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去唾液酸糖蛋白受体（ASGPR）在N-二硝基亚乙胺诱导原位肝癌模型、原位

移植肝癌模型大鼠体内的表达与分布
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摘 要：目的  测定去唾液酸糖蛋白受体（ASGPR）在N-二硝基亚乙胺（DEN）诱导大鼠原位肝癌模型（DEN-HCC-Rat）

和原位移植大鼠肝癌模型（OTT-HCC-Rat）中的表达。方法  DEN-HCC-Rat造模：模型组 SD大鼠按照 20 mg·kg−1 ig 0.25% 

DEN水溶液，每周 1次，0.025% DEN水溶液供动物饮用；对照组每周 ig 1次 0.9%氯化钠溶液，灭菌水供动物饮用，于造模第 4、

10、18、22周取材。OTT-HCC-Rat造模：模型组SD大鼠肝叶注射N1-S1细胞，假手术组大鼠麻醉后给予微创缝合处理，于注

射后 14 d取材。HE染色观察肝组织病变；通过免疫组化、免疫荧光、Western blotting和实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实

验检测各组 ASGPR表达及分布。结果  通过 HE染色确定 DEN-HCC-Rat和 OTT-HCC-Rat造模成功。在 DEN-HCC-Rat中，

免疫组化、免疫荧光、Western blotting、qRT-PCR结果均显示，与对照组比较，模型组大鼠肝组织 ASGPR 表达显著上

调（P＜0.05、0.01），且呈时间相关性；在 OTT-HCC-Rat 中，免疫组化结果显示模型组 ASGPR 表达显著高于假手术

组（P＜0.05），免疫荧光、Western blotting、qRT-PCR 结果显示 ASGPR 在模型组与假手术组之间无显著性差异。结论  

DEN-HCC-Rat模型更好地模拟肿瘤微环境改变，且ASGPR在肝癌区域表达高于对照组大鼠肝脏，故可利用ASGPR介导肝

靶向制剂的转运，提高肝靶向药物治疗效果。
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Abstract: Objective To determine the role of asialoglycoprotein receptor (ASGPR) in N-dinitroethylamine (DEN) -induced 

hepatocellular carcinoma model in rats (DEN-HCC-Rat) and orthotopic transplantation tumor mode in rats (OTT-HCC-Rat). 

Methods DEN-HCC-Rat modeling: SD rats in the model group were ig given a 0.25% DEN aqueous solution of 20 mg·kg-1, once a 

week, with 0.025% DEN aqueous solution for animal consumption; The control group received 0.9% sodium chloride solution once 

a week, sterilized water for animal consumption, and samples were taken at weeks 4, 10, 18, and 22 of modeling. OTT-HCC-Rat 

modeling: SD rats in the model group were injected with N1-S1 cells into the liver lobes, while rats in the sham surgery group were 

anesthetized and treated with minimally invasive suturing. Samples were taken 14 days after injection. HE staining was used to 

observe liver tissue lesions. Immunohistochemistry, immunofluorescence, Western blotting and real-time fluorescent quantitative 

PCR (qRT-PCR) were used to detect the expression and distribution in the liver tissue of two orthotopic liver cancer rat models and 

normal rats. Results In DEN-HCC-Rat, immunohistochemistry, immunofluorescence, Western blotting, and qRT-PCR results all 

收稿日期： 2023-10-26

基金项目： 2022年中科院“西部之光”人才培养计划

第一作者： 杨文川，男，硕士研究生，研究方向为慢性病防治研究。E-mail：2414817382@qq.com

*共同通信作者： 张发斌，男，教授，研究方向为慢性病、地方病防治研究。E-mail：qhmczfb@126.com

                             胡春晖，男，副教授，研究方向为物理药剂学。E-mail：chunhuihu@qhu.edu.cn

··302



Drug Evaluation Research第47卷 第2期  2024年2月 Vol. 47 No. 2 February 2024

showed that compared with the control group, the ASGPR expression in the liver tissue of the model group rats was significantly 

upregulated (P < 0.05, 0.01), and showed a time correlation. In OTT-HCC-Rat, immunohistochemistry results showed that the 

expression of ASGPR in the model group was significantly higher than that in the sham surgery group (P < 0.05). 

Immunofluorescence, Western blotting, and qRT-PCR results showed no significant difference in ASGPR between the model group 

and the sham surgery group. Conclusion The DEN-HCC-Rat model can better simulate the changes of tumor microenvironment and 

the expression of ASGPR in liver cancer is higher than that in normal rat liver. Therefore, ASGPR can be used to mediate the 

transport of liver targeted agents and improve the therapeutic effect of liver targeted drugs.

Key words: asialoglycoprotein receptor; N-dinitroethylamine; induced hepatocellular carcinoma rat model; orthotopic 

transplantation tumor rat mode; target

原发性肝细胞癌（HCC，简称肝癌）是我国最常

见癌症之一，也是癌症死亡的主要原因，我国每年

新发病例和死亡人数约占全球的一半［1］。根据全球

肝癌负担显示，HCC发病率仍有上升趋势。乙型肝

炎（HBV）是引起 HCC 发生的主要诱因［2-3］，我国仍

面临阳性人数逐渐上升的巨大挑战［4］。目前对于

HCC的防治仍以手术切除为手段，但术后 5年复发

率高达 70%，且大部分HCC晚期或转移无法进行手

术，故药物治疗尤为重要［5］。目前治疗HCC的药物

均为全身给药，没有肝靶向性，导致肝局部药物浓

度低，疗效欠佳，容易引起全身副作用，故目前研发

新型的HCC治疗的肝靶向制剂是治疗肝癌的重点

方向之一［6-7］。

有 研 究 表 明［8-9］ ，去 唾 液 酸 糖 蛋 白 受

体（ASGPR）是一种特异分布于肝脏的内吞型转载

受体，可识别并结合糖基偶联物，并转运进入肝细

胞，利用该受体的内吞机制可以实现药物或基因的

肝靶向递送［8，10］。基于 ASGPR 的药物递送已成为

一种具有应用前景的递送策略［11］。而要将其应用

于HCC口服肝靶向的递送，需验证ASGPR在HCC

肝脏组织的表达情况。

本研究通过 N-二硝基亚乙胺（DEN）诱导法构

建原位肝癌大鼠模型（DEN-HCC-Rat），通过 N1-S1

细胞原位移植法构建原位移植肝癌大鼠模型（OTT-

HCC-Rat）。 采 用 免 疫 组 化 、实 时 荧 光 定 量

PCR（qRT-PCR）、Western blotting 和免疫荧光检测

ASGPR 在 2种原位肝癌大鼠模型及正常大鼠的肝

脏组织的表达水平，为肝癌治疗药物通过 ASGPR

靶向转运入肝提供参考。

1　材料与仪器

1.1　实验动物

6～8 周 龄 SPF 级 雄 性［12］SD 大 鼠 ，体 质

量（200±20）g，购于南京市江宁区青龙山动物繁殖

场，实验动物生产许可证号 SCXK（苏）2020-0009。

饲养于青海省高原医学中心重点实验室，自由进

食，按实验要求规格饮水。伦理学声明：本研究方

案于 2019年 11月 16日经由青海大学医学院实验动

物伦理委员会审批，批号：2019⁃81960641，符合实验

室动物管理与使用准则。

1.2　主要试剂

DEN 购于 Macklin 公司；大鼠肝癌 N1-S1 细胞

购于 ATCC 公司；ASGPR 兔多克隆抗体（11739-1-

AP）、β -actin 兔 多 克 隆 抗 体（20536-1-AP）购 于

proteintech公司；RNA提取试剂盒、qRT-PCR试剂盒

购于 Takara 公司；引物购于上海生工生物工程公

司；HRP标记山羊抗兔抗体（ab6721）购于 abcam公

司；FITC 标记山羊抗兔抗体（GB22303）、HRP标记

山羊抗兔抗体（GB23303）购于Servicebio公司。

1.3　主要仪器

GeneAmp PCR System 9700 PCR 扩 增 仪 、

Multiskan Sky 型酶标仪（美国 Thermofisher 公司）；

LightCycler480 II实时荧光定量 PCR仪（瑞士Roche

公司）；Universal 320R 型高速冷冻离心机（德国

Hettich公司）；Resona 7彩色多普勒超声系统（深圳

Mindray 公司）；AI600 超灵敏多功能成像仪（美国

GE公司）；P250 FLASH数字切片扫描仪（济南丹吉

尔电子有限公司）；BMJ-A型冷冻切片机、BMJ-Ⅲ型

石蜡包埋机（常州市中盛电子仪器有限公司）。

2　方法

2.1　DEN-HCC-Rat模型的建立

SD大鼠按体质量随机分为对照组、DEN-HCC-

Rat 组。 DEN-HCC-Rat［13］组 ：按照 20 mg·kg−1 ig 

0.25% DEN水溶液，每周 1次，每天 0.025% DEN水

溶液供动物饮用。对照组：每周 ig 1次 0.9%氯化钠

溶液，灭菌水供动物饮用。于实验第 4、10、18、22

周（DEN-HCC-Rat-4 W、10 W、18 W、22 W），随机抽

取每组动物 6只，打开腹腔，暴露并取肝脏标本组织

固定和冷冻保存。

2.2　OTT-HCC-Rat模型的建立[14]

SD 大鼠按体质量随机分为假手术组、OTT-
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HCC-Rat组。培养大鼠肝癌N1-S1细胞增殖到浓度

为1×106·mL−1，收集细胞，用磷酸缓冲液（PBS）悬浮

细胞并调节细胞浓度到5×107·mL−1。通过 ip 100 μL 

3% 戊巴比妥钠注射液对大鼠进行麻醉、脱毛、消

毒，用剪刀在剑突下方打开一个长约 1 cm的伤口。

用无菌棉签将大鼠肝脏的左外叶拨至体外，然后用

胰岛素针吸取约 5×106个N1-S1细胞，缓慢注射进

入肝叶。用棉签按住针孔，以免细胞悬液流出，然

后拔出针头。确定针孔不再流血之后将肝脏送回

大鼠腹腔内，然后缝合伤口，完全消毒之后放进鼠

笼继续饲养。假手术组大鼠麻醉后给予微创缝合

处理。待接种瘤长大并于 14 d取造模组肿瘤组织

和假手术组大鼠同位置肝脏组织保存、固定。

2.3　免疫组织化学

根据参考文献报道方法［15］，对于固定的肝脏样

本，石蜡切片脱蜡至水，浸泡在柠檬酸缓冲液中的

切片经微波加热修复。用过氧化氢冲洗阻断内源

性过氧化物酶，加入牛血清阻断液 20 min。加入一

抗（ASGPR 1∶100）4 ℃孵育过夜。加入二抗 37 ℃

孵育 30 min。通过 BA400 Digital 成像系统采集图

像并分析吸光度（A 免疫组化）值。

2.4　qRT-PCR法检测基因表达水平

采用 RNA 提取试剂盒提取 RNA 后，去基因组

DNA 反转录得到 cDNA。引物序列见表 1，内参基

因选用 18S 核糖体基因序列。配制 PCR 反应液，

LightCycler480 System 进行 qRT-PCR 反应 ，得到

ASGPR基因与 18S基因Ct值，以 2-ΔΔCt为统计量分析

得出其相对表达量［15］。

2.5　Western blotting检测蛋白表达水平

冰上超声处理后，用RIPA裂解液提取肝组织蛋

白，BCA法测定蛋白浓度。然后用 12% SDS-PAGE

将蛋白电泳并转移到 PVDF膜上，10%的脱脂乳封

闭。ASGPR（1∶1 000）和 β-actin（1∶2 000）抗体下孵

育 4 ℃过夜，用TBST冲洗，在室温下与HRP标记的

山羊抗兔抗体（1∶1 000）孵育 1 h。冲洗后用ECL显

影液显影并拍照，Image J进行灰度分析。

2.6　免疫荧光

组织石蜡切片脱蜡至水，并将切片浸入柠檬酸

盐缓冲液，采用微波加热进行修复后，PBS 冲洗 3

次（每次 5 min），滴加山羊血清封闭液室温封闭

20 min；一抗（ASGPR 1∶100）4 ℃过夜孵育。清洗

后滴加 FITC 二抗 37 ℃ 30 min，DAPI 复染孵育

10 min，使用抗荧光衰减封片剂封片，荧光显微镜观

察并采集图像（DAPI 紫外激发波长 330～380 nm，

发射波长 420 nm，发蓝光；FITC 激发波长 480 nm，

发射波长525 nm，发绿光），分析荧光强度值。

2.7　统计学方法

采用 SPSS 25.0 对数据进行分析处理，正态分

布的计量资料以 x̄±s描述，使用 t检验来比较两组

间数据，单因素方差分析来比较 3组间数据，组内比

较使用LSD-t检验两两比较进行检验。

3　结果

3.1　DEN-HCC-Rat及OTT-HCC-Rat模型肝组织

学观察

对照组大鼠肝脏组织被膜完整，形态正常，无

异形坏死细胞。DEN-HCC-Rat-22 W 肝组织行 HE

染色后于显微镜下观察可见，肝脏组织被膜完整，

门管区及增生胆管周围见少量炎性细胞浸润，以淋

巴细胞为主；肝组织内见大面积肿瘤细胞浸润形成

浸润灶，由较厚的纤维组织所包裹，胞核有异型性，

可见核分裂象（图1白色箭头所示）。

假手术组大鼠肝脏组织被膜完整，形态正常，

无异形坏死细胞；OTT-HCC-Rat组肝组织可见肿瘤

细胞侵袭，结构模糊，肿瘤生长区域肿瘤细胞排列

无规律，肿瘤细胞胞浆丰富，胞核大小不一，胞核有

异型性。

结果表明 DEN-HCC-Rat和 OTT-HCC-Rat模型

均形成肝癌病变。

3.2　ASGPR 在 2 种 HCC 大鼠模型肝脏组织中的

表达与分布

ASGPR在 2种HCC大鼠模型肝组织中的表达

分布免疫组化结果显示，ASGPR表达于肝实质细胞

膜上，且在细胞表达区域（灰褐色区域）的A 免疫组化值

比较结果显示，在 2 种 HCC 模型中 ASGPR 呈现高

表达，较相应对照组/假手术组有上调趋势，其中

DEN-HCC-Rat-22 W 组、OTT-HCC-Rat 组差异显

著（P＜0.05、0.01，图2，表2、3）。

qRT-PCR结果显示，与对照组比较，DEN-HCC-

Rat 组 ASGPR mRNA 相对表达量在肝癌形成过程

中呈逐渐上升趋势，从 10 周开始出现表达显著升

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences

靶基因

ASGPR

18S（内参基

因）

引物序列

F： 5'-TGGCTGAGAGTCTGGCTTCCTG-3'

R： 5'-AGTCATCTGGCTGCCCTGGTC-3'

F： 5'-GTAAACCCGTTGAACCCCATT-3'

R： 5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'
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高（P＜0.05、0.01，表 2）。与假手术组比较，OTT-

HCC-Rat组ASGPR表达无差异（表3）。

Western blotting 结果显示，与对照组比较，

DEN-HCC-Rat 组 ASGPR 表达量从 18 周开始显

著升高（P＜0.05）（图 3、表 2）；与假手术组比

较，OTT-HCC-Rat 组 ASGPR 蛋白表达无差异（图

3、表3）。

免疫荧光镜检结果显示，ASGPR在肝细胞膜上

存在高表达，与对照组比较，DEN-HCC-Rat-18、22 W组

ASGPR荧光强度显著增加（P＜0.05，图 4、表 2）；与

假手术组比较，OTT-HCC-Rat 组荧光强度有升高，

但无统计学差异（图 4、表 3）。与 qRT-PCR、Western 

blotting结果一致。

4　讨论

根据研究显示［16］，2020年肝癌死亡患者共 830 

180 例，是全球癌症死亡的第三大原因。而我国

2020 年 HCC 新发病例数 410 038 例，占全球的

45.27%［17-18］。对于 HCC 早期患者可进行手术切除

治疗，但中晚期常采用靶向化疗药物治疗［19］。然而

肝癌患者的一线用药肝靶向效果较差，口服后肝脏

局部病灶部位药物浓度低［20］，故提高口服肝靶向化

疗药物疗效尤为重要。

图2　ASGPR在2种HCC模型大鼠肝脏组织的表达分布（×40）

Fig. 2　Distribution of ASGPR expression in liver tissue of two HCC models rats (×40)

图1　DEN-HCC-Rat-22 W和OTT-HCC-Rat肝癌大鼠肝脏

HE染色

Fig. 1　HE staining of livers from DEN-HCC-Rat-22 W 

and OTT-HCC-Rat

表2　ASGPR在DEN-HCC-Rat模型肝脏组织中的表达与分布（x̄±s，n=6）

Table 2　Expression and distribution of ASGPR in liver tissue of DEN-HCC-Rat model （x̄±s，n=6）

组别

对照

DEN-HCC-Rat-4 W

DEN-HCC-Rat-10 W

DEN-HCC-Rat-18 W

DEN-HCC-Rat-22 W

A 免疫组化

2.36±0.71

2.37±0.25

2.41±0.59

2.43±0.21

6.32±0.94**

免疫荧光强度

29.88±4.41

36.28±1.31

39.92±2.85

42.64±1.38*

43.06±0.71*

条带灰度（ASGPR/β-actin）

0.51±0.04

0.51±0.03

0.53±0.08

0.65±0.12*

1.24±0.27*

ASGPR mRNA相对表达量

0.99±0.21

1.39±0.35

1.68±0.40*

2.02±0.46*

2.51±0.77**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group.
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研究显示［21-23］，ASGPR是肝细胞特异性表达的

内吞型受体，去唾液酸糖蛋白、N-乙酰半乳糖胺等

糖分子对其有高亲和性。Zhang 等［24］利用 ASGPR

对N-乙酰半乳糖胺转运机制，制成载有半乳糖的球

阿托伐他汀药物，促进了阿托伐他汀的肝脏吸收。

Latavia 等［25］采用 ASGPR 特异性配体尝试标记载

体，与药物结合运送至肝细胞内，提高药物摄取率。

故 ASGPR 可成为肝癌靶向给药的物质基础，本研

究验证了ASGPR在HCC肝脏组织的表达情况。

以往研究表明［26-27］，DEN诱发的肝癌模型发病

过程较接近人类，能够较好地模拟肝癌的发生及其

病变微环境的变化，其不足之处为诱发所需时间通

常需 4个月甚至更长，这使得肿瘤微环境及病灶周

围的变化更接近正常发病后的病理环境。而移植

模型能够明确地确定病灶部位，造模周期短，可模

拟肿瘤生长浸润［28］，但其肿瘤演变的动态变化受到

时间的影响，移植模型（外来细胞）多数受到大鼠自

体免疫排异反应，造模后具有逐渐扩散与自行消退

表3　ASGPR在OTT-HCC-Rat模型肝脏组织中的表达与分布（x̄±s，n=6）

Table 3　Expression and distribution of ASGPR in liver tissue of OTT-HCC-Rat model （x̄±s，n=6）

组别

假手术

OTT-HCC-Rat

A 免疫组化

2.34±0.68

3.57±0.34*

免疫荧光强度

28.91±4.02

31.35±1.06

条带灰度（ASGPR/β-actin）

0.69±0.03

0.72±0.08

ASGPR mRNA相对表达量

0.99±0.53

0.98±0.34

与对照组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group.

图3　ASGPR在2种模型大鼠肝脏组织的表达

Fig. 3　ASGPR expression in liver tissue of two model rats

图4　ASGPR在2种模型大鼠肝脏组织的表达分布（×200）

Fig. 4　Expression and distribution of ASGPR in liver tissue of two model rats (×200)
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的免疫现象，肝癌移植模型造模成功所需的时间较

短，可导致肿瘤微环境及病灶周围的变化尚未发生

或变化不明显［29-30］。本研究显示 DEN-HCC-Rat 组

ASGPR 表达水平在病变发展阶段逐渐升高，OTT-

HCC-Rat组在肿瘤生长过程中ASGPR表达与正常

大鼠无差异。由于DEN-HCC-Rat诱导肝癌模型，可

观察到肝脏由肝损伤-肝炎-肝硬化到肝癌的长期发

生过程的微环境改变，所以认为诱导模型可能更接

近人体发病后的真实结果。

本研究构建HCC大鼠模型，并采用免疫组化、

qRT-PCR、Western blotting和免疫荧光对ASGPR在

HCC大鼠模型及对照/假手术大鼠的肝脏组织的表

达水平进行分析，发现在诱导肝癌病变环境下

ASGPR表达水平在病变发展阶段逐渐升高。故若

以 ASGPR 为受体的肝癌转运药物研发成功，当其

进入 HCC 患者体内，越接近 HCC 病变时期的患者

可提高药物靶向传递的效果，可有效解决了当前药

物肝脏病变局部血药浓度较低的问题。因此，将

ASGPR作为治疗药物的肝靶向给药系统的受体，是

一种解决化疗药物靶向效果较差的可行的思路。
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