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　 基于 Image J 软件对BALB / c突变卷毛鼠肝肿瘤
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨BALB / c突变卷毛鼠与正常BALB / c小鼠构建经肝门静脉注射肿瘤模型间的差异,同时建

立基于 Image J 软件的肿瘤图像定量分析方法。 方法　 将 H22细胞分别经两组小鼠的肝门静脉注入肝,21 d 后摘取

肝。 选择最大肝叶弥散病灶,首先拍照获得垂直视角肿瘤外观图进行比较,然后利用 Image J 软件对肝肿瘤进行图

像定量分析比较。 结果　 两组小鼠的肝均形成了多发性弥散性肿瘤。 外观显示:卷毛鼠组肿瘤的多发和弥散程度

显著高于正常小鼠组,且肿瘤与周边的正常肝组织浸润关系更加密切。 Image J 软件分析结果显示两组小鼠肝比例

之间不具有显著性差异,但卷毛鼠的肿瘤比例和肿瘤占肝的比例均显著大于正常小鼠(P<0. 01)。 结论　 成功模

拟了进展期肝肿瘤动物模型。 BALB / c突变卷毛鼠在经门静脉注射肿瘤细胞成模能力显著优于正常BALB / c小鼠,
同时建立了基于图像分析软件 Image J 的图像定量分析方法。
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Quantitative comparative analysis of liver tumors in BALB / c
mutant curly mice by Image J software
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2. Inpatient and Medical Record Management Department, Fifth Medical Center of Chinese PLA General Hospital, Beijing 100039)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the difference between BALB / c mutant curly mice and normal BALB / c
mice in the establishment of tumor models by hepatic portal vein injection and establish a quantitative analysis method of
images using Image J software. Methods　 H22 cells were injected into the liver through the portal vein of the two groups and
livers were removed 21 days later. The largest diffuse lesion of the liver lobe was selected for analysis. The vertical view of
the tumor appearance was obtained by acquiring images, and then Image J software was used for quantitative analysis and
comparison of liver tumor images. Results 　 Multiple diffuse tumors were found in both groups. The multiple and diffuse
degree of tumors in the curly mice group was significantly higher than that in the normal mice group, and the tumors in



curly mice group were more closely related to the surrounding normal liver tissue infiltration than that in normal mice group.
The result of Image J software analysis showed that there was no significant difference between the two groups, but the
proportions of tumors and tumors in the liver of curly mice were significantly higher than those in normal mice (P<0. 01).
Conclusions　 The animal model of advanced liver tumors was established successfully. The ability of BALB / c mutant curly
mice to model tumor cells via portal vein injection was significantly better than that of normal BALB / c mice. Moreover, a
quantitative analysis method of images was established using Image J software.

【Keywords】　 curly hair mice; liver advanced tumor model; image analysis

　 　 原发性肝癌(hepatocellular carcinoma,HCC)是

我国乃至全世界最常见的恶性肿瘤之一,其发病率

逐年升高,对我国公共卫生事业提出了重大挑

战[1]。 受到肝癌诊断与临床治疗技术的限制,大多

数患者直到发展为进展期或晚期才确诊,肝肿瘤已

呈多发或弥散性肿瘤病灶,同时转移与侵袭能力较

强[2-3],因此进展期肝癌的各项研究逐渐成为了热

点。 而动物模型在研究过程中起到非常重要的作

用,但目前尚未有最合适的进展期肝癌动物模型,
因此需建立更加直观且便捷的动物模型。 同时在

肝癌建模的评价中,对肿瘤定性研究使用较多,对
肿瘤组织等图片进行定量分析则较少见。 BALB / c
卷毛鼠是本实验室发现的自发突变小鼠,前期研究

表明突变基因对该鼠的各个系统尤其是免疫系统

产生了一定的影响[4-5]。 因此本实验利用BALB / c
突变卷毛鼠与正常BALB / c小鼠构建经肝门静脉注

射后形成多发与弥散的肝肿瘤病灶,利用 Image J 软
件直观地对两组小鼠的肿瘤病灶比例进行定量分

析与对比分析,以期了解突变鼠与正常小鼠在构建

进展期肝癌肿瘤模型之间的差异性,为今后更好得

开发和利用本突变鼠作为具有优势的进展期肝癌

动物模型提供坚实的理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 KM 小鼠,3 只,SPF 级,雌性,6 周龄,体重 18 ~
20 g;BALB / c小鼠 10 只,SPF 级,雌性,5~6 周龄,体
重 16~18 g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司

[SCXK (京) 2016-0002]。 BALB / c卷毛鼠 10 只,
SPF 级,雌性,5~6 周龄,16 ~ 18 g,来源于本实验室

近交培育。 动物饲养在解放军总医院第五医学中

心动物实验中心[SYXK(军) 2017-0016]。 本实验

严格按实验动物使用的 3R 原则给予人道的关怀,
通过了解放军总医院第五医学中心动物伦理委员

会审查(IACUC-2017-006)。

1. 1. 2　 细胞

H22肝癌细胞株来自本院中心实验室保存。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胰蛋白酶、DMEM 培养基、胎牛血清等购自美

国 Hyclone 公司;吸入性麻醉剂异氟烷购自上海玉

研科技有限公司;全套解剖手术器械由本实验室提

供,购自上海医疗器械(集团)有限公司手术器械

厂;图像分析软件为 Adobe Photoshop(CS6)和 Image
J 软件(美国国立卫生研究院,1. 51j8)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养实验

　 　 在 KM 小鼠体内腹腔注射复苏后的 H22细胞株,
待小鼠腹部隆起后,用无菌注射器抽取腹水,用生

理盐水洗涤后经 1000 r / min 离心(5 min),弃上清

液。 用生理盐水将 H22肝癌细胞数调整至每毫升 1×
107 个备用。
1. 3. 2　 构建进展期肝癌模型

　 　 将两组小鼠依次使用异氟烷进行麻醉。 在小

鼠胸骨下缘正中处开一个 1. 5 cm 的竖形开口。 将

肝叶轻轻挤出并上翻放置于预置的湿润纱布上,即
可清晰地看到与下腔静脉伴行的肝门静脉。 使用

1 mL灭菌注射器吸取备用细胞悬液,轻轻扎入肝门

静脉,缓慢注射。 注射体积为 100 μL,细胞量约为

1×106 个。 注射完毕,轻压止血后,快速将肝叶置入

腹腔内,缝合消毒伤口。 术后每日观察两组小鼠的

恢复状态,待 21 d 后采集肝。
1. 3. 3　 利用 Image J 软件对肝弥散病灶进行定量

分析

　 　 选择获得的两组肝组织的最大肝叶,首先拍照获

得垂直视角图片。 进而对拍照所得的肝照片进行图像

定量分析,具体分析步骤参考姜棋予等[6]的方法。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 20. 0 统计学软件分析数据,计量资

料以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,采用独立样本 t 检
验进行两组分析比较,P<0. 05 与 P<0. 01 为差异有

统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 肝多发弥散性肿瘤外观对比结果

　 　 结果显示:卷毛鼠组和正常小鼠组在相同的造

模时间内均形成了多发性弥散性的肝肿瘤。 肉眼

观察发现卷毛鼠组的弥散性肿瘤占据肝的比例显

著多于正常小鼠组,而且观察到肿瘤与周边的正常

肝组织浸润关系更加密切(图 1)。
2. 2　 肝多发弥散性肿瘤病灶图像定量对比分析

　 　 结果显示:首先用 Photoshop 软件沿肝边缘截取

得到肝整个背景图片(图 2A),再用 Image J 软件获得

了图片的 RGB 象限分析结果(图 2B、2C、2D),选择对

比度相对高的图 2D 进行分析。 分别获得了卷毛鼠和

正常小鼠肝整体比例图与肝肿瘤比例图(图 3)。 其

中一只卷毛鼠的肝占图片总面积的 37. 54%,肿瘤组

织占图片总面积的 21. 23%(图 3A),而一只正常小鼠

肝占图片总面积的 35. 19%,肿瘤组织占图片总面积

的 11. 84%(图 3B)。 建立了基于图像分析软件 Image
J 的肝照片定量分析方法。
2. 3　 肝多发弥散性肿瘤比例对比分析

　 　 结果显示:两组小鼠的肝比例不具有显著性差

异,而卷毛鼠的肿瘤比例和肿瘤占肝的比例均显著

大于正常小鼠(P<0. 01)(见表 1)。

3　 讨论

　 　 依托实验动物建立肝细胞癌模型是肝细胞癌

分子靶向治疗研究以及分子药理学研究的基础[7]。
近年来可见利用门静脉注射方法构建进展期或转

移性肝癌模型。 刘毅等[8] 建立肝癌细胞门静脉转

移模型,研究发现部分机制可能是通过上调基质金

属蛋白酶-9(MMP-9)的表达实现。 柴燕涛等[9] 利

用肝门静脉注射不同肝癌细胞系建立新型进展期

肝肿瘤模型,为肝癌相关临床药物的筛选奠定了坚

实基础。 同时,研究者更倾向于利用各种成熟的图

像成像技术来反映肿瘤的进展情况。 余琦等[10] 利

用 Image J 软件对家兔动脉粥样硬化病变图像进行

定量分析,能够准确和有效的评估动脉粥样硬化病

变程度。 张鑫等[11]利用 Image J 软件建立白癜风白

斑面积的数字化测量方法,为临床客观评价皮损的

严重程度及其动态变化提供可靠且简便易行的图

形面积数字化操作流程。 而利用门静脉注射肿瘤

细胞构建自发突变小鼠进展期肝细胞癌模型,并利

用 Image J 软件对肿瘤进行观察的报道尚未见到。

图 1　 两组小鼠肝弥散性肿瘤外观对比结果

Figure 1　 Comparison of the appearance of liver diffuse
tumor between the two groups

注:A:选定肝的全部区域;B(红色)、C(蓝色)、D(绿色):3
个 RGB 像限分析结果;红色箭头示肝中的多发与弥散肿瘤

病灶。

图 2　 肝照片的选定及像限分析结果

Note. A, All areas of liver organs were selected. B(Red), C
(Blue), D ( Green ), Analysis results of three RGB image
limits. Red arrow shows multiple and diffuse tumors in the liver.

Figure 2　 Selection of liver photos and results of
image limit analysis

注:A:卷毛鼠肝比例(上)与肿瘤比例图(下);B:正常小鼠肝

比例(上)与肿瘤比例图(下)。

图 3　 肝总面积和肿瘤病灶识别预算定量分析

Note. A, Liver ratios( top)and tumor ratios(bottom)in curly mice.
B, Liver ratios( top)and tumor ratios(bottom)in normal mice.

Figure 3　 Quantitative analysis of total area of liver organs and
budget of tumor focus identification
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表 1　 两组小鼠弥散性肿瘤比较(􀭰x±s, n= 10)
Table 1　 Comparison of diffuse tumor between the two groups

组别
Groups

肝比例(%)
Liver ratio

肿瘤比例(%)
Tumor ratio

肿瘤占肝比(%)
Ratio of tumor to liver

卷毛鼠
Curly mice 37. 82±1. 31 20. 43±4. 03∗ 53. 79±9. 11∗

正常小鼠
Normal mice 36. 21±1. 85 9. 20±2. 01 25. 35±5. 16

注:与正常小鼠相比,∗P<0. 01。
Note. Compared with normal mice,∗P<0. 01.

因此,本研究在前期发现突变卷毛鼠与正常小

鼠构建皮下移植和原位肝移植模型之间存在显著

差异的基础上,应用门静脉注射肿瘤细胞构建进展

期肝细胞癌模型,进而对两组小鼠的差异性进行比

较。 结果显示:两组小鼠的肝均形成明显的弥散性

肿瘤。 但卷毛鼠组弥散性肿瘤占据肝的比例显著

多于正常小鼠组,而且肿瘤与周边的正常肝组织浸

润关系更加密切,与前期其他方式移植肿瘤的研究

结果相一致[12]。 现研究中肿瘤转移动物模型多采

用经尾静脉注射,肿瘤细胞经下腔静脉回心后经由

肺动脉抵达肺部[13],难以到达肝,很难直观反映与

模拟进展期肝肿瘤的特性[14-15]。 而本实验选择经

肝门静脉直接注射肿瘤细胞,肿瘤细胞不仅可随肝

内部丰富的血流迅速到达肝各个部位,还可长时间

留驻肝内部,尤其在接近肝包膜处毛细血管丰富,
能够很好形成多发弥散性的肿瘤病灶。 同时皮下

肿瘤和原位肿瘤模型多为单个,可通过测量计算其

肿瘤体积进行量化分析,获得照片等图像信息也较

为容易。 但对于多发性和弥散性肿瘤的量化分析

则有难度。 曾有研究者以高内涵等为代表的图像

采集与分析系统,但整个工作站价格昂贵,而且对

于图形文件格式的要求较为严格,因此普及性较

差[16-17]。 本实验采用 Image J 软件可直观的对弥散

性肿瘤图片进行定量分析,得出卷毛鼠与正常小鼠

肝比例分别为(37. 82±1. 31)%和(36. 21±1. 85)%、
肿 瘤 比 例 分 别 为 (20. 43±4. 03)% 和 ( 9. 20±
2. 01)%、肿瘤占肝比分别为 ( 53. 79 ± 9. 11)% 和

(25. 35±5. 16)%,卷毛鼠与正常小鼠的肝比例不具

有显著性差异,而卷毛鼠的肿瘤比例和肿瘤占肝的

比例均显著大于正常小鼠(P<0. 01),不仅建立了

Image J 软件对弥散性肿瘤进行图像定量分析的方

法,而且进一步验证了卷毛鼠的肝癌成模能力强于

正常小鼠。
综上所述,BALB / c突变卷毛鼠经门静脉注射肿

瘤细胞形成多发弥散性肿瘤的能力优于正常

BALB / c小鼠,同时利用 Image J 软件对弥散性肿瘤

进行定量分析,进一步验证了BALB / c突变卷毛鼠在

肝肿瘤成模方面的优势所在,以期该突变卷毛鼠能

够成为开展肝癌动物模型各项研究的成熟实验

平台。
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综述:囊性纤维化在基础和临床研究中的进展

囊性纤维化(cystic fibrosis, CF)是白种人常见的常染色体隐性遗传病,患者寿命普遍缩短,属于单基因

病,且中国患病儿童的基因变异与白种人存在差异。 来自首都医科大学北京儿童医院呼吸科的研究者从囊

性纤维化的发病机制、囊性纤维化的临床特点、囊性纤维化的诊断和囊性纤维化的动物疾病模型进行总结,
对目前囊性纤维化的基础与临床研究两方面的研究进展作一综述。

文中提到囊性纤维化是由位于 7 号染色体单个基因的突变导致的跨膜传导调节因子异常所致,可分为

5 种不同的类型,导致氯离子转运异常,且不同突变位点的临床表现不同,Ⅰ-Ⅲ类突变可引起更严重的疾

病。 通过对新生儿基因的筛查,CF 突变基因也存在于非白种人群体中,其中,中国 CF 患儿 CFTR 基因突变

谱与欧美国家存在较大差异,最常见的 CFTR 基因突变是 c.2909G>A,c.1766+5G>T,且该突变位点未在白种

人中发现。
关于 CF 发病后出现的临床特点,本文通过 5 个方面进行了介绍,分别为呼吸系统出现持续的排痰性咳

嗽、肺野过度充气;鼻窦出现慢性鼻充血、头痛、慢性鼻后滴漏所致咳嗽,以及睡眠障碍;消化系统出现胰腺

外分泌功能不全;生殖系统中出现精子转运缺陷导致的男性 CF 患者不育,但精子发生不受影响;此外,由于

CF 患者的骨矿物质含量降低,可出现营养及生长发育障碍,如骨折和脊柱侧后凸的发生率增加。 此外,本文

对 CF 的诊断标准、汗液试验的操作步骤及诊断面临的挑战均进行了介绍。
文中最后对介绍了 4 种 CF 模型,分别为小鼠 CF 模型、猪 CF 模型、雪貂 CF 模型和兔 CF 模型,将不同

动物模型与人类囊性纤维化疾病进行对比,总结了不同模型的优缺点,介绍了 CF 动物模型制作的前景。
综上所述,本文首先对 CF 基因突变的临床和遗传特征进行总结,比较了中国人与白种人囊性纤维化在

基因突变中存在的差异;同时,对囊性纤维化在基础研究与临床研究中的进展情况进行详细汇总,总结了目

前用于模拟该病的动物模型及特点,以及临床表现及诊断、治疗和预后,对 CF 的研究进展进行了全面总结。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal Models and Experimental Medicine, 2021,

4(3): 220-232; https: / / doi.org / 10.1002 / ame2.12180)。
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