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【摘要】 恶性肿瘤发生发展的机制探索以及抗癌药物治疗疗效的评估均有赖于各种体内与体外研究模型的

建立。近几十年间，随着生物医学技术的快速发展，恶性肿瘤的体内外研究模型也发生了巨大的变化。基因

检测技术从单基因到多基因的进展促进了生物信息学飞速发展和恶性肿瘤概念的转变；体外细胞研究模型

从单层的二维培养、原代培养向立体的三维构型发展，从而更好地重现肿瘤组织的细胞间交互作用与功能；

体内动物研究模型由传统的致癌物诱导、细胞或组织形成移植瘤逐渐演变为基因编辑的动物模型或人源性

肿瘤异种移植模型，从而可以针对性地研究相关基因在肿瘤发生发展中的作用；传统的临床研究也从简单的

临床回顾性研究更多地向前瞻性研究转变， Ⅰ期/Ⅱ期/Ⅲ期临床研究，研究者发起的临床研究以及真实世界

临床研究，这些研究为临床研究增添了活力。目前恶性肿瘤研究模型存在的主要不足包括模型的单一性、对

肿瘤微环境的模拟不足、动物肿瘤模型与人类肿瘤差异性，以及缺乏对个性化医疗的考量。未来仍需要进一

步研发和优化研究模型，并更有效地将不同模型整合起来，形成一个优化的整体实验模型系统。本文将系统

回顾恶性肿瘤研究模型的演化并对相关模型进行阐述，为科研工作者进行恶性肿瘤的研究提供合理的研究

模型。
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【Abstract】 Exploration of the underlying mechanisms of tumor occurrence and development, as well as evaluation of 
the efficacy of anticancer drug treatments, relies on various research models both in vivo and in vitro. Over the past few 
decades, with the rapid advancement of biomedical technology, significant achievements have been made in this field. 
Gene detection technology has progressed from a single⁃gene perspective to multi⁃gene approaches, resulting in rapid de⁃
velopment of bioinformatics and transformation of the conceptual understanding of malignant tumors. Moreover, in vitro 
cell research models have evolved from monolayer two⁃dimensional and primary cultures to three⁃dimensional configura⁃
tions, which better imitate the cellular interactions and functions within tumor tissues. Furthermore, in vivo animal re⁃
search models have transitioned from traditional carcinogen induction and cell or tissue xenografts to genetically engi⁃
neered animal models or xenograft models, enabling targeted investigation into the roles of relevant genes in the occur⁃
rence and development of tumors. Clinical research has shifted from simple retrospective to prospective studies, includ⁃
ing phase Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ clinical trials, investigator⁃initiated clinical trials, and real⁃world clinical trials. The major shortcom⁃
ings of current malignant tumor research models include their singularity, insufficient simulation of the tumor microenvi⁃
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ronment, disparities between animal models and human tumors, and the lack of consideration for personalized medicine. 
Further research and optimization of the models are still needed in the future, along with more effective integration of 
different models to form an optimized comprehensive experimental model system. This review systematically examines 
and comprehensively overviews the evolution of malignant tumor research models with the aim of providing more refer⁃
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近年来，随着对恶性肿瘤的深入研究，恶性肿

瘤的概念已从单基因疾病、到多基因疾病，再到基

因组疾病的转变，反映了对癌症理解的不断深化

和认识的逐步拓展。在 20 世纪早期，人们发现某

些具有相似遗传背景的家庭成员患有相同类型的

癌症，例如 BRCA1/2 基因突变常伴有乳腺癌的发

生［1］。因此，科学家最初将癌症归因于单个基因遗

传突变引起的疾病，这使得人们相信通过识别和

治疗单个突变基因就可以有效地治愈癌症。然

而，随着分子生物学和遗传学研究的进展，人们逐

渐认识到癌症是一种多基因疾病。癌症发生不仅

仅是由于单个基因突变，而是由多个基因异常和

复杂的基因⁃环境相互作用引起的。口腔鳞状细胞

癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）的发生可能

与吸烟、饮酒、咀嚼槟榔以及多个基因的相互作用

有关［2⁃3］。最近的研究进一步表明，除了基因突变

外，癌症细胞的变异还包括染色体重排和拷贝数

变异等基因组异常，这种全基因组的异常不仅会

影响单个细胞的生长和分化，还可能涉及整个细

胞群体的行为［4］。因此，现在的观点认为癌症是一

种基因组疾病。这种演变不仅改变了人们对癌症

发生机制的理解，对肿瘤研究模型也提出了更高

的要求。

头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous 
cell carcinoma，HNSCC）是世界范围内发病率最高

的恶性肿瘤之一，每年病死人数超过 50 万［5］。其

中，最常见的发病形式是 OSCC［6］。近年来，OSCC
的早期诊断与多学科治疗取得了长足的进步，新

靶向药物和免疫治疗药物的引入也在一定程度上

改善了临床结局［7］，但 OSCC 患者的 5 年总体生存

率仍不够理想，病死率仍居高不下［8］。因此，寻找

合适的研究模型以进一步探索 OSCC 发生与发展

相关的分子机制，对于 OSCC 的治疗与预后改善尤

为重要。

1  以临床样本为基础的基因检测及肿瘤的生物

信息学分析

以患者切除的肿瘤组织样本进行的研究是观

察和研究恶性肿瘤发生发展最直接的方式［9］。传

统观点认为基因突变会驱动癌症的发展，如原癌

基因的过度激活会破坏细胞的正常活动，导致不

受控的细胞分裂并最终形成癌细胞；而抑癌基因

的表达不足也会导致细胞分裂失控［10］。因此，通

过分析肿瘤组织的基因表达水平，研究其与正常

组织之间的差异，可以确定治疗癌症的潜在靶点。

常用的病理样本分析方法包括实时荧光定量聚合

酶链式反应（quantitative real⁃time polymerase chain 
reaction，qRT ⁃ PCR）、蛋 白 质 印 迹（western blot，
WB）、免疫组化（immunohistochemistry，IHC）染色和

免疫荧光（immunofluorescence，IF）染色等，它们分

别从脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid，DNA）、

核糖核酸（ribonucleic acid，RNA）与蛋白质水平对

肿瘤组织内基因的突变、扩增、缺失、重组、过表

达、低表达、甲基化、乙酰化等进行分析，为癌症诊

断和预后分析提供可靠的信息［11］。以上生物学技

术的优势在于操作简单，只需少量的花费即可对

肿瘤的基因表达信息进行分析，但其不足之处在

于一次只能检测单个或几个样本的少数基因，难

以应用于大量样本的研究或生物标志物的筛选。

单基因或少数基因的临床样本检测在恶性肿瘤中

的研究价值不断下降［12］，目前该研究手段仅用于

背景研究或验证性研究［13⁃15］。
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恶性肿瘤侵袭性生长的特点导致其在发生发

展过程中肿瘤细胞以及代谢物可以进入血液或体

液，因此肿瘤患者的血液和体液，包括唾液、尿液、

分泌物等，也可作为临床样本进行恶性肿瘤的相

关研究，这种检测手段统称液体活检［16］，目前常见

的液体活检包括循环肿瘤细胞（circulating tumor 
cells，CTCs）、循环肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，

ctDNA）、小 RNA（microRNA，miRNA）、外 泌 体

等［17］，本课题组采用 qRT⁃PCR 检测口腔癌患者血

清 miRNAs 标志物，结果表明循环 miR⁃31⁃5p 可作

为口腔癌诊断的独立生物标志物［18］。液体活检为

肿瘤的无创诊断、精准治疗和实时疗效监控等方

面提供了更为便捷的途径。

目前单基因检测技术已无法满足恶性肿瘤研

究的需求，随着分子生物学技术的发展，基因组检

测技术应运而生，测序作为一种快速且高通量的

基因分析方法开始应用于肿瘤学研究。测序被定

义为一次性确定生物体基因组的全部或几乎全部

核酸序列的过程，需要对生物体的所有染色体以

及线粒体中所含的核酸进行测序［19］。目前基因组

的测序技术包括：DNA 芯片、表达谱芯片（各种类

型的 RNA）、蛋白组学和特殊芯片（代谢组学、脂类

组学、免疫组学和糖组学、甲基化组学等）［20］；单细

胞测序和空间组学在恶性肿瘤中的应用也越来越

广泛［21⁃22］；单细胞测序可以获得每个细胞的异质

性，分析细胞亚群差异、细胞通讯和细胞轨迹等重

要信息；空间转录组测序可以获得细胞在组织中

定位和微环境。目前基因组检测技术已广泛应用

于口腔癌的研究，本课题组采用表达谱芯片技术

研究口腔癌发病机理，结果发现口腔癌的发生发

展与多个 miRNA 的表达异常密切相关，并在体内

外研究中获得证实［23］，这些研究为揭示口腔癌的

发病机理提供了大量的证据，为口腔癌的精准诊

断和治疗成为可能。

随着芯片组学技术和人工智能的发展，许多

大型研究机构建立了各种类型的肿瘤数据库，目

前代表性数据库主要为癌症基因组图谱（the can⁃
cer genome atlas，TCGA），该项目对来自 33 种癌症

的超过 10 000 个样本进行了分子特征分析，包括

DNA 序列、拷贝数、甲基化、信使 RNA（messenger 
RNA，mRNA）、miRNA 和蛋白质表达，构建这些肿

瘤的综合全景图，以对癌症生物学、发病分子机理

和治疗获得更好地了解。TCGA 是一项具有里程

碑意义的癌症基因组学计划，极大地提高了人们

对癌症生物学和发病分子机理的了解［24］。TCGA
中包含近 300 例 OSCC 患者，分析发现 HNSCC 恶变

机制主要与细胞周期控制、细胞生长和存活、WNT
⁃β⁃连环蛋白信号传导和表观遗传学中的肿瘤抑制

基因相关。此外，不同亚型的 HNSCC 具有不同的

分子特征。例如，人类乳头状瘤病毒（human papil⁃
lomavirus，HPV）相关的 HNSCC 主要表现出 PIK3CA
癌基因螺旋结构域的突变、TRAF3 的缺失以及细

胞周期基因 E2F1 的扩增。相比之下，与吸烟相关

的 HNSCC 通常具有 TP53 功能丧失突变和 CDKN2A
失活的特征，以及频繁的拷贝数改变［25］。另一个

著名的数据库为来自国际癌症基因组联盟（Inter⁃
national Cancer Genomeconsortium，ICGC）计划，该数

据库联合各国科学家对癌症基因组开展研究，绘

制较为完整的人类癌症基因图谱，包括 50 种不同

类型的癌症，每种癌症 500 个标本，总共 2 5000 例

癌症患者的基因图谱。其他的数据库主要来自各

国及其研究机构自主研发的数据库平台，目前大

多数数据库均为开放性，因此研究者应善于利用

数据库，以提高肿瘤研究的效率和被国际接受的

程度，达到“借鸡生蛋”的目的［26］。数据库的建立

也促使了临床的回顾性研究从荟萃分析转变为生

物信息学分析［27］。

人工智能的发展促使不同组学技术及其数据

库整合成为可能，数字肿瘤学也应运而生，数据化

肿瘤通过不同的数据库整合肿瘤的相关研究数

据，这种碎片化研究成果的整合可更加系统地阐

明肿瘤的发病机理［20］。精准医学也是得益于基因

组测序技术的快速进步，以及生物信息与大数据

科学的交叉应用，是一种以个体化医疗为基础的

新型医学概念与医疗模式［28］。

2  细胞及细胞衍生模型

细胞及细胞衍生模型是恶性肿瘤体外研究中

最重要的部分，包括原代细胞、细胞株、细胞系，以

及以类器官为代表的 3D 细胞培养技术等。主要应

用于恶性肿瘤发病机理的研究，采用的技术手段

包括：qRT⁃PCR，WB、IHC 染色，DNA/表达谱芯片/
蛋白组学/特殊芯片；同时体外研究肿瘤细胞的增

殖、侵袭迁移、球囊形成、克隆形成、细胞周期、凋亡/
自噬等功能；以及进行亚细胞器官功能研究，包括线

粒体、内质网、微管、溶酶体、外泌体等的功能研究。

原代细胞被定义为从活体组织中直接获取，

并立即在体外培养的细胞，通常把第 1 ~ 10 代以内
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的培养细胞统称为原代细胞培养；由于传代次数

少，原代细胞可以很好地反映其来源组织的肿瘤

细胞异质性，是恶性肿瘤具代表性的研究模型［29］。

早在 40 年前，科学家们便采用原代细胞模型体外

研究 HNSCC［30］。本课题组也应用原代培养技术研

究顺铂耐药性与 OSCC 迁移/侵袭潜力［31］。然而原

代细胞模型也存在明显的缺点，如：在体外的存活

时间有限，对环境变化和压力选择较敏感，更易受

到包括细菌和真菌在内的微生物污染［32］。

细胞株是指原代细胞培养物经传代成功后所

繁殖的细胞群体；也指可长期连续传代的培养细

胞，进一步可分为有限细胞系和无限细胞系［33］。

细胞株研究模型的优点在于容易培养、可快速大

量扩增、可进行基因修饰和高通量药物筛选［34］，是

恶性肿瘤最重要的临床前研究模型之一［35］，几乎

每个抗肿瘤疗法的临床前研究均基于细胞系研

究。细胞株研究模型的缺点包括：缺乏肿瘤细胞

异质性、缺少细胞与细胞外基质相互作用、容易污

染和发生变异。世界上第一个建立的细胞株为

Hela 细胞株，1953 年建立，源自一位美国妇女海莉

耶塔 ‧拉克斯（Henrietta Lacks）的子宫颈癌细胞的

细胞系；目前已成为医学研究的重要工具。经过

半个多世纪的发展，目前已获得大量可稳定生长

且传代的 OSCC 细胞系［36］，如：口腔鳞癌细胞株

SCC⁃1/SCC⁃4/SCC⁃9/SCC⁃15/SCC⁃25/UM1/UM2 等；腺

涎癌细胞株 SACC⁃1/SACC⁃M 等。应用细胞株研究

模型时应注意以下事项：细胞株污染可导致研究

结果的失真，因此大多数期刊要求作者提供细胞

株的出生证或短串联重复序列（short tandem repeat，
STR）检测结果，同时为了提高研究结果的可重复

性，需多个常用细胞株的联合使用；细胞株模型只

能用于初步的功能和机理研究，研究结论仍须有

其他证据辅助，比如体内研究等。

肿瘤组织组成复杂，不但含有肿瘤细胞，还存

在大量间质和间质细胞（肿瘤微环境）：因此单纯

的二维（two dimension，2D）培养模型（原代细胞和

细胞株）已无法满足肿瘤的研究需求［37］。3D 细胞

培养类似于体内环境，常借助各种充填基质（纤维

蛋白、聚苯乙烯、人工基底膜等），为细胞提供一个

更加接近体内生存条件三维环境的培养方式。目

前已开发出多种肿瘤细胞 3D 培养技术，包括球

体、组织工程模型、类器官等，以求更准确地模拟

体内的肿瘤结构与行为，包括营养和氧气的获取，

以及不同细胞类型之间的相互作用。多细胞球体

是来自单细胞悬浮液或含有来自原代组织的多种

细胞类型的组织碎片的细胞聚集体，被认为是继

传统的 2D 单层肿瘤细胞之后最简单的体外肿瘤

3D 模型［38］，其主要优点是避免了 2D 培养细胞的不

自然扁平形态，更接近于体内立体生长的肿瘤细

胞，易于维持原有的分化表型［39］。此外，随着球体

尺寸的增加，外层细胞繁殖迅速，而靠近球体中心

的细胞难以获得氧气、营养物质和生长因子，二氧

化碳和腐烂产物的量增加［40］，形成缺氧区和坏死。

因此，球体不仅表现出了肿瘤组织的氧梯度特征，

更模拟了体内生理屏障对肿瘤生物活性物质运输

的限制。相较于二维细胞培养物，球体细胞暴露

于分布不均匀的理化刺激中，形成了微环境差异，

出现了细胞异质性，反映了体内癌组织真实的生

长模式，是更加理想的肿瘤研究模型［41］。例如，

Baek 等［42］发现与单层细胞相比，球体细胞的顺铂

半数抑制浓度（IC50）明显更高，说明药物敏感性较低，

这也更好地匹配了抗癌药物的体内抗肿瘤作用。

多细胞聚集球体作为体外 3D 模型仍缺乏细胞

外基质（extracellular matrix，ECM），无法模拟 ECM
与肿瘤细胞之间的相互作用［43］。为了使研究模型

更接近于天然的生物学背景，可使用组织工程学

方法，在 3D 支架上进行细胞培养，通过为细胞提

供结构支撑、促进其黏附、增殖和分化来模拟

ECM。Fischbach 等［44］应用聚丙交酯乙交酯［poly
（lactide⁃co⁃glycolide），PLG］制成的高度多孔支架内

培养 OSCC 细胞，建立了第一个组织工程学 OSCC
模型。理论上生物相容的各种天然或合成聚合物

材料均可用于构建 3D 培养模型，如水凝胶［45］、生

物墨水［46］或多孔基质形式的Ⅰ型胶原［47］，但目前

其应用仍处于早期阶段，仍需进一步深入的研究。

肿瘤类器官培养是近年来在肿瘤研究领域备

受关注的重要技术之一。类器官意味着“类似于

器官”，是在体外培养以模拟体内器官的显微 3D
组织模型，可由患者切除的原代肿瘤组织、成体干

细胞或多能干细胞产生［48］，包含多种不同分化水

平的器官特异性细胞群，空间结构与原始组织类

似，可以模拟肿瘤细胞与 ECM 的相互作用以及复

杂的肿瘤免疫微环境［49］，可以重现对应器官的部

分功能［50］，且与天然组织具有高度的遗传和表型

相似性，保持了原有的瘤内异质性，从而提供一个

高度生理相关系统［51］。肿瘤类器官培养方法包括

浸没式基质胶培养、气液界面培养和类器官芯片

等［52］。浸没式基质胶培养是一种常见的三维细胞

培养方法，通过将肿瘤细胞嵌入基质胶中，模拟体

·· 656



口腔疾病防治 2024年 9月 第 32卷 第 9期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Sept. 2024, Vol.32 No.9  http://www.kqjbfz.com      

内肿瘤组织的三维结构。这种方法可以更好地保

留肿瘤细胞在体内的生长特性，提供更真实的肿

瘤微环境。气液界面培养利用生物反应器或生物

芯片，在气液界面模拟体内肿瘤的生长环境。这

种方法可以更好地模拟肿瘤组织中的氧气和营养

物质梯度，促进肿瘤细胞的生长和转移研究。类

器官芯片是一种新兴的肿瘤类器官模型，利用微

流控技术在芯片上构建微型肿瘤模型。这种方法

具有高度可控性和可重复性，可以更精确地研究

肿瘤的生长、转移和药物反应［53］。尽管肿瘤类器

官培养方法已取得一定进展，但仍面临一些挑战。

首先，目前各种肿瘤类器官培养方法缺乏统一的

标准化操作流程，导致不同实验室之间的结果难

以比较和复制。其次，一些肿瘤类器官模型在长

期培养过程中容易失去稳定性，导致结果的不确

定性，限制了其在长期研究和药物筛选中的应

用［54］。Tanaka 等［55］通过 IHC 染色比较了 HNSCC 患

者样本的类器官和原始肿瘤之间的组织学特征差

异，结果显示所有类器官都显示出与其原始肿瘤

相似的组织学模式，上皮标记物、间充质标记物和

干细胞标志物（CD44 和 ALDH1A1）的阳性率非常

接近；药物敏感性实验和克隆存活实验也证实类

器官对于顺铂和多西紫杉醇的 IC50 与动物实验的

IC50 值接近，提示类器官可以预测体内药物敏感

性。总之，肿瘤类器官培养方法为研究者们提供

了重要的工具，帮助他们更好地理解肿瘤的生物

学特性和治疗机制。然而，仍需克服一系列挑战，

进一步提高肿瘤类器官模型的可靠性和可重复

性，以推动肿瘤研究的进展。细胞及细胞衍生模

型的优缺点总结于表 1。
表 1 细胞及细胞衍生模型的优缺点

Table 1 Advantages and shortcomings of cells and cell⁃derived models

Advantage

Shortcoming

Primary cells
Partially preserved tumor
cell heterogeneity

①In vitro culture time is limited
②Lack of natural tumor
structure and gradient
③Easy to pollute, high
technical requirements

Cell lines
①Easy to obtain and repeat
②Can be used stably for a
long time
③ Can be expanded rapidly and 
in large quantities
④Can be genetically modified
⑤Can be used for high-
throughput drug screening

①Lack of tumor cell heterogene⁃
ity and extracellular matrix
② Easily contaminated and mu⁃
tated
③Genetic instability

Spheroids
①Closer to the actual 
growth shape of tumor 
cells
②The phenotype is
easy to maintain

①Difficult to unify sizes
②Central necrosis is 
prone to occur

Tissue engineering models
①Simulate the interaction 
between tumor cells and
extracellular matrix
②The size is easy to control

Difficult to build

Organoids
① Simulate the tumor microen⁃
vironment
② Simulate the interaction be⁃
tween tumor cells and extracel⁃
lular matrix
③Simulate nutrient and oxygen 
gradients
④Composition and structure are 
similar to the original organiza⁃
tion
①High cost and long time
②Low construction success rate
③Lack of standardization

3  动物研究模型

尽管体外模型在恶性肿瘤临床研究中被广泛

使用，体内动物模型仍是直观了解肿瘤发生和进

展的最佳途径。动物研究模型主要用于恶性肿瘤

发病机理研究和体内功能研究。研究动物包括鼠

类［56］、犬类［57］与家猫［58］等。近年来，斑马鱼也已作

为异种移植模型被用于肿瘤建模［59］。目前常用的

动物研究模型包括：自发性/诱发性肿瘤；人源肿瘤

细 胞 系 异 种 移 植 瘤（cell line derived xenograft，
CDX）及其肺转移和淋巴结转移模型；人源性肿瘤

异种移植模型（patient⁃derived xenograft，PDX）；转

基因/条件敲除动物模型。

自发性肿瘤模型是指实验动物种群中不经有

意识的人工实验处置而自然发生的一类肿瘤称之

为自发性肿瘤。该模型的优点在于自然发生，实

验中可通过细致观察和统计分析，发现环境或遗

传因素在肿瘤发生上的作用。该研究模型的缺点

在于肿瘤的发生情况参差不齐，观察时间可能较

长，实验耗费较大。目前仍未见有口腔癌自发性

肿瘤的研究模型。

诱发性肿瘤模型是指使用致癌因素在实验条

件下诱发动物发生肿瘤的动物模型，它是进行实

验肿瘤学研究的常用方法。常用的包括：用放射

性照射或局部注射放射性同位素诱发肿瘤的物理

方法；使用化学致癌物，如苯并芘、甲基胆蒽、联苯

胺、亚硝胺类、黄曲霉素等诱发肿瘤的化学方法；

·· 657



口腔疾病防治 2024年 9月 第 32卷 第 9期
      Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Sept. 2024, Vol.32 No.9  http://www.kqjbfz.com

使用 SV40 等病毒诱发肿瘤的生物方法。诱发性肿

瘤模型的优点在于模拟了肿瘤的自然演变，这对

于模拟因重复暴露于特定环境（如持续紫外照射）

的人类肿瘤具有非常重要的借鉴意义。其缺点包

括：模型费时较长、肿瘤的连续监测困难、高异质

性可能会造成数据的处理难度增加、缺乏明确的

基因操作等。 OSCC 常用的诱发性动物模型包

括［60］：4 硝基喹啉 1 氧化物（4⁃Nitroquinoline 1⁃ox⁃
ide，4NQO）［61］诱导小鼠舌癌和二甲基苯并蒽（7，
12⁃dimethylbenz（a）anthracene，DMBA）［62］诱发金黄

地鼠颊囊癌；课题组应用 4NQO 诱导舌鳞癌的发生

并应用于 MELLT3 致癌机制的研究［13］。遗憾的是

目前仍未有槟榔诱导口腔癌模型的建立。

CDX 是指将体外传代培养的肿瘤细胞接种至

免疫缺陷小鼠（SCID，BALB/c）的皮下、尾静脉或足

垫等部位形成移植瘤，该模型可用于肿瘤生长能

力和转移能力的研究。CDX 模型的优点在于细胞

系容易获得、建模成本低等优势；其缺点包括：①
肿瘤细胞逐渐适应体外培养环境而失去原有特

性；②缺乏肿瘤生长的相关环境，如：支持性的非

肿瘤基质、血液细胞等；③缺乏肿瘤的多样性和异

质性。CDX 模型是目前恶性肿瘤最重要的临床前

体内研究模型。课题组应用该研究模型进行大量

的口腔癌发病机理和诊疗相关研究［7, 13⁃15, 63］，如应

用 CDX 裸鼠皮下移植瘤模型、足垫淋巴结转移模

型和尾静脉注射肺转移模型研究 METTL3 在 OSCC
发生发展中的作用［13］。

尽管致癌物诱导的动物模型可以再现人类原

发性肿瘤的基因组改变［64］，但未能针对性地研究

在受控遗传背景中特定基因突变在恶性肿瘤发病

机制中的作用。精确调控癌基因或抑癌基因的转

基 因 小 鼠 模 型（genetically engineered transgenic 
mouse models，GEM）可 以 有 效 解 决 这 一 难 题 。

GEM 模型利用基因工程技术，如转座子技术，基于

同源重组非同源末端连接的胚胎干细胞和 CRISPR
⁃Cas9 技术等，将外源基因导入或敲除小鼠基因组

中，使其在体内表达特定基因的小鼠模型。Georgy
等［65］建立了 GRHL3 敲除小鼠，并发现与野生型小

鼠相比，GRHL3 敲除小鼠对化学致癌物敏感性上

升，肿瘤发生速度更快。Squarize 等［66］敲除小鼠中

的 PTEN 基因，发现 PTEN 敲除小鼠口腔癌发生率

高，肿瘤血管生成增强，并激活了 PI3K/mTOR 通

路。课题组也应用条件敲除技术分别建立了 MET⁃
TL3、METTL1 条件敲除小鼠诱发舌鳞癌模型，以研

究 METTL3 和 METTL1 在舌鳞癌发生发展中的作

用［13, 15］。目前 GEM 模型已越来越广泛应用于体内

研究特定基因在恶性肿瘤发生发展中的作用。

PDX 是通过将病人新鲜的瘤组织直接移植到

免疫缺陷小鼠体内而建立的肿瘤模型［67］，常见接

种部位为皮下，静脉，原位。PDX 模型具有众多的

优点：①没有体外培养过程对肿瘤进行的“筛选”；

②能够保持肿瘤原有特性和异质性；③在传代过

程中能够保持分子生物学水平的稳定；④保留了

肿瘤组织原有的非肿瘤基质和微环境；⑤可以对

多种状态下病人来源的肿瘤进行研究；⑥PDX 模

型和肿瘤病人有更好的对应性。PDX 模型的众多

优点使其广泛应用于新药开发，尤其是靶点药物

的临床试验和预测性生物标志物的研究。Yen
等［68］的研究显示 OSCC 原发肿瘤建立的 PDX 模型

基本保留了配对原发肿瘤的基因表达谱。课题组

也通过构建 OSCC 的 PDX 模型进行大量的相关研

究［7, 18, 69］，如研究靶向药物（Anlotinib）治疗 OSCC 及

其耐药机制的研究［7］、生物标志物 miR⁃31⁃5p 及其

致癌机制的研究［18］。然而，需要指出的是，PDX 模

型的建立是一个繁琐且难度较高的过程，后续的

维护与动物培养的成本也非常昂贵，这也是其目

前尚未成为主流 OSCC 研究模型的主要阻碍。此

外，PDX 模型需要使用免疫缺陷小鼠，以排除自身

免疫反应，这与人体内肿瘤的病理免疫环境存在

显著差异［70］。综上所述，目前尚无理想的单一动

物模型能够完全满足人类 OSCC 发病机制研究和

治疗反应预测的要求。各种动物研究模型的优缺

点总结见表 2。

4  临床研究

临床研究是指以疾病的诊断、治疗、预后、病

因和预防为主要研究内容，以患者为主要研究对

象，以医疗服务机构为主要研究基地，由多学科人

员共同参与组织实施的科学研究活动。在人体内

进行的临床试验是肿瘤学研究的终极模型，在过

去几十年里一直是抗肿瘤疗法开发与评估的重要

基石［71］。临床试验通常分为 4 个不同的阶段：I 期
临床试验是初步的临床药理学及人体安全性评价

试验，旨在评估新药在人体内的安全性和耐受性，

为制定给药方案提供依据；这一阶段通常包括小

规模的健康志愿者，他们接受逐步增加的药物剂

量，以确定药物的最大耐受剂量和毒性反应［72］。

Ⅱ期临床试验是治疗作用初步评价阶段，其目的
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是初步评价药物或治疗方法对目标适应症患者的

治疗效果和副作用；这一阶段通常包括患有特定

疾病的患者，他们接受新药或治疗方法的治疗，并

与对照组进行比较，以确定疗效和安全性［73］。Ⅲ
期临床试验，也叫随机对照试验，采用随机分组的

方法比较目标药物治疗与标准治疗的差异，以明

确目标药物的治疗作用和安全性，其结果通常用

于药物的注册和上市批准［74］。Ⅳ期临床试验也称

为后期临床试验或上市后监测试验，是在新药上

市后进行的研究［75］；这一阶段是在监管部门批准

下在大样本人群中进一步评估药物的长期安全性

和有效性，以及在更大范围内的真实世界环境中

的使用效果。

临床研究的种类繁多，其中由研究者发起的

试验（investigator initiated trials，IITs）、真实世界研

究、前瞻性研究和回顾性研究应用最为广泛。IIT
是由医学或科学研究人员主导设计和执行的临床

试验，试验设计更加灵活，可以更好地满足研究者

的特定科学兴趣或临床需求［76］。真实世界研究是

在日常临床实践中，利用临床记录、医疗数据库或

健康保险数据等真实世界数据进行分析而进行的

研究，旨在评估药物、治疗方法或医疗干预在真实

世界环境中的效果和安全性［77］。前瞻性研究是指

在研究开始之前制定并执行的研究计划，其目的

是收集新的数据以测试预先确定的假设或研究问

题［78］；常用于评估特定干预措施对疾病结果的影

响，如药物治疗、行为干预或手术治疗。回顾性研

究是基于已有数据进行的研究，其目的是发现新

的关联、评估治疗效果或回顾性评估疾病的发生

和发展［79］；这些研究通常利用临床记录、医疗数据

库或疾病登记数据库等已有数据进行分析；常用

于识别潜在的风险因素、预后因素或治疗策略与

特定疾病或结果之间的关联。

世界各地已针对 HNSCC 患者开展了大量临床

试验。截至 2024 年 2 月，在 ClinicalTrials.gov 数据

库中已找到 1 607 项以 HNSCC 相关的临床研究。

目前的研究主要集中在化疗、分子靶向治疗和免

疫治疗 3 个方面，而大量的临床结果表明，联合治

表 2 动物研究模型的优缺点

Table 2 Advantages and shortcomings of animal research models

Advantage

Shortcoming

Spontaneous tumor model
①Natural occurrence
② The role of environmental 
factors in tumorigenesis can 
be observed

① The occurrence of tumors 
may vary
② The observation time may 
be longer
③Experiments are expensive

Induced tumor model
Simulates the natural evolu⁃
tion of tumors, which is of 
great significance for simulat⁃
ing human tumors caused by 
repeated exposure to specific 
environments (such as con⁃
tinuous ultraviolet irradiation)

①The model takes a long time
② Continuous monitoring of 
tumors is difficult
③ High heterogeneity may 
make data processing more 
difficult.

CDX model
①Cell lines are easy to
obtain
②Low modeling cost

① Tumor cells gradually 
adapt to the in vitro culture 
environment and lose their 
original characteristics.
② Lack of relevant
environment for tumor growth
③Lack of tumor diversity 
and heterogeneity

PDX model
①Maintain the original char⁃
acteristics and heterogeneity 
of tumors
②Able to maintain the stabil⁃
ity of molecular biology lev⁃
els during the passage pro⁃
cess
③Retains the original non⁃tu⁃
mor matrix and microenviron⁃
ment of the tumor tissue
④ Can study tumors derived 
from patients in various con⁃
ditions
⑤The PDX model has better 
correspondence with tumor 
patients
①Modeling is difficult and 
cannot be obtained repeatedly
②Long construction time and
unstable success rate
③Relatively convenient 
sources of clinical tumor 
samples are needed
④The cost of establishment 
and maintenance is higher

Transgenic mouse model
Precisely study the function 
of specific genes

① Gene knockout often in⁃
duces multisystem tumors
② The spontaneous tumor 
formation cycle is also diffi⁃
cult to synchronize due to in⁃
dividual differences in mice.
③ Usually only contains one 
or two gene changes, while 
human tumors generally 
have multiple gene muta⁃
tions.

CDX: cell line derived xenograft; PDX: patient⁃derived xenograft
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qRT⁃PCR: quantitative real⁃
time polymerase chain reac⁃
tion; WB: western blot; IHC: 
immunohistochemistry; IF: 
immunofluorescence; NQO: 4⁃
Nitroquinoline 1⁃oxide; DMBA: 
7, 12 ⁃ dimethylbenz (a) an⁃
thracene;
CDX:cell line derived xeno⁃
graft; PDX: patient ⁃ derived 
xenograft
Figure 1 Commonly used 
research models of malig⁃
nant tumors
图1 恶性肿瘤常用

研究模型

疗策略，如多西紫杉醇、顺铂和 5⁃氟尿嘧啶联合用

药是最有效的治疗选择［80］。除了这些药物外，美

国食品药品监督管理局（Food and Drug Administra⁃
tion，FDA）还批准了其他3种药物：西妥昔单抗、派姆

单抗和纳武单抗。因此，未来尚需更多大样本临床

试验对 HNSCC 抗肿瘤疗法做进一步深入的探索。

5  总  结
恶性肿瘤诊治的研发和评估都有赖于良好的

体内外模型，因此，构建一种易于获取、可重复高

且忠实反映体内原始肿瘤组织的研究模型一直是

临床肿瘤学热点的主题。本文回顾目前最常用的

口腔癌研究模型：临床标本可以提供肿瘤组织的

基因表达信息，有助于发现新的治疗靶点；体外细

胞模型模拟了肿瘤在体外的生长和行为，可用于

评估抗肿瘤药物的毒性和效力，以及研究肿瘤微

环境对肿瘤发展的影响；体内动物模型用于模拟

肿瘤在体内的发展过程，该模型可用来评估新药

的疗效、了解肿瘤的转移机制等；临床试验用于评

估新药的安全性和有效性，以及优化治疗方案（图1）。

此外，近年来演化出许多肿瘤衍生模型，如肿瘤微

环境研究模型、免疫与靶向治疗模型、放化疗耐药

模型等，为深入理解肿瘤发生、发展的机制，以及

寻找新的治疗策略提供了重要工具和平台。未来

仍需要进一步研发和优化研究模型，并更有效地

将不同模型整合起来，形成一个优化的 OSCC 实验

模型系统。
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