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结肠癌化学造模方法研究进展

郭　蒙１，２，叶　华１，朱宇珍１，吴　琼１，郑学宝１

（广东医学院１．广东天然药物研究与开发重点实验室，２．药理学教研室，广东 湛江 ５２４０２３）

　　摘要：化学致癌物质是诱导人类癌症发生的重要因素之一，结肠癌化学造模方法是研究结肠癌发生、发展、转移和抗肿瘤
药物疗效的重要工具。随着造模方法研究的深入，目前化学造模所常用到的致癌化学物有偶氮类、杂环氨类、芳香胺类、烷基

亚硝酰胺类等，种类繁多，且作用机制各不相同；给药途径各异，有口服、灌肠、腹腔注射、肌内注射、皮下注射等；实验动物经

常采用不同遗传背景的小鼠。这些因素均能影响造模成功率与成瘤率，本文从致癌剂、给药途径、实验动物及作用机制四个

方面对结肠癌化学造模作一综述。
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　　结肠癌是目前最常见的消化道恶性肿瘤之一。迄今，全
球结肠癌发病率仍呈上升趋势［１］，调查显示，我国结肠癌发

病率和死亡率分别为２８．０８／１０万和１３．４１／１０万，占恶性
肿瘤发病率和死亡率的第３位和第５位［２］，已成为严重影响

人类健康的疾病之一。目前，实验室研究结肠癌的造模方法

大多数为移植瘤模型，选用无胸腺裸鼠，将肿瘤细胞或组织

进行皮下移植或原位移植，此方法操作简单，周期短，成功率

高，但是不能观察到结肠癌形成过程，发展状况，转移类别，

且人类癌症流行病学和实验室癌症动物模型研究均表明，化

学致癌剂是诱导人类癌症发生的重要因素之一。因此，结肠

癌化学造模方法是研究结肠癌发生、发展、转移和抗肿瘤药

物疗效的重要工具，对结肠癌化学造模方法的探讨具有重要

意义。

１　化学致癌剂的种类

使用化学致癌剂在动物上建立结直肠癌模型最早可追

溯到２０世纪５０年代初期，Ｌｏｒｅｎｚ［３］报道用多环芳香烃化合
物甲基胆蒽（ｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌａｎｔｈｒｅｎｅ）喂养的小鼠胃贲门部和肠
道发生了肿瘤。１９５２年，Ｗａｌｐｏｌｅ等［４］发现给大鼠注射

４氨基联苯和 ３，２二甲基４氨基联苯（２，３′ｄｉｍｅｔｈｙｌ４
ａｍｉｎｏｂｉｐｈｅｎｙｌ，ＤＭＡＢ）可诱发大肠癌；１９８１年，日本学者将
乙基硝基亚硝基胍（ＮｅｔｈｙｌＮ′ｎｉｔｒｏＮｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，
ＥＮＮＧ）栓剂置入杂种犬肛门上１５ｃｍ处的肠管进行结肠癌
造模，１３个月后发现溃疡及肠腺底癌灶形成。１９６７年，
Ｄｒｕｃｋｒｅｙ等［５］通过 １，２二甲肼（１，２ｄｉｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅ，
ＤＭＨ）诱导出大鼠肠道癌症。１９９９年，Ｄｅｌｋｅｒ等［６］用氧化

偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎ，ＡＯＭ）在近交小鼠中诱导出肠癌。
这些模型不够成熟，造模成功率低。

随着化学造模方法研究的深入，使用二甲肼和氧化偶氮
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甲烷及其代谢物甲基偶氮甲烷（ｍｅｔｈｙｌａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｏｌ，
ＭＡＭ）作为致癌剂的造模方法越来越成熟，成为目前最为常
用的化学致癌剂。除此外还有杂环氨类化合物，如２氨基
１甲基６苯基咪唑［４，５ｂ］嘧啶（２ａｍｉｎｏ１ｍｅｔｈｙｌ６ｐｈｅ
ｎｙｌｉｍｉｄａｚｏ［４，５ｂ］ｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＰｈＩＰ）和２氨基３甲基咪唑［４，
５ｆ］喹啉（２ａｍｉｎｏ３ｍｅｔｈｙｌｉｍｉｄａｚｏ［４，５ｆ］ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ，ＩＱ）；
芳香胺类化合物，如３，２′二甲基４氨基联苯（ＤＭＡＢ）；烷
基亚硝酰胺类化合物，如甲基亚硝基胍（ｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，
ＭＮＵ）和甲基硝基亚硝基胍（ＮｍｅｔｈｙｌＮ′ｎｉｔｒｏＮｎｉｔｒｏｓｏｇ
ｕａｎｉｄｉｎｅ，ＭＮＮＧ）等。通过光镜分析发现，这些致癌物诱导
的包括肿瘤在内的上皮病变与人类结肠癌的病变具有相似

性。许多在人类结肠癌上发现的细胞和生化的异常指标都

可以在结肠癌化学造模的动物上找到，如花生四烯酸

（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）代谢的异常，提高环氧酶２（ｃｙｃｌｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）的活性和伴随产物前列腺素 Ｅ２的生成，
改变鸟氨酸脱氢酶活性和聚胺的水平，上游调节多种促炎因

子的生成［７］，故能够基于人类结肠癌中异常表达的蛋白在结

肠癌化学诱导的动物模型中研究抗癌靶向药物。由此看出，

致癌物诱导的动物模型能很好的模拟人类结肠癌。

氧化偶氮甲烷及二甲肼作为致癌剂，致癌效果佳，器官

选择性好。二者在大鼠上造成的结直肠癌跟人的十分相似，

只是缺少人结直肠癌的前期腺瘤和后期易转移的特征。早

期的研究使用二甲肼诱导结直肠癌，重复性好，二甲肼经肝

代谢产生ＤＮＡ烷化剂氧化偶氮甲烷。二甲肼和氧化偶氮甲
烷为间接致癌剂，本身不致癌，必须经过代谢氧化脱烷基成

甲基偶氮甲烷才具致癌作用。与二甲肼相比，氧化偶氮甲烷

表现出更强的致癌作用，且使用剂量稳定，已经成为经典的

致癌剂，应用非常广泛［８］。二甲肼在代谢中大部分随尿排出

体外，氧化偶氮甲烷则不会。在致癌的生物靶向性方面，相

比二甲肼，氧化偶氮甲烷能专一趋向特异器官。氧化偶氮甲

烷易诱发末端结肠癌，其病理学和遗传学改变与人散发性结

肠癌极其相似［９］。

各种致癌剂的致癌效果有所不同，其成瘤率主要取决于

给药途径、频率、剂量、持续时间以及生物的性别、遗传背景、

周龄等。同时饮食、肠道菌群、免疫状态等可通过干扰致癌

剂的代谢来影响局部有效浓度，影响致癌效果。
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２　给药途径的比较

化学致癌物造模的效果与给药途径有密切联系，表现为

其诱发结肠癌的概率有显著差异。据统计，大鼠口服二甲肼

２０ｍｇ·ｋｇ－１５２周后发生结肠癌的概率为１４％～３０％；皮下
注射氧化偶氮甲烷发生结肠肿瘤的概率为１００％；直肠内给
二甲肼２５０ｍｇ·ｋｇ－１８周，在３４周后发现结肠的轻微增生
和癌前病变；每周肌内注射氧化偶氮甲烷８ｍｇ·ｋｇ－１，１２周
后发生结肠肿瘤的概率为８０％［１０］。每周腹腔注射氧化偶氮

甲烷１０ｍｇ·ｋｇ－１，连续４周，在第２４周发生结肠癌的概率
为１００％［１１］。后来研究人员又发现了ＭＮＵ及 ＭＮＮＧ等亚
硝胺类化合物动物灌肠后能诱发大肠癌。直肠内直接给予

ＭＮＵ后结肠癌的发生率为１００％，并伴２３％ ～３１％的小鼠
发生肿瘤的转移［１２］。ＰｈＩＰ与食物一同给予小鼠也有较好
的致癌效果，４００ｍｇ·ｋｇ－１的ＰｈＩＰ在第５２周可获得５５％的
致癌率［１３］，且 ＰｈＩＰ的致癌效果与性别与种族有很大的联
系［１４］。有报道中对二甲肼口服、皮下注射、胃内埋线三种给

药方式进行了比较，发现皮下注射成瘤率较其他给药方式

高。但在Ａ／Ｊ小鼠中，皮下注射氧化偶氮甲烷的效果不如
腹腔注射的效果，而对于ＳＥＲ／Ｊ小鼠没有此区别［６］，说明给

药途径的成瘤效果跟小鼠的遗传背景有密切联系。近年研

究较多且成瘤率高的给药方式为腹腔注射，对不同剂量氧化

偶氮甲烷的成瘤率和致死率进行比较，发现连续４周腹腔注
射氧化偶氮甲烷１０ｍｇ·ｋｇ－１为最佳的给药剂量［６］。作者还

指出，此最佳剂量与动物的饲养环境无关，剂量对实验结果

显著的影响，剂量过高会导致动物死亡率升高，剂量过低会

导致癌症程度较轻，不同的致癌剂的最佳剂量取决于实验动

物遗传背景和给药方式，故需要试验者进行摸索。

有报道指出，长期的西化食物（包括高脂肪、高热量、低

钙、低维生素Ｄ）饲养小鼠１８个月后，在小鼠的小肠和结肠
发现较多肿瘤［１５］。亦有很多研究者通过诱导结肠炎诱发结

肠癌，Ｃｏｏｐｅｒ等［１６］用４％葡聚糖硫酸钠造模，４ｄ的葡聚糖
硫酸钠加１２ｄ的正常饮水为１个循环，１个循环和２个循环
后的成癌率分别为２２％和４０％。结肠炎诱发结肠癌很好的
模拟了人结肠癌的转变，有很好的研究意义，但由于造模周

期过长，成瘤率低，采用者少。

研究 人 员 在 此 基 础 上 进 行 改 良，先 腹 腔 注 射

１５ｍｇ·ｋｇ－１二甲肼１周，再饮用２０ｇ·Ｌ－１的葡聚糖硫酸钠
１周，第４周后发现４０％小鼠便血，１３周后１０％小鼠脱肛，
２０周后 ４０％小鼠脱肛，１００％的雄性 ＩＣＲ小鼠出现结肠
癌［１７］。化学致癌剂和葡聚糖硫酸钠的联合应用提高了致癌

率，减少了诱导周期，而且可以观察到结肠炎到结肠癌的转

变过程，为较为理想的化学造模方案，适用于相关预防和治

疗药物的研究，近年来被广泛应用。

３　实验动物的选择

小鼠的繁殖能力强，价格低廉，给药剂量低，故结肠癌的

实验研究中多用小鼠作为实验动物。实验用小鼠有多种类

型：近交系（ＢＡＬＢ／Ｃ、Ｃ５７ＢＬ、Ａ系、Ｃ３Ｈ／ＨＥ、ＤＢＡ等）、远
交系（ＫＭ、ＩＣＲ、ＮＩＨ、ＣＦＷ、ＬＡＣＡ等）和突变系（ＮＵＤＥ、
ＳＣＩＤ、ＳＡＭ等）。不同的小鼠由于遗传背景不同故对致癌
剂的敏感性不同，而对致癌剂的致癌效果产生很大影响。例

如：Ａ／Ｊ、Ｐ／Ｊ、ＳＴＳ／Ａ和 ＩＣＲ／ＨＡ鼠对二甲肼的致癌作用高
度敏感，ＢＡＬＢ／ＣＨＥＡ和 ＳＷＭ／Ｊ鼠敏感性较弱，ＡＫＲ／Ｊ和
ＤＢＭ／２Ｊ鼠则表现出相对的耐药性［１８］。Ａ／Ｊ、ＳＷＲ／Ｊ鼠对
氧化偶氮甲烷有很强的敏感性。

有报道用氧化偶氮甲烷１０ｍｇ·ｋｇ－１对ＳＷｌＲ／Ｊ，Ａ／Ｊ和
ＡＫＲ／Ｊ三种小鼠进行腹腔注射，每周１次，总计６周，发现
ＡＫＲ／Ｊ小鼠未诱发出大肠肿瘤，而另两种小鼠则在第６周
有大肠肿瘤形成［１９］。相关的研究也指出，Ａ／Ｊ小鼠有高度
的结肠癌敏感性，ＳＷＩＲ／Ｊ小鼠其次，ＡＫＲ／Ｊ小鼠对氧化偶
氮甲烷的致癌作用有抵抗性。这些说明致癌剂的致癌效果

跟实验动物的遗传背景有密切联系，其中氧化偶氮甲烷作为

肿瘤发生的激活剂，也能在一定遗传背景的基础上促进肿瘤

的发生。

ＩＣＲ小 鼠 接 受 一 次 腹 腔 注 射 氧 化 偶 氮 甲 烷
（１０ｇ·ｋｇ－１），１周后，再饮用葡聚糖硫２０ｇ·Ｌ－１酸钠１周，
２０周后发现成瘤率１００％ ［２０］。在４种近交系小鼠（ＢＡＬＢ／Ｃ，
Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ，Ｃ３Ｈ／ＨＥＮ和 ＤＢＡ／２Ｎ）上使用这种造模方法，
发现 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠与 ＩＣＲ小鼠有相同的作用，对氧化偶氮
甲烷最敏感，Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠其次，而其他２种小鼠对氧化
偶氮甲烷表现出一定的耐药性［２１］。证明了小鼠遗传背景的

不同能对致癌剂的致癌效果产生巨大的影响，作者还指出这

是由于不同遗传背景的小鼠在炎症时期所具有的亚硝化能

力不同多导致的。

分子生物学研究证实某些基因的突变或表达异常会导

致结肠癌的产生，遗传突变包括癌基因激活（ＫＲａｓ、Ｃｍｙｃ、
ＥＧＦＲ）、抑癌基因失活（ＡＰＣ、ＤＣＣ、ｐ５３）、错配修复基因突
变（ＭＭＲ、ＨＬＨ１、ＰＭＳ１、ＰＭＳ２、ＧＴＢＰ）及危险修饰基因
（ＣＯＸ２、ＣＤ４４ｖ）。人类结肠癌主要的遗传疾病包括遗传性
非息肉性结肠癌（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，
ＮＨＰＣＣ）（５％～１３％ ）和家族性肠息肉病 （１％）。随着基
因工程技术和分子生物学的发展，基因打靶和基因剔除技术

的应用，转基因动物在实验研究中得到了大力的发展。如

ＡＰＣ基因突变系小鼠，ｐ５３基因敲除小鼠，ＩＬ１０基因敲除小
鼠，Ｇαｉ２基因敲除小鼠等，转基因小鼠有自发结肠炎与结肠
癌的趋向，表现为多发性小肠息肉和结肠炎症，在药物或饮

食干预下转基因小鼠更易诱导出结肠癌。如ＡＰＣｍｉｎ＋／－小
鼠给予４％ＤＳＳ４ｄ，然后正常饮水１７ｄ为一个循环，４个循
环后小鼠的肠成瘤率１００％［２２］。有学者给Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠
远端结肠注射带有ＡＰＣ基因突变病毒，６周后７１％的小鼠
诱发了腺瘤，１８周后４％的腺瘤发展为肠癌［２３］。ｐ５３基因
敲除小鼠给予４％ 葡聚糖硫酸钠３个循环后结肠癌发病率
为５３．９％ ［２４］。通过分子生物学的技术改变某些基因或干

扰其表达，可达到良好的效果，在研究致癌基因方面有很

强的优势，为结肠癌动物模型的研究开辟了一个崭新的

天地。

４　化学致癌剂导致癌变的机制

１９７９年，戴乾圜等提出化学致癌机理的双区理论：环境
致癌剂代谢成特定的双官能烷化剂，并通过诱发 ＤＮＡ互补
碱基交联和股间交联而启动癌变。ＤＮＡ互补碱基共价交联
启动的突变，是化学致癌剂诱发癌变的第一步。他证实了化

学致癌剂、物理致癌因子和内源性致癌物质均首先引起
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ＤＮＡ互补碱基的交联，而互补碱基的交联可高效率地引起
基因的起始突变即沿 ＤＮＡ双股的点突变或移码变异，然后
起始突变经历潜伏期，受被激活的逆转录机制激发而实现细

胞的深度突变即产生各种奇异染色体并引起细胞的癌

变［２５－２６］。

人类的结肠癌，包括自发性结肠癌，致癌剂诱导的结肠

癌，遗传性非息肉性结肠癌，和结肠炎相关性结肠癌，每一种

都受不同的分子通路主导调控，且伴有相关的基因突变，这

些突变基因包括 ＫＲａｓ、ＡＰＣ、ｐ５３和 β联蛋白等［２７］。化学

致癌剂诱导的结肠癌实验动物模型中有大量与人类相同的

基因突变和遗传通路的改变。Ｅｎｄｏ等［２８］的研究指出，二甲

肼诱导的结肠癌中有５７％的ＫＲａｓ基因突变。在氧化偶氮
甲烷诱导的结肠癌中，ＫＲａｓ基因突变频率高，而 ＡＰＣ和
ｐ５３的突变频率低［２９］。相反，在ＰｈＩＰ、ＭＮＵ和ＭＮＮＧ诱导
的结肠癌中，其目标基因为 ＡＰＣ和 ｐ５３，ＫＲａｓ基因突变频
率低［１３］。Ｗｎｔ／ＡＰＣ／β联蛋白信号通路在化学致癌剂诱导
的结肠癌中有重要地位，且氧化偶氮甲烷、二甲肼、ＩＱ和
ＰｈＩＰ诱导的结肠癌中均有β联蛋白基因的突变，β联蛋白的
表达异常与不典型增生和癌变有关。化学致癌剂是通过引

起特定基因的突变，细胞突变的积累过度最终达到致癌

效果。

有学者在ＩＬ１０敲除和野生型小鼠上使用氧化偶氮甲烷
刺激诱发结肠癌，发现只有基因敲除的小鼠有结肠癌的阳性

表达，说明炎症微环境在癌症的发生发展上起重要作用［３０］。

研究发现，癌前病变的微环境中伴有大量炎性细胞、炎性因

子及趋化因子的浸润，其浸润程度与肿瘤恶性程度相关［３１］。

在实验的研究中氧化偶氮甲烷增加结直肠瘤中 ＣＯＸ２的表
达［３２］，抑制肠上皮细胞转录生长因子β受体２的表达［８］，激

活表皮生长因子的固有的酪氨酸激酶［３３］，核转录因子κＢ作
为多向转录调节因子在炎症与肿瘤之间也有重要的桥梁作

用［３４］，说明致癌剂在诱导结肠癌的过程中不同程度上刺激

免疫系统，激活了炎症反应，从而在促进了癌症的发生。

５　小结

由于结肠癌的发病率越来越高，在临床上迫切的需要提

高结肠癌的诊断指标，充分了解结肠癌的发生发展的全过

程，分析病因和寻找疗效药，解决各个阶段病人的需要。化

学造模方法能有效的模拟由腺瘤发展为恶性肿瘤的癌变过

程，有利于研究结肠癌发生发展的病理病机；基因重组、基因

改造在模型上的应用，有利于研究结肠癌相关的基因信息；

能在不同遗传背景的动物上进行结肠癌的复制，有利于研究

肿瘤的化学预防和饮食因素，对结肠癌的研究有很好的推动

作用。但结肠癌的发生发展与多种因素有关，要结合自身实

验的特点选择适合的造模方法。尽管我们研究并应用的化

学致癌剂的种类、癌症相关的基因有限，但随着各种化学造

模方法的应用，结肠癌的深入研究，造模方法将得到完善，癌

症相关的基因将继续被发现，理想的治疗药物也会被找到。
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ｔｏｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｉｃａｌｍｏｄｅｌｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ；ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓ；ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｓ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０７７２７０１）；ＧｕａｎｇｄｏｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎＰｒｏｊｅｃｔ（２０１１Ｂ０３１７００６５）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＥＮＧＸｕｅｂａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｘｕｅｂａｏ１２３＠１６３．ｃｏｍ

（收稿日期：２０１２１０１１　接受日期：２０１２１２０４）
（本文编辑：乔　虹）

·６０３· 中国药理学与毒理学杂志２０１３年４月第２７卷第２期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ２，Ａｐｒ２０１３


