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Bsep和 Mrp2在大鼠梗阻性黄疸术后
肝内胆汁淤积中的作用*
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  【摘要】 目的 通过大鼠模型探讨胆盐输出泵(Bsep)与多药耐药相关蛋白2(Mrp2)在梗阻性黄疸术后肝内胆汁淤

积中发生的作用机制。方法 雄性SD大鼠132只,随机分组后通过胆总管结扎建立梗阻性黄疸(OJ)模型,分别于梗阻

14d及28d再次手术建立胆道再通(ID)模型,于再通后第1、4、7天采集血清及肝组织。根据时间分组如下:假手术组

(SH组,n=16),OJ14组(n=17),OJ14+ID1组(n=14),OJ14+ID4组(n=13),OJ14+ID7组(n=15),OJ28组(n=16),

OJ28+ID1组(n=15),OJ28+ID4组(n=14),OJ28+ID7组(n=12)。通过全自动生化分析仪检测血清丙氨酸转氨酶

(ALT),总胆红素(TBIL)及总胆汁酸(TBA)水平;肝组织行 H&E染色进行病理学评估;采用免疫组化、实时荧光定量

PCR及 Westernblot检测Bsep与 Mrp2的表达。数据统计运用双因素方差分析评估梗阻时间与再通时间的主效应及

交互作用,事后比较采用Student-Newman-Keuls检验。结果 OJ14组和OJ28组大鼠 ALT、TBIL、TBA均较SH组显

著升高(P<0.05)。再通后,OJ14+ID1/4/7各组各项指标逐渐恢复,至第7天时接近正常水平(P>0.05);而 OJ28+

ID1/4/7各组各项指标恢复不显著(P<0.05)。肝组织病理显示,梗阻后大鼠出现肝细胞变性坏死,炎症细胞浸润和胆

管增生。OJ14组大鼠出现点灶性坏死伴肝纤维化改变。OJ28组大鼠肝脏出现片状细胞坏死和严重纤维化,甚至假小

叶结构形成。OJ14组和OJ28组大鼠的Bsep与 Mrp2蛋白及mRNA表达水平均比SH组大鼠显著降低(P<0.05);并
且OJ28组大鼠Bsep和 Mrp2的表达水平在再通后未见明显恢复(OJ28+ID7组vsOJ14+ID7组,P<0.05)。结论

长期胆道梗阻(28d)可导致肝细胞毛细胆管转运蛋白Bsep和 Mrp2的表达发生严重且难以逆转的下调,这可能是大鼠

梗阻性黄疸术后肝内胆汁淤积的重要发病机制之一。
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  【Abstract】 Objective Thisstudyaimedtoinvestigatetherolesofthebilesaltexportpump(Bsep)andmultidrug
resistance-associatedprotein2(Mrp2)inthedevelopmentofintrahepaticcholestasisfollowingthereliefofobstructive

jaundiceusingaratmodel.Methods Atotalof132maleSDratswererandomlydividedintogroups.Obstructivejaun-

dice(OJ)modelswereestablishedbycommonbileductligation.Biliaryrecanalization(ID)wasperformedat14daysand

28daysafterobstruction,respectively.Serumandlivertissuesampleswerecollectedondays1,4,and7afterrecanali-

zation.Thegroupsbasedontimepointswereasfollows:SHgroup(n=16),OJ14group(n=17),OJ14+ID1group
(n=14),OJ14+ID4group(n=13),OJ14+ID7group(n=15),OJ28group(n=16),OJ28+ID1group(n=15),OJ28+ID4

group(n=14),OJ28+ID7group(n=12).Serumandlivertissuessampleswerecollectedondays1,4,and7post-
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recanalization.Serumlevelsofalanineaminotransferase(ALT),totalbilirubin(TBIL),andtotalbileacids(TBA)were
measuredusinganautomatedbiochemicalanalyzer.Hepatichistopathologywasevaluatedbyhematoxylinandeosin
(H&E)staining.TheexpressionofBsepandMrp2wasdetectedusingimmunohistochemistry,real-timequantitative
PCR,andWesternblot.Datawereanalyzedbytwo-wayANOVAtodeterminethemaineffectsandinteractionsofob-
structiondurationandrecanalizationtime,followedbyStudent-Newman-Keulspost-hoctestsformultiplecomparisons.
Results SerumALT,TBIL,andTBAlevelsweresignificantlyelevatedinallOJgroupscomparedtothesham-operated
(SH)group(P<0.05).Followingrecanalization,theOJ14+ID1/4/7groupsshowedagradualrecovery,withparame-
tersapproachingnormallevelsbyday7(P>0.05).Incontrast,theOJ28+ID1/4/7groupsmaintainedsignificantlyele-
vatedlevelsthroughoutthepost-recanalizationperiod(P<0.05).Histopathologicalexaminationrevealedhepatocytede-

generationandnecrosis,inflammatorycellinfiltration,andbileducthyperplasiainobstructedrats.TheOJ14groupex-
hibitedfocalnecrosisaccompaniedbyearlyfibroticchanges,whereastheOJ28groupdisplayedextensivenecrosis,severe
fibrosis,withevenpseudolobuleformation.BothproteinandmRNAexpressionlevelsofBsepandMrp2weresignificant-
lydownregulatedinOJ14andOJ28groupscomparedtotheSHgroup(P<0.05).AndthisdownregulationintheOJ28

groupshowednosignificantrecoveryafterrecanalization(OJ28+ID7vsOJ14+ID7,P<0.05).Conclusion Prolonged
biliaryobstruction(28days)leadstosevereandirreversibledownregulationofthehepatocanaliculartransportersBsep
andMrp2.Thisimpairmentlikelyrepresentsakeypathogenicmechanismunderlyingtheintrahepaticcholestasisafter
surgicalreliefofobstructivejaundiceinrats.

【Keywords】 Obstructivejaundice;Intrahepaticcholestasis;Bileacid;Bilesaltexportpump;Multidrugresistance-

associatedprotein2

  梗阻 性 黄 疸 是 肝 胆 外 科 常 见 病,临 床 观 察 发

现[1-4],一部分患者通过手术或其它手段解除梗阻后

黄疸很快消退,另一部分患者梗阻解除后黄疸的消退

却极为缓慢,甚至进行性加重,表现为肝内胆汁淤积

性肝炎,预后较差。目前关于此类肝内胆汁淤积的具

体机制尚未完全阐明[5]。梗阻性黄疸时,胆汁酸代谢

异常导致毒性胆汁酸在肝内长期大量蓄积,造成肝细

胞进行性损伤,甚至可能引发胆汁源性肝纤维化和肝

硬化[6]。即使解除了梗阻,部分患者仍会存在持续胆

汁淤积及肝损伤。肝细胞内毒性胆汁酸的累积可能

是引起梗阻性黄疸术后肝内胆汁淤积的重要原因。
胆盐输出泵(Bilesaltexportpump,Bsep)和多药耐药

相关蛋白2(Multidrugresistance-associatedprotein
2,Mrp2)对胆汁酸盐的跨毛细胆管膜转运是胆汁流形

成的主要驱动力,也是胆汁酸代谢清除过程中的主要

限速步骤[7]。胆汁酸盐转运相关蛋白的基因变异可

导致一系列胆汁淤积相关性疾病[8-9]。Bsep基因突变

引发多种胆汁淤积性疾病,包括进行性家族性肝内胆

汁淤积症2型(Progressivefamilialintrahepaticcho-
lestasistype2,PFIC-2),良性复发性肝内胆汁淤积症

(Benignrecurrentintrahepaticcholestasistype2,

BRIC-2)和妊娠期肝内胆汁淤积症(Intrahepaticcho-
lestasisofpregnancy,ICP)等[10-13]。Mrp2基因突变

被证实与Dubin-Johnson综合征和ICP疾病发生相

关[14-15]。本研究通过建立大鼠梗阻性黄疸所致肝内

胆汁淤积模型,探讨Bsep和 Mrp2表达水平变化与梗

阻性黄疸术后肝内胆汁淤积的因果关系,以期为临床

治疗和新药研发提供潜在分子靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康雄性SD大鼠200只,体重250~
300g,由西安交通大学实验动物中心提供。所有动物

饲养于标准环境,自由摄食饮水。本实验已获西安交

通大学医学部生物医学伦理委员会审查批准(审批

号:XJTUAE2025-3770)。

1.2 主要试剂与仪器 丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
总胆红素(TBIL)及总胆汁酸(TBA)测定试剂盒(南
京建成生物工程研究所,中国);TRIzol试剂(Invitro-
gen公司,美国);反转录及荧光定量 PCR 试剂 盒

(TaKaRa公司,日本);兔抗大鼠 Bsep多克隆抗体

(sc-25571,SantaCruz公司,美国);小鼠抗大鼠 Mrp2
多克隆抗体(sc-59611,SantaCruz公司,美国);β-actin
小鼠抗大鼠抗体(sc-47778,SantaCruz公司,美国);
辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG二抗(北
京博奥森生物技术有限公司,中国);辣根过氧化物酶

(HRP)标记的山羊抗小鼠IgG二抗(北京博奥森生物

技术有限公司,中国)。7170型全自动生化分析仪(日
立公司,日本);StepOnePlus型实时荧光定量PCR仪

(AppliedBiosystems公司,美国);PowerPacBasic型

电泳仪及半干转膜仪(Bio-Rad公司,美国);BX61型

光学显微镜及DP71型 图像采集与分析系统(Olym-
pus公司,日本);凝胶成像系统(Syngene公司,美
国)。

1.3 方法

1.3.1 模型建立及分组 对200只实验大鼠在适应
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性饲养3d后随机分组行手术建模。术前禁食12h,
采用10%水合氯醛麻醉,假手术组(SH组)仅行肝门

部解剖分离,充分暴露胆总管,模仿梗阻造模组但不

予结扎胆总管;梗阻组(OJ组)在分离暴露胆总管后,
于近十二指肠乳头端双重结扎,建立梗阻性黄疸的模

型;再通组(ID组)在梗阻模型成功后,按预定时间行

二次手术,将直径1.0mm的硬膜外导管一端插入胆

总管,另一端置入十二指肠,完成胆总管—十二指肠

内引流[16]。具体分组根据手术模型及取材时间,分为

SH组(n=16),梗阻14d不再通组(OJ14组)及再通

后1、4和7d组(OJ14+ID1/4/7组)、梗阻28d不再

通组(ID28组)及再通后1、4和7d组(OJ28+ID1/4/

7组),每组23例。由于造模手术复杂、术后并发症

(如胆漏、感染、衰竭等)及麻醉意外等原因,导致部分

大鼠在实验过程中死亡。另有部分因存在胆道变异

自行代偿再通或线结松脱导致大鼠未能发生梗阻性

黄疸而被判定为造模失败,予以剔除。最终132只大

鼠纳入结果统计分析,各组样本量如下:SH 组(n=
16),OJ14组(n=17),OJ14+ID1组(n=14),OJ14+
ID4组(n=13),OJ14+ID7组(n=15),OJ28组(n=
16),OJ28+ID1组(n=15),OJ28+ID4组(n=14),

OJ28+ID7组(n=12)。

1.3.2 肝脏功能检测 各时相点大鼠处死前先行下

腔静脉 抽 血3~5 mL,放 入37 ℃恒 温 水 浴 箱 中

30min,然后在3000rpm转速下离心5min,采用全

自动生化分析仪检测肝功能。检测项目为 ALT、

TBIL、TBA。

1.3.3 免疫组化染色 将肝脏组织石蜡切片采用免

疫组织化学SP法,即链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物

酶连结法染色,兔抗大鼠Bsep(SantaCruz)及小鼠抗

大鼠 Mrp2(SantaCruz),DAB显色试剂盒 AR1022
(武汉博士德生物有限公司)。观察大鼠肝脏Bsep和

Mrp2的表达水平时,Bsep和 Mrp2的图像采集在400
倍光镜下随机取6个视野,用Image-ProPlus软件测

定6个视野下积分光密度值(IOD),取平均值。

1.3.4 实时荧光定量PCR 取肝组织100mg,用

RNAisoplus提取肝组织总RNA,紫外分光光度计测

定RNA浓度和纯度,D260/D280>1.8。逆转录使用

PrimeScriptTM RTreagentKit试剂盒,20μL 体系

37℃反应15min,85℃变性5s。RealTimePCR反

应使用SYBR􀆿PremixExTaqTMII试剂盒,20μL反

应体系95℃预变性30s后,进行40个PCR反应循

环,每个循环95℃5s,60℃30s。PCR试剂均购自

Takara公司。引物序列见表1。

表1 目的基因扩增引物序列

Table1 PrimerssequenceofqRT-PCR

基因 引物序列 Tm
扩增
长度
(bp)

Bsep F:5'-CGGCATGACCGTACTTATCCTTG-3' 57.4 143
R:5'-CCACAGAAGTGCAGTCGAACC-3' 58.4

Mrp2 F:5'-ATCGCTCACAGGCTGCACAC-3' 60.3 86
R:5'-TCAGGACTGCCATACTCGACAATC-3' 58.0

β-actin F:5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3' 60.2 150
R:5'-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3' 59.3

1.3.5 Westernblot 另取组织100mg,用RIPA裂

解液充分裂解后4℃,12000rpm离心5min,取上清

液。样品处理后上样,于8%SDS-PAGE电泳分离后

转膜至硝酸纤维膜,用含5%脱脂奶粉的TBST室温

封闭1h。加入兔抗大鼠Bsep(sc-25571,SantaCruz)
或者小鼠抗大鼠 Mrp2(sc-59611,SantaCruz),内参

为小鼠抗大鼠β-actin(sc-47778,SantaCruz)4℃孵育过

夜。TBST清洗后加入山羊抗兔或者山羊抗小鼠二抗,
室温下孵育2h。ECL发光后凝胶成像系统照相记

录,SyngeneGeneTools软件分析目的条带光密度。

1.4 统计学分析 使用SPSS17.0软件进行统计学

分析。实验计量数据采用均数±标准差(􀭺x±s)表示。
采用双因素方差分析(Two-wayANOVA)评估梗阻

时间和再通时间的主效应及交互作用,事后两两比较

采用Student-Newman-Keuls检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况 本研究初始接受手术大鼠200只,
因造模失败(原因包括胆道变异致自行代偿再通或线

结松脱等)剔除19只,剩余181只进入后续实验的大

鼠中死亡49只,死亡率为27.07%。实验中56只大鼠

出现胆漏、腹水、感染甚至全身衰竭等并发症,并发症

发生率为30.94%。7只大鼠死于麻醉意外,SH组大

鼠无死亡,OJ14组和OJ28组两组共死亡13只,多发

生于梗阻后8~14d,主要死因为腹水和全身衰竭。再

通组(OJ14+ID1/4/7各组和OJ28+ID1/4/7各组)死
亡29只,大部分集中在再通手术后1~2d内,考虑与

梗阻所致肝功能严重受损,二次手术创伤较大,腹腔

粘连严重,术中出血,术后胆漏及肝衰竭等因素有关。
各组一般情况观察如下:SH组大鼠术后1d即恢复正

常,皮毛光亮,活动活跃,反应灵敏,饮食与二便正常。
胆总管结扎大鼠术后1d出现耳尖部黄染,逐渐扩展

至全身,伴皮毛杂乱无光泽,尿色渐黄、大便灰白稀

软、精神萎靡、活动减少、反应迟钝、多饮少食。OJ14
再通组于术后1d出现尿色变浅,2~3d恢复正常,于
3d后皮毛颜色逐渐开始转白。胆总管结扎28d后再

通大鼠于再通术后2~3d出现小便颜色略变浅,但仍
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呈淡黄色,皮毛黄染至再通后7d仍未完全消退。

2.2 各组大鼠血清学指标比较 胆总管结扎后,各
组大鼠血清生化指标水平随梗阻时间延长呈进行性

升高。与SH组比较,OJ14组及OJ28组肝功能指标

均显著升高(P<0.05),同时,OJ28组的血清肝功能

指标显著高于OJ14组(P<0.05),提示梗阻时间延长

加剧了肝功能损伤。胆道再通后,各组肝功能指标呈

现不同程度恢复趋势。OJ14+ID7组血清肝功能指标

与SH组比较已无显著差异(P>0.05),然而,OJ28+
ID7组肝功能指标仍显著高于SH组(P<0.05),且明

显高于同期OJ14+ID7组(P<0.05)。表明长期梗阻导

致的肝损伤在解除梗阻后仍难以完全恢复。见表2。

表2 各组大鼠血清生化指标比较(􀭵x±s)

Table2 Serumbiochemicalindicatorlevelsofthegroups

组别 n ALT(IU/L) TBIL(μmol/L)TBA(μmol/L)

SH组 16 52.4±4.8 6.5±0.4 18.4±1.7
OJ14组 17157.8±19① 135.5±25① 118.3±17①

OJ14+ID1组 14 102±21 66.4±13 88.8±11
OJ14+ID4组 13 85±14.8 25.7±4.7 34.9±8.5
OJ14+ID7组 15 72±7.8② 16.1±2.4② 28.3±3.7②

OJ28组 16 261±66①② 194±31.7①②164.4±13①②

OJ28+ID1组 15 237±51 176.8±17.5 152.2±14
OJ28+ID4组 14 243±34 170.8±20 149.4±22
OJ28+ID7组 12 238±35①③ 164.3±19①③ 146.8±23①③

注:与SH组比较,①P<0.05;与OJ14组比较,②P<0.05;与 OJ14+

ID7组比较,③P<0.05。

2.3 各组大鼠肝脏HE染色 结果显示,SH组大鼠

肝脏组织结构正常,肝细胞形态规则,排列整齐,肝小

叶结构清晰。OJ14组大鼠肝脏出现明显病理改变,表
现为肝细胞排列紊乱,肝小叶结构模糊,出现点状坏

死灶,肝细胞肿胀伴脂肪变性,核仁数目增多,汇管区

结缔组织及小胆管增生,胆管壁增厚,并出现异型肝

细胞及双核/多核肝细胞,肝血窦内炎性细胞浸润,毛
细胆管内可见胆栓,平均每高倍镜视野大约可见1~2
个胆 栓。再 通 后 肝 组 织 损 伤 呈 现 逐 渐 修 复 趋 势。

OJ14+ID7组大鼠肝细胞排列趋于正常,肝小叶结构

基本重建,仍可见较多变性和异型肝细胞,坏死物质

大部分吸收,结缔组织和小胆管仍有轻度增生,肝血

窦仍可见炎细胞浸润,胆栓基本消失。OJ28组大鼠肝

组织损伤进一步加重,肝小叶结构不同程度破坏,纤
维组织广泛增生并分割包绕肝小叶形成不完全假小

叶,假小叶内肝细胞出现不同程度的变性,可见胆汁

浓缩形成黄绿色或淡红色均质颗粒状物沉积,结缔组

织和小胆管广泛增生,片状肝细胞坏死与再生的肝细

胞结节并存,再生肝细胞排列紊乱、体积增大、核深

染,双核细胞多见。肝血窦炎细胞浸润显著,胆栓数

量增多,平均每高倍镜视野约4~6个。OJ28+ID7组

病理表现略有改善,但仍存在广泛纤维组织与小胆管

增生,假小叶结构及炎细胞浸润依然可见。见图1。

D E

CA B

图1 各组大鼠肝脏HE染色(200×)

Figure1 HEstainingofliverinratsofeachgroup
注:A.SH组;B.OJ14组;C.OJ14+ID7组;D.OJ28组;E.OJ28+ID7组。

2.4 各组大鼠免疫组化染色

2.4.1 Bsep结果 SH组大鼠肝组织中Bsep主要定

位于肝细胞胞浆与胞膜,染色强度较高,且在汇管区

周围肝细胞中表达尤为显著。与SH组相比,OJ14组

肝组织Bsep表达水平显著降低(P<0.05),染色强度

减弱。OJ14+ID7组Bsep表达较 OJ14组明显增强

(P<0.05),恢复至与SH组相近水平。OJ28组大鼠

Bsep表达进一步下降,显著低于SH 组及 OJ14组

(P<0.05)。OJ28+ID1/4/7组Bsep表达虽略有升

高,但与SH组相比仍显著降低(P<0.05),未能有效

恢复。见图2。
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图2 各组大鼠Bsep免疫组化分析(400×)

Figure2 ImmunohistochemicalanalysisofBsepinratsofeachgroup
注:A.SH组;B.OJ14组;C.OJ14+ID7组;D.OJ28组;E.OJ28+ID7组;F.Bsep在大鼠肝组织中的IOD值。与SH组比较,①P<0.05;与OJ14组

比较,②P<0.05;与OJ14+ID7组比较,③P<0.05。

2.4.2 Mrp2结果 SH组大鼠肝组织中 Mrp2主要

定位于肝细胞胞膜,染色强度较高。OJ14组大鼠肝组

织 Mrp2表达水平较SH组降低(P<0.05),染色强度

减弱。OJ14+ID1/4/7组 Mrp2表达较OJ14组逐渐

恢复,OJ14+ID7组与SH 组相比无显著差异(P>

0.05)。OJ28组 Mrp2表达下降,显著低于 SH 组

(P<0.05)。OJ28+ID1/4/7组 Mrp2表达虽略有回

升,但与OJ28组相比差异不显著(P>0.05),且仍显

著低于SH组(P<0.05)。见图3。
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图3 各组大鼠 Mrp2免疫组化分析(400×)

Figure3 ImmunohistochemicalanalysisofMrp2inratsofeachgroup
注:A.SH组;B.OJ14组;C.OJ14+ID7组;D.OJ28组;E.OJ28+ID7组;F.Mrp2在大鼠肝组织中的IOD值。与SH组比较,①P<0.05;与OJ14组

比较,②P<0.05;与OJ14+ID7组比较,③P<0.05。

2.5 实时荧光定量PCR结果

2.5.1 BsepmRNA表达 如图4A所示,胆总管结

扎后,BsepmRNA 表达呈 进 行 性 下 降,OJ14组 和

OJ28组表达水平均显著低于SH组(P<0.01)。再通

干预后,OJ14+ID1/4/7各组BsepmRNA表达逐渐

恢复,其中OJ14+ID7组与SH组相比无统计学差异

(P>0.05)。相比之下,OJ28+ID1/4/7各组再通后

BsepmRNA表达升高不明显,OJ28+ID7组表达水平

仍显著低于SH组(P<0.05)。

2.5.2 Mrp2mRNA表达 如图4B所示,大鼠肝组

织 Mrp2mRNA表达呈现与Bsep类似趋势。与SH
组相比,OJ14组和OJ28组 Mrp2mRNA表达水平均

显著降低(P<0.01)。胆道再通后,OJ14+ID1/4/7各

组 Mrp2mRNA表达明显回升,并且OJ14+ID7组与

SH组相比已无显著差异(P>0.05)。然而,OJ28+
ID1/4/7各组再通后 Mrp2mRNA表达未见显著改

善,OJ28+ID7组表达水平仍显著低于SH 组(P<
0.05)。
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图4 大鼠肝脏Bsep和 Mrp2mRNA表达

Figure4 ExpressionofBsepandMrp2mRNAinratliver
注:A.BsepmRNA的表达水平;B.Mrp2mRNA的表达水平。与SH组比较,①P<0.05;与OJ14组比较,②P<0.05;与OJ14+ID7组比较,③P<0.05。

2.6 Westernblot结果 ①Bsep蛋白表达:胆总管

结扎后,OJ14组及 OJ28组大鼠肝组织Bsep蛋白表

达水平均显著降低(P<0.05)。再通干预后,OJ14+
ID7组 Bsep 表 达 水 平 较 OJ14 组 显 著 增 强 (P<
0.05),且 恢 复 至 与 SH 组 无 显 著 差 异 水 平(P>

0.05)。然而,OJ28+ID1/4/7各组大鼠Bsep表达水

平与OJ28组相比未见显著升高(P>0.05),仍显著低

于SH组(P<0.05)。②Mrp2蛋白表达:Mrp2蛋白

在梗阻大鼠肝组织中的表达变化与Bsep趋势相似。
与SH组相比,OJ14组及OJ28组 Mrp2表达水平均

显著下降(P<0.05)。再通后,OJ14+ID1/4/7各组

Mrp2表达水平逐步回升,其中 OJ14+ID7组表达水

平较OJ14组显著提高(P<0.05)。而OJ28+ID1/4/

7各组 Mrp2表达水平虽较OJ28组轻度升高,但差异

无统计学意义(P>0.05),且较SH 组仍显著降低

(P<0.05)。见图5。
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图5 大鼠肝脏Bsep和 Mrp2蛋白表达

Figure5 ExpressionofBsepandMrp2proteinsinratliver
注:A.Westernblot检测肝脏Bsep和Mrp2蛋白表达;B.Bsep蛋白表达水平;C.Mrp2蛋白表达水平。与SH组比较,①P<0.05;与OJ14组比较,②

P<0.05;与OJ14+ID7组比较,③P<0.05。

3 讨论

近年来随着对胆汁形成与代谢分子机制的深入

研究,已经阐明了胆汁形成的分子机制,并且对各种

胆汁淤积的病理机制有了更深的了解[5]。胆汁淤积

的发生与一系列参与胆汁形成的肝胆相关转运蛋白

和酶的转录和表达密切相关[17-18]。胆汁酸在体内淤

积时可激活涉及胆汁酸肠肝循环摄取、合成、解毒和

转运各个步骤的多重代偿机制,然而这些代偿机制并

不足以完全阻止胆汁淤积所致的肝损伤[19-20]。
既往相关胆汁淤积的研究多聚焦于梗阻后胆汁

酸相关代谢及肝损伤[21-22],却少有人对梗阻解除后肝

功能变化进行深入研究,本研究在建立肝内胆汁淤积

大鼠模型的同时系统探讨了胆道梗阻及再通后肝脏

损伤与修复的动态变化过程[23]。大鼠胆总管结扎是

研究梗阻性黄疸经典可靠的造模方法[16],结果显示胆

道梗阻可导致显著的肝功能损害(表现为血清ALT、

TBIL及TBA水平升高)和进行性的肝组织病理损

伤。早期(梗阻14d)以肝细胞点状坏死、炎细胞浸

润、胆管增生及轻度纤维化为特征;延长梗阻至28d,
则损伤进一步加重,出现灶状至片状坏死、显著的胆

管与结缔组织增生、严重纤维化,甚至早期假小叶形

成。由于肝脏代偿保护机制的存在,胆道再通后的恢

复情况与梗阻持续时间密切相关。短期梗阻(14d)组
在再通后呈现良好的可逆性,肝功能指标逐步改善,
肝小叶结构基本恢复,仅残留轻度胆管增生及炎症。
然而,长期梗阻(28d)组再通后肝功能损害与肝脏病

理损伤呈现难以逆转的特点,肝功能未见显著恢复,
组织学上仍存在广泛胆管增生、进行性纤维化及微胆
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栓,表明肝损伤持续存在且修复受阻,其病理特征符

合不可逆性肝内胆汁淤积及纤维化持续进展的状态,
与临床梗阻性黄疸患者术后并发肝内胆汁淤积的病

程进展高度一致,表明本研究成功建立了具有良好临

床相关性的梗阻性黄疸术后肝内胆汁淤积大鼠模型。

Bsep和 Mrp2是胆汁形成和分泌的关键转运蛋

白,位于肝细胞的毛细胆管侧膜上,属于 ATP依赖性

转运蛋白的 ABC超家族成员[17-18]。Bsep介导单价胆

汁酸盐(如与甘氨酸或牛磺酸结合的胆酸,鹅去氧胆

酸和熊去氧胆酸等的跨毛细胆管转运,并刺激胆汁盐

依赖性(BSDF)胆汁流的生成[19-20]。Mrp2介导与谷

胱甘肽、葡糖糖苷酸及硫酸基团结合的多种特异性有

机阴离子排泄入胆汁,并通过对谷胱甘肽转运参与非

胆盐依赖性的胆汁流的形成[24]。带两个负电荷的二

价胆汁酸盐(如硫酸化的牛磺胆酸盐和甘氨胆酸盐)
也由 Mrp2转运[25]。Bsep基因表达受法尼醇X受体

(FarnesoidXreceptor,FXR)的调节,FXR与视黄醇

X受体形成的二聚体后,可结合Bsep 基因启动子区

的胆汁酸响应元件,从而激活Bsep的转录表达[26]。
与Bsep主要受 FXR 调控不同,Mrp2的表达受到

FXR、孕烷X受体(PregnaneXreceptor,PXR)和雄甾

烷受体(Constitutiveandrostanereceptor,CAR)这三

大核受体的共同调控,PXR和CAR可以通过与FXR
共同的配体诱导调控大鼠 Mrp2启动子的表达[27]。

本研究发现,胆管转运蛋白Bsep与 Mrp2的表达

下调是梗阻性肝损伤的关键分子事件。胆道梗阻后,
两者表达均显著下降,且梗阻28d组的下降程度比

14d组更为严重。再通干预后,梗阻14d组中Bsep
与 Mrp2的表达能随再通时间逐步回升,与功能和组

织学的恢复同步;而梗阻28d组中两者的表达则持续

处于抑制状态,未能有效恢复。因此,基于Bsep与

Mrp2在介导胆汁酸及有机阴离子跨毛细胆管膜转运

中的核心功能,并结合相关核受体对其表达的转录调

控机制,本研究认为,长期胆道梗阻(28d)引发的大鼠

肝细胞损伤及胆汁酸代谢调控失常,导致肝细胞关键

转运蛋白Bsep和 Mrp2表达发生严重且不可逆性下

调,破坏了胆汁酸及有机阴离子的分泌与排泄机制,
从而使得肝脏在解除梗阻后仍持续处于胆汁淤积和

损伤状态,丧失了有效的自我修复能力。
本研究存在一定局限性。首先,实验设计未设置

假再通手术对照组,因此不能完全排除二次手术创伤

本身对再通早期指标的影响,未来研究可进一步完善

此设计以明确干预特异性效应;其次,本研究仅使用

雄性SD大鼠,未纳入雌性大鼠进行性别差异比较,而
临床中妊娠期肝内胆汁淤积症与雌性相关,未来需补

充性别差异研究;此外,本研究缺乏对胆汁成分与流

速的功能性检测,未能通过胆汁引流等实验进一步验

证Bsep与 Mrp2的实际功能状态,后续可补充此类功

能学证据以强化机制论证;最后,实验中未开展干预

性研究(如过表达Bsep和 Mrp2以观察其对胆汁淤积

的改善作用),因而无法在功能层面完全证实其与胆

汁淤积的因果关系。后续研究将围绕上述方面进行

深入探索,以进一步提升结论的严谨性与完整性。

4 结论

长期胆道梗阻(28d)可导致肝细胞毛细胆管转运

蛋白Bsep和 Mrp2的表达发生严重且难以逆转的下

调,这可能是实验大鼠梗阻性黄疸术后肝内胆汁淤积

症的重要发病机制之一。胆道梗阻持续时间是决定

再通后大鼠肝脏能否有效修复的关键因素。早期解

除梗阻对于临床胆道梗阻性疾病维持肝细胞转运功

能、防止不可逆损伤具有重要意义。
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