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樊理华 李东丽 何佳群 武旖旎 韩新

【摘要】 目的 建立操作简便、重复性好的结直肠癌大鼠热创伤应激模型，用于研究围术期手术应激对肿瘤生长及肿瘤微

环境的影响。 方法 健康雄性 SD大鼠 72只，采用随机数字表法分为正常对照组、癌症模型组和热创伤应激组 3组，每组 24只。

癌症模型组和热创伤应激组用 N-甲基 -N-亚硝基脲（MNU）化学诱导法灌肠 16周，建立 MNU诱导的结直肠癌模型。16周后热

创伤应激组大鼠分别以特制的阻热黄铜模板加热后进行热创伤刺激，并分别于热创伤刺激后 0、6、12和 24h各随机取 6只大鼠取

血和采集结直肠组织；正常对照组和癌症模型组也根据热创伤应激组处理时间各随机取 6只大鼠取血和采集结直肠组织。采用

ELISA法检测大鼠血清促肾上腺皮质激素（ACTH）、IL-6、IL-10、皮质酮水平，采用 Western blot法检测结直肠组织细胞周期蛋白

（Cyclin）D1和髓样细胞白血病 -1（Mcl-1）蛋白水平。 结果 热创伤应激组大鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平较正常对

照组和癌症模型组均升高，且热创伤应激组创伤应激后 6、12、24h血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平较应激后 0h均升高，差异

均有统计学意义（均 P＜0.05）。热创伤应激组 4个时间点 Cyclin D1和 Mcl-1蛋白表达水平较正常对照组 0h和癌症模型组 0h均

升高，且热创伤应激组创伤应激后 6、12、24h Cyclin D1和 Mcl-1蛋白表达水平较应激后 0h均升高，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）。 结论 结直肠癌大鼠热创伤应激模型具有操作简便、重复性好等优点；热创伤应激可激活 IL-6诱导结直肠癌大鼠肿瘤增

殖，该模型可用于围术期手术创伤对肿瘤微环境影响的机制研究。

【关键词】 雄性大鼠 结直肠癌 热创伤应激 动物模型

Establishment of a thermal injury stress model in colorectal cancer rats FAN Lihua, LI Dongli, HE Jiaqun, et al. Department of
Anesthesiology, the Sixth Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University（Lishui People’s Hospital）,Lishui 323000, China
【Abstract】 Objective To establish a thermal injury stress model in colorectal cancer rats. Methods Seventy-two healthy

male SD rats were randomly divided into 3 groups: normal control group, cancer model group, thermal injury of cancer group.

Cancer model group and thermal injury of cancer group were treated with chemical induction of N-methyl-N-nitrosourea(MNU)

for 16 weeks to establish MNU-induced colorectal cancer model. Sixteen weeks later, rats in the thermal injury of cancer group

were heated with a special heat-resistant brass template, and six rats were randomly selected at 0, 6, 12 and 24h after the heat

trauma stimulation to collect blood and colorectal tissues. Normal control group and cancer model group were also randomly

selected according to the treatment time of the heat trauma stress group, six rats were taken blood and colorectal tissues were

collected. Serum levels of ACTH, IL-6, IL-10 and corticosterone were measured by ELISA. Cyclin D1 and myeloid leukemia-1

(Mcl-1) were detected by Western blot. Results The levels of serum ACTH, IL-6, IL-10 and corticosterone in the thermal injury

of cancer group were higher than those in normal control group and cancer model group, and the levels of serum ACTH, IL-6,

IL-10 and corticosterone in the thermal injury of cancer group increased 6, 12 and 24h after trauma stress compared with 0h after

stress (all P＜0.05). The levels of Cyclin D1 and Mcl-1 protein in the thermal injury of cancer group were higher than those in normal

control group at 0h and cancer model group at 0h at 4 time points, and the levels of Cyclin D1 and Mcl-1 protein in the thermal

injury of cancer group at 6, 12, 24h were higher than those at 0h after stress(all P＜0.05). Conclusion Thermal injury stress model

in rats with colorectal cancer has the advantages of simple operation and good repeatability. Thermal injury stress can activate

IL-6 to induce tumor proliferation in rats with colorectal cancer. This model can be used to study the mechanism of periopera-

tive surgical trauma on tumor microenvironment.
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结直肠癌是常见的恶性肿瘤，目前最有效的治疗方

法是广泛性根治手术，但仍有 50%的患者术后 2年出
现复发或转移，其中约 20%~30%的患者出现局部复发
转移，而 50%~80%的患者发生远处转移[1-2]。手术本身是
一种强烈的创伤应激，是增加肿瘤侵袭和转移的主要原

因之一[3]。但是目前还没有一种理想的手术创伤肿瘤模
型用于手术应激对肿瘤影响的研究，因而建立简单有效

的肿瘤创伤应激模型非常必要。本研究拟制备大鼠结直

肠癌模型，在该模型基础上予以特制的阻热黄铜模板对

大鼠进行热创伤处理，建立大鼠热创伤应激模型，旨在

探索针对性的防治措施。

1 材料和方法

1.1 实验动物条件 健康雄性 SD 大鼠 72 只，体重
150~200g，购自温州医科大学实验动物中心，本实验获
得温州医科大学动物保护委员会批准。实验前大鼠适应

性喂养 1周，自由获取水和食物；动物房 12h明暗周期
循环（7：00~19：00给予光照），控制室温为（21依2）益、湿
度 60%。
1.2 试剂和仪器 N-甲基-N-亚硝基脲（MNU）（加拿
大 Toronto Research Chemicals公司），促肾上腺皮质激
素（ACTH）（10817 -09R）、IL -6（10926 -09R）、IL -10
（10542-09R）、皮质酮（10356-09R）ELISA 试剂盒（上
海博蕴生物科技有限公司），一次性使用静脉留置针（苏

州灵岩医疗器械有限公司），高速低温离心机（安徽中科

中佳科学仪器公司），光学显微镜（日本 Olympus公司），
超声破膜仪（美国 Sonics 公司），Bio-Rad 垂直电泳仪
（美国 Bio-Rad公司），Las2000mini曝光机（美国 Gen原
eral Electric 公司），Multiskan Mk3 型酶标仪（德国
Thermo Fisher Scientific公司）。
1.3 实验方法

1.3.1 实验分组 采用随机数字表法将大鼠分为正常

对照组、癌症模型组和热创伤应激组 3组，每组 24只。
1.3.2 结直肠癌模型的建立 将 MNU用无菌蒸馏水
配制成浓度为 4mg/ml的灌肠液对大鼠进行灌肠，灌肠
前抓住大鼠尾巴促使大鼠将直肠内大便排出，用 5ml注
射器抽取灌肠液（1ml/200g）接上小儿灌肠管，导管前端
用石蜡油涂抹，置入肛门约 6cm，缓慢匀速推注，推毕后
保持原位 10min。灌注频率：前 4周以 3次/周灌肠，4周
后以 1次/周持续灌肠至 16周。每天对大鼠进行观察，
每次灌注前记录 1次体重。

1.3.3 热创伤应激模型的建立 在结直肠癌模型基础

上，麻醉大鼠后，剪去大鼠背部脊柱两侧范围约 30mm伊
30mm 的长毛后，用 8%硫化钠脱毛，露出体表皮肤，将
大鼠俯卧于手术固定板上，将特制的阻热黄铜模板

（12mm伊12mm）放入 100益沸水中 10min，取出后置于大
鼠裸露皮肤处 20s，将其重新加热后置于脊柱另一侧，
整个烫伤过程只靠黄铜本身重力，不再另外施压。

1.3.4 检测标本采集 热创伤应激组和癌症模型组分

别于热创伤刺激后 0、6、12和 24h各随机取 6只大鼠取
血和采集结直肠组织。正常对照组不作任何处理，根据

另两组处理时间各随机取 6只大鼠取血和采集结直肠
组织。3组大鼠均于实验结束时予 5豫水合氯醛 7ml/kg
腹腔内注射麻醉，尾静脉穿刺取血；脱颈椎处死，取出肛

缘至回盲部的结直肠组织，经液氮冰冻后-80益保存。
1.4 血清指标检测 采用 ELISA 法检测大鼠血清
ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮表达水平。
1.5 结直肠组织细胞周期蛋白（Cyclin）D1和髓样细胞
白血病-1（myeloid cell leukemia-1，Mcl-1）蛋白表达水
平检测 采用Western blot法。取大鼠结直肠组织60mg，
把组织剪切成细小的碎片，按照每 20mg 组织加入
200滋l裂解液的比例加入裂解液（裂解液中加入蛋白酶
和磷酸酶抑制剂）。研磨后的匀浆在超声破膜机下超

声破膜 10s伊3次，4益、12 000r离心 5min，小心吸取上
清液，进行蛋白含量测定。在 Bio-Tek荧光分析仪上测
定并计算出实际浓度。灌胶上样，采用 Bio-Rad垂直电
泳仪进行电泳，转膜封闭过夜，洗膜后加入一抗孵育（稀

释度 1颐1 000）4益摇床孵育过夜（16h），冲洗后加二抗孵
育，曝光。采用 Quantity One凝胶分析软件行半定量分
析，以 Cyclin D1、Mcl-1与内参 茁-actin灰度值的比值反
映 Cyclin D1、Mcl-1的蛋白表达。
1.6 病理组织学观察 部分结直肠组织于 4豫多聚甲
醛固定 24h，制备石蜡标本切片后行 HE染色，观察肿瘤
组织病理形态，确定病理类型。

1.7 统计学处理 采用 SPSS 20.0统计软件。计量资料
以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t 检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 大鼠一般情况及病理检查结果 临床表现来看，

正常对照组大鼠在实验期间活动正常，体重增长，无死

亡。癌症模型组和热创伤应激组大鼠实验期间活动减

【Key words】 Male rats Colorectal cancer Thermal injury stress Animal model
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Cyclin D1

Mcl-1

β-actin

N 0h C 0h TIS 0h TIS 6h TIS 12h TIS 24h

少，精神萎靡，腹泻，黏液脓血便，毛发脱落等，体重低于

正常对照组，部分大鼠有腹水现象，也有死亡现象，解剖

发现结肠肿瘤、腹腔有粘连。病理结果提示正常对照组

大鼠结肠黏膜光滑，纹理清晰，未见充血、水肿（图 1a）。
癌症模型组和热创伤应激组大鼠结直肠组织腺癌，癌组

织多呈椭圆形、圆形，胞质丰富，核大畸形、深染，多见核

分裂象，呈弥漫性生长。癌组织排列呈团状或索状，在肠

壁中呈浸润性生长，癌细胞间有结缔组织（图 1b）。
2.2 各组大鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平比
较 癌症模型组和正常对照组大鼠血清 ACTH和皮质
酮水平比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05），但癌症
模型组大鼠血清 IL-6、IL-10 水平较正常对照组均升
高，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。热创伤应激组大

鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平较正常对照组
和癌症模型组均升高，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）；且热创伤应激组创伤应激后 6、12、24h 血清
ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平较应激后 0h均升高，差
异均有统计学意义（均 P＜0.05），见表 1。

表 1 各组大鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平比较

注：与正常对照组比较，*P＜0.05；与癌症模型组比较，△P＜0.05；与同组热创伤应激后 0h比较，▲P＜0.05

组别

热创伤应激组

癌症模型组

正常对照组

n

24

24

24

应激后 0h

15.63±0.87*△

10.37±2.93

10.71±2.81

应激后 6h

19.59±1.11*△▲

10.24±3.34

8.96±2.42

应激后 12h

22.07±0.56*△▲

9.97±3.30

10.58±2.25

应激后 24h

25.25±2.29*△▲

10.02±3.06

9.50±3.12

ACTH水平（ng/L）

组别

热创伤应激组

癌症模型组

正常对照组

n

24

24

24

应激后 0h

94.88±2.32*△

74.86±5.34*

51.12±10.17

应激后 6h

110.44±5.52*△▲

75.41±6.78*

53.25±9.19

应激后 12h

131.31±3.28*△▲

72.65±5.10*

48.12±16.31

应激后 24h

200.28±51.90*△▲

77.33±8.88*

53.70±8.69

IL-10水平（ng/L）

组别

热创伤应激组

癌症模型组

正常对照组

n

24

24

24

应激后 0h

75.10±4.30*△

32.15±13.71

39.62±14.22

应激后 6h

89.47±5.28*△▲

49.48±11.79

39.19±16.90

应激后 12h

104.18±5.84*△▲

53.22±16.79

39.27±22.29

应激后 24h

142.46±9.31*△▲

53.68±18.86

42.87±16.69

皮质酮（ng/ml）

组别

热创伤应激组

癌症模型组

正常对照组

应激后 0h

47.50±2.11*△

36.86±2.95*

22.51±7.11

应激后 6h

57.75±3.72*△▲

36.26±3.77*

22.05±3.70

应激后 12h

80.34±3.97*△▲

39.74±1.05*

21.73±6.61

应激后 24h

108.12±20.33*△▲

36.40±4.19*

21.84±4.29

IL-6水平（ng/L）
n

24

24

24

图 2 正常对照组（N）0h、癌症模型组（C）0h 与热创伤应激组

（TIS）0、6、12、24h的 Cyclin D1和 Mcl-1蛋白表达电泳图

2.3 各组大鼠结直肠组织中 Cyclin D1和 Mcl-1 蛋白
表达水平比较 取正常对照组 0h、癌症模型组 0h与热
创伤应激组 0、6、12、24h 4个时间点的大鼠进行 Cyclin
D1和 Mcl-1蛋白表达水平比较，发现热创伤应激组 4个
时间点 Cyclin D1 和 Mcl-1 蛋白表达水平较正常对照
组 0h和癌症模型组 0h均升高，差异均有统计学意义
（均 P＜0.05）；且热创伤应激组创伤应激后 6、12、24h
Cyclin D1和 Mcl-1蛋白表达水平较应激后 0h均升高，
差异均有统计学意义（均 P＜0.05），见图 2和表 2。

图 1 大鼠病理所见（a：正常对照大鼠；b：结直肠癌大鼠；HE染

色，×4）

a b
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表 2 各组大鼠结直肠组织中 Cyclin D1、Mcl-1

蛋白表达水平比较（ng/ml）

组别

热创伤应激组 0h

热创伤应激组 6h

热创伤应激组 12h

热创伤应激组 24h

癌症模型组 0h

正常对照组 0h

n
6

6

6

6

6

6

Cyclin D1

0.41±0.02*△

0.54±0.01*△▲

0.66±0.01*△▲

0.81±0.09*△▲

0.28±0.02*

0.15±0.04

Mcl-1

0.59±0.04*△

0.79±0.02*△▲

0.94±0.01*△▲

1.22±0.06*△▲

0.36±0.05*

0.15±0.04

注：与正常对照组 0h比较，*P＜0.05；与癌症模型组 0h比较，
△P＜0.05；与热创伤应激组 0h比较，▲P＜0.05

3 讨论

既往研究结直肠癌的肿瘤发生、肿瘤生物学和特定

分子事件对结直肠生物学的影响，应用较多的是人类的

结直肠癌活检标本、结直肠癌异种移植物以及结直肠癌

体外细胞培养模型，但这些方法使用的是已建立的肿瘤

和结肠癌细胞系，具有突变复杂性，这限制了对单个突

变影响的清晰理解[4]。另外这些模型大多应用于小鼠，会
对实验的操作及观察空间有一定的限制，且不能完全自

然模拟结直肠癌原位生长及侵袭转移过程[5]。本实验成
功地通过 MNU灌肠方法建立了大鼠结直肠癌模型，模
拟大鼠结直肠癌自然诱导生长过程，成瘤时间相对较

短，成瘤率高，肿瘤组织病理和生物学特性比较稳定，自

然客观地模拟了结肠癌的发生机制，应用 SD大鼠又可
进一步提升实验操作的空间，为更深入地研究结肠癌发

病机制、转移机制和抗转移治疗提供了一种理想的动物

模型。本实验结果表明，癌症模型组和热创伤应激组大

鼠与正常对照组相比实验期间活动减少，精神萎靡，腹

泻、黏液脓血便、毛发脱落等，体重低于正常对照组，解

剖发现结肠肿瘤、腹腔有粘连。大鼠肿瘤组织 HE染色
病理结果显示癌细胞穿透结肠组织黏膜层、侵入肌层，

提示结直肠癌模型制备成功。

理想的动物模型是手术应激研究的基础，应该与围

术期产生的手术应激机制相近，模拟手术应激对机体造

成的创伤；动物存活时间足够长，不影响做后续的实验

研究；模型制作简单，诱导因素单一，模型重复性好，造

成手术应激的同时尽量避免触发其他应激源对应激指

标结果的干扰[6-7]。手术诱导的应激反应与热创伤损害
触发的应激反应大部分类似[8]，热创伤能够提供一个创
伤诱导的应激反应的模型，用来研究长时间应激反应的

长期效应。目前，国内外建立的创伤应激动物模型种类

繁多，以 Regas FC 和 Ehrlich HP发明的铜梳烧伤模型
应用较为广泛[9]，且操作简便可重复性好，被认为是研究

创伤应激的合理方法，所以本实验选择该具有代表性的

热创伤应激模型，对结直肠癌大鼠造成热创伤应激以进

一步研究手术应激对肿瘤微环境的影响。

肿瘤的发生、发展过程复杂，其与机体的相互关系

的研究也在不断深入中，其中肿瘤微环境在肿瘤始动、

进展、转移和耐药性中发挥着关键作用[10]。研究表明肿
瘤多样性和侵袭性都跟其微环境组成、生化特性、构造

和生理特性相关[11]。手术切除肿瘤病灶除了能够引起手
术部位的局部改变，还可导致机体的全身性变化。手术

创伤可通过应激激发引起全身炎症反应、神经内分泌反

应、细胞因子的变化、代谢改变以及其他一些可能的生

物学反应，导致下丘脑、垂体、肾上腺轴兴奋，皮质类固

醇大量释放，导致肿瘤微环境的变化，从而改变肿瘤的

生物学特性[12-14]。本实验用高温黄铜块对大鼠进行热创
伤处理，通过对比各组大鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮
质酮水平来评估应激状态，建立大鼠热创伤应激模型。

大鼠热创伤即刻可见皮肤损伤，创伤 1周内创伤处皮肤
有水肿、出血、坏死。ELISA法测大鼠血清 ACTH、IL-6、
IL-10、皮质酮水平表明热创伤应激后上述指标水平显
著升高，提示热创伤应激模型制备成功。

IL-6是肿瘤相关的重要促炎因子，其在结直肠癌
及间质表型的结直肠癌细胞中高表达，在结直肠癌肿

瘤炎性微环境中起着重要作用 [15]。研究表明，经 IL-6
介导的信号通路在结直肠癌的发生、发展中发挥着重

要的作用，IL-6可使信号转导及转录激活因子 3（signal
transducer and activator of transcription 3，STAT3）磷酸
化[16]。磷酸化的 STAT3（p-STAT3）进入细胞核，与特定
的 DNA 序列结合，引起一系列促增殖蛋白（如 Cyclin
D1）和抗凋亡蛋白（如 Mcl-1）的表达，从而导致肿瘤的
发生。细胞的增殖状态对研究肿瘤生物学行为、判断其

危害性具有及其重要意义，一旦细胞周期调控失常，就

会导致肿瘤的恶性增生。Cyclin D1是细胞周期 G期的
关键调节因子，其功能受抑制可导致细胞周期停滞，而

该蛋白的不规则表达则加速 G1期[17]。Mcl-1蛋白属 B
淋巴细胞瘤-2基因（bcl-2）家族蛋白，是一种高度调节
蛋白，能够引起广泛的生存信号，也可作为细胞凋亡控

制顶端的分子迅速下调凋亡过程，并通过早期介入导致

线粒体细胞色素 C释放的级联来促进细胞存活[18]。本研
究检测发现大鼠血清中 IL-6 在热创伤应激后明显升
高，表明热创伤应激可异常诱导 IL-6水平。同时结直肠
组织中两个增殖凋亡相关蛋白在热创伤应激后也能显

著升高，这说明热创伤应激能够促进结直肠癌大鼠肿瘤

细胞增殖。
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综上所述，本实验在成功构建的结直肠癌模型基础

上复合热创伤应激，构建了结直肠癌大鼠热创伤应激模

型，具有操作简便、重复性好等优点。热创伤应激可引起

大鼠血清 ACTH、IL-6、IL-10、皮质酮水平升高，导致手
术应激相类似的激素改变。另外，热创伤应激可导致结

直肠癌大鼠体内 IL-6的异常激活，诱导促细胞增殖蛋
白（Cyclin D1）和抗细胞凋亡蛋白（Mcl-1）的表达，从而
促进结直肠癌大鼠肿瘤增殖，故该模型可用于围术期手

术创伤对肿瘤微环境影响的机制研究，从而改善恶性肿

瘤术后预后。
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