
in number; Western blot showed a decrease in expression of P450 scc，StAＲ，SIＲT1，GPx4 and MnSOD ( P ＜
0. 05) ． The body lipid oxidation increased and the total antioxidant capacity decreased ( P ＞ 0. 05 ) ． GＲP78 ex-
pression was up-regulated; The total cholesterol decreased ( P ＜ 0. 05) compared with that in the high-fat group．
Leydig cell 3β-HSD expression enhancement; the number of macrophages decreased; the expression of P450 scc，
StAＲ，SIＲT1，GPx4 and MnSOD increased( P ＜ 0. 05 ) ． Decreased lipid oxidation and total antioxidant capacity
enhanced ( P ＞ 0. 05 ) ; The expression of GＲP78 showed a downward trend． Conclusion Glabridin can reduce
the damage of high fat on the synthesis of testosterone in rabbit testis，and its anti-oxidative stress might be an im-
portant mechanism．
Key words obesity; metabolic syndrome; testicles; glabridin
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HOXB7 基因敲减对裸鼠结肠癌肝转移模型的抑癌机制研究
王 艺，赵雪峰

摘要 目的 研究 HOXB7 基因敲减对裸鼠结肠癌肝转移模
型的抑癌机制。方法 将转染 pcDNA3. 1-HOXB7 敲减或
pcDNA3. 1-scramble重组质粒的人结肠癌细胞株 HT29 经裸
鼠脾脏接种建立稳定的肝转移模型。参与模型的实验裸鼠
共 20 只，其中 10 只 HOXB7 基因敲减鼠列为研究组，10 只
scramble鼠列为对照组。制模 4 周后解剖观察两组裸鼠模
型肝转移瘤的组织形态学和组织病理学变化。结果 裸鼠
结肠癌肝转移模型的成瘤率为 100% ( 20 /20) 。组织形态学
角度分析: 与对照组比较，研究组显著抑制裸鼠模型的肝转

移瘤形成; 递减或衰减肝转移瘤的大小、肝体质量、病灶间融
合、肝表面隆凸及肝转移评分，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。组织病理学角度分析: 与对照组比较，研究组肿瘤细
胞排列稀疏、边缘型分布、浸润深度浅、中央区坏死或凋亡成
片，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 HOXB7 基因敲减
可有效抑制裸鼠模型的结肠癌肝转移瘤形成，至于具体的抑

癌模式和量化标准的制定需有待于进一步考证。

关键词 HOXB7 基因敲减; 裸鼠模型; 结肠癌肝转移; 抑癌
机制
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结直肠癌被确诊后肝转移的发生率约占 1 /4，
而经受根治术后肝转移发生率也约占 1 /4 ～ 1 /2，且
肝转移为结直肠癌死亡率增高的主要原因［1］。结
直肠癌肝转移分子机制的逐步修订或抗肿瘤药物的

特异性筛选之需求，选择恰当的动物模型至关重

要［2］。但更加迫切的任务是，结直肠癌肝转移的专
有肿瘤分子标记物研发、想方设法提前发现转移迹
象、转移线路的尽早阻断。近期研究证实，HOXB7
基因在诸多恶性肿瘤中主要调控肿瘤血管生成或早

期转移，但其在结直肠癌和 /或肝转移的研究寥寥无
几［3 － 4］。该研究将转染 pcDNA3. 1-HOXB7 敲减或
pcDNA3. 1-scramble 重组质粒的人结肠癌细胞株
HT29 经裸鼠脾脏接种建立稳定的肝转移模型后，观
察研究 HOXB7 基因敲减对裸鼠结肠癌肝转移模型
的抑癌机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物和材料 体质量 18 ～ 20 g，7 周龄雄
性，BALb /c 品系 20 只实验裸鼠购自大连医科大学
实验动物中心。转染 pcDNA3. 1-HOXB7 敲减或
pcDNA3. 1-scramble 重组质粒的人结肠癌细胞株
HT29 由大连大学附属新华医院医学研究中心构建
并提供。人结肠癌细胞株 HT29、细胞培养试剂及组
织染色试剂由大连大学附属新华医院医学研究中心

购入并提供。本研究由经大连大学附属新华医院医
学研究伦理委员会审批通过。
1． 2 方法
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1． 2． 1 细胞培养和细胞混悬液制备 将已被转染
的人结肠癌细胞株 HT29 在 37 ℃、5% CO2，含 10%
小牛血清的 ＲPMI 1640 培养液内传代培养，每 2 ～ 3
d洗换 1 次培养液。培养细胞融合达 80% ～ 90%，
采用胰酶消化后，1 000 r /min 离心 3 min，弃上清
液，将细胞加入无小牛血清的 ＲPMI 1640 培养液洗
涤 3 次，显微镜下细胞计数，用无小牛血清 ＲPMI
1640 培养液调整细胞浓度至 2 × 107 /ml，共备 2 ml。
将已制备的细胞混悬液在冰浴中保存，备 30 min 之
内完成接种。
1． 2． 2 模型设计 制模前 1 周为实验裸鼠安定期，
需对实验裸鼠禁止进行一切刺激性操作。参与模型
的实验裸鼠共 20 只，其中 10 只 HOXB7 基因敲减鼠
列为研究组，而 10 只 scramble鼠列为对照组。制模
后实验裸鼠观察周期为 4 周。见图 1。

图 1 模型设计

1． 2． 3 建立显微镜辅助下结肠癌肝转移模型和制
定结肠癌肝转移评分标准 选用地氟醚进行裸鼠全

身麻醉。制模全程采用 SMZ-B2 /T2 体视显微镜完
成操作。首先，取上腹正中 5 mm 小切口进入腹腔，
利用无损伤镊子轻柔牵出网膜并显露脾脏至腹外。
随后，采用 31 号注射器经脾脏被膜进针至脾实质内
约 2 mm，缓慢注入已被转染的人结肠癌细胞株
HT29 混悬液 100 μl ( 细胞数为 2 × 106 ) ，确认注射

部位脾脏颜色变白、肿胀及无渗漏，采用止血纱布外
加湿纱布覆盖注射部位 5 min。最后，掀开湿纱布见
脾脏无出血后离断脾脏血管、移除脾脏，将网膜及周
围组织送入腹腔，逐层关腹，术毕。结肠癌肝转移评
分参照本研究组制定的肝转移评分标准［5］。
1． 2． 4 解剖裸鼠和观察指标 每天常观察、记录实
验裸鼠的一般状态，实验裸鼠观察期满予以处死。

处死后立即解剖观察腹腔内血性腹水、淋巴结肿大、
腹膜种植及肝转移瘤形成情况; 具体记录实验裸鼠

的肝转移瘤大小、肝体质量、病灶间融合、肝表面隆
凸及肝转移评分。完整移除的肝脏利用 4%多聚甲
醛充分固定，肝转移瘤最大直径为中心切开并制作

组织蜡块，4 μm 厚度切片后进行 HE 染色，显微镜
下观察肝转移瘤细胞情况; 具体记录实验裸鼠的肿

瘤细胞排列、分布、中央区坏死或凋亡。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行数据
分析，实验数据均以 珋x ± s 表示，两组间组织形态学
变化比较采用 Student' s t 检验进行统计分析，而两
组间组织病理学变化采用 χ2 检验，P ＜ 0. 05 为有统
计学意义。

2 结果

2． 1 两组组织形态学改变 裸鼠结肠癌肝转移模
型的成瘤率为 100% ( 20 /20 ) 。组织形态学角度分
析: 与对照组比较，研究组显著抑制裸鼠模型的肝转

移瘤形成; 递减或衰减肝转移瘤的大小、肝体质量、
病灶间融合、肝表面隆凸及肝转移评分，差异有统计
学意义( P ＜ 0. 05) ，见表 1 及图 2A ～ C、图 2E ～ 2G。
2． 2 两组组织病理学改变 组织病理学角度分析:
与对照组比较，研究组肿瘤细胞排列稀疏、边缘型分
布、浸润深度浅、中央区坏死或凋亡成片，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05) ，见表 2、图 2D、2H。

3 讨论

针对结直肠癌早期筛查、早期诊断的不断丰富，
并结直肠癌发病相关信号通路的揭示，且对结直肠

癌浸润和转移规律的公示，显著改善了结直肠癌术

后的复发率和生存率［6］。但仍有一部分结直肠癌
发生远处转移，由于结直肠癌的远处转移具较强的

特异性，且易发生在肝、肺等重要脏器，特别是以肝
转移为主导［7］。一旦发生结直肠癌肝转移，治疗难
度增加、生存质量下降、死亡率也剧增［8］。因此能
否有效阻断肝转移对结肠癌的治疗至关重要，特别

是如能提早阻断结直肠癌的转移环节尤为重要。

表 1 两组组织形态学变化比较( 珋x ± s)

肿瘤形态学参数 研究组 对照组 t值 P值
肝转移瘤大小( 直径，mm) 1． 63 ± 0． 21 2． 29 ± 0． 26 － 6． 230 ＜ 0． 001
肝体质量( g) 1． 61 ± 0． 14 1． 94 ± 0． 16 － 4． 994 ＜ 0． 001
病灶间融合( % ) 39． 00 ± 16． 63 75． 00 ± 14． 14 － 5． 214 ＜ 0． 001
肝表面隆凸( 高度，mm) 0． 32 ± 0． 13 0． 50 ± 0． 16 － 2． 785 0． 012
肝转移评分 1． 50 ± 0． 53 2． 50 ± 0． 53 － 4． 243 ＜ 0． 001
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图 2 两组结肠癌肝转移模型的组织形态学和组织病理学变化 ×200

A: 对照组解剖裸鼠大体观; B: 对照组肝脏正面观; C: 对照组肝脏背面观; D: 对照组肝脏显微镜下观; E: 研究组解剖裸鼠大体观; F: 研究组

肝脏正面观; G: 研究组肝脏背面观; H: 研究组肝脏显微镜下观

表 2 两组组织病理学变化比较

病理学参数
研究组

( n = 10)
对照组

( n = 10)
χ2 / t值 P值

肿瘤细胞排列［n( %) ］ 5． 051 0． 025
稀疏型 8( 80． 0) 3( 30． 0)
致密型 2( 20． 0) 7( 70． 0)
肿瘤细胞分布［n( %) ］ 12． 800 ＜ 0． 001
边缘型 9( 90． 0) 1( 10． 0)
中央型 1( 10． 0) 9( 90． 0)
浸润深度( μm) 280 ± 132 450 ± 127 － 2． 940 0． 009
中央区坏死或凋亡［n( %) ］ 9． 899 0． 002
有 8( 80． 0) 1( 10． 0)
无 2( 20． 0) 9( 90． 0)

近期研究［9］证实，HOXB7 基因在胚胎生殖细胞
主要负责调控细胞增殖、分化及迁移，并在成体细胞
与上皮细胞间质转化相关，且在恶性肿瘤细胞主要

负责调控增殖、黏附、侵袭、迁移、凋亡。目前在诸多

原发性或转移性肿瘤中能检测到高表达 HOXB7。
结肠癌细胞中通过阻断 HOXB7-ＲNAi 表达，抑制
Notch1 信号通路，降低癌细胞的恶性增殖，从而诱
导细胞凋亡［10］。肝癌细胞中也通过下调 HOXB7 表
达，抑制癌细胞的异常增殖、黏附、侵袭、迁移，并将
细胞滞留于 G0-G1 期［11］。肺腺癌细胞中 HOXB7
为细胞增殖和转移能力的重要调控因子，因此也为

控制恶性肿瘤进展和转移的临床防治新靶点［12］。
本研究证实，研究组显著抑制裸鼠模型的肝转

移瘤形成; 递减或衰减肝转移瘤的大小、肝体质量、
病灶间融合、肝表面隆凸及肝转移评分; 研究组肿瘤
细胞排列稀疏、边缘型分布、浸润深度浅、中央区坏
死或凋亡成片。充分能说明 HOXB7 基因敲减能有
效抑制裸鼠模型的结肠癌肝转移瘤形成。本研究的
实验设计有如下优势: ① HOXB7 基因首次在结直

·609· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Jun; 54( 6)



肠癌肝转移中研究;② SMZ-B2 /T2 体视显微镜辅助
下完成模型的建立; ③ 通过动物实验验证 HOXB7
基因敲减或敲除的成功构建。
综上所述，HOXB7 基因敲减可有效抑制裸鼠模

型的结肠癌肝转移瘤形成，至于具体的抑癌模式和

量化标准的制定有待于进一步考证。
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Anti － cancer mechanism of HOXB7 gene knockdown
on liver metastasis model of colon cancer in nude mice

Wang Yi，Zhao Xuefeng
( Dept of General Surgery，The Affiliated Xinhua Hospital of Dalian University，Dalian 116021)

Abstract Objective To study the anti-cancer mechanism of HOXB7 gene knockdown on liver metastasis model of
colon cancer in nude mice． Methods HT29 Human colon cancer cells transfected by pcDNA3. 1-HOXB7 knock-
down of recombinant vector or pcDNA3. 1-scramble of vector were injected into spleen of nude mice used to estab-
lish a stable hepatic metastasis of colon cancer nude mice model． A total of twenty nude mice were designed into
two groups，and ten nude mice of HOXB7 gene knockdown named study group，and ten nude mice of scramble
group named control group． Histomorphology and histopathological changes of liver metastases were detected of the
two groups after 4 weeks of modeling． Ｒesults The tumor formation rate was 100% ( 20 /20 ) of liver metastasis
model of colon cancer in nude mice． For the histomorphological analysis compared with the control group，the study
group significantly inhibited the liver metastasis in the nude mice model with a statistical difference ( P ＜ 0. 05 ) ．
The scoring was significantly distinguished( P ＜ 0. 05) ，on the size of the decreased or attenuated liver metastases，
liver mass，interfocal fusion，liver surface eminence and liver metastasis． For the histopathological analysis，the
liver metastasis of study group was microscopically distinct from the control group ( P ＜ 0. 05 ) ，which displayed
loosely arranged cells with marginal distribution and less invasion in the edge of the tumor，as well as necrosis and
cell apoptosis in the center． Conclusion HOXB7 gene knockdown can effectively inhibit the formation of liver me-
tastases in nude mice with colon cancer． As for the specific tumor suppression model and the development of quan-
titative criteria，further research is needed．
Key words HOXB7 gene knockdown; nude mice model; hepatic metastasis of colon cancer; mechanisms of the
tumor antipromoting
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