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非酒精性脂肪肝病相关肝细胞癌动物模型的研究进展

曲丽楠1,张武剑2,高龙英2

(1.哈尔滨医科大学附属第一医院群力院区普外科,哈尔滨150001;2.黑龙江中医药

大学附属第一医院肛肠科,哈尔滨150001)

  [摘要] 随着生活水平的提高,全球至少四分之一的人口患有非酒精性脂肪肝病(NAFLD),被认为是近

几年肝细胞癌(HCC)发病率增加的重要病因。找到疾病预防和/或治疗的有效手段在很大程度上依赖于对

NAFLD到HCC发生、发展机制的深入了解,而这需要构建稳定的实验模型来模拟人类非酒精性脂肪肝病相关

肝细胞癌(NAFLD-HCC)整个疾病的进展过程。该文总结了目前用于研究NAFLD-HCC的动物模型及其优

缺点,以期为NAFLD-HCC研究的动物模型选择提供依据,加快从基础研究转化到临床研究。
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  [Abstract] With

 

the
 

improvement
 

of
 

living
 

standards,at
 

least
 

a
 

quarter
 

of
 

the
 

global
 

population
 

has
 

non-
alcoholic

 

fatty
 

liver
 

disease
 

(NAFLD),which
 

is
 

considered
 

to
 

be
 

an
 

important
 

cause
 

of
 

the
 

increased
 

incidence
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

in
 

recent
 

years.Finding
 

effective
 

means
 

for
 

disease
 

prevention
 

and/or
 

treatment
 

largely
 

relies
 

on
 

deep
 

understanding
 

of
 

the
 

mechanisms
 

of
 

NAFLD
 

to
 

HCC,which
 

needs
 

to
 

con-
struct

 

the
 

stable
 

experimental
 

models
 

to
 

simulate
 

the
 

entire
 

process
 

of
 

disease
 

progression
 

in
 

human
 

NAFLD-
HCC.This

 

paper
 

summarizes
 

the
 

animal
 

models
 

which
 

are
 

currently
 

used
 

to
 

study
 

NAFLD-HCC
 

and
 

their
 

ad-
vantages

 

and
 

disadvantages,in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

animal
 

models
 

and
 

accelerate
 

the
 

transition
 

from
 

basic
 

study
 

to
 

clinical
 

study.
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  非酒精性脂肪肝病(non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

dis-
ease,NAFLD)包括单纯的肝脂肪病变、非酒精性脂肪

肝炎(non-alcoholic
 

steatohepatitis,NASH)和 肝 硬

化,全球NAFLD的患病率高达25%~35%,其已经

成为一个主要的公共卫生问题[1]。虽然 NAFLD引

起肝细胞癌(hepatocellular
 

carcinoma,HCC)的风险

低于病毒性肝炎引起的 HCC,但NAFLD对 HCC发

病率和死亡率的贡献在未来几十年可能会上升[2-3]。
因此,非酒精性脂肪肝病相关肝细胞癌(NAFLD-re-
lated

 

HCC,NAFLD-HCC)也逐渐引起了研究者的关

注[4]。目前NAFLD-HCC的发病机制和复杂的病理

学机制并没有完全揭示清楚,也缺乏有效的治疗手

段,因此迫切需要临床前模型来更好地模拟和研究

NAFLD-HCC发生、发展过程和机制[2-3]。本文综述

NAFLD-HCC研究中的动物模型,分析各自的优缺

点,以期加快从基础科学过渡到临床研究。
1 概  述

  NAFLD-HCC动物模型包括饮食诱发模型、药物

诱发模型及基因修饰模型。饮食诱发有高脂肪饮食

(high
 

fat
 

diet,HFD)、蛋氨酸-胆碱缺乏饮食(methio-
nine-choline-deficient

 

diet,MCD)、胆碱缺乏饮食(cho-
line-deficient

 

diet,CD)、胆碱缺乏性氨基酸饮食(cho-
line-deficient

 

L-amino
 

acid-defined
 

diet,CDAA)、西
方饮食(western

 

diet,WD)、高果糖饮食等,药物诱发

通常使用链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)、四氯化

碳(carbon
 

tetrachloride,CCl4)、二乙基亚硝胺(dieth-
ylnitrosamine,DEN)等,基因修饰主要通过基因手段

如基因敲除、基因突变、转基因,使动物模型易于罹患
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NAFLD-HCC。上述造模方法既可以独立使用,又可

以联合使用,以减少造模时间,提高模型成功率。
2 饮食诱导的NAFLD-HCC动物模型

  仅用一种类型的特殊饮食喂食诱导的 NAFLD-
HCC动物模型有明显的局限性。单纯喂食 HFD的

C57BL/6小鼠只会出现单纯的肝脂肪病变,不会出现

NASH样病变;而喂食 MCD或CD的小鼠虽然能诱

发NASH 样病理,但由于小鼠的代谢表型与人类相

反,不能诱发肥胖、高血糖症和高甘油三酯血症等代

谢综合征的特征,MCD会引起快速而严重的体重减

轻(从喂食 MCD开始减轻超过40%),以及血清葡萄

糖、甘油三酯和胆固醇降低。单纯喂食 HFD、MCD
或CD几乎很难诱发 NAFLD-HCC,HFD喂食小鼠

的HCC发生率仅为2.5%,而且需要12个月以上的

时间[5]。但是多种特殊饮食的联合喂食能大大增加

HCC的发生率,缩短造模时间。
2.1 胆碱缺乏的高脂肪饮食(choline-deficient

 

high-
fat

 

diet,CD-HFD)
CD喂食可在啮齿动物中诱导NAFLD,而不会出

现 MCD喂食时的重度体重减轻,但单纯的 CD和

MCD都 不 能 诱 导 NAFLD 进 展 为 HCC。而 CD-
HFD喂食的小鼠不仅能出现肝脂肪变性、代谢综合

征、肥胖和 NASH 样病变(氧化应激、肝细胞气球样

变、炎症细胞浸润等),并且 HCC发生率可以增加到

25%[5]。
2.2 胆碱缺乏的氨基酸高脂肪饮食(choline-deficient,
L-amino

 

acid-defined,high-fat
 

diet,CDA-HFD)
CDAA可以用精确等量的左旋氨基酸代替蛋白

质,喂食该饲料的C57BL/6小鼠在3周龄内出现肝脂

肪变性和炎症,6周龄开始发生肝纤维化,并在21周

龄左右发展为轻度至中度可逆的肝纤维化,36周龄时

HCC发生率较低(25%~40%)[6-7]。但CDAA联合

HFD喂食的情况下,C57BL/6小鼠不仅发生了类似

NASH特征的肝脂肪变性、肝损伤和纤维化,而且发

展为HCC的速度大大加快,肿瘤发生率也明显增高,
CDA-HFD喂食9个月后HCC发生率为100%[8-9]。
2.3 高脂肪联合高碳水化合物饮食

对C57BL/6小鼠和129S1/SvlmK小鼠杂交后代

B6/129小鼠喂食高脂肪联合高碳水化合物饮食,小
鼠肝脏在8周龄内发生脂肪变性,24周龄发生肝炎和

肝纤维化,在52周龄发生 HCC,成瘤率高达90%,并
且具有代谢综合征的所有特征,非常适合用于预防性

早期治疗和早期诊断的相关研究,这可能是NAFLD-
HCC理想的临床前模型。但是这种小鼠的遗传背景

独特,很难与其他基因修饰小鼠杂交[10]。
3 饮食联合化学药物诱导的 NAFLD-HCC动物

模型

3.1 CCl4 联合CDAA
比起单纯CDAA,CDAA联合低剂量腹腔注射

CCl4 能够诱导更明显的肝脂肪变性、小叶炎症和纤维

化,36周龄后HCC的发生率由40%升高到100%,并
且肝脏肿瘤平均直径更大[7]。
3.2 CCl4 联合 WD

单纯 用 WD 喂 食 也 能 诱 导 NAFLD-HCC,但
HCC发生率较低,只有30%,进展速度较慢。WD联

合每周低剂量腹腔注射CCl4 能诱导 NASH,并且快

速进展为肝广泛纤维化,24周龄时小鼠 HCC发生率

为100%。这个模型能很好地复制人类脂肪肝的进展

阶段,从单纯脂肪变性到炎症、纤维化和癌症,而且模

型中基因表达和免疫异常的通路与人类疾病非常相

似,但只伴有中度胰岛素抵抗,没有肥胖等代谢综合

征的特征。该模型的简单性和可重复性使其成为研

究疾 病 的 发 病 机 制 和 测 试 新 的 治 疗 方 法 的 理 想

模型[11]。
3.3 STZ联合HFD

在雄性C57BL/6小鼠出生2~5
 

d内给予腹腔注

射低剂量(100
 

mg)STZ,破坏部分胰腺β细胞,导致

小鼠低胰岛素血症、高血糖和糖尿病,4周龄时予以

HFD喂食,小鼠肝脏逐渐出现脂肪变性、小叶炎症、
纤维化,20周龄时最终发展为 HCC,造模成功率达到

90%以上,为代谢紊乱与NASH和 HCC之间的因果

关系提供了依据[12]。该模型造模时间短,能模拟人类

NAFLD-HCC的 大 部 分 特 征,是 比 较 常 用 的 动 物

模型[13]。
3.4 DEN联合CD-HFD

对3周龄的雄性C57BL/6小鼠腹腔注射 DEN
后同时给予CD-HFD喂食,12周龄后小鼠出现了肥

胖和胰岛素抵抗,甘油三酯水平在8周龄时达到峰值

随后下降,大部分小鼠发生NASH和肝纤维化,所有

小鼠在20周龄后开始发生HCC。该模型建立非常简

单,进展为肿瘤的速度快,并具有NASH的大多数关

键特征。因此,也是 NAFLD-HCC相关研究较好的

动物模型[5,14-16]。
3.5 DEN联合HFD

DEN联合HFD诱导的NAFLD-HCC成瘤率比

较高,它们有多种组合方案,不同方案的给药剂量和

时机不同。常用的为在雄性小鼠2周龄时给予腹腔

注射DEN(25
 

mg/kg),第6~36周龄给予 HFD喂

食,36周龄时肝脏成瘤率为100%。该模型成瘤率

高,时间短,被广泛应用[15-17]。或者从6周龄开始先

给予HFD喂食,在16周龄时给予腹腔注射DEN(80
 

mg/kg),继续HFD喂食,到50周龄时肝脏成瘤率为

100%。单独 HFD 喂食不能诱导 NASH,HFD 与

DEN联合也不能模拟 NASH 进展为 HCC的过程,
尽管如此,该模型首次证明了肥胖和单纯的脂肪变性

通过增加白细胞介素(interleukin,IL)-6和肿瘤坏死

因子(tumor
 

necrosis
 

factor,TNF)表达来增加 HCC
的风险[18]。
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4 基因工程构建的NAFLD-HCC动物模型

  近年来,一些特殊基因背景的小鼠也成为研究热

点,转致癌基因、抑癌基因敲除、瘦素基因突变等手段

都有利于加快NAFLD进展为HCC。
4.1 基因敲除

4.1.1 磷酸酶和紧张素同源物(hepatocyte-specific
 

phosphatase
 

and
 

tensin
 

homolog,PTEN)-/-小鼠

PTEN是一种肿瘤抑制因子,在多种人类癌症中

存在抑癌基因PTEN突变。PTEN对于防止肝脏中

的肿瘤发生很重要,PTEN敲除会导致增殖、抗凋亡

和肿瘤的发生。肝脏特异性PTEN-/-小鼠在10周龄

时可观察到肝脂肪变性,在40~44周龄时66%的雄性

小鼠和30%的雌性小鼠肝脏出现肿瘤,在74~78周龄

时83%的雄性小鼠和50%的雌性小鼠发生HCC[19-20]。
因此,该模型不仅有助于了解NASH的发病机制,也有

助于了解NASH向HCC进展的过程[21]。
4.1.2 巨噬细胞凋亡抑制剂(apoptosis

 

inhibitor
 

of
 

macrophage,AIM)-/-小鼠+HFD
在HFD(60%

 

kcal)的诱导下 AIM-/- 小鼠肝脏

中脂质储存加速,发生肝脂肪变性的时间缩短,细胞

内脂肪粒更肥大,更容易发展成 NAFLD-HCC,虽然

HFD也引起了AIM-/-小鼠肥胖,但内脏中的脂肪储

存却明显减少,这与NAFLD患者内脏脂肪储存增加

相反。喂食HFD
 

1年后,100%的 AIM-/- 小鼠表现

出了 HCC 结 节[22-23]。同 样,喂 食 高 果 糖 饮 食 的

AIM-/-小鼠HCC发生率也较高(约70%)[24]。
4.1.3 蛋氨酸腺苷转移酶1A(methionine

 

adenosyl-
transferase

 

1A,MAT1A)-/-小鼠

肝脏通过合成和分泌极低密度脂蛋白将甘油三

酯从肝内输出,运送到外周组织,从而维持血浆脂质

稳态。MAT1A是小鼠极低密度脂蛋白合成所必需

的,MAT1A-/-小鼠体内极低密度脂蛋白分泌和血浆

脂质 稳 态 受 损,导 致 脂 肪 在 肝 脏 中 聚 集,3 月 龄

MAT1A-/-小鼠在喂食CD时较对照组更容易发生

NAFLD,在8月龄时自发地发展为 NASH,并在18
月龄后发展为HCC[25-26]。
4.1.4 黑 皮 质 素 4(melanocortin

 

receptor
 

4,
Mc4r)-/-小鼠+HFD

Mc4r能调控动物体重,Mc4r-/-小鼠具有暴食性

肥胖的 特 征,但 其 体 内 瘦 素 水 平 正 常。通 过 喂 食

HFD,小鼠肝脏能快速由肝脂肪变性进展为NASH,
在20 周 龄 后 发 生 肝 纤 维 化,喂 食 1 年 后 发 生

HCC[27]。
4.1.5 酰基辅酶 A 氧化酶(acyl-coenzyme

 

A
 

oxi-
dase,AOX)-/-小鼠

AOX是长链脂肪酸过氧化物酶体β-氧化的限速

酶,AOX-/-小鼠存在长链脂肪酸的过氧化物酶体β-
氧化缺陷,会导致脂肪在肝脏中堆积引起脂肪肝,并
进一步进展为脂肪性肝炎。AOX-/-小鼠在7

 

d龄时

开始出现肝细胞的微泡性脂肪变化,到30
 

d龄时

AOX-/-小鼠肝脏显示肝实质细胞脂肪变性的严重程

度增加,并伴有局灶性炎症细胞浸润[28]。AOX-/-小

鼠在60周龄时发生肝细胞腺瘤和HCC[29]。
4.1.6 昼夜节律相关基因敲除小鼠

时钟基因在代谢稳态中起着关键作用,并保护机

体避免发生 NAFLD[30]。而破坏昼夜节律能导致

NAFLD的发生和进展[31]。不需要依赖特殊饲料喂

养或基因突变,慢性昼夜节律失调足以破坏肝脏节

律,并诱导野生型小鼠自发进展成NAFLD-HCC。这

些维持节律相关的基因敲除也会导致NAFLD-HCC,
昼夜节律相关基因包括Clock、Period(Per1、Per2和

Per3)和Bmal1,以及它们的下游靶点(Cry1和Cry2)
构成一个负反馈回路,产生昼夜节律性。Cry1-/-+
Cry2-/- 小 鼠 自 发 发 生 NAFLD-HCC 为 11.7%,
Per-/-+Per2-/- 小 鼠 自 发 发 生 NAFLD-HCC 为

12.5%。
4.2 转基因

4.2.1 MUP-尿 激 酶 纤 溶 酶 原 激 活 物 (urokinase-
type

 

plasminogen
 

activator,uPA)转 基 因 小 鼠 +
 

HFD
MUP-uPA转基因小鼠肝细胞中特异性表达大量

的uPA,因此经历短暂的内质网应激,从6周龄时开

始喂食HFD,32周龄时肝脏表面出现小肿瘤结节,
HCC发生率为16.6%,在40周龄时出现大肿瘤结

节,HCC发生率为50.0%[32-33]。
4.2.2 MYC转基因小鼠+MCD/CDAA

从6周龄开始,给予特异致HCC基因MYC转基

因小鼠喂食 MCD,10周龄时肝组织镜下表现肿瘤异

型性改变,14周龄时肝脏上出现明显的肿瘤结节[34]。
4.2.3 前 折 叠 素 RPB5相 互 作 用 因 子(unconven-
tional

 

prefoldin
 

RPB5
 

interactor,URI)和IL-17转基

因小鼠+HFD/CD-HFD
营养过剩会引起肝脏非常规的URI表达增高,其

会导致肝细胞 DNA损伤,损伤的肝细胞通过 Th17
淋巴细胞和IL-17A引发炎症反应。炎症引起白色脂

肪组织中性粒细胞浸润,介导胰岛素抵抗和脂肪酸释

放,以甘油三酯的形式储存在肝脏中,导致 NASH。
通过转基因手段使 URI或IL-17基因过表达,联合

HFD或CD-HFD喂养,其杂合子和纯合子的HCC发

生率分别为40%和100%[35]。
4.3 基因突变

4.3.1 脂肪肝Shionogi(fatty
 

liver
 

Shionogi,FLS)
小鼠

源自远交系ddN群体的近交系FLS小鼠自出生

起即在肝脏中蓄积甘油三酯[36],其既不出现暴饮暴

食,也不出现肥胖,在不喂食HFD的情况下自发形成

脂肪性肝炎,10月龄雄性小鼠发生肝细胞腺瘤和/或

HCC[37]。
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4.3.2 db/db小鼠或ob/ob小鼠+DEN
ob/ob小鼠是瘦素基因点突变的小鼠,缺乏瘦素,

它们具有功能性的瘦素受体,但会产生断裂和无功能

的瘦素。给予自由饮食,ob/ob小鼠出现肥胖、胰岛素

抵抗、高 血 糖 和 肝 脂 肪 变 性,并 且 快 速 进 展 为

NAFLD,20周龄时发生 NASH,但人类极少会缺乏

瘦素,所以该模型 NAFLD 发病机制与人类不同。
db/db小鼠是瘦素受体基因点突变的小鼠,其体内瘦

素受体活力缺失,或者不能表达瘦素受体,从而对瘦

素抵抗。db/db小鼠是良好的NAFLD模型,但不能

自发发生NASH,需要给予 MCD或反式脂肪饮食形

成第2次打击诱发 NASH,可作为典型的 NASH 模

型用于药物筛选评估[38]。
ob/ob-/-小鼠和db/db-/-小鼠是普遍使用的肥

胖遗传模型,它们都不会发生 HCC,但在叠加使用致

癌物质DEN时更容易发展成NAFLD-HCC。2周龄

ob/ob雄性小鼠注射 DEN(25
 

mg/kg),36周龄时

HCC发生率为100%[18]。在db/db小鼠出生13~15
 

d时腹腔注射DEN,7月龄时 HCC发生率(100%)比
对照组(40%)更高,肿瘤结节数量更多,肿瘤体积

更大[39]。
5 小  结

  由于越来越多的HCC发病可能源于NAFLD,其
正成为 HCC最重要的危险因素[40],因此,NAFLD-
HCC成为日益严重的健康问题。然而,由于NAFLD
的病理生理学比较复杂,找到一个能完全模拟从

NAFLD到NASH再到肝纤维化最后进展为HCC整

个发病过程的理想动物模型比较困难。本文对各种

动物模型进行综述发现每种模型都有相应的优缺点,
这些模型模拟了人类 NAFLD-HCC的不同疾病特

征,最近的研究主要集中在建立新的 NAFLD-HCC
小鼠模型上[41]。不同的研究(机制、免疫学、药物开发

研究)可以根据研究目标需求选择最合适的模型,此
外,体内模型与体外实验结合可以作为一种可行的方

法来更好支持肝脏疾病的机制探索,以及新的诊疗手

段的发展。
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