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不同方法建立小鼠肝癌原位移植瘤模型
差异性的探讨
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　 　 【摘要】 　 目的　 比较肿瘤细胞注射和肿瘤组织块移植方法建立小鼠肝癌原位模型的差异，为小鼠肝癌原位

模型的建立提供技术参考。 方法　 取健康雄性 ＫＭ 小鼠，随机分为 ４ 组：Ａ 组注射小鼠肝癌 Ｈ２２ 细胞；Ｂ 组注射腹

水型肝癌 Ｈ２２ 细胞；Ｃ 组采用小鼠肝癌组织块移植法；Ｄ 组肝部注射生理盐水作为假手术组。 定期观察各组小鼠

活动情况、体重变化。 记录 ４ 组小鼠的生存时间。 观察各组小鼠肝部成瘤状况、肿瘤程度、与腹腔脏器粘连程度和

转移情况， 并进行 Ｂ 超成像， 检测血 清 中 甲 胎 蛋 白 （ ａｌｐｈａ⁃ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＦＰ ）、 异 常 凝 血 酶 原 （ ｄｅｓ⁃ｇａｍｍａ⁃
ｃａｒｂｏｘｙｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ，ＤＣＰ）的浓度及苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察肝组织病理学变化。 结果　 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠造

模操作时间分别为（３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４４）ｍｉｎ、（３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４１）ｍｉｎ、（５􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６５）ｍｉｎ。 建模第 ２５ 天，Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠成

瘤率均 １００􀆰 ０％，Ａ 组腹腔重度粘连率为 ４０􀆰 ０％，Ｂ 组腹腔重度粘连率为 ６０􀆰 ０％，Ｃ 组与 Ｄ 组均未出现重度腹腔粘

连。 Ａ 组、 Ｂ 组、Ｃ 组小鼠腹水出现率分别为 ４０􀆰 ０％、１００􀆰 ０％、０􀆰 ０％；腹壁瘤出现率分别为 ３０􀆰 ０％、６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％。
Ｂ 组小鼠还存在肝转移情况（４０􀆰 ０％）。 Ｂ 超成像、血清 ＡＦＰ 和 ＤＣＰ 水平检测、组织病理学检查结果显示，与 Ｄ 组

小鼠相比，Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠肝边缘均不光滑，回声欠均匀，可见稍低回声包块；保持 ＡＦＰ、ＤＣＰ 高分泌；存在大量

炎症细胞与肿瘤细胞。 结论　 在第 ２５ 天时，３ 种方法均可以建立肝癌原位移植模型，其中，相较于肝癌组织块移

植，肿瘤细胞注射具有操作简单、肝内存在多个转移结节的特点。 而肝癌组织块移植相较于肿瘤细胞注射，则具有

对腹腔等脏器影响较小等特点。
【关键词】 　 肝癌；原位移植；动物模型；Ｂ 超成像
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ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｏｒ Ｄ． Ａｓｃｉｔｅｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ４０􀆰 ０％， １００􀆰 ０％， ａｎｄ ０􀆰 ０％ ａｎｄ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ３０􀆰 ０％， ６０􀆰 ０％，
ａｎｄ ０􀆰 ０％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ ４０􀆰 ０％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｌｓｏ ｈａｄ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｂ⁃
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ， ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＦＰ ａｎｄ ＤＣＰ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｓｍｏｏｔｈ ｌｉｖｅｒ ｍａｒｇｉｎｓ，
ｕｎｅｖｅｎ ｅｃｈｏ ａｎｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｅｃｈｏ ｍａｓｓ， ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｈｉｇｈ ＡＦＰ ａｎｄ ＤＣＰ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｔ ｄａｙ ２５， ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ｔｈｕｓ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＨＣＣ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ， ｉｎｊ ｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ
ｏｆ ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｏｄｕｌｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ， ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｏｆ ｃａｕｓｉｎｇ ｌｅｓｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｉｎｊ ｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； Ｂ⁃ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）是发生

在消化系统中肝部的一种恶性肿瘤，也是我国最常

见的恶性肿瘤之一，依据美国癌症协会数据显示，
全球 ＰＬＣ 年新发和死亡病例分别位居恶性肿瘤的

第 ６ 位和第 ３ 位［１］。 ２０２０ 年肝癌在我国癌症新发

病类型中排第 ５，死亡病例中位列第 ２。 肝癌作为恶

性肿瘤，致死率较高，已成为严重威胁我国人群健

康的 主 要 公 共 卫 生 问 题 之 一［２］。 肝 细 胞 癌

（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是 ＰＬＣ 中最为常见

的类型，约占 ７５％ ～ ８５％，ＨＣＣ 常起源于肝硬化，其
与慢 性 肝 病 密 切 相 关［３］。 其 次 胆 管 细 胞 癌

（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）是第二常见的原发性肝

恶性肿瘤，起源于胆管上皮［４］。 肝癌动物模型一直

是肝癌临床与基础研究工作的重要工具，目前有

２ 种常用的模型，即皮下移植模型和原位移植模型。
皮下移植模型，是将肝癌细胞悬液或组织接种到动

物的腋下或背部皮下，具有操作简便、操作过程中

不易导致动物死亡、易于观测肿瘤生长变化、很少

发生局部浸润与远处转移，在肝癌皮下移植小鼠模

型中，无法检测到腹水生成、肝转移等，不能完全模

拟肝癌的自然生长环境与生物学特征，导致药物治

疗效果出现假阳性［５－６］；原位移植模型，是采用手术

法直视下对肝进行接种，其能更准确地模拟人类肝

癌的自然发展过程，因而常用于实验研究［７］。 本研

究进行 ３ 种小鼠原位肝癌模型建立（注射肝癌 Ｈ２２
细胞悬液、注射肝癌 Ｈ２２ 腹水细胞、移植小鼠肝癌

组织块），同时对小鼠的术后状态、肝部成瘤情况、
肿瘤大小、腹腔脏器粘连程度及转移情况、Ｂ 超成

像、血清生化、ＨＥ 染色观察肝组织等进行了研究

分析，旨在比较肿瘤细胞注射和肿瘤组织块移植

方法建立小鼠肝癌原位模型的差异，为研究肝癌

的生长、侵袭、转移和药物治疗提供有用的动物

模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠 ８０ 只，４ 周龄，体重 １８ ～
２２ ｇ，由斯贝福 （北京） 生物技术有限公司提供

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养于云南中医药大学

实验动物中心【 ＳＹＸＫ（滇） Ｋ２０２２－０００４】。 实验和

饲养条件严格按照 ＳＰＦ 级实验动物的规范要求，实
验期间小鼠自由饮水、摄食。 室温 ２２ ～ ２５ ℃，相对

湿度 ５０％ ～ ７０％，１２ ｈ 光照与 １２ ｈ 黑暗交替的养

０３３
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殖环境。 本研究所涉及的所有动物实验，均经过云

南中医药大学实验动物伦理委员会的审批 （ Ｒ⁃
０６２０２２０８２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

小鼠肝癌 Ｈ２２ 细胞株、腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞株

均由云南中医药大学药剂实验室提供。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养基（上海达特希尔生物科技有限公

司，２２２７１４７）；青霉素⁃链霉素（双抗） （上海达特希

尔生物科技有限公司，２２３３２０４）；ＰＢＳ 磷酸缓冲液

（上海达特希尔生物科技有限公司，２２３７２４４）；甲胎

蛋白（ＡＦＰ）ＥＬＩＳＡ 科研试剂盒（翰科生物科技有限

公司， ２０２３０５）； 小鼠脱⁃γ⁃羧基凝血酶原 （ ＤＣＰ ）
ＥＬＩＳＡ 科研试剂盒 （ 翰科生物 科 技 有 限 公 司，
２０２３０５）。 ＰＮ ５１９０⁃１５０９ 型 １００ μＬ 微量注射器

（Ａｇｉｌｅｎｔ）；医用缝合线（扬州市金环医疗器械厂）；
医用缝合针（上海小昱医疗器械有限公司）；柳叶型

烙铁 （ ＳＩＥＮＩＵ）； ４７５０Ｅ 二氧化碳培养箱 （ 美 国

ＮＵＡＩＲＥ 公司）；Ｖｅｔｕｓ ７ 型彩色多普勒超声诊断仪

（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠原位肝癌模型的建立

（１）注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法：该方法定义为

Ａ 组， 随机取 ２０ 只小鼠。 调整 Ｈ２２ 细胞密度为 １ ×
１０７ ／ ｍＬ，制备成单细胞悬液。 用异氟烷麻醉后，在
小鼠腹部用脱毛膏脱毛，并对腹部进行消毒，将四

肢固定在无菌手术台后，再次对腹部进行消毒，切
开正中肌层、暴露肝部，将肝外翻。 微量注射器取

Ｈ２２ 细胞悬液 １００ μＬ，于肝左叶接种 Ｈ２２ 细胞，驻
针约 ５ ｓ，缓慢拔出针头，用电烙铁止血后，再用酒精

棉签擦拭肝，依次缝合小鼠皮下层、皮层，解绑小

鼠，观察至其恢复正常呼吸后移至鼠笼。
（２）注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞法：该方法定义

为 Ｂ 组，随机取 ２０ 只小鼠。 取腹水型肝癌 Ｈ２２ 细

胞调整密度为 １ × １０７ ／ ｍＬ，采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细

胞悬液法同样方法进行接种，观察小鼠恢复正常呼

吸后移至鼠笼。
（３）小鼠肝癌组织块移植法：该方法定义为

Ｃ 组， 随机取 ２０ 只小鼠。 小鼠皮下瘤的建立，取腹

水型肝癌 Ｈ２２ 细胞调整密度为 １ × １０６ ／ ｍＬ，取 ２００
μＬ 该腹水细胞接种至小鼠右前肢背部。 接种后第

７ 天，在小鼠接种部位可摸到质硬的肿瘤小块，无菌

条件下将其切成 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ，并放入生理

盐水中备用。 采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法同

样方法暴露肝，并用眼科镊刺一隧道，植入肿瘤块，
依次缝合小鼠皮下层、皮层，解绑小鼠，观察至其恢

复正常呼吸后移至鼠笼。
（４）假手术组：该组定义为 Ｄ 组，随机取 ２０ 只

小鼠，采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法同样方法进

行手术操作，但不进行注射细胞，仅注射生理盐水

１００ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠原位肝癌模型的筛选

（１）术后小鼠一般情况：在建模后，每 ２ ｄ 观察

小鼠的饮水、进食、精神行为状态，并称重。
（２）成瘤观察：接受原位移植瘤手术后第 ２５

天，随机处死各组 １０ 只小鼠，观察成瘤情况，统计各

组小鼠的成瘤率。
（３）生存期考察：Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组各剩余

１０ 只小鼠留作生存期考察，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０ 软件绘制生存曲线图。 小鼠存活率（％） ＝ （此
组小鼠存活只数 ／此组小鼠总数） × １００％。

（４）腹腔脏器粘连程度的分级判定：在参考文

献［８］的基础上改进，设立等级分级法。 ０ 级：肝肿瘤

组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间无粘连；Ⅰ
级：肝肿瘤组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间

有轻微粘连；Ⅱ级：肝肿瘤组织与其他内脏组织之

间或与腹壁之间有粘连，可分离且出血少；Ⅲ级：肝
肿瘤组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间有较

多粘连，不易分离且出血较多；Ⅳ级：肝肿瘤组织与

其他内脏组织之间或与腹壁之间紧密粘连，强行分

离可致内脏器官撕裂。 ０ ～ Ⅱ级为轻度粘连；Ⅲ ～
Ⅳ级为重度粘连。

（５）肿瘤转移情况判断：观察是否产生腹水，检
查腹腔、脾、肾、胃、肠、肺等脏器是否有肉眼可见肿

瘤转移。
（６）超声检查：各组在接受原位移植瘤手术后

第 ２５ 天进行超声检查，采用 Ｖｅｔｕｓ ７ 型彩色多普勒

超声诊断仪，使用频率为 ＦＨ ９􀆰 ０ 的 Ｌ １２⁃４ ｓ 探头，
进行超声成像。

（７）血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平检测：采用酶联免疫法

分析测定术后第 ２５ 天各组小鼠 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平。
（８）病理形态观察：切除各组小鼠肝部肿瘤组

织，多聚甲醛固定，用石蜡进行包埋，制片，ＨＥ 染

色，最终通过光学显微镜观察各组小鼠肝组织情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

整理数据，使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行单因素方

１３３
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差分析，计算结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 肝癌原位移植模型建立

在采用 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 种方法制备肝癌原位

移植模型时，对 ３ 种方法所需的手术时间、死亡动物

数进行了比较，提前准备好细胞或肿瘤块、固定好

小鼠后开始计时，至缝合结束，为整个手术时间。 Ａ
组制备方法和 Ｂ 组制备方法完成 １ 只小鼠的手术

时间为 ２ ～ ３ ｍｉｎ，Ｃ 组制备方法则需要 ５ ～ ６ ｍｉｎ，
在时间上 Ａ 组、Ｂ 组制备方法比 Ｃ 组缩短了 １ 倍。
主要原因是 Ａ 组、Ｂ 组制备方法只需在暴露的肝部

缓慢注射细胞即可，不会造成肝部大量出血。 而

Ｃ 组制备方法需要在肝部划开较深隧道，在整个操

作过程中易导致肝部大量出血，止血时间较长，导
致操作难度提高。 在整个手术过程中，Ｃ 组制备方

法由于失血过多，导致 １ 只小鼠死亡，且肿瘤易脱落

到腹腔，手术时间为（５􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６５）ｍｉｎ，Ａ 组和 Ｂ 组

制备方法动物均存活，手术时间分别为 （ ３􀆰 ３６ ±
０􀆰 ４４）ｍｉｎ、（３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４１）ｍｉｎ，与 Ｃ 组制备方法比

较，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：与 Ｄ 组相比，◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，◆◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 各组小鼠体重变化图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｄ， ◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ◆◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 小鼠体重变化

术中 Ｃ 组 １ 只小鼠失血过多导致死亡。 术后

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 组小鼠均全部存活，小鼠状态良好，术后

伤口愈合良好且未出现伤口感染等情况。 每 ２ ｄ 对

小鼠进行称重并记录，如图 １ 所示，Ａ 组小鼠前 １３ ｄ
体重变化平稳，第 １３ ～ ２５ 天体重大幅度增加；在种

瘤第 ２５ 天，小鼠体重达到最高，为（３１􀆰 ８ ± １􀆰 ６）ｇ，
推测腹水的生成增加了小鼠体重。 Ｂ 组小鼠在种瘤

第 １７ 天，小鼠体重达到最高，为（２６􀆰 ９ ± ０􀆰 ６） ｇ，随
后小鼠体重下降。 Ｃ 组小鼠 ２０ ｄ 内体重幅度小，增
长较慢，第 ２１ 天起体重呈下降趋势。 推测 Ｂ 组、Ｃ
组小鼠后期体重下降原因：小鼠一般情况发生恶

化，导致进食量减少，体重下降。 Ｄ 组小鼠 ２５ ｄ 内

体重平稳增加。 第 ２５ 天时，Ａ 组、Ｃ 组与 Ｄ 组小鼠

体重相比具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｂ 组与 Ｄ 组

小鼠体重相比，无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 小鼠活动状态

建模后各组小鼠未受到明显影响，进食、活动

如常。 Ａ 组小鼠在造模第 ２０ 天毛发毛躁、无光泽、
精神状态较萎靡、腹部肿大明显、活动减少；Ｂ 组小

鼠第 １２ 天腹部肿大明显，第 １８ 天起进食量减少，随
着时间推移，腹部肿胀程度增加，行动变得更加迟

缓，更喜欢静止在饲养箱中某个角落，生命垂危；
Ｃ 组小鼠较 Ａ 组、Ｂ 组活跃，毛发也较有光泽，腹部

未观察到肿胀；Ｄ 组小鼠最活跃，进食、饮水正常。
２􀆰 ４　 小鼠生存时间

如图 ２ 所示，Ｄ 组小鼠一直存活；Ａ 组小鼠最长

活到 ３７ ｄ，平均生存时间（３２􀆰 ４７ ± ３􀆰 ７９） ｄ；Ｂ 组小

鼠最长活到 ３０ ｄ，平均生存时间（２７􀆰 ４０ ± １􀆰 ８９） ｄ；
Ｃ 组小鼠最长活到 ３８ ｄ，平均生存时间（３５􀆰 ２０ ±
２􀆰 ７３）ｄ。 但 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 组间无显著性差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

图 ２　 各组小鼠生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 小鼠腹腔脏器粘连程度

各组小鼠腹腔粘连程度统计见表 １。 Ａ 组、Ｂ
组、Ｃ 组小鼠 腹 腔 轻 度 粘 连 率 分 别 为 ６０􀆰 ０％、
４０􀆰 ０％、１００􀆰 ０％；腹腔重度粘连率分别为 ４０􀆰 ０％、
６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％。 Ｄ 组未出现轻、重度腹腔粘连。

２３３
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表 １　 各组小鼠腹腔粘连等级比较（ｎ ＝ １０，％）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｇｒａｄｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ １０，％）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

０ 级
Ｇｒａｄｅ ０

Ⅰ级
Ｇｒａｄｅ Ⅰ

Ⅱ级
Ｇｒａｄｅ Ⅱ

Ⅲ级
Ｇｒａｄｅ Ⅲ

Ⅳ级
Ｇｒａｄｅ Ⅳ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ６（６０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） １（１０􀆰 ０％）

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％） ２（２０􀆰 ０％）

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ０（０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） ７（７０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ １０（１００􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

注：Ａ：各组小鼠肝原位瘤；红色箭头：肿瘤结节；Ｂ：各组小鼠肝重量；Ｃ：各组小鼠肿瘤重量；Ｄ：各组小鼠肝指数；与 Ａ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ

＜ ０􀆰 ０１；与 Ｂ 组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 不同造模方法成瘤情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｉｖｅｒ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｃａｎｃｅｒ ｎｏｄｕｌｅｓ． Ｂ． Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

２􀆰 ６　 小鼠肝样本肉眼观察及肝部肿瘤成瘤情况

接种后第 ２５ 天对各组小鼠进行解剖，观察肝移

植瘤的成瘤情况。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠成瘤率均

１００􀆰 ０％。 如图 ３Ａ 所示，４ 组肝部外观有较大差异。
Ａ 组肝部表面较光滑，瘤块呈白色且分布较分散、不
规则；Ｂ 组瘤体呈白色且巨大，并且其他肝叶也出现

大片分散瘤体；Ｃ 组瘤形状相对规则，呈白色的椭

圆；Ｄ 组肝表明光滑，质软，肝表面无疑似瘤块。 如

图 ３Ｂ ～ ３Ｄ 所示， Ａ 组小鼠的肝部平均重量为

（１􀆰 ３９８５ ± ０􀆰 ０６５２） ｇ、肿瘤平均重量为（０􀆰 １５０５ ±
０􀆰 ０２４１）ｇ、肝指数为 ５􀆰 ３７５１％ ± ０􀆰 ２９９８％；Ｂ 组小鼠

的肝部平均重量为（１􀆰 ９６０１ ± ０􀆰 ０９５０） ｇ、肿瘤平均

重量为（０􀆰 ８６５２ ± ０􀆰 ０１１２） ｇ、肝指数为 ８􀆰 ５５３０％ ±

０􀆰 ４８６０％；Ｃ 组小鼠的肝部平均重量为（１􀆰 ６０４５ ±
０􀆰 １１２３）ｇ、肿瘤平均重量为（０􀆰 ４５９１ ± ０􀆰 １２７６）ｇ、肝
指数为 ８􀆰 １６１７％ ± ０􀆰 ７５９４％；Ｄ 组小鼠的肝部平均

重量为（１􀆰 ２７２２ ± ０􀆰 ０３６５） ｇ、肝指数为 ５􀆰 １１８１％ ±
０􀆰 １１２５％。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组与 Ｄ 组小鼠肝重量相比

具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组间肿

瘤重量具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｂ 组、Ｃ 组与 Ｄ
组小鼠肝指数相比，具有极显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
如表 ２，在剖检时发现，Ａ 组小鼠出现腹水（４０􀆰 ０％）
和腹壁瘤（３０􀆰 ０％）；Ｂ 组小鼠出现腹水（１００􀆰 ０％）和
腹壁瘤（６０􀆰 ０％）；Ｃ 组小鼠未出现上述现象。 Ａ 组、
Ｂ 组可能存在肿瘤细胞从注射孔溢漏的情况，因此

用电烙铁进行止血，尽量避免早期腹水的形成及腹

３３３
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壁瘤的生成。 Ａ 组、Ｂ 组小鼠还发现肝内多个肿瘤

结节，此外 Ｂ 组还发现腹水瘤细胞从肝转移至胃、
肠情况，可能是肿瘤细胞通过脉管系统形成的肝转

移现象［９］。
表 ２　 各组小鼠肿瘤情况比较（ｎ ＝ １０，％）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０，％）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

腹水出现率
Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｒａｔｅ ｏｆ
ａｓｃｉｔｅｓ

腹壁瘤出现率
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ｗａｌｌ ｔｕｍｏｒ

肝转移率
Ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ｒａｔｅ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ４（４０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ １０（１００􀆰 ０％） ６（６０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％）

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

２􀆰 ７　 小鼠肝 Ｂ 超成像

如图 ４ 所示，Ｄ 组小鼠肝表面光滑，包膜较完

整，形态大小正常，回声较均匀；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小

鼠肝边缘均不光滑，内部回声欠均匀，于肝内探及

稍低回声包块。 对 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠进行解剖，
均发现小鼠肝部可见肿瘤结节，多呈结节状突起，
色泽苍白。 结合 Ｂ 超成像结果以及大体解剖观察，
确认造模成功，３ 种造模方式均可成功移植。

注：红色箭头：疑似肿瘤结节。

图 ４　 各组小鼠 Ｂ 超成像图

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｎｏｄｕｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ８　 小鼠血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度的比较

如表 ３ 所示，血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平在肝癌模型

小鼠中呈高表达。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠血清中的

ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度与 Ｄ 组小鼠相比显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠血清中的 ＡＦＰ 浓度分别是 Ｄ 组

小鼠的 １３􀆰 ９７、１８􀆰 ６０、１４􀆰 ４１ 倍；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠

血清中的 ＤＣＰ 浓度分别是 Ｄ 组小鼠的 ５􀆰 ７９、８􀆰 ３８、
６􀆰 ０６ 倍。 Ａ 组、Ｃ 组两组小鼠血清中 ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓

度比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ｂ 组小鼠血清中

ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度高于 Ａ 组、Ｃ 组，且具有显著性差异

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
表 ３　 各组小鼠血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＡＦＰ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＤＣＰ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ １３６􀆰 ５６６ ± １３􀆰 ７２６＆＆◆◆ ８３􀆰 ０６１ ± １５􀆰 ０００＆＆◆◆

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ １８１􀆰 ８４２ ± １６􀆰 ５７５◆◆ １２０􀆰 １６８ ± ２４􀆰 ４６０◆◆

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ １４０􀆰 ８３６ ± ３􀆰 ５９５＆＆◆◆ ８６􀆰 ８２４ ± １５􀆰 ６３０＆＆◆◆

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ９􀆰 ７７４ ± １􀆰 ７６７ １４􀆰 ３３８ ± ３􀆰 ６３２

２􀆰 ９　 小鼠肝组织病理形态

如图 ５ 所示，Ｄ 组小鼠肝组织内肝叶结构正常，
肝细胞核完整，肝细胞排列整齐，细胞着色正常，无
肿瘤样或炎症细胞浸润现象。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 组

小鼠肝组织分界不清晰，肿瘤细胞形态各异如：多
边形、类圆形或其他形态、大小不同、排列不规则。
大的肿瘤灶内部分区域可见片状坏死组织。 综合

病理切片结果与前述大体解剖观察和 Ｂ 超成像结

果，提示 ３ 种造模方式均可成功。

图 ５　 各组小鼠肝组织的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论

肝癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，其发病率

逐年上升，病死率居我国恶性肿瘤的第 ２ 位，已严重

威胁人们的生命安全。 肝癌治疗近几年在多学科

共同努力下有了很大的进展，但仍存在一定的局限

性，如肝癌发展迅速、存在肝内转移、术后复发等隐

患［２，１０］。 因此，深入研究肝癌发生、转移机制，寻找

抗肝癌新方法刻不容缓。
建立肝癌模型是深入研究肝癌的基础与保障。

肝癌模型的建立方法有：化学诱导模型［１１］、基因工

程小鼠模型［１２］、移植瘤模型［１３］。 最常用的方法为

移植瘤法，异位移植法操作简单、成瘤时间短、易于

观察，一直作为首选方法。 然而，肿瘤原发器官微

环境会影响肿瘤细胞的生物学特征［１４］。 异位移植

瘤模型无法模拟肿瘤细胞在人体中迁移、侵袭行

为［１５］。 原位移植模型可以更好地模拟肿瘤细胞与

宿主组织相互作用的情况，包括肿瘤侵袭、血管生

成、免疫应答等，可以更准确评价药物、理解肿瘤生

物学行为。 本文分别通过注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液、
注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞、移植小鼠肝癌组织块 ３
种不同的方法构建肝原位模型，同时设立肝部注射

生理盐水的假手术组，对这 ４ 组小鼠进行观察，对比

一般情况、肝部成瘤情况、肿瘤大小、腹腔脏器粘连

程度及转移情况，并对比 ３ 组原位模型小鼠与假手

术组的 Ｂ 超成像结果、ＡＦＰ 与 ＤＣＰ 水平、病理学差

异。 各组小鼠一般状况和生存情况结果表明，注射

肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液小鼠在观察的 ２５ ｄ 内体重逐渐

上升，观察至 ３４ ｄ 仍有 ４０％的小鼠存活；注射腹水

型肝癌 Ｈ２２ 细胞组前 １７ ｄ 体重逐渐增加，随后体重

逐渐下降，观察至 ３０ ｄ 小鼠无一存活；移植肝癌组

织块组小鼠前 ２０ ｄ 体重变化幅度小，随后体重下

降，观察至 ３６ ｄ 仍有 ４０％的小鼠存活；注射生理盐

水组小鼠在观察的 ２５ ｄ 内体重平稳，观察至 ４０ ｄ 小

鼠成活率仍为 １００％。 各组成瘤情况、腹腔脏器粘

连程度及转移情况结果表明，注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬

液组、注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞组、移植小鼠肝癌

组织块组成瘤率均为 １００􀆰 ０％；腹腔脏器重度粘连

率分别为 ４０􀆰 ０％、６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％；注射腹水型肝癌

Ｈ２２ 细胞组还出现胃肠转移等现象；注射生理盐水

组小鼠并未出现上述情况。 肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液注

射法和腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞注射法具有操作简单、
存活率高等优点。 肝癌组织块移植法具有转移少、

腹腔粘连程度轻等优点。 在目前肝癌临床诊断实

践中，主要采取影像学检查结合 ＡＦＰ 检测。 ＡＦＰ 在

肝癌细胞中呈高表达，可作为肝癌诊断的辅助手

段，但 ＡＦＰ 灵敏度较低［１６－１７］。 多项肿瘤标志物指

标联合检测可以通过综合考虑多个指标的阳性率，
提高肝癌诊断的有效性与准确性。 特别是在 ＡＦＰ
呈阴性情况下，可以联合 ＤＣＰ 提高肝癌诊断的灵敏

性。 因此本研究联合 Ｂ 超成像、血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水

平、组织切片等结果，显示上述 ３ 种方法均可在短时

间内成功建立肝癌原位瘤小鼠模型。
综上所述，注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液、注射腹水

型肝癌 Ｈ２２ 细胞、移植小鼠肝癌组织块 ３ 种方法均

可成功建立肝癌原位模型，其中，相较于肝癌组织

块移植，肿瘤细胞注射具有操作简单、肝内存在多

个转移结节的特点；而肝癌组织块移植相较于肿瘤

细胞注射，则具有对腹腔等脏器影响较小等特点，
这些可为肝癌的发病机制、病因、临床表现等相关

研究提供可靠的动物模型，对肝癌预防、诊断和治

疗相关动物模型的选择提供一定的参考依据。
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ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒａｃｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１８， ３３（４）： ５２３－５２６．

［１６］ 　 朱嫦琳， 陈展泽， 李启欣． 基于决策曲线分析评估血清异常

凝血酶原和甲胎蛋白在原发性肝癌中的诊断价值 ［Ｊ］ ． 实用

医学杂志， ２０２１， ３７（１９）： ２５２４－２５２９．
ＺＨＵ Ｃ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｚ Ｚ， ＬＩ Ｑ Ｘ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＰＩＶＫＡ⁃Ⅱ
ａｎｄ ＡＦＰ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒａｃｔ Ｍｅｄ， ２０２１， ３７（１９）：
２５２４－２５２９．

［１７］ 　 陈琳， 张恒， 江斌． 血清 ＡＦＰ、ＧＧＴＩ Ⅱ、ＡＦＵ 和 ＤＣＰ 联合检

测对肝癌的诊断价值 ［Ｊ］ ． 分子诊断与治疗杂志， ２０２２， １４
（８）： １２８３－１２８６， １２９１．
ＣＨＥＮ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ＪＩＡＮＧ Ｂ． Ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＦＰ， ＧＧＴ Ⅱ， ＡＦＵ ａｎｄ ＤＣＰ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ Ｔｈｅｒ， ２０２２， １４ （ ８）： １２８３ －

１２８６， １２９１．
［收稿日期］ 　 ２０２３－０８－２１
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