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Abstract
AIM: To detect the expression of sodium/
taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp) 
in hepatocellular carcinoma in rats. 

METHODS: Sixty Wistar rats were randomly 
divided into a control group and an experime­
ntal group, with 30 rats in each group. The 
control group was fed an ordinary diet, and the 
experimental group was fed diethylnitrosamine 
for 20 wk to induce primary liver cancer. After 
successful induction, liver tissues were taken 
to detect the expression of Ntcp protein by 
immunohistochemistry and Western blot.

RESULTS: Both immunohistochemistry and 
Western blot analysis showed that the expression 
of Ntcp protein was significantly higher in the 
experiment group than in the control group (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: The expression of Ntcp protein 
increases significantly in primary liver cancer 
in rats, which suggests that drugs targeting 
Ntcp may provide a new treatment method for 
primary liver cancer. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  本研究通过建立肝癌大鼠模型 ,  以
牛磺胆酸钠转运蛋白(sodium/taurocholate 
cotransporting polypeptide, Ntcp)为研究对象, 
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■研发前沿
目前研究的热点
和重点为新型的
治疗肝癌的方法
和药物 ,  而基因
治疗是目前尚未
在临床广泛应用
又极具前景的治
疗方式 ,  所以尝
试从相关基因入
手 ,  为肝癌治疗
找到新的方法.

初步了解Ntcp在肝癌大鼠中的表达状况, 以
期能找到新的手段和方法进行肝癌的治疗. 

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、二乙基亚
硝胺饮食实验组(简称实验组)予以含二乙基
亚硝胺饮水. 经过20 wk, 建立肝癌大鼠模型, 
取对照组和实验组肝脏组织: (1)石蜡切片后
用免疫组织化学SP(streptavidin-perosidase)
法检测两组模型肝脏组织的N tcp蛋白表达
的强度; (2)Western blot法检测两组模型肝脏
组织的Ntcp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, 实验组Ntcp表达阳性率高于对照
组Ntcp表达阳性率(25.7%), 他们之间的表达
差异有统计学意义(χ2 = 10.62, P <0.05). 

结论: 实验组大鼠的Ntcp蛋白的表达较对照
组增多, 提示我们在肝癌的治疗中, N tcp有
可能成为新的治疗靶点和方向. 

© 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: 建立肝癌大鼠模型, 以牛磺胆酸钠

转运蛋白(sodium/taurocholate cotransporting 
polypeptide, Ntcp)为研究对象, 初步了解Ntcp在

肝癌大鼠中的表达状况, 以期能找到新的手段

和方法进行肝癌的治疗.
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0  引言

肝癌是消化系恶性肿瘤之一, 据资料统计, 在
消化系恶性肿瘤中近年来每年被肝癌夺去生

命的人数在逐年增加, 但目前治疗方法和手

段有限. 在各种方法中, 首选的方法是手术切

除肝癌, 但手术有适应证和禁忌证, 能行根治

性切除的患者不多, 对不能行根治性切除的患

者部分可行姑息性切除, 但二者术后5年生存

率皆不高. 对无法进行手术或放弃手术的患

者, 包括存在身体各器官严重功能障碍, 肿瘤

浸及周围组织或转移者, 因自身条件有限放弃

手术者等, 进行介入治疗、放疗、化疗、射频

消融等非手术治疗后发现效果有限, 治疗后的

生存率未得到大的改善. 那么, 是否存在更为

有效而又实用的方法呢? 基因治疗是目前尚未

在临床广泛应用而又极具前景的治疗方法之

一, 所以, 我们尝试从相关基因入手, 牛磺胆酸

钠转运蛋白(sodium/taurocholate cotransporting 
polypeptide, Ntcp )基因与胆汁酸重吸收关系密

切[1-3], 而胆汁酸如果淤积, 则可能形成结石, 进
而可能导致胆管及肝脏组织的恶变, 那么其在

肝癌组织中有无表达呢? 表达情况又如何呢? 
所以, 本项目拟以Ntcp为研究对象, 分析其在

肝癌大鼠肝细胞中的表达状况, 尝试为肝癌治

疗提供新的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠(♂、体质量160 g±8 g)60
只(购自泸州医学院动物实验中心), 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、二乙基亚硝胺(DEN)饮食实

验组(简称实验组)予以含DEN饮水. 入选前大

鼠无其他疾病存在. 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Western blot试剂盒(购自大连

宝生物TaKaRa工程有限公司), Ntcp单克隆抗

体(购自CHEMICON公司, 美国)等.
1.2 方法 首先制备肝癌大鼠模型, 实验组饲以

含DEN饮水, 连续12 wk后改为自由饮水. 对照

组, 自由进食及饮水. 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周, 分别取出模型组动物各

2、2、2只, 剖腹观察肝脏情况, 记录肝脏的大

小、质地、形态等的变化情况. 经病理检查证

实建立肝癌大鼠模型成功后, 取对照组和实验

组肝脏组织: (1)石蜡切片后用免疫组织化学

SP(streptavidin-perosidase)法检测两组模型肝脏

组织的Ntcp蛋白表达情况; (2)Western blot法检

测两组模型肝脏组织的Ntcp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, 最终得出其在肝脏组织中表达相对含量. 
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检验及χ2检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

■相关报道
Ve l o s o  A l v e s 
Pereira等发现了
初 级 胆 汁 酸 可
以 抑 制 牛 磺 胆
酸 钠 转 运 蛋 白
(sodium/tauroch-
olate cotransporting 
polypeptide, Ntcp)-
调控的丁型肝炎
病毒进入肝细胞, 
提示胆汁酸池的
调节可以影响肝
细胞中丁型肝炎
病毒的感染.
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2  结果

2.1 一般情况 实验组大鼠自第5周开始, 进食开

始出现减少的情况, 部分大鼠体质量与对照组

相比降低明显, 喂食至20 wk后死亡2只. 对照

组大鼠饮食情况及身体情况较好, 未出现死亡

病例. 20 wk后经病理检查证实已建立肝癌大

鼠模型(图1). 
2.2 免疫组织化学SP法染色结果 光学高倍(100
倍及200倍)物镜下: 肝脏组织中Ntcp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N tcp蛋白表达阳性率为

76.3%, 对照组N tcp蛋白表达阳性率为25.7%, 
他们之间的差异有统计学意义(χ2 = 10 .62 , 
P <0.05)(图2). 
2.3 Wes t e rn b lo t法检测结果 我们发现, 在
51 kDa处出现了Ntcp蛋白表达, 利用Quantity 
One软件, 我们得到实验组N tcp蛋白表达较

高(0.775±0.016), 对照组N tcp蛋白表达较低

(0.253±0.011); Ntcp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). 

3 讨论

在消化系恶性肿瘤中, 包括肝癌、胃癌、胰腺

图  1  病理检查证实肝癌大鼠模型建立. A: 大鼠肝癌组织剖面图; B: 200倍物镜下所显示的肝癌组织情况, 可见核分裂

的肿瘤细胞(图中绿色箭头所指)(×200).

A B

图  2  免疫组织化学结果. A: Ntcp基因实验组, Ntcp蛋白在实验组中的阳性表达(×100); B: Ntcp基因对照组, Ntcp蛋白

在对照组中的阳性表达(×100); C: Ntcp基因实验组, Ntcp蛋白在实验组中的阳性表达(×200); D: Ntcp基因对照组, Ntcp

蛋白在对照组中的阳性表达(×200). 绿色箭头所指即为Ntcp蛋白. Ntcp: 牛磺胆酸钠转运蛋白. 

A B

C D

■创新盘点
本文从肝癌相关
基 因N t c p 入 手 , 
初步发现了Ntcp
在肝癌组织中的
表达状况 ,  为肝
癌治疗找寻新的
思路.
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癌等等; 肝癌是恶性程度较高的肿瘤之一, 虽
然长时间的基础研究和临床实践为肝癌的诊

治积累了大量的经验, 但目前肝癌的发病机

制、病理生理变化、内环境等的改变过程尚

不是完全明确, 目前考虑其发病是各种因素、

各种条件综合作用的结果、中间变化发展可

能涉及一系列基因、受体、信号传递介质等

的改变, 其步骤变化多而繁杂, 所需时间和过

程均较长, 不同的影响条件和不同的状况改变

均可能对此过程产生较多影响. 就目前而言, 
已经明确的情况是, 乙型肝炎病毒和丙型肝炎

病毒感染、肝硬化、亚硝胺类物质、黄曲霉

素、一些特殊的药物等都与肝癌发病相关, 但
变化的过程、经历的时间、具体的信号传递

等并不明确. 由于经过研究发现肝癌可能是各

种因素和条件积累并相互作用后出现的结果, 
所以目前的治疗存在困难. 就从目前治疗方法

来看, 早期的肝癌, 包括微小肝癌、小肝癌、

局限于部分叶、段的肝癌可以行根治性的手

术切除, 但如果肿瘤发生周围组织浸润或转移, 
在身体多个器官或组织发现病灶, 那么手术则

可能无法完全切除, 不能再作为首要考虑的治

疗方法, 而射频消融、灌注化疗、放疗、介入

栓塞等治疗方法效果有限, 即便是进行了上述

的治疗, 肝癌在治疗后复发率和转移率也较高, 
5年生存率并未达到理想的结果. 所以, 由于上

述原因, 我们不断进行思考和探索, 能不能找

到一种行之有效的办法呢? 而目前, 基因治疗

是一种尚未广泛应用于临床但又极具前景和

挑战性的治疗方案, 可能让肝癌的治疗方法产

生较为明显的重要的变化, 因此, Ntcp基因进

入了我们的思考范围并在此前提下我们设计

了上述的对比试验, 以期能发现一些与肝癌相

关的变化[4-6]. 
我们已进行实验发现在肝癌大鼠中存

在法尼基衍生物X受体(farnesyl derivatives X 
receptor, FXR)基因, 并且其在肝脏中的表达减

弱, 那么, 作为FXR的靶基因, Ntcp在肝癌大鼠

肝组织中是否出现了相似的变化, 其作用是增

强还是减弱, 继续引导我们深入研究和思考[7,8]. 
Ntcp是一种具有胆酸转运功能的多肽类物质, 
通常表达在人肝细胞表面, 对胆汁酸盐的排

泄、胆汁酸盐浓度的稳定具有重要作用、而

更重要的是, 在胆汁酸盐的肠肝循环胆汁酸重

吸收过程中, 其更是不可或缺的. 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, 胆汁酸首先由肝细胞合成, 接下来胆汁

酸在胆盐输出泵(bile salt export pump, Bsep)作
用下主动分泌后转运至肠道[9,10], 当被排入小

肠后结合胆汁酸约95%通过顶端钠依赖胆汁

酸转运蛋白(apical sodium-dependent bile acid 
transporte, ASBT)、细胞内胆汁酸结合蛋白

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)被重吸收, 其中的80%的胆

汁酸在N tcp协助下被摄入肝细胞内并再次被

分泌到胆汁中形成胆汁酸的肠肝循环[11,12]. 而
如果Ntcp功能紊乱导致胆汁重吸收出现紊乱, 
则可能出现肝内胆汁淤积, 而由于胆汁淤积, 
则可能出现胆固醇、胆色素等在肝内胆管的

沉积, 从而形成结石, 而肝内胆管结石的长期

存在, 正是我们目前了解的可能产生胆管细胞

性肝癌的原因之一. 所以, Ntcp基因是否表达, 
以及表达的情况是我们所关注的和了解的重

点[13,14]. 
我们通过设计试验并观察发现, 经过20 wk

时间含DEN饮水的喂养成功建立肝癌大鼠模

型, 在试验中使用免疫组织化学、Western blot
等方法进行试验和检测后, 证实了肝癌大鼠的

肝脏组织中Ntcp基因出现了显而易见的变化, 
表达显著增强, 较对照组有明显的增多, 该情

况也就说明肝癌时胆汁酸的肠肝循环出现了

变化, 重吸收开始增多, 出现了较为显著的加

强, 由此我们初步考虑如果胆汁酸进入肠道增

加, 则会伴随Ntcp基因表达增强[15], 从而加快

胆汁酸的重吸收, 维持胆汁酸浓度的稳定, 而
肝癌时则出现了胆汁酸的重吸收大幅度增强, 
已超过了正常肝细胞的代偿范围, 因此导致肝

细胞出现转化. 在目前所用治疗肝癌的药物广

泛存在不同种类的问题, 可能无法完全达到治

疗目的、效果不明显, 药物服用时间偏长、胃

肠道反应大, 患者可持续接受性差等缺点, 而
这些情况阻碍了其作为临床治疗药物的普遍

应用, 但目前所研究的药物中尚无可直接作用

β-actin

Ntcp

1          2          3         4          5

图  3  Western blot结果. 1, 2: 实验组; 3-5: 对照组. Ntcp: 

牛磺胆酸钠转运蛋白.

■应用要点
通 过 初 步 发 现
Ntcp在肝癌大鼠
肝组织中的表达
状况 ,  为进一步
寻找作用于Ntcp
基因的药物打下
基础 ,  从而改善
目前肝癌治疗的
局限性. 
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于肝癌相关基因又可在临床广泛应用、且不

良反应较小的药物. 由此, Ntcp基因表达变化

的发现, 可能为基础研究和临床治疗肝癌提供

新的药物治疗靶点[16,17], 找到不同于以往的新

的治疗方法和治疗方向. 
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■同行评价
肝癌是高致命性
癌症 .  本研究建
立肝癌大鼠模型, 
通过免疫组织化
学及Western blot
检测了Ntcp在肝
癌大鼠肝脏肿瘤
及正常大鼠肝脏
组织中的表达情
况 ,  探索肝癌治
疗 的 潜 在 靶 点 , 
有一定的研究价
值及意义.


