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综述

胆管癌实验模型研究进展

张雄  贺慧华  高绪照

【摘要】  胆管癌是肝脏第二大常见的恶性肿瘤，早期症状不典型、恶性程度高、病死率高是其特点，目前全球范

围内胆管癌的总体发病率逐年递增，且多数胆管癌患者的预后较差，迫切需要有效的诊断、治疗策略来改变这一现状。

肿瘤建模是癌症研究的一大热点，建立胆管癌实验模型有助于深入了解、研究胆管癌的发生、发展、药物治疗效应等，

对胆管癌的早期诊断及治疗具有重要意义。
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【Abstract】  Cholangiocarcinoma is the second most common malignant tumor of the liver， which is characterized by atypical 
early symptoms， high malignancy and high mortality. Currently， the overall incidence of cholangiocarcinoma has been increased year 
by year worldwide and a majority of cholangiocarcinoma patients obtain poor prognosis. Effective diagnosis and treatment strategies are 
urgently required to change this situation. The establishment of disease models is a hot topic in cancer research. The establishment of 
experimental models of cholangiocarcinoma contributes to in-depth understanding and study of the incidence， development and drug 
therapeutic effect of cholangiocarcinoma， which is of significance for early diagnosis and treatment of cholangiocarcinoma. 
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生物建模作为一种研究复杂生物系统的实验

方法，在揭示癌症分子机制和开发治疗上发挥了

巨大作用，但目前良好的模型设计及其实验应用

方面仍存在部分不足，在本综述中，我们将探讨

建模的基本理论，常用实验模型，并探讨胆管癌

基因组学和建模的进展。

一、胆管癌体外模型

常见的胆管癌体外模型包括细胞系模型、球

状体模型、类器官模型、3D 生物打印模型等。体

外模型一直是胆管癌研究的重要工具，因其具有

实验可重复性高、维护成本较低、可进行高通量

药物筛选、长期扩增稳定性好等优点而备受学者

的青睐，但它们也有一些局限性，如模型与体内

肿瘤微环境及其他细胞、生物介质信号的脱离，

模型建立初期成本较高且成功率低等缺点。只有

熟知各体外模型优缺点并结合自身实验的特点，

扬长避短，才能充分发挥模型的优势。

1. 胆管癌细胞系模型

细胞系是基础研究中最常用，且特征明确、

遗传学稳定的二维模型，成本较低、易于培养、

可进行基因改造、可重复性高且实验结果获取较

快均是其显著优点，但由于细胞系的二维分布以

及易脱离肿瘤周围环境，导致其无法真实还原

原发肿瘤的异质性。Xue 等［1］使用了 QBC939 和

HuCC-T1 2 种人胆管癌细胞，证实了 Tweety 家族

成员 3 基因在 2 种胆管癌细胞中表达的上调不仅

促进了胆管癌细胞的增殖、转移和侵袭性，还可

能通过 Wnt/β-catenin 信号通路促进胆管癌的上皮 -
间质转化（EMT）。细胞系模型推动了学者们在细

胞分子水平上对胆管癌的发生、发展等内在机制

方面的深入研究与理解。

2. 球状体模型

球状体模型是细胞系培养中自发建立的三维
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细胞系聚集体。众所周知，多数癌症源于具有类

似干细胞自我更新和多向分化能力的癌细胞，而

这类细胞常被称为癌症干细胞（CSC），也被认为

是化学治疗耐药和肿瘤复发的重要因素，对癌症

耐药研究具有重要意义［2］。球状体模型是一种常用

的 CSC 富集方法，Correnti 等［3］研究了人丝氨酸蛋

白酶抑制剂 B3 基因在胆管癌干细胞球状体模型中

的表达情况，并将其认定为预后不良患者的标志

物。此模型同样表现出类似细胞系模型的脱离肿

瘤微环境的局限性。

3. 类器官模型

类器官模型是由多能干细胞增殖、分化形成

的具有一定自组织能力的三维细胞复合体。肿瘤

类器官模型具有原发肿瘤特有的多种细胞类型和

相似的组织学和基因学特性，能在体外培养体系

中稳定扩增，可较好地再现原发肿瘤的异质性［4］。

有研究者评估了患者来源的肿瘤类器官（PDO）在

预测临床患者对于抗癌药物反应的潜力，结果显

示灵敏度达 100%，特异度为 93%，阳性和阴性预

测值分别为 88% 和 100%［5-6］。另外，胆管癌 PDO
和免疫细胞的共培养系统，可用于预测对患者有

效的免疫检查点抑制剂［6］。基于此，患者来源的

肿瘤类器官模型可能是临床前期及体外预测患者

对抗癌药物敏感性的理想模型，但目前存在成本

较高、手工操作繁琐、无法进行微环境调控等局

限性。

4. 3D 生物打印模型

3D 打印技术以数字模型文件为基础，结合可

粘合材料，通过打印设备逐层、立体构造物体。

与细胞相关的打印技术称为 3D 生物打印，通过使

用生物材料、细胞和（或）细胞因子等作为生物印

刷墨水来构建人体组织或器官［7］。依据不同成型原

理和打印材料，可分为基于喷墨的生物打印、基

于挤压的生物打印、光辅助生物打印、光固化生

物打印四大类。现有文献中暂时只见挤压式模型

被应用于胆管癌模型的报道，故只对其进行讨论。

基于挤压的生物打印是目前使用最广的生物

打印方法，它通过挤压生物墨水使其从喷嘴中连

续挤出纤化细丝沉积物来打印，其优点是具有较

广的生物印刷墨水相容性，但其产生的机械压力

和剪切力也会使细胞活性降低或死亡［8］。Mao 等［9］

使用挤压打印建立了患者来源的胆管癌 3D 打印模

型，并与初代细胞系进行了同步培养和对比评估，

结果显示 3D 打印模型的干性特征、纤维化程度和

侵袭转移能力等恶性指标均较细胞系模型显著增

强，且在随后的抗癌药物测试中表现出更强的耐

药性。3D 生物打印模型在肿瘤进展、肿瘤微环境、

药物筛选评估中显示出广阔的前景，通过此项技

术可以在体外重现原生的组织和血管结构，不仅

可用于肿瘤建模研究，还可构建类器官模型及仿

生组织［10-13］。

二、胆管癌体内模型

胆管癌体内模型常使用实验鼠建立，常用模

型包括肿瘤移植模型、基于化学致癌物的诱发模

型、基因工程小鼠模型（GEMM）等。理想的胆

管癌体内模型应具有肿瘤微环境及免疫力才能较

好地还原人类肿瘤病理学特征和分子生物学改变。

然而，现有动物模型存在不同的局限性，没有完

美的模型可以满足胆管癌研究的所有需求，因此

为不同实验目的选择合适的模型是关键，需考虑

到肿瘤生物学特点、宿主免疫活性、肿瘤微环境、

基因改变等多个因素，权衡利弊。

1. 肿瘤移植模型

肿瘤移植模型是肿瘤体内研究常用的模型，

一般使用不同品类及遗传背景的实验鼠建模，其

使用便捷、可重复性好、成本适中、肿瘤形成时

间短，常用于评估体内抗肿瘤药物的疗效及耐受

性。由于胆管在肝脏内的存在环境独特，因此原

位移植模型比异位移植更适合模拟人类胆管癌

的发展及演变，但原位移植常需超声、微型 CT、

MRI 等方法评估肿瘤大小及转移情况。

异种移植模型常通过皮下注射将肿瘤细胞、

组织移植于免疫缺陷小鼠或裸鼠中建立，建模成

功后可较简便地观测到肿瘤体积、生长情况及完

成肿瘤标本切取。在长期、连续的传代培养中，

由于特异性突变、亚克隆、选择压力以及缺乏肿

瘤微环境等缘由，通常会使异种移植模型逐渐丧

失肿瘤异质性［10］。针对上述缺点，有研究者使用

PDO 异种移植模型证实了即使在体内或体外经过

长期扩增培养，PDO 异种移植模型也可保留与初

代胆管癌细胞相同的组织学结构和基因表达谱［11］。

由于异种移植模型只能用于免疫缺陷宿主，不适

合进行肿瘤免疫学研究，且肿瘤移植物与宿主不

同物种之间微环境的不匹配可能会对实验结果产

生影响，因此异种移植模型的应用受到了限制。

同种移植模型使用同源实验鼠建立，可在一

定程度上避免宿主的免疫缺陷导致的实验误差。
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Aoki 等［12］使用同基因型小鼠胆管癌细胞原位植入

于同源小鼠的肝脏中，证实了阻断胎盘生长因子

基因可通过减少磷酸激酶 B（AKT）的活化和胆管

癌细胞的增殖及侵袭来抑制原位肿瘤的生长，为

胆管癌治疗提供了靶向方案。

2. 基于化学致癌物的诱发模型

经口服、注射等途径进入实验鼠体内的化学

致癌物通过破坏细胞 DNA 完整性、破坏细胞膜、

诱导炎症反应等产生基因毒性效应，从而诱发小

鼠肝脏慢性炎症，引起胆管的纤维化，使其进一

步进展为胆管癌［13-14］。常用的化学致癌物有：二乙

基亚硝胺（DEN）、二甲基亚硝胺（DMN）、呋喃、

硫代乙酰胺或四氯化碳（CCl4）等［15］。虽然基于

化学致癌物的诱发模型给药简便，具有良好的可

重复性，但是除了诱导产生胆管癌之外，还有可

能会诱发肝癌或其他全身性肿瘤，影响实验结果，

因此学者们常将该模型与胆汁淤积、吸虫感染等

模型联用来提高胆管癌建模成功率［16］。

3. 胆汁淤积模型

胆汁淤积模型，例如左胆管结扎（LMBDL）

模型，通过产生慢性胆汁淤积来促使胆管癌病变

的发生，目前已知原发性硬化性胆管炎、原发性

胆汁性肝硬化和胆道闭锁均为胆管癌癌前病变的

高危因素，且均与胆汁淤积症相关。Yang 等［17］使

用化学药物 LMBDL 和 DEN 联合建模，结果显示

可使 50% 的小鼠模型在第 28 周时形成胆管癌，而

单独接受 LMBDL 或 DEN 的动物胆管癌发生率为

0%。胆汁淤积模型需行胆管结扎手术，对操作者

的技能要求相对较高，且实验鼠易受麻醉和手术

风险因素的影响导致实验失败。

4. 吸虫感染模型

肝吸虫感染模型是通过肝吸虫感染诱导胆管

产生慢性炎症以及胆管上皮的损伤和对肝吸虫抗

原的免疫病理反应促使胆管癌的发生。Thamavit
等［18］使用了肝吸虫感染和 DMN 的组合建模，给实

验鼠喂食并感染肝吸虫后再服用 DMN，能使 100%
的实验鼠发生胆管癌，该联合模型建模成功率较

高，能进一步节省实验成本。需注意的是，由于

小鼠的个体差异，在经受感染后，感染模型的潜

伏期各不相同，会导致实验可控性欠佳。

5. GEMM
GEMM 是癌症研究的重要工具，通过基因编

辑、转基因或基因转导等技术使常见的致癌相关

基因发生缺失（敲除）、过表达或突变等改变诱

导实验鼠产生肿瘤，常用于在特定基因水平上分

析致癌基因、肿瘤抑制基因，以及复杂的生物信

号途径在肿瘤的发生、进展和治疗转归等阶段中

的作用机制，是可有效地识别预后的生物学标志

物，并可用于临床前评估靶向药物的治疗反应［19］。

由于肿瘤是在拥有完全免疫力的 GEMM 中自发发

生的，能较好地模拟还原人类胆管癌的形成过程，

但 GEMM 造价较高，且常无法还原胆管癌相关的

慢性肝损伤、炎症特征环境。

CRISPR/Cas9 基因编辑系统是从细菌中发现的

保护自身基因完整性的防御性机制，主要由 RNA
介导的 Cas9 核酸酶和单链引导 RNA （sgRNA） 组

成，sgRNA 按碱基互补配对原则引导 Cas9 与目

标 DNA 靶点结合，由 Cas9 蛋白切割、断裂双链

DNA，在随后的 DNA 修复过程中，在存有修复

模板或非同源末端连接的情况下进行基因重组修

复［20］。Gao 等［21］使用 CRISPR/Cas9 基因编辑系统

建立了异柠檬酸脱氢酶（IDH）突变的胆管癌细

胞系模型，并证实了 IDH1 突变诱导的 R-2- 羟基

戊 二 酸（R-2HG） 基 因 可 以 通 过 调 节 FTO/m6A-
methylated ERα/miR16-5p/YAP1 信号通路来抑制胆

管癌生长。CRISPR/Cas9 已成为目前基因组工程中

重要的基因编辑工具之一，具有快速、高效、操

作简便、成本相对较低、精准的基因编辑与调控

能力等诸多优点，已经被成功应用于生物基因修

饰与人类疾病的治疗，对胆管癌诊治有广泛的应

用前景，根据目的基因是否需要激活条件可分为

条件激活型转基因模型和非条件型基因转导模型。

5.1 条件激活型转基因小鼠模型

条件激活型转基因模型常借助 Cre-LoxP 重组

酶系统，并联合实验鼠杂交来建立启动子激活下

的 Cre 重组酶特定基因改造小鼠［22］。Zhao 等［23］借

助 Cre-LoxP 系统及小鼠杂交，建立了白蛋白启动

子激活的携有 Cre 重组酶的 SMAD4 及 PTEN 共敲

除实验鼠，证实抑癌基因 CULLIN 3 缺失后可间接

诱导双调蛋白 Areg 分泌，从而促进炎性因子的产

生以形成肿瘤微环境，这就是肝脏特异性 SMAD4
基因和 PTEN 基因缺失模型。Ikenoue 等［24］使用白

蛋白启动子激活的特异性 KRAS 基因和 PTEN 基

因敲除的实验鼠建立肝脏特异性 KRAS 基因激活

和 PTEN 基因缺失模型，该模型肿瘤进展较快且只

诱导肝内胆管癌发生，中位生存期仅为 46 d，均

有肝大、血性腹水以及黄疸和体质量减轻等症状，

在实验中也可观察到 MAPK 和 PI3K-mTOR 信号通
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路的激活，是研究肝内胆管癌发生机制的有效模

型。多数胆管癌条件激活型转基因模型无法模拟

慢性肝损伤、炎症及远处转移等肿瘤环境，可能

适用于非晚期胆管癌的研究。

5.2 非条件基因转导小鼠模型

非条件基因转导模型的建立常通过在小鼠肝

脏、胆管局部注射转座子和（或）特异性启动子

介导的相关癌基因来建立。转座子可以携带外源

基因片段在动物体内进行高效转位，是基因工程

动物建模领域的重要工具，其中较常用的是睡美

人转座子。Hu 等［25］通过水流动力学尾静脉注射睡

美人转座子转染 AKT 和 NICD 致癌基因至实验小

鼠，成功建立了 Akt-NICD 基因模型，并证实了抑

制 DNA 甲基转移酶（TEAD）或转录增强缔合域

蛋白可终止 Akt-NICD 轴驱动的由肝细胞向肝内胆

管癌细胞的转化，为胆管癌提供了新的靶向治疗

思路。与蛋白激酶 B（AKT）相似，Yes 相关蛋白

（YAP）是一种与癌症发展有关的转录共激活因子

相关蛋白［26］。将携有 AKT/YAP 基因质粒的睡美人

转座子混合物直接注射于小鼠胆管中可建立 AKT/
YAP 基因模型。通过此模型，Zhang 等［27］证实了

YAP 通过转录增强相关结构域（TEAD）依赖性转

录激活并与 β-Catenin 通路相互作用诱导胆管癌的

发生，而敲除 Catenin Beta1 基因后可显著抑制其

发生过程及胆管癌细胞的生长，该研究的发现对

制定胆管癌治疗策略具有重要意义。

三、总结与展望

胆管癌是一类预后较差的疾病，且目前致病

机制尚未完全明确，癌症实验模型在癌症的发病

机制研究、疾病进展及治疗评估中举足轻重。本

文介绍了不同类型的胆管癌模型和相关建模技术，

以及部分模型的特点及不足，单个胆管癌模型存

在一定的局限性，多种模型系统的组合联用也将

成为癌症模型发展中取长补短的必由之路。这些

模型可基于患者或动物样本来源的基因组、表观

基因组、转录组和蛋白质组学等进行深入研究并

解析胆管癌的致病机制、分子基础、肿瘤转移、

与宿主的相互作用、肿瘤微环境的作用以及胆管

癌的内在异质性，可为预测新的治疗靶点、癌症

标志物以及促进药物研发提供极大的帮助，对提

高胆管癌早期防治水平意义重大。
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