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ILＧ１诱导肝癌小鼠炎症及免疫反应的实验研究
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【摘　要】　目的　通过建立肝癌小鼠模型,观察ILＧ１刺激肝癌小鼠后对肝癌炎症及免疫微环境的影响.方法　饲养２０
只 NPG级小鼠,予SMMCＧ７７２１肝癌细胞在肝包膜下直接接种,待瘤体长出后,随机分为ILＧ１干预组和对照组,ELISA方

法观察ILＧ１０和ILＧ８干预前后的表达,流式细胞术观察 CD４＋ 和 CD２５＋ 的表达情况.结果　小鼠有１７只成瘤,成瘤率为

８５％.把１７只成瘤小鼠分为对照组７只,干预组１０只;干预组予ILＧ１腹腔连续注射３d后发现有６只瘤鼠死亡,４只精神

萎靡,５d后小鼠全部死亡;对照组小鼠无死亡情况.ILＧ８在干预后的表达较干预前明显上调 (P＜０􀆰０５),ILＧ１０在干预后

的表达较干预前升高,但两组比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).CD４＋CD２５＋ 占 CD４＋ 的比值在干预后的表达均较干预

前有上调 (P＜０􀆰０５).结论　肝癌小鼠内存在炎症和免疫反应,ILＧ１可以诱导肝癌小鼠的炎症和免疫反应强化.
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【Abstract】　Objective　Toestablishamousemodeloflivercancertoobservetheeffectsontheinflammationandimmune
microenvironmentoflivercancerinmicestimulatedbyILＧ１．Methods　AtotaloftwentyNPGmicewerebredandinoculateddiＧ
rectlyunderthelivercapsulewithsmmcＧ７７２１hepatocarcinomacellline．Aftertumorgrowth,theywererandomlydividedinto
theILＧ１interventiongroupandthenonＧinterventiongroup．TheexpressionsofILＧ１０andILＧ８beforeandafterinterventionwere
observedbyELISA,andtheexpressionsofCD４＋ andCD４＋CD２５＋ wereobservedbyflowcytometry．Results　Tumorigenesis
ratewas８５％in２０NPG mice．The１７tumorＧformingnudemiceweredividedintocontrolgroup(７)andinterventiongroup
(１０)．After３daysofcontinuousintraperitonealinjectionofILＧ１,６miceintheinterventiongroupdiedand４micewerefoundto
belistless．Allthemicediedonthefifthday．Thecontrolgrouphadnodeath．ExpressionofILＧ８,ILＧ１０andCD４＋CD２５＋

weredetectedinthecontrolgroup．ILＧ８aftertheinterventionofexpressionsignificantlyraised(P＜０􀆰０５),comparedwithbeＧ
fore,ILＧ１０aftertheinterventionintheexpressionofahigherbeforeandaftertheintervention,butnoobviousdifferencecomＧ
paredthetwogroups(P＞０􀆰０５)．TheexpressionofCD４＋CD２５＋/CD４＋ afterinterventionhavebeenraised(P＜０􀆰０５),comＧ
paredwithbefore．ExpressionofILＧ８,ILＧ１０andCD４＋CD２５＋ weredetectedinthecontrolgroup．Conclusion　ThereareinＧ
flammatoryandimmuneresponsesinlivercancermice,andILＧ１caninduceinflammationandimmuneenhancementinliver
cancermice．

【Keywords】hepatocarcinomamicroenvironment;inflammation;immunity;hepatocarcinomamodel

　　肝细胞肝癌 (HCC)是重要的世界性健康问题,目前

研究者普遍认为,肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存的环境,
可以逃避机体的免疫监视,并不断发生增殖、侵袭和转移等

一系列生物学行为[１Ｇ２].其中巨噬细胞在肿瘤微环境中起着

重要作用,参与肿瘤的免疫调控和持续性炎症反应[３].白介

素１(ILＧ１)是体内作用最强的炎症介质之一,由多种细胞

因子分泌,机体在正常状态下含量很低[４].因此本课题拟通

过小鼠皮下直接接种实验建立肝癌模型,通过ILＧ１刺激成

瘤肝癌小鼠体内炎症反应,初步明确肝癌微环境中的炎症和

免疫情况,预期为肝癌的治疗提供一个新的综合治疗方法.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:NPG小鼠２０只,雄性,体质量２０~２５g,５~
６周龄,由北京维通达生物技术有限公司提供 [动物生产许

可 证 号:SCXK (京 )２０１４Ｇ０００１; 质 量 合 格 证 号:

７０６０４３５６].将实验动物分为两组,对照组和实验组各１０
只.实验动物由福建中医药大学实验动物中心 (SPF级)饲

养,恒湿 (４６％~５１％)、恒温 (２６~２８ ℃)、SPF级环境,

小鼠饲养于超净饲养箱中,予紫外线灭菌处理过的水和饲料

喂养,实验前适应性喂养１周.ILＧ１抗体 (批号 P０００５０)、

ILＧ１０ (批号 RK０００２３)、ILＧ８ (批号 RK０００１１)、CD４＋ (批

号５１７７３８)和CD２５＋ (批号５５０６２８)均购自武汉爱博泰克

生物科技公司.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　细胞培养:SMMCＧ７７２１肝癌细胞由福州市传染病医

院中心实验室惠赠.细胞在含１０％ 胎牛血清及１×１０５ U/L
青霉素、１００mg/L庆大霉素的 DMEM 高糖培养基,置于
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３７℃、５％ CO２、饱和湿度培养箱中培养.

１􀆰２􀆰２　小鼠造模:将对数生长期的肝癌细胞消化、离心,
把所得的约１×１０７/mL个细胞溶于PBS溶液中.将 NPG小

鼠使用１０％水合氯醛麻醉后,在左侧腹腔做一长约１cm 的

横断面切口,轻轻按压小鼠胸骨及腰部,挤压出肝左叶,充

分暴露肝脏,注射于小鼠肝脏内,用１mL规格的胰岛素注

射针吸取５０μL细胞悬液,进针深度约１􀆰０cm.后用４Ｇ０丝

线缝合伤口,活力碘消毒伤口,并静推青霉素３d抗感染,
术后４h后予５％葡萄糖注射液补液１２h,后正常饲养.造

模后１周左右可见到皮下开始出现肿块硬结,１０~１４d皮下

成瘤.成瘤后开始给药:对照组不予处理;干预组将ILＧ１
组予小鼠０􀆰５μg/(kg􀅰d),每日１次,连续腹腔注射给药３
d.采集小鼠治疗前后的外周血进行后续试验.

１􀆰２􀆰３　EILSA 检测:采用双抗体夹心 ABCＧELISA 法检测

ILＧ８、ILＧ１０的表达情况.取外周血２０００rpm 离心１０min,
取上清液待检.具体步骤如下:１)加样:每个血清样本均

设置３个孔,并在每孔加标准液各１００μL,充分混匀后３７
℃放置４０min.２)洗板:用洗涤液洗４~６次,滤纸上印

干;３)加蒸馏水２５μL,分别加ILＧ８、ILＧ１０一抗各２５μL,
两者充分混匀后于３７℃放置２０min;４)洗板;５)每孔加

酶标抗体１００μL于３７℃放置１０min;６)洗板;７)每孔加

底物１００μL于３７ ℃暗处１５min;８)加１００μL终止液混

匀;９)３０min内在酶标仪４５０nm 处测吸光值 (A 值).

１􀆰２􀆰４　流氏细胞术:取小鼠外周血１００μL,加入 FITC抗

人CD４、PE抗人 CD２５ 各１０μL,轻轻涡旋,避光孵育１５
min;２)向管中加入４５０μL溶血素,避光孵育１５min,轻

轻涡旋;３)上流式细胞仪检测 CD４＋CD２５＋ 调节性 T 细胞

表达变化比例.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS２０􀆰０统计软件进行分析.计

量资料以均数±标准差表示,符合正态分布资料采用配对资

料t检验,非正态分布资料采用秩和检验.P＜０􀆰０５为差异

有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　小鼠肝癌模型的建立及成瘤情况:将对数生长期的

SMＧ７７２１细胞制备成单细胞悬液,通过肝脏直接接种注射后

观察发现,随着时间的推移,各组小鼠均有不同程度的皮毛

失去光泽,萎靡不振,反应迟缓,喜静,平均在第８天左右

瘤体开始出现,在第１５天有８５％ (１７/２０)的小鼠成瘤,
无死亡情况.

２􀆰２　ILＧ１干预后对瘤鼠存活的影响:把造模成功的小鼠随

机分为对照组７只和ILＧ１干预组１０只.在干预后第２天,
小鼠毛发稀疏,精神萎靡,饮食下降,伴有发热,腹泻等表

现.在第３天干预组开始出现小鼠死亡现象,在第５天全部

小鼠死亡;而对照组无死亡现象.

２􀆰３　ILＧ１干预肝癌小鼠后炎症反应情况比较:ILＧ１处理后

第３天取小鼠外周血,采用双抗体夹心 ABCＧELISA 法检测

ILＧ８、ILＧ１０的表达情况.结果发现,在用ILＧ１干预后炎症

刺激因子LIＧ８表达量较对照组明显上升,而抑炎因子 LIＧ１０
表达上升不明显,这说明ILＧ１干预后可明显促进肝癌的炎

症反应.见表１.

表１　ILＧ１干预肝癌小鼠后炎症反应情况 (pg/mL,x±s)

　组别 干预前 干预后 t值 P 值

ILＧ８
　对照组 ２１５􀆰３３±７６􀆰７９ ２２１􀆰１４±５８􀆰８０ ０􀆰２６６ ０􀆰７９９
　干预组 ２６４􀆰５６±９３􀆰１６ ３０３􀆰７１±９１􀆰９５ ８􀆰０８８ ０􀆰００４
ILＧ１０
　对照组 ９１􀆰２７±７５􀆰４７ ８９􀆰１０±４０􀆰５７ １􀆰３４８ ０􀆰２６６
　干预组 ９９􀆰１１±９５􀆰８９ １５３􀆰８５±７５􀆰４７ １􀆰８９０ ０􀆰０５９

２􀆰４　ILＧ１对肝癌小鼠免疫反应的影响:ILＧ１处理后第３天

取小鼠外周血,用CD４＋ 和CD２５＋ 标记后采用流式细胞术检

测两者的表达情况,结果 发 现 LIＧ１ 干 预 后 的 小 鼠 CD４＋

CD２５＋ 占CD４＋ 的比例均较干预前明显增加,且两组比较,
差异有统计学意义 (P＜０􀆰０１).见图１.

图１　肝癌小鼠ILＧ１干预前后CD４＋ 和CD２５＋ 表达情况

３　讨论

肿瘤微环境 (TME)是肿瘤细胞赖以生存和发展的复

杂环境,其细胞成分和非细胞成分共同为肿瘤生长起到支撑

的作用.巨噬细胞是 TME中的重要组成成分,又称为肿瘤

相关巨噬细胞 (tumorＧassociated macrophage,TAM).外

周血单核细胞在肿瘤细胞分泌的各种趋化因子和细胞因子的

作用下迁移至肿瘤局部,在肿瘤微环境的作用下进一步分化

成 TAM.作为肿 瘤 组 织 中 浸 润 白 细 胞 的 重 要 组 成 部 分,

TAM 的选择激活与肝癌的病程进展关系密切.动物实验证

实,白细胞介素作为肿瘤炎性微环境的重要组分,参与了诱

导肿瘤血管生成和肿瘤的转移,与肿瘤进展密切相关[５].
探讨肝癌的肿瘤微环境的调控是目前研究的热点和重

点.目前认为肝脏细胞在经历外界不同刺激后通过促进细胞

坏死、凋亡以及分泌多种蛋白形成炎症微环境,从而参与肝

肿瘤的发生和发展[６].因此本课题拟通过建立肝癌微环境动

态观察肝癌内的炎症和免疫反应.相对于常见的造模方式,
通过尾静脉注射或皮下接种肿瘤细胞的方法进行的动物造模

实验,上述两种耗时间,同时一般接种的小鼠都是免疫缺陷
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小鼠,最佳造模时间短暂,用上述两种很容易导致小鼠死

亡,影响观察时间.因此本课题优化造模方式,用肝癌细胞

系直接肝内注射包埋的方式,耗时短,结果发现在术后１周

有瘤体长出,最晚术后１０d长出肿瘤,成瘤率约为８５％,
比上述两种成瘤效果更高,且老鼠死亡率也较低.

随后用ILＧ１炎症刺激因子对小鼠进行干预实验,３d后

发现干预小鼠开始出现精神萎靡,甚至死亡,待５d后实验

组小鼠全部死亡,而对照组无一例死亡.两组瘤体大小变化

不大,追寻原因,可能是ILＧ１干预组体内炎症反应强烈,
造成机体内炎症免疫紊乱,而小鼠无法对抗体内强烈的炎症

免疫反应,致使精神欠佳.ILＧ８,又称为趋化因子,是巨噬

细胞和上皮细胞等分泌的细胞因子,主要由核Ｇ巨噬细胞产

生,主要参与机体的炎症反应.ILＧ１０是一种多细胞源、多

功能的细胞因子,调节细胞的生长与分化,参与炎性反应和

免疫反应,是目前公认的炎症与免疫抑制因子.因此用上述

两种因子进行检测发现,ILＧ８在干预后的表达明显高于在

干预前和对照组的表达.ILＧ１０ 在干预后表达也有上升,相

对于干预前和对照组,表达上升不明显,可能是ILＧ１处理

后刺激机体炎症反应增加.ILＧ８作为一种炎症趋化因子,
刺激局部炎症反应增强,而ILＧ１０作为一种抑炎因子,在刺

激后反应落后于刺激因子的表达水平.
肿瘤浸润淋巴细胞主要存在于炎性浸润的实体肿瘤内

部,被认为是宿主抗肿瘤反应的主要效应细胞.研究认为

CD４＋CD２５＋ 调节性 T细胞主要抑制肿瘤细胞的免疫反应,
引起肿瘤细胞逃避机体的免疫监视,从而促进肿瘤的发生和

发展[７Ｇ８].结合本文,ILＧ１干预后 CD４＋CD２５＋ 调节性 T 细

胞占CD４＋T细胞的比值较干预前和对照组均明显升高,而

对照组治疗前CD４＋CD２５＋ 占 CD４＋ 的比例无明显差别.结

果推测随着肝癌内环境炎症反应的加强,免疫抑制作用也加

强,从而更容易引起肝癌的侵袭和转移.
综上,肝癌体内存在免疫和炎症发应,两者是同时存在

的,但两者之间有无协同作用,是否通过调控体内的炎症反

应进而促进肝内的免疫反应,促进瘤细胞的免疫逃逸,将进

一步通过肝癌炎症和免疫的调控机制的研究来揭示肝癌发生

发展的生物学行为.
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有机磷农药、高糖高脂饮食对二乙基亚硝胺诱发的大鼠肝癌模型肝组织
损伤的实验研究
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１　通信作者

【摘　要】　目的　研究低剂量三唑磷暴露、高糖高脂饮食对二乙基亚硝胺 (DEN)诱发的大鼠肝癌模型肝组织病理的

影响.方法　将正常６周龄雄性SD大鼠７０只随机分为４组,分别为对照组 (１０只)、DEN 组 (２０只)、农药组 (２０只)、
双高组 (２０只).除对照组外,其余３组分别进行间歇腹腔注射 DEN、腹腔注射 DEN＋有机磷农药饮水、腹腔注射 DEN＋
高脂高糖饲料的处理,观察大鼠的饮食、毛色、精神及活动情况,每周测量大鼠体质量,每隔４周解剖部分大鼠观察肝脏形

态,造模１６周时解剖大鼠观察肝脏病理学形态.结果　对照组大鼠饮食活动正常,毛色自然.实验组随着 DEN注射次数的

增加,均出现不同程度的消瘦、脱毛、毛发枯槁、活动减少等现象.造模后,各实验组大鼠平均体质量均低于对照组.实验

第１６周时,DEN组、农药组及双高组的肝脏形态皆出现明显的病理改变,各组的病变严重程度为:双高组＞农药组＞DEN
组.结论　农药污染、高糖高脂饮食可促进 DEN诱导肝脏由肝炎Ｇ肝硬化的发展过程;施加低剂量三唑磷、高糖高脂饮食因

素诱导的肝癌发展过程在组织形态学上更接近临床真实病例,这为改进 DEN肝癌大鼠模型提供有力的实验依据.
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