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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 N-甲基-N-亚硝基脲(MNU)诱导 SD 大鼠下焦湿热证尿血———膀胱癌( BC)模型的造

模过程和成模率。 方法　 通过膀胱灌注 MNU 的方法在造模前、造模中、造模后共计 6 个时间点进行分批次样品采

集,并对膀胱组织进行 HE 染色以了解膀胱原位癌的形成及发展过程。 结果　 实验过程顺利,在操作过程中大鼠未

出现明显尿路损伤现象。 通过本造模手法模型组大鼠膀胱内有明显的上皮增生、破损及大面积肿瘤形成和尿血现

象。 结论　 MNU 可以成功诱导 SD 大鼠下焦湿热证尿血模型(膀胱癌),且成模明显,死亡率低,实验数据可为膀胱

癌模型的建立、改良和应用提供一定的参考。
【关键词】 　 N-甲基-N-亚硝脲;SD 大鼠;膀胱癌;尿血
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

modeling
 

process
 

and
 

model
 

establishment
 

rate
 

of
 

the
 

N-methyl-N-
nitrosourea

 

(MNU)-induced
 

lower
 

jiao
 

dampness-heat
 

syndrome
 

uremia
 

bladder
 

cancer
 

( BC)
 

model.
 

Methods 　 Batch
 

samples
 

were
 

collected
 

by
 

bladder
 

perfusion
 

(MNU).
 

HE
 

staining
 

and
 

pathological
 

observation
 

of
 

pathological
 

tissues
 

were
 

carried
 

out
 

at
 

six
 

time
 

points
 

before,
 

during,
 

and
 

after
 

modeling
 

to
 

understand
 

the
 

formation
 

and
 

development
 

of
 

bladder
 

carcinoma
 

in
 

situ.
 

Results　 The
 

experimental
 

process
 

was
 

smooth,
 

and
 

no
 

obvious
 

urinary
 

tract
 

bleeding
 

in
 

rats
 

occurred
 

during
 

the
 

operation.
 

Using
 

this
 

modeling
 

technique,
 

considerable
 

bladder
 

tumors
 

were
 

formed
 

after
 

week
 

8,
 

and
 

obvious
 

epithelial
 

hyperplasia,
 

damage
 

and
 

large-scale
 

tumor
 

formation
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

bladder
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

Conclusions　 MNU
 

induces
 

an
 

SD
 

rat
 

bladder
 

cancer
 

model
 

with
 

obvious
 

model
 

establishment
 

and
 

low
 

mortality.
 

The
 

experimental
 

data
 

provide
 

a
 

reference
 

to
 

establish,
 

improve
 

and
 

apply
 

the
 

bladder
 

cancer
 

model.
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　 　 膀胱癌(bladder
 

cancer,BC)是全球十大最常见

的癌症之一[1] ,是目前人类泌尿系统的高发性肿瘤

疾病[2] 。 在我国,膀胱癌的患病率在男性中是女性

的 3. 8 倍,并且男性的死亡率是女性的 4 倍,已成为

威胁我国人民健康的重大恶性肿瘤之一[1] 。 目前

治疗膀胱癌以手术为主,术前、术后常辅助以化

疗[3] 。 但手术和化疗有严重的不良反应,术后复发

率高,严重影响患者的生活质量[4] 。 动物试验是探

讨疾病治疗手段的主要手段,建立可靠、稳定、可重

复性好的动物模型是保证试验成功的关键。 因此,
动物模型为研究人类疾病发病机制、筛选、评价药

物等提供了有力的体内研究工具[5] 。 其中原位模

型优于其他类型的模型,主要是因为其提供了正常

的微环境[6] 。 Hicks 首次通过膀胱灌注 N-甲基-N-
亚硝基脲( N-methyl-N-nitrosourea,MNU) 诱导膀胱

肿瘤,目前已是一种很成熟的造模技术[7] 。 MNU 诱

癌 BC 方法简单,具有毒性反应小、潜伏期短、致癌

率高等特点,且接近于人膀胱癌的病理学特征[8-11] 。
本研究为更加准确地了解 MNU 诱导大鼠成瘤的过

程,观察不同时间阶段的大鼠肿瘤的病理学特征和

差异以及分析其死亡率和成瘤率,从而明确 MNU
诱导大鼠 BC 发生发展的进展情况。 以此为后续在

临床上探寻治疗膀胱癌的新药物的开发奠定准确、
可信的动物模型基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 33 只 SD 大鼠,雌性,SPF 级,年龄 6 ~ 8 周龄,体
重 140 ~ 160

 

g,购自北京维通利华实验动物技术有

限公司[SCXK(京) 2021-0006],饲养于清洁环境,
相对湿度为 40% ~ 70%,室温保持在 23 ~ 26℃ ,自由

饮水和进食。 实验动物饲养及观察于北京伽拓医

药研究有限公司[SYXK(京)2023-0022],本实验由

北京 JAT 生物有限公司实验动物管理和使用委员

会 ( Institutional
 

Animal
 

Care
 

and
 

Use
 

Committee,
IACUC,AP-18-0001)批准。 本研究的目的及方式,
应遵循人类之伦理及国际通行之规范,并依实验动

物之 3R 原则,于动物之培育与试验中,予以人道

关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 试剂材料如无水乙醇、二甲苯、盐酸等(国药集

团化学试剂有限公司);苏木素染液(谷歌生物);
MNU(MACKLIN,上海);DMSO(美国 Sigma 公司);

DAB 显色套装(北京中杉金桥生物公司);0. 9%生

理盐水(石家庄四药有限公司);戊巴比妥钠(北京

伽拓医药公司赠予);新洁尔灭(山东利尔康医疗公

司);石蜡油(山东利尔康医疗公司)。
软夹(亿佳居日用品公司);一次性无菌的 RD

(柔性型)直径 1. 0
 

mm 的硬膜外导管(江苏宏达医

疗器械集团有限公司);5
 

mL 注射器(江苏宏达医疗

器械集团有限公司);载玻片及盖玻片(江苏世泰实

验器材有限公司,型号:10212432C);电光子分析天

平(瑞士 METTLIER 型号:AG285);超纯水仪(北京

市六一仪器厂,型号: Ultraclearplus);漩涡混匀器

(姜堰市健康医疗器具有限公司,型号:XH-B 型);
倒置荧光显微镜(日本尼康,型号:Nikon

 

Eclipse
 

Ti-
SR);高速冷冻离心机 ( 德国 SIGMA 公司,型号:
3K30);冻台 (武汉俊杰电子有限公司,型号: JB-
L5);恒温磁力搅拌器 ( 杭州仪表电机厂, 型号:
78HW-1);电热恒温水浴锅(长安医疗器械厂,型

号:HHS21-4);组织摊片机(浙江省金华市科迪仪器

设备有限公司,型号:KD-P);数码照相系统(日本

Olympus 公司,型号:C-5050);超声波清洗器(江苏

省昆山超声仪器有限公司,型号:KQ-500DE);干燥

箱(上海市跃进医疗器械厂,型号:101-1A 型);超低

温冰箱(日本 SANYO 公司,型号:MDF-4086S);普
通冰箱(青岛海尔电冰箱厂,型号:BCD-199);成像

系统(日本尼康,型号:Nikon
 

DS-U3);病理切片机

(上海徕卡仪器有限公司,型号:RM2016);包埋机

(武汉俊杰电子有限公司,型号:JB-P5);脱水机(武

汉俊杰电子有限公司,型号:JJ-12J);烤箱(上海福

玛实验仪器有限公司,型号:DGX-9003B)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 MNU 溶液的配制及用法

　 　 称取适量 MNU,溶解于适量 0. 9%生理盐水中,
配制成 10

 

mg / mL 的 MNU 溶液,60
 

min 内用完,每
只 2

 

mg,1 次 / 2 周,共 5 次,总计每只 10
 

mg,从第 0
周开始灌注,至第 9 周。
1. 3. 2　 分组

　 　 自由适应期为 5
 

d,第 6 天开始进行 MNU 造模。
实验 1(造模探索实验):选取 13 只雌性 SD 大鼠,随
机分成两组,造模组 10 只,空白对照组 3 只。 实验

2(肿瘤进展实验):造模组选取 20 只雌性 SD 大鼠,
无空白对照组。
1. 3. 3　 造模

　 　 雌性 SD 大鼠腹部朝上,用 5
 

mL 注射器,以
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0. 6%戊巴比妥钠(30
 

mg / kg)注入腹腔,注射后大约

10
 

min 药物起效。 用五根稍长结实棉线固定于解

剖板上,由于过于紧绷会导致内部尿道不容易拉

直,因此可以在术者外侧的棉线稍微松绑或者不

绑,固定好后,用新洁尔灭及碘伏对大鼠外阴部及

导尿管进行消毒,将无菌的 RD(柔性型)1. 0
 

mm 直

径的硬膜外导管蘸取适量无菌石蜡油,轻轻插入尿

道口,插入 1
 

cm 左右会有阻力感,变换角度,左手用

一把头部带有软胶头的镊子将大鼠外部尿道连同

周围皮肤水平夹起,以保持体内尿道部分充分拉

直,右手持导尿管延膀胱靠近阴道一侧垂直向下试

探性变换角度插入,此时大鼠会偶尔出现躁动,此
时可以缓缓调节角度插入,插入之前可能会出现顿

挫感,此种感觉就像有东西突然弹跳一样,之后徐

徐插入,此时顿挫感消失,会有落空感,此时导尿管

会顺利进入膀胱,当总长度进入 3 ~ 5
 

cm 时,会出现

明显阻力,继续插入会出现回弹,此时导尿管已进

入膀胱。 插管过程切忌用蛮力及暴力插管,容易导

致尿道破裂及尿道出血。
将 MNU 液按照每只 0. 2

 

mL 注入大鼠膀胱内,
因导管中可能存在残留药液,在注射完药剂后,在
相同注射器中加入适量生理盐水予以灌注。 空白

对照组以生理盐水每只注入 0. 2
 

mL 代替。 另外所

制导管不宜过长,6
 

cm 左右为宜。 选用一次性无菌

的 RD(柔性型)直径为 1. 0
 

mm 的硬膜外导管,此种

导管头部光滑圆钝,硬度适宜。 药物注入后,用头

部带有橡胶的软夹夹闭 60
 

min,取下后放回笼中。
1. 3. 4　 取材及处理

　 　 利用颈椎脱臼使大鼠死亡,然后对其膀胱进行

完整解剖。 在膀胱颈部切断尿道,同时紧贴膀胱壁

切断双侧输尿管,完整取出膀胱。 移除外部脂肪,
并用冰生理盐水冲洗,用滤纸擦净膀胱表面液体。
对膀胱进行总重量称量,然后在膀胱前壁剪开观察

膀胱内部情况,并记录。 记录膀胱内是否发生肿瘤

以及是否有特殊情况发生。 实验过程中,所有大鼠

从实验开始(第 0 周)到实验结束(第 16 周)都被饲

养。 实验结束后,剩余的两只大鼠被安乐死处理。
然后将新鲜组织用 4%甲醛固定,制备石蜡切片,用
HE 染色,通过显微镜观察形态并拍照。
1. 4　 统计学方法

　 　 死亡率:统计实验前及实验后大鼠数量,计算

死亡率。
成瘤率:光镜下观察发现,未成瘤的大鼠膀胱

壁上有 2 ~ 3 个迁移上皮细胞。 细胞呈现扁平状,形
态一致,结构规整,核为圆球形;核浆比在 1 ∶ 4 ~
1 ∶ 6 之间,膀胱组织由内向外依次为黏膜层、固有

层、肌肉层和浆膜肌肉层。 成瘤大鼠膀胱黏膜上皮

组织的细胞具有大小不一的形态差异,移行上皮细

胞层数显著增加,排列无序,细胞极性现象消失,细
胞核大,大小形状不规则,核染色呈现颗粒状,分布

不规则,核膜明显增厚,核仁肥大,细胞质比例增

加,核分裂现象明显。 对各组大鼠膀胱组织肿瘤形

成状况进行相关统计,确定肿瘤发生率,并对各组

进行相互比较。

2　 结果

2. 1　 大鼠状态

　 　 实验过程顺利,在操作过程中未出现因插管导

致的状态不佳引起的大批量死亡现象。 实验 1:模
型组大鼠死亡 3 只(1 只死于实验后第 2 天,疑似麻

醉过量;1 只在实验后第 10 天死亡,大鼠腹部肿胀,
尸检显示腹腔肠道严重粘连,肠道部分梗阻。 1 只

在实验后第 23 天死亡,解剖结果显示腹腔肠道严重

粘连),大鼠出现尿血、躁动现象;对照组未出现大

鼠死亡及尿血、躁动现象。 实验 2:未出现大鼠死亡

现象,同样出现尿血、躁动现象。
2. 2　 造模效果

　 　 MNU 膀胱灌注建模 SD 大鼠 BC 模型,通过此

建模技术第 9 周后的膀胱肿瘤清楚可见,模型组大

鼠膀胱内存在明显的上皮组织增生、破裂及大面积

肿瘤形成现象,膀胱黏膜上皮细胞形态各异,上皮

细胞的移行层数量明显增加,排列不规则,极像消

失。 细胞核增生变大,形状不规则,核质肥大,核质

大小比增大,核染色质大小呈颗粒状,无序分布,核
膜显著增厚,核分裂明显,见图 1。
2. 3　 计算死亡率和成瘤率

　 　 在实验结束后分别统计模型组和对照组的成

瘤率和死亡率。 实验 1 组中的对照组的成瘤率和死

亡率均为 0,模型组的成瘤率为 100%,死亡率则为

30%;实验 2 组的成瘤率为 100%,而死亡率为 0%。
2. 4　 尿血及膀胱情况

　 　 在 MNU 膀胱灌注第 4 周时,膀胱内开始有形成

肿瘤的趋势;在第 8 周时肿瘤已经基本形成。 并且

在第 8 周时部分大鼠出现类似于 BC 患者显著的尿

血病理现象,见图 2。 在实验过程中,MNU 诱导 SD
大鼠膀胱癌在各阶段的成瘤情况,见图 3。
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注:A:10 倍显微镜下观察大鼠膀胱内情况;B:40 倍显微镜下观察大鼠膀胱内情况。

图 1　 第 9 周时模型组大鼠膀胱内情况

Note.
 

A,
 

Observation
 

of
 

the
 

bladder
 

of
 

rats
 

under
 

a
 

10x
 

microscope.
 

B,
 

Observation
 

of
 

the
 

bladder
 

of
 

rats
 

under
 

a
 

40x
 

microscope.

Figure
 

1　 In
 

the
 

bladder
 

of
 

the
 

model
 

group
 

at
 

week
 

9

注:A:大鼠出现肉眼血尿现象(全景);B:大鼠出现肉眼血尿现象(近景)。

图 2　 第 8 周时大鼠的尿血情况

Note.
 

A,
 

Rats
 

showing
 

carnal
 

hematuria
 

(panoramic
 

view).
 

B,
 

Rats
 

showing
 

carnal
 

hematuria
 

(close-up
 

view).

Figure
 

2　 Blood
 

in
 

the
 

urine
 

of
 

rats
 

at
 

the
 

8th
 

week

注:A、B:膀胱未出现病变;C、D:膀胱内皮出现轻微毛糙状;E、F:膀胱细胞层增多,出现局部增生隆起;G、H:膀胱内出现大面积肿瘤;I、J:膀
胱壁增生严重,出现较大肿瘤;K、L:膀胱内出现巨大肿瘤。

图 3　 MNU 诱导 SD 大鼠膀胱原位癌各阶段成瘤情况展示图

Note.
 

A / B,
 

No
 

lesions
 

in
 

the
 

bladder.
 

C / D,
 

Slightly
 

hairy
 

appearance
 

of
 

the
 

bladder
 

endothelium.
 

E / F,
 

Increased
 

bladder
 

cell
 

layer
 

with
 

localized
 

hyperplastic
 

bulges.
 

G / H,
 

Large
 

tumor
 

in
 

the
 

bladder.
 

I / J,
 

Severe
 

hyperplasia
 

of
 

the
 

bladder
 

wall
 

with
 

the
 

appearance
 

of
 

larger
 

tumors.
 

K / L,
 

Giant
 

tumor
 

in
 

the
 

bladder.

Figure
 

3　 MNU-induced
 

bladder
 

carcinoma
 

in
 

situ
 

tumor
 

formation
 

in
 

SD
 

rats
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3　 讨论

　 　 中医没有“癌症”“膀胱癌”等病名,按照病理现

象及实际症状可将膀胱癌归纳到中医血证中“血

淋”“尿血”的范畴,临床上以无痛性尿血为早期表

现[12] 。 在中医理论中,尿中带血是主要原因,其发

病有多种原因。 如六邪、风、热等外邪,从表面进

入,侵入血供,造成灼烧经脉,逼血妄为;火热之邪,
使太阳患病,经入内,热积于膀胱,损血管,引起外

渗[13] 。 内伤脏腑,阴阳失衡,过度疲劳,情绪失衡,
耗悲阴,心火过旺,热传小肠,迫血乱动所致[14] ;温
病后,阴液消耗损伤,或心房、心室连接不畅,引起

相火动过盛,肾阴虚,内生虚火,可损肾经络,使血

随尿而出[15] ;忧劳,损脾土,中气无力,无力控制,血
不经经络,多有血尿[16] ;肺结核和肾损害可导致气

阴虚,肾阴虚,因阴虚而火过旺,逼血往下流,造成

血尿[17] ;肝郁气滞,落落外伤,气滞,血瘀凝,左于下

交,经络受阻,膀胱因经络破裂而漏血,而出现血

尿[18] 。 下焦湿热证主要表现为尿黄灼热,尿血鲜

红,心烦不安等症状,其证机概要为热伤阴络,血渗

膀胱,治疗当以清热利湿、凉血止血为主[19] 。 本实

验中,SD 大鼠在 MNU 诱导造模过程中出现尿血鲜

红,躁动不安等类似于下焦湿热证表现,因此初步

认为符合下焦湿热证中所述的尿血现象,并将此模

型归结为下焦湿热证尿血模型。 化学致癌物、物理

因素和生物因素均可诱发各种动物形成肿瘤,其中

化学致癌物最常诱发肿瘤,DNA
 

烷基化剂
 

N-甲基-
N-亚硝基酰胺(MNU)是一种多器官致癌物质。 为

了满足不同专业人员的研究需要,它已被用于建立

不同类型、不同生物特征以及不同部位的动物肿瘤

模型[20] 。 MNU 是一种直接致癌物,是一种强大的

致畸剂、诱变剂和致癌物,已被广泛应用于经膀胱

灌注诱导膀胱肿瘤的动物模型中,其致病机制与胞

内特定的烃化结构有关,该结构可使生物大分子

(特别是核酸)发生甲基化[21] 。 自 Hicks 首次通过

膀胱灌注 MNU 快速诱导膀胱肿瘤以来,使用化学

制剂诱导 BC 在科研实验上已得到广泛推广和应

用[7] 。 MNU 可通过膀胱灌注的方式,对部分上皮细

胞进行诱导,从而诱导细胞癌变和膀胱癌的发生,
此过程中不受酶代谢和肠道菌群转化的影响。 与

间接致癌物诱导的实验性
 

BC
 

相比,MNU 诱导的实

验性 BC 操作方法简单快捷,具备毒性弱,潜伏期

短,癌变部位固定、致癌率高、致癌效果明显等优

势[7-9] 。 MNU 对所有啮齿动物都有致癌作用,但致

癌程度不同,其中大鼠的致癌作用最强,不同种类

大鼠的易感性也不相同,其中 SD 大鼠对其最敏感。
大量研究结果表明,MNU 诱发的膀胱肿瘤为移行性

上皮癌,其形态及病理特点与人膀胱癌有明显的相

似性[9-11] 。 此外,相对于胃肠道给药,膀胱灌注具有

更高的剂量控制精度,且能减少对其他脏器的损

害。 为此,本课题拟采用
 

MNU 诱导的方法,建立大

鼠膀胱癌原位模型。 虽然膀胱灌注 MNU 诱导大鼠

膀胱肿瘤模型已经是一种很成熟的方法,相关文献

报道也很多,且发生何种病理学改变都已经相当清

楚,但为更加准确地了解及分析其成瘤过程为后续

蛋白组学检测奠定瘤模基础,本实验再次分不同阶

段观察及确认 BC 的病理学特征及改变和差异。 按

照 6 个不同时间点取材并分析,我们得到了以上不

同时间大鼠膀胱肿瘤的病理结果。 经过对肿瘤形

成过程的探索实验研究,我们再次明确了 BC 的发

生及发展情况,肿瘤可在第 4 周产生,在第 8 ~ 9 周

后形成明显肿瘤,且肿瘤产生情况可观、可靠,这为

我们后续进行蛋白组学检测及分析奠定良好的基

础及提供了可靠依据。
血尿是膀胱癌重要且主要的临床症状之一,

MNU 膀胱原位癌造模过程漫长且容易失败,主要原

因是在造模过程中由于外部刺激及药物干预过程

中的各种因素导致大鼠死亡率颇高,往往出现模型

还未成功,实验大鼠已经所剩无几,因此本实验在

经过多次尝试及文献查阅的基础上对造模方式进

行了总结并加以改良,形成了一套相对完整且便

捷、死亡率低的造模手术手法。 通过本实验研究及

技术改进,我们找到了一种更适合的插管给药造模

手法,这种手法可以降低因经尿道插管不当导致的

大鼠不适及其引起的提前死亡现象,这为后续膀胱

灌注给药干预实验提供了先期的技术保障,也为膀

胱癌治疗相关基础研究方面提供可靠依据。
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