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结肠癌肝转移裸鼠模型的建立

李华驰1,熊治国1,谢　 敏1,谈　 凯1,殷　 涛1,冯茂辉2∗

(1. 湖北省肿瘤医院胃肠外科,武汉 430079;2. 武汉大学中南医院胃肠外科,武汉 430000)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建一种转移率高、操作简便、结果可靠的结肠癌肝转移模型,用于结肠癌转移防治的实验
研究。 方法　 15只 Balb / c裸鼠平均分为 3 组(A 组、B 组、C 组),5 只 Balb / c 小鼠单独为 D 组,以细胞浓度 2. 5×
107 / mL的 HCT116、CT26细胞悬液 0. 2 mL分别行脾种植保脾法及切脾法构建结肠癌肝转移模型,对比四组动物模
型造模成功率及肝转移灶大小、数目及腹腔内转移情况。 结果　 A组裸鼠造模成功率 100%(5 / 5),肝及脾均成瘤,
肝转移瘤数目较少,较分散,多分布于肝右叶,生存时间平均为(26. 6±3. 4) d;B 组裸鼠造模成功率 40%(2 / 5),转
移瘤分散于肝表面,体积较 A组大,生存时间平均为(36. 8±4. 2) d;C组裸鼠造模成功率 100%(5 / 5),肝及脾均成
瘤,肝转移瘤数目较多,多个转移瘤融合成团,占据整个肝右叶,生存时间平均为(20. 2±2. 6) d;D组肝未发现转移
灶。 三组裸鼠部分出现腹腔转移(A组 2只,C组 3只),均未出现心、肺、脑、肾转移灶。 3 组裸鼠肝转移瘤组织细
胞学形态符合腺癌的特征。 结论　 保脾法能获得较高的造模成功率,能有效模拟人类结肠癌细胞经血行转移至肝
的途径和过程。
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Establishment of a nude mouse model of colon cancer liver metastasis
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(1. Department of Gastrointestinal Surgery, Hubei Cancer Hospital, Wuhan 430079, China.
2. Department of Gastrointestinal Surgery, Central South Hospital, Wuhan University, Wuhan 430000)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To establish a mouse model of colon cancer liver metastasis with high metastasis rate,
simple operation and reliable outcome, and to serve the studies on prevention and treatment of colon cancer metastasis.
Methods　 Fifteen BALB / c nude mice were divided into 3 groups of 5 mice each (A, B, and C), and group D consisting
of 5 wild type BALB / c mice. We established four colon cancer metastasis models: spleen planted, spleen preserving, and
splenectomy method using 0. 2 mL of HCT116 or CT26 cell suspension with a cell concentration of 2. 5 × 107 / mL,
respectively. We compared the success rates of modeling in the four groups as well as intra-abdominal metastasis, and liver
metastasis size and number. Results　 The success rate of the group A was 100% (5 / 5). The number of liver metastases in
the group A was low, dispersed, and located in the right lobe of the liver. The mean survival time was (26. 6 + 3. 4) days.
The success rate of Group B was 40% (2 / 5). Metastatic tumors in the group B were scattered on the surface of the liver,
and the volume was larger than the group A. The mean survival time was (36. 8 ±4. 2) days. The success rate of the group
C was 100% (5 / 5). The number of liver metastases in the group C was higher than in the other groups, and multiple



metastatic tumors fused into a mass occupying the right lobe of the liver. The mean survival time was (20. 2 ±2. 6) days.
No metastasis was found in the group D. Peritoneal metastasis occurred in the three groups of nude mice (n= 2 in Group A,
n= 3 in Group C) without heart, lung, brain, or kidney metastasis. The histopathological examination of liver metastases
conformed to the characteristics of adenocarcinoma. Conclusions　 The spleen preserving method shows the highest rate of
model establishment, and effectively simulates the route and process of human colon cancer cells travelling to the liver by
the blood circulation.
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　 　 结肠癌血行转移最常见的靶器官是肝,约 50%
以上的患者最终会出现肝转移[1]。 目前根治性手
术切除是唯一能根治结肠癌的方法,但手术切除后
仍有 20%~50%患者出现肝转移,5年生生存率低于
10%[2]。 因此结肠癌肝转移是影响患者预后的最主
要因素。 研究和建立结肠癌肝转移的动物模型,对
于结肠癌肝转移的防治具有重要意义。 目前裸鼠
造模方法主要有脾注射法、门静脉注射法、盲肠原
位种植、肝注射等[3]。 他们的优缺点及适用范围仍
有争论。 本实验采用脾注射法模拟结肠癌细胞经
血行转移至肝的途径和过程,采用保脾法及切牌法
两种方式构建裸鼠肝转移模型,现报道如下。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料
1. 1. 1　 细胞

鼠结肠癌细胞 CT26 购自武汉大学中国典型培
养物保藏中心,人结肠癌细胞 HCT116 由肿瘤生物
学行为湖北省重点实验室提供。
1. 1. 2　 实验动物

SPF级雄性 Balb / c 裸鼠 15 只,体重 20 ~ 24 g,
6~8 周龄,SPF 级雄性 Balb / c 小鼠 5 只,体重 20 ~
24 g,6 ~ 8 周龄,均购自武汉大学动物实验中心
[SCXK(鄂)2016-0016],均放置于武汉大学 A3 实
验室饲养并于武汉大学动物试验中心进行实验

[SYXK(鄂) 2018-0004]。 根据生物安全及生物伦
理指导原则,实验动物饲养和实验过程中均按实验
动物 3R原则给予人道的关怀。 本研究实验动物福
利伦理委员会的批准号:201801006。
1. 2　 主要试剂与仪器

1640 培养基 ( Hyclone 公司)、 MEM 培养基
(Hyclone公司)、胎牛血清(Hyclone 公司)、青-链霉
素双抗(Beyotime公司)、PBS 缓冲液(Gibco 公司)。
YN-02R1型全自动染色机(深圳市永年科技有限公
司)、YN-02B1型组织包埋机(深圳市永年科技有限
公司)。

1. 3　 实验方法
1. 3. 1　 细胞培养

HCT116、CT26细胞使用含 10% FBS的 1640培
养基于 37℃、5% CO2 细胞培养箱中进行培养传代,
取对数生长期的癌细胞制成单细胞悬液,台盼蓝染
色测定细胞活力 > 95%,调整细胞浓度为 2. 5 ×
107 / mL。
1. 3. 2　 实验分组

分为 4组:将 15只 Balb / c 裸鼠分为 3 组,每组
5 只,另外 5 只 Balb / c 小鼠单独成组。 A 组:将
HCT116细胞注射入 Balb / c裸鼠脾并保留脾建模;B
组:将 HCT116细胞注射入 Balb / c 裸鼠脾并切除脾
建模;C组:将 CT26细胞注射入 Balb / c 裸鼠脾并保
留脾建模;D组:将 HCT116细胞注射入 Balb / c小鼠
脾并保留脾建模。
1. 3. 3　 裸鼠肝转移建模方法

(1)保脾法:小鼠称重后麻醉,麻醉成功后,用
胶带固定小鼠四肢于手术台上,使用碘酒皮肤消
毒,铺无菌孔巾,于左侧腋后线肋缘下行纵行切口,
长约 0. 5~1 cm,剪开腹膜,进腹后于左腹腔外侧找
到脾,牵出腹腔外,用 1 mL 注射器从脾下极贴近脾
包膜向上进针,将测定细胞浓度为 2. 5×107 / mL 的
HCT116、CT26 细胞悬液 0. 2 mL 缓慢注射于脾内,
约 3~5 min,见注射部位变红、肿胀后拔针,立即用
酒精棉球按压针眼直至无活动性出血,依次间断缝
合腹膜、皮肤,关腹。

(2)切脾法:麻醉、消毒及入腹步骤同保脾法,
进腹后于左腹腔外侧找到脾,牵出腹腔外,用 1 mL
注射器从脾下极贴近脾包膜向上进针,将测定细胞
浓度为 2. 5×107 / mL的 HCT116细胞悬液 0. 2 mL缓
慢注射于脾内,约 3 ~ 5 min,见注射部位变红、肿胀
后拔针,轻揉脾,挤压癌细胞经脾静脉进入肝,5 ~ 10
min后结扎脾血管并切除脾,依次间断缝合腹膜、皮
肤,关腹。
1. 3. 4　 观察指标

术后将四组小鼠置入温箱中保暖,腹腔注射
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0. 1 mL浓度为 1%的哌拉西林,苏醒后给予葡萄糖
盐水饲养,继续在 SPF3级实验室 IVC 内独立饲养。
待小鼠自然死亡后观察肝表面转移癌结节数目、大
小、位置, 双肺、腹腔受累情况,有无腹腔淋巴结转
移及腹水。 切除整个肝,称重后切除转移灶组织,
用 10%福尔马林固定后石蜡包埋,连续组织切片,
行 HE染色,常规病理学检查,以明确肝转移情况。
1. 4　 统计学方法

使用 SPSS 19. 0(SPSS,Inc.,Chicago,IL,USA)
进行数据统计和处理,计量资料以平均数±标准差
( x ± s )表示,多组间比较采用单因素方差分析,两
两组间比较采用 t检验;计数资料以率表示,组间比
较采用 χ2 检验。 P <0. 05表示差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 一般情况对比
手术后各组动物一般情况对比见表 1。

表 1　 模型小鼠一般情况对比
Table 1　 Comparison of general conditions of the model mice

组别
Groups

手术后各组实验动物一般情况对比
Comparison of the general conditions of the animals in each group after surgery

A组
Group A

术后前 2周活动如常,饮食正常,体形无变化,第 3周开始裸鼠进食减少,出现消瘦,活动变迟缓,精神较差
In the first 2 weeks after the operation, their activity and dietary intake were normal, and the body shape was not changed. At the
third week, the food consumption was decreased, weight loss occurred, and their activity became slow, with a poor mental status

B组
Group B

术后前 2周活动如常,饮食正常,体形无变化,第 3周开始裸鼠进食减少,出现消瘦,活动变迟缓,精神较差
In the first 2 weeks after operation, their activity and dietary intake were normal, with a normal body shape. At the third week, food
consumption was decreased, weight loss occurred, and their activity became slow, with a poor mental status

C组
Group C

术后前 1周,裸鼠活动、饮食正常,体形并无变化,第 2周开始裸鼠出现右上腹肝区膨隆,进食减少,精神状态较差
In the first week after surgery, the activity and diet were normal, with a normal body shape. In the second week, the right upper
abdomen liver area was bulged, food consumption was reduced, and their mental state was poor

D组
Group D

术后精神、活动、进食均未发现明显变化,术后第 50天均处死
No significant changes were found for postoperative mental status, activity, and eating. The mice were sacrificed on day 50
after surgery

2. 2　 生存时间
对各组的平均生存时间进行方差分析,统计数

据进行方差分析,F = 26. 36。 A 组生存时间平均为
(26. 6±3. 4) d;B组(P<0. 05)生存时间显著高于 A
组平均为(36. 8±4. 2) d;C组(P<0. 05)显著低于 B
组,与 A组无显著性差异(P>0. 05)生存时间平均
为(20. 2 ± 2. 6) d; D 组显著高于其他三组 ( P <
0. 05),平均生存时间为(45. 6±2. 8) d。 见图 1。
2. 3　 肝转移率及肝转移灶情况

统计数据进行方差分析,F = 15. 39。 A 组:肝转
移率为 100%;结节数目为(4. 6±0. 4)个 /每只,尺寸
为(0. 12±0. 08) cm3;B 组:肝转移率为 40%,显著低

注:∗P<0. 05。

图 1　 各组鼠的平均生存时间
Note. ∗P<0. 05.

Figure 1　 Mean survival time of the mice in each group

于A组(P<0. 05),结节数目为(8. 3±0. 6)个 /每只,显
著高于 A组(P<0. 05),尺寸(0. 08±0. 05) cm3 无显

著差异;C 组:肝转移率为 100%显著高于 B 组(P<
0. 05),尺寸为(2. 25±0. 4) cm3,显著高于 A 组和 B
组(P<0. 05),结节数目为(12. 6±2. 3)个 /每只,显著
高于 A组和 B组(P<0. 05);D 组未见肝癌转移。 见
图 2。
2. 4　 脾原位肿瘤及其他部位转移情况

统计数据进行方差分析,F = 12. 36。 A 组脾注
射部位均成瘤,大小约(1. 11±0. 3) cm3;C组脾注射
部位均成瘤,大小约(1. 4±0. 3) cm3显著高于 A 组
(P<0. 05)。 D 组小鼠脾无瘤体形成。 A 组腹腔转
移率 100%;B 组腹腔转移率 40%;C 组腹腔转移率
100%,A组和 C组均显著高于 B组(P<0. 05)。 心、
肺、脑、肾均未见转移灶。 见图 3。
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2. 5　 病理学检查
A组高倍镜下可见大量成片癌细胞聚集成团,

成巢状,细胞核体积大,深染,核分裂相多见,胞浆
少。 B组高倍镜下癌细胞聚集成团,并形成癌结节,
细胞异型性明显,细胞核深染,可见核分裂像。 C 组
在高倍镜下可见成片肿瘤细胞聚集,伴明显坏死,
癌细胞核深染,分化差,有明显的异形性,部分可见
核分裂象。 D组无肉眼可见转移及种植,组织病理
学检查也未发现转移灶。 见图 4。

3　 讨论

肿瘤的侵袭转移是非随机性的,具有明显器官
特异性,如乳腺癌远处转移靶器官多为肺、骨、肝,
前列腺癌的骨转移,结肠癌最常见的侵袭转移靶器
官为肝、肺[4]。 侵袭转移是肿瘤患者最主要的死亡
原因。 因此建立一种操作简便、稳定性高、模拟性
好的结肠癌肝转移模型,对研究结肠癌肝转移的发
生机制具有十分重要的意义。

注:a:肝转移率;b:肝结节数;c:结节平均尺寸。∗P<0. 05。

图 2　 肝转移率及肝转移灶情况
Note. a, Liver metastasis rate. b, Number of liver cancer nodules. c, Mean size of liver cancer nodules.∗P<0. 05.

Figure 2　 Liver metastasis rate and liver metastases

注:a:腹腔转移率;b:肿瘤平均尺寸。∗P<0. 05。

图 3　 脾原位肿瘤及其他部位转移情况
Note. a, Peritoneal metastasis rate. b, Mean tumor size.∗P< 0. 05.

Figure 3　 The splenic orthotopic tumors and other metastatic sites

注:A~D:分别为 A、B、C、D组病理切片。

图 4　 裸鼠肝病理组织切片(HE染色,× 10)
Note. A-D, Pathological sections from Groups A, B, C and D, repectively.

Figure 4　 Histopathological changes in the mouse liver tissues. HE staining
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　 　 目前裸鼠造模方法主要有脾注射法、门静脉
注射法、盲肠原位种植、肝注射等,各有优缺点。
门静脉注射法肝转移率高达 80% ~ 100%,但其操
作困难,且易发生门静脉癌栓,导致癌栓外溢造成
腹腔内播散性转移,死亡率高。 肝注射法操作简
单,肝成瘤率高,但周围极少发现转移的瘤体结
节,不能模拟结肠癌肝转移的生物学特性[5] 。 盲
肠原位种植被认为最能模拟结肠癌侵袭转移的造

模方法,但肝转移成瘤率低,在发生肝转移前因原
位种植部位瘤体生长过快,瘤体过大造成肠梗阻
而导致小鼠过早死亡[6] 。 1984 年 Kozlowski 提出
癌细胞脾注射法是研究结肠癌肝转移的最佳模

式[7] 。 脾注射癌细胞建模模拟了结肠癌术后肝血
行转移肝的过程,造模成功率较高。 原因是将足
够数量的结肠癌细胞注射到脾内,利用脾血流丰
富的特点,通过门静脉进入肝后即可形成转移灶。
Kozlowski利用放射性核素标记肿瘤细胞并追踪癌
细胞的分布,结果显示注射后 30 min 内有 77%的
癌细胞寄居于肝,且注射后 24 h 仍有 27%的癌细
胞保留在肝,说明通过脾注射能使大部分癌细胞
进入肝,从而保证肝成瘤率。

脾注射肝转移模型分为保脾法和切脾法。 不
同点在于切脾法避免脾种植部位成瘤,能较好的模
拟结肠癌肿瘤转移的生物学行为,成瘤率高,避免
了对实验结果和小鼠生存期的影响[8]。 保脾法建
模保留了脾,保存了小鼠固有的抗肿瘤免疫功能。
血液中的癌细胞必须逃逸机体免疫细胞及活化的

细胞因子的杀伤后才能存活下来,故能转移至肝的
癌细胞是经过机体筛选的具有高转移倾向的恶性

肿瘤细胞,所以保脾法更能反映瘤细胞的恶性程
度,更符合临床转移癌的特性[9]。 国内有学者比较
了保脾法和切脾法两种方法造模,实验结果表明切
脾法比保脾法成瘤率更高[10-11]。 值得注意的是,近
期 Wang等人[12]采用保脾法应用 SW620-luc细胞系
成功建立了结肠癌肝转移,并指出银杏叶提取物可
进一步促进成瘤率。 然而,Wang 等人实验并未进
行切脾法与保脾法的比较。 在本实验中,切脾组(B
组)造模成功率仅为 40%,A 组、C 组采用保脾法造
模,成功率均为 100%,肝表面及切面肉眼均可见瘤
结节。 本实验结果与宋大迁等实验结果想反,分析
其原因可能是实际操作时脾注射完成后通常需要

按压止血 3~5 min,但按压脾很容易造成脾注射点
再次出血,癌细胞易随着血液从注射点流出,导致

进入血液中的癌细胞数量减少,使造模成功率降
低。 本实验中,对比生存期及成瘤情况,A组肝转移
瘤右叶多于左叶,平均(4. 6±0. 4)个 /只,生存时间
平均为(26. 6 ± 3. 4) d;B 组肝转移瘤较分散,平均
(8. 3±0. 6) /只,显著高于 A组(P<0. 05);生存时间
平均为(36. 8±4. 2)d,显著高于 A组(P<0. 05)。 这
与宋大迁等实验结果一致,切脾组肿瘤分布更分
散,带瘤生存期更长。 保脾法生存期较切脾组短,
原因在于小鼠常较早地死于脾内肿瘤。 但是模型
的成功率显著低于保脾法(P<0. 05)。

另外在建立结肠癌肝转移动物模型的过程中,
选择高转移潜能的癌细胞株也是关键,最常使用的
结肠癌细胞包括 CT26、HCT116、LOVO、HT29 等。
Goodwin等人[13]也已报道通过盲肠壁接种 CT26 细
胞系最终成功建立结肠癌肝转移。 本实验选用人
结肠癌 HCT116 细胞及鼠 CT26 结肠癌细胞造
模[14-16]。 对比 A组、C 组,两组裸鼠均可以快速成
瘤,造模成功率高达 100%。 C组裸鼠肝转移数目明
显多于 A 组裸鼠(P<0. 05),转移瘤体积更大(P<
0. 05),肝右叶被巨大转移灶占据;A 组裸鼠肝肿瘤
较为分散,体积较小。 分析其原因,可能因为 CT26
结肠癌细胞由于其种属特异性,在小鼠体内更容易
逃逸免疫细胞的攻击而存活下来,造模成功率
较高[17-23]。

在实验过程中,如果操作不当容易造成癌细胞
液外溢从而形成腹腔内广泛转移。 结合 B 组成瘤
率低,因此,我们总结经验如下:①手术切口取左侧
腋后线肋缘下纵行切口,创伤小,易显露,不易损伤
脾;②注射时禁穿破脾,应从脾下级沿脾长轴水平
进针,深度保持在 0. 5 cm 左右为宜;③保证注射的
细胞数量足够,达到 2. 5×107 / mL,因为进入血液中
的癌细胞必须逃逸机体免疫细胞及活化的细胞因

子的杀伤后才能存活下来,从而在肝形成转移灶。
④注射时间应在 3~5 min,不易过快,避免脾被膜张
力过大而破裂;⑤注射完毕后续待脾颜色转红后再
拔针,并迅速按压针眼,避免因脾压力过大造成瘤
细胞外溢。

综上所述,本实验通过比较不同种属的结肠癌
细胞造模和不同种类小鼠造模的成功率及优缺点,
以及比较脾注射保脾法和切脾法的成功率及优缺

点,发现使用裸鼠、采用保脾法能获得较高的造模
成功率,能有效模拟人类结肠癌细胞经血行转移至
肝的途径和过程。
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