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HOXB7基因对裸鼠结肠癌肺转移模型的致癌机制研究
王艺，张晓微，房爱春
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【摘要】 目的 探讨HOXB7基因对裸鼠结肠癌肺转移模型的致癌机制。方法 将转染pcDNA6-scramble或

pcDNA6-HOXB7基因重组质粒的HT29人结肠癌细胞株，经裸鼠尾静脉注入后建立稳定的结肠癌肺转移模型。模

型裸鼠共 20只，其中 10只HOXB7组(研究组)和 10只Scramble组(对照组)。制模 8周，观察两组裸鼠肺转移癌情

况及生存情况。结果 两组制模成瘤率为 100% (20/20)。研究组肿瘤体质量和肿瘤大小检测值分别为 0.093 g

和 0.960 mm，明显大于对照组的0.069 g和0.720 mm，差异均有统计学意义(P<0.05)；与对照组比较，研究组肿瘤多

呈非边缘型、非类圆形、浸润型生长，差异均有统计学意义(P<0.05)；两组生存曲线分析，发现研究组生存率为50%，

明显劣于对照组的90%，差异有统计学意义(P<0.05)。结论 HOXB7基因可促使裸鼠结肠癌肺转移模型的转移形

成，且可作为结肠癌肺转移的优良评价指标；HOXB7基因的加入可反馈结肠癌肺转移的模拟演变过程，且可被称为

理想的实验小动物模型。
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Carcinogenic mechanisms of HOXB7 in the nude mouse models of pulmonary metastases from colon cancer.
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【Abstract】 Objective To establish of carcinogenic mechanisms of HOXB7 in the nude mouse model of pulmo-

nary metastases from colon cancer. Methods HT29 human colon cancer cells, transfected by pcDNA6-HOXB7 of re-

combinant vector or pcDNA6-scramble vector, were injected into tail vein of nude mouses to establish the nude mouse

models of pulmonary metastases from colon cancer. Among the 20 cases who underwent pulmonary metastases from co-

lon cancer model, 10 cases were transfected by recombinant vector pcDNA6-HOXB7 (the study group) and 10 cases were

transfected by pcDNA6-scramble vector (the control group). The formation situation of metastatic tumor and the survival

status of nude mouse models in the two groups were observed 8 weeks after the establishment of models. Results The

rates of tumor formation were 100% (20/20) in the two groups. The tumor weight and tumor size of the study group were

0.093 g and 0.960 mm, respectively, which were significantly greater than corresponding 0.069 g and 0.720 mm in the

control group (P<0.05). Compared to the control group, the tumor in the study group were mostly non-marginal type,

non-cycloidal type, and infiltrating type (P<0.05). The survival curves showed that the survival rate of the study group

was 50%, which was significantly less than 90% in the control group (P<0.05). Conclusion HOXB7 gene may be pro-

mote the formation of the nude mouse model of pulmonary metastases from colon cancer, and it can be regarded as an in-

dicator for evaluating pulmonary metastases from colon cancer. The addition of HOXB7 gene can feedback the simulated

evolution of pulmonary metastases from colon cancer, and serve as an ideal experimental small animal model.
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结肠癌肺转移多发生在肝转移后，且手术切除的

机会不多 [1]。即使不断尝试结肠癌肺转移的手术切

除、放化疗、射频消融等多学科综合治疗模式，也无法

提高其生存率[2-4]。由于阻断肺转移对结肠癌的治疗

至关重要，因此探究结肠癌肺转移的特异性早期诊断

或靶向治疗已迫在眉睫。在HOX基因的研究初期，作

用机制只限制在调控胚胎发育期细胞的增殖与分化；

研究后期又发现，HOX 基因在恶性肿瘤中的异常表

达，并积极参与肿瘤的发展或预后 [5]。近期发现

HOXB7基因在多种成体细胞中与上皮细胞间质转化

或恶性转化有关，且在恶性肿瘤中调控肿瘤血管生成

及早期转移[6]。因此，建立理想的结肠癌肺转移模型

将对结肠癌转移机制的研究提供强有力的实验依

据。本研究首次采用裸鼠结肠癌肺转移模型，探讨

HOXB7对模型的致癌机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及材料 20 只 18~20 g 7 周龄雌

性实验裸鼠购于大连医科大学实验动物研究所。转

染基因重组质粒 pcDNA6-HOXB7和 pcDNA6-scram-

ble的HT29人结肠癌细胞株由大连大学附属新华医院

中心实验室构建并完成。细胞培养相关试剂及H&E

染色相关试剂由大连大学附属新华医院中心实验室
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提供。此实验经大连大学附属新华医院伦理委员会

审核通过。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及混悬液制备 将转染的HT29

人结肠癌细胞株分别在摄氏37℃、5% CO2，含10%胎牛

血清RPMI 1640培养液中传代培养，每2~3 d更换1次

培养液。培养至80%~90%融合后，采用0.25%胰酶进

行消化，1 000 r/min离心3 min，抛弃上清液，加无血清

RPMI 1640培养液洗细胞3次，显微镜下计数，用无血

清 RPMI 1640 培养液调整细胞浓度至 5×107/mL，共

2~3 mL。已制备的细胞混悬液用冰浴保存，在30 min

内进行接种。

1.2.2 动物实验设计 制模前实验裸鼠安定期

为 1周，对实验裸鼠防止一切刺激性操作。模型裸鼠

共 20 只，其中 10 只 HOXB7 组 ( 研究组) 和 10 只

Scramble组 (对照组)。实验裸鼠观察周期为8周。

1.2.3 放大镜辅助下裸鼠异位结肠癌肺转移模

型的建立 实验裸鼠选择地氟醚进行全麻。在放大镜

辅助下准确选择实验裸鼠尾静脉，采用33号细针头在

尾静脉拟皮试型入针约 2 mm，缓慢注入已转染的

HT29人结肠癌细胞混悬液 100 μL (细胞数为 5×106)，

注射完毕后拔针时用棉球轻轻按压 3 s。建立模型过

程中，应防止穿透实验裸鼠尾静脉及癌细胞的渗漏。

1.2.4 实验裸鼠观察指标及制作生存表 每天

观察并记录实验裸鼠一般状态。裸鼠如频临死亡或

观察期满8周予以处死。实验裸鼠处死后完整解剖胸

腔内脏器和颈部，包括双侧肺脏、心脏及主气管完整

取出；观察并记录肺脏肿瘤大小、肿瘤个数、肿瘤体质

量，整理并制作生存表。

1.2.5 HE染色 4%多聚甲醛充分固定肺脏，以

成瘤部位为中心切开并制作组织蜡块，4 µm厚度切片

后进行HE染色，并在显微镜下观察肿瘤生长方式。

1.3 统计学方法 应用SPSS20.0统计软件包进

行数据分析，计量数据以均数±标准差(x-±s)表示，组间比

较采用 t检验，计数资料比较采用χ2检验，以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组裸鼠制模后形态学改变 两组制模成

瘤率为100% (20/20)。裸鼠制模后期两组裸鼠均出现

厌食、体型消瘦、皮肤无光泽、活动缓慢、排泄物少等

现象。研究组肿瘤体质量和肿瘤大小检测值分别为

0.093 g 和 0.960 mm，明显大于对照组的 0.069 g 和

0.720 mm，差异有统计学意义(P<0.05)，但两组间肿瘤

个数比较差异无统计学意义(P>0.05)，见表1。

2.2 两组裸鼠制模后组织学改变 显微镜下

观察发现，与对照组相比，研究组肿瘤多呈非边缘型、

非类圆形、浸润型生长，差异具有统计学意义 (P<

0.05)，见表2。与对照组相比，研究组肿瘤细胞排列更

紧密、核膜更清晰、部分出现分裂相、周围血管生成，

见图1。

组别

对照组

研究组

t值
P值

例数

10

10

肿瘤体质量(g)

0.069±0.024

0.093±0.022

-2.336

0.031

肺肿瘤大小(mm)

0.720±0.175

0.960±0.207

-2.803

0.012

肿瘤个数

1.400±0.699

1.500±0.707

-0.318

0.754

表2 两组裸鼠制模后的肿瘤生长方式比较[只(%)]

组别

对照组

研究组

χ2值

P值

例数

10

10

边缘型

10 (100.0)

3 (30.0)

非边缘型

0 (0)

7 (70.0)

10.769

<0.01

类圆形

10 (100.0)

1 (10.0)

非类圆形

0 (0)

9 (90.0)

16.364

<0.01

膨胀型

9 (90.0)

3 (30.0)

浸润型

1 (10.0)

7 (70.0)

7.500

<0.01

肿瘤位置 肿瘤形状 肿瘤侵袭

图1 研究组和对照组的显微镜下观察

注：A，对照组显微镜下观察(×40)；B，对照组显微镜下观察(×200)；C，研究组显微镜下观察(×40)；D，研究组显微镜下观察(×200)；其刻度标尺为100 μm。

2.3 两组裸鼠的生存情况比较 对照组频临死
亡处死1只，而观察期满8周处死9只，生存率为90%；
研究组频临死亡处死 5只，而观察期满 8周处死 5只，

生存率为 50%。两组生存曲线分析发现研究组生存
率明显低于对照组，差异具有统计学意义(P=0.036)，
见图2。
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3 讨 论

结肠癌肺转移途径主要由肿瘤细胞通过血性转

移的方式到达宿主肺脏并继续增殖生长，且肺转移灶

与原发结肠癌有相同的肿瘤学行为。由于肺循环特

性中携有肺动脉及支气管动脉的双重血供，且肺动脉

具有较高的凝固纤溶活性，而易发生肺转移[7]。结肠

癌肺转移发病率为 1.7%~2.6%，且由于肺转移常发生

于肝转移后，少有不伴肝转移的结肠癌肺转移发生，

手术切除转移灶的机会也不多[8]，因此能否阻断肺转

移对结肠癌治疗至关重要。近期研究发现，HOXB7
mRNA 或 HOXB7 蛋白在肺腺癌细胞株中均表达上

调，并HOXB7蛋白在肺腺癌组织中呈高表达，且在肺

腺癌中的HOXB7表达与病理分期及临床分期均有明

显相关性[9-10]。另有研究证实，HOXB7高表达是结直

肠癌术后复发和转移的独立影响因子 [11-12]。因此，

HOXB7 高表达为结直肠癌或肺腺癌进展的重要机

制，也是结直肠癌或肺腺癌预后的重要指标。目前，

在所有结直肠癌肺转移数据中，关于HOXB7的转移

机制研究寥寥无几，其临床意义及预后仍有待于进一

步探讨[13]。因此，本研究首次采用裸鼠结肠癌肺转移

模型，加以明确了HOXB7在结肠癌肺转移中的地位，

也进一步延伸到了能否将其作为肺转移的早期诊断

或靶点阻断研究中。

本研究结果证实，研究组肿瘤体质量和肿瘤大小

检测值均明显大于对照组，并证实对照组肿瘤呈边缘

型、类圆形、膨胀型生长，而研究组肿瘤呈非边缘型、

非类圆形、浸润型生长；还发现研究组生存率明显劣

于对照组；说明HOXB7在结肠癌肺转移模型中具有

较强的致癌并促癌作用。

关于实验方法的选择，目前建立肺转移动物模型

的方法比较单一，主要制模途径依然是选用操作方便

的腔静脉系[14]。在肺转移动物模型建立的理论和实践

中，总能遇到“肝-肺双重转移”的担忧，或只形成“肝

单一转移”的困惑。而且在肺转移动物模型制作过程

中，目前能熟练掌握导致肺转移灶为单个或多个，但

比较局限的多个肺转移灶制模技巧仍不太容易。因

此诸多研究者仍在寻求如何建立“理想的”肺转移动

物模型，并经常遇到一些困难，如：①宿主的选择：目

前常选用具有免疫缺陷的裸鼠，但饲养要求比较严

格；无法寻求不需要严格无菌要求的“理想宿主”；但

针对乳腺癌肺转移者，可采用饲养要求不严格并不具

有免疫缺陷的C3H/He小鼠[15]。②癌细胞的选择：目前

常选用外源癌细胞通过尾静脉进行接种，因其富于高

转移率或强稳定性；难于寻求不需要外源癌细胞，实

验动物即可自发性结肠癌后肺转移之“理想的符合病

理演变模型”。本次实验成功的建立了理想的裸鼠结

肠癌肺转移模型，规避了以上困难，值得借鉴推广。

成功的原因归功于：①充足的预实验；②选择 33#细针

头及拟皮试型入针方式；③完整解剖胸腔内器官及气

管；④显微镜下观察肿瘤位置、形状及侵袭；⑤整理并

制作生存表。

总之，HOXB7基因可促使裸鼠结肠癌肺转移模型

的转移形成，并可作为结肠癌肺转移的优良评价指

标；HOXB7基因的加入可反馈结肠癌肺转移的模拟演

变过程，且可称为理想的实验小动物模型。
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线粒体分裂因子促进肝癌转移的作用
耿西林，常虎林，张煜，海军，张智勇，郑伟，杜立学

(陕西省人民医院肝胆外科，陕西 西安 710068)

【摘要】 目的 研究线粒体分裂因子(MFF)在肝癌转移中的调控作用。方法 利用免疫组化实验，检测12对

原发灶组织与转移灶组织中MFF的表达，以明确肝癌转移过程中MFF的表达变化；下调MFF表达后，用细胞划痕

实验检测对肝癌细胞迁移的影响；下调MFF表达后，用Transwell实验检测对肝癌细胞侵袭的影响。结果 肝癌转

移灶组织中MFF表达明显高于原发灶[(0.70±0.06) vs (0.43±0.04)]，差异有统计学意义(P<0.05)；下调MFF可明显抑

制肝癌细胞的迁移[siCtrl vs si-MFF-1 vs si-MFF-2=(77.85±3.65) vs (48.32±1.53) vs (45.32±2.76)]，差异有统计学意义

(P<0.05)；下调 MFF 可明显抑制肝癌细胞的侵袭[siCtrl vs si-MFF-1 vs si-MFF-2=(29.31±3.53) vs (18.72±2.86) vs
(17.68±2.03)]，差异有统计学意义(P<0.05)。结论 MFF表达在肝癌转移过程中显著升高，促进了肝癌细胞的迁移

与侵袭，提示MFF分子是潜在的肝癌治疗靶点。
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【Abstract】 Objective To investigate the role of mitochondrial fission factor (MFF) in the regulation of metas-

tasis of hepatocellular carcinoma (HCC) cells. Methods Immunohistochemistry analysis was applied to evaluate the ex-

pression levels of MFF in the 12-paired primary and metastatic tissues of HCC; the effect of MFF knockdown on the mi-

gration of HCC cells was assessed by the scratch wound healing assay; the effect of MFF knockdown on the invasion of

HCC cells was assessed by the transwell invasion assay. Results The expression of MFF in the metastatic HCC tissues

was significantly higher than that in primary HCC tissues: primary tissues (0.43±0.04) vs metastatic tissues (0.70±0.06),

P<0.05. The knockdown of MFF significantly suppressed the migration of HCC cells: siCtrl (77.85±3.65) vs si-MFF-1

(48.32±1.53) vs si-MFF-2 (45.32±2.76), P<0.05. The knockdown of MFF significantly suppressed the invasion of HCC

cells: siCtrl (29.31±3.53) vs si-MFF-1 (18.72±2.86) vs si-MFF-2 (17.68±2.03), P<0.05. Conclusion The expression of

MFF is significantly elevated during the metastasis of HCC, which promotes both the migration and invasion of HCC

cells, suggesting MFF could serve as a therapeutic target for the treatment of HCC.
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线粒体是真核细胞的能量工厂，细胞生命活动所
需约 80%的能量均由线粒体提供。除调控细胞能量
代谢外，线粒体还参与细胞凋亡、氧化应激与钙粒子
平衡等多个生物学过程的调控[1-3]。线粒体在细胞中
并非以静止和孤立的形式存在，而是通过分裂与融合
不断调控着自身的形态与功能[4]，进而保证细胞生理
功能的发挥[5]。近年来，线粒体分裂融合异常被证实

与多种人类疾病，如神经退行性疾病[6]、心血管疾病[7]

与糖尿病[8]的发生发展关系密切[9-10]。同时，人们相继
在多种肿瘤中观察到线粒体分裂与融合的异常，尤其
以线粒体分裂增强最为常见。线粒体分裂增强被证
实可明显促进肿瘤细胞的增殖[11-13]。

线 粒 体 分 裂 因 子 (mitochondrial fission factor，
MFF)是参与线粒体分裂调控的关键蛋白之一[12]。尽

􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲􀤲

··2819


