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阿伐麦布中断硫代乙酰胺诱发的大鼠胆管上皮癌变
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［摘要］　目的 探索阿伐麦布在预防化学致癌物硫代乙酰胺所致胆管上皮癌变中的作用。方法 用含 
300 mg/L 硫代乙酰胺的饮用水饲养雄性 SD 大鼠，3 个月后停止饮用并分为两组（n＝5）：对照组和阿伐麦布干预组。

对照组更换为普通饮用水，阿伐麦布干预组用含阿伐麦布（30 mg/kg）的饮用水灌胃饲养。干预 3 个月后处死所有大

鼠，用 H-E 染色观察大鼠肝脏病变情况，用免疫组织化学染色检测大鼠肝脏病变组织中醛固酮类还原酶家族 1 成员

C1（AKR1C1）和 Ki-67 的表达。用不同浓度（0、10、20 μmol/L）的阿伐麦布处理胆管癌细胞 QBC939，用 CCK-8

法检测细胞增殖能力，用 qRT-PCR 和蛋白质印迹分析检测 QBC939 细胞中 AKR1C1 的表达情况。结果 H-E 染色结

果显示，对照组大鼠均形成了镜下可见的肿瘤，成瘤率为 100%（5/5）；阿伐麦布干预组仅 1 只大鼠形成了肿瘤，成

瘤率为 20%（1/5）。免疫组织化学染色结果显示，阿伐麦布干预组大鼠的肝脏病变组织中 AKR1C1 和 Ki-67 的表达

水平均较对照组下降（P＜0.05，P＜0.01）。CCK-8 法细胞增殖能力检测结果显示阿伐麦布能够抑制 QBC939 细胞

的增殖。qRT-PCR 和蛋白质印迹分析结果显示，经阿伐麦布干预的 QBC939 细胞中 AKR1C1 mRNA 和蛋白的表达水

平均较对照组下降（P 均＜0.01）。结论 阿伐麦布能够中断化学致癌物所致的肝内胆管癌的发生，是极具潜力的预

防胆管癌的药物；AKR1C1 是胆管癌潜在的治疗靶点。
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Avasimibe interrupts cholangiocarcinoma induced by thioacetamide in rats
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［Abstract］ Objective To explore the effect of avasimibe in preventing cholangiocarcinoma induced by thioacetamide, 
a chemical carcinogen. Methods Male SD rats were given drinking water containing 300 mg/L thioacetamide and stopped 
drinking after 3 months, and then were divided into two groups (n＝5): control group and avasimibe intervention group. The 
control group was given normal drinking water, while the avasimibe intervention group was given drinking water containing 
avasimibe (30 mg/kg) by gavage. After 3 months of intervention, all rats were sacrificed and liver lesions were observed by 
hematoxylin-eosin (H-E) staining. The expression of aldo-keto reductase family 1 member C1 (AKR1C1) and Ki-67 in liver 
lesions of rats was detected by immunohistochemical staining. Meanwhile, different concentrations (0, 10, 20 μmol/L) of 
avasimibe were used to treat the cholangiocarcinoma cell line QBC939, the cell proliferation ability was detected by cell 
counting kit 8 (CCK-8) assay, and the expression of AKR1C1 in QBC939 cells was detected by qRT-PCR and Western blotting. 
Results The results of H-E staining showed that all rats in the control group developed visible tumors under the microscope, 
and the tumor formation rate was 100% (5/5), while only one rat in the avasimibe intervention group developed tumors, 
with a 20% (1/5) tumor formation rate. The results of immunohistochemistry showed that the expression levels of AKR1C1 
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and Ki-67 in liver lesions of rats in the avasimibe intervention group were significantly lower than those in the control group  
(P＜0.05, P＜0.01). The results of CCK-8 assay showed that avasimibe significantly inhibited the proliferation of QBC939 cells. 
The results of qRT-PCR and Western blotting showed that the expression levels of AKR1C1 mRNA and protein in QBC939 
cells after the intervention of avasimibe were significantly decreased compared with those of the control group (both P＜0.01). 
Conclusion Avasimibe can interrupt the occurrence of intrahepatic cholangiocarcinoma caused by chemical carcinogens and is 
a potential drug for preventing cholangiocarcinoma. AKR1C1 might be a potential therapeutic target of cholangiocarcinoma. 

［Key words］ bile duct neoplasms; cholangiocarcinoma; thioacetamide; avasimibe
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(5): 507-512］

国际癌症研究机构编制的研究报告显示，2018
年全球有 1 800 万新增癌症病例及 960 万癌症死亡

病例，在这些病例中，我国新增病例数为 380.4 万

例，死亡病例数为 229.6 万例［1］。伴随着快速工业化、

城市化、人口老龄化发展及居民不健康生活方式（大

量吸烟、不良饮食等）的影响，中国某些癌症的发病

率和死亡率一直以惊人的速度增长［2］。

近年在肿瘤学领域提出了一个新概念：癌症

拦截（cancer interception），即在早期阶段防止癌

症发生的积极干预方式。其手段就是利用已知化

学预防 / 血管预防性药物在细胞恶性转化、侵袭和

播散之前“拦截”肿瘤的发生［3］。目前最常用的

预防药物包括二甲双胍、阿司匹林和中成药等，

在动物模型和人体试验中均已取得显著效果［4-6］。

阿伐麦布（avasimibe）是一种选择性酰基辅酶 A：

胆 固 醇 酰 基 转 移 酶（acyl-coenzyme A:cholesterol 
acyltransferase，ACAT）抑制剂（对ACAT1 和 ACAT2
同时有抑制作用），早期研究显示其可降低血浆脂

质、直接对抗动脉粥样硬化，用于高脂血症和动脉粥

样硬化的治疗［7］。近期研究表明阿伐麦布还可诱导细

胞凋亡、抑制肿瘤生长及延长荷瘤鼠生存时间［8］，其潜

在靶点为醛固酮类还原酶家族 1 成员C1（aldo-keto 
reductase family 1 member C1，AKR1C1）［9］。但阿伐

麦布在胆管癌发生中的作用研究少见。本研究利用化

学致癌物预处理SD大鼠，诱导其发生胆管上皮畸变，

再利用阿伐麦布干预该模型，探讨其是否能够抑制大

鼠肝内胆管癌发生。

1 材料和方法

1.1 动物与试剂 10 只 SD 雄性大鼠（6 月龄）购

于上海斯莱克实验动物有限责任公司［动物生产许

可证号：SCXK（沪）2012-0002，使用许可证号：

SYXK（沪）2012-0002］，饲养于同济大学附属东

方医院实验动物中心。硫代乙酰胺（thioacetamide，

TAA；CAS 号：27366-72-9）购于常州航宇医药技

术开发有限公司，阿伐麦布购于美国 Selleck 生物科

技有限公司（CAS 号：S2197）和上海超岚化工科

技中心（CAS 号：166518-60-1），鼠抗人 AKR1C1
单克隆抗体购于以色列 ProSpec-Tany TechnoGene 
Ltd. 公司，兔抗人 Ki-67 单克隆抗体（货号：RMA-
0542）和 SP 法免疫组织化学染色试剂盒（货号：

KIT-9720）购于福州迈新生物技术开发有限公司。

胆管癌细胞 QBC939 为本实验室保存。

1.2 阿伐麦布干预大鼠肝内胆管癌实验 先用含TAA
（300 mg/L）的饮用水饲养SD大鼠 3 个月（12 周），

之后停用TAA。随后将大鼠随机分为两组（每组5只）：

对照组和阿伐麦布干预组。对照组以常规饮用水

饲养，阿伐麦布干预组用含阿伐麦布（30 mg/kg）
的饮用水灌胃饲养。饲养 3 个月后处死所有 SD 大

鼠。显微镜（BX53 型，日本 Olympus 公司）下观

察大鼠心、肺、脾脏和肠道组织。肉眼观察大鼠肝

脏表面情况；将肝脏每隔 5 mm 切开，观察切面状

况；间隔选取肝脏组织，用甲醛溶液固定，脱水后

用石蜡包埋，连续切片，行 H-E 染色。光学显微镜

下观察肝脏病变情况。另取肝脏切片用于免疫组织

化学染色。

1.3 大鼠肝功能检测 实验结束时予以戊巴比妥

钠（40 mg/kg）麻醉大鼠，然后通过大鼠腹主动脉

利用负压采血管收集血液并置于 EDTA 抗凝管中，

室温条件下 222×g 离心 5 min 收集血清。血清送

至检验科，用全自动生化分析仪检测大鼠血清天

冬氨酸转氨酶（aspartate aminotransferase，AST） 
和丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）
水平。

1.4 免疫组织化学染色 取两组大鼠肝脏切片，

根据 SP 法免疫组织化学染色试剂盒说明书检测大

鼠肝脏病变组织中AKR1C1（1︰ 200）和Ki-67（即

用型）的表达情况，PBS 替代一抗作为阴性对照。
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AKR1C1 的阳性表达呈黄色或棕黄色，定位于细胞

质和核膜。阳性表达评分采用二级积分法［9］：阳

性细胞染色强度分为阴性（0 分）、弱阳性（1 分）、

中度阳性（2 分）、强阳性（3 分），阳性细胞百

分比为 0～100%，根据阳性细胞染色强度和阳性细

胞比例的乘积，计分 0～300 分。Ki-67 的阳性表达

呈褐色，定位于细胞核。阳性表达评分采用细胞比

值法［10］，即选取 5 个高倍镜视野计数阳性细胞所

占比例，≥5% 被认为是阳性。

1.5 CCK-8 细胞增殖实验 QBC939 细胞经胰酶

消化、重悬、计数、稀释后以 500/mL 的密度接种

于 96 孔板，每孔加入 100 μL 细胞悬液，待细胞贴

壁后分别加入不同浓度（0、10、20 μmol/L）的

阿伐麦布，置于 37 ℃、5% CO2 孵箱中培养，培养

12、48 和 72 h 时每孔加入 10 μL CCK-8 试剂（日

本株式会社同仁化学研究所），孵育 4 h，震荡混

匀，用酶标仪检测 450 nm 波长处的光密度（D）

值。以12 h测定值为基准计算48、72 h的细胞活力。

1.6 qRT-PCR 检测 用不同浓度（0、10、20 μmol/L） 
的阿伐麦布处理QBC939 细胞，48 h后向细胞中加入

适量TRIzol试剂（美国 Invitrogen公司）。根据说明书

提取细胞中总 RNA。用 NanoDrop 紫外分光光度计

测定 RNA 浓度，用反转录试剂盒（美国 Promega
公司）将 RNA 反转录为 cDNA，采用 SYBR Green 
PCR 试剂盒（日本 TaKaRa 公司）对 AKR1C1 和内

参基因 β-actin进行 PCR 反应。引物序列：AKR1C1

上 游 引 物 5'-AGA CAT ATT CTA CAC TTC AA-
3'， 下 游 引 物 5'-GAG GTC AAC ATA ATC CAA-
3'；β-actin上 游 引 物 5'-CAT GTA CGT TGC TAT 
CCA GGC-3'， 下 游 引 物 5'-CTC CTT AAT GTC 
ACG CAG AT-3'。PCR 反应条件：95 ℃ 15 min； 
95 ℃ 15 s、58 ℃ 15 s、72 ℃ 60 s，共 35 个循环；

72 ℃ 10 min。采用 2－ΔΔCt 法计算目标基因的相对表

达量。实验重复 3 次，取平均值。

1.7 蛋 白 质 印 迹 分 析 将 QBC939 细胞以 1× 

106/mL 的密度接种于 6 孔板，分别加入不同浓度

（0、10、20 μmol/L）的阿伐麦布，置于 37 ℃、

5% CO2 孵箱中培养。培养 48 h 后用 RIPA 裂解液

裂解并收集蛋白，测定蛋白浓度，变性后行 SDS-
PAGE，然后转至PVDF膜。封闭液封闭，加入一抗 
（1 ︰ 1 000）孵育过夜，加入二抗（1 ︰ 2 000）
室温孵育 1 h，TBS 洗涤 3 次，X 线片曝光显色。

1.8 统计学处理 应用 SPSS 11.0 软件进行统计

学分析，用 GraphPad Prism 5.0 软件绘图。数据以

x±s 表示，组间比较采用独立样本 t 检验。检验水

准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 药物安全性 在 6 个月的饲养过程中，未见药

物相关的大鼠死亡，大鼠的日常生活状态正常，未见烦

躁、活动减少、激动等异常表现，对照组大鼠的体质

量为（495.8±19.9）g，阿伐麦布干预组大鼠的体质量

为（475.7±19.7）g，两组大鼠的体质量差异无统计学

意义（P＞0.05）。收集阿伐麦布干预组大鼠的心、肺、

脾脏和肠道组织，光学显微镜下未见明显病变。第 6
个月处死大鼠之前收集血清样本，检测血清AST 和

ALT 水平，对照组和阿伐麦布干预组大鼠血清 AST
［（33.5±3.17）U/L vs （32.9±3.36）U/L］和 ALT
［（55.0±5.30）U/L vs（53.4±5.56）U/L］水平差

异均无统计学意义（P 均＞0.05）。结果初步显示

阿伐麦布的长期使用未产生严重不良反应。

2.2 阿伐麦布大鼠中断胆管癌发生进程 H-E 染
色结果（图 1）显示，中断化学致癌物 TAA 刺激，

在不予以任何干预、任其自行发展情况下，对照组

大鼠肝脏切面可见散布的胆管扩张、纤维组织增

生，并可见不同程度的疑似肿瘤或肿瘤形成，肿瘤

发生率高达 100%（5/5）；在阿伐麦布干预组，大

鼠肝脏切面仍然存在胆管扩张和纤维组织增生，但

肿瘤发生率明显下降，5 只大鼠中有 1 只出现肿瘤，

肿瘤发生率为 20%。

2.3 阿伐麦布抑制胆管癌细胞增殖 CCK-8 细胞增

殖实验结果（图 2）显示，10 μmol/L 和 20 μmol/L
阿伐麦布均能够抑制 QBC939 细胞的增殖。

2.4 阿伐麦布靶向AKR1C1 qRT-PCR 结果（图 3A） 
显示，经 10、20 μmol/L 阿伐麦布处理后，QBC939
细胞中AKR1C1 mRNA 表达水平下降，与 0 μmol/L
组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。蛋白

质印迹分析结果（图 3B）显示，经 10、20 μmol/L 阿

伐麦布处理后，QBC939 细胞中 AKR1C1 蛋白的

表达水平下降，其中 20 μmol/L 组 AKR1C1 蛋白

的表达水平与 0 μmol/L 组比较差异有统计学意义 
（P＜0.01）。

免疫组织化学染色结果显示，对照组大鼠的

肝脏病变组织中 AKR1C1 呈高表达，而阿伐麦布

第 5 期．孙 莉，等．阿伐麦布中断硫代乙酰胺诱发的大鼠胆管上皮癌变
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干预组大鼠的肝脏病变组织中 AKR1C1 的表达水

平下降（P＜0.05，图 4A）；对照组大鼠肝脏病变

组织中 Ki-67 的表达水平也高于阿伐麦布干预组 
（P＜0.01，图 4B）。

图 3 AKR1C1 是阿伐麦布的潜在作用靶点

Fig 3 AKR1C1 is a potential target of avasimibe
A: qRT-PCR for AKR1C1 mRNA expression in QBC939 cells treated with avasimibe; B, C: Western blotting for AKR1C1 protein 

expression in QBC939 cells treated with avasimibe. AKR1C1: Aldo-keto reductase family 1 member C1; qRT-PCR: Quantitative real-

time polymerase chain reaction. **P＜0.01 vs 0 μmol/L. n＝3, x±s

图 1 阿伐麦布中断大鼠胆管癌进展的形态学表现

Fig 1 Morphological features of avasimibe interrupting the progression of cholangiocarcinoma in rats
The control group had fibrosis, bile duct dilatation and tumor formation, and no obvious abnormalities were observed in most of the 

liver in the avasimibe intervention group. H-E staining. Original magnification: ×200

图 2 阿伐麦布抑制胆管癌细胞 QBC939 增殖

Fig 2 Avasimibe inhibited the proliferation of 

cholangiocarcinoma cells QBC939
**P＜0.01 vs 0 μmol/L; △△P＜0.01 vs 48 h. n＝3, x±s

Fibrosis                                            Dilated bile duct                                               Tumor

Control

Avasimibe

3 讨 论

环境污染是我国癌症防治的重点领域之一［2］，

环境致癌物诱发的肿瘤具有明显特点，如突变谱系

以 T＞C 和 C＞T 为主［11］，而且突变诱发后会持续

积累，难以逆转。模拟环境致癌物诱发的肿瘤模型

易于构建，且符合人类社区中致癌物所致肿瘤的特

点，本课题组前期即成功构建了 TAA 诱导的胆管癌

模型，经阿司匹林干预后，取得较好的中断效果［10］。

本研究拟进一步探索阿伐麦布是否也具有中断胆管

癌发生的作用。
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图 4 阿伐麦布抑制大鼠肝脏病变组织中 AKR1C1 和 Ki-67 的表达

Fig 4 Avasimibe inhibited the expression of AKR1C1 and Ki-67 in rat liver lesions
AKR1C1: Aldo-keto reductase family 1 member C1. Immunohistochemical staining. Original magnification: ×200. *P＜0.05,  
**P＜0.01 vs control. n＝5, x±s
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TAA 早期主要用于诱导建立大鼠肝硬化模型，

模型成功率高达 80%［12］。通过改变 TAA 的给药途

径、剂量和时间，TAA 在诱导肝纤维化的基础上，

可继发胆管细胞增殖和畸变，3 个月左右出现胆管

上皮异型增生，4～5 个月左右出现浸润性胆管癌，

成瘤率为 100%［13］。本课题组成功复制了该模型，

但通过观察大鼠肝脏的病理形态学特点，我们发现

第 3 个月是一个关键节点，在这个时间点，肝脏切

面还未形成镜下肿瘤，但第 4 个月所有大鼠均形成

了胆管癌［10］。这和现实情况极为类似，如环境致

癌物、吸烟所致肺癌和酗酒所致食管癌等，虽然体

格检查时未发现肿瘤，但不代表个体健康，即使戒

烟和戒酒，体内的突变积累依然有可能导致肿瘤的

发生。在即将形成肿瘤之前的时间点予以化学预

防，是否能够中断肿瘤的发生呢？这对于无症状高

危人群的提早干预、最大程度地预防肿瘤发生具有

重要意义。

许多药物已经成功用于预防特定肿瘤的发生，

如用阿司匹林预防结直肠癌［14］、二甲双胍预防 2 型

糖尿病诱发的肿瘤［15］、氢＋中药预防胆管癌［16］。

这些药物的特点是可长期服用、安全有效。阿伐麦

布是一种新型 ACAT 抑制剂，具有降低胆固醇和直

接抗动脉粥样硬化作用，能够减少动脉壁中脂质的

积累、抑制巨噬细胞浸润到基质、降低基质金属蛋

白酶的表达和活性，进而增加斑块稳定性［7,17］。研

究显示阿伐麦布还可用于小鼠黑素瘤的治疗，与抗

程序性死亡蛋白 1 抗体联合使用在控制肿瘤进展

方面疗效更显著［18］。鉴于阿伐麦布在临床试验中

显示出良好的人体安全性［7］，我们拟探讨其在预

防胆管癌发生方面是否具有一定作用。本研究以

TAA 处理 SD 大鼠 3 个月后再给予阿伐麦布治疗，

经过长时间的干预，肿瘤发生率下降，与对照组

的 100% 成瘤率相比，阿伐麦布干预组肿瘤发生率

下降了 80%。本研究结果证明阿伐麦布的长期应

用能够中断或者减少 TAA 诱发的肝内胆管癌的发

生，但还需要在今后实验中增加更多时间点，观察

其抑制肿瘤发生、发展的动态变化，在肿瘤形成并

有侵袭性生长时是否仍有抑制作用，以及停用阿伐

麦布后大鼠肝脏是否再发肿瘤，通过长期研究确定

最佳使用时间。

阿伐麦布是 ACAT1 抑制剂。ACAT1 介导了

多个肿瘤的发展和转移。在 Lewis 肺癌中，ACAT1
的过表达促进了肺癌细胞的增殖、侵袭和转移，阿

伐麦布则能逆转这种效果［19］。除了 ACAT1 是阿伐

麦布的作用靶点外，AKR1C1 是阿伐麦布的另一个

潜在靶点［9］。AKR1C1 的表达水平与肿瘤恶性转

第 5 期．孙 莉，等．阿伐麦布中断硫代乙酰胺诱发的大鼠胆管上皮癌变
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化及对治疗的耐药性密切相关［20］。本课题组前期

研究显示阿伐麦布能够抑制 AKR1C1 的表达，进而

抑制骨肉瘤细胞的增殖和体内成瘤能力［9］。本研

究发现在胆管癌中 AKR1C1 也是阿伐麦布的作用

靶点，细胞学实验证实阿伐麦布可降低 AKR1C1 的

表达水平，提示阿伐麦布可通过降低 AKR1C1 的表

达中断或延缓 TAA 诱导的肝内胆管癌的发生。但

阿伐麦布调控 AKR1C1 的机制少见报道，我们前期

在对骨肉瘤的研究中发现叉头框 M1（forkhead box 
M1，FoxM1）可以转录活化 AKR1C1，而 FoxM1
是阿伐麦布的作用靶点，因此，推测阿伐麦布通过

靶向 FoxM1 抑制 AKR1C1 的转录活化，进而抑制

肿瘤的发生、发展［9］，然而在胆管癌中阿伐麦布

是否具有同样机制还需要深入研究。

综上所述，阿伐麦布的长期使用能够中断

或减少化学致癌物所致的肝内胆管癌的发生，而

AKR1C1 是阿伐麦布的潜在作用靶点，也是胆管癌

治疗的潜在治疗靶标。
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