动脉化疗栓塞)、
局部治疗、静脉化疗、生物靶向治疗等多种治疗方

式能够显著提高肝癌患者的生活质量,延长部分患

者的生命,但适应者数量有限,且术后恢复效果不

佳,综合而言,肝癌的病死率仍居高不下,治疗效果

欠佳[6]。 因此深入研究肝癌的发生机制,了解肝癌

发生过程中机体的变化,能够为后续肝癌的监控和

治疗提供重要的依据和治疗策略[7-9]。 建立肝癌动

物模型是深入肝癌研究的前提条件,化学诱导法、
原位移植法、基因修饰法是常见的三种建模方

式[10]。 其中化学诱发以操作便捷、价格低廉、易成

型且肝癌发生过程与人类相似等特点,被广泛应

用,而化学诱发中尤以 DEN(二乙基亚硝铵)的效果

最佳,DEN 是一种属于 N-亚硝基的有机物质,能够

诱导很多组织形成肿瘤,例如:肝、胃、造血系统、肺
等多种组织[11-13]。 利用 DEN 进行诱导,可对肝产

生严重的损伤,具有较强的致癌性、致畸性和突变

性,最直接的表现是中性粒细胞浸润,广泛的小叶

出血性坏死,肝细胞异常分裂,胆管增生,纤维化,
和桥接坏死,并最终导致肝癌[14]。 据研究表明,
DEN 致癌剂联合 CCL4(四氯化碳)促癌剂能够缩短

诱导周期,同时能够减少模型动物的死亡率,大大

提高成模率[15]。 因此,本次试验选择 DEN 联合

CCL4 共同诱导小鼠肝癌发生,以达到高效建立小鼠

肝癌模型的目的[16-18]。 判断肝癌模型的相关指征

主要有模式动物体重变化,形态特征,肝组织结构,
肝脾指数,血液中谷丙转氨酶、谷草转氨酶、肌酐和

总胆红素的含量及血清中总蛋白、白蛋白和尿素氮

含量变化等[19]。 本实验主要从这几个方面进行不

同时间点的监测,以呈现出小鼠肝癌模型构建过程

中相关指征的动态变化趋势,为肝癌模型构建及其

病理研究提供参数和技术依据[19]。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

实验动物:SPF 级 30 日龄雄性 C57BL / 6J 小鼠

42 只,体重 18~22 g,购自长春市亿斯实验动物技术

有限责任公司[SCXK(吉) -2016-0003],在吉林大

学基础医学院动物实验中心屏障环境下饲养

[SYXK(吉) -2018-0001],并按照 3R 原则给予人

道关怀。 该研究已经通过吉林大学基础医学院伦

理委员会审批,审批编号:2019 年 49 号。
1. 2　 主要试剂与仪器

二乙基亚硝胺(DEN, Sigma);四氯化碳(天津

市富宇精细化工有限公司);橄榄油(成都市科龙化

工试剂厂)。
多功能酶标仪(型号:HBS-1096),电子分析天

平(型号:FA2204B),恒温箱(型号:DHP120)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物分组及造模

对照组(control group):正常雄性 C57BL / 6J 小

鼠 21 只,常规喂养;模型组(model group):正常雄性

C57BL / 6J 小鼠 21 只,常规喂养。
1. 3. 2　 给药方法

小鼠购入后在屏障环境下进行适应性饲养 1 d,
第 2 天针对模型组小鼠首先用 DEN 进行 1 次腹腔
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注射 100 mg / kg(生理盐水配制);第 2 周再用 DEN
进行一次腹腔注射 100 mg / kg(生理盐水配制),第 3
周后开始以 CCl4 和橄榄油(配制体积比 20 ∶80)灌
胃,0. 05 mL / 10 g,每周 2 次;持续灌胃至第 20 周,
其中从第 8 周开始,CCl4 和橄榄油溶液剂量增加为

0. 10 mL / 10 g。
1. 3. 3　 常规观察指标及检测指标

DEN 诱发肝癌的过程大概要经过 3 个阶段,即
肝硬变前期(1~8 周)、肝硬变期(8~14 周)、癌变期

(14~20 周);分别于造模后 4、8、12、16、20、24、28
周检测各项指标,基本能反映出肝癌诱变不同时期

的变化特点。
诱癌开始后,每周称量小鼠体重;分别于造模

4、8、12、16、20、24、28 周后,随机选择模型组小鼠 3
只,对照组小鼠 3 只脱颈致死;观察两组小鼠肝的形

态、颜色、质地和肉眼可见的肝表面癌结节数(拍照

留存);取肝、肾称重并计算肝、肾 /体重比,即肝脾

指数。 并于 20 周开始计算小鼠存活率和诱癌成功

率,存活率 = 每组存活的小鼠数 /各组小鼠总数 ×
100%,诱癌成功率 =诱癌成功小鼠数 /各组小鼠数

× 100%。
将造模 4、8、12、16、20、24、28 周后处死的 3 只

小鼠,取肝、肾和脾组织,一部分送去病理检测,一
部分用作转录组测序,剩余组织的冻存液氮中以备

后续使用。 提取血液测定其中谷丙转氨酶、谷草转

氨酶、肌酐和总胆红素的含量及血清中总蛋白、白

蛋白和尿素氮含量。
1. 4　 统计学方法

实验数据利用 SPSS 19. 0 统计软件进行 One-
way ANOVA 程序进行单因素方差分析,数据采用均

数±标准差(􀭰x±s)表示,以 P < 0. 05 表示差异显著。

2　 结果

2. 1　 各组小鼠表征及肝癌发生状况

42 只小鼠在肝癌诱发过程中,模型组小鼠死亡 2
只,一只在建模后的第 6 周死亡,另一只在建模后的

第 8 周死亡。 存活率为 90. 5%。 死亡小鼠进行病理

检测主要表现在肝水肿、充血、有大量炎细胞浸润。
在建模的过程中,对照组小鼠肝无异常变化,肝色泽

红润,表面光滑(见图 1-1)。 模型组小鼠普遍出现食

欲下降、毛色暗淡、脱毛、整体状态差、体重降低等现

象,相比对照组小鼠,模型组小鼠的肝组织在不同时

期呈现出不同状况:在建模早期肝体积逐渐增大,颜
色仍旧红润、质软、表面光滑,未见结节(图 1-2);建
模中期,小鼠肝重量增加,颜色逐渐变暗、变硬,表面

凹凸不平、粗糙,有大小不等的结节,(图 1-3);建模

后期,小鼠肝表面出现大小不一、直径在 1. 0~3. 0 mm
之间的灰白色肝结节(图 1-4)。 建模成型后,肝表面

粗糙、质硬,可见诸多结节,既有 4. 0 ~ 15. 0 mm 的单

发大结节,也有 1. 5 ~ 3. 0 mm 的多发灰白色小结节

(图 1-5)。 模型组存活的 19 只小鼠中,诱癌成功 15
只,成功率为 78. 95%。

图 1　 肝癌模型小鼠各阶段肝的形态变化

Figure 1　 Changes of gross appearance of the mouse livers

2. 2　 各组小鼠体重变化

与对照组小鼠比较,造模前各组组小鼠体重无

明显差异。 化学诱导建模第 4 周时,模型组小鼠平

均体重开始下降。 造模 4 ~ 12 周,模型组小鼠体重

均低于正常组;造模第 12 ~ 28 周,模型组小鼠均明

显低于正常组小鼠(P<0. 05,图 2)。
2. 3　 各组小鼠肝、肾功能和肝中蛋白含量的变化

实验测定、分析了不同时期建模组和对照组小

鼠的肝肾功能变化,结果表明:模型组小鼠血清中

图 2　 各组小鼠体重变化对比

Figure 2　 Comparison of the changes of body weight in the mice
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谷丙转氨酶(GPT)、谷草转氨酶(GOT)、肌酐和总

胆红素显著升高,说明模型组小鼠肝受到严重损

伤。 与对照组小鼠比较,模型组小鼠血清中总蛋

白、白蛋白和尿素氮含量显著降低,模型小鼠血清

中尿素氮可能与小鼠体内低蛋白水平有关,而 γ-谷
氨酰转肽酶(γ-GT)和碱性磷酸酶(ALP)虽有轻微

增高的变化,但变化不明显(图 3)。
2. 4　 各组小鼠肝、脾指数变化

模型组小鼠的肝、脾指数均明显高于对照组,
同时,随着建模时间的延长,肝脾指数逐渐增加,表
明建模组小鼠的肝脾受到一定程度的损伤(表 1)。
2. 5　 各组小鼠肝、肾病理结果

成模结束后,选取肝癌模型小鼠和对照组小鼠

进行 HE 染色病理分析,结果显示:对照组小鼠肝组

织结构无异常现象,肝小叶结构清晰,肝细胞索以

中央静脉为中心向四周整齐排列;而模型组小鼠肝

组织逐渐出现异常,建模 12 周以前,肝的变化主要

表现在细胞变大,并呈现空泡状变化,细胞排列混

乱,细胞核都挤向细胞一侧,同时能够观察到有部

分炎性细胞的浸润,可以看到为数不多的由于肝细

胞凝固坏死形成的嗜酸性小体。 在建模 16 周后,模
型组小鼠的肝小叶结构逐渐消失不见,形成假小

叶,中央静脉缺失或偏离原来位置,肝细胞索结构

紊乱,并出现肝细胞越来越多的坏死,有些会出现

空泡状的变化,细胞核出现大小不一的现象,同时

很容易观察到嗜酸性小体,细胞形状出现明显变

化。 建模 20 周后,模型组小鼠肝细胞状态明显表现

出肝癌特征,细胞排列非常紊乱并拥挤,细胞的大

小、形态各异,可见巨核,核异型性非常明显,间质

间可见较明显的炎细胞浸润(图 4)。

图 3　 各组小鼠肝、肾功能和肝中蛋白含量的变化

Figure 3　 Changes of liver and kidney functions and liver protein contents in the mice
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表 1　 小鼠肝、脾指数
Table 1　 Liver and spleen indexes of the mice

时间
Time

组别
Groups

肝指数
Liver index

脾指数
Spleen index

4 周
4 weeks

对照组
Control group 0. 59±0. 128 0. 086±0. 028

模型组
Model group 0. 58±0. 128 0. 085±0. 028

8 周
8 weeks

对照组
Control group 0. 60±0. 126 0. 084±0. 027

模型组
Model group 0. 70±0. 153∗ 0. 093±0. 026

12 周
12 weeks

对照组
Control group 0. 59±0. 126 0. 086±0. 027

模型组
Model group 0. 93±0. 197∗ 0. 101±0. 026∗

16 周
16 weeks

对照组
Control group 0. 58±0. 129 0. 085±0. 029

模型组
Model group 1. 06±0. 226∗ 0. 116±0. 026∗

20 周
20 weeks

对照组
Control group 0. 59±0. 126 0. 086±0. 027

模型组
Model group 1. 20±0. 359∗ 0. 136±0. 030∗

24 周
24 weeks

对照组
Control group 0. 60±0. 125 0. 086±0. 023

模型组
Model group 1. 38±0. 359∗ 0. 140±0. 031∗

28 周
28 weeks

对照组
Control group 0. 58±0. 129 0. 086±0. 027

模型组
Model group 1. 45±0. 412∗ 0. 147±0. 038∗

注:与对照组比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05.

图 4　 肝病理图(HE 染色,×200)
Figure 4　 Pathological changes in the liver tissues of the mice at different stages.HE staining

3　 讨论

肝癌动物模型的建立是肝癌研究的基础,而化

学诱发小鼠肝癌模型是基础科学研究和临床研究

中经常使用的模型建立方式,同时由于其类似人类

肝癌形成过程,因此,是目前进行肝癌研究的首选

建模方式[20-22]。
DEN 作为比较常用的化学致癌剂,致癌率较

高,因此,常被用作肝癌动物模型的启动剂和致癌

剂[23]。 另外,有研究表明,CCL4 对肝也具有较大的

毒性,也会对肝造成损伤,因此,本实验通过以 DEN
为启动剂进行腹腔注射,在这里经过改良,将一次

注射,改为两次注射,以增加启动刺激性,为成功建

模奠定基础[19]。 而后通过以 CCl4 和橄榄油混合液

进行灌服,联合诱发小鼠肝癌模型的建立,通过这

种方式建立模型的病理变化会经过肝炎、肝硬化、
非典型性增生,最后肝癌形成的过程,这些变化过

程与人类肝癌形成的变化过程非常相似,另外,此
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种模型的重复性和稳定性都较好,因此,该模型的

建立对研究人类肝癌具有重要作用,为肝癌的治疗

奠定基础[19-22]。 本实验以 C57BL / 6J 小鼠为实验对

象,在诱癌实验早期观察到模型小鼠的病理改变主

要为肝细胞的炎性损伤、增生浸润引起肝组织的变

性和肿大。 在诱癌的中-晚期则出现嗜酸性结节小

体、空泡结构和肝硬化、肝癌的发生[10,23]。 本实验

组肝细胞性肝癌阳性率为 78. 95%,肝组织均呈明

显肝硬化改变。 这些病理改变与人类肝癌在肝硬

化的基础上发生有一定的相似之处[24-25]。 小鼠在

诱癌实验过程中死亡的主要原因在早期和中期为

诱癌剂的毒性作用引起的中毒性死亡,而在晚期则

主要是因为肿瘤晚期动物体质衰竭引起的死亡[26]。
由于致癌剂二乙基亚硝胺(DEN)的化学毒性

作用,传统一次性给药方法后小鼠在诱癌阶段的实

验性死亡明显增加,影响了诱癌数量及诱癌周期,
导致实验观察结果的误差[27]。 在本研究中笔者采

用化学诱癌剂 DEN 分次饲喂法结合后期添加一定

配比 CCl4 /橄榄油建模方法,这样可缓解诱癌剂对

建模小鼠的毒副作用,有效地降低了建模小鼠的实

验性死亡率。
本实验中,通过对模型组小鼠和对照组小鼠体

重、肝脾指数、病理、血清中谷丙转氨酶(GPT)、谷草

转氨酶(GOT)、肌酐和总胆红素及血清中总蛋白、
白蛋白和尿素氮含量的检测获得了建模不同时期

的动态数据。 在建模初期各项指标与对照组相差

无几,随着建模时间的延长,模型组小鼠逐渐表现

出肝癌的症状。 实验结果显示,在建模 16 周左右,
建模小鼠各项指标表现出较为显著的变化,24 ~ 28
周均表现出明显的肝癌症状,实验对不同时间节点

检测分析的表征数据能够很好体现肝癌模型的发

展变化。
通过本肝癌小鼠建模实验,笔者认为:①建模

小鼠的分组要合理,每笼动物 7 ~ 8 只,尽可能给动

物充足的活动空间;②保证每只动物同时进食,药
量均匀;③饲料、饮水要清洁充足;④由于小鼠有啃

食死鼠的习性,如发现精神状态差、不好动、不进食

的动物,要分笼喂养,以防患病小鼠死后被同类吃

掉;⑤诱癌剂 DEN 应按照所需配制浓度充分溶解于

生理盐水。
本实验结果表明,随着诱癌时间的延长,小鼠

肝硬化程度逐渐加重,肝癌的发生率明显上升。 发

生肿瘤的模型小鼠肝表面见有大小不等的灰白色

结节,肿块增大、数量增多并相互融合。 说明本实

验所诱发的小鼠肝癌与人类肝癌相似,本模型可以

模拟人类肝癌发生、发展的基本过程[28]。
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