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摇 摇 原发性肝癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之

一袁在我国其发病率和死亡率均为世界首位袁是严重

危害健康的重大疾病咱员暂 遥 遗憾的是其发生机制尚

未完全阐明遥 因此袁深入研究肝癌的发病机制袁通过

明确其发病机理来寻找防治肝癌的有效手段袁是改

善人类健康的重大科学问题之一咱圆暂 遥
要研究肝癌的发生机制袁首先要建立与人类肝

癌自然发生过程相似的动物模型遥 常见的肝癌动物

模型有院自发性肝癌模型尧移植型肝癌模型尧转基因

肝癌模型尧化学诱发性肝癌模型遥 自发性肝癌由于

发生情况不均袁很难在短时间内获得大量类似的肿

瘤学材料袁且观察时间长袁实验耗费较大袁故在实际

科研工作中较少使用遥 移植性肝癌模型操作繁杂袁
成功率依赖于技术的成熟性袁因此较难获得曰转基因

动物肝癌模型制作技术要求极高袁价格昂贵袁国内开

展的研究尚较少曰化学诱发性肝癌模型操作简便袁稳
定性强袁成本低袁且能较好的模拟人类肝癌的自然病

理过程袁制作方法简单袁是最常用的建模方法之

一咱猿暂 遥 化学诱发型肝癌模型最经典方法的是将二

乙基亚硝胺 渊 阅耘晕冤 溶于水中袁给予小鼠自由饮

用咱源暂 遥 本实验改变了给药方式袁即将 阅耘晕 溶于麻油

中经口给药袁并探讨了不同给药频率对小鼠死亡率

的影响遥
随着纳米技术的快速发展袁纳米材料因其具有

靶向定位尧缓释控释药物尧载药量高尧提高药物吸收

率等优点而在药物传输尧癌症治疗尧基因治疗等领域

得到广泛应用咱缘 原 愿暂 遥 但是利用其负面生物效应袁在
造模领域的应用却未见报道袁本实验期望通过 阅耘晕
纳米化袁以达到缓释及增强对肝脏损伤的作用袁从而

在短时间内建立原发性肝癌的动物模型遥
员摇 材料与方法

员郾 员摇 实验动物

杂孕云 级雄性 运酝 小鼠袁远 耀 愿 周龄袁体重 员愿 耀 圆圆
早袁购自湖北省实验动物研究中心咱杂悦载运渊鄂冤圆园园愿
原 园园园缘暂袁动物实验内容及操作均获中南民族大学

动物实验伦理委员会审批许可后咱圆园员圆鄄杂悦哉耘悦鄄
粤耘悦鄄园园圆暂袁在中南民族大学药学院 杂孕云 级屏障实

验设施中进行咱杂再载运渊鄂冤圆园员源 原 园园苑愿暂遥 实验前

适应性喂养 员 周袁并按实验动物使用的 猿砸 原则给

予人道的关怀遥 对小鼠的处理符合 圆园园远 年中国

科学技术部发布的叶关于善待实验动物的指导性

意见曳 咱怨暂 遥

员郾 圆摇 试剂与仪器

二乙基亚硝胺渊阅耘晕袁淡黄色液体袁密度为 园郾 怨源
早 辕 皂蕴冤购自野梯希爱冶上海化成工业发展有限公司曰
麻油购自武汉福达食用油调料有限公司曰苏木精购

自南京建成科技有限公司曰伊红购自美国 粤皂则藻泽糟燥
公司曰多聚甲醛尧无水乙醇尧二甲苯购自国药集团化

学试剂有限公司遥 栽孕员园圆园 脱水机 渊德国 蕴藻蚤糟葬 公

司冤曰 耘郧园园缘园匀 石蜡包埋机 渊德国 蕴藻蚤糟葬 公司冤曰
砸酝圆圆远缘 切片机渊德国 蕴藻蚤糟葬 公司冤曰粤蕴悦鄄圆员园郾 猿 型电

子分析天平渊德国 粤糟糟怎造葬遭 公司冤曰晕蚤噪燥灶 缘园蚤 显微成

像系统渊日本 晕蚤噪燥灶 公司冤遥
员郾 猿摇 实验方法

员郾 猿郾 员摇 诱癌剂配制

取 猿源苑郾 缘 滋蕴渊即 猿猿园 皂早冤 的 阅耘晕 原液袁加至

缘园园园 皂蕴 无菌蒸馏水中袁即 远远 滋早 辕 皂蕴 的 阅耘晕 水溶

液为 阅耘晕 水溶组小鼠的饮用水曰取 园郾 缘 皂蕴渊即 源苑园
皂早冤的 阅耘晕 原液加至 员园郾 怨 皂蕴 麻油中袁即 源员郾 圆缘
皂早 辕 皂蕴 的 阅耘晕 麻油溶液做高剂量 阅耘晕 麻油组小鼠

的诱癌剂曰取 园郾 圆缘 皂蕴渊即 圆猿缘 皂早冤的 阅耘晕 原液加至

员员郾 员 皂蕴 麻油中袁即 圆园郾 远圆缘 皂早 辕 皂蕴 的 阅耘晕 麻油溶

液做低剂量 阅耘晕 麻油组小鼠的诱癌剂曰晕葬灶燥鄄阅耘晕
及纳米载体由华中科技大学纳米中心赵小静博士制

备渊将 源豫 的 阅耘晕 溶于 员缘郾 远豫 的麻油中袁再加入

员郾 圆豫 蛋黄卵磷脂袁溶解混匀袁制成油相曰将 员豫
栽憎藻藻灶 愿园 和 圆郾 圆缘豫 甘油加入 苑缘郾 缘缘豫 的水中袁制成

水相曰远园益条件下袁油相滴入水相中袁搅拌 员缘 皂蚤灶曰然
后 员园 园园园 则 辕 皂蚤灶 高剪切 圆 皂蚤灶曰最后 员园园 酝责葬 高压均

质 缘 次即得到 灶葬灶燥鄄阅耘晕遥 纳米载体油相为 员郾 圆豫蛋

黄卵磷脂溶于 圆园豫 的麻油中袁其余步骤与 灶葬灶燥鄄
阅耘晕 的制备相同冤袁灶葬灶燥鄄阅耘晕 终浓度为含 圆园郾 远圆缘
皂早 辕 皂蕴 阅耘晕遥
员郾 猿郾 圆摇 分组与 阅耘晕 及 灶葬灶燥鄄阅耘晕 诱导肝癌

将 员圆愿 只 运酝 小鼠预饲养适应环境一周后分笼

饲养袁随机取 员远 只作为正常组袁常规自由饮水遥 其

余小鼠随机均分为 苑 组袁每组 员远 只小鼠院二乙基亚

硝胺渊阅耘晕冤水溶组每天按体重给予 员远郾 缘 皂早 辕 噪早渊即
圆郾 缘 皂蕴 辕 员园 早冤的 阅耘晕 水溶液袁且每天以普通过滤水

补充不足曰经口高剂量组渊苑 次 辕周尧猿 次 辕 周尧员 次 辕
周冤每周按体重经口给予 员远郾 缘 皂早 辕 噪早渊即 源 滋蕴 辕 员园早冤
的 阅耘晕 麻油溶液曰而经口低剂量组渊员 次 辕 周冤尧纳米

载体组渊员 次 辕周冤尧灶葬灶燥鄄阅耘晕 组渊员 次 辕 周冤则分别每

周按体重经口给予 愿郾 圆缘 皂早 辕 噪早 渊即 源 滋蕴 辕 员园早冤 的

阅耘晕 麻油溶液尧纳米载体尧灶葬灶燥鄄阅耘晕遥 连续造模 圆园

员圆
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周后袁各组剩余小鼠腹腔注射戊巴比妥钠袁深度麻醉

后快速脱臼处死袁打开腹腔袁取肝脏尧肺和肾脏袁取部

分肝脏组织保存于 原愿园益冰箱中用于后续检测遥
员郾 猿郾 猿摇 小鼠行为学及肝脏大体观

每天观察小鼠精神状态袁饮食状况袁被毛变化袁
并每周称重袁记录每组小鼠死亡数曰造模 圆园 周后袁观
察各组剩余小鼠肝脏的形态尧颜色尧质地和肉眼可见

的肝表面癌结节数曰计算小鼠存活率袁存活率 越每组

存活的小鼠数 辕各组小鼠总数 伊 员园园豫 遥
员郾 猿郾 源摇 病理观察

切取所有实验组小鼠渊包括前期死亡冤的肝脏

右叶袁源豫多聚甲醛溶液固定 圆源 澡袁常规石蜡包埋袁切
片机制成 源 滋皂 连续石蜡切片曰同步烤片袁然后脱

蜡袁梯度酒精水化袁苏木精鄄伊红染色 渊 澡藻皂葬贼燥曾赠造蚤灶
葬灶凿 藻燥泽蚤灶袁匀耘冤染色遥 梯度酒精脱水袁二甲苯透明袁
树脂封片曰光镜下胞质染为红色袁细胞核染为蓝色遥
员郾 源摇 统计学处理

所有数据采用 郧则葬责澡孕葬凿 孕则蚤泽皂 缘郾 园郾 员 科学统计

绘图软件进行分析袁并以 軃曾 依 泽 表示袁组间比较采用

双向方差分析渊燥灶藻鄄憎葬赠 粤晕韵灾粤冤袁以 孕 约 园郾 园缘 为差

异具有统计学意义遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 各组小鼠行为学及体重变化

正常组及纳米载体组小鼠活泼好动尧反应灵活尧
皮毛光泽袁其余各组小鼠均出现不同程度毛色枯燥尧
发黄尧无光泽尧行动迟缓遥 且随着给药频率和给药剂

量的增加袁小鼠症状加重遥 与正常组相比袁纳米载体

组尧低剂量 阅耘晕 麻油组尧灶葬灶燥鄄阅耘晕 组小鼠体重无明

显差异袁而 阅耘晕 水溶组及高剂量 阅耘晕 麻油组小鼠

体重均明显低于正常组小鼠遥 各组体重变化袁见图

员 粤袁 月遥
圆郾 圆摇 各组小鼠存活率

造模过程中袁正常组尧纳米载体组尧低剂量 阅耘晕
麻油组尧灶葬灶燥鄄阅耘晕 组均未出现小鼠死亡袁未发现原发

性肝癌的发生遥 圆园 周时袁阅耘晕 水溶组小鼠的死亡率

为 苑缘豫渊图 员 悦冤袁存活 源 只小鼠均有肉眼可见肿瘤结

节曰高剂量 阅耘晕 麻油渊苑 次 辕周冤 组小鼠死亡率为

苑缘豫袁存活 源 只小鼠均有肉眼可见肿瘤结节曰高剂量

阅耘晕 麻油渊猿 次 辕周冤组小鼠的死亡率为 猿苑郾 缘豫袁存活

员园 只小鼠中有 缘 只肉眼可见肿瘤结节袁有 员 只小鼠虽

未见肉眼肿瘤结节袁但镜下可见肿瘤结节曰高剂量

阅耘晕 麻油渊员 次 辕 周冤组小鼠的死亡率为 圆缘豫袁存活 员圆

只小鼠中有 缘 只肉眼可见肿瘤结节遥

注院 粤援 正常组渊晕郧冤曰月援 阅耘晕 水溶组渊阅宰郧冤曰悦援 高剂量 阅耘晕 麻油每

周 苑 次组渊匀阅韵苑郧冤曰阅援 高剂量 阅耘晕 麻油每周 猿 次组渊匀阅韵猿郧冤曰耘援
高剂量 阅耘晕 麻油每周 员 次组渊匀阅韵员郧冤曰云援 低剂量 阅耘晕 麻油每周 员
次组渊蕴阅韵员郧冤曰郧援 纳米载体组渊晕灾郧冤曰匀援 纳米 阅耘晕 每周 员 次组

渊晕阅郧冤遥 与正常组比较袁鄢鄢鄢孕 约 园郾 园园员遥
图 员摇 诱癌过程中各组小鼠的体重变化及死亡率

晕燥贼藻援 晕郧院 晕燥则皂葬造 早则燥怎责曰 晕灾郧院 晕葬灶燥鄄增藻澡蚤糟造藻 早则燥怎责曰 匀阅韵苑郧院 匀蚤早澡鄄
凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊苑 贼蚤皂藻泽 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 匀阅韵猿郧院 匀蚤早澡鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造
渊猿 贼蚤皂藻泽 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 匀阅韵员郧院 匀蚤早澡鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊 燥灶糟藻 责藻则
憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 蕴阅韵员郧院 蕴燥憎鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊 燥灶糟藻 责藻则 憎藻藻噪 冤 早则燥怎责曰
晕郧员郧院 晕葬灶燥鄄阅耘晕 渊 燥灶糟藻 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责援 鄢鄢鄢孕 约 园郾 园园员袁 糟燥皂责葬则藻凿
憎蚤贼澡 贼澡藻 灶燥则皂葬造 早则燥怎责援

云蚤早援 员摇 栽澡藻 糟澡葬灶早藻泽 燥枣 遭燥凿赠 憎藻蚤早澡贼 渊粤袁 月冤 葬灶凿 泽怎则增蚤增葬造
则葬贼藻泽 渊悦冤 燥枣 皂蚤糟藻 蚤灶 增葬则蚤燥怎泽 早则燥怎责泽 凿怎则蚤灶早 贼澡藻 造蚤增藻则 糟葬则糟蚤灶燥早藻灶藻泽蚤泽援

圆圆
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圆郾 猿摇 小鼠肝脏肉眼和病理观察

肝脏组织标本的肉眼观察袁正常组及纳米载体

组小鼠肝脏色泽鲜红袁表面光滑袁质地柔软袁未见任

何病变袁见图 圆 粤渊葬袁 遭冤遥 而前期死亡小鼠大体检

注院渊粤冤和渊月冤中袁葬援 正常组曰遭援 纳米载体组曰糟援 阅耘晕 水溶组曰凿援 高剂量 阅耘晕 麻油每周 苑 次组曰藻援 高剂量 阅耘晕 麻油每周 猿 次组曰枣援
高剂量 阅耘晕 麻油每周 员 次组曰早援 低剂量 阅耘晕 麻油每周 员 次组曰澡援 纳米 阅耘晕 每周 员 次组遥 渊月冤中标尺为 员园园 滋皂袁右上角为黑框

中所示局部图渊 伊 员园园冤的放大图渊 伊 源园园冤遥
图 圆摇 圆园 周时袁各组小鼠肝脏肉眼观及肝脏组织病理学观

晕燥贼藻援 渊粤袁 月冤 葬院 晕燥则皂葬造 早则燥怎责曰 遭院 晕葬灶燥鄄增藻澡蚤糟造藻 早则燥怎责曰 糟院 匀蚤早澡鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊苑 贼蚤皂藻泽 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 凿院 匀蚤早澡鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊猿
贼蚤皂藻泽 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 枣院 匀蚤早澡鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊燥灶糟藻 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 早院 蕴燥憎鄄凿燥泽藻 阅耘晕鄄燥蚤造 渊 燥灶糟藻 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责曰 澡院 晕葬灶燥鄄阅耘晕
渊燥灶糟藻 责藻则 憎藻藻噪冤 早则燥怎责援 渊月冤 孕葬则贼 燥枣 贼澡藻 葬则遭燥则 渊泽贼蚤责责造藻凿 燥怎贼造蚤灶藻袁 伊 员园园冤 蚤泽 泽澡燥憎灶 藻灶造葬则早藻凿 蚤灶 贼澡藻 蚤灶泽藻贼 渊 伊 源园园冤 蚤灶 贼澡藻 贼燥责 则蚤早澡贼鄄澡葬灶凿
糟燥则灶藻则袁 杂糟葬造藻 遭葬则 越 员园园 滋皂援

云蚤早援 圆摇 砸藻责则藻泽藻灶贼葬贼蚤增藻 责蚤糟贼怎则藻泽 燥枣 贼澡藻 早则燥泽泽 造蚤增藻则 葬责责藻葬则葬灶糟藻 渊粤冤
葬灶凿 贼澡藻蚤则 澡蚤泽贼燥造燥早蚤糟葬造 蚤皂葬早藻泽 渊月冤渊匀耘 泽贼葬蚤灶蚤灶早冤 枣则燥皂 增葬则蚤燥怎泽 早则燥怎责泽 葬贼 贼澡藻 圆园贼澡 憎藻藻噪援

查则见其肝脏肿大尧颜色偏黄袁部分可见边缘发黑遥
水溶 阅耘晕 及高剂量 阅耘晕 麻油组肉眼均可见的肿瘤

结节遥 小鼠肝脏表面较多结节袁表面粗糙袁色彩暗

淡袁可见多个大小不一的灰白色圆形结节袁见图 圆粤
渊糟袁 凿袁 藻袁 枣冤遥 另有小鼠肉眼未见肝脏肿瘤结节袁但
肝脏表面粗糙袁颜色暗淡遥 晕葬灶燥鄄阅耘晕 组小鼠肝脏

体积增大袁肉眼可见白色颗粒袁见图 圆粤渊澡冤遥 其余

脏器肉眼观未见其他肿瘤结节发生遥
光镜下观察袁正常及纳米载体组小鼠肝细胞排

列整齐袁核大小一致袁且分布均匀袁肝细胞索围绕中

央静脉袁呈放射状分布袁肝窦清晰袁见图 圆月渊葬袁 遭冤遥
而前期死亡小鼠肝组织镜检则可见急性大面积肝细

胞肿胀尧坏死袁尚未见肿瘤形成遥 阅耘晕 水溶及高剂

量 阅耘晕 麻油组小鼠袁明显可见具有被膜形成的结节

灶袁细胞排列结构紊乱袁大小尧形态各异袁染色质明显

增粗袁胞质丰富袁可见病理性核分裂像袁分化较差的

肝细胞内可见巨核袁表明细胞异型性明显袁见图 圆月
渊糟袁 凿袁 藻袁 枣冤遥 低剂量 阅耘晕 麻油组及 灶葬灶燥鄄阅耘晕 组

猿圆
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出现肝细胞变性坏死袁炎细胞浸润袁大量空泡脂肪变

性袁且 灶葬灶燥鄄阅耘晕 组较经口低剂量组严重袁见图 圆月
渊早袁 澡冤遥
猿摇 讨论

化学诱导型肝癌模型是研究肝癌最好的模型之

一袁阅耘晕 是迄今应用最广泛的一种化学诱导型肝癌

模型制剂咱员园暂 遥 并且亚硝胺类化合物普遍存在于谷

物尧牛奶尧干酪尧烟酒尧熏肉尧烤肉尧海鱼尧罐装食品以

及饮水中咱员员暂 遥 传统造模方法将 阅耘晕 溶于水中袁给
予小鼠自由饮用袁但是往往实验周期比较长袁个体差

异大袁且死亡率高咱员圆暂 遥 实验过程中袁由于多种条件

的限制袁尤其是实践方面袁死亡率方面的制约袁要求

我们必须建立更好尧更快的造模方法遥 本实验的研

究思路围绕该目的所展开遥
本实验发现袁传统造模方法即将 阅耘晕 溶于水中

给予小鼠自由饮用袁小鼠顺应性差袁个体差异大袁且
死亡率高遥 通过将 阅耘晕 溶于麻油经口给药增加了

小鼠服药的顺应性袁克服了 阅耘晕 水溶造模小鼠之间

的个体差异遥 二十周时袁阅耘晕 水溶组及经口高剂量

组小鼠肉眼均可见肿瘤结节袁但 员 次 辕周经口给药组

小鼠死亡率最低袁即长期低频给药能大大降低造模

过程中的死亡率遥
为了更好地模拟人们可能因长期接触环境中有

毒尧有害化学物质袁以及长期服用肝毒性药物造成肝

脏损伤甚至肝癌的情况袁本实验设立了低剂量 阅耘晕
麻油组及 灶葬灶燥鄄阅耘晕 组遥 二十周时袁低剂量 阅耘晕 麻

油组及 灶葬灶燥鄄阅耘晕 组小鼠肝脏均见细胞坏死袁炎细

胞浸润及脂肪化袁且 灶葬灶燥鄄阅耘晕 组较低剂量 阅耘晕 麻

油组严重遥 表明 阅耘晕 经纳米化后对肝脏产生更为

严重的损伤遥 晕葬灶燥鄄阅耘晕 有望作为建立原发性肝癌

更好的诱导剂遥
理想的肝癌动物模型应与人类大多数肝癌病理

组织类型相一致袁具有合适的肿瘤体积尧生长速度和

存活时间袁肿瘤的组织类型尧生物学特点应相对稳

定袁操作简便袁复制迅速袁成功率高袁重复性好咱员猿暂 遥
本实验采用实验室广泛使用的 运酝 小鼠袁以 阅耘晕 为

诱癌剂袁通过经口给药袁圆园 周时成功建立了小鼠原

发性肝癌模型袁并克服了 阅耘晕 水溶造模的缺陷遥 由

于诱导肝癌是通过小剂量长时间的刺激肝脏癌变袁
一般实验时间需要 员愿 耀 圆源 周袁而将 阅耘晕 纳米化后袁
能增强 阅耘晕 对肝脏的损伤作用袁因此 灶葬灶燥鄄阅耘晕 有

望能在更短时间内建立原发性肝癌动物模型遥
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