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■背景资料
胆管癌的发生发
展过程非常复杂, 
目前临床上一些
手术及非手术治
疗手段有限, 且效
果并非十分理想. 
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Abstract
AIM: To develop a rat model of bile duct cancer 
and detect bile salt export pump (Bsep) expre
ssion in bile duct tissues of this model, in order 
to provide a new method for the prevention 

and treatment of bile duct cancer. 

METHODS: Sixty Wistar rats were randomly 
divided into either a control group or an 
experimental group, with 30 rats in each group. 
The control group was fed an ordinary diet, and 
the experimental group was fed a 3'-Me-DAB 
diet. After 20 wk, the bile duct cancer model 
was successfully established. Bile duct tissues 
were taken from rats in both groups to detect the 
expression of Bsep by immunohistochemistry 
(streptavidin-peroxidase) and Western blot.  

RESULTS: Both immunohistochemistry and 
Western blot analyses showed that the expres
sion levels of Bsep were significantly higher 
in the control group than in the experiment 
group (66.21% vs 18.75%, χ2 = 10.11, P < 0.05; 
0.886 ± 0.017 vs 0.297 ± 0.011, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of Bsep protein 
decreases significantly in rats with bile duct 
cancer, which suggests that drugs targeting 
Bsep may be a new therapeutic strategy for 
bile duct cancer.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 本研究通过建立胆管癌大鼠模型, 以
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■研发前沿
目前研究的热点
和重点为新型的
治疗胆管癌的方
法和药物 ,  而基
因治疗是目前尚
未广泛应用又极
具前景的治疗方
式 ,  所以尝试从
相 关 基 因 入 手 , 
为胆管癌治疗提
供新的思路.

胆盐输出泵(bile salt export pump, Bsep)为研
究对象, 初步探讨Bsep在胆管癌大鼠中的表
达状况, 以期为治疗胆管癌的找到新的手段
和方法. 

方法: 取♂Wistar大鼠(体质量160 g±8 g)60
只, 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、3'-甲基-4,4'-
二甲基氨偶氮苯(3'-Me-DAB)饮食实验组
(简称实验组)予以含3'-Me-DAB饮食. 经过
20 wk, 建立胆管癌大鼠模型, 取对照组和实
验组胆管组织: (1)石蜡切片后用免疫组织化
学SP(streptavidin-perosidase)法检测两组模
型胆管组织的Bsep表达的强度; (2)Western blot
法检测两组模型胆管组织的Bsep蛋白表达
的强度. 

结果: 免疫组织化学SP法及Western blot法
结果均显示, 对照组Bsep表达阳性率高于实
验组(66.21% vs  18.75%, χ2 = 10.11, P <0.05; 
0.886±0.017 vs  0.297±0.011, P <0.05). 

结论: 实验组大鼠的Bsep基因的表达较对照
组减少, 提示我们在胆管癌的治疗中, Bsep
有成为新的治疗靶点的可能. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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0  引言

胆管癌是肝胆系统中常见的也是难治的恶性

肿瘤之一, 研究资料显示, 其发病率在近年呈

升高的趋势, 但目前各种治疗方法和手段想要

达到良好的效果仍然存在较大的难度. 现治疗

胆管癌的方法是首选手术切除, 但手术有适应

证和局限性, 首先手术切除率不高, 其次术后

5年生存率也不高, 对合并严重心肺功能障碍, 
肿瘤已发生浸润或转移者, 已失去了手术的条

件, 但介入、放化疗等非手术治疗方法效果有

限. 那么, 是否能寻求更为有效的方法呢? 而基

因治疗是目前尚未广泛应用又极具前景的治

疗方式, 所以, 我们尝试从相关基因入手, 胆盐

输出泵(bile salt export pump, Bsep )基因与胆汁

酸的排泄有关, 我们已进行实验证明其在肝胆

系统部分疾病, 如高脂血症大鼠肝脏组织中表

达增加, 那么他在肿瘤组织(胆管癌组织)中是

否有表达呢? 目前尚无明确的研究, 因此, 本项

目拟以Bsep为研究对象, 研究在胆管癌大鼠胆

管细胞中Bsep基因表达的状况, 尝试为胆管癌

治疗提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂Wistar大鼠60只, 体质量

160 g±8 g, 由泸州医学院动物实验中心提供. 
所使用试剂及仪器包括: Western blot试剂盒(购
自大连宝生物TaKaRa工程有限公司); Bsep单
克隆抗体(购自CHEMICON公司, 美国); 冰冻

切片机、HFsafe生物安全柜、显微摄像系统

(PM-10A)等. 
1.2 方法  
1.2.1 胆管癌大鼠模型制备: ♂Wistar大鼠随机

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、3'-甲基-4,4 '-二甲基氨

偶氮苯(3'-Me-DAB)饮食实验组(简称实验组)
予以含3'-Me-DAB饮食. 实验组饲以含3'-Me-
DAB饮食, 连续20 wk后改为自由进食. 对照组, 
自由饮水及进食. 每天观察动物的精神状态、

饮食状况及皮毛的变化等一般情况. 于实验第

8、16、20 wk, 分别取出模型组动物各2、2、
2只, 剖腹观察胆管情况, 记录胆管的形态质地

等的变化, 20 wk后经病理检查证实胆管癌大

鼠模型建立成功. 
1.2.2 实验步骤: 取对照组和实验组胆管组织: 
(1)石蜡切片后用免疫组织化学SP法检测两组

模型胆管组织的Bsep表达的强度; (2)Western 
blot法检测两组模型胆管及肝脏组织的Bsep
蛋白表达的强度. Quantity One软件计算比较

Western blot产物条带与β-actin条带的光密度

的相对比值, 通过分析, 最终得出其在胆管组

织中表达相对含量. 
1.2.3 观察指标: Bsep在胆管癌大鼠胆管组织中

表达情况. 
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, 

■相关报道
有 研 究 介 绍 了
Bsep 基因在胆结
石豚鼠肝组织中
的表达情况 ,  初
步阐明Bsep 基因
在胆结石豚鼠肝
组织中表达下调
可能与结石形成
有关. 
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判断组间差异采用t检验及χ2检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2 结果

2.1 大鼠一般情况 实验组大鼠自第6周开始, 逐
渐出现进食量下降, 部分体质量与对照组相比

明显偏低, 喂食至20 wk后死亡3只. 对照组大

鼠生长较好, 未出现死亡病例. 20 wk后经病理

检查证实已建立胆管癌大鼠模型, 实验组大鼠

胆管肿瘤组织主要集中在肝门部及部分右肝

组织(图1). 
2 .2  免疫组织化学S P法染色结果  光学高倍

(100倍及200倍)物镜下: 胆管组织中Bsep蛋白

出现黄色染色颗粒为阳性细胞(绿色箭头所

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蛋白表达阳

性率为18.75%, 对照组Bsep蛋白表达阳性率为

66.21%(χ2 = 10.11, P <0.05), 差异有统计学意义

(图2). 
2.3 Western blot法检测结果 我们发现, 在160 kDa
处出现了Bsep蛋白表达, 利用Quantity One软
件, 我们得到实验组Bsep蛋白表达较低(0.297
±0.011), 对照组Bsep蛋白表达较高(0.886±
0.017); Bsep蛋白在对照组和实验组中表达差

异有统计学意义(P <0.05)(图3). 

图  1  病理检查证实胆管癌大鼠模型建立. A: 胆管癌组织的切面观察情况, 在100倍物镜下, 见异形细胞成团增生(×

100); B: 胆管癌组织在200倍物镜下的观察情况, 在胆管周围可见发生核分裂的肿瘤细胞(×200). 

A B

A B

C D

图  2  免疫组织化学SP法染色结果. A, C: Bsep 基因实验组, Bsep 基因在实验组中的阳性表达, 绿色箭头所指即为Bsep
基因; B, D: Bsep基因对照组, Bsep基因在对照组中的阳性表达, 绿色箭头所指即为Bsep基因; A, B: ×100; C, D: ×200. 

Bsep: 胆盐输出泵. 

■创新盘点
本文从胆管癌相
关基因Bsep 入手, 
初步发现了Bsep
在胆管癌组织中
的表达状况 ,  为
胆管癌治疗找寻
新的方法. 

■应用要点
通 过 初 步 发 现
Bsep在胆管癌大
鼠胆管组织中的
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
改善胆管癌治疗
的现状. 
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3  讨论

胆管癌是肝胆系统常见的恶性肿瘤之一, 目前

胆管癌的病因及发病机制尚不完全清楚, 经研

究认为其发病是各种因素综合作用的结果, 且
所经历的过程较长, 各种影响状况和条件较

多. 现阶段我们可以得知的是, 胆管结石、先

天性胆管扩张、华支睾吸虫、原发性硬化性

胆管炎等都可能与胆管癌发病相关, 但具体的

步骤、过程和变化途径并不十分明确. 由于胆

管癌综合产生的因素较多, 所以目前的治疗有

各种困难存在. 就现阶段的治疗方法来讲, 早
期的特别是中下段胆管癌可以行根治性的手

术切除, 但一旦肿瘤发生周围组织浸润或远处

转移, 在身体其他器官发现了肿瘤病灶, 那么

手术则不能再作为首选的治疗手段, 而介入治

疗、化疗、放疗等治疗方法效果有限, 即便是

经过上述的治疗, 胆管癌的复发率、转移率也

较高, 5年生存率并未取得理想的结果, 其治疗

方法有待提高. 所以, 我们反复思考, 能不能找

到一种行之有效的办法呢? 而就目前而言, 基
因治疗是一种尚未广泛应用又极具前景的治

疗方案, 可能对胆管癌的治疗产生革命性的变

化, 而Bsep基因与胆汁酸排泄有关[1-3], 如Bsep
基因功能紊乱, 胆汁酸淤积形成胆管结石; 进
而可能导致胆管细胞的恶变. 因此, Bsep基因

进入了我们的思考范围并引导我们设计了上

述的对比试验, 以期能发现一些与胆管癌相关

的变化[4-6]. 
我们已有实验证实法尼基衍生物X受体

(farnesyl derivatives X receptor, FXR)在胆管癌

大鼠肝脏中的表达减弱, 那么, 作为FXR的靶

基因, Bsep在胆管癌大鼠胆管组织中是否出现

了相似的变化, 继续引导我们深入研究和思考. 
Bsep属于ATP结合盒超家族蛋白(ATP binding 
cassette, ABC), 在人类中其基因位于第2条染

色体长臂上2q24-31, 其编码的蛋白叫ABCB11
蛋白, 也称Bsep, 其对胆汁酸盐的排泄、胆汁

酸盐浓度的稳定和胆汁酸盐的肠肝循环等生

理功能具有重要作用[7-9]. 胆汁酸的肝肠循环需

要各种转运体的参与, 且他们之间需相互调节

来完成, 首先肝细胞合成胆汁酸, 接下来胆汁

酸经Bsep作用主动分泌后转运至胆道[10-12], 而
当胆汁酸进入肠道后, 重吸收过程则有所不同, 
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, 结合胆汁酸在回肠通

过小肠刷状缘钠盐依赖的胆汁酸转运体(apical 
sodium-dependent bile acid transporte, ASBT), 
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(terminal apical sodium-
dependent bile acid transporter, tASBT)依次作

为介质, 最终重吸收入门静脉. 而如果胆汁排

泄障碍, Bsep功能紊乱, 则可能出现胆汁淤积, 
而由于胆汁淤积, 胆固醇沉积, 胆色素析出, 则
可能形成结石[13-15], 而胆管结石的存在, 正是我

们目前了解的可能产生胆管癌的原因之一. 所
以, Bsep基因的表达情况是我们所关注的重点. 

我们在设计的试验中观察发现, 通过20 wk
时间含3'-Me-DAB饮食的喂养成功建立胆管癌

大鼠模型, 并且在试验中通过使用免疫组织化

学, Western blot等方法进行检测, 从而证实胆

管癌大鼠的胆管组织中Bsep基因出现了明显

的变化, 表达降低显著, 较对照组有明显的减

少, 说明胆管癌时胆汁酸的排泄开始紊乱, 出
现了显而易见的困难[16-18], 由此我们初步考虑

如果胆汁酸增加, 则会伴随Bsep基因表达增强, 
从而加快胆汁酸的排泄, 而胆管癌时则出现了

胆汁酸的代谢障碍, 大量胆汁酸在肝内无法排

出, 胆固醇和胆色素的沉积刺激胆管上皮细胞, 
进一步可能导致胆管细胞出现恶变. 在目前所

用治疗胆管癌的药物普遍存在不同种类的问

题, 可能无法完全达到治疗目的、服用时间

长、胃肠道反应大, 患者可持续接受性差等缺

点, 上述情况阻碍了其作为临床治疗药物的广

泛应用, 但目前尚无可直接作用于胆管癌相关

基因又可在临床广泛应用的药物. 在此, Bsep
基因表达变化的发现, 可能为基础研究和临床

治疗胆管癌提供新的药物治疗靶点[19,20], 找到

一种新的治疗手段和方向. 
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图  3  Western blot法所显示Bsep蛋白表达结果. 1, 4: 对

照组; 2, 3: 实验组. Bsep: 胆盐输出泵. 

■名词解释
胆 盐 输 出 泵
(Bsep): 是位于肝
细胞毛细胆管面
上的重要转运体, 
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. 
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■同行评价
本 文 立 题 新 颖 , 
课 题 设 计 合 理 , 
数据分析方法正
确 ,  具有一定的
科研价值.


