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肝性脑病小鼠GABA—T及其抑制物的研究 

生化教研室 蒋晓秋 王肛泰 

摄 曩 采用修改的 ·C—GABA法测定小鼠脑 肝、~ GABA—T活性，方法灵敏可靠。氨基 

半乳糖诱发的肝性脑病小鼠l旰脏GABA—T蒋性明显降低。首次报道了小鼠旰匀浆上清掖对脑 GABA- 

T有抑铷痄用，经加热、盐析，s phadex G～150层析，抑铷插性在诜脱螽段。提示严重肝损害时肝脏 

对GABA的分解代谢降低，正常肝细胞中存在有对脑GABA—T有抑制作用的分子量较大的物质 

关t调 GABA—T；GABA-T拇铷物；GABA；肝性齄寨 

目前，对肝性脑病的发病机制仍解释不 

一，Schafer(19s2)提 出 的 r一氨 基 丁 酸 

(GABA)假说是一条新的研究线 索 】。Fe— 

renci(19s 3)推测 D一氨基半乳糖诱 发的家 

兔急性肝功能衰竭的模型动物血 清 GABA 

浓度井高的可能原因是 GABA 分解代谢降 

低，但实验结果与作者的设想不符，肝及肾 

的 GABA~T活性不仅没有降低，反而分别 

增加56％和8O％ ，而脑 GABA'~T活性降 
，  

～  

低 。 ． 

小鼠和大鼠为在实验动物，我们证实 

了肝昏迷动物血清中存在有抑制脑GABA降 

解的物质，并进一步发现小鼠肝中也含有器 

官特异的GABA降解抑制物 (祷发表)。 一 

GABA 降 解 涉及了两步反应 ，首先， 

GABA由r_氮基丁酸转 氨 酶 (GABA—T， 

E
．
C 2 6

． 1．19 催化 生 成 琥 珀 酸 半 醛 

SA)，再经琥珀酸半醛脱氢酶(SSA-DH， 

E
．
C1

．2．1_24)催化氧化为琥珀酸(SA)。为 

此，我们采用灵敏、直接的同位京标记'法探 

一 讨上述GABA降解物能否作用于脑 GABA— 

T以及肝性脑病小鼠脑、肝、 肾 GABA-T 

活性变化，以期进一 步考 核肝 性 脑 病 的 
—  

h  

GABA假说。 

材料与方法 

【【，一l̂C]GABA (200mCi，mm01)，Amers· 

ham International pie，England产品；口一氨基 
一  

半乳搪盐酸盐．本室从猪硫酸簌骨素制备 阳离 

子交换封脂732，温计粒度o．3一1．2ram，上海树脂 

厂产品j Sephadex~-150．粒度垂0一l20 ，Pbar一 

(SRID)．Serum 口l—AT，口l—AG and HP levels were all significantly elevated in patients with 

five gane．,~r$aboye as compared with tEose benign d{seases or no~mal blood donors． By 

application of the stepwlse di5cfj址inat。 y analysis，discreminatory formula has been estaMi— 

seed fo ∞ ven grottgg da 
．

Let all data to back substitution，among normal blood donors。 

benign diseases and HCC—three group s rate of consisteney are over 60 perse~t
．
The experi— 

ment results班dicate that index is expounded in patieats with cancers,esp~cialIy jn HCC for 

differentiaI diagnosis 

KEY WORDS Patients with cancer；吼-Antitrypsin( 1一AT)； 一Acid g1 c0 ofejn(q—AG)． 

Heptoglobin (HP)：Single adriaI immunodiffusion (SRID) ’ 
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m“cla产品； 巯基乙醇( ME)，比重 i 12，纯 

度05嘧j Triton X一10o，BDH产品j磷酸吡哆醛 

(PLP)，Merck产品；考马斯亮蓝 G一250．Fluka 

进 口分装，上海仡学试剂分装厂：闪烁液：2，5，一二 

苯基嚅唑 (PPO)10g．1．4-双 [6一苯基噼唑一2卜苯 

(PoPoP)0．5g．萘50g, E．--醇乙醚167m1．加二氧 

亢环至 1000ml。 

1． 鼾口述曩蕾动鞠 

雄性小白鼠，体 重 25—56g，随机分成两组。 

实验组腹腔注射新鲜配制的 D一氨基半乳糖。 两组 

小鼠均自由进食，饮水。实验组动物给药后11—46 

小时多数出现拒食．嘈睡，尿黄，行动迟缓．后肢 

瘫痪，尿失禁，翻身扶正反射消失等异常表现， 判 

断为发生肝性脑病．断头处死。 

2． 小鼠膻匀荣、旰膏匀襄上清藏的啊鲁分离； 

两组小鼠断头处死后，迅速取 出全 脑、肝 及 

肾，分$岍j冰 冷 的 0．2mole／L磷 酸钾 缓 冲 液 

(pH8．0．舍有0．1mmole／L EDTA．0 04mmole／ 

L PLP．4
．Bmmole／L —ME．0 2知Triton X一 

100)各制成1t 、1—5、1l 5(w：T)匀浆．肝肾组织 

匀装经4℃．I5．OO0g×s0mia离心．分离出上请液 

(LHS． KHS)。使用前仍用上述缓冲液分另 稀释 

选所需被度． 

5． GABA-T活性的翻定； 

~Whlte报道的同位囊标记法 (【 ·c]GABA) 

潮定 GABA-T 活 性．在样本体积、离子交换树 

脂、闪烁液等方面作了修改 · ，根据 底 物 [ ·c] 

GABA的比放射性计算生成产物的量。 

-2 6 · 

dp 

6000 

4． 小鼠LH$齄GABA—T抑镧鞠曲Sephadex G 

一 1 50屡折 ： 

正常小鼠 LH sI经55℃保温 20mi~，取 46— 

05嘶饱和硫酸铵盐析部份，以0 2toole／L磷酸钾缓 

冲液(pH8 0)溶解后。进行Sephadex G一150柱层 

析，分段收集洗脱液，测定其对脑 GABA—T的抑 

制作用。 

5 蛋白晨壤度按Bradford洼测定 。 

结 果 

1． 测定GABA一．r活性方法的评价： 

(1) 方法的变异程度： 

分 取 1O l l：1 4OBH，1}100LHS，1： 

60KHS，测定方法的变异程度 ，结果见表l 

表1 方法的 异程度 

(2) 小 鼠BH、LHS~KHS的体积与 

放射性大小(dpm)的关系： 

结果 见图1： 

在所选条件下 ，dpm与BH，LHs、KHS 

体积在O—l20 l、O一25 1，0—2O l(即所含 

蛋 白质分别在O～18 g，O一28 g、O～39 g) 

样本体积 ( 1) 

图1 样本体积与dpm的关系 
注j蛋白质浓度分别为：BH；0．9mg／m|，LHS}I 1 2mglm1．KHS，1．97mg／m1。 
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以内有 良好的线性关系。综上可见，修改后 

的W hite法是 灵敏 可靠 的。 

2． 肝昏迷小 鼠脑、肝、肾组织 GABA 
— T活性的改变： 

结果见 表2 

衰2 肝昏迷小鼠脑、肝、肾组织 

GABA—T活性的改变 

昏迷组LHS GABA—T活性有明显降低 

<O．o1)．与对照组 比较平均降低29
． 6缅 ， 

而BH和KHS GABA·T活性无显著差异(P 

>O．05) 。 

3． 4",MLHS~ BH GABA·T的抑{爿作 

用z 

在河定 BH GABA·T活性的系统中加 

入不屙体积 (5—25 I)正常小 鼠LHS所测得 

结果如表3和图2。 

衰3 ~DALHS对~GABA—T活性的影响 

LHS(~I) dpm}H+LHs d~mt
,Hs d m zIIb 

往l d t；1BH+LHSl Io．~I BH加八不同体积LHS(o一 

2 1)后的放射性} 

如  I．Hst不周体积L}王S(0—25 1)的放射 

性 (与 I呈线性关系)， 

d l d BR+LHs一如  LH 的差值． 

嘶(抑制率)=旦 too!f 

其中 州。表示加八LHS 0 I时 

的d 值． 

由图2可见，在一定范围LHS体积 (e- 

25~1)内，随着加入 LHS体积增加，抑制牢 

也逐渐增加。 

4‘ LHS~p~GABA-T抑制物的 Sepha． 

dex G·1 50层析l 

结果见图3： 

n-j~,，LHS经55℃保温2O分钟，45— 

65缅饱和硫酸铵盐析后上 Sepha~ex G一150 

匿2 加^LHS对脑G B̂̂ ·T活性的影响 

一 277· 

一 4 4 T o 一。 

9  9  1  9  8  S  

一。m卅m州 

～鲫 牡曲” m啪 埘 

0 ∞ 精 
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洗脱体积(rn1) 

图3 小鼠LH$中脑GABA-T 抑 物的Se 

phadex G一1 5 0屡析。洗脱缓冲液： 

0．05mole／L磷酸钾缓冲液(pH8．0)。 

(￡2⋯ —— }I嘶： ⋯⋯ ) 

柱层析 ，显示抑制活性洗脱在前段。 

讨 论 

所建立的方法保证小鼠 B,H， LHS 和 

KHS分别在含蛋 白质O～18 g、O一28 g，O～ 

3 g以内与d 呈线性关系。据报道，测定 

时加入 NAD 可扩大转氨酶反应的线性范 

固，因为产物SSA和谷氨酸的堆积能导致逆 

反应速度的增加 ，—而 NAD 的加入可通过 内 

谅性的SSA—DH作用使sSA保持较低浓度， 

尽管如诧，作者认为加入 NAD 会使影响 

GABA—T疆性谢定 因素复杂化” 。 我们控 

制酶促反应中底物转化为产物不超过lO％， 

使逆反应的影响减少或忽略不计 。因此， 

测定时每 10 1酶反 应 混 合 液 含 放 射 性 

88，o00dpm(O．2mmole／L[“C 3GABA，2mCi 

／mmole) 反应后，产物SSA和SA 的放射性 

不应超过8，800dpm，即避免由于加入NAD 

而使测定因素复杂化又突出了，具有组织样 

品甩量少，同位素取量微的优点。 

目前认为，BI起盱性脑 病 的 毒 性 物 

质”主要在肝脏中解毒 ，肝脏损害时血中浓 

- 278· 

度升高，此时有神经抑制作用的物质能穿过 

血脑屏障，使其在脑中的含量增加。血及脑 

中含量的改变出现在脑病发生之前，而且含 

量 变化 的程度与脑病的程度基本一致等 。 

Schafer在假说中提出的GABA 比较符合这 

种 毒性 物 质 的 特 征 。肝 肾 组 织 在 

GABA的分解代谢中其有重要的作用 ，肝组 

织 GABA-T活性占全身组织 (包括中枢神 

经系统)的80％[21 3．我们测得正常，J、鼠肝肾 

酶活性分别占全身组织 (包括脑，肝和肾) 。 

酶活性的6O％以上和10％，可见肝肾组织对 

GABA 的分解代谢是不容忽视 的。实 验 发 · 

现 ， 。t ，̈】，注射了D一氨基半乳糖的家兔在 ‘{ 

明显肝昏迷症状出现前血中 GABA 水平已 

经增加，暴发性肝损害与失代偿性肝硬化并 

发肝性脑病的病人血中 GABA也 咀显增高， 

其水平倾向于与脑病程度相关J秆昏迷家兔 

和大鼠注射 H—GABA后，血中 。H—GABA ’ 

浓度比对照蛆下降延迟 ，与此时较低浓度的 ． 

其 H代谢 物相平行，这些现象提示忏昏迷时 

肝 脏对GABA的摄取 降低 ，周围组织GABA 一 

一 T的活性降低。但Ferenci却报道肝GABA 。 

一 T活性是增加的 。我们在测定 D一氨基半 
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乳糖诱发的肝昏迷小 鼠旰脏 GABA—T沾性 

时发现与对照组比较，酶活性不是增加，丽 

是降低29．6％，与上述推论一致，即严重肝 

损害列肠道细菌产生的 GABA ， ，由于 

不能被旰赃迅速摄取并降解，隔此进入血循 

环使血 GABA 浓度增加，由于此剁血脑屏 

障通透性发生改变 ， ，”，I7]y特别 是 李 倩 

以 H—GABA示踪法首次报道 了肝 昏迷剥血 

脑屏障对 GABA的通遥性增加 ，可使脑 

中GABA浓度增高，产生神经抑制效应，引 

起一系列脑病症状。 

旰昏迷时小鼠全脑匀浆 GABA—T活性 

没有改变，这一结果 与 曾 昭 淳 报 道 的 一 

致 ，但同 Ferenci肝 昏迷 家 兔 的 垒 脑 

GABA—T活性降低矛盾 ，这也许与动 物 

种属差异有关，值得指出的是，小鼠与家兔 

对D一氨基半乳糖的忍受能力也有较 大 的 差 

异 。 

在我室以往工作基础上采用直接的同位 

素涪首次发现小 鼠LHS对脑GABA—T的抑 

制作用，这种抑制作用在一定范围内与LHS 

体积成线性关系，抑制物经55℃热处理和饱 

和硫酸铵分段盐析，Sephadex G一150层析 

洗脱在前段，提示其分子量较大 ，与Ferenc[ 

报道的肝 昏迷家兔血清中分子置低于25，000 

遭尔顿的抑制物不同 j。研究该抑制物在肝 

昏迷发生中是否发挥了作用以及如何作用就 

很有必要，或许 (1)严重】扦损害使该抑制物 

入血，加 之血脑屏障通透性的改变使原来不 

能通过它 的通过某种特异的转运 系 统 进 入 

脑j(2)严重肝损害使该抑制物释放入血后 

降解为仍保 留抑制作用的较，J、分子物质，一血 

脑屏障通透性的改变使其进入脑，值得进一 

步研 究。 

参 考 文 献 

[1] Schafer D F，et a1．Lancet I982；2：18 

[2] Ferenci P，et a1．Hepatology i980； 

507 

[3] F~renci P，“ a1．J．Neurochem．1 884； 

42l1487 

【4] Wheat R W ，et a1． Biochemical pf· 

eparafion 1963；vo1．!O：52 

[5] W hite H L，et a1． J． Neurochem． 

1878； 31：4l 

C 8] Bradford M M．Ana1．Biochem．1976； 

72：248 

[7] Hall z W．et at． J． Nearochem． 

19G ： I ：45 

[8] Jones E A．Postgrad．Med．J．1983； 

59(Supple 4)； 

[9】 Sch~fer D F，et a1． Gastroenter01o· 

gY 1980； 78：I 320 

￡l 0] Sehafer D F，et a1．Gastroenterology 

1880； 79}1123 

[11] Zeneroli M L，et a1．J．Neurochem． 

1982； 38：I219 

【12】 SchMer D F．et a1．Gastroenterology 

I980； 79}l052 

【l 3] Schafer D F，et a1．Proc．Soc．Exp． 

Bio1
．

M ed
．
1081； j671 301 

【14】 Livingstone A S，et a1． Gastroente。 

rology 1 977； 73}6盯 

[1 Horowitz M，et a1．Pediatg．Res．1981； 

15}7O6 

[16] Horowitz M．et a1． Ga stroe~ierologg 

1a83： 84=1003 ， 

[i7] Za蛆 AEO．et al H：pato~ogy 1954；4~$59 

8】 李情，王征泰．重庆医科大学学报 198 f 18 

(1)i 

【19】 曾昭淳，王征泰．重庆医学院学报 198 增 

刊：27 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 198睥 第“卷第 4期 

长角血蜱、亚洲璃眼蜱和残缘璃眼蜱 

同 功 酶 的 研 究 

寄生虫学教研室 

第 二 医 院 

裘明华 

周友 梅 刺 军 

刺连珠” 

摄 l 本文首敬报道三种硬蜱不同发育期的同功酶酶谱研究． 

长角血蜱雌，雄虫，若虫和幼虫：苹果酶脱氢酶同功酶分别显示6，5， 

别显示5，5，6和8条酶带．乳酸脱氢酶同功酶分别显示2，3、2和2条酶带． 

亚洲璃眼蜱雌、雄虫、幼虫和卵：苹果酸脱氢酶同功酶分县 显示3，3、 

别显示e，6、e和3条酶带。乳酸脱氢酶同功酶分别显示2、 ，2和2条酶带． 

5和4条酶带．醑酶同功酶分 

5和9条酶带．酯酶同功酶分 

残缘璃眼蜱卵 苹果酸脱氢酶同功酶显示 8条酶带．酯酶同功酶显示5条酶带．乳薄脱氢酶同功酶 

显示 2条酶带 

关麓诃 长角血蜱，亚洲璃眼蜱；残缴璃眼蜱，苹果酸脱氢酶，酯酶；乳酸脱氢酶，同功酶 

我们对硬蜱科二属三种硬蜱——长角血 

掉(Haemaphy,mlis ton#corn,s Neumunn)． 

亚洲璃眼蜱(J fom 口asiaticum asia'tlcum 

Sdmlze．．＆ Schlottke和残缘璃眼蜱 (Hylom· 

。 现在浙江医科大学 

” 第三军医大学 

S UDIEs ON GABA AND ITS INHIBITOR 

IN MICE W ITH HEPATIC ENCEPHALOPATHY 

Jiang Xiaoqlu 

(Department of Biochemistry) 

Th．{GABA-T activities of mice brain．1iver and kidney weFe determined by the modified 

labeled"C-GABA meH10d．‘and the method has been proved sensitive and[easible． 

Hepatic eneephalopat in galactosamine—induced mice was associated with a marked 

~[ec~'ease of GABA-T 'activity of liver The inhibition of brain GABA—T activity by the LHS 

of normal mi口e was demonstrated for the first time
．

After heat denaturation at 55℃ and amino。 

nium sulfate fractionadon．the elution pattern of Sephadex G一150 gel filtration showed the 

Inhibitory activity localized just behind the exclusive volume． These findings indicate a 

decrease of GABA catabolism i丑liver in s~vere liver injury．and there is a kind of GABA— 

T inhibitor in LHS with rather big molecut'ar weight
． 

KEY W ORDS GAB．A,-T： GABA—T inhibitor；GABA： Hepatic encephalopathy 

一 8o· 
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