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慢性肝损伤对大鼠脑内 ＰＧＰ及 ＭＲＰ２功能和表达的影响
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摘　要　研究硫代乙酰胺（ＴＡＡ）诱导的慢性肝损伤（ＣＬＦ）对大鼠脑内Ｐ糖蛋白（ＰＧＰ）和多药耐药蛋白２（ＭＲＰ２）的
功能和表达的影响。大鼠腹腔注射ＴＡＡ（２００ｍｇ／ｋｇ），每周两次，连续给药１２周诱导慢性肝损伤模型。最后１次给药后
２４ｈ，静脉注射ＰＧＰ底物罗丹明１２３（Ｒｈｏ１２３）和长春新碱（ＶＣＲ），以及ＭＲＰ２底物溴磺酞钠（ＢＳＰ），Ｓ（２，４二硝基苯基）
谷胱甘肽（ＤＮＰＳＧ），测定大脑皮层、海马和血浆中底物浓度，计算其脑组织／血浆浓度比；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定脑内ＰＧＰ和
ＭＲＰ２的蛋白表达。结果显示ＣＬＦ显著升高Ｒｈｏ１２３和ＶＣＲ的脑组织／血浆浓度比，显著降低ＢＳＰ和ＤＮＰＳＧ脑组织／血浆
浓度比。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明ＣＬＦ显著下调脑内ＰＧＰ的蛋白水平，显著上调脑内ＭＲＰ２的蛋白水平。实验结果表明，慢
性肝损伤下调大鼠脑内ＰＧＰ的功能和表达，上调ＭＲＰ２的功能和表达。
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　　慢性肝损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＣＬＦ）往往会
伴随并发症肝性脑病，尽管其发病机制尚未完全明

确，但是脑内神经毒性或活性物质的累积是引起肝

性脑病的重要原因之一［１］。已知脑部环境的稳态

是由血脑脊液屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）调控

的，有文献报道肝损伤会因破坏紧密连接而增加

ＢＢＢ通透性［２］。除紧密连接外［３］，ＢＢＢ上的许多
转运体如 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＧＰ）、多药耐
药蛋白 （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＭＲＰｓ）及乳腺癌耐药蛋白（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）等也会影响物质在 ＢＢＢ上的通
透性［４］。

ＰＧＰ在ＢＢＢ上的表达被认为是机体限制毒
素进入脑内的一种重要的保护机制［５］。ＢＢＢ上 Ｐ
ＧＰ功能的改变会影响许多药物在脑内的分布，从
而影响其中枢活性，甚至产生毒性［６］。虽然关于

ＭＲＰ２调控药物在 ＢＢＢ上转运的文献报道相对有
限，但是其在 ＢＢＢ上发挥的调节药物脑内分布的
作用也不容忽视［７］。越来越多的文献报道一些疾

病会改变 ＢＢＢ上 ＰＧＰ和 ＭＲＰ２的功能与表
达［７－１０］。近来，有文献报道［１１－１２］急性肝损伤会改

变脑内ＰＧＰ和外周组织ＭＲＰ２的功能。以上结果
表明慢性肝损伤可能会引起脑内ＰＧＰ和ＭＲＰ２功
能的改变，从而改变其底物在脑内的分布。

本文研究硫代乙酰胺（ｔｈｉｏａｃｅｔａｍｉｄｅ，ＴＡＡ）诱
导的慢性肝损伤对大鼠脑内ＰＧＰ和ＭＲＰ２的功能
和表达的影响。

#

　材　料

１１　试　剂
ＴＡＡ和罗丹明１２３（ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，Ｒｈｏ１２３）

购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ＶＣＲ，
杭州民生药业集团有限公司）；溴磺酞钠（ｓｕｌｆｏｂｒｏ
ｍｏｐｈｔｈａｌｅｉｎ，ＢＳＰ，天津阿法埃莎化学有限公司）；
四溴酚蓝（ｔｅｔｒａｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅ，ＢＢ，北京精益精
化工有限公司）；Ｓ（２，４二硝基苯基）谷胱甘肽
（ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌＳｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＤＮＰＳＧ，加拿大Ｔｏｒｏｎｔｏ
ＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；１氯２，４二硝基苯（１
ｃｈｌｏｒｏ２，４ｄｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ，ＣＤＮＢ，上海阿达玛斯试
剂公司）；伊文思蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ，上海化学试剂
有限公司）；实验用水为超纯水；其他试剂均为市

售分析纯。

丙氨酸转氨酶 （ＡＬＴ），天冬氨酸转氨酶
（ＡＳＴ），碱性磷酸酶（ＡＬＰ），总胆红素，结合胆红素
和羟脯氨酸（ＨＹＰ）检测试剂盒（南京建成生物工
程研究所）；ＰＧＰ单克隆抗体 Ｃ２１９（美国 Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍＮｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ 公 司）；ＭＲＰ２单 克 隆 抗 体
Ｍ２ＩＩＩ６（美国ＡＢＣａｍ公司）。
１２　仪　器

ＭｉｌｌｉＱＧｒａｄｉｅｎｔＡ１０超纯水器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；台式冷冻高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；ＧＥＮＩＥ ＶＯＲＴＥＸ２涡旋混合装置（美国

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；超声破碎仪（日本三洋
公司）；垂直板电泳转移装置（上海天能公司）；

ＪＹ３００Ｃ电泳仪（北京君意公司）；万分之一电子天
平，ＬＣ２０ＡＨＰＬＣ系统；ＬＣＭＳ２０２０ＬＣＭＳ系统（日
本岛津公司）。

１３　动　物
雄性 ＳＤ大鼠，体重１５０～１７０ｇ，由上海西普

尔必凯实验动物有限公司提供，合格证编号：
ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６。

$

　方　法

２１　动物实验
２１１　大鼠慢性肝损伤模型的建立　大鼠适应性
饲养５ｄ后，腹腔注射 ＴＡＡ（２００ｍｇ／ｋｇ），每周两
次，连续给药１２周诱导慢性肝损伤模型［１３］，正常

对照组大鼠腹腔注射生理盐水。所有大鼠均于最

后１次给药后２４ｈ进行后续实验。
２１２　肝功能指标及肝脏组织学检查　为了确证
大鼠慢性肝损伤模型，取全血分取血清测定 ＡＬＴ，
ＡＳＴ，ＡＬＰ，总胆红素和结合胆红素。处死后称取肝
重及脾重，并且取肝脏组织测定 ＨＹＰ含量。以上
所有指标均依照试剂盒说明书测定。取肝脏组织

进行组织学检查，将慢性肝损伤和正常大鼠肝脏在

同一部位切取组织块（１ｃｍ×１ｃｍ×０５ｃｍ），用
１０％的福尔马林溶液固定，酒精脱色后包埋于固体
石蜡，制成４μｍ厚切片，用苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘ
ｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，光学显微镜下检查，摄片。
２１３　大鼠脑内ＰＧＰ和ＭＲＰ２功能的测定　用Ｐ
ＧＰ底物Ｒｈｏ１２３和ＶＣＲ作为工具药，通过测定其在
脑组织和血浆中的浓度比评价ＰＧＰ的功能［９］。分

别于大鼠尾静脉注射 Ｒｈｏ１２３（０２ｍｇ／ｋｇ）和 ＶＣＲ
（３ｍｇ／ｋｇ），４５ｍｉｎ和１ｈ后处死，取大脑皮层、海
马和全血，离心分取血浆低温保存用于测定药物

浓度。

用ＭＲＰ２底物 ＢＳＰ［１４］和 ＤＮＰＳＧ［１５］作为工具
药，通过测定其脑组织／血浆浓度比评价 ＭＲＰ２的
功能。分别于大鼠尾静脉注射 ＢＳＰ（３７７ｍｇ／ｋｇ）
和ＣＤＮＢ（６ｍｇ／ｋｇ，ＤＮＰＳＧ的前体），３０ｍｉｎ和
１５ｍｉｎ后处死，取大脑皮层、海马和全血，离心分
取血浆低温保存用于测定药物浓度。

２１４　大鼠ＢＢＢ完整性的测定　用ＥＢ作为工具
药，评价慢性肝损伤大鼠 ＢＢＢ的完整性。给予大

５６
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鼠尾静脉注射 ＥＢ（８０ｍｇ／ｋｇ），２４ｈ后处死，取大
脑皮层和海马，用荧光分光光度法测定脑组织中

ＥＢ浓度［９］。

２１５　大鼠脑内 ＰＧＰ和 ＭＲＰ２蛋白表达的测定
　应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定大脑皮层和海马上 ＰＧＰ
和ＭＲＰ２蛋白表达［８］，步骤简述如下：精密称取脑

组织样本，加入裂解液匀浆离心抽提膜蛋白及内参

蛋白，应用考马斯亮蓝法测定蛋白含量。两蛋白的

上样量均为７０μｇ，经过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离而后转至
纤维素膜上封闭过夜，分别用 ＰＧＰ单克隆抗体
Ｃ２１９（１∶１００）和 ＭＲＰ２单克隆抗体 Ｍ２ＩＩＩ６（１∶
１００）孵育过夜，然后用辣根过氧化物酶结合的二
抗孵育。增强化学发光显色，用 Ｘ线底片曝光，摄
片。进行灰度扫描后，经βａｃｔｉｎ校正，并与对照组
比较得到ＰＧＰ和ＭＲＰ２相对表达量。
２２　分析测定

大鼠大脑皮层，海马和血浆样本中 Ｒｈｏ１２３和
ＶＣＲ的浓度分别采用 ＨＰＬＣＦＬＵ和 ＬＣＭＳ方法进
行测定［９］。Ｒｈｏ１２３在脑组织和血浆中最低检测限
分别为０３ｎｇ／ｇ和３９ｎｇ／ｍＬ，回收率均大于８５％，
日间差和日内差均小于１０％，在脑组织和血浆中线
性范围分别为０３～１０ｎｇ／ｇ和３９～１００ｎｇ／ｍＬ。
ＶＣＲ在脑组织和血浆中最低检测限分别为１２５ｎｇ／ｇ
和３１２５ｎｇ／ｍＬ，回收率均大于８５％，日间差和日内
差均小于１０％，在脑组织和血浆中线性范围分别为
１２５～２０ｎｇ／ｇ和３１２５～１０００ｎｇ／ｍＬ。

样本中 ＢＳＰ的浓度采用 ＬＣＭＳ方法进行测
定。精密称取大脑皮层０３ｇ和海马００６ｇ，分别
加超纯水 １ｍＬ和２００μＬ制匀浆。取血浆和脑匀
浆各２００μＬ，分别加入内标ＢＢ（２５μｇ／ｍＬ）１０μＬ
振荡１０ｓ混匀，加入乙腈６００μＬ涡旋振荡１０ｍｉｎ，
两次高速离心（１８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取上清
５００μＬ真空旋转挥干。稀氨水（００５％）１００μＬ
复溶，两次高速离心（１８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取上清
液８０μＬ待进样。质谱条件如下：离子化方式为电
喷雾离子化（ＥＳＩ）；离子极性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ；选择性离子
监测；曲型脱溶剂装置温度 ２５０℃；ＣＤＬ电压：
２０Ｖ；加热块温度２００℃；离子源电压－４５ｋＶ；检
测电压：１６ｋＶ；检测离子：ＢＳＰｍ／ｚ３９５８５［Ｍ－
２Ｈ］２－，ＢＢｍ／ｚ６６８７５［Ｍ－Ｈ］－；雾化气流速
１５Ｌ／ｍｉｎ；干燥气流速５０Ｌ／ｍｉｎ。色谱条件如下：
色谱柱为 ＳｈｉｍｐａｃｋＯＤＳＣ１８（１５０ｍｍ×２０ｍｍ，

５０μｍ），柱温４０℃。流动相 Ａ为００５％氨水，
流动相Ｂ为乙腈；流速０２ｍＬ／ｍｉｎ；进样量５μＬ。
梯度洗脱程序如下：０～１０ｍｉｎ，Ｂ：１０％；１０～
５０ｍｉｎ，Ｂ：１０％升高至 ６０％；５０～６０ｍｉｎ，Ｂ：
６０％下降至１０％；６０～１０ｍｉｎ，Ｂ：１０％。ＢＳＰ在脑
组织和血浆中最低检测限分别为 １５６ｎｇ／ｇ和
６２５μｇ／ｍＬ，回收率均大于８５％，日间差和日内差
均小于１０％，在脑组织和血浆中线性范围分别为
１５６～１０００ｎｇ／ｇ和６２５～４００μｇ／ｍＬ。

样本中 ＤＮＰＳＧ的浓度采用 ＨＰＬＣＵＶ方法
进行测定［１６］。精密称取大脑皮层 ０３ｇ和海马
００６ｇ，分别加超纯水 １ｍＬ和 ２００μＬ制匀浆。
取血浆２００μＬ和脑匀浆２００μＬ，加入１ｍｏｌ／Ｌ磷
酸６０μＬ酸化３０ｓ，再加入乙腈４００μＬ涡旋振荡
１０ｍｉｎ，两次高速离心（１８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取
上清５００μＬ真空旋转挥干。流动相 １００μＬ复
溶，两次高速离心（１８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取上清液
８０μＬ待进样。色谱条件如下：色谱柱 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ
Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５０μｍ）；柱温
４０℃。流动相 Ａ为０１％磷酸水溶液，流动相 Ｂ
为乙腈；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为２０μＬ。梯度洗
脱程序如下：０～６５ｍｉｎ，Ｂ：１７％；６５～８ｍｉｎ，Ｂ：
１７％升高至８５％；８０～１２０ｍｉｎ，Ｂ：１７％；１２０～
１３５，Ｂ：８５％下降至１７％；１３５～２０ｍｉｎ，Ｂ：１７％。
检测波长为３６５ｎｍ；灵敏度００１ＡＵＦＳ。ＤＮＰＳＧ
在脑组织和血浆中最低检测限分别为 ０３１μｇ／ｇ
和１５６μｇ／ｍＬ，回收率均大于 ８５％，日间差和日
内差均小于１０％，在脑组织和血浆中线性范围分
别为０３１～５μｇ／ｇ和１５６～２５μｇ／ｍＬ。
２３　统计学分析

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓｔｔｅｓｔ进
行方差分析。Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１代表数据差异
具有统计学意义。

!

　结　果

３１　肝功能指标及肝脏组织学检查
为了确证大鼠慢性肝损伤模型是否成功，测定

了肝功能相关指标（表１），结果显示慢性肝损伤组
的肝重和脾重显著高于对照组；各项血清生化指标

如ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＡＬＰ，总胆红素及结合型胆红素水平
在疾病状态下也显著升高；慢性肝损伤组肝脏中

ＨＹＰ的含量也明显高于对照组，结合肝脏组织学

６６
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检查结果（图１），可以确证肝纤维化形成，确证大
鼠慢性肝损伤模型成功。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｒａｔｓｗｉｔｈ
ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ（ＣＬＦ）（珋ｘ±ｓ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｎ＝５） ＣＬＦ（ｎ＝８）
Ｉｎｉｔｉａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｇ １９３±４ １９５±５
Ｆｉｎａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｇ ５１５±２１ ３５７±２４

Ｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔｉｎｄｅｘａ／％ ２４２±０１７ ３７８±０１３

Ｓｐｌｅｅｎｗｅｉｇｈｔｉｎｄｅｘｂ／％ ０３０±００３ ０４７±００６

ＨＹＰｃｏｎｔｅｎｔｃ／（μｇ／ｇ） １６９７５±２３２８ ４５６８３±１１００４

ＡＬＴ／（ＩＵ／Ｌ） ９７８±１１３ ２２９２±７２１

ＡＳＴ／（ＩＵ／Ｌ） １３３８±２５６ ２９４８±７９２

ＡＬＰ／（ＩＵ／Ｌ） １６２０３±２４５９ ５６９５０±８５２３

Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ／（μｍｏｌ／Ｌ） １３４９±１７１ ２５６９±１４１３

Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｂｉｌｉｒｕｂｉｎ／（μｍｏｌ／Ｌ） ２３９±０５２ ４４８±０４９

ａＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔｔｏｔｏｔａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；ｂＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｐｌｅｅｎ
ｗｅｉｇｈｔｔｏｔｏｔａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；ｃＨｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅｔｏｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔ；ＡＬＴ：Ａｌａ
ｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ； ＡＳＴ： Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ； ＡＬＰ：
Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｌｉｖｅｒｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｒａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄｔｈｉｏａｃｅｔ
ａｍｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ（Ｂ）（×１００）

３２　慢性肝损伤对大鼠脑内ＰＧＰ功能的影响
给予大鼠尾静脉注射 Ｒｈｏ１２３（０２ｍｇ／ｋｇ），

４５ｍｉｎ后处死，测得血浆和脑组织中 Ｒｈｏ１２３浓度
列于表２。结果表明尽管两组的Ｒｈｏ１２３的血浆浓
度无显著性差异，但慢性肝损伤组大鼠大脑皮层中

Ｒｈｏ１２３浓度显著升高（Ｐ＝００３９），Ｒｈｏ１２３的皮

层／血浆浓度比（图 ２）也显著高于对照组（Ｐ＝
０００４）。海马中Ｒｈｏ１２３的结果与大脑皮层类似。
给予大鼠尾静脉注射 ＶＣＲ（３ｍｇ／ｋｇ），１ｈ后测得
血浆和脑组织中ＶＣＲ与 Ｒｈｏ１２３的结果趋势一致。
上述结果显示ＰＧＰ两个典型底物Ｒｈｏ１２３和ＶＣＲ
在慢性肝损伤大鼠中脑／血浆浓度比显著增加，提
示慢性肝损伤大鼠脑部ＰＧＰ的功能可能下调。

除ＢＢＢ上转运体功能下调，其完整性受损也会
引起底物脑内浓度增加。本实验通过测定ＥＢ在大
脑皮层和海马的含量来衡量 ＢＢＢ完整性，结果（表
２）显示慢性肝损伤组大鼠大脑皮层和海马中ＥＢ浓
度显著高于对照组（Ｐ＝０００２；Ｐ＝００１４）。上述结
果表明慢性肝损伤影响了ＢＢＢ的完整性，所以这也
是底物脑内浓度增加的原因之一。

３３　慢性肝损伤对大鼠脑内ＭＲＰ２功能的影响
给予大鼠尾静脉注射 ＢＳＰ（３７７ｍｇ／ｋｇ），

３０ｍｉｎ后测得血浆和脑组织中ＢＳＰ浓度列于表２。
结果表明慢性肝损伤 ＢＳＰ的血浆和脑组织浓度显
著升高，但是由于脑内浓度升高的程度不及血浆，

所以导致ＢＳＰ的皮层／血浆浓度比及海马／血浆浓
度比（图 ２）显著低于对照组（Ｐ＝０００５；Ｐ＝
００１８）。给予尾静脉注射 ＣＤＮＢ（６ｍｇ／ｋｇ），
１５ｍｉｎ后处死，测得血浆和脑组织中ＤＮＰＳＧ浓度
列于表２。结果表明尽管两组的ＤＮＰＳＧ的血浆浓
度无显著性差异，但是慢性肝损伤组大鼠脑组织中

ＤＮＰＳＧ浓度显著降低（Ｐ＝００３９），导致 ＤＮＰＳＧ
的皮层／血浆浓度比（图 ２）也显著低于对照组
（Ｐ＝０００４；Ｐ＝０００１）。上述结果显示慢性肝损
伤大鼠ＢＳＰ和 ＤＮＰＳＧ脑／血浆浓度比显著降低，
提示慢性肝损伤大鼠脑内ＭＲＰ２的功能可能上调。

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＬＦｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（Ｒｈｏ１２３），ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ（ＶＣＲ），ｓｕｌｆｏｂｒｏｍｏｐｈｔｈａｌｅｉｎ（ＢＳＰ），ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌＳｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
（ＤＮＰＳＧ）ａｎｄＥｖａｎｓｂｌｕｅ（ＥＢ）ｉｎｐｌａｓｍａ，ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｇｒｏｕｐ ｎ ｃ（ｐｌａｓｍａ）／（ｎｇ／ｍＬ） ｃ（ｃｏｒｔｅｘ）／（ｎｇ／ｇｂｒａｉｎ） ｃ（ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ）／（ｎｇ／ｇｂｒａｉｎ）
Ｒｈｏ１２３ Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ ５０３５±５６７ １４９±００７ １３６±０３２

ＣＬＦ ８ ４４３０±３９８ １６９±０２２ １４６±０２６
ＶＣＲ Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ １５０１６±２４４２ ３６６±０７４ ７４０±１３２

ＣＬＦ ８ １５６９６±２７７２ ４８９±０７９ １０４２±２８８

ＢＳＰ Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ （２８０±１６２）×１０４ １１６４４±４０３８ ９６４４±４４４９
ＣＬＦ ８ （２８９±１０７）×１０５ ３７４３４±１２０２５ ４２７０７±１４１１４

ＤＮＰＳＧ Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ （９０１±１７３）×１０３ （３４２±０８１）×１０３ （５４２±０７５）×１０３

ＣＬＦ ８ （９５３±２６８）×１０３ （１８７±０４８）×１０３ （２０４±０６７）×１０３

ＥＢ Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ － （１８４±０３９）×１０３ （１４３±０５３）×１０３

ＣＬＦ ８ － （３１３±０４２）×１０３ （２６０±０３８）×１０３
 Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

７６
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□Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝５）；■ＣＬＦｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＬＦｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＲｈｏ１２３（Ａ），ＶＣＲ（Ｂ），
ＢＳＰ（Ｃ）ａｎｄＤＮＰＳＧ（Ｄ）ｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓ
（珋ｘ±ｓ）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３４　慢性肝损伤对大鼠脑部 ＰＧＰ及 ＭＲＰ２蛋白
表达的影响

为了研究慢性肝损伤大鼠脑部蛋白表达改变

是否为 ＰＧＰ和 ＭＲＰ２功能改变的原因之一，用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验测定大鼠大脑皮层及海马上ＰＧＰ
和ＭＲＰ２的蛋白表达（图３）。

□Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；■ＣＬＦｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＧＰａｎｄＭＲＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｂｒａｉｎ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝４）
Ａ，Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＰＧＰａｎｄＭＲＰ２ｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍ
ｐｕｓ；Ｃ：ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＧＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＬＦｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＲＰ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＬＦｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

结果显示慢性肝损伤大鼠皮层和海马的 ＰＧＰ
表达显著降低，分别为对照组表达量的４８５７％和
４９０４％；而慢性肝损伤大鼠大脑皮层和海马的
ＭＲＰ２表达量都高于正常对照组，分别增加了
２４４８％和８６３３％。结果说明ＴＡＡ诱导的慢性肝
损伤状态下大鼠脑部 ＰＧＰ的表达下调，而 ＭＲＰ２
的表达上调，和转运体的功能改变趋势一致，说明

慢性肝损伤大鼠脑部蛋白表达改变是 ＰＧＰ和
ＭＲＰ２功能的改变的原因之一。

"

　讨　论

关于慢性肝损伤导致脑内ＰＧＰ和ＭＲＰ２功能
改变的机制尚未明确。Ｈｕａｎｇ等［１７］发现ＣＣｌ４诱导
的急性肝损伤下调脑内ＰＧＰ功能，但是脑内ＰＧＰ
的表达水平并未发生变化。另外，Ｙａｍａｕｃｈｉ等［１１］

应用肝切除的小鼠血清培养小鼠脑微血管内皮细

胞，同样发现ＰＧＰ功能下调，但是ｍｄｒ１ａ和ｍｄｒ１ｂ
ｍＲＮＡ表达水平也未发生变化。上述结果提示除
了转运体的蛋白或 ｍＲＮＡ表达水平外，还有其他
因素可以影响其功能。在肝损伤状态下，大鼠脑内

前炎症因子（包括 ＩＬ１ｂ，ＩＬ６和 ＴＮＦα）的蛋白表
达水平升高［１８］，而据文献报道这些细胞因子会抑

制ＰＧＰ的功能［１９］。因此，肝损伤状态下脑内升高

的前炎症因子可能是下调 ＰＧＰ功能的原因之一。
本实验结果显示慢性肝损伤大鼠血清肝功能指标

结合型胆红素显著高于正常对照，据文献报道在离

体水平上结合型胆红素可以在蛋白和 ｍＲＮＡ水平
上调 ＭＲＰ２［２０］，所以，疾病状态下升高的结合型胆
红素也可能成为调控ＭＲＰ２功能的原因之一。

ＰＧＰ和 ＭＲＰ２都在 ＢＢＢ外排转运系统上发
挥着重要的作用，二者功能的改变会引起底物药物

或者内源性底物在脑内的分布发生改变。本实验

结果显示大鼠脑内ＰＧＰ和ＭＲＰ２这两个外排转运
体在慢性肝损伤状态下功能的改变是相反的，类似

的现象在慢性肾损伤大鼠的肝脏和肾脏也有发

现［２１］。ＭＲＰ２和 ＰＧＰ在组织分布上有着广泛的
重叠，尽管二者转运的底物类型有所不同，但是二

者在发挥药理和毒理保护作用上可能会有交叉重

叠［２２］。Ｈｏｆｆｍａｎｎ等［２３］报道在 ＭＲＰ２缺陷的大鼠
脑微血管内皮细胞上 ＰＧＰ会代偿性的上调，所以
在慢性肝损伤状态下大鼠脑内 ＰＧＰ功能下调而
ＭＲＰ２功能上调可能也是机体一种重要的代偿性

８６
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保护措施。

本研究表明慢性肝损伤导致大鼠脑内 ＰＧＰ
的功能和表达下调，而使得 ＭＲＰ２功能和表达上
调。该研究结果为肝脏疾病状态时的脑部用药，以

及研究肝脏疾病脑部并发症的病理机制提供了一

定的理论参考。
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