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Abstract
AIM: To study the permeability of the blood brain barrier
(BBB) in a mouse model of acute liver necrosis.

METHODS: Male Balb/c mice were divided into 4 groups.
In one group, mice were intraperitoneal of lipopolysaccharide
(LPS, 10 µg/kg) with D-galactosamine (GalN, 800 mg/kg) to
induce acute liver necrosis. Other groups were controls.
Serum levels of alanine transaminase (ALT) were deter-
mined and the liver tissues were fixed for histopathological
analysis. The permeability of BBB in mice was investigated
with Evans blue (EB).

RESULTS: The serum levels of ALT were increased mildly
in mice, which were administration of LPS or GalN alone.
And no animals died. But the levels of ALT began to in-
crease at 6 hours (41.89±14.57 µat/L), and reached a
maximal level at 12 hours (170.30±16.13 µat/L) after in-
jection with both LPS and GalN. Mice began to die at 6
hours, and at 9 hours after injection, the rate of lethality
reached an extremely high level of 66.6%. The liver be-
came massive or submassive necrosis. The concentration
of EB in brain was significantly increased in ALF models
compared with other groups.

CONCLUSION: The permeability of BBB is increased in
acute liver necrosis model. It may be the mechanism of
the brain edema.

Lu S, Song HL, Wang JY, Liu P. Blood brain barrier permeability in
acute liver necrosis of mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(6):
1346-1348

摘要

目的: 探讨急性肝坏死动物血脑屏障通透性异常改变.

方法: 将280只 Balb/c小鼠分为4组 应用内毒素(LPS

10 µg/kg)和 D-氨基半乳糖(GalN 800 mg/kg)联合 ip
建立急性肝坏死小鼠模型. 并检测血清ALT 观察肝脏组

织病理学变化 利用伊文思蓝研究小鼠血脑屏障通透性的

改变情况.

结果: 单独应用LPS或GalN仅使血清ALT轻度升高 动

物无死亡. 而联合应用后ALT则从6 h开始明显升高(41.89

14.57 µkat/L) 到 12h 达高峰(170.30 16.13 µkat/L)
较其他各组均有显著性差异(P <0.01). 动物从6 h开始死

亡 9 h达高峰 总死亡率达66.6%. 肝脏HE 染色可见

大块或亚大块出血性坏死 而其他组仅见单个或灶状肝细

胞坏死 部分细胞脂肪变性. 并且脑组织EB含量在各时间

点均较其他组明显升高.

结论: 在急性肝坏死动物中存在血脑屏障通透性异常增加的

改变 可能是引起脑水肿发生的重要机制.
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0   引言

急性肝衰竭(acute liver failure ALF)的死亡率很高

其中50-80%的患者死于脑水肿引起的颅高压[1]. 脑水肿

包括细胞毒性和血管源性脑水肿 后者以血脑屏障

(blood-brain barrier BBB)通透性的改变为主要原因.

我们应用伊文思蓝(Evens blue EB)体内注射后检测急

性肝坏死动物脑组织中含量 观察其血脑屏障通透性

改变.

1   材料和方法

1.1 材料  Balb/c 小鼠 280 只 6-8 周龄 体质量

18-22 g 由中国医科大学动物中心提供. D-氨基半乳

糖(D- galactosamine GalN)由北京药物研究所提供 LPS

(E.coli O127:B8)购自 Sigma公司 伊文思蓝(EB)购自

Fluka公司 甲酰胺为分析纯. 小鼠随机分为4组. 1组

(生理盐水对照组)50 只 2组(LPS对照组)50 只 3组

(GalN对照组)50只 4组(肝坏死组: GalN+LPS)130只. 各

组分 5 个时间点(2 6 9 12 24 h) 每个时间点



10 只小鼠. GalN 800 mg/kg LPS 10 µg/kg 均为 ip
生理盐水为相同体积 ip 20 g/L EB (2 mg/kg)于处死动

物前2 h尾静脉注射.每时间点动物中5只检测EB含量

另5只留血及肝脏组织标本待检.

1.2 方法  血脑屏障通透性的检测首先建立标准曲线. 取

EB10 mg溶于100 mL生理盐水中 取0.1 mL加入1.9 mL

甲酰胺中 混匀作为第1管 从中取0.1 mL加入1.9 mL

甲酰胺中混匀作为第2管 再从中取1 mL加入 1 mL

甲酰胺中混匀作为第3管 以此类推共做6管 其浓度

分别为5 mg/L 0.25 mg/L 0.125 mg/L 0.0 625 mg/L

0.0 313 mg/L 0.0 156 mg/L 37 水浴 48 h 于紫

外分光光度仪上(波长632 nm)进行比色 蒸馏水作空白

对照 制作出标准曲线.动物注射EB 2 h 后 迅速断

头. 为清除血液中染料 向左心室灌注生理盐水 直

至右心室流出透明液体为止. 取脑称重 加入3 mL甲

酰胺 37 水浴 48 h 1 500 r/min 离心 取上清于

波长632 nm进行比色 根据标准曲线计算出EB含量

结果以ng/g表示. 每组各时间点另5只小鼠 摘眼球取

血 分离血清 立即行血清谷丙转氨酶(ALT)测定. 将

处死的小鼠肝脏迅速置于40 g/L甲醛中固定 石蜡包

埋 HE 染色 观察肝脏病理形态变化.

       统计学处理  ALT EB含量均以mean±SD表示
使用SPSS10.0进行方差分析比较.

2   结果

第4组小鼠联合注射后 逐渐出现懒动 摄水和觅食

动作减少 皮毛松散 最后行动减慢 甚至抽搐 并于

注射后6 h开始死亡(18/120) 到 9 h达高峰(72/120)

12 h以后存活下来的小鼠没有再死亡者 总死亡率可达

66.6%(80/120). 而其他3组无动物死亡. 因此各实验指标

的测定均截止至12 h为止.

2.1 肝脏组织病理形态学  第1组小鼠肝组织呈现清楚

的肝小叶结构 肝小叶以中央静脉为轴 肝索呈放射状

排列 肝细胞完整 肝血窦清晰(图 1A). 第 2 组肝脏

仅有轻度肝细胞水肿 或脂肪变性 无明显肝细胞坏死

(图1B). 第 3组于9 h可见有单个肝细胞坏死(图1C). 第

4 组 2 h 时也无明显变化 但随时间的延长 逐渐出

现点状坏死或灶状坏死 6 h时有桥接坏死. 到 9 h时

病变最重 表现为肉眼可见肝脏体积明显增大 呈酱紫

颜色 HE染色呈肝细胞大块或亚大块坏死 肝小叶结

构紊乱 肝索消失 肝血窦或间质内出血较重(图1D).

2.2 血清ALT变化  第2组小鼠ALT在各个时间点无明显

变化 第3组ALT仅于9 h有轻度升高(1.84 0.04 µkat/L).
第4组小鼠ALT于6 h开始明显升高(41.89 14.57 µkat/L)
9 h达(103.94 15.21 µkat/L) 于 12 h达高峰(170.30
16.13 µkat/L). 各时间点较其他各组均有显著性差异
(P <0.01 图 2).

2.3 脑组织EB含量  第4组小鼠于注射2 h后 EB含

量开始明显增高 各时间点较其他对照组均有显著性

差异 组内各时间点之间无显著性差异(P >0.05 表1).

图1  小鼠肝脏病理HE染色. A: 第 1组: 肝小叶结构清楚, 肝细胞完整,
肝血窦清晰 ×100; B: 第2组: 肝细胞脂肪变性 轻度肝细胞水肿 ×400;
C: 第 3组: 单个肝细胞坏死, 局部炎性细胞浸润 ×400; D: 第 4组: 肝细
胞大块或亚大块坏死 ×100.

图 2  各组小鼠不同时间血清ALT水平.

表1  急性肝坏死小鼠脑组织EB含量(ng/g,mean±SD)

 分组    2 h                  6 h                 9 h                12 h

1 (盐水对照)        624±227           582±217         594±284          612±325

2 (LPS对照)      1 168±350        1 063±259       1 312±125          931±317

3 (GalN对照)    1 252±136        1 113±208          870±276       1 198±203

4 (肝坏死)          2 144±207bde      2 064±328bde       2 271±284bdf      1 862±206bce

aP <0.05, bP< 0.01vs 1组, cP <0.05, dP <0.01 vs 2组, eP <0.05, fP <0.01 vs 3组.
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3   讨论

脑水肿是ALF的严重并发症和致死原因之一[1-3] 许多

研究证实细胞毒性和血管源性脑水肿机制都参与了

ALF时脑水肿的形成[4-5]. BBB是中枢神经系统中重要的

解剖结构 他可限制血液循环中某些物质进入 从而维

持中枢神经系统内环境的稳定[6-7]. 我们应用LPS和GalN

联合注射建立急性肝坏死动物模型[8-10] 研究BBB异

常改变. 通过生化检测谷丙转氨酶(ALT) 发现6 h ALT

出现明显升高 于12 h 可达 170.30 16.13 µkat/L
较对照组有显著性差异(P <0.01). 组织学检查: 6 h出现桥

接样坏死 9 h出现出血性大片肝坏死 其病理改变类

似重型肝炎. 而单独使用LPS或GalN仅引起ALT轻度升

高 HE染色仅见轻度的肝细胞损伤. 这是由于肝细胞在

遭受损伤因子的刺激时可产生保护性蛋白 GalN可特异

性消耗尿嘧啶核苷 影响肝细胞核酸代谢 从而抑制保

护性蛋白的合成 增加肝细胞对LPS的敏感性 二者联

合应用造成了已致敏的肝细胞发生大片坏死.

      我们利用伊文思蓝(EB)与血清白蛋白有高度亲和

力 只有BBB破坏后 才能通过受损的BBB进入脑组

织的特点 测定急性肝坏死的小鼠脑组织中EB 的含

量 以反映BBB开放的程度[11-12]. 结果在急性肝坏死组

的小鼠脑组织EB含量从2 h开始明显升高 较对照组

有显著性差异 表明在实验性急性肝坏死动物模型中

确实存在BBB通透性增高. 但是 在出现脑组织EB含

量明显增加的2 h 急性肝坏死组的小鼠肝脏内未发现

大片肝细胞坏死 说明在实验动物发生大片肝细胞坏

死前已存在BBB通透性增高 提示引起肝坏死发生的

某些因子可能参与BBB通透性增高.

        BBB通透性的改变主要是通过内皮细胞的损伤 紧

密连接的开放 小泡转运的增强 星形胶质细胞的肿

胀来实现的[13-18]. ALF时机体发生BBB损伤是由多种因

素共同作用的结果.目前ALF时BBB改变的机制仍不清

楚 其中内毒素和细胞因子与BBB通透性的关系是现

在的研究热点. 由于肝脏重度损伤 造成 (1)肠道内毒素

产生和吸收增多; (2)门体循环短路 使血中内毒素逃避

肝Kupffer 细胞的吞噬与清除 使内毒素血症加重; (3)

肝细胞大量坏死 肝Kupffer细胞也严重受损 使其吞

噬能力受抑制 导致对内毒素的清除能力下降 因此

ALF时常伴有内毒素血症[19]. 内毒素诱发肝硬化大鼠发

生肝性脑病时BBB超微结构有明显改变[20]. 我们LPS单

独注射组动物未发现BBB通透性增高现象 提示在我

们建立的肝坏死动物模型中存在着LPS诱生的第二因

子参与BBB通透性增高的形成. 有研究报告LPS可以刺

激TNF-α生成[21-22] 而TNF-α可以使BBB通透性增
加. 临床研究也证实重症肝炎患者血中TNF-α明显增
高. 因此 TNF-α可能是急性肝坏死发生BBB通透性
异常增高的重要因子.

       ALF时机体各系统的变化是复杂的 进一步引起

BBB的破坏甚至是脑水肿的机制更是复杂的 其中血

氨水平的变化 缺氧以及各种免疫递质的作用 还有

待今后更进一步深入研究.
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