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结肠癌肝转移模型构建方法的优化 

 
王  理，文西年，高  华，许新才，李  涛，张文斌(新疆医科大学第一附属医院胃肠外科，新疆维吾尔自治区乌鲁木齐市  830054) 

 
文章亮点： 
实验特色的改变了传统的左腹部肋缘下切口，采用背侧正中线旁切口进行脾脏注射切脾法成功建立操作简便

的具有可重复性的结肠癌肝转移瘤模型，为深入研究高转移高侵袭性肝转移机制提供了较为理想的动物模型；

在脾脏注射后按压 3 min，期间用生理盐水湿润，然后切除脾脏，可以避免术后脾脏原位成瘤影响小鼠生存期。  
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摘要 
背景：结肠癌转移途径主要有血行转移、腹膜转移和淋巴结转移等，最常转移的器官是肝脏，建立一个简单、

合适的动物模型对于研究结肠癌肝转移的生物学行为、癌细胞的异质性、肿瘤转移机制至关重要。 
目的：通过切脾注射法建立结肠癌肝转移的动物模型。 
方法：将人结肠癌细胞株 HT29孵育培养，通过建立 BALB/c小鼠皮下移植瘤与脾脏注射并切除脾脏相结合的
方法建立结肠癌肝转移瘤模型，观察肿瘤生长及转移情况，肝转移瘤组织病理学变化，以及肝转移瘤 DNA含
量和细胞周期。 
结果与结论：实验采用背侧正中线旁切口进行脾脏注射切脾法成功建立了人结肠癌肝转移瘤模型，成瘤率达

8/8(100%)。移植瘤组织切片观察显示肿瘤为腺癌 I-Ⅱ级。流式细胞术检查分析 DNA倍体为异倍体。该模型
为结肠癌转移的生物学研究提供了一个良好的技术平台。 
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Optimizing a method of establishing colon cancer liver metastasis models   

 

Wang Li, Wen Xi-nian, Gao Hua, Xu Xin-cai, Li Tao, Zhang Wen-bin (Department of Gastrointestinal 
Surgery, the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830054, Xinjiang Uygur 
Autonomous Region, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: The metastasis ways of colon cancer include blood metastasis, peritoneal metastasis and 
lymph node metastasis. Among them, the most common metastasis organ is the liver. It is necessary to establish 
a simple, suitable animal model to study the biological behavior of the colon cancer liver metastasis, the 
heterogeneity of cancer cells, and the mechanism of tumor metastasis.  
OBJECTIVE: To establish animal model of colon cancer liver metastasis with splenectomy injection method. 
METHODS: Human colon cancer cell lines HT29 were cultured, and subcutaneously transplanted tumor was 
produced in BALB/c mice. Models of colon cancer liver metastases were established through spleen injection and 
excision of spleen method. The tumor growth and metastasis, the pathology of transplanted tumor, DNA content 
and cell cycle of the transplanted tumor were all determined. 
RESULTS AND CONCLUSION: In this study, we successfully established the model of colon cancer liver 
metastases through the spleen injection via the dorsal midline incision, the tumor formation rate reached 8/8 
(100%). Observation of tissue slice showed that the transplanted tumor was adenocarcinoma I-II. Flow cytometry 
analysis results showed that DNA ploid was heteroploid DNA. This model provides a good technical platform for 
biology research for colon cancer metastasis.  
 
Subject headings: colonic neoplasms; neoplasm metastasis; models, animal; splenectomy 
Funding: the Natural Science Foundation of Xinjiang Uygur Autonomous Region, No. 2014211C036 
 
Wang L, Wen XN, Gao H, Xu XC, Li T, Zhang WB. Optimizing a method of establishing colon cancer liver 
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0  引言  Introduction 
恶性肿瘤已经成为导致死亡的主要原因，病死率居第1

位，其中结直肠癌病死率占恶性肿瘤的第5位。结肠癌转移
途径主要有血行转移、腹膜转移和淋巴结转移等，最常转

移的器官是肝脏，在首次入院病例中有10%-25%已合并肝
转移，并且行结直肠癌根治术后肝转移率也可达到

20%-25%[1-2]
。目前临床上高分辨CT对于诊断直径>1 cm

的肝转移病灶的敏感度及特异度仅为90%-95%[3-4]
。 

结直肠癌肝转移患者预后极差，尽管现在结直肠癌的手

术治疗效果较前明显提高，但仍有近50%的患者死于肿瘤复
发及肝转移，术后5年的生存率从10%到58%不等[5-6]

。因此

要深入探讨结肠癌临床发病过程以及肝转移的形成机制，建

立一个简单、合适的动物模型对于研究结肠癌肝转移的生物

学行为、癌细胞的异质性、肿瘤转移机制是必须的。 
理想的动物模型应该能模拟人临床发病、转移及发展

的所有方面，应包括以下标准：①肿瘤细胞需要具有活力

和转移潜质。②肿瘤细胞需要能够达到并侵入肝脏组织，

最后生长成为肿瘤结节。③模型的有效性。④模型的可重

复性。⑤模型的实用性。1959年，Leduc[7]
首次在小鼠体

内通过脾注射肿瘤细胞后成功发现并描述肝肿瘤的形成，

学者常将其描述为结肠癌肝转移模型。 
此外不同模型中动物与细胞系的选择也至关重要，普

遍认为具有高转移能力的肿瘤细胞决定更高的转移率[8-10]
。

目前国内外学者建立的结肠癌肝转移模型主要根据注射或

接种部位是否经由结肠可分为异位移植、肝内异位种植、

原位移植的自发性肝转移模型和原位异种移植的肝转移模

型，还包括转基因模型的建立
[11-16]
。经过几十年的研究论

证，不同的建模方法都有各自的优缺点，要根据实验者具

体的实验要求和目的选择模型，如果需要建立一个可切除

的肝转移瘤，那么就选择能产生孤立肿瘤的模型，肝脏异

位种植模型就是一个很好的选择；如果需要建立弥漫性肝

转移模型，可进行原位异种移植在盲肠壁，但该模型的建

立对手术要求极高，术中极易导致肠瘘及腹腔种植发生；

脾脏注入法可以很好的模仿血行转移，能达到100%的肝转
移率

[17-21]
。 

本实验将HT29细胞株接种到BALB/C小鼠皮下建立皮
下移植瘤，并稳定传代后，行脾脏注射后切除脾脏的方法

建立有效的具有可重复性的高转移高侵袭性结肠癌肝转移

模型。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：细胞学体外观察实验。 
时间及地点：实验于2013年3月至2014年4月在新疆医

科大学第一附属医院实验室完成。 
材料： 

细胞系：结肠癌HT29细胞株购自中国科学院上海细胞
研究所。 

实验动物：6-8周龄的雄性BALB/c小鼠16只，体质量
18-22 g，由新疆医科大学实验动物中心提供，实验动物生
产许可证：SCXK(新)2003-0001。所有动物研究已通过新
疆医科大学第一附属医院动物实验中心伦理审查委员会审

查。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

细胞培养：解冻人结肠癌HT29细胞株，用生理盐水洗
涤2次，接种于含体积分数为10%新生牛血清(56 ℃灭活  
30 min)的RPMI1640培养液中，在37 ℃，含体积分数为
5%的CO2培养箱中培养，隔日换液，待细胞长到铺满培养

瓶底80%以上时，胰蛋白酶消化，细胞计数，调整细胞浓
度为每0.2 mL培养液中含有2×107

个细胞(即1×109 L-1)，观
察细胞活力(锥虫蓝染色活细胞率)>95%，备用。 
腋下法建立皮下移植瘤模型：6-8周龄的BALB/c小鼠8

只。左手持小鼠，用大拇指将小鼠右前肢上推，暴露腋下

接种部位，用中指垫在小鼠身体下方让接种区域保持平整。

接种部位用乙醇棉球消毒。将含有HT29细胞混悬液的    
1 mL注射器取锐角角度从腋下进针，缓慢注射0.2 mL。沿
皮下向背侧走形约0.5 cm后左右摆动，轻轻回吸无回流物，
缓慢推注，注射后缓慢拔针，用棉签按压针眼3 min以防外
漏。放置于SPF环境下自由饮食。待瘤体体积生长到    
1.5 cm3时切除进行原代培养，并将原代细胞传至第3代。 
切脾法建立结肠癌肝转移动物模型：6-8周龄的

BALB/c小鼠8只，地西泮10 mL/kg腹腔麻醉后取俯卧位，
常规备皮消毒，取腹背侧正中偏左侧切口，长5-10 mm，
用无齿镊轻挑脾脏暴露脾脏下极，取第3代皮下移植瘤细胞
0.1 mL注射在脾脏被膜下(图1)，注射后可见脾脏被膜肿
胀，变白，注射完毕后缓慢拔针，棉签按压3 min，结扎止
血后切除脾脏，逐层关闭腹腔。术后继续饲养于SPF环境
下，自由饮食。 
解剖学和病理组织学观察：待荷瘤小鼠十分赢弱时脱

颈处死，或将已经死亡的小鼠进行详细的解剖并取材，检

查肝转移及其他器官转移情况。取出肝转移瘤用体积分数

为10%中性甲醛固定，经脱水、透明、石蜡包埋、切片、

结肠癌肝转移模型构建实验主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

CO2培养箱 美国NAPCO公司 

吸光光度仪、ELISA酶标仪 Bio-Rad公司 

流式细胞仪 美国Beckman Coulter公司 

β液闪仪 300SL自动TDCR液闪计数仪，芬兰 

体积分数为10%胎牛血清、LG-DMEM
培养液、RPMI 1640基础培养液 

美国Gibco公司 

3H-thymidine 中国科学院上海核技术开发公司 

二甲基亚砜 美国Sigma公司 

倒置显微镜 日本Olympus公司 
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苏木精-伊红染色及封固，光镜下观察、照相。 
流式细胞仪检测：调整肝转移瘤细胞浓度到1×109 L-1

左右，用1 mL冰冷的PBS洗涤离心，800 r/min离心5 min，
离心后弃去上清液。用100 μL冰冷的PBS重悬后，往细胞
悬液中加入体积分数为75%乙醇200 μL(-20 ℃预冷)固定  
1 h。加入含有碘化丙啶(终质量浓度50 mg/L)和无DNA酶
污染的RNA酶(终质量浓度50 mg/L)的PBS 1 mL，37 ℃染
色30 min-1 h，混匀。上机用细胞周期ModFit软件作细胞
DNA含量及细胞周期分析。 
主要观察指标：观察HT29细胞及皮下移植瘤细胞的培

养情况，经脾脏注射成瘤后小鼠的生存及成瘤情况，肝转

移瘤组织病理学变化，肝转移瘤DNA含量和细胞周期。 
统计学分析：运用SPSS 17.0软件进行数据分析。所

有数据均以x
_

±s表示，2组数据间的比较用t 检验，P < 0.05
为差异有显著性意义。 
 
2  结果  Results  
2.1  细胞培养结果  所培养的人结肠癌细胞株HT29细胞
生长在含体积分数为10%胎牛血清、青霉素、链霉素的
RPMI1640培养液中，置于37 ℃含体积分数为5% CO2的

培养箱中培养，细胞生长良好，少量聚团(图2)。 
2.2  皮下移植瘤模型的建立  经腋下注射HT29细胞株建
立的皮下瘤，最初发现瘤体时间和生长到1.0 cm3

所需平均

时间分别为7.4 d和16.6 d。大体观可见瘤体呈串珠状浸润
性生长，质硬，易碎(图3)。 
2.3  脾脏注射肝转移瘤模型的建立  连续观察5周，第
1，2周实验动物活动自如，饮食正常，形体无改变；2
周后逐渐开始出现消瘦，行动渐迟缓，饮食量下降；第4
周，小鼠行动明显缓慢，部分小鼠无进食，1号小鼠右下
腹可触及较硬肿物，大小为(0.5±0.2)cm3

，其中4号、7
号、8号小鼠出现腹部膨隆；第5周小鼠活动量均明显减
少，1号小鼠肿块明显增大，4号、7号、8号自然死亡后，
解剖发现腹腔内血性腹水伴腹腔脏器广泛转移。同时处

死并解剖其余小鼠，最终结果为出现腹水37.5%(3/8)，
腹腔种植率37.5%(3/8)，肝转移率100%(8/8)，未见肠梗
阻，肝转移瘤为多个散在结节，最大体积为1.2 cm3

，最

小体积为0.4 cm3
。 

2.4  组织大体及病理组织切片检测   BALB/C小鼠肝脏
表面肉眼可见散在分布的微小病灶，部分小鼠呈多发粟粒

样结节，难以计数，肝表面转移多以右叶为主，肝体积变

小，质硬(图4)。组织切片表现为低分化，无明显腺体结构
存在，癌组织形态不一，多呈椭圆性，胞浆丰富，核大、

畸形、深染，核分裂象多见，呈弥漫性、浸润性生长，癌

细胞间有结缔组织浸润(图5)。 
2.5  流式细胞术检测  通过对HT29细胞株、脾脏注射肝
转移瘤进行DNA周期分析及倍体分析，得出结果均为异倍
体(表1)，证实为肿瘤细胞。 

 
 
 
 
 
 
 
3  讨论  Discussion 
结肠癌转移途径主要有血行转移、腹膜转移和淋巴结

转移等，最常转移的器官是肝脏，根据肿瘤的“种子与土

壤学说”，肿瘤发生转移需要细胞与细胞之间，细胞与基质

之间相互作用，激活细胞分泌蛋白降解酶类，降解基质膜

及间质基质，诱导血管生成，激活肿瘤细胞的移动和侵袭

转移机制
[22]
；因此建立结肠癌肝转移模型需要寻找合适的

肿瘤细胞及肿瘤生长环境尤为重要。 
本研究选用人结肠癌细胞株HT29，是因为该细胞株与

人体内的结肠癌同源，可以更好的模拟肿瘤在人体内的原

发过程。此外，早期的实验研究证实，结肠癌HT29细胞株
具有较强的侵袭性，且生存能力较强，增殖能力旺盛，对

细胞培养液及生存环境要求尚不苛刻，可以短时间内进行

大量的孵育和增殖
[23-25]
。BALB/C小鼠具有生存能力强，体

型小，便于饲养，且价格较低，已经被广泛应用于动物实

验
[26-31]
。 
对于肿瘤模型建立的术式有很多种

[32-34]
，每种方法

都有各自有的优缺点，最终作者选择了切脾法注射，

Lafreniere等 [35]
将MCA18细胞注射到C57B1/6小鼠脾脏

后1 min，切除脾脏，导致100%肝转移率，而且还发生
20%的胰腺肿瘤，左国华等[36]

将人结肠癌细胞株LS174T
注入裸鼠脾上极5 min后切除脾脏关腹，结果证实此法肝
转移率为100%。黄平等[37]

同样利用切脾法成功建立人结

肠癌细胞株lovo肝转移模型，随后利用Alu(人类特有的
DNA序列，裸鼠DNA序列内无)探针进行DNA斑点杂交试
验，测定肝转移瘤的DNA含量，从基因水平上证明了切
脾法建立结肠癌肝转移动物模型的较高可行性。切脾法

被证实是一种可靠而稳定的结肠癌肝转移模型，适用于

化疗药物筛选，结肠癌肝转移的免疫治疗及腹腔灌注化

疗等实验研究。 
对于结肠癌肝转移模型的建立，实验改变了传统的腹

部正中切口
[38-40]
，选择了从背侧正中偏左侧切口行脾脏注

射后3 min切除脾脏的方法，这样既避免了脾脏注射法导
致脾脏原位成瘤过大影响小鼠生存期，也减少了原位异种

移植接种时术中针头对肠壁的损伤，避免了肠瘘及腹腔种

植的发生，实验结果显示，肝脏成瘤率为100%(8/8)，且
经免疫组化证实肝转移瘤为结肠来源，流式细胞检测证实

符合异倍体细胞。在操作中作者的经验为：①细胞悬液浓

度应大于1×109 L-1
，因为细胞浓度较小或注射较少时，

BALB/C小鼠的自身免疫力可以产生免疫逃逸。②手术切 

表 1  流式细胞术检测 HT29细胞株、脾脏注射肝转移瘤细胞周期 
Table 1  The cycle of tumor cells detected by flow cytometry (x

_

±s) 

表注：由 DNA周期分析及倍体分析得出为异倍体，证实为肿瘤细胞。 

样本               G0-G1(%) G2-M(%) S(%) DNA指数 

HT29细胞 
脾脏注射肝转移瘤 

61.20±1.55 
62.29±3.37 

11.41±3.26
18.82±8.84

20.73±1.29 
17.51±9.23

5.34±0.23 
4.84±0.76 
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口从背侧进入并且选择小切口，与传统的左上腹肋缘下切

口相比，有创伤小、恢复快、易暴露脾脏等优势。③脾脏

注射时应缓慢，以免压力过大导致脾脏被膜破裂以及瘤细

胞外漏。④脾脏注射后按压3 min，期间用生理盐水湿润，
然后切除脾脏，可以避免术后脾脏原位成瘤影响小鼠生存

期。⑤手术时间应控制在5 min以内，可以减少小鼠的手术
应激反应。⑥该方法建立的肝转移模型，肝转移瘤为100%，
且瘤体较大，可满足各种基因检测方法取材的需要。 
本研究通过改变了传统的左腹部肋缘下切口，采用背

侧正中线旁切口进行脾脏注射切脾法成功建立操作简便的

具有可重复性的结肠癌肝转移瘤模型，为深入研究高转移

高侵袭性肝转移机制提供了较为理想的动物模型，也为后

续实验提供了一个良好的动物模型及平台。 
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图 1  经背侧切口脾脏注射模型 
Figure 1  The spleen injection model through a dorsal incision 
图注：图中 A为消毒后取出脾脏；B为小鼠麻醉后经背侧切口行脾脏注射法；C为脾脏切除后；D为手术切口的逐层缝合。 

 A B  C D 

图 2  人结肠癌 HT29细胞株呈指数生长期 
Figure 2  Morphology of human colon cells HT29 in exponential phase of growth 
图注：图中 A为 HT29细胞系培养 1 d后，可见散在的少量细胞株，形态均一(×100)；B为 HT29细胞系培养 4 d后，可见细胞形态均一，细
胞增殖能力活跃，细胞呈成簇分布(×100)；C为 HT29细胞系培养 6 d后，可见细胞紧密分布，生长迅速(×100)。 

 A B  C 

图 3  皮下肿瘤大体观 
Figure 3  General view of subcutaneous tumor 
图注：图中 A为腋下建立皮下移植瘤外观，可见腋下微微隆起；B为皮下移植瘤体，大体观为局限分布的白色团块，质硬；C为皮下移植瘤正
面观，可见肿瘤浸润性生长。 

 A B  C 
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