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胆红素主要转运子 Mrp2在大鼠梗阻性黄疸肝脏中的表达及意义

陈应果 ,别　平 ,祝建勇　　(第三军医大学西南医院全军肝胆外科研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究梗阻性黄疸大鼠肝细胞毛细胆管面排泄胆红素的转运蛋白Mrp2的改变。方法　采用 RT-PCR和

免疫荧光技术测得肝细胞Mrp2 基因的转录和蛋白表达水平 , 并与血清胆红素和肿瘤坏死因子-α作相关分析。 结果　大

鼠胆总管结扎术后 ,Mrp2 基因的转录和蛋白表达明显降低。并与血清胆红素和 TNF-α等存在线性负相关。结论　梗阻性

黄疸大鼠其胆红素主要转运子Mrp2 在转录和蛋白表达水平明显降低 , 可能是由 TNF-α等炎症介质的高表达引起的。Mrp2

基因的转录和蛋白表达降低 ,肝细胞对胆红素的排泄障碍 ,导致或进一步加重机体的高胆红素血症。
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Expression of bilirubin transporter Mrp2 in liver of obstructive jaundice rats and the

significance
CHEN Ying-guo , BIE Ping , ZHU Jian-yong(Department of Hepatobiliary Surgery , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,
Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the changes of transport protein Mrp2 excreting bilirubin across the canalicular
membrane in obstructive jaundice rats.Methods　The Mrp2 transcription and protein levels of hepatocytes was mea-
sured by RT-PCR and immunofluorescence microscopy in obstructive jaundice rats.A correlation analysis of the tran-

scription and protein levels with TNF-αand serum bilirubin was conducted.Results　The Mrp2 transcription and
protein levels were significantly lower in hepatocytes following bile duct obstruction and negatively correlated with

TNF-αand bilirubin in rat serum.Conclusion　Overexpression of inflammatory factor TNF-αmay cause downregula-
tion of transcription and protein levels of Mrp2 gene in obstructive jaundice rats.Bilirubin secretion across canalicular

membrane can be inhibited.These may lead to or exaggerate hyperbilirubinemia.
　　Key words:Mrp2;bilirubin;TNF-α

　　梗阻性黄疸(obstructive jaundice)是临床上常见的
病症。胆汁肝肠流向的中断 ,可引起复杂而严重的病

理生理改变 ,是导致梗阻性黄疸患者高并发症和高病

死率的主要原因。多药耐药相关蛋白 2(multidrug re-
sistance associated protein-2 , Mrp2)主要在肝细胞表达 ,

排他性地定位于毛细胆管面 ,负责胆红素和其它胆汁
成分的排泄。先天或后天因素导致其缺陷可引起高胆

红素血症和胆汁流的障碍 。但胆道梗阻时 Mrp2表达

改变的机制仍有待进一步阐明 。

　　实验拟采用 RT-PCR和免疫荧光技术研究在梗阻
性黄疸大鼠肝细胞Mrp2基因的转录和蛋白表达水平。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　Tripure 试剂(Sigma Company , 美国), RT-PCR 试剂盒(Pro-

mega Company ,美国),MRP2 一抗(兔抗鼠 Mrp2 多克隆抗体血清
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EAG15 ,由德国 Keppler 教授馈赠 , 免疫荧光检查时稀释为 1 

200), FITC 山羊抗兔荧光二抗(武汉博士德), TNF-α放免试剂盒

(解放军总医院), DEPC 水(武汉博士德), APES 防脱片剂(北京

中山生物试剂公司), 丙酮异丙醇 , 氯仿 , Tris-HCl等(重庆医药

化学试剂公司),正常山羊血清(武汉博士德), 琼脂糖(北京中

山生物试剂公司), TAE 缓冲液(北京中山生物试剂公司),MRP2

扩增的上 、下游引物和内参照 GAPDH 扩增的上 、下游引物(上

海基康公司合成)。

1.2　实验动物分组及模型制作
　　实验动物 ,健康雄性 Wistar大鼠(第三军医大学实验动物

中心提供),体质量 200～ 250 g ,共 48 只。数字表法随机分为 2

组 ,每组 24 只。 ①SHAM 组(假手术组);② CBDL组(胆总管结

扎组)。观察时相点为术后 1、3、7 和 14 d。每一时相点大鼠为

6 只。

　　手术模型制作:SHAM 组:乙醚麻醉成功后 , 正中切口入腹 ,

解剖肝蒂 , 游离胆总管 , 但不结扎 , 关腹。 CBDL 组:按照文献

[ 1]方法 ,乙醚麻醉成功后 , 正中切口入腹 ,解剖肝蒂 , 游离胆总

管 ,近十二指肠系膜处 8-0 尼龙线双重结扎胆总管 , 在结扎线间

切断胆总管制成胆道梗阻模型 ,关腹。

1.3　观察指标和方法
1.3.1　肝组织Mrp2 转运蛋白免疫荧光显微镜检查　　组织
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的处理 , 各时相点液氮保存的肝脏标本行冰冻切片 , 室温放置

30 min 后 , -20 ℃丙酮固定 10 min , 风干 , 然后用 PBS 冲洗 , 5

min×3次。检查步骤:①先封闭 , 用正常山羊血清-PBS 稀释液

室温孵育 20 min , 倾去血清 , 勿洗 , 置于室温编号入湿盒;②加

封闭液稀释的一抗 , 4℃过夜;③未结合的抗体用 0.01 mol L pH

7.2的 PBS 轻震荡洗涤 , 10 min×2 次;④以下步骤注意避光 , 加

封闭液稀释的二抗 ,室温下孵育 30 ～ 60 min;PBS 洗涤 , 最后用

蒸馏水洗 1次 , 风干;⑤甘油-PBS 封片 , 镜检。

1.3.2　肝组织Mrp2 基因的 RT-PCR逆转录扩增　　①总 RNA

的提取按 Tripure试剂盒说明书进行 。 ②RT-PCR逆转录扩增按

PROMEGA 试剂说明书进行。

　　Mrp2逆转录扩增的上 、下游引物序列如下:

　　Sense Primer:5′-AAGGTCGGCATIGTIGGGCGGA-3′(base 4 160～ 4 181)

　　Anti-sense Primer:5′-AGCTGICGCTGCCCIACICT-3′(base 4 506～ 4 487)

　　预计逆转录扩增产物大小为 347 bp。

　　GAPDH 逆转录扩增的上 、下游引物序列如下:

　　Sense primer:5′-CCATCACCATCTTCCAGGAG-3′

　　Anti-sense primer:5′-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3′

　　预计逆转录扩增产物大小为 576 bp。

　　①RT-PCR反应的各成分:AMV TfL5×反应 Buffer 10 μl 、核

苷酸混合物 1 μl 、上 、下游引物各 50 pmol L、25 mmol L MgSO4 2

μl、AMV 逆转录酶 1μl 、TflDNA 多聚酶 1 μl、总 RNA 1pg-1 μg , 最

后加去 RNA酶水到 50 μl。 ②RT-PCR反应的条件:按 48 ℃ 45

min , 94 ℃2 min。94 ℃45 s , 60 ℃ 45 s , 72 ℃1.5 s , 循环40次。

72 ℃7 min , 4 ℃温育。 ③扩增产物电泳。 ④凝胶成像。

1.3.3　放射免疫法测肝组织匀浆 TNF-α　　取各时相点液氮

保存之肝组织 ,按试剂盒说明书在 FT-608放免测定仪上测定。

利用均相竞争抑制原理 ,采用饱和法测定待测物的含量。

1.3.4　肝功能的测定　　各时相点的血清统一送本院检验科

测定血清白蛋白 、总胆红素(TBil)、直接胆红素(DBil)。

1.4　统计学处理
　　利用 SPSS 10.0 统计软件行方差分析及均数间多重比较;

Mrp2与 TNFα、Tbil指标间作相关分析。

2　结果

2.1　肝功能变化
　　大鼠胆总管结扎术后肉眼符合梗阻性黄疸改变 , 皮肤黄

染 、尿色深黄。 SHAM组术后肝功能各项指标无明显变化;CB-

DL组术后Tbil、Dbil逐渐增高 , Alb降低。第 7 天 Tbil 、Dbil达峰

值 , 14 d Tbil 、Dbil与 7 d相比有所降低(表 1)。

表 1　CBDL术后肝功能的变化( x±s)

Tab 1　Liver function of rats following CBDL( x±s)

Group PST Tbil(μmol L) Dbil(μmo l L) ALB(g L)

SHAM PST01 6.40±1.35 2.73±0.84 53.25±6.01

PST03 5.54±1.13 2.61±0.75 55.24±4.07

PST07 5.85±1.15 2.67±0.97 56.37±5.54

PST14 5.50±1.04 2.63±0.81 59.37±5.54

CBDL PST01 72.09 ±15.34＊＊ 58.12 ±11.98＊＊ 51.23±7.02

PST03 143.01±11.01＊＊ 109.21±13.02＊＊ 45.34±5.04＊＊

PST07 187.49±19.06＊＊ 148.10±14.79＊＊ 40.59±5.62＊＊

PST14 116.51±12.29＊＊ 85.78±7.12＊＊ 29.31±4.14＊＊

F 267.600 365.732 18.822

P 0.000 0.000 0.000
　

#:P<0.05, ＊＊:P<0.01, vs SHAM group;PST:postoperative days

2.2　肝组织匀浆TNF-α的变化
　　如表 2 所示 , SHAM 组术后 3、7、14 d 肝组织匀浆 TNF-α的

水平与术前相比无明显改变。CBDL组术后 , 肝组织匀浆 TNF-α

逐渐增高 , 7 d 即明显增高 , 14 d 约为对照组的 7～ 8 倍。

表 2　肝组织匀浆 TNF-α的变化(ng g liver tissue ,  x±s)

Tab 2　Changes of TNF-αlevel in homogenate liver tissue(ng g

liver tissue ,  x±s)

Group PST01 PST03 PST07 PST14

SHAM 1.030±0.174 0.951±0.134 0.892±0.216 0.924±0.147

CBDL 1.040±0.587 1.458±0.874＊＊4.147±0.513＊＊ 6.261±0.876＊＊

F=15.636 , P=0.000;＊＊:P<0.01 , vs SHAM group

2.3　肝组织Mrp2转运蛋白的免疫荧光显微镜检查

　　免疫荧光染色结果显示Mrp2 特异性定位于肝细胞膜的毛

细胆管面(图 1), SHAM组中Mrp2 的荧光染色强 ,呈线条形勾勒

出毛细胆管轮廓(图 1A);CBDL组术后1 d Mrp2 变化不明显(图

1B);3 d时线性荧光染色强度有所减弱(图 1C);7 d 时荧光染色

明显减弱 , 线条形特征消失 , 而呈点状分布于毛细胆管周围区

域 ,且定位较弥散(图 1D);14 d时未见特异性荧光染色。

A:Normal rats;B, C and D:1 , 3 and 7 d after CBDL

图 1　CBDL术后肝组织 Mrp2转运蛋白的变化　(×400)

Fig 1　Changes of Mrp2 level in liver tissues of CBDL rats　(×400)

2.4　肝组织Mrp2基因的 RT-PCR逆转录扩增
　　Mrp2mRNA 经过逆转录和 PCR扩增 , 扩增产物行电泳其结

果(图 2),扩增产物为 347 bp , CBDL组术后 , 肝细胞 Mrp2 基因

表达逐渐降低 , 1 d 就有明显差异 , 7 d 基本消失。
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1:Marker;2-5:1, 3 , 7 and 14 d after CBDL;6:Normal

图 2　胆道梗阻术后 Mrp2基因的表达变化

Fig 2　Changes of Mrp2 gene expression in liver tissues of CBDL rats

2.5　肝组织Mrp2的表达与TNF-α、Tbil的相关性检验
　　肝组织Mrp2基因的表达与 TNF-α存在负相关, r=-0.906 4

(P<0.05);与血清总胆红素存在负相关 , r=-0.889 7(P<0.05)。

3　讨论

　　肝细胞毛细胆管面的排泄是内源性和异种物质从

哺乳动物器官中消除的决定性步骤。在肝细胞中的转
移酶催化这些物质与谷胱甘肽 ,葡萄糖酸和硫酸结合形

成双亲阴离子结合物 ,这些结合物排泄到胆汁中由需
ATP 的结合物输出泵(Mrp2)负责。实验研究表明胆总

管结扎术后胆红素明显上升 ,7 d达峰值 ,相关性检验发
现Mrp2基因的表达水平与血清总胆红素存在负相关

性 ,这进一步证实了Mrp2作为胆红素排泄的主要转运

子
[ 2 ～ 4]

。在人类Mrp2的缺乏是 Dubin-Johnson综合征的

病因
[ 5 ～ 7]

。Mrp2基因编码的蛋白作为胆汁流的重要推
动力 ,结合物输出泵(Mrp2)的表达下调将导致胆汁流障
碍(胆汁淤积)

[ 5]
。因此从临床角度出发 ,了解胆汁淤积

时胆红素转运障碍的分子机制和促进Mrp2基因表达的

方案具有重要的理论意义和临床实用价值。

　　本组实验研究表明胆总管结扎术后肝细胞毛细胆
管面的Mrp2 mRNA水平和蛋白水平逐渐下降 ,第 3天

就十分显著 ,7 d基本消失 。这与国外的研究提示在内
毒素 、雌激素诱导以及胆总管结扎建立的肝内 、肝外性

郁胆大鼠模型中均表明Mrp2在转录水平 、蛋白表达以
及膜上分布都有明显下调是一致的 。
　　梗阻性黄疸大鼠机体中TNF-α升高的原因是胆汁

胆肠流向的中断可导致肠道菌群失调 ,肠粘膜屏障受
损 ,Kupffer细胞吞噬功能下降 ,内毒素的产生和吸收

增多 ,刺激肝内 Kupffer细胞 、胆管上皮细胞 、中央静脉
内皮细胞等产生 、释放大量的 IL-1 、IL-6 、TNF-α等炎症

介质
[ 8 , 9]
, 导致全身炎性反应和机体高分解代谢状

态
[ 10]
。血浆中 TNF-α水平影响因素较多 ,波动很大;

而肝组织匀浆的胆 TNF-α水平可较为准确的反映机体
内毒素的吸收和炎症介质的释放 ,实验中检测肝组织
TNF-α水平表明 ,在胆道梗阻时显著增高 ,并随着黄疸

程度的加深而进一步升高 。同时证实了肝组织匀浆
TNF-α水平与 Mrp2 基因的表达存在负相关 。提示梗

阻性黄疸时 TNF-α异常高表达可能降低Mrp2基因的

表达。已有实验研究证实Mrp2基因启动子有视黄醛

反应元件 ,炎症介质如白细胞介素-1β 可下调它
[ 8 , 11]
。

IL-1β 、肿瘤坏死因子-α和白细胞介素-6(interleukin-6 ,
IL-6)等炎症因子的过量表达 、释放 ,通过抑制Mrp2基因

启动子的视黄醛反应元件 ,肝细胞毛细胆管面的 Mrp2

表达下降 ,胆红素及其它胆汁成分排泄发生障碍 ,在梗

阻基础上进一步加重胆汁淤积 ,使病情急剧恶化。
　　因此Mrp2作为肝细胞毛细胆管面上的转运子 ,主
要负责胆红素和其它胆汁成分的排泄 ,如果由于先天

和后天原因导致其表达或功能受损将引起胆红素排泄

障碍 ,而胆红素排泄障碍又引起一系列的变化如营养

障碍 ,高胆红素血症 ,细胞内胆盐蓄积 ,炎症介质过量
释放 ,抑制Mrp2基因的表达 ,从而进一步加重胆汁淤

积 ,造成恶性循环。阻断这一恶性循环对那些梗阻已
解除而黄疸难以消退 ,甚至上升的危重病人有极为现

实的临床意义。
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