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Abstract 
Objective: To establish a liver orthotropic transplantation tumor model with H22 cells, for the 
further development of the related experimental study. Methods: A certain number of H22 cells 
were directly injected in the left lobe of the liver in C57BL/6 mice, establishing a transplanted tu-
mor model of hepatocellular carcinoma in situ. Results: After 7 days of surgery, the liver surface 
appeared irregular size nodules, nodules increased with the prolongation of time increases, the 
late abdominal organs appeared invasion, adhesion, ascites was increased. Histopathological ex-
amination of liver tumor tissues and adjacent tissues of cancer showed that liver orthotropic 
transplantation tumor formation rate was 100%, no spontaneous regression. Conclusions: Ortho-
tropic injection of H22 cell established orthotropic transplantation tumor formation in the liver, 
and the tumor formation time was relatively short, tumor formation processes associated with 
organ metastasis and ascites. This model was reasonable to simulate the pathological and physio-
logical body of liver cancer in human, and could satisfy the requirement of research on liver can-
cer. 

 
Keywords 
Hepatocellular Carcinoma, Orthotropic Transplantation, Experimental Animal Models 

 
 

原位移植法建立肝脏H22肝癌细胞 
移植瘤小鼠模型 

韩  琛1,2，王恒孝1,2*，王朝霞3 

 

 

*通讯作者。 

http://www.hanspub.org/journal/wjcr
http://dx.doi.org/10.12677/wjcr.2015.51003
http://www.hanspub.org
mailto:wanghengxiao@aliyun.com
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


原位移植法建立肝脏 H22 肝癌细胞移植瘤小鼠模型 
 

 
16 

1山东省医学科学院基础医学研究所免疫室，济南 
2济南大学山东省医学科学院医学与生命科学学院，济南 
3山东省医学科学院基础医学研究所病理室，济南 
Email: *wanghengxiao@aliyun.com 
 
收稿日期：2014年11月24日；修回日期：2014年12月22日；录用日期：2014年12月30日 

 
 

 
摘  要 

目的：建立H22肝癌细胞小鼠肝脏原位移植瘤模型，为进一步开展相关实验研究做准备。方法：直接注

射一定数量的H22肝癌细胞于C57BL/6小鼠肝脏左叶，构建肝癌原位移植瘤模型。结果：术后7天小鼠

肝脏表面出现大小不一结节散在分布，随着时间延长结节增多增大，后期腹腔脏器出现浸润、粘连，腹

水增多。肝脏瘤组织及癌旁组织进行组织病理学检查，肝脏原位成瘤率100%，无自发消退。结论：原

位注射H22肝癌细胞株能在肝脏局部形成原位移植瘤，且成瘤时间相对较短，成瘤过程中伴有脏器转移、

腹水形成等，较好的模拟了机体原发性肝癌的病理生理学过程，能满足对肝癌相关研究的要求。 
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1. 引言 

建立肿瘤动物模型是研究肿瘤发病机制及开展肿瘤治疗相关研究的重要手段，动物模型应该尽可能

的接近人类肿瘤的自然生物学过程，包括肿瘤的发生、发展、浸润和转移[1]。目前在肝癌研究中多采用

异体移植法将肿瘤细胞株注射到动物皮下形成局部瘤块来构建移植瘤模型，相比机体原发性肝癌的形成

及病理生理学变化仍有一定不同。本研究通过将一定数量的 H22 肝癌细胞直接注射入具有完全免疫能力

的 C57BL/6 小鼠肝脏实质，观察其原位移植瘤成瘤的过程及状态，能较好的模拟人体肝癌生长过程，为

进一步抗肝癌免疫研究提供实验动物模型。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 实验动物 
雄性 C57BL/6 小鼠 3 0 只，6~8 周龄，体重（20±2）g，购自山东大学实验动物中心，实验动物生

产许可证号 SCXK(鲁)20090001，饲养于山东省医学科学院基础研究所实验动物房 IVC(智能型独立送回

风净化笼具)中，动物在室温(22±2)℃、相对湿度 50%条件下自由摄取食水，两周后开始试验。鼠源性

H22 腹水型肝癌细胞株由本室在液氮中长期保存。 

2.1.2. 主要试剂 
无菌生理盐水，磷酸盐缓冲液(PBS)，水合氯醛，10%中性甲醛。 

2.2. 方法 

2.2.1. 复苏细胞株腹腔接种 
自液氮罐中取出冻存管，在 38℃温水中快速摇动使细胞融化，吸取细胞悬液至无菌生理盐水中混匀，

mailto:wanghengxiao@aliyun.com
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1000 rpm/min，离心 5 分钟，弃去上清，用无菌生理盐水重悬细胞，调节细胞浓度至 1 × 107/mL。碘伏消

毒 C57BL/6 小鼠腹部皮肤，采用 1 ml BD 注射器抽取 0.2 ml 细胞悬液腹腔注射小鼠，约一周后形成腹水。

无菌抽取腹水进行传代，采用第 3 代传代细胞进行肝脏注射。 

2.2.2. 小鼠肝癌原位移植瘤模型的建立  
无菌抽取腹腔接种 H22 肝癌细胞株的小鼠腹水，加入 PBS 液混匀，1000 rpm/min，离心 5 分钟，弃

去上清，反复 PBS 洗涤、离心 2 次。无菌生理盐水重悬细胞，显微镜下细胞计数，经台盼蓝染色法检测

细胞存活率>95%，调节细胞浓度至 1.2 × 107/mL，置于冰上待用。采用 5%水合氯醛(0.6 ml/100 g)小鼠腹

腔注射进行麻醉，取仰卧位，固定于实验板上，碘伏消毒皮肤，剑突下沿腹中线纵行切口，逐层剪开皮

肤和腹膜，充分暴露肝左叶。用 50 μL 微量注射器抽取 50 μL H22 细胞悬液(含细胞数 6 × 106 个)，20˚角
刺入肝脏实质约 0.5cm 缓慢注入细胞悬液，停留片刻，注射完毕拔出针头，立即用无菌纱布轻压针孔至

肝脏表面不再渗血，逐层关腹。术后继续饲养，自由进食、进水。 

2.3. 观察指标及方法 

2.3.1. 肿瘤移植的观察 
分别于术后 7 天、14 天、21 天处死 7 只小鼠，肉眼观察移植瘤的大体形态及与周围器官粘连、腹水

形成情况。 

2.3.2. 组织病理学检查 
肝脏肿瘤组织经 10%中性甲醛固定，酒精梯度脱水，石蜡包埋，4μm 连续切片，HE 染色，在光学

显微镜下进行病理检查。 

2.3.3. 荷瘤小鼠的自然生存期观察 
9 只荷瘤小鼠未进行任何干预处理，观察自然生存期及肿瘤的自发消退率。 

2.4. 统计学处理 

实验数据以均数±标准差表示，利用 SPSS17.0 统计软件进行数据处理，P < 0.05 认为具有显著性差异。 

3. 结果 

3.1. 小鼠原位移植瘤模型建立 

术后 7 天、14 天、21 天处死小鼠，观察均形成肝原位瘤，肝原位成瘤率为 100%(30/30)，肿瘤自发

消退率为 0 (0/30)，无手术相关死亡。荷瘤小鼠自然生存期为 21~28 天。 

3.2. 组织病理分析 

术后 7 天处死 7 只小鼠，取出肝脏进行观察，肉眼可见 7 只小鼠肝左叶均出现散在 0.5~2.5 mm 乳白

色点状结节。术后 14 天处死 7 只小鼠，未见肿瘤自发消退，乳白色结节增多，散在分布，且体积明显增

大，可见有 2 只出现少量淡黄色腹水，肿瘤结节部分与腹腔脏器有轻微粘连。术后 21 天处死 7 只小鼠，

肿瘤组织呈鱼肉状，连接成片，与正常肝组织分界不清，肝脏质地轻度变硬，与腹腔胃、肠管等脏器 粘
连严重，4 只形成大量腹水，占 57.1%，颜色呈乳白色或血色(图 1 所示)。原位移植瘤在术后第 14 天左

右进入快速增殖期，至 21 天后肿瘤体积增长速度明显加快。 
光镜下观察，正常肝小叶结构消失，瘤细胞异型性明显，大小不等，形状各异，可见瘤巨细胞，染色质

明显增多，细胞核深染，呈现分叶、多核等病理性核分裂，肿瘤细胞排列紧密，呈浸润性生长(图 2 所示)。 
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Figure 1. The liver on the 14 days after surgery with C57BL/6 mice 
orthotropic transplantation tumor 
图 1. C57BL/6 小鼠肝癌原位移植术后 14 天肝脏 

 

 
Figure 2. The tissue of C57BL/6 mice orthotropic transplantation tu-
mor (HE × 200) 
图 2. C57BL/6 小鼠肝脏原位移植瘤组织切片(HE × 200) 

4. 讨论 

原发性肝细胞癌是临床常见的恶性肿瘤之一，每年我国发病约 36 万例，死亡约 35 万例，且呈上升

趋势，是仅次于胃癌和肺癌的第三大恶性肿瘤，严重影响人类健康和生活质量[2]。原发性肝癌在肿瘤形

成早期因没有明显的症状而常易被忽视，患者就医时多已经处于中晚期，其治疗仍以手术切除为主，但

术后易复发，各种综合治疗效果不佳[3]。肝脏被认为是机体最大的免疫器官，含大量的免疫淋巴细胞，
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如 NK 细胞、NKT 细胞、T 细胞，是天然免疫反应的重要组成部分，在抗感染免疫、抗肿瘤免疫中发挥

重要作用[4] [5]。通过中西医药物联合，调节机体自身免疫应答，增强抗肿瘤免疫也成为目前肝癌治疗的

研究热点及临床用药靶点。 
建立良好的肝癌动物模型对于模拟人体肝癌形成及抗肿瘤免疫应答研究中具有很好的替代作用。目

前实验室中常用的是采用移植型肝癌模型，是指用肝癌组织或细胞移植到动物体内(肝脏、肝外组织或器

官)或非肝脏来源的恶性肿瘤移植到动物的肝脏所形成的肝癌动物模型[6]。移植型模型根据移植瘤所在部

位可分为原位型和异位型。异位型多见于在实验动物背部皮下注射一定量的肝癌细胞形成肿瘤，皮下瘤

操作简单容易掌握，成功率高，且肿瘤体积变化易于测量，容易给予局部干预[7]。但瘤块生长过程中因

肿瘤新生血管的形成不能满足瘤块组织的营养供给，在后期容易形成破溃及中心组织坏死。皮下移植瘤

模型忽略了肿瘤与周围正常组织器官的相互关系[8]，局限在皮下局部，被膜相对完整，缺乏周围组织浸

润及远处淋巴结转移，不能较好的模拟肝癌后期肿瘤浸润及转移的病理生理学过程，且不能完全反应机

体整体免疫变化，因此具有一定的局限性[9] [10]。 
原位移植法是将一定浓度的肿瘤细胞悬液或微小肿瘤组织直接接种或包埋于肝脏实质中，形成原位

移植瘤。从理论上讲，原位移植模型能够更理想地模拟人体的状态，更客观地再现肿瘤发生发展和转移

的过称[11]。直接注射法常用于 SD 大鼠、裸鼠等动物，对于裸小鼠文献报道选用具有先天性 T 淋巴细胞

免疫缺陷的裸小鼠肝脏注射肿瘤细胞构建原位移植瘤模型易于成功[12]，但因裸小鼠免疫能力不完全，不

能有效的模拟人体肝癌对机体免疫应答的影响变化。 
本研究采用具有完全免疫能力的 C57BL/6 小鼠接种 H22 细胞株，弥补了裸小鼠免疫功能缺陷的不足，

更好的反映了机体在发生肿瘤过程中免疫应答的过程，利于开展相关免疫功能性的研究。在本实验过程

中，麻醉后暴露肝脏，注射部位明确，且注意增加按压时间，有效地避免了肝脏出血及肝癌细胞的腹腔

外漏。通过术后观察发现肝脏成瘤时间相对较短，7 天即可肉眼观察到肝脏表面形成白色结节，随着时

间延长，原发性肝癌的特性表现更充分，白色结节增多，在肝脏形成占位性病变，炎性细胞大量浸润，

与正常肝脏组织分界不清，与腹腔其他脏器、腹膜发生粘连，形成腹水等，这些均是人体原发性肝癌发

生过程中普遍存在的病理生理学过程，实验表明此模型能较好的模拟并呈现，与皮下移植瘤相比具有较

大的优势，有利于开展进一步的肿瘤实验研究。 
该模型在构建时熟练的外科手术操作技术是成功的关键，注意麻醉和手术无菌操作，同时还应注意

以下几点：1) 细胞悬液调节合适浓度，过少则成瘤较少，过多易注射渗漏；2) 选用合适注射器，针孔过

细可能发生细胞悬液堵塞影响注射，针孔过大易造成肝脏表面渗血增多；3) 肝脏质地柔软易出血，操作

时动作轻柔，进针角度约为 20˚进入肝实质后轻推注射器，注射完毕后缓慢拔针，并轻轻按压至无血渗出，

避免细胞悬液漏入腹腔形成广泛种植转移。 
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