
实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2023, 43(5)

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2023.076

沈如凌，生物学博士，副研究员，上海实验动物研究中心模式生物研发部部长，上海科学院

模式动物转化研究所副所长，《实验动物与比较医学》 杂志青年编委，中国医药生物技术协

会组织生物样本库分会委员。主持基因编辑模式动物研发及模型资源库建设工作，已带领团

队完成基因敲除/敲入小鼠模型研发及表型研究150余种，为神经退行性疾病、免疫及感染性

疾病、肿瘤治疗、代谢和心脑血管疾病等方向的应用研究提供模型支撑，先后承担或参与国

家和省部级疾病动物模型研发及抗肿瘤研究方向的课题多项，以通信作

者或第一作者身份在国内外学术期刊上发表相关论文 20 余篇，获得发

明专利授权5项，实用新型专利2项。

陈艳娟，本科毕业于华中农业大学，中级兽医师，现工作于上海实验动物研究中心模式生物研发

部。主要从事肿瘤免疫方向的模式动物模型研发及表型研究工作。近 3 年参与上海市科研项目

和上海市产业协同创新专项各 1 项，发表 SCI 及中文核心期刊论文 4 篇，获得实用新型专利授

权2项。
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[摘要] 结直肠癌 （colorectal cancer，CRC） 是全球第三大常见的恶性肿瘤，最新统计数据显示 CRC 发病人数占
全球癌症病例总数的 10%，为癌症死亡的第二大主因。CRC 是一种高度异质性疾病，其发生发展是由多个基因表达
突变引起功能异常或表观遗传变化所驱动，并经过不同途径发展为肿瘤。由于遗传、环境、伦理以及患者本身个体
差异等复杂因素限制了 CRC 在人体上的研究，动物疾病模型已成为研究该疾病必不可少的工具，在预防、治疗、
临床前研究和基础性研究中发挥重要作用。CRC 疾病模型种类丰富，其中小鼠模型应用最为广泛，根据造模方式不
同分为自发性、化学诱导、移植瘤和基因工程小鼠模型，各有其不同特点及应用前景。本文重点阐述 CRC 小鼠模
型，同时介绍大鼠、实验猪、斑马鱼等动物模型的最新研究进展，以期为 CRC 动物模型的选择和应用提供参考。
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[ABSTRACT] Colorectal cancer (CRC) is the third most common malignant tumor in the world. The latest 
statistics show that CRC accounts for 10% of all cancer cases worldwide and is the second leading cause of 
cancer deaths. CRC is a highly heterogeneous disease, the development of which is driven by functional 
abnormalities or epigenetic changes caused by multiple gene expression mutations, and there are different 

· 前沿综述 ·
Frontier Reviews

[基金项目] 上海市科技创新行动计划实验动物专项课题“人源化小鼠模型的建立和评价平台建设”（2214900102）；上海实验动物研究中心科技
创新计划新星项目“自发性肠癌 ApcL850X 点突变小鼠模型建立及表型研究”（2021NS03）

[第一作者] 陈艳娟（1991—），女，本科，中级兽医师，研究方向：模式动物模型研发及表型研究。E-mail： chenyanjuan@slarc.org.cn
[通信作者] 沈如凌（1981—），女，博士，副研究员，研究方向：模式动物模型研发及表型研究。E-mail： shenruling@slarc.org.cn。ORCID：0000-

0002-7529-810X

pathways that lead to tumor formation. Complex factors such as genetics, environment, ethics, and 
individual differences of patients themselves limit the study of CRC in humans, so the disease animal 
models have become an indispensable tool for the study of CRC, and play an important role in prevention, 
treatment, preclinical research and basic research. There are various types of CRC animal models, of which 
mouse models are the most widely used. According to different model establishing methods, the models 
are divided into spontaneous, chemically induced, transplanted tumor and genetic-engineering mouse 
models. Different models have different characteristics and application prospects. In this study, we focus 
on these mouse models of CRC in detail, and introduce the latest research progress of CRC models in rats, 
experimental pigs and zebrafish, to provide reference for the selection and application of animal models of 
CRC.
[Key words]  Colorectal cancer; Animal model; Transplanted tumor model; Chemical induced model; 

Genetic-engineering model

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是最常见的消

化道恶性肿瘤［1］。2020年CRC发病人数占全球癌症病

例总数的 10.0%，是仅次于肺癌和乳腺癌的全球第三

大常见的恶性肿瘤，也是因癌症死亡的第二大主

因［2］。国内数据显示，CRC在我国的发生率和死亡率

在未来一段时间仍将呈上升趋势［3］。CRC按发病因素

可以分为遗传性和散发性［4］，按发病年龄又可以分为

早发性（患者年龄<50岁）和迟发性（患者年龄>50
岁）［2，5］。研究显示，遗传性CRC与特定性遗传基因

异常相关，其发病多有家族性聚集现象，占发病总数

的5%～10%，而90%以上病例属于散发性CRC［4］。除

家族性遗传因素外，环境因素如肥胖、饮酒、吸烟、

饮食习惯等不良生活方式使CRC发病年龄提前［4］，早

发性CRC的发病率在全球范围内近几年明显上升［6］。
因此，CRC的预防和治疗已成为全球化的公共卫生问

题之一［7］。
动物模型是研究CRC必不可少的工具。用致癌物

诱导方法最早建立的 CRC模型已过去 80多年，至今

CRC小鼠模型依然在评估饮食影响、营养元素、化学

性预防以及研究肠道菌群与 CRC关系中发挥重要作

用［7］。1990年Moser 等［8］首次利用基因工程技术建立

了第 1个基因突变结肠癌腺瘤性息肉病小鼠模型——

ApcMin小鼠，用于人类家族性腺瘤性息肉病（familial 
adenomatous polyposis，FAP）的研究。到目前为止，

已有相当数量的CRC动物模型陆续被开发出来。如何

从这些动物模型中挑选合适的研究对象成为研究者面

临的一大挑战。

本文回顾了近几年CRC动物模型的研究进展，从

发病机制、模型种类和模型应用等方面进行详细综述，

以期为研究人员在科学研究过程中合理选择和应用

CRC动物模型提供借鉴和帮助。

1　CRC 发病机制

CRC是一种高度异质性疾病，其发生发展由多个

基因表达突变引起的功能异常或表观遗传变化所驱动，

这些改变最终导致正常上皮细胞异常增殖，并决定疾

病发展进程［9-10］。CRC发病机制高度复杂，目前尚未

完全阐明其恶性病变的发生机制。目前，人们对遗传

性 CRC 如 FAP、遗传性非息肉性 CRC （hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer，HNPCC）和 Lynch 综合

征等的肿瘤相关性突变基因已经有了比较精准的认

识［11］。但散发性CRC发病受多种因素影响，研究者根

据散发性CRC的发生发展途径划分为三类。首先，约

90% 的病例起源于异常隐窝 （aberrant crypt foci，
ACF），随后逐渐演变为良性和腺瘤性息肉，最终发展

为散发性CRC，这一过程持续时间可长达 10～15年，

被认为是传统的“腺瘤-癌-转移”模式的经典途径，

即染色体不稳定性分子途径。其分子机制是以APC突
变为关键起始事件，导致Wnt信号通路异常激活，随

后引起肿瘤抑制基因P53 （tumor suppressor gene P53，
TP53）和Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（Kirsten 
rat sarcoma viral oncogene homolog，KRAS）突变事件，

从而驱动CRC的侵袭和转移［12］。另有研究显示，基因

磷脂酰肌醇 -4， 5- 二磷酸 3- 激酶催化亚基 α
（phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate 3-kinase catalytic 
subunit alpha，PIK3CA）、磷酸酶及张力蛋白同源物

（phosphatase and tensin homolog，PTEN）、SMAD 家族

成员（SMAD family member，Smad） 2和 SMAD4也参
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pathways that lead to tumor formation. Complex factors such as genetics, environment, ethics, and 
individual differences of patients themselves limit the study of CRC in humans, so the disease animal 
models have become an indispensable tool for the study of CRC, and play an important role in prevention, 
treatment, preclinical research and basic research. There are various types of CRC animal models, of which 
mouse models are the most widely used. According to different model establishing methods, the models 
are divided into spontaneous, chemically induced, transplanted tumor and genetic-engineering mouse 
models. Different models have different characteristics and application prospects. In this study, we focus 
on these mouse models of CRC in detail, and introduce the latest research progress of CRC models in rats, 
experimental pigs and zebrafish, to provide reference for the selection and application of animal models of 
CRC.
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与CRC的发生发展过程 ［4，11］。其次，超过15%的CRC
病例是通过锯齿状腺瘤路径进化，根据病变形态特征

不同又分为增生性息肉、无柄锯齿状病变、传统锯齿

状腺瘤和锯齿状腺瘤伴不典型增生 4种，是以CpG岛
甲基化为特征表型，基因BRAF和KRAS呈现较高的突

变频率，锯齿状腺瘤的发展速度比传统的腺瘤-癌途径

快［13］。此外，CRC的另一种特殊途径是结肠炎相关癌

症，最常见于炎性肠病（inflammatory bowel disease，
IBD）患者，随患病时间延长，其发展为CRC的风险

增加 2～3倍［14］。正是这种从遗传到表观的复杂分子

生物学特性，反过来影响肿瘤治疗反应和患者存

活率［15］。
由于遗传、环境、伦理以及患者本身的个体差异

等复杂因素限制了CRC在人体上的研究，但是这些特

征可以在疾病动物模型上得到体现。通过制备疾病动

物模型开展研究有助于揭示潜在的致癌机制、肿瘤生

物学特征以及特定分子作用对CRC的影响。具有人类

CRC特征的疾病动物模型已广泛应用于CRC预防和治

疗的研究。然而，由于这些模型在侵袭性、转移性和

肿瘤异质性等方面的局限，加上发病后模型动物寿命

缩短等因素，目前大多数动物模型只能模拟人类CRC
早期病理过程［8］。因此，本文对现有的CRC动物模型

进行了梳理，以期为研究者选择合适的动物模型提供

帮助。

2　CRC 动物模型

理想的CRC动物模型应能概括从癌前腺瘤到具有

转移潜力的浸润性癌的发展过程，同时应能反映该疾

病的个体间分子多样性［8］。但到目前为止还没有一种

模型能概括人类CRC的所有典型特征，因而应有选择

性地利用现有模型深入了解其致病机制和测试创新治

疗手段提供可实施的研究对象［16］。
2.1　CRC 小鼠模型

小鼠因生命周期短、易操作，是进行生物医学研

究的最好模式动物之一，也是研究CRC必不可少的工

具。根据造模方式不同，CRC小鼠模型大致可分为自

发性模型、化学诱导模型、移植瘤模型和基因工程小

鼠模型。

2.1.1　自发性 CRC 小鼠模型
自发性的胃肠道肿瘤在小鼠中发生率极低，多在

老龄小鼠肠道内发现上皮腺瘤或增生性病变［16-17］。研

究发现通过饮食诱导可以显著提高自发性肠道肿瘤的

发生率。在使用缺乏钙和维生素D3且甲基供体营养物

（包括纤维、叶酸、蛋氨酸和胆碱）含量低的改良西式

饮食饲喂2年后，25%的C57BL/6小鼠发生肠道肿瘤且

病理显示肿瘤发展为浸润性癌，同时发现在饮食中增

加钙和维生素D含量可以完全抑制这种饮食诱导的结

直肠肿瘤发展［18］。该研究结论为进一步在人体上研究

钙和维生素D如何降低CRC患病风险提供了建议。更

多研究显示，饮食通过诱导小鼠肠道微生物生态失调、

代谢组失调（溶血磷脂酸升高）和肠道屏障功能障碍

而促进肿瘤的发生和发展［19-20］。
2.1.2　化学诱导小鼠模型

化学诱导模型是指通过给予特定的化学物质如致

癌物质或致突变物质，诱导动物CRC形成。这些模型

模拟了人类CRC多步骤的发展过程，并可以研究不同

阶段的分子机制。用于诱导类似人类恶性肿瘤结直肠

病变的化学致癌物主要有以下 4类：杂环胺类、芳香

胺类、烷化基化合物类、二甲基肼及偶氮氧甲烷类。

这些物质的致癌特性及其对组织发生的影响，以及动

物遗传背景的易感性和环境因素之间的相互作用已经

有相关报道［21］。
杂环芳香族胺由肉类经煎烤产生，在肝脏中被细

胞色素 p450转化为羟基氨基衍生物，随后被酯化酶、

乙酰转移酶和磺基转移酶进一步活化，最终通过与

DNA作用产生终代谢产物，使碱基发生取代、缺失和

插入，从而导致DNA序列的变化［22］。该类致癌物的

主要代表是 2-氨基-33-甲基咪唑［4，5-f］喹啉（2-
amino-33-methylimidazo ［4，5-f］ quinoline， IQ）和

2-氨基-1-甲基-6-苯基咪唑 ［4， 5-b］ 吡啶 （2-
amino-1-methyl-6-phenylimidazol ［4， 5-b］ pyridine，
PhIP），已被用于CRC化学诱导实验［21］。IQ和PhIP能
够在小鼠体内诱导产生ACF，并且随着时间的延长，

ACF数量显著增加，但这两种化合物诱导的小鼠结肠

内未发现肿瘤。此外，这些致癌化合物显示出多器官

靶点特异性，在啮齿类动物中也能诱导除CRC之外如

乳腺癌、前列腺癌、淋巴瘤等并发癌症［21］。与 PhIP
类似，芳香胺二甲基苯并蒽 （7，12-dimethylbenz-
anthracene，DMBA）在大鼠中也以多器官为靶点，结

直肠、乳腺和前列腺为常见的肿瘤发生部位［21］，并且

这些致癌物存在明显的种属特异性。Elizabeth 等［23］

研究发现，利用DMBA诱导C57BL/6J小鼠未发现产生

ACF，提示小鼠结肠不是DMBA的特异性靶器官。而

另一类烷化基化合物甲基亚硝基脲（N-nitroso-N-
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methylurea，MNU）和 N-甲基-N＇硝基-N-亚硝基胍

（N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine，MNNG）与脏

器的直接作用可引起多器官恶性肿瘤［24］。1974 年
Narisawa等［25］采用MNNG直肠灌注方式直接引起结直

肠黏膜病变，从而导致腺瘤和腺癌的发生。因为不需

要代谢激活，以上这类化合物可能是理想的局部致癌

物，但此类CRC动物模型的构建需要多次给药，并伴

有能引起多器官恶性肿瘤的强致癌作用，因此也暴露

了这类化合物致癌特异性不高的使用弱点［21］。
相比其他类致癌物， 1， 2-二甲基肼 （1， 2-

dimethylhydrazine，DMH）及其代谢物氧化偶氮甲烷

（azoxymethane，AOM）是最常用的 CRC 致癌物［24］。
给药期间AOM比DMH具有更强的效力和更高的稳定

性［26］。在啮齿类动物中，AOM与致炎剂葡聚糖硫酸

钠（dextran sulfate sodium salt，DSS）联合使用，已成

为研究CRC发生机制和化学预防干预CRC研究的经典

造模方式［21］。AOM-DSS动物模型可以模拟人类CRC
早期发病过程，同时在分子水平引起一系列参与代谢、

氧化应激、黏蛋白产生和炎症相关的功能蛋白差异化

表达［27-28］。其中，在人类和小鼠CRC中均发现存在

β-catenin和Kras突变，并且其参与AOM-DSS诱导CRC
发生的早期阶段，与肿瘤发生及肿瘤大小增加有

关［29］。AOM和DSS联合使用时，肿瘤生长加快，潜伏

期明显缩短［21］。多种AOM-DSS联合使用方案已经被

报道，给药剂量和小鼠遗传背景在AOM-DSS联合使用

诱导肿瘤中发挥重要作用［21］。研究显示，与 C3H/
HeN、C57BL/6J和DBA/2N等品系相比，BALB/c小鼠

对AOM更易感［26］。Tanaka等［30］使用 ICR小鼠单剂量

腹腔注射AOM（10 mg/kg），2%DSS饮水饲喂 7 d，最

早在 12周活检时发现肿瘤。而相比单循环DSS暴露，

多次DSS循环炎性刺激后，ICR小鼠肠道肿瘤增长更

快，10周即发现较大肿瘤［31］。但值得注意的是，使用

AOM联合DSS诱导小鼠模型不发生 p53基因突变，并

且极少见肿瘤发生黏膜侵袭和远端转移［21］。
AOM-DSS诱导动物模型应用广泛，可用于从肠道

病变、信号通路蛋白和炎症因子变化，以及肠道微生

物种群影响等方面评估饮食、膳食补充剂、化合物对

CRC作用的机制研究。Corpet等［32］总结Apcmin/+小鼠和

AOM诱导大鼠模型是研究食品添加剂对CRC影响的主

要动物模型，提示聚乙二醇、橙皮苷、蛋白酶抑制剂

等物质作为 CRC预防剂的可能性。因此，化学诱导

CRC模型可为选择预防CRC的方法提供指导性意见。

2.1.3　移植瘤小鼠模型
相比其他模型，移植瘤模型在研究CRC临床表现

和治疗进展方面具有明显优势［33］。通常将肿瘤细胞系

或组织块置于小鼠体内构建动物移植瘤模型。宿主、

异种移植物和移植途径是构建不同移植瘤小鼠模型的

关键基础［34］。
根据接种部位分为皮下注射模型和原位注射模型。

皮下注射是构建移植瘤模型的常用方法，操作简单，

使用方便，能够监测肿瘤生长，诱导肿瘤形成的成功

率高，广泛用于肿瘤发展的研究和药效评估，但是该

模型的肿瘤侵袭和转移性较差，皮下肿瘤生长环境和

免疫微环境差异限制了皮下移植瘤的应用。与皮下肿

瘤相比，原位注射模型的最大优点是模拟肿瘤生长环

境，并且将癌细胞注射到特定器官如盲肠、尾静脉和

脾脏等可导致肝、肺和骨转移［34］。原位移植瘤模型的

构建为研究肿瘤进展及其对新疗法的反应提供了有价

值的研究平台。经过多年的小鼠体内肿瘤发展研究，

癌细胞接种的宿主经历多个阶段变化，从免疫健全小

鼠到免疫缺陷小鼠如无胸腺裸小鼠 （athymic nude 
mice，Nude），再到重度免疫缺陷小鼠（severe combined 
immunodeficiency mouse，SCID），最近又到新型联合免

疫缺陷小鼠如NOG/NSG/NOJ小鼠、Nude R/J小鼠，以

及在小鼠体内重建人体功能性免疫系统的人源化小

鼠［33］。这些宿主为研究肿瘤和免疫相互作用、监测免

疫治疗和评估疗效提供了更好的选择。

根据异种移植物来源又分为 3类：细胞系来源的

异种移植瘤模型（cell-derived xenograft，CDX）、人源

肿瘤组织来源的移植瘤模型（patient-derived xenograft，
PDX） 和 人 源 肿 瘤 组 织 类 器 官 （patient-derived 
organoid，PDO）［33］。不同异种移植物来源的移植瘤模

型具有不同特点。与其他模型相比，CDX模型与人类

肿瘤高度同源，并且造模操作简单，成瘤率高，成瘤

时间短（2～8周）［33］。经多项研究比较发现，肿瘤生

长速度与肿瘤细胞类型及选择动物种类有关。

Rodriguez等［35］将人 CRC HCT116细胞注射入裸小鼠

皮下，移植10 d后大多数动物（>90%）出现可测量的

肿瘤结节。Bellamkonda等［36］同时在裸小鼠皮下注射

HT29和 SW480等人体CRC细胞构建移植瘤小鼠模型，

两种移植瘤模型在 21 d左右的肿瘤体积均达到 1 000 
mm3，并可用于评估药物疗效。Bernhard等［37］分别在

SCID小鼠和裸小鼠皮下注射人CRC LIM1215细胞，大

约 7周后仅在 SCID小鼠中形成较大肿瘤，而裸小鼠中
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的肿瘤仍然很小。

另外，肿瘤转移率也取决于细胞系、植入部位和

小鼠品系［24］。Flatmark等［38］同时分别将 12株人CRC
细胞系经皮下移植形成的肿瘤组织块移植到裸小鼠的

盲肠壁上，发现只有20%的来源于SW620细胞的荷瘤

小鼠发生肝转移，而除了SW480和Colo320外的其他肿

瘤细胞系均发生淋巴结转移。 Céspedes 等［39］ 将
HCT116、SW620和DLD-1肿瘤细胞注射入Swiss nu/nu
小鼠盲肠壁后发现，HCT116细胞发生原位肿瘤的生长

速度相比其他两种肿瘤细胞更快，移植了HCT116和

SW620细胞的小鼠 100%发生肠系膜淋巴结病灶，而

DLD-1细胞接种小鼠只有 57%发生淋巴结病灶，3种
肿瘤细胞系发生肝脏和肺脏转移灶的比率也有很大差

异。除了常见的人原发肿瘤细胞系外，经化学诱导获

得的小鼠CRC细胞系如BALB/c小鼠来源的CT26细胞、

C57BL/6J小鼠来源的MC38细胞，它们可接种于同源

小鼠品系皮下形成移植瘤，用于研究肿瘤在完整免疫

系统环境下的生长情况［33］。常用于构建移植瘤小鼠模

型的CRC细胞系特征归纳见表1。

PDX模型是将患者肿瘤直接植入免疫缺陷小鼠而

产生的模型。与CDX模型相比，PDX模型在细胞和基

因水平上都表现出异质性，为鉴定新的生物标志物和

新靶点以及评估治疗反应和耐药机制提供了一个有利

的平台［46］。但其缺点是建模周期长（2～4个月），成

本高，建模过程中存在发生突变的可能，PDX移植成

功依赖于手术标本来源［33］。而PDO模型的出现为PDX
模型的局限性提供了一个可行的解决方案。PDO是源

自患者干细胞或分离器官祖细胞培养的 3层立体结构

的多细胞聚集体，其不仅保留肿瘤细胞特性，同时还

保留其组织功能［33］。产生类器官的细胞起源包括多能

干细胞（pluripotent stem cells，PSCs）和成体干细胞

（adult stem cells， ASCs），而 PSCs 即胚胎干细胞

（embryonic stem cells，ESCs）和诱导干细胞（induced 
PSCs，IPSCs）。在特定培养条件下，PSCs和ASCs能在

培养基质中形成3D结构的类器官。但由于道德伦理限

制，人类胚胎干细胞既不方便也不允许使用，而ASCs
和 IPSCs 则广泛用于类器官构建［47］。2009 年，Sato
等［48］利用来源于小鼠肠隐窝单层G蛋白耦合受体5阳
性表达的干细胞成功建立了3D隐窝绒毛结构的肠道类

器官。随后类器官的发展开启了新时代。而Sato等［49］

也在 2011年成功利用类器官培养系统培养小鼠Apc缺
陷腺瘤、人类CRC细胞和人类巴雷特食管上皮细胞，

并尝试用于癌症研究。随着技术的发展，Drost等［50］

使用CRISPR/Cas9技术对培养的人类肠道干细胞中4个
最常见的 CRC 相关基因 （APC、 TP53、 KRAS 和

SMAD4）进行有针对性的基因改造，然后将培养的类

器官异种移植到小鼠身上，结果发现该类器官能够作

为肿瘤生长，并且具有浸润性癌的特征，这进一步拓

展了类器官的应用范围。

近年来，Pauli等［51］建立了 56个肿瘤源性类器官

（即 PDO）和 19个患者源性异种移植（即 PDX）模型

表 1　用于构建移植瘤小鼠模型的结直肠癌细胞系特征
Table 1　Characterization of colorectal cancer cell lines used to construct transplanted tumor mouse models

肿瘤细胞系名称
Tumor cell line names

HCT116
LIM1215

HT29
SW480
SW620
HCT15

Colo320DM
Co115
CaCo2
WiDr

COLO205
DLD-1
CT26
MC38

来源
Source

人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源
人源

BALB/c 小鼠
C57BL/6J 小鼠

MSI 状态
MSI status

MSI
-

MSS
MSS
MSS
MSI
MSS
MSI
MSS
MSS

MSS[42]

MSI
MSS[44]

MSI[44]

突变基因
Mutant gene

KRAS、PIK3CA
-
APC、BRAF、PIK3CA、TP53
APC、KRAS、TP53
APC、KRAS、TP53
APC[41]、KRAS、PIK3CA、TP53
APC、TP53
BRAF、PTEN
APC、TP53
APC、BRAF、PIK3CA、TP53
BRAF[43]

KRAS、PIK3CA、TP53
KRAS[45]

-

参考文献
Reference

[40]
-

[40]
[40]
[40]
[40]
[40]
[40]
[40]
[40]

-
[40]

[44-45]
[44]
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用于高通量药物筛选平台，经过体外 3D培养和体内

PDX模型验证药物和药物组合的有效性，为新治疗方

法的发现和个性化治疗选择提供了评估方法。肿瘤类

器官培养也成为PDO模型成功建立的关键，其发展为

个性化医疗和癌症研究提供了新的研究工具和方向。

CRC类器官的应用方向除了文献【50】所体现的CRC动
物模型构建方法外，还包括直接进行CRC分子与遗传

学研究，例如 Ponsioen等［52］利用来自 KRAS和 BRAF
突变的 CRC患者源性类器官（即 PDOs），研究 EGFR
信号通路在肿瘤发展过程中的作用。与癌细胞系相比，

肿瘤类器官更显优势：一是可以在长期培养中保持遗

传稳定性，保留细胞-细胞和细胞-基质的相互作用，

并可反映其来源的原始肿瘤的特征（如组织学和突变

表型）；二是就药物敏感性而言，肿瘤类器官可能提供

个性化的临床使用数据，类器官可以来源于多种类型

肿瘤，更容易建立和反映肿瘤的异质性［33］。在最新研

究中，研究者利用患者来源的结肠上皮细胞构建结肠

芯片以模拟人类结肠黏液生理的体外模型，构建了一

种新的临床前工具，可以用于分析黏液在人体肠道稳

态以及溃疡性结肠炎和癌症等疾病中的作用［33］。
2.1.4　基因工程小鼠模型

基因工程小鼠广泛用于研究 CRC［34］。根据人类

CRC发病机制，基因工程小鼠模型分为三大类：一是

针对人类遗传综合征FAP，以Apc基因突变为主的基因

工程小鼠模型；二是针对HNPCC研究的基因工程小鼠

模型；三是结肠炎相关癌（IBD-CRC）基因工程小鼠

模型［24， 53-54］。
FAP是一种高外显率的遗传性疾病，会导致结直

肠内出现大量息肉。APC基因的功能是在研究FAP过
程中被发现的［55］，约 90%的CRC患者发生 APC基因

突变［34］。1990年，Moser等［8］建立第一个肠道多发性

肿瘤基因突变小鼠 Apcmin/+，该小鼠模型在日龄 120～
140 d时小肠中产生大量腺瘤，并且随着年龄增大，因

肠梗阻和贫血出现高死亡率，但是肿瘤不会进一步发

展成为浸润性癌。为避免因肿瘤抑制基因完全敲除引

起胚胎致死的情况，研究人员进一步采用基因点突变

方法，构建了多个其他Apc基因突变小鼠，如ApcΔ716、
ApcΔ14 和 Apc1638N 等。与 ApcΔ716、 ApcΔ14 小鼠相比，

Apc1638N小鼠只有小肠发现少量肿瘤，而另外两种突变

小鼠的小肠和结肠肿瘤数量显著增多［7］。这些 Apc突
变小鼠的肿瘤数量及组织病理学各有不同，表明Apc基
因不同突变位点具有敏感性差异［34，56］。

Cre-Loxp系统的应用可在 ApcMin/+小鼠上建立多种

条件性基因突变小鼠模型，单独的Apcmin和Apc∆716小鼠

模型只能生成腺瘤，但Apcmin与 Smad3−/−小鼠交配繁育

得到 ApcMin/+Smad3+/–双杂合小鼠品系，或者 Apc∆716/+与
Smad4+/−小鼠交配繁育得到Apc∆716/+Smad4+/-双杂合小鼠

品系，则可发展成结直肠腺癌［34］。另一项研究中，研

究者利用Cre-Loxp系统探讨了 p53突变对结直肠肿瘤

侵袭的影响，即利用在 Apc 基因上携带有 flox 片段

（Apcfl/+） 的 Ah-Cre 转基因小鼠与 Tp53-flox 小鼠或

Tp53172H/+点突变小鼠进行交配，得到Tp53条件性敲除

品系 （Ah-Cre-Apcfl/+，Tp53fl/+） 或条件性敲入品系

（Ah-Cre-Apcfl/+，Tp53172H/+），这两个品系分别有25%和

100%的肿瘤发展为侵袭性腺癌［57］。致癌基因Kras点
突变小鼠（KrasG12V/+）中的Apc基因发生突变则加速了

肠道肿瘤的发生，而单独KrasG12V/+点突变小鼠则需要

更长时间（>500 d）发展为肿瘤［58］。
另外研究显示，Apc 基因联合 Smad2、 Smad4、

Kras或Tp53基因突变建立的双基因突变小鼠模型，其

肿瘤不发生转移［59］。为深入研究CRC后期转移，研究

者通过对Kras基因突变（Krastm4tyj/+）的Apc-flox纯合小

鼠 （Apc-CKO/LSL-Kras 小鼠） 结肠注射 Cre 腺病毒

（adeno-cre），结果发现约 20%的小鼠发生侵袭性腺

癌，并偶有肝转移［60］。该模型是首次报道的转移性

Apc相关基因小鼠模型。近年来Boutin等［61］构建了另

外一种基因工程小鼠，将条件性 Cre诱导小鼠 Villin-
CreERT2 分别与 Apc-flox、 Tp53-flox、 Tet-on 诱导的

KrasG12Dflox小鼠交配，获得 3种条件性基因敲除小鼠，

这些模型约6周就可实现腺瘤-腺癌进展，而且肿瘤转

移到肝和肺［59］。除了 Apc 基因突变，在 Vil-Cre；
BrafV637E/+；p53LSL-R172H/+小鼠模型中，12%～25%的小鼠

肿瘤转移到局部淋巴结、胰腺或肺，证实Tp53基因在

肿瘤侵袭过程中发挥重要作用［62］。同样KrasG12D和转

化生长因子受体 2 （transforming growth factor， beta 
receptorⅡ，Tgfbr2）同时缺失可诱导结肠肿瘤，其中

15%转移到淋巴结和肺部［63］。HNPCC患者在结肠和

直肠中发生较早，一般多由DNA错配修复基因（DNA 
mismatch repair，MMR）基因如错配修复基因mutL同
源物 1 （mutL homolog 1， MLH1）、 mutS 同源物

2 （mutS homolog 2，MSH2）、mutS 同源物 6 （mutS 
homolog 6，MSH6）突变导致。杂合子基因缺失小鼠不

能成功诱导遗传性非息肉性结直肠癌（hereditary non-
polyposis colorectal cancer，HNPCC） 的发生，因此，
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携带纯合缺失的小鼠已被用作HMPCC样癌症研究的疾

病模型。Mlh1、Msh2和Msh6基因敲除纯合小鼠表现为

包括胃肠道在内的多个器官发生肿瘤，但是小鼠过早

死于侵袭性淋巴瘤［21］。因此，技术手段的更新运用以

及模型的改进和完善是目前研究者亟需突破的关键。

免疫炎症可促进 CRC 发展［64］。白细胞介素 2
（interleukin 2， IL-2） 和白细胞介素 10 （interleukin 
10，IL-10）基因敲除小鼠能诱导与人类相似的结直肠

炎，并与结直肠腺癌的发生有关［64］。黏蛋白 2
（mucin2，Muc2）基因编码胃肠道黏液蛋白，形成一层

黏液屏障可保护肠道。Muc2基因敲除小鼠表现出异常

的肠隐窝形态、细胞成熟及迁移的改变，并在小肠发

展成腺瘤，进一步发展为浸润性腺癌和直肠肿瘤［65］。
但是这些模型的肿瘤发生率低，周期长，并且受肠道

菌群的影响［64］。另外，不同遗传背景的免疫系统对疾

病的敏感性也不同［66］。例如在 IL-10 -/-小鼠中，相对

敏感基因背景的小鼠是C3H/HeJBir和 129/Sv，其次是

BALB/c，而C57BL/6背景小鼠则相对不敏感［67］。
目前基因工程小鼠模型已广泛应用于CRC机制研

究，由驱动基因罕见突变引起的遗传异质性成为原发

肿瘤转移和抵抗治疗的根源。Takeda等［68］研究发现，

携带CRC发展早期突变基因的小鼠比携带晚期突变基

因的小鼠生存期短，提示致癌基因突变发生的顺序在

肿瘤发展过程中起着重要作用；同时研究过程中发现，

锌指蛋白292基因（zinc finger protein 292，Znf292）是

与CRC相关的一种新的肿瘤抑制基因。

综上所述，基因工程小鼠模型对人类理解CRC发
生、进展及分子作用做出了巨大的贡献，是基础研究

中具有重要价值的工具。一方面，由于小鼠基因组异

质性和人类肿瘤发展过程的差异性，以及基因工程小

鼠本身发病早，寿命短的特点等因素，使得基因工程

小鼠模型在临床前研究中的应用受到一定限制。另一

方面，通过这种转基因技术结合可以快速筛选与CRC
相关的潜在的驱动基因和突变途径，加快了创新药物

和新疗法的研发进程 ［7］。
2.2　其他 CRC 动物模型

近年来，大鼠和猪的CRC动物模型研究也有所进

展。携带 Apc基因种系杂合突变的 Pirc （F344/NTac-
Apcam1137）大鼠，自发地在结肠中发生多发性肿瘤，可

模拟FAP和CRC的发生，且大鼠肠道肿瘤的分布与人

类FAP患者的肿瘤相似；相比其他Apc突变小鼠模型，

该模型更适合化学预防研究［69-70］。另外一种Apc突变

大鼠 Kyoto Apc Delta （KAD）是纯合品系，存活时间

长，不自发肿瘤，但对引起结直肠肿瘤的化合物敏感，

经 AOM/DSS联合诱导后可在直肠和结肠远端发现肿

瘤［71］。以上这两种互补的大鼠模型能够从散发性和环

境因素角度研究结直肠肿瘤［71］。
实验猪是转化生物医学研究中重要的研究对象之

一，其体型和器官大小、解剖学、生理学和病理生理

学与人类有较多的相似之处，可在诊断和治疗方法的

开发和评估中提供有价值的依据［72］。 Flisikowska
等［73］采用胚胎干细胞重组方法，构建了第一个携带

Apc1311突变的猪FAP模型。杂合猪在1岁龄有异常隐窝

灶和低、高级别发育不良的大肠腺瘤，可为大动物转

基因模型在CRC诊断和治疗方面提供帮助。国内魏红

江研究团队采用CRISPR/Cas9技术构建了 p53双等位基

因敲除的滇南小耳猪模型，但该模型未观察到肿瘤进

展［74］。在转移模型研究中，Callesen等［75］采用克隆

方法获得 Flox转基因小型猪，使用 4-羟基他莫昔芬

（4-OH-tamoxifen，4-OHT）诱导致癌基因KrasG12D、原

癌基因 cMyc和猿猴病毒 40大 T抗原（SV40LT）的表

达，发现该模型在2个月发展出癌并伴随淋巴结转移，

但是该模型肿瘤只发生在十二指肠。迄今为止，

Apc1311/+转基因猪模型是唯一携带内源性突变导致结直

肠腺瘤的模型［72］。
目前常用的CRC动物模型特点及应用范围汇总见

表2。另外，有研究人员通过将人类肿瘤细胞移植到斑

马鱼体内构建一种快速、简便的移植瘤模型，并对肿

瘤细胞生物学特性、侵袭和转移进行研究［76］。由于 3
周龄内的斑马鱼幼鱼缺乏适应性免疫系统，肿瘤细胞

得以在健康的胚胎和幼虫阶段移植［77］。Maradonna
等［78］通过在斑马鱼胚胎中移植HCT116细胞而构建移

植瘤模型，以此验证大麻素在个性化癌症治疗中的功

效，结果有力地支持了将斑马鱼异种移植瘤模型作为

一种新型癌症研究模型平台的可行性。Huebner等［79］

则通过将人CRC细胞移植入鸡胚绒毛尿囊膜建立鸡胚

移植瘤模型，证明激活转录因子 2 （activating 
transcription factor 2，ATF2）基因缺失可促进肿瘤的侵

袭。以上这些新的模型均为人类CRC建模开辟了新的

途径［80］。

3　总结和展望

综上所述，CRC动物模型在研究CRC发病机制、

药物筛选和治疗方案评估方面取得了重要进展，并为
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表 2　目前常用 CRC 动物模型的特点及应用范围汇总
Table 2　The summary of characteristics and applications of currently used CRC animal models

模型分类
Model 

classifi‐
cation

自发性肠
道 肿 瘤
模型

化合物诱
导模型

移植瘤模
型

基因工程
模型

诱导方式
Induction 

mode

自发性

单纯饮食诱导

致癌物诱导模
型

CDX 模型

PDX 模型

Apc 突变相关
模型

其他基因突变
模型

HNPCC

IBD-CRC

Apc 突变模型

Apc 突变模型

Apc 突变模型

动物品种品系
Species

C57BL、
BALB/c-nu 小鼠
C57BL/6 小鼠

F344 大鼠

F344 大鼠
F344 大鼠

F344 大 鼠 、A/J
小鼠

F344 大 鼠 、ICR
小鼠

BALB/c、C57BL/
6 小鼠

免 疫 缺 陷 小 鼠 、
人源化小鼠

Apcmin小鼠

ApcΔ716、 ApcΔ14

和 Apc1638N小鼠
Apc CKO/LSL-

Kras 小鼠
Apcmin 

Smad3−/− 、
Apc∆716/+ 
Smad4+/−小鼠

Apcfl/+p53fl/+ 、
Apcfl/+p53R172H/+

小鼠
iKAP 小鼠

KrasG12D 
Tgfbr2−/−小鼠

Vil-Cre； BrafV637

E/+ ； p53LSL-R172

H/+−/−小鼠
Mlh1-/- 、Msh2-/- 、

Msh6-/-小鼠
Il-10-/- 、 Il-2-/- 、

Muc2-/-小鼠
Pirc: F344/NTac-

Apcam1137大鼠
KAD 大鼠

Apc1311猪

涉及化合物
及细胞系

Relates to 
compounds 
and cell lines

-

-

PhIP、IQ

MNNG、MNU
DMBA

DMH、AOM

AOM/DSS

C
T26、MC38

HCT116、HT29、
LIM1215、

SW480、SW620
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

突变基因
Mutant 

gene

-

-

Apc

Apc、Kras
Apc、Kras

Apc、Kras

Apc、Kras

-

-

Apc

Apc

Apc、Kras

Apc、
Smad3 或
者 Smad4

Apc、p53

Apc、Kras、
p53

Kras、
Tgfbr2

BRAF、p53

-

-

Apc

Apc

Apc

局限性
Limitation

发生率极低

诱导时间长

PhIP 诱导未发现 Kras 和
Tp53 基因突变

引起多器官恶性肿瘤
引起多器官恶性肿瘤

诱导时间长，极少转移

极少转移

不能准确反映人类 CRC
发病过程

建立周期长（2～4 个月），
成本高，过程中存在发
生突变的可能

缺乏转移，肿瘤集中在小
肠

缺乏转移，肿瘤集中在小
肠

寿命短，缺乏转移

缺乏转移

寿命短

-

-

过早死于侵袭性淋巴瘤

较低肿瘤发生率，受肠道
菌群影响

4 个月自发肠道腺瘤，缺
乏转移

不自发肿瘤，经过 AOM/
DSS 联合诱导发生肿瘤

肠道肿瘤为腺瘤

有无转移
Metastasis

无

无

无

-
-

无

无

可发生转移

可发生转移

缺乏转移

缺乏转移

肝转移

缺乏转移

无

肝和肺

12%～25% 的
小鼠肿瘤转移
到 局 部 淋 巴
结、胰腺或肺

15% 转 移 到 淋
巴结和肺部

无

无

无

无

无

应用范围
Application

老龄化研究

饮食对肿瘤的
影响

化合物预防和
风 险 因 素 识
别

发现新的肿瘤
标志物，测试
化合物，手术
模型

研 究 特 定 基
因，化合物预
防，风险因素
识别

化合物预防

化合物预防

转化医学研究

参考文献
Reference

[16-17]

[18]

[81]

[24]
[22]

[27]

[24, 31]

[33]

[38-39]

[56]

[7, 29]

[60]

[29]

[57]

[61]

[62]

[63]

[21]

[64-65]

[69-70, 63]

[71]

[73]

519



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2023, 43(5)

CRC在遗传和表型变化的多样性研究提供了丰富的工

具和强有力的平台。

尽管动物模型在CRC研究中具有重要的应用潜力，

但仍然存在一些挑战和局限性需要克服。从基因突变

位点到肿瘤的发生发展过程，都是研究者需要考虑的

因素。首先，在机制研究中，基因工程模型更具优势，

从遗传突变筛选相关肿瘤基因，再结合其他不同类型

的动物模型（如化学诱导模型、移植瘤模型），可以更

全面地了解CRC的发病机制、表型变化和治疗效果。

其次，在化学性预防研究中，化学诱导模型应用最广

泛，实验周期短，操作方便，结果可靠，能为化学性

预防和治疗CRC提供前瞻性依据。最后，在CRC转化

研究方面，移植瘤模型更能直观评估药物治疗效果，

是临床前药物研究的关键性数据。在精准医疗时代下，

个性化诊疗方案已成为趋势的基础上，未来的研究应

通过引入新的技术和方法，如基因编辑技术、单细胞

测序、肿瘤组织切片技术、类器官培养技术，不断对

CRC动物模型进行改进和创新，尤其是结合患者个体

的临床数据，建立个性化的动物模型，不断突破模型

的局限性，从而更好地预测治疗效果，为个体化治疗

提供指导，并为CRC的预防、诊断和治疗提供更有效

的策略。
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