
■背景资料
目前我国患高脂
血症的病员数量
在逐渐增多 ,  需
进 行 降 脂 治 疗 , 
而现有降脂治疗
的方法和手段有
限 ,  且效果并非
十分理想. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of bile salt 
export pump (BSEP) in hepatic tissue in a 
rat model of hyperlipidemia.

METHODS: Sixty wistar rats were randomly 
divided into two groups (n = 30 for each): 
a control group that was fed an ordinary 
diet, and an experimental group fed a high 

fat diet. Cholesterol and bile acid levels were 
regularly monitored. Liver tissue samples 
were taken for detecting the gene expression 
of BSEP by reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and the protein 
expression of BSEP by immunohistochemistry. 

RESULTS: The levels of cholesterol and bile acid 
were significantly higher in the experimental 
group than in the control group. RT-PCR analysis 
showed that the expression of BSEP mRNA was 
significantly higher in the experimental group 
than in the control group. Immunohistochemistry 
analysis showed that in the experimental group, 
the positive expression rate of BSEP was 76.7%, 
significantly higher than that in the control 
group (12.5%). 

CONCLUSION: The expression of Bsep increases 
significantly in rat hyperlipidemia, which 
suggests that we can develop drugs acting on 
BSEP to find new treatment methods and means 
for hyperlipidemia and related diseases.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 通过建立高脂血症大鼠模型, 以胆盐
输出泵(bile salt export pump, BSEP)为研究
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■研发前沿
目前研究的热点
和重点为新型的
降脂方法和降脂
药物 ,  而基因治
疗是一个非常有
前途但又尚未在
临床广泛应用的
领域.

对象, 探讨BSEP在高脂血症大鼠肝脏中的
表达状况, 初步思考其与高脂血症形成的相
关性, 为治疗高脂血症找到新的方向. 

方法: 取♂Wistar大鼠60只, 体质量145 g±
7.5 g, 随机分为2组, 每组30只: 普通饮食对
照组(简称对照组)予以普通饮食、高脂饮食
实验组(简称实验组)予以高脂饮食. 喂食90 d, 
建立高脂血症模型, 定期取血用自动生化仪
检测胆固醇及胆汁酸含量, 应用逆转录-聚合
酶链反应(RT-polymerase chain reaction, RT-
PCR)技术检测两组模型肝脏组织的Bsep 基
因表达的强度, 石蜡切片后用免疫组织化学
SP(streptavidin-perosidase)法检测两组模型
肝脏组织的BSEP表达的强度. 

结果: 实验组胆固醇及胆汁酸含量明显高于
对照组; 电泳结果显示: 实验中肝脏组织扩增
产物都出现了内参β-actin基因的425 bp扩增
带和Bsep基因的289 bp扩增带, 实验组Bsep基
因扩增带亮度强于对照组; 免疫组织化学SP
法结果显示, 实验组Bsep表达阳性率为76.7%, 
对照组Bsep表达阳性率为12.5%, 他们之间的
差异有统计学意义(χ2 = 10.773, P<0.05). 

结论: 实验组大鼠的Bsep基因的表达较对照
组明显增加, 提示我们可发展作用于Bsep的
药物, 为高脂血症及其相关疾病找到新的治
疗方法. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 建立高脂血症大鼠模型, 以胆盐输出

泵(bile salt export pump, Bsep)为研究对象, 探讨

Bsep在高脂血症大鼠肝脏中的表达状况, 经研

究发现实验组大鼠的Bsep基因的表达较对照组

明显增加. 
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0  引言

由于脂质代谢异常, 血浆中一种或多种脂质

出现紊乱, 其水平高于正常范围, 我们称其为

高脂血症. 一般成年人空腹血清中总胆固醇

和甘油三脂超过正常水平的上限, 可诊断为

高脂血症. 从目前所进行的研究[1,2]来看, 大多

数心脏和脑血管疾病的基础病因是动脉粥样

硬化, 而与动脉硬化关系最为密切的则是脂

代谢紊乱, 而尤其高脂血症是动脉硬化的主

要因素, 除引起动脉粥样硬化, 高脂血症还可

诱发胆结石、胰腺炎, 出现加重肝功能损害

等情况. 目前降脂治疗的方法和手段有限, 因
胆盐输出泵(bile salt export pump, BSEP)与
胆汁酸的排出有密切关系, 如BSEP功能障碍, 
则出现胆汁酸代谢紊乱, 所以为寻找新的治

疗方法, 本项目拟以BSEP为研究对象, 研究

在高脂血症大鼠肝细胞中Bsep基因表达的状

况, 尝试为高脂血症及其相关疾病治疗提供

新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 取♂Wistar大鼠60只, 体质量145 g±
7.5 g, 随机分为2组, 每组30只: 普通饮食对照

组(简称对照组)、高脂饮食实验组(简称实验

组). 大鼠入选前无高脂血症﹑糖尿病、畸形

等疾病存在, 未进食其他影响血脂的药物. 高
脂饮食的原料及配制: (1)胆固醇(4%); (2)去
氧胆酸钠(0.5%); (3)丙硫氧嘧啶片(0.2%); (4)
猪油(10%); (5)基础饲料. 研细丙硫氧嘧啶片, 
备用. 加热融化猪油, 在基础饲料中加入上述

百分比含量的高脂饮食原料, 加水混合充分

搅拌, 制成高脂饮食食物. 主要仪器有冰冻切

片机, HFsafe生物安全柜, 显微摄像系统(PM-
10A)等; 主要试剂有过氧化物酶标记的链霉

卵白素染色试剂盒, Bsep单克隆抗体等. 
1.2 方法

1.2.1 制备高脂血症大鼠模型: 根据文献[3,4]的
方法制备高脂血症大鼠模型, 喂食90 d, 定期取

血用自动生化仪检测胆固醇及胆汁酸含量, 待
到实验组血脂相关各项指标与对照组产生统

计学差异, 确定建立高脂血症模型成功. 
1.2.2 PCR测定Bsep基因的表达: 分别取对照组

和实验组肝脏组织, 设定引物及内参照序列, 
Bsep的上游引物: 5'-CCCTCAACTGATGGGG
GCTCCAGT-3', 下游引物: 5'-CCCATGTCTG
ACTCAGTGATTCTT-3'; β-actin作为内对照, 
上游引物: 5'-GATGGTGGGTATGGGTCAGA
A-3', 下游引物: 5'-CTAGGAGCCAGGGCAG
TAATC-3'[5]. 制备PCR产物, 取100 µL Loading 
Dye和100 µL DNA Loader(1 kb)混合后加入

400 µL蒸馏水做成600 µL混合液. 取产物10 µL
进行1%琼脂糖凝胶电泳, 确认PCR反应产物. 
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■相关报道
在“雌孕激素对
孕鼠肝脏、胎盘
组织FXR/BSEP
受体系统表达的
影响研究”一文
介绍了雌激素和
孕激素可诱导孕
鼠肝内胆汁淤积
症 .  雌激素诱导
的机制可能是通
过上调肝脏FXR
的表达及下调肝
脏 B S E P 的表达
来影响胆汁酸的
合成与代谢 ,  进
而 导 致 了 肝 内
胆 汁 淤 积 的 发
生 ;  孕激素引起
肝内胆汁淤积症
可能因为某些孕
酮代谢产物诱导
了 B S E P 的传输
抑制作用致胆汁
酸淤积 .  初步阐
明了雌孕激素诱
导妊娠期肝内胆
汁淤积症过程中
FXR和BSEP的作
用机制.

Quantity One软件计算比较每一泳道中PCR产
物条带的光密度值, 计算Bsep基因与β-actin条
带的光密度的相对比值, 通过半定量分析, 最
终得出其在肝脏组织中RNA表达相对含量. 
1.2.3 免疫组织化学检测BSEP蛋白的表达: 石
蜡切片后用SP(streptavidin-perosidase)法检测

两组模型肝脏组织的BSEP蛋白表达的强度. 
肝脏组织中BSEP蛋白出现黄色染色颗粒为阳

性细胞, 每张切片随机选取6个视野, 每个视野

内观察80个细胞, 阳性细胞≥10%为阳性, 否
则为阴性[6,7].

统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行

分析, 统计学方法测得数据用mean±SD表示, 
判断组间差异采用t检验, 免疫组织化学SP法
染色结果采用χ2检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 血脂相关指标检测结果  各组大鼠喂食

90 d后均存活 ,  无1例死亡 ,  其血清指标如

表1 .  从表1可知 ,  实验组血液中总胆固醇

(total cholesterol, TC)升高和低密度脂蛋白

胆固醇(low density lipoprotein cholesterol, 
LDL-C)、甘油三酯(triglyceride, TG)升高, 而
高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein 
cholesterol, HDL-C)降低; 与对照组比较, 差异

有统计学意义(P <0.05). 
2.2 PCR结果

2.2.1电泳情况: 实验中对照组和实验组扩增产

物都出现了β-actin基因的425 bp扩增带和Bsep
基因的289 bp扩增带, 实验组Bsep基因扩增带

亮度均明显强于对照组(图1). 
2.2.2 半定量结果分析: 对照组Bsep基因mRNA
表达较低(0.3840±0.0369), 实验组Bsep基因

mRNA表达较高(0.8641±0.0221); Bsep基因

在对照组和实验组中表达差异有统计学意义

(P <0.05). 
2.3 免疫组织化学SP法染色结果 光学高倍(100
倍)物镜下: 肝脏组织中Bsep基因出现黄色染

色颗粒为阳性细胞(箭头所指). 每张切片随机

选取6个视野, 每个视野内观察80个细胞, 阳
性细胞≥10%为阳性, 否则为阴性. χ2检验显

示: 实验组Bsep基因表达阳性率为76.7%, 对照

组Bsep基因表达阳性率为12.5%(χ2 = 10.773, 
P <0.05), 差异有统计学意义(图2).

3  讨论

血脂是人体血液中所含各种成分脂质的总称, 
主要的脂质有胆固醇(包括HDL-C、LDL-C)、
TG. 高脂血症(hyperlipidemia)是指脂肪代谢

产生紊乱后使血浆中的一种或几种脂质高于

正常, 可表现为高胆固醇血症、高甘油三脂血

症, 或两者兼有(混合型高脂血症)[8,9]. 近年来, 
随着经济的发展, 由于人们生活习惯特别是饮

食习惯的改变, 高蛋白、高脂肪饮食的摄入增

加, 从而导致高脂血症的发病率有更明显的增

高趋势. 经过大量的基础和临床研究, 寻找其

发病原因, 明确了高脂血症的形成与多种因素

的参与和作用有关, 而胆汁酸、胆固醇的过高

分泌和代谢障碍、中性脂肪的蓄积是其重要

的形成条件, 那么, 我们是否能从胆汁酸、胆

固醇的代谢途径入手, 找到新的治疗高脂血

症的方法呢[10,11]? 所以, 与胆汁酸、胆固醇相

关的基因, 包括法尼基衍生物X受体(farnesyl 
derivatives X receptor, FXR )、Bsep、牛黄胆酸

钠转运蛋白(sodium/taurocholate cotransporting 
polypeptide, Ntcp )进入了我们的观察范围并设

计了实验. 
我们已有实验证实FXR在高脂血症大鼠

肝脏中的表达增强, 那么, 作为FXR的靶基因, 
Bsep是否出现了相似的变化, 继续引导我们

深入研究和观察[12,13]. BSEP属于ATP结合盒

aP<0.05 vs  对照组. Glu: 血糖; TC: 总胆固醇; TG: 甘油三酯; 

HDL-C: 高密度脂蛋白胆固醇; LDL-C: 低密度脂蛋白胆固醇.

     血清指标 对照组 实验组

Glu 5.07±0.75 5.09±0.81

TC 1.41±0.15  3.27±0.33a

TG 0.58±0.05  2.71±0.10a

HDL-C 0.89±0.07  0.42±0.03a

LDL-C 0.21±0.03  0.56±0.02a

表  1  各组大鼠血清指标的变化 (n  = 30, mean±SD, 
mmol/L)

M    1    2    3    4    5    6   7    8

350
325
300
275

β-actin

Bsep

bp

图  1  PCR所显示Bsep 基因在实验组及对照组表达情况. 
1, 5-8: 实验组; 2-4: 对照组. BSEP: 胆盐输出泵.
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■应用要点
通 过 初 步 发 现
Bsep在高脂血症
大鼠肝组织中的
表达状况 ,  为进
一步寻找作用于
Bsep 基因的药物
打下基础 ,  从而
改善高脂血症治
疗的现状.

超家族蛋白(ATP binding cassette, ABC), 其
基因位于人类第2条染色体长臂上2q24-31, 
其编码的蛋白叫ABCB11蛋白, 也称BSEP, 对
胆汁酸盐的排泄、浓度稳定的维持和胆汁酸

盐的肠肝循环等生理功能具有重要作用. 胆
汁酸的肝肠循环需要各种转运体的配合和

相互调节来完成, 首先肝细胞合成的胆汁酸

经B S E P主动分泌后转运至胆道 ,  而当胆汁

酸进入肠道后, 不同胆汁酸具有不同的吸收

途径, 其中游离胆汁酸(石胆酸除外)在小肠

和结肠通过扩散作用被动重吸收, 结合胆汁

酸在回肠首先被主动重吸收入小肠黏膜细

胞, 随后在细胞内产生变化, 与胆汁酸结合蛋

白(ileum bile acid binding protein, IBABP)结
合, 最后实现胆汁酸从小肠黏膜细胞的肠腔

面向基底侧面的转运[14,15]. 其间所需要的介质

分别为小肠刷状缘钠盐依赖的胆汁酸转运体

(apical sodium-dependent bile acid transporter, 
A S B T),  胆汁酸结合蛋白和基侧膜的终末

腔面钠盐依赖的胆汁酸转运体 ( t e r m i n a l 
apical sodium-dependent bile acid transporter, 
tASBT). 最终重吸收入门静脉[16,17]. 从图3中

A B

C D

图  2  免疫组织化学所显示Bsep 基因在实验组及对照组表达情况. A, C: 实验组; B, D: 对照组. A, B为放大100倍, C, D

为放大200倍. 箭头所指即为BSEP蛋白. BSEP: 胆盐输出泵.

肝脏

胆汁酸

Ntcp

FXR

BSEP

小肠

胆汁酸结合蛋白

tASBT

ASBT

图  3  胆汁酸的肝肠循环示意图. 胆汁酸在BSEP作用下分泌进入肠道, 经过ASBT、胆汁酸结合蛋白、tASBT, 最后在

Ntcp作用下重吸收进入肝脏. FXR: 法尼基衍生物X受体; BSEP: 胆盐输出泵; Ntcp: 牛磺胆酸钠转运蛋白; ASBT: 胆汁酸

转运体; tASBT: 基侧膜的终末腔面钠盐依赖的胆汁酸转运体. 
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■同行评价
通过大鼠实验初
步证实了Bsep 基
因与高脂血症的
关系, 设计科学, 
分组合理 ,  结论
可信.

我们可以看出BSEP在胆汁酸的代谢中起到了

重要的作用, 一旦胆汁酸的排泄过程受到了

阻断, 则可能导致人或动物实验体出现黄染, 
进而出现肝功能及脂质代谢紊乱. 

本实验在90 d的时间内我们通过高脂饮食

对大鼠进行喂养, 成功建立高脂血症大鼠模型, 
并且在试验中通过使用PCR、免疫组织化学

等方法进行检测, 从而证实高脂血症时大鼠的

肝脏组织中Bsep基因出现了明显的变化, 表达

大为提高, 较对照组明显增加, 而高脂血症时血

脂出现的变化情况为TC、TG、LDL-C显著升高, 
HDL-C逐步下降, 由此我们初步考虑胆固醇、胆

汁酸的增加会伴随Bsep基因表达增强[18,19], 可能

与增加胆固醇及胆汁酸的排泄有关. 上述也就

提示我们, Bsep的发现可能会成为高脂血症治

疗新的靶点, 但Bsep在肝脏组织中还有相关的

基因Ntcp , 此基因在高脂血症时是否与Bsep发
生了同步的变化, 是否调节了Bsep的作用, 尚
需进一步的研究. 在目前所用降脂药物普遍存

在不同种类的问题, 比如不能完全达到治疗目

的、服用量大、胃肠道反应明显、患者耐受

性差等缺点, 而这些缺点又阻碍了其作为临床

治疗药物的广泛应用, 对Bsep基因表达状况及

代谢调节作用的研究将可能有助于人们更好地

认识胆固醇及胆汁酸代谢紊乱机制[20], 并为基

础研究和临床治疗高脂血症与相关疾病提供

新的药物治疗靶点, 思考并找到一种新的治疗

措施. 
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