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胃肠外营养相关性胆汁淤积症早产儿
血 MDR3 基因 mRNA 表达
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［摘要］　目的　研究 MDR3 基因表达与早产儿胃肠外营养相关性胆汁淤积症（PNAC）发病的相关性。

方法　将 2011 年 6 月至 2017 年 11 月收治的行胃肠外营养超过 14 d 且未合并 PNAC 的早产儿 80 例为非 PNAC 组，

患有 PNAC 的早产儿 76 例为 PNAC 组，所有研究对象均分别于生后 1、14、30、60、90 d 动态观察血清肝胆生化（丙

氨酸氨基转移酶、总胆红素、直接胆红素、总胆汁酸和 γ- 谷氨酰转肽酶）及纤维化指标（透明质酸、层黏连蛋白、

Ⅲ型前胶原 N 端肽、Ⅳ型胶原）变化，以及临床表现；采用实时荧光定量 PCR 法检测两组 MDR3 mRNA 水平的

相对表达量；分析 MDR3 mRNA 表达水平与血清肝胆生化指标的相关性。结果　PNAC 组早产儿血清肝胆生化

及纤维化指标水平在生后 14 d 上升，至生后 30 d 达最高峰，生后 60 d 下降，且 PNAC 组生后第 14、30、60、

90 天的血清肝胆生化及纤维化指标均高于非 PNAC 组（P<0.05）。PNAC 组早产儿外周血细胞 MDR3 mRNA 的

相对表达水平高于非 PNAC 组（P<0.05）。PNAC 组患儿外周血细胞 MDR3 mRNA 的相对表达量与血清肝胆生

化指标水平（丙氨酸氨基转移酶、总胆红素、直接胆红素、总胆汁酸和 γ- 谷氨酰转肽酶）均呈负相关（P<0.001）。

结论　MDR3 mRNA 高表达可能与早产儿 PNAC 发病有关，但具体机制仍需进一步研究探讨。
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Abstract: Objective    To study the association between the expression of the MDR3 gene and the pathogenesis of 
parenteral nutrition-associated cholestasis (PNAC) in preterm infants. Methods    Among the preterm infants who were 
admitted to the hospital from June 2011 to November 2017 and received parenteral nutrition for more than 14 days, 80 
who did not develop PNAC were enrolled as non-PNAC group, and 76 who developed PNAC were enrolled as PNAC 
group. On days 1, 14, 30, 60 and 90 after birth, serum hepatobiliary biochemical parameters [alanine aminotransferase 
(ALT), total bilirubin (TBil), direct bilirubin (DBil), total bile acid (TBA) and gamma-glutamyl transpeptidase (γ-
GT)], fibrosis indices [hyaluronic acid, laminin, procollagen III N-terminal peptide and type IV collagen] and clinical 
manifestations were observed. Real-time quantitative PCR was used to measure the mRNA expression of MDR3 in both 
groups, and the correlation between the mRNA expression of MDR3 and serum hepatobiliary biochemical parameters 
was analyzed. Results    In the PNAC group, serum levels of hepatobiliary biochemical parameters and fibrosis indices 
increased on day 14 after birth and reached the peak on day 30 after birth, followed by a reduction on day 60 after birth. 
On days 14, 30, 60 and 90 after birth, the PNAC group had significantly higher serum levels of hepatobiliary biochemical 
parameters and fibrosis indices than the non-PNAC group (P<0.05). The PNAC group had higher relative mRNA 
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MDR3 蛋白是一种参与胆汁卵磷脂分泌的肝

毛细胆管膜转运蛋白，胆汁卵磷脂可以乳化胆盐、

胆固醇，防止胆固醇沉淀及胆盐损伤胆管上皮。编

码 MDR3 蛋白的 MDR3 基因的表达水平高低可影

响胆汁卵磷脂的浓度及作用强度。MDR3 的表达降

低会导致卵磷脂囊泡胆固醇分泌减少，也可以导致

胆管损伤、炎症，胆石沉积及其造成的肝损伤 [1]。

随着基因学的发展，越来越多的证据表明，部分成

人及婴儿的肝内胆汁淤积症出现 MDR3 基因 mRNA

表达下降，而且研究显示 MDR3 基因突变在肝内

胆汁淤积症的发病机制中发挥重要作用 [2-4]。近年

来随着新生儿抢救技术的不断提高，使得许多极

低、超低出生体重儿得以存活，其中胃肠外营养

（parenteral nutrition, PN）起到了关键性作用，大

大提高了早产儿的生存率，明显降低了病死率。

但由于早产儿的特殊生理、病理特征，PN 所致并

发症时有发生。PN 的并发症包括：败血症、代谢

不平衡、血栓栓塞及肝胆损伤等，其中 PN 相关性

胆汁淤积（parenteral nutrition associated cholestasis, 

PNAC）日益受到重视。至今 PNAC 的发病机制不

明确，其发病涉及因素考虑为：早产、低出生体

重、PN 持续时间长、禁食致缺乏胃肠道刺激、感

染、肠道细菌过度生长、细菌移位、全 PN 溶液的

营养成分失衡、微量元素缺乏及 PN 的有毒成分等，

引起肝脏损害，主要表现为肝细胞脂肪变性及胆

汁淤积。那么 MDR3 基因是否在早产儿 PNAC 的

发病中也起到重要的作用呢？本研究采用实时定

量逆转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）技术 [5] 检

测 PNAC 早产儿外周血细胞中 MDR3 mRNA 表达，

动态观察早产儿生化指标变化情况，以探讨 MDR3

基因与早产儿 PNAC 发病的相关性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

2011 年 6 月至 2017 年 11 月中山大学附属中

山医院收治的行 PN 超过 14 d 的早产儿共 755 例，

选 取 其 中 患 PNAC 的 早 产 儿 76 例 为 PNAC 组，

男 48 例， 女 28 例， 胎 龄 215±17 d，PN 应 用 时

间 23±5 d；采用随机数字表法从未出现 PNAC 的

679 例早产儿（男 407 例，女 272 例）中随机抽

取 80 例为非 PNAC 组，男 50 例，女 30 例，胎龄

217±18 d，PN 应用时间 22±6 d。两组胎龄、性别、

PN 应用时间等方面进行比较，差异均无统计学意

义（P>0.05）。本研究为前瞻性研究，已通过医院

伦理委员会审批，并且已告知患儿家长并获得家

属同意。

1.2　PNAC的诊断标准

PNAC 诊断标准参考文献 [6]，纳入标准为：早

产儿，PN 超过 2 周；临床主要表现为黄疸、肝脾

肿大、大便颜色变淡，严重者可出现白陶土样大便；

肝功能提示丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸

氨基转移酶、碱性磷酸酶、直接胆红素（DBil）、

总胆汁酸（TBA）升高，且血清 DBil 水平 >2 mg/dL

或 DBil 水平占总胆红素（TBil）>20%。

1.3　排除标准

研究对象均常规进行血培养，以及肝炎系列

病毒抗体 -IgM、巨细胞病毒、梅毒、细小病毒等

检测，排除甲型、乙型、丙型肝炎病毒及巨细胞病

毒等病毒感染；进行血常规、血糖、CRP、肝胆生

化指标等检查；出现胆汁淤积者行肝胆超声、放射

性核素肝胆显像（ECT）和胰肝胆的磁共振胆管成

像（MRCP）检查，排除肝外胆道闭锁、先天性胆

总管囊肿、胆管扩张、肿块压迫和血管瘤等外科疾

病引起的胆汁淤积性肝病；并除外希特林蛋白缺乏

症（citrin 缺陷）、半乳糖血症、酪氨酸血症等常

见遗传代谢性疾病引起的胆汁淤积性肝病。

1.4　肝胆生化指标及纤维化指标检测

所有研究对象分别于生后第 1 天、第 14 天、

第 30 天、第 60 天、第 90 天动态检测血清肝胆生

化指标，包括 ALT、γ- 谷氨酰胺转移酶（γ-GT）、

TBil、DBil、TBA；纤维化指标，包括透明质酸（HA）、

层黏连蛋白（LN）、Ⅲ型前胶原 N 端肽（PCIIINP）、

Ⅳ型胶原（IV-COL）。

expression of MDR3 in peripheral blood cells than the non-PNAC group (P<0.05). In the PNAC group, the relative 
mRNA expression of MDR3 in peripheral blood cells was negatively correlated with serum levels of hepatobiliary 
biochemical parameters (ALT, TBil, DBil, TBA and γ-GT) (P<0.001). Conclusions    High mRNA expression of MDR3 
in preterm infants may be associated with the development of PNAC, and further studies are needed to identify the 
mechanism.                                                                                              [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(2): 125-130]
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1.5　RT-qPCR法检测MDR3 mRNA表达

采 用 TRIzol 试 剂 盒（Invitrogen 公 司， 美

国）提取外周血标本总 RNA，然后使用 Nanodrop 

2000/2000c 分 光 光 度 计（Thermo 公 司， 美 国）

检 测 总 RNA 浓 度。 采 用 M-MLV 逆 转 录 试 剂 盒 

（Invitrogen 公司，美国）将提取的总 RNA 逆转录

为 cDNA。应用 MDR3 基因引物扩增，引物由美

国 Invitrogen 公司设计和合成，MDR3 上游引物：

5'-TGGCCCTGGTTGGAAGTAGTG-3'， 下 游 引 物：

5'-AGAAGGATCTTGGGGTTGCGAA-3'， 片 段 长 度 

391 bp；β-actin 上游引物：5'-AGTTGCGTTACACC-
CTTTCTTG-3'，下游引物：5'-CACCTTCACCGTTCC-
AG-3'，片段长度 149 bp。反应体系：2×SuperReal 

PreMix 10 μL，上下游引物（10 μmol/L）各 0.6 μL，

cDNA 模板 1.5 μL，RNase-free ddH2O 补至 20 μL。

PCR 反 应 条 件：95 ℃ 预 变 性 15 min；95 ℃ 变 性

10 s，61.4 ℃ 退 火 20 s，72 ℃ 延 伸 20 s，40 个 循

环。扩增产物行 2% 琼脂糖凝胶电泳，每个样本重

复反应 3 次，取平均 Ct 值作为每个样本的 Ct 值。

以 β-actin 作为内参基因行相对定量，MDR3 基因

为目的基因，计算各组外周血细胞中 MDR3 基因

的△△ Ct 值，△△ Ct=（Ct 目的基因 -Ct 内参基因）实验组 -

（Ct 目的基因 -Ct 内参基因）对照组，则目的基因的表达量

=2- △△ Ct。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 20.0 统计学软件对结果进行统计学

分析，计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用两独立样本 t 检验；计数资料采用

百分率（%）表示，两组间比较采用 χ2 检验；两

变量间关系的密切程度采用 Pearson 相关性分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　肝胆生化指标

比较 PNAC 组与非 PNAC 组在不同日龄的肝

胆生化指标，结果提示：PNAC 组与非 PNAC 组

在生后第 1 天的血清肝胆生化指标（ALT、TBil、

DBil、TBA、γ-GT）水平比较差异无统计学意义

（P>0.05），PNAC 组 在 生 后 第 14、30、60、

90 天的血清肝胆生化指标水平均高于非 PNAC 组

（P<0.05）（表 1）；PNAC 组中血清肝胆生化指

标水平在生后 14 d 上升，至生后 30 d 达最高峰，

生后 60 d 下降。

γ-GT (U/L) TBil (μmol/L)

第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天 第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天

23±7 22±8 23±6 25±9 23±8 18.1±3.5 61.5±11.4 30.3±6.8 34.1±6.8 25.8±6.8

21±6 44±17 88±19 59±32 48±22 18.8±2.4 99.6±12.9 139.9±20.6 109.1±19.5 66.1±12.9

1.731 10.310 29.231 9.275 9.730 1.443 19.639 45.103 32.468 25.793

>0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

DBil (μmol/L)

第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天

7.9±2.9 11.6±6.1 11.7±4.0 15.2±5.5 12.2±5.9

8.3±3.5 25.7±6.5 87.5±17.0 48.9±10.9 39.8±12.5

0.784 13.989 38.872 24.600 17.806

   >0.05    <0.05    <0.05    <0.05    <0.05

注：[ALT] 丙氨酸氨基转移酶；[TBA] 总胆汁酸；[γ-GT] γ- 谷
氨酰胺转移酶；[TBil] 总胆红素；[DBil] 直接胆红素。

表 1　PNAC组与非 PNAC组在不同日龄的血清肝胆生化指标水平的比较　（x±s）

组别 n
ALT (U/L) TBA (μmol/L)

第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天 第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天

非 PNAC 组 80 29±9 29±8 26±7 31±9 29±7 15±6 16±5 17±6 20±9 18±6

PNAC 组 76 30±9 50±13 132±34 79±40 45±23 14±5 40±16 96±24 68±23 51±24

t 值 1.246 11.875 27.490 10.458 6.113 1.380 33.180 28.412 17.220 12.115

P 值 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
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LN IV-COL

第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天 第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天

85±8 94±14 86±11 58±8 72±8 51±4 58±9 52±12 55±7 48±5

83±15 118±25 238±40 160±23 151±30 52±8 81±18 209±30 194±27 147±30

0.870 7.329 32.829 35.825 23.187 0.909 10.668 43.232 43.956 59.532

>0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

 注：[HA] 透明质酸；[LN] 层黏连蛋白；[PCIIINP] Ⅲ型前胶原 N 端肽；[IV-COL] Ⅳ型胶原。

表 2　PNAC组与非 PNAC组在不同日龄的血清纤维化指标水平的比较　（x±s，ng/mL）

组别 n
HA PCIIINP

第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天 第 1 天 第 14 天 第 30 天 第 60 天 第 90 天

非 PNAC 组 80 27.9±2.8 31.8±4.8 45.5±11.3 29±4.1 28.7±3.2 14.0±1.4 16.0±2.8 23.0±5.8 14.9±3.5 14.5±1.9

PNAC 组 76 27.0±5.1 57.8±12.5 133.8±20 106.7±15.2 74.6±5.8 13.2±2.9 28.9±8.4 62.7±13.8 53.5±8.2 37.8±7.4

t 值 1.385 18.440 17.079 44.147 62.027 1.979 13.030 23.704 40.377 27.315

P 值 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

表 3　PNAC 组外周血MDR3 mRNA 相对表达量与生后

第 30天血清肝胆生化指标相关分析结果

项目 相关系数 (r) P 值

ALT -0.857 <0.001

TBil -0.655 <0.001

DBil -0.673 <0.001

TBA -0.558 <0.001

γ-GT -0.742 <0.001

注：[ALT] 丙氨酸氨基转移酶；[TBil] 总胆红素；[DBil] 直接
胆红素；[TBA] 总胆汁酸；[γ-GT] γ- 谷氨酰胺转移酶。

2.2　纤维化指标

比较 PNAC 组与非 PNAC 组在不同日龄的血

清纤维化指标（HA、LN、PCIIINP、IV-COL）水

平，结果提示：生后第 1 天的血清纤维化指标水

平在 PNAC 组与非 PNAC 组间比较差异均无统计

学意义（P>0.05），生后第 14、30、60、90 天的

血清纤维化指标水平在 PNAC 组明显高于非 PNAC

组（P<0.05）（表 2）。PNAC 组中血清纤维化指

标水平在生后 14 d 上升，生后 30 d 达最高峰，生

后 60 d 下降。

2.3　PNAC组和非PNAC组外周血MDR3 mRNA

表达变化

PNAC 组外周血细胞中 MDR3 mRNA 的相对

定量表达水平（2.7±1.6）高于非 PNAC 组（1.0±0.6，

t=8.783，P<0.05）。

2.4　PNAC 组外周血 MDR3 mRNA 相对表达量

与生后第 30天血清肝胆生化指标的相关分析

结果显示，PNAC 组患儿外周血细胞的 MDR3 

mRNA 相对表达量与 PNAC 患儿生后第 30 天血清

ALT、TBil、DBil、TBA、γ-GT 的水平均呈负相关

（P<0.001），见表 3。

3　讨论

MDR3 基因编码毛细胆管上磷脂载体的转运

蛋白参与正常胆汁酸的转运和分泌，在胆汁淤积

过程中起重要作用。国内外文献报道 MDR3 基因

的 mRNA 在人正常组织普遍表达，在胆汁淤积性

疾病患者中，部分表现为失活或低表达，部分表

现为高表达，因而 MDR3 基因表达的改变可以是

胆汁淤积发生的原因，也可以是胆汁淤积发生后

的代偿性反应 [7-11]。

国内外学者关于各种病因导致的胆汁淤积性

肝病患者外周血细胞 MDR3 基因 mRNA 的表达情

况结果各有异同。Chen 等 [12] 发现在婴儿胆道闭锁

早期 MDR3 mRNA 表达下降，可能与 FXR 下调有

关，然而随着病情的发展，晚期患儿 MDR3 mRNA

的表达增强，与 FXR mRNA 表达回升有关。赵国

翠 [13] 对妊娠期肝内胆汁淤积症（ICP）的孕妇的外

周血细胞 MDR3 mRNA 进行检测后发现，与正常

孕妇组对比，两组间 MDR3 mRNA 水平比较差异

无统计学意义。曾慧 [14] 对 ICP 孕妇的胎盘 MDR3 

mRNA 及其蛋白进行检测后发现，上述指标在 ICP
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孕妇胎盘中的表达弱于正常孕妇组。Anselmo 等 [15]

对成人肝移植后胆汁淤积的研究结果显示，患者

早期即出现 MDR3 mRNA 的表达增强。Trauner 等 [16]

学者研究发现大部分原发性胆汁性肝硬化（PBC）

患者外周血细胞 MDR3 mRNA 表达增高，但也有

少部分由于 MDR3 基因存在无义突变或错义突变

杂合子而出现外周血细胞 MDR3 mRNA 表达下降。

苏亚非等 [17] 对 MDR3 基因在胆囊胆固醇结石形成

的作用进行研究，结果发现胆囊胆固醇结石患者

的 MDR3 mRNA 表达显著低于肝炎组及正常对照

组，提示 MDR3 基因的表达水平在胆囊胆固醇结

石的形成过程中起重要作用。家族性进行性肝内

胆汁淤积症Ⅲ型和低磷脂相关性胆汁淤积症由于

MDR3 基因突变而出现外周血细胞 MDR3 mRNA 表

达下降 [18-21]。

本研究结果显示 76 例 PNAC 早产儿外周血细

胞 MDR3 mRNA 表达水平高于非 PNAC 组，其原

因可能与 PNAC 早产儿发生肝内胆汁淤积导致胆

汁酸升高后通过蛋白激酶 C 途径上调 mdr2 的转录

活性有关 [22]，MDR3 mRNA 表达增高有利于促进

磷酸的分泌增高，与过多的胆盐结合以减轻胆盐

对胆管上皮细胞的损害，是人体适应性的代偿反

应。这与国内外关于婴儿胆汁淤积性肝炎患儿的

外周血细胞 MDR3 mRNA 表达的研究结果相似 [23]。

本研究结果显示，在生后第 1 天的血清肝胆

生化和纤维化指标水平在 PNAC 组与非 PNAC 组

之间比较差异无统计学意义，PNAC 组在生后第

14、30、60、90 天 的 血 清 肝 胆 生 化 和 纤 维 化 指

标水平明显高于非 PNAC 组，这与长时间静脉营

养引起胆汁淤积性肝病后导致肝损害有关 [24-25]。

PNAC 组中血清肝胆生化和纤维化指标水平在生后

第 14 天逐渐上升，在生后第 30 天达最高峰，生

后第 60 天逐渐下降，这考虑与本研究中 PNAC 组

大多数 PNAC 早产儿在生后第 60 天已停用胃肠外

营养和经过护肝利胆治疗后肝损害逐渐好转有关。

唐清等 [26] 学者对婴儿肝内胆汁淤积症患儿的外周

血细胞 MDR3 mRNA 表达与肝胆生化指标相关性

分析研究的结果显示，外周血细胞 MDR3 mRNA

表达与肝胆生化指标无相关性。而本研究结果显

示外周血细胞的 MDR3 mRNA 表达水平与 PNAC

患儿生后第 30 天的血清 ALT、TBil、DBil、TBA、γ-GT

水平呈负相关，提示外周血细胞 MDR3 mRNA 的

表达水平越低，胆汁淤积导致的肝损害越严重 , 这

结果异于唐清等 [26] 学者的研究。本研究结果提示

虽然 MDR3 mRNA 低表达并不是 PNAC 早产儿发

病的主要因素，但当 MDR3 mRNA 相对低表达时，

同样会影响胆汁的代谢，从而加重 PNAC 早产儿

的胆汁淤积和肝胆损害的程度。

综上所述，本研究结果显示大多数 PNAC 患儿

的外周血 MDR3 mRNA 表现为高表达，提示 MDR3 

mRNA 表达水平下降并非 PNAC 的主要致病因素。

然而 76 例 PNAC 早产儿中有 4 例的外周血 MDR3 

mRNA 的表达水平低于正常对照组，那么这 4 例

病例是否由于存在 MDR3 基因突变而引起 MDR3 

mRNA 低表达，从而导致肝内胆汁淤积的发生呢？

本研究将进一步对所有研究对象 MDR3 基因的 28

个外显子的突变位点进行分析，以明确 MDR3 基因

是否是早产儿 PNAC 致病的易感基因之一。
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