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[摘 要] 目的：采用内毒素加/不加二甲基肼复制大肠腺瘤模型并比较其异同。方法：14 只约

210g雄性Wistar大鼠分为正常组与 3个模型组：单纯长期尾静脉注射内毒素（模型Ⅰ组）、长

期尾静脉注射内毒素加腹腔注射二甲基肼（模型Ⅱ组）、内毒素加二甲基肼与 GW9662（模型

Ⅲ组），检测血清内毒素水平与炎症因子等，实验到期后取肠管等，肉眼及光镜下观察。结果：

模型Ⅰ、Ⅱ与Ⅲ组血清内毒素与炎症因子均升高，均成功复制大肠腺瘤，模型Ⅰ为凹陷型管状

腺瘤，瘤组织向粘膜下浸润，模型Ⅱ为扁平型管状腺瘤，模型Ⅲ为隆起型绒毛状管状腺瘤。结

论：模型Ⅰ、Ⅱ与Ⅲ组复制的大肠腺瘤肉眼与光镜下病理分型不同，应该与毒素种类、注射剂

量及作用时间等有关。
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[Abstract] Objective The large intestinal adenoma models were replicated with endotoxin with/without
dimethylhydrazine（DMH）and their similarities and differences were compared.Methods Fourteen male
Wistar rats, about 210g each, were divided into 1 normal group and 3 model groups which included
simple long-term intravenous injection of endotoxin(Model Ⅰ ),long-term intravenous injection of
endotoxin plus intraperitoneal injection of DMH(Model Ⅱ),intravenous injection of endotoxin plus
DMH and GW9662(Model Ⅲ ).Detection of serum endotoxin and inflammatory factors,blood
lipids,routine blood and urine tests.Take the intestinal tubes,etc.after the expiration of the
experiment,and observe them macroscopically and microscopically.Results Serum endotoxin and
inflammatory factors were increased and colonic adenomaes were all successfully replicated in models I,II
and III.a depressed tubular adenoma that the tumor tissue infiltrated into the submucosa in model I,a flat
tubular adenoma in model II and a protuberant villous tubular adenoma in model III.Conclusion The
pathological types of the colonic adenoma models replicated by models Ⅰ、Ⅱand Ⅲ were different
macroscopically and microscopically,which should be related to the types of toxin,the doses of injection
and times of action,etc.
[Key words] endotoxin（ET)；tail vein injection；1，2-dimethylhydrazine（DMH）；intraperitoneal
injection；colorectal adenoma（CRA）

引言

大肠腺瘤(colorectal adenoma，CRA)是大肠腺上皮来源

肿瘤性病变，是常见大肠癌前疾病[1]，切除后易复发，且原

因不明，并缺乏预防措施，课题组研究[2]发现该类患者血清

内毒素水平均明显升高，解毒药有预防作用，在前期[3-4]复制

急性内毒素血症模型成功基础上进一步采用大鼠尾静脉连

续注射大剂量内毒素 3月余、连续尾静脉注射内毒素加腹腔

注射 1，2-二甲基肼（1，2-dimethylhydrazine,DMH）2次、

尾静脉注射 1次内毒素后改为腹腔注射 DMH与尾静脉注射

GW9662三种造模方法，成功建立凹陷型、扁平型与隆起型

大肠腺瘤模型，现将结果汇报如下：

1 材料与方法

1.1材料

1.1.1实验动物：雄性Wistar大鼠 14只，体重约 210g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.1.2造模试剂及使用方法：
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①脂多糖（LPS）：来源于大肠杆菌 0111：B4，购于 Sigma

公司，储存于-4℃，使用时将 10毫克 LPS溶解于 10毫升生

理盐水中，现用现配，工作浓度为 1毫克/毫升。给药方法：

尾静脉或腹腔注射。②DMH：购自麦可林公司，用生理盐水

稀释，现用现配。给药方法：腹腔注射。③特异性过氧化物

酶增殖物激活受体 -γ（peroxisome proliferators-activated

receptor，PPAR-γ)受体拮抗剂 GW9662（别名：2-氯-5-硝基

-N-苯基苯甲酰胺），购自 Sigma（中国）公司，先用乙醇溶

解，然后再用生理盐水稀释，现用现配；给药方法：尾静脉

注射。④戊巴比妥钠：使用前将 1毫克戊巴比妥钠溶解于 100

毫升无菌水中，储存于-4℃，工作浓度为 1%；给药方法：

腹腔注射。

1.2方法

1.2.1动物分组：大鼠适应性饲养 3天后分组如下：正常

组 3只、模型Ⅰ（单纯长期注射内毒素）组 5只；模型Ⅱ（长

期注射内毒素+DMH）组 2 只；模型Ⅲ（注射内毒素 1 次

+DMH+GW9662）组 4只。

1.2.2模型复制方法

1.2.2.1模型Ⅰ：大鼠首次尾静脉注射 3mg/kg 内毒素并

连续注射内毒素（以 3mg/kg为主），定期采血检测血清内

毒素及炎症因子，每周注射 5-6次，持续约 3个月，实验到

期前 2天停止注射。正常组注射生理盐水。

1.2.2.2模型Ⅱ：造模方法基本同模型Ⅰ，仅将第 19 与

20 次注射内毒素分别改为腹腔注射 DMH40mg/kg 与

33mg/kg。

1.2.2.3模型Ⅲ：先尾静脉注射 0.1、0.5、1与 2mg/kg 内

毒素，第 2天腹腔注射 DMH 120mg/kg，2周后颈部皮下注

射 DMH 20mg/kg 加强 1 次，第 2 天再首次尾静脉注射

0.3mg/kgGW9662，以后每周注射 1次 0.1mg/kgGW9662，连

续约 3个月。

1.2.3采血方法及采血量：大鼠眼球采血 1ml。

1.2.4内毒素检测方法：内毒素鲎定量实验，化学发光法

1.2.5采用酶联免疫吸附法检测炎症因子：大鼠肿瘤坏死

因子α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β）与 IL-6科研

试剂盒均购自江苏酶免实业有限公司，具体操作按试剂盒说

明书进行。

1.2.6大便检测方法：大便常规

1.2.7取材与组织处理方法

实验到期后，禁食不禁水 12h，大鼠腹腔注射 1%戊巴比

妥钠 60mg/kg麻醉，腹主动脉取血后将全部肠管取出，测量

长度、壁厚度及腔直径，并将腔剖开，肉眼观察粘膜病变后，

常规放入 10%中性福尔马林液中固定，取病变区，石蜡包埋

切片，苏木素伊红（HE）染色，光镜下病理观察。

2 结果

2.1大鼠一般情况

2.1.1首次注射内毒素后：除 0.1mg/kg 外，注射 0.5、1、

2与 3mg/kg大鼠均卧倒，精神萎靡，饮食活动明显减少，注

射剂量越大，大鼠站起及恢复活动越晚；各剂量注射 15分

钟-1h后，体温均升高，均出现肛门排水或大便粘腻不成形，

大便常规均阴性；3h后，0.1mg/kg 大鼠体温基本恢复正常，

体温恢复正常速度与注射剂量成反比；24h时，体重均明显

下降。

2.1.2模型Ⅰ组：随着注射内毒素次数增多，大鼠体重增

长明显缓慢，出现扎堆、竖毛、毛泽灰暗、毛色变差、耳廓

血管充血及眼球发白等，第 8次注射后大鼠均排粘液；第 15

次注射后，均出现便血；第 18次注射后，1只出现粘液血便；

第 23次注射后均出现偏瘫；第 27次注射后偏瘫程度最严重，

后减少内毒素注射量，偏瘫与便血症状消失，再加大内毒素

注射量，偏瘫与便血再次出现。

2.1.3模型Ⅱ组：注射第 1-17次内毒素时大致情况同模

型Ⅰ组，注射第 18次后第 2天大便表面有粘液与少量血丝；

第 19次改为腹腔注射 DMH 40mg/kg，2h后肛门排水样便，

第 2天排少量粘液血便，第 20次腹腔注射 DMH 33mg/kg后

多次测肛温时均无大便，后继续注射内毒素，又出现大便粘

腻不成形或水样便或排粘液等。

2.1.4模型Ⅲ组：注射 0.1、0.5、1与 2mg/kg内毒素 24h

后均腹腔注射 DMH 120mg/k g后，先注射 0.1mg/kg 大鼠安

静直立，其余均安静卧倒，先注射 2mg/kg与 1mg/kg大鼠分

别于注射 DMH第 3天与第 5天死亡；剩余 2只大鼠第 6天

肛门均排水样便，第 7-9天大便均粘腻，加强与注射 GW9662

后部分大鼠大便稀粘，此后大便间断粘腻不成形。

2.2大鼠血清内毒素水平及炎症因子变化：第一次尾静

脉注射内毒素(0.1-3mg/kg)后 1h及 24h检测血清与尿液内毒

素水平均>500pg/ml，血清 TNF-α、IL-1β及 IL-6均明显升

高；造模过程中多次采血检测内毒素模型组均升高，最高

者>500pg/ml。

2.3肠粘膜病理变化

2.3.1大体所见：模型Ⅰ与模型Ⅱ肠粘膜可见出血点、糜

烂及浅溃疡等病变，模型Ⅱ局部可见粘膜隆起；模型Ⅲ肠粘

膜糜烂溃疡不明显，可见多个结节状隆起，最大直径为 0.3cm，

有的结节融合，切面灰白，质韧。

2.3.2光镜下组织病理学变化：模型Ⅰ组可见凹陷型低级

别管状腺瘤（图 1），瘤组织向粘膜下浸润；模型Ⅱ组为扁

平型低级别管状腺瘤（图 2），局部粘膜隆起区粘膜内可见

管状腺瘤；模型Ⅲ组多处为隆起型低级别绒毛状管状腺瘤

（图 3），与文献[5]报道近似；另外，三种模型均可见肛管
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肛周低级别鳞状上皮内瘤变（图 4）。

图 1 模型Ⅰ：凹陷型低级别管状腺瘤 HE×40

图 2 模型Ⅱ：扁平型低级别管状腺瘤 HE×40

图 3 模型Ⅲ：隆起型低级别绒毛状管状腺瘤 HE×4

图 4 模型Ⅱ：低级别鳞状上皮内瘤变 HE×40

3 讨论

3.1CRA的发生机制：既往研究认为，结肠腺瘤性息肉

病(adenomatous polyposis coli，APC）可抑制Wnt信号通路，

只有在某些特殊条件与环境下，经过十分复杂的机制和步骤，

导致 Wnt（Wingless-Int）/β-连环蛋白（catenin）信号通路

损伤，APC基因突变，其编码的 APC 蛋白失去正常功能，

破坏复合体解体或失效，β-catenin 无法被磷酸化和降解而

在细胞质中大量积累，入核激活 c-Myc与 Cyclin D1等促增

殖基因转录，导致细胞增殖异常，不断分裂，形成一大群具

有相同异常特性的子代细胞，形成 CRA，在具有绒毛状腺瘤

形态的病变中，APC突变频率明显更高；炎症微环境紊乱及

免疫系统失衡使肿瘤细胞发生免疫逃逸是肿瘤发生根本原

因，课题组研究发现 CRA等疾病患者血清内毒素水平均升

高，经解毒治疗后，CRA等不再复发，因此提出内毒素等是

肿瘤的主要微环境，在大肠粘膜上皮从正常→增生→非发育

不良结肠隐窝→异常隐窝病灶[6]→腺瘤的转化过程中存在着

细胞、蛋白、mRNA、DNA与基因等改变，均与血清内毒素

等水平升高有关。

3.2内毒素致病机制：内毒素是革兰氏阴性（G-）细菌

生长繁殖时释放或死亡裂解时的细胞壁成分脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS），其活性中心脂质 A 是低毒物

质与强致炎剂，还有强免疫原性，可激活单核巨噬细胞、丝

裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路及 Toll样受体（TLR）

4/NF-kB信号等诱发各种细胞因子基因激活，产生 TNF-α、

IL-1β及 IL-6等，诱导炎症，活化中性粒细胞，形成中性粒

细胞外诱捕网（NETs)，促进血栓形成；促使巨噬细胞极化；

导致细胞损伤、增殖[7]、凋亡或焦亡[8]、铁死亡[9]、自噬异常

[8]、衰老、内皮屏障，及凝血功能与微循环障碍、微血管渗

漏[10]、血管炎、免疫功能紊乱、基因和/或蛋白表达变化等[11]，

可引起 CRA等多种病症[2]。

3.3血清内毒素水平升高引起 CRA的机制

（1）血清内毒素水平升高，可进入肠上皮和全身循环

系统，导致紧密连接及肠道通透性增加，通过激活核因子
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（NF-κB）诱导粘蛋白基因MUC2、4等转录，使杯状细胞

大量合成和分泌，导致肠道粘液分泌增多，影响水通道蛋白

（AQP）3等表达，增加肠壁通透性，使肠粘膜回吸收水分

等能力下降，引起大便粘腻不成形或水样便；TNF-α通过激

活 NF-κB通路与下调上皮性钙粘附蛋白等诱导肠上皮紧密

连接断裂，引起肠上皮屏障破坏。

（2）血清内毒素等水平升高可引起凝血功能与微循环

障碍等，导致大肠等缺血缺氧，缺氧可诱导代谢通路如糖酵

解、乳酸转运及脂质代谢的显著改变[12]；缺氧诱导因子（HIF）

家族蛋白都可以被缺氧诱导，并促进糖酵解和红细胞生成，

HIF-1α在缺氧条件下被上调，调节血管内皮生长因子

（VEGF）促进血管新生以恢复氧平衡，并和 HIF-1β形成

HIF-1复合物，随后结合到缺氧反应元件（HRE)上，从而激

活相应基因包括葡萄糖转运蛋白 1(GLUT1)、p53、p21 与

Bcl-2等；在持续缺氧状态下，细胞会持续分化，HIF-1α可

参与自分泌生长因子的作用，使后者调控细胞增殖与分化的

功能丢失或失去平衡，导致肿瘤有高增殖能力，增强肿瘤细

胞的干性；还可选择性抗凋亡，促进肿瘤增殖；可诱导胰岛

β细胞促因子促进胰岛素分泌，血浆中胰岛素水平高，常表

现出促有丝分裂特性，促进大肠 ACF 生长，并通过提高类

胰岛素生长因子-1（IGF-1）水平来实现其作用，IGF-1还可

促进 VEGF产生。

（3）内毒素水平长期升高会导致大肠非可控性炎症，

炎性细胞持续不断地产生活性氧（ROS）及活性氮，损伤

DNA及其修复系统，甚至导致 DNA双链断裂等，引起 APC

基因突变[13]；另外，内毒素也会影响 P-糖蛋白(Pgp)、PTOV1

与 p53等基因和/或蛋白表达变化，增加GLUT家族等mRNA

水平 [14]；PTOV1 可与β-catenin 相互结合而激活 Wnt/β

-catenin信号通路，从而上调靶基因 C-myc等表达[15]。

（4）内毒素对 HMGA1 基因的影响：HMGA1 基因是

APC基因缺失驱动结肠肿瘤发展的关键介质，结肠上皮内仅

一个 HMGA1 等位基因的缺失会抑制由突变 APC 和炎症微

生物群驱动的肿瘤发生和 Wnt 信号传导，APC 基因缺失与

完整的 HMGA1 一起导致 HMGA1 和核β-catenin蛋白水平

升高，在整个隐窝中延伸到管腔上皮[16]，与 CRA发生位置

一致。

（5）内毒素可引起内毒素耐受，从而产生免疫抑制环

境，促进恶性疾病的发展[17]。

3.4CRA“自上而下”与“自下而上”生长方式的机制探

讨：模型Ⅰ组复制的凹陷型腺瘤为自大肠干细胞区至粘膜下，

说明单纯内毒素损伤的主要是肠道干细胞，与文献[18]CRA

的发展是通过自上而下的机制进行相符合，模型Ⅲ组复制的

隆起型腺瘤为自大肠上皮细胞基因突变区至周围生长；课题

组研究认为 CRA“自上而下”等生长方式与血清及肠腔内毒

素种类、剂量及作用时间等有关，扁平腺瘤形成机制有待于

深入研究。

3.5肛管低级别鳞状上皮内瘤变形成机制的探讨：应该

也与毒素直接刺激及基因毒性等有关，临床口腔鳞癌反复复

发患者经解毒治疗后鳞癌不再复发，也说明鳞癌的发生/复发

与血清内毒素等水平升高有关，需深入研究。

4 结语

本文采用内毒素、内毒素加 DMH、DMH 加 GW9662

分别成功复制出凹陷型、平坦型与隆起型大肠腺瘤，前 2种

造模方法国内外文献未见报道，第 3种模型大鼠血清内毒素

水平也升高，说明内毒素是引起大肠腺瘤的重要毒素之一，

应高度重视。
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