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摘要： 目的　探讨无需缝合的外科嵌入式方法在复制小鼠原位肝癌（HCC）肿瘤模型中的应用，并评估

该模型在肿瘤生物学研究中的价值。方法　通过体外培养Hepa1-6细胞至适宜浓度，并采用小动物一体式麻

醉系统对C57 BL/6J小鼠实施麻醉。该研究采用细胞法、挂线法和嵌入法复制原位肝癌移植瘤模型，并对手

术时长、小鼠复苏时间及存活率进行比较。此外，通过 MRI 技术动态监测肿瘤的形成过程，并对比 3 种方

法的肿瘤成瘤率、单瘤率及腹壁肿瘤种植率。通过病理学检测评估肿瘤组织的结构和病理特征。结果　细胞

法组手术时间较挂线法组短（P <0.05），嵌入法组手术时间较挂线法组短（P <0.05），细胞法组与嵌入法组手术

时间比较，差异无统计学意义（P >0.05）。细胞法组复苏时间较挂线法组短（P <0.05），嵌入法组复苏时间较挂

线法组短（P <0.05），细胞法与嵌入法复苏时间比较，差异无统计学意义（P >0.05）。MRI 结果显示，挂线法组

肿瘤呈块状生长，可见分隔及类圆形伪影，局部观察受限。细胞法组肿瘤呈片状不规则生长，可见多发肿瘤。

嵌入法组肿瘤呈团块状均匀生长，边缘较清。细胞法组模型复制后第 7 天平均肿瘤体积较挂线法组大（P <

0.05），嵌入法组模型复制后第 7 天平均肿瘤体积较挂线法组小（P <0.05），细胞法组与嵌入法组模型复制后第

7 天平均肿瘤体积比较，差异无统计学意义（P >0.05）。各组模型复制后第 21 天平均肿瘤体积比较，差异无统

计学意义（P >0.05）。各组平均肿瘤重量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。各组单瘤率、腹壁肿瘤种植率比

较，差异有统计学意义（P <0.05），嵌入法组单瘤率较细胞法组高（P <0.05）。各组成瘤率比较，差异无统计学意

义（P >0.05）。HE 染色结果示，各组肿瘤细胞呈巢状分布，排列紧密，核深染呈分裂象，肿瘤浸润肝组织，

符合肝癌病理学特点。结论　采用嵌入法复制的原位移植瘤小鼠模型操作简单，手术时间短，可重复性高，

为肝癌的相关基础实验研究及在体动态监测提供了一种重要的实验工具。
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establishment of mouse model of hepatocellular carcinoma (HCC) and to assess the value of this model in tumor 

biology researches.  Methods Hepa 1-6 cells were cultured in vitro to an appropriate density, and C57 mice were 

subjected to anesthesia using a small animal all-in-one anesthesia system. In this study, three techniques, including 

the cellular method, the hanging method and the implantation method, were used to replicate the orthotopic 

transplantation hepatocellular carcinoma model. The operative duration, and the recovery time and the survival rate 

of mice were compared. In addition, the process of tumor formation was dynamically monitored by magnetic 

resonance imaging (MRI), and the tumor formation rate, the single tumor rate, and the abdominal wall tumor 

implantation rate were compared among the three methods. The structural and pathological features of the tumor 

tissues were evaluated by pathological examinations.  Results The operative duration of the cellular method was 

shorter than that of the hanging method (P < 0.05), and that of the implantation method was shorter than that of the 

hanging method (P < 0.05). There was no difference in the operative duration between the cellular method and the 

implantation method (P > 0.05). The recovery time of mice in the cellular method group was shorter than that in the 

hanging method group (P < 0.05), and that in the implantation method group was shorter than that in the hanging 

method group (P < 0.05). There was no difference in the recovery time of mice between the cellular method group 

and the implantation method group (P > 0.05). The MRI exhibited that the tumors in the hanging method group grew 

in a nodular pattern, with septa and roundish artifacts, and that parts of the tumors were not well visualized. The 

tumors in the cellular method group grew irregularly and in a lamellar pattern, with multiple lesions observed. The 

tumors in the implantation method group grew in a lump-like, uniform manner with relatively clear margins. The 

mean tumor volume 7 days after modeling in the cellular method group was larger than that in the hanging method 

group (P < 0.05), and that in the implantation method group was smaller than that in the hanging method group (P < 

0.05). There was no difference in the mean tumor volume 7 days after modeling between the cellular method group 

and the implantation method group (P > 0.05). The mean tumor volume 21 days after modelling was not different 

among the three groups (P > 0.05). The mean tumor weight was also not different across the groups (P > 0.05). There 

were differences in the single tumor rate and the abdominal wall tumor implantation rate among the groups (P < 

0.05), and the single tumor rate in the implantation method group was higher than that in the cellular method group 

(P < 0.05). There was no difference in the tumor formation rate among the groups (P > 0.05). The HE staining 

demonstrated that tumor cells in all groups were distributed in a nest-like pattern and arranged closely with deeply 

stained nuclei showing mitotic figures, and that the tumors infiltrated liver tissues, consistent with the pathological 

characteristics of hepatocellular carcinoma.  Conclusions The mouse model of hepatocellular carcinoma via 

orthotopic implantation is easy to operate, and has a short operative duration and high reproducibility. It provides an 

important experimental tool for basic researches and in vivo dynamic monitoring of hepatocellular carcinoma.

Keywords:  hepatocellular carcinoma; orthotopic transplantation tumor; magnetic resonance imaging

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是全球

第 6 大常见恶性肿瘤，病死率位居第 3 位，对公众健

康构成了重大威胁。据最新的流行病学研究，2020

年中国 HCC 的标准化发病比例为 18.2 例/10 万，标准

化病死比例为 17.2 例/10 万[1-2]。该数据不仅揭示了

HCC 在中国的高发病率和致死率，也突显了加强早

期诊断和治疗策略研究的迫切性。HCC 的隐匿性

导致许多患者在确诊时已错过最佳治疗时机，增加

了治疗的复杂性[3]。鉴于此，复制良好的肝癌动物

模型深入研究 HCC 的生物学特性，特别是与肿瘤微

环境及免疫系统之间的相互作用，对于开发有效的

治疗策略至关重要[5-6]。体内原位模型是一个模拟

HCC 生物学行为的重要工具，能够精确地模拟 HCC

的形态学、组织学和生化特性，促进肿瘤的临床治

疗策略和抗肿瘤药物研发[4]。此外，肝脏作为人体

的重要代谢器官[7]，其双重血供的特点及与肠道的

密切联系，使 HCC 的研究相较于其他癌症领域更依

赖于原位模型的使用[8-9]。因此，开发出能够合理模

拟 HCC 与肿瘤微环境及免疫系统之间相互作用的

小鼠原位 HCC 模型，对于深入理解 HCC 的生物学特

性至关重要[10]。尽管目前已有学者采用不同的方法

来复制小鼠原位 HCC 模型并取得了一定的效果，如

肿瘤细胞注射法、化学诱导法、转基因动物模型及

类 器 官 模 型 等 ，但 是 现 有 的 复 制 方 法 存 在 操 作 复

杂、耗时长及可能对动物造成一定创伤的问题[11]。

因此，为克服这些不足，本研究旨在开发一种改良
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的基于 C57BL/6J 小鼠的 HCC 瘤块原位嵌入技术来

复制小鼠原位 HCC 模型。该技术具有手术时间短、

成瘤率高、操作简单高效等优点，预期将为复制可

靠且可重复的动物模型提供一种实际可行的方法，

从而推动 HCC 的研究进展。

1 材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 C57 BL/6J 雄 鼠 30 只 ，4～6 周 龄 ，体 重

18～20 g；SPF 级 BALB/c 裸鼠 3 只，6 周龄，体重 19～

22 g。小鼠均购于广东省医学实验动物中心[SCXK

（粤）2022-0002]，饲养于海南医学院实验动物中心

[SYXK（琼）2022-0013]。小鼠在恒温、恒湿，光照遵

循昼夜节律，室内温度 25～26℃环境下喂养，喂养

饲料为 SPF 级无菌标准饲料，饮用水为灭菌水，每笼

饲养 5 只小鼠。本实验经海南医学院实验动物伦理

委员会批准（No：HYLL-2023-465）。实验过程中严

格遵守 3R 原则给予实验动物人道主义关怀。

1.2　实验材料与试剂

小鼠 HCC 细胞株 Hepa1-6 购自中国科学院细胞

库。DMEM 培养基购自武汉普诺赛公司、胎牛血清

和胰酶消化液均购自美国 Gibco 公司，高浓度基质

胶购自美国 BD Biocoat 公司，细胞培养瓶、15 mL 及

50 mL 离心管均购自美国 CORNING 公司。5-0 不可

吸收缝合线购自宁波市成和显微器械厂，7-0 可吸

收缝合线购自上海浦东金环股份有限公司。

1.3　实验仪器与设备

直镊、弯镊、持针器、手术剪、细胞夹均购自上

海普伦科技有限公司，1 mL 注射器购自康力医疗器

械有限公司，10 μL 微量注射器购自哈美顿实验器

材有限公司，一体式麻醉系统购自美国 MIDMARK

公司，Discovery MR750W 3.0T 磁共振购自美国通用

公司。

1.4　实验方法

1.4.1 　 Hepa1-6 细胞实验 　Hepa1-6 细胞从液氮罐

中取出后，立即在 37 ℃水浴锅中摇晃至细胞完全解

冻。将细胞移入装有 5 mL 完全培养基的 15 mL 离心

管内，以 1 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，重新加入

3 mL 完全 DMEM 培养基，吹打均匀后移至细胞培养

瓶，培养箱条件为 37 ℃、5% 二氧化碳。细胞复苏

后，连续培养 2 代，将处于对数生长周期的细胞消化

离心，并用 PBS 重悬细胞，根据实验需求调整细胞浓

度，置于冰上等待后续实验。

1.4.2 　 小鼠麻醉 　采用气体麻醉小鼠，麻醉剂为异

氟烷。将小鼠先放入一个相对密封、透明的有机材

料制作的长方形盒子，通入高浓度气体（氧气与异

氟烷混合形成的一种麻醉气体）。麻醉后将小鼠从

盒内取出，套上小动物专用麻醉头套，持续通入低

浓度气体，保持麻醉状态。

1.4.3 　 HCC 皮下移植性肿瘤复制 　用无菌注射器

吸取 0.1 mL 细胞浓度为 1×107 个/mL 的 Hepa1-6 细

胞 悬 液 ，接 种 于 裸 鼠 右 侧 腋 窝 皮 下 ，等 待 成 瘤 后

备用。

1.4.4 　 原位 HCC 移植瘤模型小鼠复制及分组 　将

实验 C57 小鼠随机分为 3 组复制原位 HCC 模型，分

别 为 细 胞 法 组 、挂 线 法 组 、嵌 入 法 组 ，每 组 10 只 。

HCC 肿瘤组织块备用：安乐死裸鼠 ，取 下 生 长 良 好

的 皮 下 移 植 瘤 瘤 体 放 于 培 养 皿 内 置 于 冰 上 ，用 无

菌 PBS 冲洗 2 次，随后用眼科剪将组织剪成大小约

为 1 mm×2 mm×1 mm 的肿瘤组织块后备用。小鼠

提前禁食禁水，并剃去腹部毛发，利用麻醉系统麻

醉后将小鼠固定于配套硬板上。小鼠取仰卧位，用

碘伏对小鼠中下腹部进行消毒，用组织剪沿剑突下

方作纵行切口，长度 1.0～1.5 cm，随后用细棉签轻

轻将肝脏推挤至腹部开口处，暴露肝左叶，挤出部

分肝脏。

细胞法组：调整细胞浓度，与基质胶按 3∶2 混

合，随后使用注射器吸取混合细胞悬液，保证浓度

为 2×106 个/mL 细胞，随后沿肝左叶边缘呈 45°角进

入后平行进针 1 cm，注入细胞悬液。注入完毕后停留

1 min，再缓慢出针。

挂线法组：先用自带缝合线的 7-0 可吸收缝合

针穿过选取好的肿瘤组织块，再从肝左叶内侧穿过

外侧，轻打 1 个手术结，拉紧后剪断手术缝合线。

嵌入法组：选取大小合适的肿瘤组织块，置于

棉签上吸干液体，用 10 μL 微量注射器薄涂一层高

浓度基质胶于组织块外层。后用细胞夹（见图 1）于

肝左叶部位轻轻竖向划开小缺口，用无菌棉签按压

20 s，少许出血止血后将组织块平行嵌入肝内，并涂

入 少 许 基 质 胶 ，再 用 新 的 无 菌 棉 签 按 压 10 s 左 右

（见图 2）。

上述操作完成后，将肝左叶缓缓推回腹腔，依
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次使用 7-0 可吸收缝合线和 5-0 不可吸收缝合线缝

合小鼠腹膜及皮肤。缝合完毕后使用碘伏棉签擦

拭小鼠伤口，并将小鼠置于小动物专用加热毛毯保

持 体 温 直 至 苏 醒 。 苏 醒 后 放 回 饲 养 笼 ，正 常 给 水

饮食。

1.4.5 　 原位 C57 小鼠术后观察及肿瘤生长情况 　观

察各组小鼠术后一般情况、活跃状态、饮水进食情

况、存活时长。在 HCC 原位移植瘤 C57 小鼠模型复

制后第 7 天、第 21 天采用 Discovery MR750W 3.0T 磁

共振扫描，动物仰卧，行上腹部常规 MR 扫描，成像

方向包括横轴面、冠状面、矢状面，成像序列为 T2WI

序列，层厚 1.6 mm、层距 2 mm。小鼠肿瘤分别测量

长（a）、宽（b）、高（c），肿瘤体积= a×b×c/2。嵌入组

C57 小鼠实验流程图见图 3。

1.4.6 　 C57 小鼠原位移植肿瘤组织病理学检查 　肿

瘤小鼠处死后观察肿瘤大体形态，取肿瘤组织标本

用 4% 多聚甲醛固定，常规脱水、石蜡嵌入、切片染

色，显微镜下观察。

1.5　统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 8.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素

方差分析，两两比较用 Tukey 的多重比较检验；计数

资料以率（%）表示，比较用 χ2 检验，两两比较用 χ2

分割法。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组手术时间、复苏时间及术后状态比较

挂线法组手术时间为（6.61±0.94）min，细胞法

组为（3.32±0.47）min，嵌入法组为（3.61±0.41）min，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =77.550，

P =0.000），细 胞 法 组 手 术 时 间 较 挂 线 法 组 短（P <

0.05），嵌入法组手术时间较挂线法组短（P <0.05），

细胞法组与嵌入 法 组 手 术 时 间 比 较 ，差 异 无 统 计

学 意 义（P >0.05）。 细 胞 法 组 复 苏 时间为（4.16±

0.84）min，嵌入法组为（3.98±0.87）min，挂线法组为

（12.89±0.97）min，经单因素方差分析，差异有统计

学意义（F =324.600，P =0.000）；细胞法组复苏时间

较挂线法组短（P <0.05），嵌入法组复苏时间较挂线

法组短（P <0.05），细胞法与嵌入法复苏时间比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。

嵌入法组、细胞法组小鼠苏醒后状态佳，活动

正常；挂线法组苏醒后状态差，活动弱，体温偏低。

术后 1 d 嵌入法组、细胞法组小鼠正常饮水进食，未

见死亡，伤口恢复较迅速。挂线法组小鼠术后 1 d 存

活率为 60%，存活小鼠 2～3 d 后体重、伤口缓慢恢复。

5 mm 5 mm 5 mm

5 mm 5 mm5 mm

图2　嵌入瘤块操作流程图

图1　超细手术夹
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2.2　各组原位HCC小鼠模型成瘤情况

MRI 结果示，挂线法组肿瘤呈块状生长，可见分

隔及类圆形伪影，局部观察受限。细胞法组肿瘤呈

片状不规则生长，可见多发肿瘤。嵌入法组肿瘤呈

团块状均匀生长，边缘较清。见图 4。

2.3　各组模型复制后第 7 天、第 21 天平均肿瘤体

积比较

挂线法组模型复制后第 7 天平均肿瘤体积为

（49.72±10.39）mm3，细胞法组为（53.83±8.95）mm3，

嵌入法组为（46.28±7.03）mm3，经单因素方差分析，

差异有统计学意义（F =1.807，P =0.183）；细胞法组

平均肿瘤体积较挂线法组大（P <0.05），嵌入法组平

均肿瘤体积较挂线法组小（P <0.05），细胞法组与嵌

入法组模型复制后第 7 天平均肿瘤体积比较，差异

无统计学意义（P >0.05）。挂线法组模型复制后第

21 天 平 均 肿 瘤 体 积 为（148.95±17.20）mm3，细 胞 法

组 为（139.11±26.51）mm3，嵌 入 法 组 为（149.94±

15.11）mm3，差异无统计学意义（F =0.877，P =0.428）。

2.4　各组肿瘤剖检和HE染色结果比较

肿瘤剖检结果显示肿瘤大小、形态及瘤体边界

与 MRI 测 量 一 致 。 挂 线 法 组 平 均 肿 瘤 重 量 为

（0.16±0.01）g，细胞法组为（0.15±0.01）g，嵌入法组

为（0.16±0.01）g，经单因素方差分析，差异无统计学

意义（F =3.000，P =0.067）。各组单瘤率、腹壁肿瘤

种 植 率 比 较 ，经 χ2 检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05），嵌入法组单瘤率较细胞法组高（P <0.05）。各

组成瘤率比较，经 χ2 检验，差异无统计学意义（P >

0.05）。见表 1。

HE 染色结果示，各组肿瘤细胞呈巢状分布，排

列紧密 ，核深染呈分裂象 ，肿瘤浸润肝组织 ，符合

HCC 病理学特点。见图 5。

图3　C57小鼠肿瘤嵌入实验流程图

挂线法组

细胞法组

嵌入法组

箭头示为高信号肿瘤。

图4　小鼠HCC T2WI MRI图像

表 1　各组肿瘤剖检结果比较 （n =10， %）

组别

挂线法组

细胞法组

嵌入法组

χ2 值

P 值

单瘤率

60

40

100

8.874

0.013

成瘤率

90

70

100

3.391

0.290

腹壁肿瘤种植率

40

0

0

6.876

0.022

100 μm

100 μm

100 μm

挂线法组

细胞法组

嵌入法组

图5　实体瘤组织病理切片和解剖图　（HE 染色×100）
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3 讨论

本研究成功复制了一种无需缝合的外科嵌入

式小鼠 HCC 肿瘤模型，并通过比较细胞法、挂线法

和嵌入法 3 种不同技术，深入探讨了嵌入法在构建

该模型中的优越性。嵌入法组手术时间及小鼠复

苏时间显著缩短，不仅减轻了动物手术创伤，也提

高了实验效率。此外，嵌入法组在单瘤率上的显著

优 势 ，为 肿 瘤 的 一 致 性 和 可 重 复 性 研 究 提 供 了 保

障。MRI 结果显示，嵌入法构建的肿瘤生长均匀，形

态呈团块状，这与病理学检查结果相一致，进一步

证 实 了 该 方 法 在 模 拟 人 类 HCC 发 展 中 的 有 效 性 。

这些发现表明，嵌入法不仅操作简便，而且能够提

供稳定可靠的肿瘤模型，这对于后续的肿瘤生物学

特性研究、药物筛选和治疗策略评估等实验研究具

有重要的应用价值。

在生物医学研究中动物实验发挥了核心作用，

但目前还没有一种动物模型能够概括人类癌症的

所有遗传和生物学的特征[12-14]。了解现有动物模型

的局限性和优势将强调其在人类肿瘤早期检测和

治 疗 方 面 的 潜 力[15-17]。 从 所 有 不 同 的 研 究 目 的 来

说，没有任何理想的 HCC 模型[18]。原位 HCC 模型拥

有不同的复制方式，例如诱导模型[19]、基因工程小

鼠[20]、人源化模型[21] 和移植模型[22]。目前在研究中

用得最多的就是移植模型，其中皮下肿瘤小鼠模型

因 为 复 制 方 法 简 单 ，成 瘤 迅 速 已 成 为 常 用 模 型 之

一。然而，皮下肿瘤模型并没有考虑到肝脏的微环

境。同样，HCC 模型可以使用原位注射 HCC 肿瘤细

胞或者是移植瘤块，但这通常需要外科手术，可能

在技术上存在一定难度。

本研究使用 C57BL/6J 野生型小鼠和来源 C57 小

鼠的 Hepa1-6 HCC 细胞系构建改良一种瘤块原位移

植方法优化原位 HCC 小鼠实验模型。由于 C57 小鼠

自身有较强的免疫力，已成为肿瘤治疗、微环境等

研究的常用小鼠[23]。本实验采用嵌入法复制小鼠原

位 HCC 模型，并与其他现有常规方法进行比较。结

果 显 示 与 细 胞 法 组 对 比 ，嵌 入 法 组 虽 然 在 手 术 时

间、术后复苏时间及术后小鼠状态上无明显差异，

但在肿瘤的成瘤率及单瘤率上具有明显优势，极大

地提高了模型复制的成功率并且不会造成肝内及

肝外的非特异性种植。分析其原因在于细胞法组

在注射细胞过程由于肝脏质地脆弱，很容易扎穿，

或者由于细胞与基质胶浓度配比不对而造成漏液，

成瘤情况不可控，易造成多瘤形成。与挂线法组相

比，嵌入法组在操作手术时间、术后小鼠状态，以及

模型的单瘤率、成瘤率、腹壁肿瘤种植率等方面均

具有明显优势。虽然挂线法组只是轻微穿破肝脏

打结，但需将穿好肿瘤碎片的缝合线再次缝合到肝

脏上，对操作人员要求高。模型复制过程中易造成

缝合线上粘连癌细胞，造成癌细胞种植。挂线法组

小鼠复苏后不仅状态差，恢复也较为缓慢，病死率

较高，解剖发现其肝内打结部位易出现局部损伤及

肠道肿胀。

因此，相对于挂线法组损伤大、死亡率高以及

细胞法组瘤体生长不集中易造成肿瘤分散、种植等

缺陷，嵌入法组很好地避免了此类弊端且在技术上

简便易行，利于推广。但在实际操作过程中仍需注

意一些细节：①Hepa1-6 HCC 细胞株是一种上皮样

单层生长铁壁细胞，为提高实验目的可以体外多轮

筛选细胞及体内种植来增强细胞恶性程度[24]。②在

种植裸鼠皮下肿瘤时，需要保持 HCC 细胞的活性，

注射的部位为裸鼠的腋窝下为佳，且肿瘤于皮下生

长时建议采用 2 周左右的肿瘤进行移植瘤块接种，

否 则 过 大 的 肿 瘤 组 织 内 容 易 形 成 坏 死 影 响 活 性 。

③当使用手术操作夹在小鼠肝脏划出一小口时，使

用无菌棉签轻按压后基本可以止血，谨防用力。④
选取提前备好的肿瘤组织碎块，放置于无菌棉签上

吸干液体防止嵌入时较滑容易脱出。⑤在嵌入组

织块之前，在肝内嵌入口及组织块上薄涂高浓度基

质胶时要质地薄且均匀，并用无菌棉签擦拭多余嵌

入口表面基质胶。⑥在缝合时，腹膜采取 7-0 可吸

收缝合线，皮肤采取 5-0 不可吸收缝合线，原因是内

部使用较细的针头和缝合线可以减少瘢痕形成。

综上所述，本研究在肝脏原位移植性肿瘤的种

植上进行改良与创新，摸索了一套适合推广的小鼠

原位 HCC 模型复制方法。该方法具有稳定高、操作

简单、节约经济成本等优势，为后续的相关实验研

究和在体动态监测提供了可靠的模型基础。
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