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Abstract
Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
is a common form of malignant disease. Ap-
propriate animal models recapitulating hu-
man cancers, which are powerful not only for 
the elucidation of in vivo process and relevant 

mechanisms of the diseases but also for the 
evaluation of efficacy and safety of new drugs 
and management concepts, are critical for the 
success of translational research. In this context, 
compared with other malignancies, the present 
situation for human ESCC that novel discover-
ies for either diagnostic markers or therapeutic 
targets as well as the clinical application are out 
of step (laggard) is largely attributed to the lack 
of suitable in vivo animal model for this human 
disease. This article provides an overview of the 
currently available animal models established 
for human ESCC, encompassing chemically 
induced and genetically engineered rodents. 
Genetically engineered mice coupling induction 
with 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) are dis-
cussed in more detail. 
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摘要
建立和应用真实模拟人类疾病的动物模型, 从
整体水平动态地揭示肿瘤发生机制, 从而寻找
防治对策和开发治疗新药, 是成功开展转化医
学研究的关键. 食管癌是最高发的恶性肿瘤之
一. 由于相关活体动物模型研究和开发的相对
滞后, 对于食管鳞癌的病因、发病机制和相关
分子通路缺乏全面系统深入的认识, 直接导致
无法有针对性地进行早期分子诊断标志物和
有效药物靶点的开发和转化, 严重影响早期诊
断和治疗预后. 合适的动物模型是改变这一现
状的关键. 本文就食管鳞癌动物模型的种类、

构建和应用方面作一综述, 并着重介绍了4-硝
�喹啉-氧化物(4NQO)化学致癌结合�因工
程的小鼠模型.

关键词: 食管鳞状细胞癌; 基因工程小鼠; 4-硝基

喹啉-氧化物; 转化
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■背景资料
建立和应用真实
模拟人类疾病的
模式动物, 从整体
水平动态地揭示
肿瘤发生机制, 从
而寻找防治对策
和开发治疗新药, 
是成功开展转化
医学研究的关键. 

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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0  ��引言

食管癌是最常见的8大恶性肿瘤之一[1], 由于早

期症状不明显, 大多数食管癌患者确诊时已经

是中晚期, 预后极差, 目前我国食管癌患者总体

5年生存率只有20%-30%, 其死亡率高居恶性肿

瘤的第4位(15.26/105)[2]. 同时, 食管癌在世界范

围内具有明显的地区分布差异性[1], 而中国是

最主要的高发区, 发病率和病死率均居世界之

首, 其中超过95%系食管鳞状细胞癌(esophageal 
squamous cell carcinoma, ESCC). 

鉴于食管鳞癌发生的地域性, 西方发病率

低, 相对于其他肿瘤, 国际上对ESCC的研究相

对滞后. 目前尚无特异的分子诊断标志物和特

效药物, 个体化治疗更基本上是空白. 治疗后较

低的5年生存率也正反映了目前ESCC在临床诊

断和治疗应用方面缺乏有效手段. 造成这一现

状的主要原因之一是真实模拟人类食管鳞癌的

动物模型的研究开发的相对不足[3]. 
众所周知, 肿瘤的发生是一个涉及多信号

通路、多基因调节以及多种细胞间相互作用的

动态过程[4]. 目前针对ESCC的研究多数局限于

体外细胞培养和临床标本检测水平[5,6]. 而这两

种研究体系还不足以真实地阐明ESCC的发病

机制. 其一, 体外细胞培养不能模拟体内复杂的

多细胞、多信号调节过程, 而且永生化细胞株

往往具有不同于体内原发肿瘤的基因表达谱和

表型特征; 其二, 临床标本检测由于伦理等问题, 
往往只能采集晚期肿瘤标本, 仅能反映标本采

集时间点的终末状态, 由于缺乏发病前后序列

时间点的对照, 难以动态反映整个疾病的发生

发展过程. 
由于上述研究体系在时间和空间上的局限

性, 不能在整体水平真实地反应人体疾病, 导致

对ESCC的病因及相应的发病机制、分子机制

等仍缺乏系统深入的认识也难于找到有针对

性的诊断标志物和治疗靶标, 从而影响了诊断

和治疗, 造成了医疗资源的巨大损耗和病死率

高的现状. 而在动物整体水平建立真实模拟人

类疾病的疾病模型, 对理解疾病发生发展至关

重要, 是基因在体功能分析、疾病发病机制探

讨、药物新靶点发现及临床前药效学评价等生

物医学研究的必要条件, 成功开展ESCC动物模

型是转化医学研究的关键. 现就ESCC方面有关

动物模型构建与应用的现状综述如下, 其中强

调我们正在开展的4-硝基喹啉-氧化物(4-nitro-
quinoline-1-oxide, 4-NQO)化学致癌结合基因工

程小鼠的重要价值. 

1  异种移植瘤模型

1981年首次报道[7]在裸鼠体内成功建立了食管

癌的移植瘤模型. 应用此模型可以对食管癌组

织或者细胞株进行倍增时间、侵袭转移能力等

多种表型特性的鉴定, 同时对基因、信号通路

等相关机制进行研究, 最主要的应用是进行相

关抗肿瘤药物的体内试验, 如Rahadiani等[8]证明

了PCAF(p300/CBP-associated factor)的抑癌效应

及其在ESCC发生过程中的作用. 
不可否认, 免疫缺陷鼠异种移植瘤模型是

目前应用最广泛的模型[9]. 尽管如此, 移植瘤模

型存在一些局限性[10]. 比如, 移植瘤模型只是对

瘤性组织或具有成瘤性的细胞株的生物学特性

进行评估, 而无法模拟肿瘤成瘤前的一系列基

因突变的积累过程, 所以, 该模型还远不能满足

阐明肿瘤发生发展的相关机制的要求. 另外, 皮
下移植瘤的生长明显不同于临床实际的肿瘤生

长模式, 如倍增时间缩短、脉管系统较有序、

坏死较少, 且皮下移植瘤较少发生浸润和转移. 
最后, 因为异种移植瘤模型小鼠免疫耐受, 这种

模型对于研究依赖于宿主免疫系统或者需要宿

主种特异性免疫效应的治疗方法无能为力. 居
于以上原因, 移植瘤模型在某种程度上并不属

于严格的整体动物模型[11].

2  化学致癌模型

很早就明确多种环境致癌因素可以诱发食管癌

的发生, 这也是造成食管癌发病率地区分布不

均的主要原因之一. 通过化学致动物成瘤实验

证实了多种食管癌的化学致癌原, 并成功应用

于建立食管癌化学致癌模型, 现就几种常用的

食管癌化学诱导模型做分类介绍. 
2.1 亚硝胺致癌模型

2.1.1 甲�苄�亚硝胺: 甲基苄基亚硝胺(N-nitro-
somethylbenzylamine, NMBA)对大鼠食管具有

特殊的亲和性, 其诱导癌变主要在食管, 可能与

食管富有相关中间代谢酶有关. 在致癌原处理

不到15 wk即可观察到肿瘤生成, 20 wk时有67%
的大鼠可以发现浸润性癌[12]. 本实验的优点在

于乳头状瘤和癌可在较短时间内诱导形成, 其
病理形态的改变与人食管鳞癌的发生顺序相平

■研发前沿
由于相关活体模
式动物研究和开
发的相对滞后, 对
于食管鳞癌的病
因、发病机制和
相关分子通路缺
乏全面系统深入
的认识, 直接导致
无法有针对性地
进行早期分子诊
断标志物和有效
药物靶点的开发
和转化, 严重影响
早期诊断和治疗
预后. 合适的动物
模型是改变这一
现状的关键. 
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行, 同时, 在模型中观察到早期出现了Cyclin D1
和Cyclin E的过表达, 同时伴有p53抑癌基因的

突变. 这些变化和临床标本的观察结果相符合, 
说明本模型非常好地模拟了食管癌的发生过程. 
另外, NMBA毒性较小, 因此本模型是研究食管

癌及癌前病变的较好模型. Fong等[13]很早就应用

这一模型证实了锌缺乏在口腔食管癌发生过程

中具有重要的作用. 同时, 其他学者应用这一模

型验证了一批化学预防药物的作用和机制, 如
异硫氰酸盐、鞣花酸、舒林酸、延胡索酸以及

二烯丙基硫醚(diallyl sulfide, DAS)等显示了对

NMBA诱导肿瘤中的抑制作用, 而芳香-类视黄

醇、硒等的抑癌作用则未能在该模型中得到验

证[14-17]. 虽然NMBA在大鼠模型中的食管癌诱导

成功率非常高, 但在小鼠中则未能同样有效地

诱发食管癌, 而只是更多地诱导食管胃交界和

前胃的瘤变[18]. 
2.1.2 对甲�戊�亚硝胺: 对甲基戊基亚硝胺

(Methyl-n-amyl nitrosamine/N-Amyl-N-dimethyl-
nitrosamine, MNAN/AMN)是另一种常见的应用

于诱发大鼠食管癌模型的亚硝胺类化合物. 与
NMBA相类似, MNAN也具有较好的器官特异

性(虽然在某些品系中会诱导肺癌和鼻咽癌), 同
时具有癌变诱导成功率高, 诱导速度快的特点. 
对Wistar大鼠按每周12.5-25 mg/kg剂量连续12 
wk腹腔注射后, 食管鳞状上皮乳头状瘤诱导率

为85%-100%, ESCC诱导率为 40%-65%, 大鼠

平均生存期为25-31 wk, 相关指标与NMBA相

当[19]. 同样的, 其病理形态的改变也与人食管鳞

癌的发生顺序相平行, 在诱导出鳞状上皮细胞

乳头状瘤和癌的同时经常伴有癌前病变(过度

增生和不典型增生). Chen等[20]对MNAN的体

内代谢进行的一系列研究提示了体内细胞色素

P450同工酶及其他代谢酶的差异等与MNAN
致癌的器官特异性以及对不同种属致癌性差异

有关. 
通过MNAN致食管癌模型, Mirvish等等[21]应

用一些食物成分进行协同致癌实验, 证实了儿

茶酚、咸丰草等可能存在弱致癌作用. 虽然如

此, 仍未见MNAN在野生型小鼠中成功诱导食

管癌模型的相关报道. 有研究表明MNAN可以

在Swiss小鼠中诱导肺腺癌和食管乳头瘤, 但未

见食管癌诱导[22]. 这一缺陷无疑限制了MNAN
和NMBA两种致癌原利用小鼠丰富的转基因库

建立食管癌转基因模型. 
2.2 4-NQO 4-NQO是一种水溶性的喹啉衍生物, 

一开始主要应用于口腔癌模型的构建和研究, 
2004年Tang等[23]首次报道了4-NQO小鼠食管鳞

癌的诱导模型且致癌率非常高. 在构建4-NQO
食管鳞癌模型的过程中, 一般是将4-NQO溶解

在饮用水中进行喂养. 4-NQO作用后诱发的口

腔-食管鳞癌模型显示了多级非典型增生、癌

前病变和癌性病变等. 检测模型中与口腔-食管

鳞癌形成相关的分子标志物的表达-如角蛋白标志物的表达-如角蛋白的表达-如角蛋白

K1、K14、P16以及表皮生长因子等的结果显

示4-NQO诱导的小鼠口腔-食管鳞癌癌变过程中

形态学和病理学特点与人口腔-食管癌类似[23]. 
另外, 4-NQO处理后, 鼠口腔食管上皮没有立即

表现出肉眼可见的形态学异常或炎症反应, 需
一段时间后才出现肿瘤性病变, 这表明这一模

型可以避免观察到的癌前病变是暂时性的, 排
除致癌原清除后复原的可能性. 老鼠舌部及食管

在4-NQO处理一定时间后发生的癌前和癌性病

变, 大多是遗传突变累积到一定程度的结果. 病
变随着4-NQO处理时间的推移而逐步进展, 从
增生、不典型增生、乳头状瘤到浸润癌. 同时, 
4-NQO在食管主要是诱导鳞状细胞癌, 而不是腺

癌. 这些结果表明, 这一小鼠模型对于研究口腔

和食管的鳞状上皮癌都是非常有用的模型. 
以上的3种常用致癌原, 在构建食管鳞癌模

型都具有很高的诱发效率, 同时具有强的组织器

官特异性, 现就3种致癌原各自特点总结于表1. 
而4-NQO诱导食管鳞癌模型的成功构建改变了

前述只有亚硝酸盐诱导大鼠模型的现状, 使我们

获得了通用的小鼠模型. 与其他动物模型相比, 
小鼠模型有着明显的优势[11], 因为小鼠模型有着

多种转基因和基因敲除品系可供研究, 同时, 小
鼠繁殖生长周期短, 更便于大规模开展实验.实验.. 

3  基因工程模型

化学致癌模型为食管癌提供了研究外在环境因

素的必要模型, 而肿瘤的发生还有体内多种基

因改变进行性积累及其与环境因素相互作用的

因素, 因此我们需要进一步明确特定分子事件

在食管癌发生发展各阶段的空间时序和相应作

用, 这就需要应用到基因敲入/敲除技术构建基

因工程动物, 从而找出关键靶标, 设计相应靶向

治疗药物或者相应的治疗策略, 并进一步验证

药物疗效, 开发出有效的临床用药. 
口腔-食管癌发生的典型组织病理学改变

顺序包括组织增生, 轻度到重度非典型增生, 原
位癌, 最后发展成浸润性癌. 临床病理检测显示,浸润性癌. 临床病理检测显示,性癌. 临床病理检测显示, 

■相关报道
Frese和Tuveson在
Nat Rev Cancer中
专题综述指出要
最大化地利用小
鼠肿瘤模型. 
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一些遗传学的事件往往伴随着这些改变而发生, 
包括由p16INK4A、cyclin D1、Cdk4、pRb通路

改变或者抑癌基因p53的突变造成G1细胞周期

节点的失控, 其他抑癌基因失活以及原癌基因

如EGFR的活化等[27,28]. 基于这些结果, 为了探讨

这些遗传学变化在食管癌发生以及恶化过程中

的作用, 近年来构建了一些相应的基因工程鼠

并进行了相关机制研究. 
3.1 Cyclin D1转�因鼠 Cyclin D1过表达是食管

鳞癌临床标本最常见的遗传变异事件[29], 各种化

学诱导模型中也能观察到相同变化. 更重要的

是, 在癌前病变组织中发现了Cyclin D1的核内

富集现象, 提示Cyclin D1的变化是一种癌形成

过程中的早期事件. 因此, Cyclin D1究竟发挥什

么作用引起了关注, 1997年首次报道了用EB病

毒ED-L2启动子成功构建食管鳞状上皮特异高

表达Cyclin D1的转基因鼠[30], 虽然没有观察到

肿瘤发生, 但是Cyclin D1过表达还是导致了口

腔和食管的非典型增生, 这是明确的癌前病变. 
在这种Cyclin D1过表达小鼠中, 还观察到其他

遗传改变, 包括EGFR和P53的表达上调, 后者提

示可能有P53突变. 应用此转基因鼠进行NMBA
处理, 证实Cyclin D1高表达加剧NMBA诱导的食

管鳞状上皮的异型增生和细胞增殖. 另外, Cyclin 
D1过表达小鼠如果给予贫锌饲料喂养会使小鼠

对NMBA诱导的致癌作用更为敏感[31]. 这种处理

使得Cyclin D1过表达小鼠发生浸润性食管鳞状浸润性食管鳞状性食管鳞状

细胞癌. 这表明遗传变异叠加多种环境因素的共

同作用更易导致侵袭性口腔食管癌的发生.
虽然这一小鼠模型可以解答一些问题, 但

是高表达Cyclin D1未能全面反映致癌物诱导的

人口腔食管鳞癌发生的多级遗传学改变过程. 
3.2 p53�因工程鼠 除Cyclin D1外, 大多数口腔

-ESCC及其癌前组织中也能发现P53的突变[27,28], 
提示P53在食管鳞癌发生中的重要作用. 最早

构建的相关基因工程小鼠已经表明高表达突变

p53癌基因会导致肺、骨、淋巴等组织器官的

肿瘤发生[32]. 但是单独P53失活难以直接在小鼠

导致上皮细胞癌的发生. 然而, Artandi等[33]研究

端粒酶RNA缺失(Terc-null)、P53变异小鼠发生

上皮细胞癌的结果显示了端粒动力、节点反应

与癌变的复杂关系. 端粒生物学的差异可能是

导致P53在人和小鼠癌发生过程中作用有所不同

的原因[34]. 结合前述的化学诱变剂, Shirai等[35]在

2002年利用MNAN致癌模型显示了p53基因敲除

后小鼠食管癌诱导率剧增, 同样, Zhang等[36]应用

P53显性负相突变(P53Val135/WT)转基因鼠发现

4-NQO诱导口腔-食管癌的发生概率和速率明显

增大, 以上模型均重现了p53基因突变在食管癌

发生中的作用, 并应用基因芯片技术对其上下

游信号通路也进行了比较, 以期发现关键的通

路和靶点. 
3.3 Cyclin D1过表达结合P53失活 2002年应用

建立的口腔-食管上皮细胞特异高表达Cycl in 
D1(L2D1+)转基因鼠和p53基因敲除小鼠进行杂

交配种[37]. Cyclin D1转基因鼠和p53基因敲除小

鼠进行交叉配种, 传代出L2D1+/p53 +/-和 L2D1+/
p53 -/-基因型小鼠及其他同窝对照小鼠. L2D1+/
p53 +/-和L2D1+/p53-/-鼠最早在5-6月龄就可以观

察到口腔食管鳞状上皮重度非典型增生甚至原

■创新盘点
本文就食管鳞癌
动 物 模 型 的 种
类、构建和应用
方 面 作 一 综 述 , 
并 着 重 介 绍 了
4-NQO化学致癌
结合�因工程的
小鼠模型. 通过充
分利用小鼠转�
因库, 结合化学诱
导模型, 综合采用
多种方法构建各
种动物模型, 成功
模拟食管鳞癌各
个过程将是今后
继续努力的方向. 

表  1  食管鳞癌化学诱导模型中不同致癌原的比较

     
致癌原 构模方法 致癌机制

主要诱导部位: 

   病变类型

已构建模型

   动物种系

ESCC应用

优劣比较
参考文献

NMBA sc, DW 烷化DNA 食管: 乳头状瘤、

癌前病变和癌

F344、SD、BD

VI大鼠、兔等

癌诱变率高; 病理变化

相似度高; 对小鼠诱导

作用弱(倾向于前胃和

食管胃交界瘤)

[12,14,24]

MNAN ip, po,

sc, DW

中间代谢物

致癌

食管、肺、鼻腔: 

乳头状瘤、癌前

病变和癌

MRC-Wistar、

Donryu、F344、

SD

大鼠、仓鼠等

癌诱变率高; 病理变化

相似度高; 对小鼠诱导

作用弱

[19,21,25]

4-NQO DW G→T; 生成活性

氧使DNA突变

或断裂

口腔、食管: 乳头状

瘤、癌前病变和

浸润癌

小鼠(CBA, 

C57BL/6)

癌诱变率高; 病理变化

相似度高; 丰富的转

基因小鼠库供研究

[3,23,26]

ip: 腹腔注射; po: 口服; sc: 皮下注射; DW: 饮水法.
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位癌的组织学改变. 由于有致死性的系统性淋

巴瘤和肉瘤发生, p53 -/-和L2D1+/p53 -/-小鼠的生

存分析期不超过5 mo. L2D1+/p53 +/-则在12月龄

时观察到口腔(舌前部、后部及颊部黏膜)和食黏膜)和食)和食

管(上段和下段)肿瘤样病变, 且侵入黏膜下层、黏膜下层、下层、

肌层和血管. 通过免疫组织化学(广谱细胞角蛋组织化学(广谱细胞角蛋(广谱细胞角蛋

白染色)证实大约25%的小鼠有淋巴结转移. 
另外, L2D1+/p53 +/-进展为侵袭性口腔上皮

细胞癌过程中未发现存留的p53等位基因的丢

失. 除了存留的p53等位基因发生突变的可能外, 
另外一种可能是野生型P53虽然仍存在肿瘤组

织中, 但其表达浓度降低足以促使小鼠恶性肿

瘤的形成[38]. 
尽管Cyclin D1/pRb和P53通路的失活是口

腔-食管癌发展所必经的 ,  但其他遗传学的改

变可能也是必要的, 虽然相关模型中并不涉及

p16INK4a或p19ARF基因的缺失或者p16INK4a
启动子高度甲基化[3]. Opitz等[3,37]的研究结果表

明不需要P16失活, 单独表达Cyclin D1就可以阻

断pRb通路. 
3.4 多种�因工程鼠在验证锌缺乏作用通路中

的应用 已知锌缺乏在口腔食管癌发生过程中具

有重要的作用,  Fong等[13]很早就应用NMBA致

食管癌模型建立了锌缺乏的动物模型, 并很好

地再现人肿瘤特点. 在大鼠的食管和舌头, 锌缺

乏导致细胞增殖、基因表达发生变化、促使肿

瘤发生. 补锌可以逆转异常的基因表达和过度

增殖, 抑制肿瘤的发生[39]. 在基因工程小鼠中, 锌
缺乏结合抑癌基因Trp53缺陷[31,40], 或者癌基因

Cyclin D1的高表达[41]抑或COX-2的敲除[42,43], 在
低剂量化学致癌原诱导下就可导致舌、前胃迅

速发生肿瘤且进展更快. 更进一步的全基因组

DNA扫描或者表达谱分析发现在大鼠食管上皮

细胞中, 锌调节促炎症因子S100A8的表达和调

整其和RAGE的作用以及下游NF-κB/COX-2信
号, 从而提供证据证明锌缺乏通过炎症通路导

致食管癌发生[43,44]. 
3.5 其他�因工程鼠 c-Ha-ras转基因大鼠(Hras128 
rats, 对诱导乳腺癌和膀胱癌易感)诱导食管鳞

状细胞乳头状瘤和鳞状细胞癌, 相反的, 对照的

野生型大鼠只有小部分发生了良性病变[45]. 全
长Brca1基因敲除使小鼠食管和前胃对于氧化

应激和化学致癌(MNAN)更加易感[46]. 另外针对

4-NQO是通过损伤DNA导致癌变, 而多聚(ADP-
核糖)聚合酶-1[poly(ADP-ribose)polymerase-1, 
Parp-1]具有修复损伤DNA的功能, 所以Gunji等[47]

应用Parp-1基因敲除小鼠研究Parp-1缺失是否会

增强小鼠对4-NQO的致癌敏感性, 但相关结果未

见明显变化, 从而提示4-NQO对DNA的损伤不能

通过体内Parp-1进行有效修复. 

4  结论

食管鳞癌和其他肿瘤比较, 在某些方面具有某

些共性, 同时又有自己的特点. 鉴于肿瘤的发生

常常是多个靶细胞基因改变与多种环境因素改

变进行性积累并相互作用的结果, 同时, ESCC和
多数人类疾病一样, 在遗传特性、对环境因子

的反应、临床表现及预后方面具有复杂的异质

性. 因此, 单一的动物模型不可能完全反映疾病

的复杂性, 建立和开发用于个体医学研究的模

型是我们面临的一个主要问题. 所以必须充分

利用的小鼠转基因库, 结合4-NQO等化学诱导

模型, 综合采用多种方法构建各种食管鳞癌动

物模型成功模拟各个过程将是今后继续努力的

方向. 这些动物模型可以使我们对食管癌进行

整体水平的研究, 明确多阶段的肿瘤形成过程

中特定的遗传学与环境相互作用, 从而揭示食

管癌的发病机制和关键通路, 并据此开发新的

药物靶点和分子标志物, 对开展相关的转化医

学研究具有十分重要的意义. 
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)


