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两种小鼠结直肠癌动物模型的特点比较与应用

冯建华１，柳向军１，黄宇君１，２，屠思雨１，２，徐　璐１，徐珍妮１，雷旭丹１，黄灵潇１，阴　骏１，刘登群１　　６１００４１成都，
电子科技大学附属肿瘤医院，放射肿瘤学四川省重点实验室，四川省肿瘤医院·研究所，四川省癌症防治中心，四川省

肿瘤临床研究中心１；６１００７５成都，成都中医药大学基础医学院２

　　［摘要］　目的　建立炎症诱导和基因突变诱导结直肠癌小鼠模型并比较其特点。方法　采用氧
化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）联合葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）建立炎症诱导结直肠
癌小鼠模型，使用ＫＰＣ小鼠建立携带 Ｋｒａｓ基因突变和 Ａｐｃ条件敲除的转基因结直肠癌小鼠模型。观
察小鼠体质量、粪便性状和便血等大体状况，根据建模时间点取材小鼠结直肠标本并观察其成瘤情况。

ＨＥ染色及Ｋｉ６７免疫组化评估病理变化。使用ｔｄＴｏｍａｔｏ标记ＣＤＸ２阳性上皮细胞。培养并比较两种结
直肠癌类器官与正常结肠类器官的差异。结果　ＡＯＭ／ＤＳＳ建模周期约５０ｄ，其结直肠癌主要位于远段
近肛门处和结肠中段；ＫＰＣ模型形成结直肠癌约需８ｄ，肿瘤主要位于结肠近段。ＡＯＭ／ＤＳＳ模型中远
段肿瘤部位组织结构紊乱，ＫＰＣ模型中近段结肠黏膜层增厚且组织紊乱，存在大量未分化上皮细胞。
ＡＯＭ／ＤＳＳ模型肿瘤组织内Ｋｉ６７阳性细胞较癌旁组织中明显增多，ＫＰＣ模型内近段结肠癌中存在大量
Ｋｉ６７阳性肿瘤细胞，远段结肠增殖水平正常。表达 ＣＤＸ２的 ｔｄＴｏｍａｔｏ阳性上皮细胞主要位于结肠近
段。两种模型均能培养得到增殖旺盛的肿瘤类器官。结论　ＡＯＭ／ＤＳＳ结肠癌模型具有慢性炎症所致
结直肠癌特点，适用于慢性炎症相关结直肠癌的研究；ＫＰＣ模型产生肿瘤的肠段及细胞增殖活性可能
与ＣＤＸ２高表达密切相关，适合Ｋｒａｓ基因突变结直肠癌研究，两种结直肠癌模型可互为补充。
　　［关键词］　结直肠癌；动物模型；氧化偶氮甲烷；葡聚糖硫酸钠；Ｋｒａｓ；Ａｐｃ
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类健康的恶性肿瘤，我国结直肠癌的发病率和死亡率

分别居第２位和第４位，且发病率仍不断上升［１］。阐

明结直肠癌的发病机制是提高结直肠癌防治效果的理

论基础，国内外科研人员从临床和基础开展了大量研

究，本课题组曾报道人结肠癌细胞株建立类器官模

型［２］。由于临床试验具有伦理限制等局限性，目前结

直肠癌的基础研究仍需要动物模型来进行。在研究过

程中，不同课题组需综合考虑建模周期、成瘤效率和实

验成本等多方面因素。

　　目前结直肠癌的动物模型以小鼠结直肠癌模型应
用最为广泛，其中原位结直肠癌小鼠模型较移植瘤模

型更能准确模拟结直肠癌的发病过程。氧化偶氮甲烷

（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）／葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）小鼠模型是通过致癌剂ＡＯＭ联合ＤＳＳ诱
导炎症性结直肠癌的常用模型［３－４］，ＫＰＣ（ＫｒａｓＬＳＬＧ１２Ｄ

ＡＰＣｆｌＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴ２）结直肠癌小鼠模型是首个携带
Ｋｒａｓ、结肠癌腺瘤性息肉（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，
ＡＰＣ）基因突变的结直肠癌动物模型，在他莫昔芬
（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ＴＡＭ）诱导下条件性敲除Ａｐｃ基因，同时诱
导突变型癌基因Ｋｒａｓ表达［５－６］。本研究拟比较上述两

种结直肠癌小鼠模型在建模周期、成瘤部位和病理特

点等方面的差别，同时结合肿瘤类器官培养技术进行

了初步应用，为开展小鼠结直肠癌相关研究提供一定

的实验理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自北京华阜康生物科技
股份有限公司，６～８周龄，体质量 １８～２２ｇ。ＫＰＣ、
ＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴ２和ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠购自美国杰克森实验室。
实验小鼠饲养于四川省肿瘤医院动物房，动物实验相

关操作符合实验动物福利和伦理要求。

１．２　主要试剂和仪器
　　氧化偶氮甲烷（ＡＯＭ）和他莫昔芬（ＴＡＭ）购自
Ｓｉｇｍａ公司，葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）购自 ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ
公司。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 ＢＩ公
司。ＢｉｏｃｏａｔＭａｔｒｉｇｅｌ购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，重组兔抗Ｋｉ６７
抗体购自Ａｂｃａｍ公司，免疫组化染色试剂盒购自北京
中杉公司，小鼠基因型鉴定试剂盒购自 Ｂｉｍａｋｅ公司。
肿瘤类器官培养基为本课题组制备。组织染色图像主

要使用蔡司三维光切成像系统和奥林巴斯 ＢＸ５３显微
镜拍摄。

１．３　ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌模型
　　４０只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠用于 ＡＯＭ／ＤＳＳ模型建立。
小鼠称量后经腹腔注射 ＡＯＭ，浓度 １ｍｇ／ｍＬ，剂量
１２ｍｇ／ｋｇ。间隔１ｄ将饮用水替换为浓度 ２％的 ＤＳＳ
溶液，饮用６ｄ、停饮１０ｄ为１个周期，期间监测小鼠

２９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



体质量和一般状态，在饮用 ＤＳＳ第２、３周期结束及第
９６天取材观察成瘤情况［３］，绘制该模型小鼠在建模过

程中的生存曲线。

１．４　转基因小鼠鉴定
　　７５％酒精消毒剪刀后，采集 ＫＰＣ小鼠脚趾放至八
连管中，加入ＢｕｆｆｅｒＬ和Ｐｒｏｔｅａｓｅｐｌｕｓ（５０：１）的消化液
进行组织裂解提取ＤＮＡ。使用裂解产物 ＤＮＡ分别加
入ＣＤＸ２、Ｋｒａｓ和 Ａｐｃ基因对应引物进行聚合酶链式
反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ），扩增所得 ＰＣＲ
产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳及紫外成像。ＣＤＸ２、
Ｋｒａｓ和Ａｐｃ基因对应片段大小分别为 ２００、２９５ｂｐ和
４００ｂｐ。
１．５　ＫＰＣ基因突变诱导结直肠癌建模
　　通过 ＰＣＲ鉴定得到符合基因型要求的 ＫＰＣ小
鼠，待小鼠生长至 ６～８周龄后用于实验。２０只 ＫＰＣ
小鼠用于建立转基因结直肠癌模型。经腹腔注射浓度

１０ｍｇ／ｍＬ的他莫昔芬油溶液，注射剂量为２ｍｇ／２０ｇ，
他莫昔芬诱导ＫＰＣ小鼠产生肿瘤呈剂量依赖，剂量越
高，产生肿瘤时间越短，生存期也越短［６］。此后每天

监测小鼠一般状态及体质量，诱导后８ｄ取材，绘制该
模型小鼠在建模过程中的生存曲线。

１．６　组织取材与染色
　　颈椎脱臼法处死小鼠，７５％酒精消毒腹部皮肤，打
开腹腔迅速取出结肠冰浴，使用预冷 ＰＢＳ冲洗肠腔，
用４％多聚甲醛固定１周后进行组织脱水和石蜡包埋。
常规苏木精伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察拍照。免疫
组化染色时，切片经二甲苯脱蜡至水后，使用 １％
ＥＤＴＡ进行抗原修复，封闭液室温封闭 ３０ｍｉｎ，兔抗
Ｋｉ６７抗体（１∶２００）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗未结合一
抗后加入ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗，室温避光孵育３０～
５０ｍｉｎ，清洗二抗后进行ＤＡＢ显色并用苏木精复染细
胞核，中性树脂封片后于光学显微镜下观察拍照。免

疫荧光染色时，切片脱蜡至水后进行抗原修复，封闭液

室温封闭３０ｍｉｎ，兔抗 Ｋｉ６７抗体（１∶２００）４℃孵育过
夜，ＰＢＳ清洗未结合一抗后加入ＡｌｅｘＦｌｕｏ５９４标记的山
羊抗兔二抗（１∶５００），室温条件下避光孵育３０ｍｉｎ，洗
去未结合二抗并复染ＤＡＰＩ，使用抗荧光淬灭封片剂进
行封片。ＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠结肠固定后，经３０％
蔗糖脱水后，制备冰冻切片并进行 ＤＡＰＩ染色，直接观
察ｔｄＴｏｍａｔｏ自发荧光。
１．７　结直肠癌类器官培养
　　取材正常小鼠和结直肠癌小鼠的结直肠组织后，
迅速于冰浴中分离ＡＯＭ／ＤＳＳ模型肿瘤组织和ＫＰＣ小
鼠近段结直肠癌组织，反复清洗去除粪便残渣和黏附

的肠道菌群，剪碎组织样本并于浓度为 ５ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＥＤＴＡ溶液中浸泡３０ｍｉｎ。剧烈振荡样本释放结直肠
隐窝，根据沉降速度不同收集纯化结直肠隐窝。使用

Ｍａｔｒｉｇｅｌ接种结直肠癌隐窝并进行培养类器官，类器官
生长过程中使用Ｃｙｔａｔｉｏｎ５活细胞工作站进行拍照。
１．８　统计学分析
　　使用ＩｍａｇｅＪ软件对小鼠结直肠大体形态和组织
切片进行形态学测量，使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９进行数
据统计分析。２组数据间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５时
认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　两种结直肠癌小鼠模型的建模周期、成瘤率及大
体状况比较

　　使用ＡＯＭ／ＤＳＳ建立炎症诱导结直肠癌小鼠模型
时，首先对小鼠腹腔注射１２ｍｇ／ｋｇＡＯＭ，第３天开始
给予小鼠３个周期ＤＳＳ反复炎症刺激，在建模开始后
５０ｄ左右可观察到明显的息肉样结直肠癌（图１）。对
ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌小鼠模型的最长观察时间为
１２０ｄ，结果表明每个ＤＳＳ饮用周期内小鼠体质量明显
下降，恢复正常饮水后间歇期内体质量逐渐回升。其

中约１０％小鼠可在第１轮饮用 ＤＳＳ结束后死于重度
腹泻，可能与 ＤＳＳ联合 ＡＯＭ短期联合作用可加重腹
泻有关，其余处理期间内无小鼠死亡。建模结束后存

活小鼠结肠中段和远段均可见数量不等的散在肿瘤组

织，终点时总体存活率可达９０％，成瘤比例为１００％。
　　ＫＰＣ小鼠通过诱导基因突变导致结直肠癌，他莫
昔芬激活后 ８ｄ左右即可观察到明显的肠道损伤症
状，解剖可见盲肠和近段结肠的肠管明显增粗，因此

ＫＰＣ小鼠模型的成瘤时间较 ＡＯＭ／ＤＳＳ模型明显缩短
（图２）。ＫＰＣ小鼠在他莫昔芬激活后第６天体质量急
剧下降，直至出现严重腹泻、血便和体质量降低等恶病

质症状而死亡。他莫昔芬注射后，ＫＰＣ小鼠的结直肠
癌建模成功率为１００％。在本实验所用他莫昔芬诱导
剂量下，ＫＰＣ小鼠可出现严重稀便，导致 ＫＰＣ小鼠在
１１ｄ时全部死亡。
２．２　两种结直肠癌小鼠模型建模期间大体状况比较
　　与正常小鼠相比，两种模型在建模期间均出现大
便性状改变，ＡＯＭ／ＤＳＳ建模组小鼠先后出现稀便及肉
眼可见血便，而ＫＰＣ结直肠癌小鼠模型在注射他莫昔
芬后很快就会出现稀便，较少出现血便（图 ３Ａ）。建
模结束后取材时可见与正常小鼠结肠相比，ＡＯＭ／ＤＳＳ
建模组小鼠结肠末端膨大，而 ＫＰＣ小鼠回肠末端、盲
肠及近段结肠外观呈现明显肿胀，结肠组织质地变硬，

近段结肠黏膜褶皱更加粗糙，结肠中段和远段形态无

明显改变（图３Ｂ）。

３９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）
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Ａ：ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌小鼠模型实验流程图；Ｂ：ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌过程中小鼠体质量变化曲线；Ｃ：ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结
直肠癌小鼠模型的生存曲线（ｎ＝３０）

图１　ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导小鼠结直肠癌模型
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Ａ：他莫昔芬激活ＫＰＣ小鼠诱导结直肠癌实验流程图；Ｂ：他莫昔芬激活Ｃｒｅ重组酶后小鼠模型体质量变化曲线；Ｃ：ＫＰＣ小鼠建
立结直肠癌期间实验组小鼠生存曲线（ｎ＝１５）

图２　ＫＰＣ小鼠建立基因突变结直肠癌小鼠模型
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Ａ：正常小鼠、ＡＯＭ／ＤＳＳ建模第６天小鼠及ＫＰＣ小鼠建模第１０天便血情况比较；Ｂ：正常小鼠结肠、ＡＯＭ／ＤＳＳ建模第５７天结肠
及ＫＰＣ小鼠激活后第８天结肠大体形态　箭头示结直肠癌区域

图３　ＡＯＭ／ＤＳＳ模型和ＫＰＣ模型所致结直肠癌的大体形态比较
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２．３　ＡＯＭ／ＤＳＳ建模期间小鼠结直肠癌成瘤分析
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠在腹腔注射 ＡＯＭ及饮用 ＤＳＳ６ｄ
后出现肉眼可见血便，在饮用ＤＳＳ第２、３周期结束后
和第９６天取材小鼠，解剖观察结肠大体及内部。结果
证实建模第２５天，结肠远段类圆形肿瘤，平均长径约
２．１５ｍｍ，突向肠腔，表面光滑无溃烂，边界清晰，余肠
黏膜未见出血。建模结束后取材，结肠远２／３节段可
见大小不一的多发结直肠肿瘤，平均长径约２．０８ｍｍ。
第９６天取材可见结肠远段及近肛门处数个结节样肿
瘤，部分肿瘤融合，肿瘤平均体积较前期明显增大，平

均长径约 ２．９８ｍｍ，而结肠近段未见明显肿瘤生长
（图４）。
２．４　两种结肠癌模型的组织病理学特征
　　ＨＥ染色观察建模结束后所取结肠组织，结果显
示，ＡＯＭ／ＤＳＳ结直肠癌模型小鼠结肠近段黏膜厚度显
著增加，隐窝和绒毛弯曲错乱，丧失直立排列结构，杯

状细胞比例无显著改变；黏膜底层巢样隐窝结构明显

增多。结肠中段黏膜厚度和隐窝结构正常，黏膜下层

炎症细胞增多。结肠远段肿瘤部位处组织结构紊乱，

隐窝结构破坏极性消失，呈分支状畸形，同时可见大量

异型性细胞及炎细胞浸润，高倍镜下核仁增大，多形

性，但并未浸润黏膜下层和肌层。ＫＰＣ结直肠癌小鼠
结肠近段黏膜上皮层明显增厚，绒毛高度明显增加，与

小肠绒毛相似，排列基本正常；杯状细胞比例明显减

少；黏膜下半部分巢样隐窝明显增多，增生组织未浸润

黏膜下层和肌层。结肠中段与近段结肠类似，黏膜层

增厚，黏膜底部可见巢样隐窝。结肠远段结构清晰，隐

窝形态正常（图５）。
２．５　两种结直肠癌模型中细胞增殖情况比较
　　使用 Ｋｉ６７免疫组化染色观察结直肠癌模型的细
胞增殖情况，结果显示，两种模型中上皮细胞的增殖水

平明显升高，其中 ＡＯＭ／ＤＳＳ小鼠 Ｋｉ６７染色显示阳性
细胞连续排列成典型的梭形隐窝性状，间有阴性的非

杯状细胞（图６），说明以隐窝细胞增殖为主。ＫＰＣ结
直肠癌小鼠的结肠近段黏膜上皮层 Ｋｉ６７阳性细胞连
续排列成巢样的隐窝结构（图６），提示这些新生的隐
窝细胞增殖旺盛。

２．６　ＣＤＸ２基因在近段结肠中高表达
　　在成年哺乳动物的胃肠道组织中，ＣＤＸ２是一种
重要的转录因子，主要表达于肠上皮中，对维持肠上皮

细胞的正常形态和功能具有重要作用。ＫＰＣ小鼠使
用ＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴ来驱动 ＫｒａｓＧ１２Ｄ表达和 Ａｐｃ基因敲除，
结果发现其肿瘤主要位于盲肠和近段结肠（图３），因
此推测ＣＤＸ２可能并不在全部结肠上皮中表达。使用
繁殖所得的 ＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠进行谱系示踪，
发现ｔｄＴｏｍａｔｏ荧光信号主要位于近段结肠，中段和远
段结肠的 ｔｄＴｏｍａｔｏ阳性上皮细胞数量明显减少
（图７）。该结果证实ＣＤＸ２基因在近段结肠组织中高
表达。

!

"

#

$

%

&

肿
瘤
长
径

'
(
(

时间
')

$! !% *+

,

-

.

Ａ：ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌不同时间点大体形态　箭头所指部位为肿瘤；Ｂ：ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌不同时间点肿瘤大小比较
　ａ：Ｐ＜０．０５

图４　ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导结直肠癌模型的动态过程和成瘤情况分析

５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）



结肠近段 结肠中段 结肠远段

正
常
小
鼠

!
"
#
$
%
&
&

'
(
)

结肠近段 结肠中段 结肠远段

低倍形态比较 高倍形态比较

*+, !- *,, !- *,, !- .,, !- .,, !-

.,, !-

*,, !- *,, !- *,, !- .,, !- .,, !-

.,, !-

*,, !- *,, !- *,, !- .,, !- .,, !-

.,, !-

图５　不同建模方法之间各结肠节段组织形态比较　（ＨＥ）
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图７　荧光谱系示踪证实ＣＤＸ２主要表达于结肠近段组织
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２．７　使用两种结直肠癌模型培养肿瘤类器官
　　在比较两种结直肠癌小鼠模型差异的基础上，分
别提取两种模型小鼠的肿瘤组织进行肿瘤类器官实

验。培养过程中，选取正常小鼠结肠的近段和远段组

织作为对照，同步培养正常类器官，可见正常小鼠结肠

近段和远段来源的类器官在接种后５ｄ形成正常的类
器官并伴随有少量隐窝样结构形成，而 ＡＯＭ／ＤＳＳ和
ＫＰＣ结直肠癌来源类器官均为圆形外观，且没有隐窝
凸起形成（图８）。
２．８　正常结肠类器官与结直肠癌类器官的组织形态

特点和增殖能力比较

　　利用正常结肠类器官、ＡＯＭ／ＤＳＳ结直肠癌类器官
和ＫＰＣ结直肠癌类器官进行石蜡包埋切片，ＨＥ染色
显示正常结肠类器官体积较小，可见上皮细胞呈柱状

紧密排列，细胞核位于基底部，腔内面细胞质丰富；

ＡＯＭ／ＤＳＳ模型和ＫＰＣ模型来源结直肠癌类器官的体
积较大，组成细胞较扁平，单层排列，胞核小且细胞质

少。进一步使用 Ｋｉ６７免疫荧光染色比较不同类器官

的增殖能力差异，结果显示，正常结肠类器官中 Ｋｉ６７
阳性增殖细胞较少，ＡＯＭ／ＤＳＳ和 ＫＰＣ来源的结直肠
癌类器官含有大量Ｋｉ６７阳性增殖细胞（图９），提示两
种结直肠癌类器官的增殖能力较正常结肠类器官明显

增强。

３　讨论

　　结直肠癌是全球范围内的高发恶性肿瘤，不同地
区和种族发病率和发生部位呈现较大差异，其中早发

性结肠癌（５０岁之前诊断为结直肠癌）的发病率越来
越高，超过７０％的早发性结直肠癌位于结肠远段和直
肠［７］。恰当的动物模型是探究不同类型结直肠癌的

基础。由于原发性肿瘤模型更接近于临床患者的发病

过程，因此以往的移植瘤模型逐渐被原位结直肠癌模

型所取代。近年来多种ＣＲＣ原位肿瘤模型研发成功，
包括原位炎性结肠癌模型、ＡＰＣｍｉｎ模型等［８］。本研究

使用的两种小鼠均能建立起稳定的结直肠癌模型。

ＡＯＭ／ＤＳＳ模型是构建慢性炎症结直肠癌的标准模型，
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Ａ：正常小鼠近段结肠类器官；Ｂ：ＫＰＣ小鼠近段肿瘤来源类器官；Ｃ：正常小鼠远段结肠类器官；Ｄ：ＡＯＭ／ＤＳＳ小鼠远段肿瘤来源
类器官

图８　正常小鼠和结直肠癌小鼠类器官形态比较

!" !# !" !# !" !#

!" !# !" !# !" !#

$%&' ()*+,-- ./$

0
1

.
2
3
4

图９　正常结肠类器官和ＡＯＭ／ＤＳＳ、ＫＰＣ结直肠癌类器官ＨＥ和Ｋｉ６７免疫荧光染色
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而ＫＰＣ模型是在条件性敲除Ａｐｃ基因的同时，诱导突
变型Ｋｒａｓ表达，从而极大提高了成瘤效率，也缩短了
建模周期。该品系小鼠含有２个带有Ａｐｃｆｌｏｘ的等位基
因和１个ＫｒａｓＧ１２Ｄ转基因，是首个携带 Ａｐｃ及 Ｋｒａｓ基
因突变的结肠癌小鼠模型。ＫＰＣ小鼠的结直肠癌发
病过程严格受他莫昔芬诱导 Ｃｒｅ重组酶的控制，为
Ｋｒａｓ和Ａｐｃ突变相关结直肠癌的发病机制和肿瘤微
环境及治疗策略等方面研究提供了很大便利。另外，

ＫＰＣ结直肠癌模型在病理组织学改变、微卫星稳定性
及分子特征等多个方面与人类结直肠癌非常相

似［５－６］。ＡＰＣｍｉｎ模型被称为家族性腺瘤性息肉病
（ｆａｍｉｌｉａｌａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓ，ＦＡＰ）动物模型，该模
型中ＡＰＣ双等位基因表达降低，小鼠的小肠容易出现
多个管状腺瘤。而在 ＡＰＣｍｉｎ激活的基础上给予 ＤＳＳ
后结直肠可形成多发性肿瘤［８］。ＫＰＣ小鼠在双等位
ＡＰＣ基因敲除的同时进一步诱导Ｋｒａｓ基因突变表达，
将良性肿瘤转变为恶性。本研究比较 ＡＯＭ／ＤＳＳ与
ＫＰＣ两种结直肠癌小鼠模型，主要在建模方法、稳定
性、肿瘤特点等方面进行了对比，同时观察两种结直肠

癌模型来源肿瘤类器官与正常结肠类器官的形态差

别，为今后开展结直肠癌研究时如何选择小鼠模型提

供了参考和借鉴。

　　本研究发现 ＡＯＭ／ＤＳＳ模型形成肿瘤时间较长，
主要在远段近肛门处和结肠中段，病理染色显示近段

结肠黏膜层增厚，隐窝结构错乱，可见巢状隐窝；远段

结肠肿瘤处正常组织结构消失，大量来源于黏膜上皮

的异型细胞形成腺样结构，炎症细胞突破基底膜浸润

至黏膜下层，Ｋｉ６７染色可见隐窝细胞增殖显著。而
ＫＰＣ模型建模周期明显缩短，肿瘤主要发生在近段结
肠，其盲肠和近段结肠肿胀，病理染色显示近段结肠黏

膜上皮层增厚，绒毛高度明显增加，杯状细胞明显减

少，大量巢样隐窝产生，Ｋｉ６７染色示新生隐窝细胞增
殖旺盛。由于 ＡＯＭ／ＤＳＳ模型诱导结直肠癌周期较
长，因此可在建模不同阶段对应临床患者的低级别上

皮内瘤变和高级别上皮内瘤变，可用于不同程度上皮

内瘤变的相关研究。

　　研究发现包括克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和
溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）等炎症性肠病
（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）可增加患结肠癌的风
险２～３倍，被认为是 ＣＲＣ的癌前病变［９－１０］。ＡＯＭ是
一种致癌物，主要通过细胞色素Ｐ４５０、同工酶ＣＹＰ２Ｅ１
的代谢，将其转化为甲基嘧啶甲醇，诱导ＤＮＡ中Ｏ６甲
基鸟嘌呤加合物的致癌物导致 Ｇ→Ａ转变，最终导致
肿瘤形成［１１］。ＤＳＳ是硫酸葡聚糖的聚阴离子衍生物，
可溶解于水中，饮用后可造成类似 ＩＢＤ的肠道损伤。

ＡＯＭ与ＤＳＳ联合使用可促使动物产生结肠肿瘤，形成
类似人类ＩＢＤ所致的结直肠癌［１２－１３］。早期 ＡＯＭ／ＤＳＳ
模型由于肠道不断损伤，黏膜上皮增生过度出现体积

较小的腺瘤样息肉，伴轻中度不典型增生，属于结直肠

癌的癌前病变；而在晚期主要为高级别上皮内瘤变及

早期浸润癌。本研究发现 ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导模型存在明
显的炎细胞浸润，可能与 ＡＯＭ／ＤＳＳ能诱导严重的炎
症反应有关，解剖小鼠未发现肿瘤向其他脏器转移。

ＡＯＭ／ＤＳＳ模型的建模周期较长，在慢性炎症所致结直
肠癌发病相关研究中更具优势。从成瘤部位来看，

ＡＯＭ／ＤＳＳ模型肿瘤倾向于远段结肠近肛门处，可能与
ＤＳＳ所构建的溃疡性结肠炎的病变部位主要从肛门向
近段肠道蔓延有关。

　　统计数据表明，８０％散发性结肠癌患者携带 ＡＰＣ
基因突变，而４５％～５０％患者携带 Ｋｒａｓ基因突变［１４］。

抗ＥＧＦＲ单克隆抗体如西妥昔单抗和帕尼单抗等能延
长Ｋｒａｓ野生型患者的生存期，但对Ｋｒａｓ突变患者疗效
较差，说明 Ｋｒａｓ基因突变可能对肿瘤生长有显著影
响［１５］。ＫＰＣ模型肿瘤部位的炎细胞浸润较少，其主要
原因可能与ＫＰＣ模型是直接通过遗传操作诱导 Ｋｒａｓ
突变和敲除 Ａｐｃ从而缺乏炎症反应阶段有关。本研
究还发现ＫＰＣ模型中结直肠癌病变从盲肠和近段结
肠逐渐向结肠远段发展，同时未见ＫＰＣ模型中出现肿
瘤向其他脏器转移现象。由于ＣＤＸ２是驱动突变基因
表达的唯一因素，因此我们推测其可能与 ＣＤＸ２的表
达水平相关。研究报道 ＣＤＸ２与结直肠癌的发生相
关，ＣＤＸ２敲除的纯合子小鼠不能存活，而 ＣＤＸ２敲除
的杂合子小鼠具有多种表型，包括在结肠近段形成多

个肠腺瘤样息肉甚至肿瘤［１６］。本研究使用ＣＤＸ２ＣｒｅＥＲＴ

ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠进行谱系示踪实验，发现近段结肠上高
表达ＣＤＸ２基因，而中段结肠和远段结肠则很少表达
ＣＤＸ２，从绒毛顶端向下表达水平逐渐降低，隐窝细胞
基本没有表达。他莫昔芬诱导隐窝增生，而且巢样隐

窝细胞呈现ＣＤＸ２强阳性。肿瘤发生的肠段以及近段
结肠含有大量 Ｋｉ６７阳性增殖细胞都与 ＣＤＸ２的高表
达特点相一致，这一结果很好地解释了为何ＫＰＣ模型
中结直肠癌病变主要发生于结肠近段。

　　综上所述，本研究比较慢性炎症和基因突变所致
两种结直肠癌小鼠的建模过程、发病特点，初步探讨两

种模型所致结直肠癌的发病机理，证实两种模型均能

培养得到肿瘤类器官。该研究为今后开展原位结直肠

癌研究提供了新的实验参考，有助于进一步阐明不同

类型结直肠癌的发病机理，筛选新型结直肠癌临床

治疗药物。
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