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!!"摘!要#!结直肠癌"=E=%是目前临床确诊率较高的恶性肿瘤!其发病率和死亡率也持续增加'=E=高
发病率在于缺乏常规筛查和不健康的生活方式!=E=确诊患者的高死亡率主要归咎于肿瘤的侵袭性和转移性!
而肝脏是最常受累和最致命的部位'异种移植小鼠模型是研究=E=发生肝转移的病理过程&分子机制及临床
治疗的主要研究工具之一'该文将对=E=肝转移异种移植小鼠模型的研究进展做一综述'
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!!我国是结直肠癌$=E=%的高发地区*发病率位列
癌症前三)根据世界卫生组织统计的数据*我国"$"$
年有77#7万例新增确诊患者*约":#%万人死于

=E=*发病率和死亡率分别占全球病例的":#&\和

?$#%\*并在逐渐增加+!,)临床上=E=患者的高死
亡率主要归咎于病症的不易察觉性*发现时已是结直
肠癌中晚期并存在远处转移*而肝脏是最常受累和最
致命的部位)在初始诊断时*!6\!!:\的=E=患
者已存在远处转移*大约&$\的结直肠癌患者会发生
肝脏转移+",*:$\!@$\的结直肠癌肝转移灶无法得
到根治性切除+?17,)

早期发现癌症和控制癌细胞的转移是患者存活

的关键*而结直肠癌肝转移研究很大程度上依赖动物
肿瘤模型)选择能更好地模拟临床结直肠癌发生-发
展和转移的动物模型为研究对象*不仅有利于发现和
验证肿瘤特异性生物标志物*阐明结直肠癌发生-发
展和转移的分子机制*为其诊断和治疗提供特异性分

子靶点*还能提高抗癌药物临床前研究的可信性*有
助于临床结直肠癌患者个性化精准治疗的实施*提高
患者的生存率)本文就常用的肿瘤动物-肿瘤异种移
植模型及结直肠癌肝转移异种移植模型的构建方法

进行综述*供研究者以探讨)

A!常用的肿瘤模型动物

!!免疫缺陷小鼠被开发并广泛应用于各种肿瘤研
究*为人源肿瘤细胞或组织移植提供了一种强有力的
载体)本文主要介绍常用的几种免疫缺陷小鼠及其
免疫缺陷特征$表!%)

!!裸鼠于!@%"年首次被报道*由于RFGD!基因突
变而引起胸腺退化或缺失*但仍保留了W细胞和'Z
细胞*阻碍肿瘤生长和转移)!@:?年*)=e2小鼠出
现*该小鼠因 ,̂9MJ基因缺失导致缺乏成熟的;-W细
胞*不易排斥异种细胞或组织*但异种移植率并没有
显著提高)!@@7年出现的'a21)=e2小鼠的适应性
免疫存在缺陷*并且其巨噬细胞-树突状细胞及补体
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功能受损*对人类癌细胞移植率高*但其胸腺淋巴瘤
发病 率 高*平 均 寿 命 短)'a>$'a2")IB")=e2"

e<"E#D/44%小鼠和')>$'a2")=e2"e<"E#D/44%小
鼠是在 'a21)=e2小鼠上进行 E-."和e<1"E#敲

除*造成机体内'Z-;-W细胞等缺失*免疫功能严重
障碍*同时自身淋巴瘤发生率低)目前*'a>-')>
小鼠具有最高的肿瘤形成率+%,*也是被认为最适合植
入人源组织的动物+&,)

表!!!常用于制作为肿瘤宿主的免疫缺陷小鼠品系

小鼠品系
免疫缺陷

;细胞 W细胞 'Z细胞
肿瘤组织细胞系 原代肿瘤组织 白血病 人免疫系统

'/M0 O ] ] ] ]"O O O

)=e2 O O ] ] ] ]"O ]"O

'a21)=e2 O O ] ]] ]] ] ]

'a>"')> O O O ]]] ]] ]] ]]]

!!注!'/M0小鼠为无胸腺裸鼠$简称裸鼠%&)=e2小鼠为严重联合免疫缺陷小鼠&'a21)=e2小鼠为非肥胖糖尿病1严重联合免疫缺陷小鼠&')>
小鼠为敲除e<1"E#的'a21)=e2小鼠&'Z细胞为自然杀伤细胞)

B!肿瘤异种移植模型

!!现常用的肿瘤异种移植动物模型主要有癌细胞
系来源的异种移植模型$=2Y和 2̂Y%)由于=2Y
模型的细胞系经过传代培养*不能模拟宿主对肿瘤存
在的反应000免疫反应和血管生成+:,)此外*传代后
缺乏肿瘤内异质性*通常与原代肿瘤在生理和遗传上
相似度低+@,*临床应用受限)而 2̂Y模型保持了原
代肿瘤异质性*组织病理和分子遗传特征与临床原代
肿瘤高度相似+!$,)因此*美国国家癌症研究所建议使
用 2̂Y模型而不是传统的体外细胞培养物进行药物
筛选+!!1!",)

C!=E=肝转移异种种植模型

C#A!原位种植模型

C#A#A!盲肠"直肠注射种植!原位移植模型需要将

=E=细胞注射到肠壁中*或将其他动物或人类患者的
肿瘤缝合到免疫缺陷小鼠的肠壁上*使肿瘤细胞在肠
壁上生长向周围血管侵袭*通过血行转移定植于肝
脏*从而构建肝转移模型)该模型能复制肿瘤侵袭-
血管扩散*模拟人早期=E=和晚期转移的进展)在

"$世纪:$年代初*)'êU)+!?,报道了=E=细胞系的
第一个原位移植*证明了壁内细胞注射引起局部浸润
性肿瘤生长的可行性)Za=*(<<等+!6,在 ')>小
鼠盲肠肠壁内注射 *=;!!%细胞*?7M后发现约为

!$88的原发性肿瘤*并且存在肝转移)*e;U等+!7,

使用荧光素酶标记的 *;1"@细胞*建立了直肠种植
模型和盲肠种植模型*通过生物发光成像监测肿瘤生
长*结果显示直肠内注射的死亡率最低*为6#$\$!"

"7%*而盲肠内注射组为!&#6\$6""?%*%$\的直肠种
植模型小鼠有肝转移)所以直肠内注射种植模型是
人=E=原发性肿瘤生长和自发转移最安全-最可重
复的原位小鼠模型)

虽然该模型能复制肿瘤的局部侵袭过程*伴有淋

巴血管转移*能较好地模拟临床上 =E=的发生-发
展*但因肿瘤发生和肝转移过程时间长*原位原发肿
瘤自发转移形成的效率和可预测性较差)并且手术
过程中癌细胞与腹腔接触*因此不能排除某些转移是
腹腔内细胞溢出的结果+!%,)此外*该模型具有高度侵
入性*耗时*并且需要外科手术*这些手术不仅会影响
肿瘤微环境*而且还可能改变肿瘤的生长和传播
能力)

C#A#B!肛门注射种植! 肛门注射移植是近年来较新

的一种转移模型*通过在免疫缺陷小鼠肛门内注射肿
瘤细胞或种植肿瘤块*细胞"肿瘤块种植到黏膜层*可
以完整地观察结直肠癌局部生长-浸润-侵袭并发生
经过静脉血行转移的过程)2a'e>('等+!&,在W-4L
"J小鼠肛门开口处进行肛门扩张*将结肠癌=;"%细
胞或=;"%$=;"%14/J%细胞注射到直肠远端后部中*
肿瘤生长的总体成功率为%7\*且注射后第7$天显
示肝脏内存在转移性结肠腺癌)但是该方法需要注
意注射深度*勿将结肠癌细胞注射到盆腔)

该建模方法不仅能够最大限度地模拟肿瘤肝转

移的发展过程*建立模型还属于一种非手术原位小鼠
模型*易于创建*比传统的原位模型$即盲肠注射%侵
入性更小*可以更准确地研究炎症和手术干预的免疫
反应)但由于注射部位为肛门*小鼠可于早期出现肛
门梗阻*致使其临床状态较差*严重者甚至死亡)而
且发生肝转移的效率低*可预测性差)

C#B!异位种植模型

C#B#A!脾脏种植!脾脏种植被认为是=E=肝转移
模型最常用也是最佳的方法之一)该方法将肿瘤细
胞种植到脾脏*随着肿瘤细胞的生长*浸润-侵袭脾静
脉*再通过肝门静脉定植于肝脏从而构建肝转移模
型)该方法广泛地应用于制备肝转移模型*可分为保
脾法-脾切除法及脾脏半切除法)
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C#B#A#A!保脾法!保脾法即在脾脏注射肿瘤细胞后
保留脾脏*该方法在建立=E=肝转移模型方面相对
易于实施*且具有较高的肝转移率)Q(>e);Ee
等+!:,使用成功表达荧光素酶的 *=;!!%1K</J细胞*
注入裸鼠脾内*"!M后检测到与肝脏解剖定位一致的
生物发光源*通过肝脏的离体生物发光分析进一步证
实了肝转移的存在)W(U等+!@,将?$只裸鼠分为"
组*使用 *=;!!%细胞建立=E=肝转移的脾脏注射
模型和手术原位移植模型*通过肉眼和显微镜检查证
实肝转移*且脾脏注射模型在更短的观察时间内具有
更高的肝脏转移率和克隆动力学*因此该模型是识别
新靶点和开发=E=肝转移药物的良好动物模型)

但该模型只能模拟=E=细胞肝转移最后阶段*
并不能研究整个转移的过程及=E=早期发生-发展
的机制)此外*保留脾脏会使得部分肿瘤细胞在脾脏
内生长并发脾肿瘤*不仅降低小鼠的存活率*也对肝
转移的研究造成了一定的干扰)

C#B#A#B!脾切除法!为了减少=E=细胞在脾脏内
形成肿瘤原发灶*学者们又研究出了脾切除法*即在
脾脏内注射肿瘤细胞后*再将脾脏切除)*(=Z<
等+"$,对?种=E=异种移植模型$盲肠原位模型-脾内
注射模型和脾切除模型%进行了对比*在%周龄的雌
性)=e2小鼠上*将表达荧光素酶的 *=;!!%肿瘤细
胞进行脾内注射*部分小鼠注射后!8BD进行脾切
除*建立脾切除模型*结果发现保脾组和脾切除组均
观察到广泛的肝转移*与盲肠原位模型相比*脾内注
射或脾内注射后切除组存活率均较低)

该方法同样具备肝脏高转移性*但是脾脏作为免
疫器官*是成熟;-W淋巴细胞的定居所*也是免疫应
答的发生场所*因此切除脾脏会使小鼠的免疫力降
低*增加小鼠的死亡率及建模难度)

C#B#A#C!半脾模型!半脾模型$脾脏半切除法%是保
脾法和脾切除法经过改良后的建模方法)该方法是
将通过在脾脏中心放置"个钛夹*将小鼠脾脏分成"
个带血管蒂的半脾$上极和下极%*注射=E=细胞后
将该半脾切除)半脾模型既保证了高肝转移率又保
留了动物的部分免疫功能*减少了脾脏原生瘤对肝转
移的影响)乔大伟等+"!,将结肠腺癌=;"%细胞注入
脾的下极并且按压?$C以上*!$8BD后结扎该侧血管
和韧带*夹闭-切断并游离下极脾脏*通过电凝器止
血*&M后研究发现 =E=细胞肝转移率为!$$\)

[('>等+"",在近端半脾缓慢注入 *;"@=E=细胞
悬液*!$8BD后夹闭-切断近端半脾脏血管*切除并移
除*远端半脾摆放在皮下储存囊内*肝转移成瘤率为

!$$\)
半脾切除法不仅模拟=E=的血行转移*而且肝

转移率高)脾内注射或局部肿瘤生长引起的死亡率
可通过注射后脾切除术或半切除术控制)但其动物
实验技术要求高*难度较大*需要熟练的手术技能来
完成)

C#B#B!门静脉种植!肝门静脉是由脾静脉-肠系膜
上静脉汇合而成*再进入肝脏后分支汇入肝血窦)通
过门静脉直接注射*肿瘤细胞经过肝脏的截留后在其
内部定植生长*模拟肿瘤细胞回流入门静脉至肝脏血
行播散而发生肝转移的过程*较其他方法肝转移率更
高*因此该模型非常适合研究转移形成方面及分析新
型治疗剂的疗效)柴燕涛等+"?,在裸鼠中经肝门静脉

注射7̀ !$7 个高侵袭性的转移性=E=)_6:$细胞
系*经6!%周生长后进行正电子发射计算机断层显
像$̂U;%"=;检测*结果在裸鼠肝脏形成多发弥散的
肿瘤病灶*建立基于肝门静脉注射的新型进展期肝脏
肿瘤动物模型*为进展期肝脏肿瘤相关药物筛选奠定
了坚实基础)RacWUE;等+"6,在裸鼠门内注射荧光

素酶转染的<)!&6;细胞*并通过生物发光法证实肿
瘤肝转移*从而比较预靶向免疫 %:>-1̂U; 成像

$%:>-1+̂ U;%与抗癌胚抗原$=U(%-抗组胺1琥珀酰1
甘氨酸 $*)>%重组人源化双特异性单克隆抗体
$;R"%和%:>-的性能)Wa=cZ 等+"7,通过 =7&W<
小鼠的门静脉注射=E=细胞=Q;1@?*且在6周内形
成稳定的肝转移肿瘤*从而建立肝转移模型来研究转
移时=E=细胞侵袭和扩增时发生的基因表达变化)

该模型更具有组织特异性*而且简化了癌细胞由
原发肿瘤侵入*向远处器官转移扩散的动态过程*可
预测性好*建模速度快*肿瘤肝转移率高)但注射过
程中注射部位易出血及癌细胞容易外渗进入腹腔*造
成小鼠死亡或腹腔种植)此外该模型只能研究肿瘤
转移形成的晚期阶段)

C#B#C!肝种植!肝种植法是在肝实质上做一个小切
口*然后将=E=细胞或肿瘤组织植入*从而构建肝转
移模型)该方法被广泛用于晚期 =E=的肝转移机
制-抗肿瘤药物研究)WEc'a等+"%,将新鲜的肿瘤碎

片植入小鼠肝实质*转移性肿瘤在裸鼠体内成功生
长*然后连续植入第二-三代小鼠体内)在第一次传
代期间肿瘤植入后*肿瘤生长时间缩短*但肿瘤特性
没有丧失)这项试点研究成功地建立了 2̂Y模型临
床前平台*以研究新的治疗策略-疾病进展生物标志
物和治疗反应性)

该方法操作简单*重复性好*肿瘤生长速度快*转
移率高)但术中易大量出血*以及肿瘤细胞易外渗)
此外该模型不能客观模拟=E=细胞的发生-发展-侵
袭及转移的整个过程*多数都只在肝脏形成实体瘤*
肿瘤转移点较少)
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C#B#D!腹腔扩散种植!腹腔扩散法是将=E=细胞
注入腹膜和腹膜腔中*导致腹膜上肿瘤结节的发展并
通过腹膜腔播散性扩散到肝脏的过程)杨剑锋等+"&,

在裸鼠的下腹部正中偏右注入=;"%细胞悬液*待其
死亡后开腹观察原位肿瘤生长情况和肝脏转移情况*
存在大量血性腹水*肝转移率较低)

W();e(U'U'等+":,开发了一个体内模型来评

估!7种=E=细胞系的腹膜扩散模式)在免疫缺陷
小鼠腹膜内注射结直肠癌细胞*使用腹膜癌指数
$̂=e%评分系统评估腹膜腔&个解剖区域*在不同的
细胞系中均观察到肝脏肿瘤结节)

该模型易于执行*建模速度快*但是腹腔内注射
会导致广泛的移植瘤和癌性腹水*肝转移率低*且不
能模拟单一器官的转移*因此该模型常用于癌症晚期
腹腔广泛转移和=E=术后腹腔种植扩散的病理生理
研究)

D!小结与展望

!!=E=的转移途径*一般包括直接浸润-淋巴转移-
血行转移*其中肝转移发生的主要途径为血行转移)
而=E=肝转移动物模型对探究=E=肝转移过程中
的分子机制-肿瘤特异性靶点-药物干预及肿瘤微环
境的研究提供了一个绝佳的研究工具)通过掌握各
种肝转移模型特点有利于选用客观可靠的实验模型*
更好地进行 =E=肝转移的基础和临床研究)制备

=E=肝转移小鼠模型各有利弊*脾内-肝种植或直接
门静脉注射结肠癌细胞来诱导肝转移符合临床肿瘤

转移过程*适合研究转移形成的许多方面及分析新型
治疗剂的功效*但只能研究转移形成的晚期阶段且手
术难度较大&对研究自发转移形成的早期阶段或肿瘤
转移的全过程*需要以原位方式生长转移性肿瘤*但
原位肿瘤自发转移形成的效率和可预测性较差)

由于普通肝转移模型难以实时观察*且细胞系与
临床肿瘤相似度低)本课题组正构建以人=E=组织
中的细胞为接种细胞源*经转染荧光素酶基因和肝门
静脉注射等步骤*制备出=E=肝转移模型$Q1̂2Y%*
该模型不仅较好地保留了=E=的异质性与临床肿瘤
组织相似度高*而且还具备易于大规模扩展-移植成
功率极高和便于实时观察等优点*能较好地模拟=E=
的血行转移*必将有助于=E=肝转移的基础和应用
性研究)

现有的=E=肝转移模型多为 2̂Y模型*但因实
验动物免疫系统与人类差异性较大而无法模拟人类

肿瘤发生时的免疫反应*从而限制了抗肿瘤免疫疗法
的研发)为了重现人抗肿瘤免疫系统应答过程*目前
常使用人源淋巴细胞$*/1̂W<%或=2?6阳性人源造
血干细胞$*/1*)=%移植-人源化基因改造等方法对

免疫缺陷小鼠进行免疫重建*在人源化免疫缺陷小鼠
的基础上构建 2̂Y模型*该免疫-肿瘤双人源化模型
更有利于肿瘤在人类免疫系统环境生长机制的研究*
有利于评估抗肿瘤药物疗效*促进抗肿瘤免疫疗法等
的研发)虽然尚缺乏利用免疫-肿瘤双人源化模型构
建肝转移模型的研究*但作者认为其在肿瘤肝转移研
究方向有较高的潜力和意义)

总之*临床前肿瘤模型是理论基础和临床转化研
究的基石*对癌症研究具有无法衡量的价值*目前的
动物模型具有巨大的潜力)选择最佳的动物模型*将
为研究生物学和评估结直肠癌的新型化疗药物开辟

新的知识维度*新的成像和分子工具将进一步提高动
物模型的功效-准确性和再现性)
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