
第24卷第11期第888页

2016年11月        
中国中西医结合消化杂志

ChinJIntegrTradWestMedDig
       Vol24No11P888Nov2016

doi:10.3969/j.issn.1671-038X.2016.11.20

MNNG诱导胃癌前病变模型的探讨

周 晶, 黄柳向, 喻 斌, 伍玉南, 李小鹏, 胡 莉, 匡秀青, 李 玲

(湖南中医药大学第一附属医院 消化内科,长沙 410007)

收稿日期:2016-01-09
基金项目:湖南省社会发展支撑类项目(No:2014SK3058)

通讯作者:黄柳向,E-mail:huanglx_726@sina.com

关键词:胃癌前病变;N-甲基-N’-硝基-N-亚硝基胍;动物模型

中图分类号:R735.2   文献标志码:A   文章编号:1671-038X(2016)11-0888-03

  近年胃癌发病率升高使人们对胃癌前病变研究

更为关注。目前胃癌前病变模型的建立主要包括[1]

生物造模、化学诱变剂造模、免疫损伤造模及反复胃

黏膜理化刺激造模法,但以化学诱变剂N-甲基-N’-
硝基-N-亚硝基胍(MNNG)为主的造模方法更为常

用。现结合其实际操作中可能出现的部分问题,进
行探讨。

1 实验动物选取

目前以 Wistar及SD这两种品系的雄性大鼠

常用,雌性则因激素、遗传特性等因素的干扰而使诱

变率降低基本不予考虑。笔者在实践中发现,Wist-
ar雄鼠相较SD雄鼠性情温顺,争斗少,死伤率低,
对禁食、灌胃等刺激性操作耐受力更强,可行性更

高,而对药物敏感度无特殊差异。年龄方面,理论上

越小的大鼠由于胃黏膜的保护机制缺乏,细胞分化

程度低,增殖快,更易形成癌前病变。有少数研究[2]

用新生大鼠短期灌胃也成功复制出模型,但此种模

型与人类胃癌前病变(好发于中老年)的发生相似性

过低,毒性反应大,操作复杂,且最终成模时间至少

需要26周。鉴于造模周期普遍较长,综合大鼠的诱

变率、后期病死率及饲养难度等因素考虑,笔者采用

的是刚断乳,4周龄,70g左右的 Wistar雄鼠,效果

理想。

2 MNNG的配制及浓度

自由饮水时,多数实验使用的浓度介于50~
120μg/ml之间,认为浓度过低则成模时间长,成模

率低,过高可并发肝脏、十二指肠或其他肠道病变

等。灌胃浓度普遍较自由饮用浓度高,多数介于80
~250μg/ml之间。笔者发现,自由饮水时,药物浓

度越高,大鼠饮水量也相应减少,如能寻找到上述区

间中 最 佳 浓 度,可 大 大 减 少 药 物 浪 费 及 污 染。

MNNG水溶性极低,为0.1%[3],一般情况下,水溶

解后最大浓度仅为1g/L左右。不少研究为了使用

方便,采用了表面活性剂,如吐温20,吐温80,羟基

纤维素等,将高浓度原液制成混悬液;或添加助溶

剂,如甲醇、丙酮 等。如 谢 晶 日 等[4]的 研 究 采 用

40℃50%的无水乙醇溶液75ml与175ml蒸馏水

混合,配成10g/L的无沉淀溶液。笔者分别按照相

应文献所述,发现使用吐温20或无水乙醇,并放置

于4℃冰箱中避光保存后,二者均为混悬液,并出现

不同数量的沉淀,但相同浓度下,以吐温20沉淀为

少,缺点是混匀后产生泡沫较多,不利于准确量取。
但加入饮水稀释至相同浓度后,大鼠饮水量无明显

差别。而使用二甲基亚砜(DimethylSulphoxide,

DMSO)溶液作为溶剂时则药物全部溶解,药液呈淡

黄色透明态。且同样浓度下,大鼠的饮水量明显提

高,可能是口感更佳所致。笔者的做法是,先使用

DMSO作为溶剂将 MNNG配成20%溶液,继而加

无菌蒸馏水稀释至10g/L,置于4℃冰箱中避光保

存。应避免使用塑料瓶身,因观察到DMSO可少量

吸附于瓶身造成药液损失。
有研究表明[4-5],使用增溶剂较单独蒸馏水配制

的模型诱变率提高,认为一定浓度的表面活性剂不

仅有增溶作用,还可促进胃黏膜局部对致癌药物吸

收、分布或者破坏胃黏膜屏障,造成直接损伤,为癌

前病变形成提供条件。但其所使用的表面活性剂或

助溶剂浓度范围有限,尚不清楚其他范围下该物质

的确切作用[6],究竟是促进或抑制成模。笔者认为,
可设置单独溶媒组,溶媒加药物组,药物组,且溶媒

浓度多梯度对比,进行探究。

3 禁食间隔时间

为模拟人类发病,许多实验施加了饥饱相间的

实验因素。多数采取饱食2~3d,禁食1d的模式。
由于大鼠随时取食,夜间活动量大,建议投喂时间设

定在傍晚,以避免争夺食物造成伤亡。笔者通过解

剖饱食1d,禁食36h后正常成年大鼠的胃发现,其
中仍有三分之一的食物残渣。考虑到后期模型大鼠

食量下降等表观征象的出现,说明禁食一日甚至更

长的间隔可行。投喂量可参考正常摄食量,一般成

年后的大鼠每24h采食量为5g/100g体重,未成

年大鼠因生长需要可适当增加。采取自由饮用时大



鼠总体药物摄入量明显与投喂量相关,禁食时大鼠

饮水量极其少。由于大鼠采食量与饮水量的比例接

近1􀏑2,为减少浪费及污染,配备水量应稍高于食

物量的两倍为宜。但不能忽略因禁食而减少的药物

饮用量与饥饿本身对胃黏膜造成的刺激的综合影

响;且操作时应循序渐进,禁食间隔从短逐渐延长到

目标天数,使模型适应。

4 复合造模中使用的药物

早期的研究[7]已经表明,单独使用 MNNG造

成的胃癌前变化为异型增生。苏琦等[8]对 MNNG
诱癌的动态观察显示该过程为胃黏膜糜烂-再生性

增生-腺瘤性增生或者不典型增生-早期癌-浸润癌,
并未按照慢性浅表性胃炎-慢性萎缩性胃炎-肠上皮

化生-异型增生-胃癌这一人类典型胃癌发展模式出

现。考虑到癌前病变由多因素诱发,不少实验将肠

上皮化生之前的模式补充进来,使用常见以下方式

造模:无水乙醇、热糊等攻击造成急性胃黏膜损伤;
高浓度氨水模拟 Hp感染后产氨;去氧胆酸钠模拟

胆汁返流;高渗热盐水[9]促使胃黏膜腺体萎缩;雷尼

替丁抑制胃酸分泌;非甾体类抗炎药物降低胃黏膜

损伤修复作用。上述因素的施用应避开药物间的拮

抗作用,如雷尼替丁作为抑制胃酸,治疗胃炎药物,
不宜与其他损伤胃黏膜的药物共同使用;以0.03%
比例加入饲料中,能明显抑制进食时引起的胃酸分

泌,且操作简单;改制成高盐饮食亦能同时促进自由

饮用时 MNNG的摄取;其他损伤胃黏膜药物则宜

在空腹时行灌胃,增强对胃黏膜刺激。

5 给药途径与病变部位

5.1 给药途径

常见灌胃、自由饮用或者二者结合的方式。由

于 MNNG具有热不稳定性,在水中伴随缓慢的降

解,见光易分解等性质,部分研究采用避光条件下新

鲜配制的药液定时灌胃。但由于癌前病变形成缓

慢,导致其工作量大,大鼠伤亡率高。采用自由饮用

可控性较灌胃差,但整体药量摄入大大提高,在一定

程度上弥补了药物不稳定性产生的损耗,但缺点不

容小觑:MNNG价格较为昂贵,投入成本大;其毒性

对长期实验人员有影响且剩余药液容易造成污染。
笔者认为二者结合的方式则介于两者之间,是较为

谨慎的选择。在大鼠可触及饮水瓶身时,其避光不

宜使用锡箔纸,因大鼠指甲锋利,喜啮咬。以黑漆涂

黑晾干后无明显气味后可行。

5.2 病变部位

大鼠胃中隆起界嵴将与食管相接的前胃及腺胃

(后胃)两部分分开,由于前胃被覆鳞状上皮,有学者

认为大鼠前胃与人类食管或者食管-胃交界处尚可

等同。但是严格说来,前胃并不与人类任何器官具

有相似可比性。人类超过95%的胃癌为腺癌,这就

意味着,我们理想的动物模型病变部位应当在腺胃,
发生于前胃的病变与人类缺乏相似可比性。由于

MNNG诱癌作用不依靠酶而直接作用于胃黏膜,这
使得局部作用显得尤其重要。实际上,有报道[10]指

出 MNNG因为甲基化程度的原因对腺胃更具亲和

力。朱正纲等[7,11]采用单一自由饮水的方式造模时

发现病变几乎都发生在腺胃。说明在接近自然因素

接触 MNNG时的模型更理想。但是纵观近年来该

模型的制备,几乎所有含灌胃操作的造模,尤其含有

高浓度的给药操作[12],使病变在前胃发生率提高,
国外学者[13]的研究也提到了这一点。值得注意的

是,新生大鼠[2,14]似乎不受影响。我们认为,前胃更

接近食管,结合面积上的绝对优势,使之在毒药物面

前的暴露率明显上升;再加上平时采用的灌胃体积

1%~2%已经是大鼠承受范围的极限,这样造成药

液的长时间停留以及反流,长期刺激前胃,加上高剂

量药物直接接触这一系列的因素导致前胃病变率上

升。新生大鼠的特殊性可能与其未成熟的生理及防

御机制有关。有许多研究并未将仅发生与前胃的模

型剔除,甚至倾向于前胃部取材,这样不仅混淆了实

际的造模成功率,间接干扰到腺胃的病变率,还采取

了许多与人类胃缺乏可比性的标本,导致出现实验

结果不准确甚至错误的结论。模型的制备除了力图

简单,省时省力外,具有人类的相似可比性也很重

要。添加各种复合条件灌胃造模一定程度上能缩短

成模时间,但也相对的降低了腺胃的癌前病变率。
减少灌胃体积,降低灌胃频率及药物浓度,或者通过

食物、饮水添加使吸收方式接近正常,或许能避免上

述情形。
综上所述,MNNG诱导胃癌前病变大鼠模型的

过程中,建议:①选取刚断乳的 Wistar雄性大鼠;②
可用一定浓度DMSO溶液配制 MNNG;缺点是尚

不清楚溶剂DMSO浓度对模型的影响,可增加溶剂

组等实验进一步探讨。③在保证药物摄入量的前提

下,禁食时间间隔循序渐进,可长至36h;④复合造

模中药物雷尼替丁单独使用,可配合高盐饲料促进

MNNG摄入;⑤以提高腺胃病变率为目标,可以适

当减少灌胃频率、灌胃体积及其药物浓度,尽量以接

近正常吸收的方式增加造模药物的摄入。
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