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　 　 【摘要】 　 目的　 构建可实时监测的小鼠原发性肝癌(HCC)模型。 方法　 通过高压水动力学转染技术,PB 转

座子系统和小鼠活体成像技术建立可实时监测的、由特定癌基因驱动的小鼠原发性肝癌模型。 结果　 YAP5SA 基

因诱导表达的小鼠原发性肝癌可以成功模拟 Hippo 信号通路失活的肝癌亚型;通过每隔 1 周连续检测,整合

YAP5SA-IRES-Fluc 的小鼠荧光峰值信号在早期逐渐降低,于 3 周左右,荧光峰值信号与对照组相比,出现明显差

异;PTEN-YAP5SA+模型组的荧光信号峰值与 YAP5SA+对照组的荧光信号峰值相比,整体均值偏高;索拉菲尼给药 1
周后,本模型小鼠的荧光信号停止上升,呈现平稳的趋势。 结论　 成功构建了一种可实时监测的小鼠原发性肝癌

模型,可以进行不同肝癌亚型的分子表征,并以此为基础,为临床筛选肝癌靶向药物提供新方法。
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【Abstract】　 Objective　 To establish a real-time monitoring mouse model for primary liver cancer (HCC) research.
Methods　 We applied an approach for stable gene expression in mouse hepatocytes by hydrodynamic injection in
combination with PiggyBac transposon system-mediated somatic gene integration. We fused an oncogene with a luciferase
reporter gene for live imaging of mouse hepatocytes. Results 　 Mouse hepatocytes integrated with a YAP1 mutant gene
(YAP5SA) were used to form liver tumors with characteristics similar to the Hippo signaling pathway-inactivated HCC
subclass. Live imaging of the liver showed strong a fluorescence signal from hepatocytes integrated with the oncogene and
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luciferase. The peak fluorescence signal decreased rapidly in the early stage after hydrodynamic injection because of
hepatocyte apoptosis. The fluorescence signal was significantly increased after tumor initiation and progression. We applied
this real-time monitoring model to confirm that PTEN was a HCC tumor suppressor gene by an additionally fused oncogene
with shRNA expression elements. We also validated small molecular targeted drug sorafenib by oral administration.
Conclusions　 A real-time monitoring mouse HCC model was successfully established. This method can be applied to
molecular characterization of HCC subtypes and targeted drug screening.

【Keywords】　 HCC subtype; real-time monitor; driver gene; PB transposons
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　 　 原发性肝癌(hepatic cell carcinoma,HCC)是我

国第四位高发的恶性肿瘤,是排名第二位的肿瘤致

死病因,一直严重威胁我国人民的生命和健康[1-2]。
HCC 的发病因素复杂,包含遗传、肝硬化、酒精性肝

损伤、肥胖、代谢性疾病引起的非酒精性脂肪肝炎

以及黄曲霉素暴露等[3],因此缺乏明确的早期标志

物,导致大部分患者错过早期治疗的机会,并且不

同因素导致的 HCC 机制,信号途径及分子特征也各

不相同,也为临床的精准治疗带来困难。 因此急需

要寻找新的 HCC 早期肿瘤标志物和有效的治疗

靶点。
利用 DEN 等药物给药处理诱发小鼠原发性肝

癌,是应用较多的一种原发性肝癌模型,但研究表

明,该种小鼠原发性肝癌模型与临床肝癌各项指征

存在较大差异,无法覆盖大部分临床肝癌特征[4-5]。
而利用转基因技术构建的原发性肝癌小鼠模型能

够较好地反映部分临床肝癌特征,但这种模型制备

周期长,技术要求较高,因此使用相对受限。
近年,国际上有研究小组利用转座子技术结合

高压水动力尾静脉注射技术,实现了规模化临床肝

癌细胞驱动基因特异性诱导原发性肝癌小鼠模型

的构建[6-7]。 该技术建立的原发性肝癌小鼠模型可

靠、灵活且成本低,通过尾静脉注射重组质粒混液,
可以实现目的基因在小鼠肝中的长期稳定表达,并
且肿瘤的形成更类似于人类肝癌的形成,是研究与

肝癌发生发展相关癌基因的有力工具。
Hippo 通路是肝等组织脏器大小的关键信号通

路。 Hippo 通 路 失 活 导 致 YAP1 的 去 磷 酸 化

(YAP5SA)并进入细胞核,转录调控一系列肿瘤相

关蛋白的表达。 Hippo 通路的失活和 YAP1 的激活

许多肿瘤中均有发现[8-9];在肝中,YAP1 可以促使

成熟分化的肝细胞转化成前体细胞[10-11]。 这促使

我们去调查 Hippo 信号通路在肝细胞癌中是否存在

失活情况,以及在这一类肝癌亚型中,其潜在的诊

疗靶点和特有的分子调控机制。 本研究通过尾静

脉注射方式将 YAP5SA 与萤火虫荧光素酶基因

(firely luciferase)重组质粒注入小鼠体内,以构建一

个高效且稳定的可实时监测的 Hippo 信号通路失活

亚型的小鼠原发性肝癌模型,并进行模型的有效性

评估,以期为后续开展 HCC 研究提供基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

48 只 SPF 级雄性 ICR 小鼠,4 周龄,体重 16 ~
20 g,购自浙江省实验动物中心【 SCXK(浙) 2019-
0002】, 饲养于杭州医学院 SPF 级动物实验室

【SYXK(浙)2019-0011】。 饲养期间各组小鼠自由

饮水,饲喂普通维持饲料由杭州医学院实验动物中

心提供。 12 h / 12 h 昼夜交替,相对湿度 40% ~
60%,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操作均符合杭州

医学院实验动物伦理委员会的审核(ZJCLA-IACUC
-20050035)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

YAP1 质粒(Addgene),PB 转座子相关质粒干

粉( 武 汉 淼 灵 生 物 技 术 有 限 公 司 ), D-luciferin
potassium salt, Bio-LumiTMII 萤火虫荧光素酶报告

基因检测试剂盒,RIPA 裂解液,Alexa Fluor 488 抗

兔(上海碧云天生物技术有限公司,ST196,RG043
S,P0013B,P0176),琼脂糖凝胶回收试剂盒,无内毒

素质粒大提试剂盒和质粒小提试剂盒(北京天根生

化科技有限公司,DP209,DP117,DP103),Sorafenib
(Target Mol, T0093 L), KOD-Plus-Neo 高 保 真 酶

( TOYOBO, 016500 ), TRIzol ( ThermoFisher,
15596026),Lip2000(Bio sharp,BL623B),BCA 检测

试剂盒(TaKaRa,T9300A),beta actin mouse、GAPDH
mouse ( 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司, 66009,
60004), HRP Goat anti-Rabbit、 HRP Goat anti-
Mouse、Rabbit anti-YAP1(杭州华安生物技术有限公

司,HA1001,HA1006,ET1608-30), luciferase ( Santa
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Cruz,sc-74548),qRT-PCR 相关试剂盒(南京诺唯赞

生物科技有限公司),异氟烷(深圳瑞沃德生命科技

有限公司,R510-22)。
共聚焦显微镜(Nikon A1+,尼康,日本),多功能

酶标仪(spectra max,Molecular Devices,美国),小鼠

活体成像仪(IVIS Lumina LT Series Ⅲ,PerkinElmer,
美国),PCR 仪(C1000 Touch,BIO-RAD,美国),实
时荧光定量 PCR 仪(CFX96,BIO-RAD,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 重组质粒的构建

重组质粒及相关引物(表 1)通过 Snapgene 软

件设计,引物由浙江尚亚公司合成。 目的片段利用

KOD-Plus-Neo 高保真酶扩增。 重组质粒经无内毒

素质粒提取试剂盒提取,通过 NaNo drop 微量分光

光度计检测以确保质粒提取符合要求,Sanger 测序

验证。
1. 2. 2　 细胞培养和重组质粒转染

HEK293 细胞(本实验室冻存株)在 DMEM 高

糖培养基中 (10% FBS + 1%青霉素 +链霉素),于
37℃,5% CO2 培养箱中培养。 我们采用 lip2000 转

染试剂将重组质粒按照说明书转染进细胞中,最后

放入 37℃,5% CO2 培养箱中孵育 48 h。

表 1　 用于 PCR 扩增构建小鼠 HCC 模型质粒的引物序列

Table 1　 Primer sequences of plasmids in mouse HCC model for PCR amplification
引物名称

Primer names
引物序列(5’-3’)

Primer sequences(5’-3’)
YAP-Seamless-F GAAGATTCTAGAGCTAGCGAATTCATGGAACAAAACTCATCTCAGAAG
YAP-Seamless-R CGGATCCGATTTAAATTCGAATTCCTATAACCATGTAAGAAAGCTTTCTTTATC

seamless-YAP-IRES-F GCTGTGACCGGCGCCTACTCTAGAATGGAACAAAAACTCATCTCAG
seamless-YAP-IRES-R GGGAGAGGGGCGGGATCCGCGGCCGCCTATAACCATGTAAGAAAGCTTTCTTTATC

seamless-Fluc-F CCACAACCCACAAAAATGGAATTCATGGAAGACGCCAAAAAC
seamless-Fluc-R GTAATCCAGAGGTTGATTGTCGACTTACACGGCGATCTTTCC
U6shRNA-F CGGCCAAGGATCTGCGATCGCGAGGGCCTATTTCCCATGATTC
U6shRNA-R GACGGGCACCGGAGCGATCGCGAATTCCGACCGGTGTTTCG

Pten-F CCGGCGACTTAGACTTGACCTATATCTCGAGATATAGGTCAAGTCTAAGTCGTTTTTG
Pten-R AATTCAAAAACGACTTAGACTTGACCTATATCTCGAGATATAGGTCAAGTCTAAGTCG

1. 2. 3　 Western Blot 分析 YAP5SA 和 Luciferase 的

表达

细胞培养至 80% ~ 90%,采用 RIPA 裂解液冰

上裂解细胞,组织样品利用 RIPA 裂解液进行低温

匀浆,获得蛋白样本后采用 BCA 法测量样品蛋白浓

度。 配制 12%的 SDS-PAGE 凝胶,取 30 μg 蛋白样

品上样进行电泳,转移至 PVDF 膜上,用 5% BSA 摇

床封闭 2 h。 以 YAP1 和 Luciferase 作为一抗分别孵

育,内 参 蛋 白 选 取 Actin 或 GAPDH; 最 后 使 用

BioRad 化学发光成像仪观察结果。
1. 2. 4　 细胞免疫荧光检测 YAP5SA 进入细胞核

采用 Lip2000 转染试剂将 YAP5SA 重组质粒转

染至 24 孔板细胞爬片中,质粒转染后的细胞在爬片

上汇合至 70% ~ 80%,弃去培养液,4%多聚甲醛固

定液于 37℃固定细胞爬片;0. 2% TritonX-100(PBS
稀释)室温孵育固定;10%山羊血清的 PBS 室温封

闭 30 min; 以 Rabbit anti-YAP1 作为一抗, Alexa
Fluor 488 标记山羊抗兔作为二抗,分别孵育细胞爬

片;取出细胞爬片,添加一滴抗荧光淬灭封片液

(含 DAPI)染色并固定爬片于载玻片上;共聚焦

检测。

1. 2. 5　 荧光定量 PCR 分析

细胞或组织样品使用 TRIzol 试剂按照说明书

提取总 RNA。 使用 qRT-PCR 相关试剂盒逆转录得

到 cDNA。 用合成的引物(表 2)和 SYBR GREEN 试

剂盒进行 PCR 扩增。 小鼠内参基因选取 GAPDH。

表 2　 GAPDH、CTGF、PTEN、ANKRD1、TGFB2 和

AXL 基因引物序列

Table 2　 Primer sequences of GAPDH, CTGF, PTEN,
ANKRD1, TGFB2 and AXL genes

基因名称
Gene name

引物序列(5’-3’)
Primer sequences(5’-3’)

GAPDH 上游(Forward):GCAAGTTCAACGGCACAG
下游(Reverse):CCAGTAGACTCCACGAC

CTGF 上游(Forward):AGAACTGTGTACGGAGCGTG
下游(Reverse):GTGCACCATCTTTGGCAGTG

ANKRD1 上游(Forward):TGGAGGAAACGCAGATGTCC
下游(Reverse):CATCATGCAGTGGGGTGTCT

TGFB2 上游(Forward):TTTTGCTCCAGACAGTCCCA
下游(Reverse):TCAGTCTGTAGGAGGGCAA

AXL 上游(Forward):TTCAACTGTGCTACGTCCCC
下游(Reverse):GGGTCCCTCTAGGTAAGCCA

PTEN 上游(Forward):AAGTCCAGAGCCATTTCC
下游(Reverse):AATATAGGTCAAGTCTAAGTCG
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1. 2. 6　 萤火虫荧光素酶活性检测

采用碧云天的 Bio-LumiTMII 萤火虫荧光素酶

检测试剂盒检测荧光素酶活性。 以 6 孔板为例,取
20 μL Passive lysis buffer 裂解液裂解转染 24 ~ 48 h
后的细胞,12 000 r / min,离心 10 min,弃沉淀。 设置

实验 组 与 对 照 组: ( 1 ) 实 验 组: 100 μL Bright-
LumiTMII 萤火虫荧光素酶检测试剂和 20 μL 上清;
(2)对照组:100 μL Bright-LumiTMII 萤火虫荧光素

酶检测试剂。 混合后室温孵育 5 min,微孔板发光检

测仪检测 luciferase 的活性。
1. 2. 7　 高压水动力学转染技术

以 20 g 的小鼠为例:Ringer’ s solution 稀释 50
μg 重组质粒+10 μg PB 转座酶质粒至 2 mL。 小鼠

由异氟烷麻醉后放入固定器中。 注射前温水孵育

小鼠尾巴,使静脉充盈清晰可见。 吸取 2 mL 稀释后

的重组质粒混液,选取小鼠尾巴左右静脉的下 1 / 3
的位置进行注射,于 7 s 内将重组质粒混液全部注

入小鼠体内,标记小鼠,并持续监测小鼠 24 h。
1. 2. 8　 小鼠活体荧光成像分析

用无菌的 D-PBS(不含 Mg2+ 和 Ca2+ ) 溶解 D-
luciferin potassium salt,配置成 15 mg / mL 的 D-萤光

素钾盐溶液,0. 2 μm 滤膜过滤除菌。 按照 10 μL / g
的体重浓度,将 D-萤光素钾盐通过腹腔注射进入小

鼠体内。 注射入体内 10 ~ 20 min 后,萤光信号达

到最强稳定平台期,使用 IVIS Lumina LT Series Ⅲ
进行成像分析。
1. 2. 9　 YAP5SA 诱导的小鼠 HCC 模型差异表达基

因的分析及 KEGG 通路富集分析

使用 TRIzol 试剂从样品中提取总 RNA,并进行

RNA 测序。 本研究中,每个转录本的差异表达水平

以 | log2(fold-change) | > 1 和 P < 0. 05 为标准,以确

定实验组和对照组之间的差异表达基因(DEGS),
并对 DEGS 进行 KEGG 信号通路富集分析。
1. 2. 10　 索拉菲尼给药处理

小鼠活体成像荧光信号值出现上升时,将小鼠

按体重随机分为两组,每组 8 只。 对照组每天灌胃

PBS,实验组每天灌胃索拉菲尼,剂量为 15 mg / kg,
灌胃体积为 10 mL / kg,连续灌胃 4 周,每周进行小

鼠活体成像分析。
1. 3　 统计学分析

应用 GraphPad Prism 8. 0 统计软件对数据进行

整理和统计分析,实验数据均以平均值 ± 标准差(􀭰x
　 　 　 　 　 　 　 　

± s)表示,采用独立样本 t 检验分析两组间比较,结
果 P < 0. 05 表明所比较组之间有统计学差异。

2　 结果

2. 1　 Hippo 信号通路失活肝癌亚型 YAP5SA 质粒

的构建和功能验证

采 用 分 子 克 隆 方 法 构 建 piggybac-EF1α-
YAP5SA-Puro 重组质粒,来模拟 Hippo 信号通路失

活(图 1A)。 重组质粒转染至 HEK293 细胞中,
Western Blot 结 果 所 示, 实 验 组 细 胞 中 表 达 的

YAP5SA 能够被特异性抗体检测到,并相较于对照

组有明显提升(图 1B);此外,实验组 YAP5SA 成功

在细胞核内表达(图 1C);并且 YAP 调控的下游因

子 CTGF mRNA 水平显著性上升 (图 1D),证明

YAP5SA 可以模拟 Hippo 信号通路失活后,激活调

控下游因子的作用。
2. 2　 可实时监测的原发性肝癌小鼠模型 luciferase
质粒的构建和功能验证

引入 IRES 元件构建 piggybac-EF1α-YAP5SA-
IRES-Fluc 重组质粒 (图 2A), 以实现原癌基因

YAP5SA 和荧光素酶基因(Firefly luciferase)的稳定

共表达。 Western Blot 结果显示,重组质粒转染组

(YAP5SA-FLuc-OE)较空白对照组,在 55 kDa 处,
出现明显条带(图 2B)。 并且经化学发光检测试剂

盒检测显示,YAP5SA-FLuc-OE 组 luciferase 活性显

著提高(图 2C)。
2. 3　 可实时监测的 YAP5SA 诱导的小鼠原发性肝

癌模型的构建

利用 高 压 水 动 力 学 和 PB 转 座 酶 技 术 将

piggybac-EF1α-YAP5SA-IRES-FLuc 和 PB 转座酶质

粒同时打入小鼠尾静脉。 YAP5SA-IRES-Fluc 基因

片段在肝细胞内可以持续表达 YAP5SA 和 luciferase
(图 3A)。 通过腹腔注射 luciferin 底物,小鼠活体荧

光成像仪实时跟踪小鼠体内 luciferase 的变化(图
3B)。 48 h 显示出极高的荧光素酶活性,通过每

隔 1 周连续检测,整合 YAP5SA-IRES-Fluc 的小鼠

荧光峰值信号在早期逐渐降低,于 3 周左右,荧光峰

值信号与对照组相比,出现明显差异(图 3B),提示

小鼠体内存活的肝细胞转化为肝癌细胞,并进入增

殖期。 后续小鼠解剖中发现,ICR 小鼠肝表面均已

出现瘤组织(图 3C),证明本项目已实现小鼠原发

性肝细胞癌的成功造模。
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注:A:YAP1 突变体(YAP5SA)及 piggybac-EF1α-YAP5SA-Puro 重组质粒示意图;B:HEK293 细胞中,YAP5SA 过表达(YAP5SA-OE)的蛋

白质免疫印迹;C:HEK293 细胞中,YAP5SA 在细胞核内的表达;D:HEK293 细胞中,YAP5SA-OE 后,激活下游因子 CTGF 的 mRNA 水平,

与对照组相比,∗∗P < 0. 01。

图 1　 Hippo 信号通路失活肝癌亚型 YAP5SA 质粒的构建的功能验证

Note. A. Diagram of the YAP1 mutant ( YAP5SA) and piggybac-EF1α-YAP5SA-Puro. B. Western Blot of YAP5SA-OE in HEK293. C. The

expression of YAP5SA in nucles of HEK293. D. The expression of CTGF in YAP5SA-OE in HEK293. Compared with control group, ∗∗P < 0. 01.

Figure 1　 Functional validation of the plasmid YAP5SA of the HCC in inactivated Hippo signaling pathway

注:A:YAP5SA、Fluciferase 稳定共表达(YAP5SA-Fluc-OE)质粒示

意图;B:HEK293 细胞中,YAP5SA-Fluc-OE 后的蛋白质免疫印迹;
C:HEK293 细胞中,YAP5SA-Fluc-OE 组,细胞表达的荧光信号;与

对照组相比,∗∗∗P < 0. 001。

图 2　 Fluciferase 质粒的构建和功能验证
Note. A. Diagram of plasmid of YAP5SA-Fluc-OE. B. Western Blot of
YAP5SA-Fluc-OE in HEK293. C. The luciferase activity in YAP5SA-

Fluc-OE in HEK293. Compared with control group, ∗∗∗P < 0. 001.

Figure 2　 Construction and functional validation of the
plasmid Fluciferase

2. 4　 YAP5SA 诱导的小鼠原发性肝癌组织的

DEGS 分析

取得各组小鼠肝样本后,对 YAP5SA 肿瘤组织

进一步进行转录组学分析,并构建火山图(图 4A)。
结果所示(图 4B),与对照组织相比,YAP5SA 肿瘤

组织发现了 5622 个差异表达基因(DEGS),其中上

调基因 3273 个,下调基因 2349 个。 我们针对 Hippo
信号通路失活会出现上调的相关基因进行了 RT-
PCR 分析,结果显示, YAP5SA 调控的下游因子

mRNA 水平均出现不同程度的提升(图 4C),这与我

们肿瘤组织转录组学分析的结果较一致(图 4D)。
除此以外,DEGS 中,PD-L1 等免疫检查点的转录水

平出现提升(图 4E),提示本模型可以应用于免疫

检查点靶向药物的筛选分析。
2. 5　 KEGG 富集分析

进一步针对 YAP5SA 肿瘤组织中 DEGS 进行

KEGG 富集分析,结果显示,上调差异表达基因主要

富集到 P13K-AKT 信号通路、MAPK 信号通路、Ras
信号通路、癌症信号通路等(图 5),说明 Hippo 信号

通路失活在诱导肿瘤形成的过程中与这些通路可
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注:A:基于尾静脉注射和 PB 转座子技术的小鼠原发性肝癌模型操作示意图;B:小鼠活体荧光成像图,以及连续监测

荧光信号值曲线图;C:HCC 模型的肝解剖图。

图 3　 可实时监测的 YAP5SA 诱导的小鼠原发性肝癌模型构建

Note. A. Diagram of a mouse HCC model based on tail vein injection and PB transposon. B. In vivo imaging of mice and
continuous monitoring of fluorescence signal. C. The liver of HCC.

Figure 3　 Construction of a real-time monitorable HCC model induced by YAP5SA

注:A: YAP5SA 肿瘤组织的差异表达基因火山图;B: YAP5SA 肿瘤组织的差异表达基因的柱状统计图;C: YAP5SA 肿

瘤组织 Hippo 信号通路的下游因子 mRNA 水平;D: YAP5SA 肿瘤组织 Hippo 信号通路的转录组学分析;E: YAP5SA 肿

瘤组织免疫检测点的转录组学分析。

图 4　 YAP5SA 诱导的小鼠原发性肝癌组织的 DEGS 分析

Note. A. Volcano plot of DEGS in YAP5SA tumors. B. Histogram of DEGS in YAP5SA tumors. C. The mRNA expression of
Hippo signaling pathway in YAP5SA tumors. D. The RNA-seq of Hippo signaling pathway in YAP5SA tumors. E. The RNA-seq
of immune checkpoint molecules in YAP5SA tumors.

Figure 4　 Analysis of DEGS in HCC model induced by YAP5SA
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图 5　 KEGG 信号通路富集分析

Figure 5　 Enrichment analysis in KEGG

注:A: PTEN 敲低,YAP5SA 过表达的 PB 转座子系统质粒示意图;B: PTEN-YAP5SA+小鼠模型中 PTEN 的 mRNA 水平,与 YAP5SA+相

比,∗P < 0. 05; C: PTEN-YAP5SA+小鼠活体荧光成像以及连续监测荧光信号值曲线图; D: 索拉菲尼模型组小鼠活体荧光成像以及

连续监测荧光信号值曲线图。

图 6　 抑癌基因 PTEN 和索拉菲尼靶向治疗在 YAP5SA 诱导的小鼠原发性肝癌模型中的应用

Note. A. Diagram of plasmid PTEN-YAP5SA+ . B. The mRNA expression of PTEN in the PTEN- YAP5SA+ HCC model. Compared with

YAP5SA+, ∗P < 0. 05. C. In vivo imaging of mice and continuous monitoring of fluorescence signal in PTEN-YAP5SA+ . D. In vivo imaging of

mice and continuous monitoring of fluorescence signal in PTEN-YAP5SA+ sorafenib HCC model.

Figure 6　 Applicaion of PTEN and sorafenib in HCC model induced by YAP5SA
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能发生了交互作用。
2. 6　 抑癌基因 PTEN 和药物靶向治疗在 YAP5SA
诱导的小鼠原发性肝癌模型中的应用

结合以上转录水平的分析结果,我们选取了

P13K-AKT 通路中核心抑癌基因 PTEN 以及目前临

床上靶向该通路治疗肝癌的一线药物索拉菲尼应

用于本模型。
分子水平上,我们在 piggybac-EF1α-YAP5SA-

IRES-Fluc 质粒的基础上,重新构建了包含 U6 启动

子和 PTEN shRNA 序列的重组质粒(图 6A)。
动物水平上,我们利用本实验中 PB 转座酶和

高压水动 力 转 染 的 方 法 建 立 PTEN 敲 低 同 时

YAP5SA 过表达(PTEN-YAP5SA+)的小鼠原发性肝

癌模型。 PTEN- YAP5SA+ 模 型 组 的 PTEN 基 因

mRNA 水平被成功敲低(图 6B)。 PTEN- YAP5SA+

模型组的荧光信号峰值与 YAP5SA+ 对照组的荧光

信号峰值相比,整体均值偏高(图 6C)。 结果提示,
PTEN-YAP5SA+组小鼠成瘤速度快于对照组。
　 　 除此以外,为了验证靶向肝癌的药物在本模型

的应用性,在 PTEN- YAP5SA+ 模型组 5 周时,对小

鼠给予索拉菲尼治疗,结果显示,在索拉菲尼给药

一周后,小鼠的荧光信号停止上升,呈现平稳的趋

势(图 6D)。 这一结果提示药物治疗后,本模型中

肝癌的发生发展能被索拉菲尼抑制。

3　 讨论

本项目以 Hippo 信号通路失活的典型突变原癌

基因 YAP5SA 为例,构建可以进行实时跟踪的特定

原癌基因驱动的原发性肝癌小鼠模型。 为实现该

小鼠模型,我们主要采用了 PB 转座子系统,高压水

动力学尾静脉注射,以及活体成像三大技术。 PB 转

座子是一类可以高效整合基因进入哺乳动物基因

组的真核转座子系统,利用该系统,我们可以将原

癌基因整合进入基因组,诱导癌基因的发生发展。
高压水动力学尾静脉注射是一种有效的活体转染

方式,通过尾静脉在短时间内注入大剂量液体,可
以把绝大部分核酸导入肝组织[12]。 我们的活体成

像数据显示,腹腔注射的 luciferin 最终导致肝部位

有明显的生物发光,证明了该技术的可行性。 通过

持续的活体成像监测,约 3 周左右,可观测到差异性

的荧光信号,表明 PB 转座子系统成功将原癌基因

导入到肝细胞中,并诱导肝细胞的癌化,并于第 7 周

左右肿瘤组荧光信号迅速上升,提示肝癌细胞进入

快速增殖期。 本模型的成功建立,可以通过动态监

测小鼠原发性肝癌发生发展的过程,完成筛选组织

或血清中的候选标志物,为 Hippo 信号通路失活亚

型的肝癌早期诊断标志物的确定提供依据。 并且,
本项目的小鼠模型,不仅仅局限在 Hippo 信号通路

失活这一类肝癌亚型,其它肝癌亚型的原癌基因或

抑癌基因的突变,同样可以用本方法进行构建。
另外,根据《“健康中国 2030”规划纲要》 [13],我

国拟将肝癌患者 5 年生存率提高 15%。 可是治疗

HCC 的靶向药选择十分有限,索拉菲尼等为数不多

的酪氨酸激酶通路小分子抑制剂是主要的临床一

线或二线药物[14-16]。 靶向免疫阻抑点的单克隆抗

体,比如国产卡瑞利珠单抗、信迪利单抗等,均是靶

向 PD-1 / PD-L1,是 HCC 仅有的一线或二线免疫靶

向治疗药物[17-19]。 目前处于临床试验期的 HCC 治

疗方法,大部分仍旧集中在免疫阻抑点抗体疗法联

合上述提及的酪氨酸激酶的小分子或单克隆抗体

药物[20]。 然而研究表明,尽管酪氨酸激酶通路抑制

剂和 PD-1 / PD-L1 抗体药获得了较好的效果,但统

计数据显示仅部分 HCC 患者获得了临床客观缓解,
提示原发性肝癌存在异质性,需要针对肝癌异质性

进行深入研究,鉴定各类 HCC 亚型的致病机理并筛

选更多潜在药物靶点[21-22]。 在我们的模型中,我们

使用了索拉菲尼对 Hippo 失活亚型的小鼠原发性肝

癌进行了灌胃处理,研究结果显示,索拉菲尼对该

亚型肝癌的发生发展仅可以部分起到抑制效果,提
示,在 Hippo 信号通路失活的该类肝癌亚型,需要进

一步开发更为高效的小分子药物。 我们的实时监

测模型,为开展靶向药物的筛选治疗,提高患者生

存率,提供了一个有效的研究手段。
因此,总的来说,本实验成功构建了一种可实

时监测的小鼠原发性肝癌模型,可以用于不同肝癌

亚型的分子表征,并可以此为基础,进一步进行反

映实际临床特征的肝癌靶向药物的筛选。
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