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人肝细胞肝癌MHCC97H裸鼠移植模型的建立

及索拉菲尼的药效研究
杨  璐   吴燕华*

(复旦大学生命科学学院, 上海 200438)

摘要      索拉菲尼是靶向血管内皮生长因子受体 (vascular endothelial growth factor receptor, 
VEGFR)、B-Raf原癌基因(B-Raf proto-oncogene)等多种酪氨酸激酶的抑制剂, 能有效延长晚期肝细

胞肝癌(简称肝癌)患者的生存时间。该研究利用人肝癌细胞MHCC97H成功建立了裸鼠皮下异位

移植模型以及原位移植模型, 并评估了索拉菲尼对MHCC97H移植瘤的治疗作用。结果表明, MH-
CC97H可以在裸鼠皮下形成异位移植瘤, 每天灌胃30 mg/kg索拉菲尼可显著抑制肿瘤生长。同时, 
MHCC97H也可以在裸鼠肝脏形成原位移植瘤。每天灌胃30 mg/kg索拉菲尼可以显著抑制裸鼠的

血清甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)水平及原位瘤生长。综上所述, MHCC97H是构建皮下异位移

植以及原位移植模型的一个理想肝癌细胞系, 灌胃索拉菲尼在这两种移植瘤模型中都表现出显著

的肿瘤抑制效果。

关键词      索拉菲尼; MHCC97H; 异位皮下移植模型; 原位移植模型

Establishment of Human Hepatocellular Carcinoma Cell MHCC97H 
Xenografts in BALB/c Nude Mice and Evaluation of 

Sorafenib in MHCC97H Xenografts

Yang Lu, Wu Yanhua*
(School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200438, China)

Abstract       Sorafenib, the inhibitor of multiple tyrosine kinase including vascular endothelial growth fac-
tor receptor (VEGFR) and B-Raf, can effectively prolong the survival time of patients with advanced liver cancer. 
Our study successfully established human hepatocellular carcinoma cell MHCC97H subcutaneous and orthotopic 
xenograft models in BALB/c nude mice, and further evaluated the therapeutic effect of sorafenib on the 2 xenograft 
models. Our results showed that MHCC97H cells grew well after subcutaneously transplanted into BALB/c nude 
mice. Sorafenib in 30 mg/kg per os (p.o.) daily significantly inhibited tumor growth. Moreover, MHCC97H cells 
could also form orthotopic xenografts in the liver of BALB/c nude mice. Sorafenib in 30 mg/kg p.o. daily signifi-
cantly reduced the AFP level in serum and suppressed tumor growth in mice liver. In conclusion, MHCC97H is an 
ideal liver cancer cell line in establishment of subcutaneous and orthotopic xenografts models. Sorafenib showed 
significant anti-tumor effect on the 2 xenograft models.

Keywords       sorafenib; MHCC97H; subcutaneous xenograft model; orthotopic xenograft model
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肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)(简
称肝癌)是威胁人类健康的常见肿瘤之一, 并且在肿

瘤相关性死亡中排第3位[1]。我国是肝癌的高发国, 
每年有11万人死于肝癌, 占全世界肝癌死亡总数的

45%。目前, 人们对肝癌的研究多集中于细胞模型

和临床患者[2-4], 对动物模型的研究较少[5]。建立适

宜的人肝癌动物模型可以为深入研究肝癌的发生发

展、侵袭转移机制以及为寻找新的治疗策略提供有

效的手段。理想的肝癌动物模型应具备以下特征: 
(1)与人类大多数肝癌病理组织类型相一致, 模型材

料和方法与人体肝癌相关性越密切越好; (2)具有合

适的肿瘤体积及生长速度, 荷瘤动物有足够的存活

时间可供连续观察; (3)肿瘤的组织类型、生物学特

点(生长速度、宿主生存情况及宿主反应等)应相对

稳定, 动物模型中的肿瘤组织与人体的肿瘤组织较

为一致, 影响实验结果的因素较少; (4)操作技术简

便、 复制迅速、成功率高、重复性好。

多靶点抗肿瘤药物索拉菲尼具有抗多种肿瘤

的作用, 在临床上对肾细胞癌、肝癌、胰腺癌、结

肠癌、黑色素瘤、非小细胞肺癌等实体瘤均有较好

疗效。索拉菲尼是一种小分子化合物, 能够抑制细

胞内的多种酪氨酸激酶[如血管内皮生长因子受体

(vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR)、
血小板衍生生长因子受体(platelet-derived growth 
factor receptor, PDGFR)、B-Raf(B-Raf proto-onco-
gene, 编码丝氨酸/苏氨酸激酶)等]的活性[6]。临床前

的动物实验发现, 索拉菲尼能够通过抑制细胞增殖、

促进细胞凋亡等途径抑制肿瘤细胞生长, 同时能通

过抑制血管生成抑制肿瘤微环境中的血管形成[7]。

更重要的是, 临床研究揭示, 索拉菲尼能够显著延长

晚期肝癌患者的存活时间[8-9]。但是, 目前肝癌的动

物模型及药效评价的基础研究相对较少, 另一方面, 
临床可用的肝癌靶向药物亦非常有限。

本研究建立了MHCC97H肝癌细胞株的皮下异

位及原位移植肝癌裸鼠模型, 评估了索拉菲尼的抑

瘤作用, 为抗肿瘤药物的研究提供了动物模型参考。

1   材料与方法
1.1   材料

人肝癌细胞株(MHCC997H)购自上海复旦大学

附属中山医院。BALB/c裸鼠(5~6周龄)购自上海斯

莱克实验动物有限公司, 全部动物实验的相关操作

通过复旦大学生命科学学院伦理审查委员会批准。

索拉菲尼(粉剂)购自济南伟都化工技术有限公司。

溶剂配方为5%蓖麻油与5%乙醇的水溶液。

1.2   试剂及仪器

细胞培养基(RPMI-1640)购自Corning公司, 胎
牛血清、胰蛋白酶购自Gibco公司。人甲胎蛋白(al-
pha fetoprotein, AFP)酶联免疫试剂盒Quantikine购自

R&D公司。

1.3   细胞培养

MHCC97H细胞培养于DMEM培养基中, 内含

10%胎牛血清及100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉

素, 置于37 °C、5.0% CO2及饱和湿度的培养箱中培

养。MHCC97H细胞在细胞培养室经数次传代培养, 
使其能够提供足够数量的肿瘤细胞。

1.4    皮下接种模型及索拉菲尼药效评价

1.4.1   造模方法      取雄性裸鼠38只(5~6周龄), 在无

特定病原体(specific pathogen free, SPF)级的层流架

中饲养。1周后在裸鼠右侧背部靠近腋下进行皮下

接种。取生长状态良好的MHCC97H细胞, 离心收集, 
用无血清培养基调整细胞浓度为3×107/mL。每只裸

鼠注射0.1 mL细胞悬液(即3×106/只)。接种后, 所有

裸鼠继续在SPF条件下饲养。

1.4.2   观察指标      接种7 d后, 取30只皮下瘤体形态

规则, 大小接近的裸鼠进行后续实验, 随机分成2组, 
每组15只。1组每天灌胃索拉菲尼的溶剂; 另1组每天

灌胃索拉菲尼, 剂量为30 mg/kg, 灌胃体积为10 mL/kg。
1周对肿瘤体积和裸鼠体重进行2次测量。4周后处死

裸鼠(所有裸鼠经CO2窒息后脱颈椎处死), 剥离肿瘤

组织, 进行肿瘤重量的测量。

1.5   原位接种模型及索拉菲尼药效评价

1.5.1   造模方法      在生物安全柜内继续将MHCC97H
皮下移植瘤的肿瘤组织取出, 切成1 mm×1 mm×1 mm大

小的瘤块, 取30个形态规则的瘤块备用。另取28只裸

鼠(雄性, 6~7周龄)麻醉, 开腹, 小心地将肝左叶拖出, 
用套管针直接往肝内插入切好的瘤块。将拖出的左

肝叶放回腹腔, 缝合关腹。

1.5.2   观察指标      原位植入瘤块7 d后, 挑选20只健

康小鼠, 按体重随机分成2组, 每组10只。1组每天灌

胃索拉菲尼的溶剂, 另1组每天灌胃索拉菲尼, 剂量

为30 mg/kg, 灌胃体积为10 mL/kg, 1周测量体重2次。

给药5周后, 从裸鼠眼眶的静脉丛采血, 取血清, 按照

酶联免疫试剂盒的说明书进行操作, 测量鼠血清中
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的AFP水平。同时处死裸鼠, 开腹, 从肝脏上剥离原

位肿瘤组织, 拍照并进行称重。

1.6   数据统计

实验数据用SPSS 11.5软件进行分析, 数据以

mean±S.D.形式表示, 实验组数据和对照组数据之间

利用学生t检验评价差异, P<0.05表示统计学差异显

著, P<0.01表示统计学差异极显著。

2   结果
2.1   MHCC97H皮下异位移植模型的建立以及索

拉菲尼药效评价

为了构建MHCC97H皮下异位移植模型, 我们

将体外扩大培养的MHCC97H细胞以每只小鼠3×106

的数量接种到裸鼠的右侧背部皮下。接种7 d后皮

下瘤触摸手感比较硬实, 说明皮下成瘤良好。测量

结果显示, 瘤体平均体积为32 mm3。

为了利用MHCC97H皮下异位移植瘤进行索拉

菲尼的药效研究, 我们将实验动物在此基础上进行

分组给药, 每组15只, 1组灌胃30 mg/kg索拉菲尼, 另
一组以10 mL/kg的剂量灌胃溶剂。

连续给药28 d后终止实验, 评估动物的各项指

标。体重分析显示, 溶剂组动物体重平稳, 索拉菲尼

治疗组体重略微升高(图1), 提示索拉菲尼未产生明

显副作用。

进一步对比动物瘤体的生长曲线, 和溶剂组相

比, 给予索拉菲尼后, 肿瘤生长速度减缓, 从给药后第

7 d肿瘤体积出现显著性差异(图2)。分组后第28 d溶剂

组的平均瘤体体积达到(1 289.42±108.50) mm3。而索

拉菲尼组仅为(568.34±72.94) mm3。给药28 d后处死

裸鼠, 取出肿瘤组织进行称重, 溶剂组的平均瘤重为

(1.63±0.65) g, 索拉菲尼组平均瘤重为(0.71±0.32) g, 
有极显著性差异(图3和图4)。
2.2   原位接种模型及索拉菲尼药效评价

为了构建MHCC97H原位移植瘤模型, 我们利

用皮下异位移植瘤模型中的裸鼠, 在肿瘤体积达到

800 mm3左右的时候, 将裸鼠处死, 在生物安全柜内

将肿瘤组织取出, 切成1 mm×1 mm×1 mm大小备用。另

外, 麻醉健康裸鼠, 开腹, 将切好的肿瘤组织植入肝

脏内, 缝合关腹。共接种28只裸鼠, 在接种后2 d内
死亡了2只裸鼠, 手术成功率达到92.8%。从中挑选

了20只表型健康的裸鼠进行后续实验。

为了评价索拉菲尼对原位移植瘤的抑制作用, 
在接种后7 d分组, 每组10只裸鼠, 分别灌胃索拉菲

尼和溶剂。由于肝原位移植瘤在活体动物上不可
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将携带皮下移植瘤的裸鼠随机分组之后灌胃索拉菲尼或者溶剂, 1周
记录小鼠的体重2次, 取各组的平均值绘制曲线, 利用学生t检验进行

显著性检测, **P<0.01, 与溶剂组比较。

Mice bearing xenografts were randomly divided into 2 groups and each 
group received either sorafenib or the solvent control (vehicle). Mice 
weights were recorded 2 times every week and the average body weights 
were calculated. The student t-test was applied to analyze the difference 
between the 2 groups, **P<0.01 compared with vehicle group.

图1   灌胃索拉菲尼对MHCC97H皮下异位移植

裸鼠体重的影响

Fig.1   Effects of sorafenib on body weight of mice in the 
MHCC97H subcutaneous xenograft model

将携带皮下移植瘤的裸鼠随机分组之后灌胃索拉菲尼或者溶剂, 1周
记录瘤体体积2次, 取各组的平均值绘制曲线, 利用学生t检验进行显

著性检测, **P<0.01, 与溶剂组比较。

Mice bearing xenografts were randomly divided into 2 groups and each 
group received either sorafenib or the solvent control (vehicle). Tumor 
volumes were recorded 2 times every week and the average volumes 
were calculated. The student t-test was applied to analyze the difference 
between the 2 groups, **P<0.01 compared with vehicle group.

图2   索拉菲尼对MHCC97H皮下异位

移植瘤生长的影响

Fig.2   Effects of sorafenib on the growth of MHCC97H 
subcutaneous xenograft tumor
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见, 在连续给药的过程中监控动物的体重。如图5所
示, 动物的体重曲线揭示, 溶剂组动物体重在前期较

为平稳, 后期有所下降, 索拉菲尼治疗组体重整体平

稳。这一结果初步提示, 溶剂组动物可能因为肿瘤

生长的消耗, 体重下降。同时, 这一数据也初步证明, 
此剂量的索拉菲尼对动物没有明显的毒性作用。

1 cm

Vehicle

Sorafenib

在灌胃索拉菲尼或者溶剂28 d后终止实验, 取瘤体并拍摄照片。

Mice were sacrificed after received either sorafenib or the solvent control for 28 days. Xenograft tumors were resected and photografted. 
图3   MHCC97H皮下异位移植瘤的瘤体

Fig.3   Photo of MHCC97H subcutaneous xenograft tumors
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在灌胃索拉菲尼或者溶剂28 d后终止实验, 取瘤体并记录瘤体体重, 利用学生t检验进行显著性检测, **P<0.01, 与溶剂组比较。

Mice were sacrificed after received either sorafenib or the solvent control (vehicle) for 28 days. Xenograft tumors were resected and weighted. The stu-
dent t-test was applied to analyze the difference between the 2 groups, **P<0.01 compared with vehicle group.

图4   索拉菲尼对MHCC97H皮下异位移植瘤瘤重的影响

Fig.4   Effects of sorafenib on the weight of MHCC97H subcutaneous xenograft tumor

将携带原位移植瘤的裸鼠随机分组之后灌胃索拉菲尼或者溶剂, 1周记录小鼠的体重2次, 取各组的平均值绘制曲线, 利用学生t检验进行显著性

检测, *P<0.05, 与溶剂组比较。

Mice bearing xenografts were randomly divided into 2 groups and each group received either sorafenib or the solvent control (vehicle). Mice weights 
were recorded 2 times every week and the average body weights were calculated. The student t-test was applied to analyze the difference between the 2 
groups, *P<0.05 compared with vehicle group.

图5   灌胃索拉菲尼对MHCC97H原位移植裸鼠体重的影响

Fig.5   Effects of sorafenib on body weight of mice in the MHCC97H orthotopic xenograft model
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我们同时采用监测血清AFP水平预估瘤体生长

情况。在分组、给药后35 d, 眼眶后静脉丛采血, 收
集血清做AFP检测, 结果显示, 与溶剂组裸鼠相比, 
接受索拉菲尼灌胃的裸鼠在AFP表达水平上显著下

降(图6)。为此, 在连续给药35 d后终止实验, 处死裸

鼠, 开腹从肝上取出肿瘤组织, 可见索拉菲尼组的原

位瘤大小显著小于溶剂组的瘤体(图7), 对瘤体进行剥

离和称重, 溶剂组的平均瘤重为(3.04±0.20) g, 索拉菲
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对携带原位移植瘤的裸鼠进行灌胃索拉菲尼或者溶剂35 d后终止实验, 取瘤体并拍摄照片。

Mice bearing orthotopic xenograft were sacrificed after received either sorafenib or the solvent control for 35 days. Xenograft tumors were resected and 
photografted. 

图7   MHCC97H原位移植瘤的瘤体

Fig.7   Photos of MHCC97H orthotopic xenograft tumors
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Sorafinib
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携带原位移植瘤的裸鼠随机分组之后灌胃索拉菲尼或者溶剂35 d, 取血检测AFP表达水平, 利用学生t检验进行显著性检测, **P<0.01, 与溶剂组

比较。

Mice bearing xenografts were randomly divided into 2 groups and each group received either sorafenib or the solvent control (vehicle) for 35 days. Serum 
AFP level was evaluated and the student t-test was applied to analyze the difference between the 2 groups, **P<0.01 compared with vehicle group.

图6   索拉菲尼对MHCC97H原位移植裸鼠的血清AFP水平的影响

Fig.6   Effects of sorafenib on serum AFP level of mice in the MHCC97H orthotopic xenograft model
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尼组平均瘤重仅为(0.60±0.09) g, 有极显著差异(图8)。

3   讨论
1999年, Tian等[10]从人肝癌组织的皮下移植瘤

中分离得到了一株能够在体外传代培养的肝癌细

胞系, 取名为MHCC97, 该细胞携带多种染色体数

量变异和结构变异, 并丢失了肿瘤抑制基因[如肿瘤

抑制蛋白p53(tumor protein p53, TP53)]的表达。随

后, 研究者又从MHCC97中分离得到了高转移性的

MHCC97H细胞克隆, 肝脏原位接种后的肺转率为

100%[11]。因此, MHCC97H细胞适用于构建肝癌发

病机制和治疗方法研究的动物模型。本研究成功地

建立了MHCC97H细胞的皮下异位瘤模型和原位瘤

模型, 发现细胞的类型和接种量对于皮下异位移植

瘤模型的成瘤率非常重要, 我们通过多次预实验, 最
终确定了MHCC97H细胞的适宜接种量为3×106/只。

在这个接种条件下, 瘤体既不会长得太快, 又不会过

小以至于无法观察和检测。我们也成功地建立了

MHCC97H细胞的原位移植模型。由于小鼠肝脏小

且薄, 不易操作, 直接注射细胞悬液的接种方法容易

出现接种数量不均、肝脏破裂、裸鼠死亡等问题。

所以我们采用了用套管针直接往肝脏插入瘤块的方

法来建立原位移植模型。瘤块修剪成比较均一的大

小并插入到裸鼠肝脏内, 有利于得到差异较小的原

位生长的肿瘤。建立一个适宜的体内药效模型对肝

癌的研究具有重要意义。本研究利用索拉菲尼灌胃

方法进行了药效模型的验证。在异位移植模型中

**
Tu

m
or

 w
ei

gh
t (

g)

4

3

2

1

0
Vehicle Sorafenib

对携带原位移植瘤的裸鼠进行灌胃索拉菲尼或者溶剂35 d后终止实验, 取瘤体并记录瘤体体重, 利用学生t检验进行显著性检测, **P<0.01, 与
溶剂组比较。

Mice bearing orthotopic xenograft were sacrificed after received either sorafenib or the solvent control (vehicle) for 35 days. Xenograft tumors were 
resected and weighted. The student t-test was applied to analyze the difference between the 2 groups, **P<0.01 compared with vehicle group.

图8   索拉菲尼对MHCC97H原位移植瘤瘤重的影响

Fig.8   Effects of sorafenib on the weight of MHCC97H orthotopic xenograft tumor

索拉菲尼对异位移植的MHCC97H的抑瘤率达到了

58%, 在原位移植模型中的抑瘤率为80%, 且两种模

型下均无明显的药物毒副作用。

AFP主要来自胚胎的肝细胞, 胎儿出生约2周后

AFP从血液中消失, 因此正常人血清中AFP的含量低

于20 μg/L。当肝细胞发生癌变时, 会恢复产生这种

蛋白的能力, 而且随着病情恶化在血清中的含量会

急剧增加[12-13]。因此, 临床上AFP可作为诊断原发性

肝癌的一个特异指标。在连续灌胃索拉菲尼35 d后, 
用ELISA方法检测裸鼠血清中AFP水平, 发现模型组

的AFP水平达到了340 µg/L, 而索拉菲尼给药的AFP
水平才19 μg/L, 远远低于模型组。结合动物体重的

变化, 我们推测药物已经对肝脏上的原位移植瘤产

生了作用, 决定进行解剖观察。最后的观察结果不

仅证明了索拉菲尼的抑瘤效果, 还证明了利用血清

AFP水平可以较好地监测肝脏瘤体的生长变化。

肝肿瘤切除、局部消融和肝移植是目前临床上

肝细胞癌患者获得长期生存的最主要途径, 但术后

复发与转移是限制治疗效果提升的主要问题。随着

分子遗传学的发展, 以肿瘤细胞特异性高表达分子

为靶标的靶向药物在肿瘤治疗中的作用日益凸显。

目前, 美国、欧洲几个国家和中国都已批准将索拉

非尼列为晚期肝细胞癌患者的一线治疗药物。但是, 
由于靶向药物的针对性强, 而肿瘤患者的遗传异质

性高, 单独或少数几种靶向药物不可能解决日益严

峻的癌症问题。在肝癌治疗领域, 目前全球还有百

余项靶向药物在进行临床I期~IV期的实验工作, 期望
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能够开发出适用于不同遗传背景的肿瘤患者的其他

有效靶向药物[14]。我们的研究工作利用MHCC97H
细胞作为造模细胞, 成功构建了可用于临床肝癌治

疗新药筛选的动物模型, 优化了给药方式及药效评估

方法, 为肝癌的新药筛选提供了良好的动物实验体系

的参考。
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