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癌性恶病质小鼠模型的建立及其自然发展过程研究
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摘要：目的  探讨癌性恶病质小鼠模型的建立并研究其自然发展过程。方法  32 只 BALB/c 雄性小鼠，随机分为健康对照

组 (n=8) 和轻、中、重度恶病质组 ( 每组 n=8)。健康对照组右侧腋窝皮下单次注射 0.9% 氯化钠注射液 0.1 ml，恶病质组

右侧腋窝单次皮下接种结肠腺癌细胞株 C26 细胞悬液 0.1 ml(1×106/ 只 )。恶病质组建模后轻度恶病质 (Mild)、中度恶病质

(Moderate)、重度恶病质 (Severe)3 个组观测时间不同。建模后，观测各组小鼠的精神状态、毛发、自主活动、体质量、摄

食量、饮水量、瘤体体积和瘤重。当轻度恶病质组小鼠体质量减少 5% 时、中度恶病质组减少 10% 时、重度恶病质组减少

15% 时 ( 健康对照组与重度恶病质组同时处理 )，取血检测血常规、生化及炎性指标，并解剖小鼠称取瘤重。结果  健康对

照组小鼠精神状态、摄食量、饮水量无明显变化。恶病质组接种 C26 细胞后第 5 天皮下均可触及肿瘤结节，第 7 ~ 8 天肿

瘤体积的增长速度最快。第 9 天，体质量减少达 5%，出现轻度恶病质 ；第 13 天，体质量减少达 10%，出现中度恶病质 ；

第 18 天，体质量减少达 15%，出现重度恶病质。恶病质组小鼠体质量、摄食量、饮水量均明显低于健康对照组，并随着

恶病质程度进展变化越来越明显。恶病质组白细胞计数 (blood cell count，WBC)、中性粒细胞百分比 (neutrophil percentage，

NEUT%)、三酰甘油 (triglyceride，TG)、胆固醇 (cholesterol，CHO)、IL-6、TNF-α 和 CRP 明显升高，淋巴细胞百分比 (percentage 

of lymphocytes，LYM%)、总蛋白 (total protein，TP)、血清白蛋白 (serum albumin，ALB) 和血糖 (blood glucose，GLU) 明显下降，

且随着恶病质程度进展变化越来越明显。结论  皮下接种 C26 细胞制备小鼠癌性恶病质模型致瘤率高、稳定性好，符合癌

性恶病质的病理生理学特点，且操作简单。建模后随着肿瘤的生长，癌性恶病质小鼠经历了轻、中、重度恶病质的进展过程，

表现出不同程度的营养不良、炎症反应和代谢紊乱。
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Abstract: Objective  To establish a mouse model of cancer cachexia (CC) and explore its natural development process.
Methods   BALB/c male mice were inoculated with C26 in the armpit subcutaneously to build CC model. Thirty-two male BALB/
c mice were randomly divided into normal control group (n=8), mild cachexia, moderate cachexia and severe cachexia groups (n=8, 
respectively). Rats in normal control group received right axillary subcutaneous single injection of 0.1 ml normal saline, and rats in 
cachexia group received right axillary subcutaneous single injection of colon adenocarcinoma cell line C26 cell suspension (0.1 ml, 
1×106). After modeling, the mental state, hair, activity, body weight, food intake, water volume, tumor weight and volume of the 
mice were observed. When the body weight of mice in mild cachexia group decreased 5%, moderate cachexia group decreased 10%, 
severe cachexia group decreased 15% (normal control group and severe cachexia group were sacrificed at the same time), blood 
tests including CBC, biochemical factors and inflammatory factors were performed. Mice in cachexia group were dissected to weigh 
the tumor. Results  In normal control group, the general condition, food intake and water intake did not change significantly. The 
subcutaneous tumor nodules in cachexia group could be touched at day 5, and the tumor volume grew fastest at day 7-8. The body 
weight decreased 5% at day 9 with mild cachexia, decreased 10% at day 13 with moderate cachexia, and decreased 15% at day 18 
with severe cachexia. The body weight, food intake, water intake were significantly lower in cachexia group than normal control 
group, and they decreased in a severity-dependent manner. The white blood cell count (WBC), neutrophil percentage (NEUT%), 
triglyceride (TG), cholesterol (CHO), IL-6, TNF-α and CRP significantly increased, while the percentage of lymphocytes (LYM%), 
total protein (TP), serum albumin (ALB) and blood glucose (GLU) decreased significantly in cachexia group , and they all changed 
in a severity-dependent manner. Conclusion  Establishing mice model of cancer cachexia with subcutaneous inoculation of C26 
cells shows high tumorigenic rate, good stability, and it also conforms to the physiological and pathological characteristics of cancer 
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cachexia, which is a simple and valid method. As time passing, mice change from mild cachexia to moderate cachexia and then to 
severe cachexia with different degrees of malnutrition, inflammation and metabolic disorders.
Keywords: cancer cachexia; metabolic disorders; inflammatory response; mice

  癌性恶病质 (cancer cachexia，CC) 是一种主要

表现为骨骼肌和脂肪组织短期内大量消耗，进而

导致体质量进行性下降的不可逆性综合征，可出

现于 50% ~ 80% 的癌症患者中，是死亡的直接原

因之一 [1]。建立稳定性强、符合病理生理学特性的

动物模型是深入研究 CC 的重要前提。目前荷 C26

小鼠被认为是研究 CC 最为理想的动物模型，但荷

瘤小鼠进入恶病质不同阶段的判定标准仍有争议，

且在荷瘤小鼠恶病质整个自然发展过程方面缺乏

系统性研究。为此，本研究综合评估了荷 C26 小

鼠 CC 模型自然发展过程中相关指标的变化，探讨

其病理生理学演变特点，为深入了解 CC 的发病机

制和针对性治疗提供理想的动物模型和理论依据。

材料和方法

1 实验动物　BALB/c 雄性小鼠 32 只，采购于军

事医学科学院实验动物中心，SPF 级，鼠龄 6 ~ 8 周，

体质量 20 ~ 25 g。

2 C26 细胞的传代培养　小鼠结肠腺癌细胞株

C26 由解放军总医院普通外科研究所传代培养。轻

晃 C26 细胞培养瓶数次，使细胞碎片悬浮，连同

培养基一起倒出，0.9% 氯化钠注射液洗涤细胞 1

次。沿培养瓶无细胞面侧加入 0.25% 胰蛋白酶消

化液 4 ~ 5 ml，翻转培养瓶，使消化液浸没细胞。

水平放置约 1 min，肉眼见细胞面出现布纹孔状时，

倒出消化液。沿细胞面侧加入适量新鲜 RPMI-

1640 培养基，吸管吹打瓶壁数次，使细胞脱落、

溶 解，1 500 r/min 离 心 5 min， 加 入 适 量 RPMI-

1640 培养基后以 1 ∶ 2 或 1 ∶ 3 分配传代。将传

代后的细胞置于 37℃、5% CO2、95% 湿度的培养

箱中培养。取对数生长期 C26 细胞，加入 0.25%

胰蛋白酶消化细胞，PBS 洗涤重悬，0.9% 氯化钠

注射液制成单细胞悬液，调整细胞浓度为 1×107/

ml，锥虫蓝染色后测定活细胞率＞ 90%，备用。

3 小鼠 CC 模型的构建　32 只小鼠随机分为健康

对照组 (n=8) 和轻、中、重度恶病质组 ( 各组 n=8)。

健康对照组右侧腋窝皮下单次注射 0.9% 氯化钠注

射液 0.1 ml，恶病质组右侧腋窝单次皮下注射结肠

腺癌细胞株 C26 细胞悬液 0.1 ml(1×106/ 只 )。轻度、

中度、重度 3 组观测时间不同。

4 小鼠一般情况　致瘤后每日同一时间观测各组

小鼠的精神状态、毛发、自主活动、体质量、摄

食量、饮水量和肿瘤的体积。测出皮下肿瘤的最

大径 (a) 和最小径 (b)，按公式 V(mm3)=ab2/2 计算肿

瘤体积，绘制肿瘤的生长曲线和体质量变化曲线。

5 小鼠实验室指标检测　轻度恶病质组小鼠的体

质量较初始体质量减少 5% 时、中度恶病质组减少

10% 时、重度恶病质组减少 15% 时 ( 对照组与重

度组同时处理 )，如下法检测血常规、生化及炎性

指标，解剖小鼠并称取瘤重 ：1) 血常规及生化指

标检测 ：小鼠摘去眼球取血 ；取全血抗凝后检测

血常规，另取全血静置 1 h 后 2 000 r/min 离心 10 

min，吸取血清，取部分血清用全自动生化仪检测

生化指标 ( 血糖、总蛋白、白蛋白、胆固醇 )，剩

余部分血清 -80℃冻存留用。2) 炎性因子含量检

测 ：留取的血清用酶联免疫吸附法 (ELISA) 定量

检测 IL-6、TNF-α 及 CRP。从 4℃恒温箱中取出

试剂盒，室温放置 30 min。试剂盒中包含标准品、

标准品稀释液、酶标包被板、链霉亲和素 -HRP、

30 倍浓缩洗涤液、生物素标记的抗体、显色剂 A

液、显色剂 B 液、终止液等。按说明书操作使用。

6 统计学分析　使用 SPSS19.0 统计软件对数据进

行统计分析。计量资料以 -x±s 表示，两组间均数

比较采用 t 检验，多组间均数比较采用方差分析，

组间的两两比较采用 LSD 法。检验水准 α=0.05。

结　果

1 小鼠 CC 模型建立情况　小鼠接种 C26 肿瘤细

胞后第 5 天皮下均可触及肿瘤结节，第 7 ~ 8 天肿

瘤体积的增长速度最快。第 9 天以后荷瘤小鼠逐

渐出现颈背部毛色发暗，行动迟缓等表现，体质

量减轻达 5%，判断荷瘤小鼠进入轻度恶病质状

态 ；第 13 天以后荷瘤小鼠自主活动减少，摄食量、

饮水量下降，并出现毛发变暗无光泽、虚弱及精

神不振等症状，体质量减轻达 10%，判断荷瘤小

鼠进入中度恶病质状态 ；第 18 天以后荷瘤小鼠精

神萎靡，几乎无自主活动，摄食量、饮水量很少，

体质量减轻达 15%，判断荷瘤小鼠进入重度恶病

质状态。

2 各组小鼠体质量的比较　健康对照组小鼠的体

质量随时间逐渐增长。荷瘤小鼠在致瘤后最初几

天体质量随时间逐渐增长，但增长速度较对照组

慢，致瘤后第 6 ~ 7 天开始体质量逐渐下降，第 9

天体质量降低超过 5%，第 10 ~ 11 天因肿瘤生长
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迅速，体质量保持平稳，第 13 天体质量降低超

过 10%，之后体质量进一步降低，至第 18 天体质

量降低超过 15%( 图 1)。如表 1 所示，各组小鼠

初始体质量的差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)，而恶

病质组较健康对照组的终末体质量明显降低，随

着恶病质程度的进展，肿瘤体积及瘤重进一步增

加，去瘤体质量进一步减轻 (P ＜ 0.01)。如图 2 所

示，轻度组致瘤第 9 天体质量降低 5.55%±3.14%，

去瘤体质量降低 8.78%±3.62%，中度组致瘤第 13

天体质量降低 10.82%±3.32%，去瘤体质量降低

17.84%±4.70%，重度组致瘤第 18 天体质量降低

17.89%±1.13%，去瘤体质量降低 26.82%±4.10%。

3 各 组 小 鼠 摄 食 量 和 饮 水 量 比 较　 对 照 组 每

日摄食量和饮水量变化不大。恶病质组每日平

均 摄 食 量 明 显 较 对 照 组 少 (P ＜ 0.01)， 重 度 组

(3.05±1.88) g 明显少于轻度组 (4.69±0.89) g 和中

度 组 (3.78±1.68) g (P ＜ 0.05)， 而 轻 度 组 和 对 照

组摄食量差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)，见图 3A。

各组小鼠每日平均饮水量，轻度组与对照组差异

无统计学意义，重度组明显少于轻度组和中度组，

见图 3B。

4 各组小鼠血常规比较　随着恶病质程度的进展，

荷瘤小鼠外周血白细胞计数、中性粒细胞百分比

逐渐增加，淋巴细胞百分比逐渐降低，差异有统

计学意义 (P ＜ 0.05)。而各组小鼠的血红蛋白、红

细胞计数及血小板计数随着恶病质程度的进展有

下降的趋势，但差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)。见

表 2。

图 1　各组小鼠体质量变化曲线 (n=8)      ↑： 致瘤时间；↑： 轻度组终止时间；↑： 中度组终止时间； ↑： 重度组终止时间
Fig. 1　Changes of weight in different mice groups (n=8)      ↑ : Time of tumor inoculation;↑ : Endpoint for mild cachexia group;↑ : 

Endpoint for moderate cachexia group;↑ : Endpoint for severe cachexia group

表 1　各组小鼠体质量及肿瘤比较
Tab. 1　Weight of body and tumor in different mice groups (n=8)

Group Initial weight (g) Final weight (g) Tumor volume (mm3) Tumor weight (g) Body weight without tumor (g)

Control 23.00±1.31 27.00±1.31 - - -

Mild 22.88±1.46 21.63±1.85c 119.63±80.33 0.74±0.26 20.89±1.72

Moderate 23.13±1.64 20.63±1.69c 494.31±194.03d 1.63±0.37d 19.00±1.89a

Severe 23.00±1.67 18.88±1.13bcd 1 014.94±347.62de 2.06±0.33bd 16.82±1.19bd

aP ＜ 0.05, vs mild; bP ＜ 0.05, vs moderate; cP ＜ 0.01, vs control; dP ＜ 0.01, vs mild; eP ＜ 0.01, vs moderate

表 2　各组小鼠血常规比较
Tab. 2　Blood routine results in different mice groups (n=8)

Group WBC (×109/L) NEUT% (%) LYM% (%) HGB (g/L) RBC (×109/L) PLT (×109/L)

Control 7.56±2.55 53.53±14.91 30.60±9.30 146.38±26.25 8.71±1.15 928.50±169.32

Mild 10.81±1.46a 66.69±11.70a 24.06±10.78 142.38±18.93 8.69±0.67 913.75±163.74

Moderate 12.58±3.47d 77.71±11.58d 19.41±8.54a 135.75±15.94 8.19±0.92 895.13±228.60

Severe 15.36±2.72cde 79.79±5.79bd 17.89±4.23d 115.13±30.18 7.09±1.97 867.50±167.65

aP ＜ 0.05, vs control; bP ＜ 0.05, vs mild; cP ＜ 0.05, vs moderate; dP ＜ 0.01, vs control; eP ＜ 0.01, vs mild
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5 各组小鼠生化指标比较　随着恶病质程度的进

展，荷瘤小鼠代谢紊乱逐渐加重。荷瘤小鼠外周

血血清总蛋白、白蛋白和血糖逐渐降低 (P ＜ 0.01)。

在脂代谢方面，荷瘤小鼠血清三酰甘油和胆固醇

随恶病质程度的进展而升高 (P ＜ 0.05)，见表 3。

图 2　各组小鼠终末体质量及去瘤体质量变化幅度 (n=8)
Fig. 2　Changes of total body weight and nontumor body weight in 

each group (n=8)

图 3　各组小鼠摄食量 (A)和摄水量 (B)的比较 (n=8)
Fig. 3　Food intake (A) and water intake (B) in different mice groups 

(n=8)

6 各组小鼠炎性因子比较　各组小鼠外周血血

清炎性因子水平随恶病质程度的进展而增加 ( 图

4)。轻度组 (598.96±143.29) ng/L、中度组 (967.62 ±

176.59) ng/L 和重度组 (1 240.61±427.37) ng/L 外周

血血清 IL-6 明显高于对照组 (394.32±275.49) ng/L 

(P ＜ 0.01)。恶病质组与对照组 TNF-α[(466.74±

194.88) ng/L，(1 054.00±133.33) ng/L，(1 517.79±

858.91) ng/L vs (315.56±195.36) ng/L] 和 CRP[(96.99±

32.38) ng/L，(147.48±45.46) ng/L，(219.17±147.22) 

ng/L vs (88.48 ±47.74) ng/L] 差异有统计学意义 (P ＜

0.01)。

图 4　各组小鼠外周血炎性因子的比较 (n=8)
Fig. 4　Comparison of inflammatory indicators of mice in different 

groups (n=8)(aP ＜0.01, vs control group)

讨　论

  CC 不仅降低癌症患者生活质量，并且还影响

抗肿瘤治疗的效果。据统计癌症患者相关死亡原

因中，超过 20% 是由 CC 导致，可见 CC 还可直接

导致患者死亡。因此，研究 CC 的病理生理学特点，

对寻求潜在的有效治疗方法具有重要意义。小鼠

结肠腺癌细胞系 C26 是一种未分化的肿瘤细胞，

以 C26 诱发的荷瘤小鼠模型恶病质的特点符合以

骨骼肌和脂肪组织短时间大量丢失，同时引起低

血糖、低糖皮质激素和肝功能受损等代谢紊乱的

表现，与临床肿瘤患者恶病质表现基本一致 [2]。因

此荷 C26 小鼠最常用于建立 CC 动物模型，但关于

实验动物进入恶病质阶段的时间以及恶病质不同

严重程度的判断标准仍有争议，且国内外对 CC 整

个自然发展过程方面缺乏系统性研究。本研究在

荷 C26 小鼠建模后持续动态观察研究，比较小鼠

精神状态、体质量、瘤重、营养代谢及炎性因子

等指标在 CC 不同阶段的变化，以期深入了解 CC

表 3　各组小鼠血清生化指标的比较
Tab. 3　Biochemical tests results in different mice groups (n=8)

Group TP (g/L) ALB (g/L) GLU (mmol/L) TG (mmol/L) CHO (mmol/L)

Control 63.25±4.53 40.63±8.02 4.29±1.11 0.91±0.18 2.36±0.85

Mild 63.00±5.01 37.38±10.07 3.49±1.40 1.53±0.65 2.98±0.79

Moderate 59.75±9.25 32.25±7.40a 1.96±1.04bc 2.08±1.42a 3.24±1.15

Severe 50.63±6.50cde 26.50±4.69cd 1.29±1.16cd 2.36±0.87c 4.09±0.88bc

aP ＜ 0.05, vs control; bP ＜ 0.05, vs mild; cP ＜ 0.01, vs control; dP ＜ 0.01, vs mild; eP ＜ 0.01, vs moderate
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病理生理学的自然发展过程并探讨不同严重程度

CC 的综合评估方法。

  进行性体质量下降是 CC 的主要特征之一，也

是判断肿瘤患者进入恶病质不同阶段的一个重要

临床指标 [3]。临床上，一般认为肿瘤患者体质量较

初始体质量减少 5% 即进入轻度恶病质状态，减少

至 10% 和 15% 分别提示肿瘤患者进入中度和重度

恶病质状态 [4]。肿瘤患者出现不同程度的摄食中枢

和相应的外周信号通路紊乱，是导致厌食、早饱

等症状的主要机制，进一步发展可导致骨骼肌和

脂肪大量丢失，造成营养不良、体质量持续性下

降、消瘦。肿瘤组织生长过程中，代谢产物作用

于下丘脑摄食中枢，导致厌食、发热、疼痛等症

状 [5-6]。肿瘤生长也会使血浆色氨酸浓度升高，大

脑中色氨酸浓度的升高可导致下丘脑腹内侧核 5-

羟色胺能神经元活性增强，是患者产生厌食、早

饱等症状的重要因素 [7]。我们观察到，荷瘤小鼠在

致瘤后第 9 天体质量减少 5%，并逐渐出现颈背部

毛色发暗、自主活动迟缓等表现，开始进入轻度

CC 状态 ；第 13 天体质量减少 10%，自主活动明

显减少，摄食量、摄水量减少，并出现毛发变暗

无光泽、体力虚弱、精神不振等恶病质症状，开

始进入中度 CC 状态 ；第 18 天体质量减少 15%，

精神萎靡，无明显自主活动，摄食量、饮水量很少，

表明进入重度 CC 状态。

  代谢紊乱也是 CC 的一个重要特征。1) 糖代谢

紊乱。肿瘤患者糖代谢异常的表现形式主要是肿

瘤对葡萄糖的消耗量急剧增加，但却远不止如此，

肿瘤患者还存在不同程度的葡萄糖储存下降、肝

糖异生增强和胰岛素抵抗程度加大等。肿瘤组织

葡萄糖需求量为正常组织的 7 倍 [8]，由于肿瘤组织

线粒体异常以及细胞因子的改变 [9]，且肿瘤患者大

多处于严重缺氧状态，肿瘤组织的代谢几乎全靠

糖酵解功能，这一过程产生的大量乳酸导致患者

出现酸中毒，进一步加重厌食等症状 [10]。2) 脂肪

代谢异常。肿瘤患者脂肪降解作用增强，内源性

脂肪降解和脂肪酸氧化加强，三酰甘油转化率升

高，而外源性三酰甘油水解减少，导致血浆游离

脂肪酸的浓度升高 [11-13]。3) 蛋白分解增加。癌症

患者骨骼肌蛋白降解，同时蛋白合成降低，导致

血清总蛋白量大幅降低 [10,14-15]。骨骼肌是内源性氮

流失的主要场所，由于骨骼肌约占成人体质量的

40%，因此，肌肉蛋白质降解增强是导致 CC 的重

要原因 [16]。我们观察到，随着恶病质程度的进展，

小鼠外周血血清中反映糖代谢的血糖水平进行性

降低，反映脂肪代谢的三酰甘油、胆固醇水平进

行性升高，反映蛋白质代谢的总蛋白、白蛋白水

平进行性降低。这一结果与以往研究发现的 CC 病

理生理学改变特征一致，也从侧面证实该动物模

型建模成功，符合该病的临床特征和病理特点。

  肿瘤的进展有赖于肿瘤自身的生长和与宿主

之间复杂的炎症反应，CC 相关的炎性因子一方面

是宿主免疫细胞分泌的细胞因子，另一方面是肿

瘤细胞的分解代谢产物 [17-18]，晚期肿瘤患者的体

质量下降和活动减少与 SIRS 密切相关。宿主免

疫细胞分泌的细胞因子主要包括 TNF-α、IL-6、

IL-1 以及 INF-γ 等，这些细胞因子主要在代谢

紊乱过程中伴随脂质、蛋白质降解的增加而产生，

是导致神经性厌食的机制之一 [17-19]。血清 CRP 是

反应机体 SIRS 严重程度的重要检测指标 [20]。本研

究发现荷瘤小鼠外周血 TNF-α、IL-6 及 CRP 水

平随肿瘤生长有逐渐升高的趋势，且轻、中、重

度 CC 小鼠之间存在显著差异。该结果一方面证实

炎性细胞因子及其相关的 SIRS 在 CC 发病过程中

的作用，另一方面也表明随着 CC 严重程度变化，

炎性细胞因子对其作用不断加强。

  一种疾病理想的动物模型应该最大限度地复

制该病的病理生理学特征并与临床实际相符。本

研究中 C26 所诱导 CC 小鼠模型在症状表现、代谢

和营养指标变化、炎性细胞因子水平方面与该病

实际情况最大限度一致，表明该方法是目前研究

CC 最为理想、稳定和可靠的动物模型建模方法。

同时，我们通过动态观察，既明确了实验动物进

入 CC 的判定依据，又划分出轻、中、重度 CC 的

评估标准，对深入理解 CC 自然发展过程中的病理

生理学变化以及寻求潜在的治疗手段提供了参考

资料。
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