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【摘要】 目的 研究大量饮酒 4 d 及乙醇戒断后大鼠脑脊液中及各重要脑区内维生素 C（VC）水平

及钠依赖性 VC 转运体 2（SVCT2）蛋白水平的变化。方法 30 只健康 Wistar 大鼠随机分为 5 组，对照组 

（A 组）、大量饮酒 4 d（B 组）、大量饮酒 4 d 后戒断 1 d（C 组）、大量饮酒 4 d 后戒断 2 d（D 组）、大量饮酒 

4 d后戒断7 d（E组），每组6只。B、C、D、E组大鼠大量灌胃给予乙醇4 d，乙醇浓度为25% W/V，每8小时

灌胃1次，连续4 d；A组给予等体积蒸馏水。采用Y迷宫实验评价大鼠的空间工作记忆能力；以高效液相-

电化学法（HPLC-ECD）检测大鼠脑脊液及前额叶皮质、顶叶皮质、颞叶皮质、海马脑区内细胞内 VC 含量，

免疫印迹法检测大鼠各脑区内SVCT2蛋白水平的变化。结果 （1）Y迷宫实验： C、D组大鼠自发交替反应

率分别为（24.64±15.11）% 和（41.48±13.01）%，均显著低于 A 组［（75.47±8.61）%］； E 组大鼠的自发交替

反应率恢复接近正常［（61.64±11.51）%］，与 A 组差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。（2）脑脊液内 VC 含量：B

组大鼠脑脊液内 VC 含量为（204.54±25.51）μmol/L，显著高于 A 组［（145.57±18.98）μmol/L］， 而 C、D 组

大鼠脑脊液内 VC 水平［分别为（90.24±15.45）、（86.93±14.53）μmol/L］明显低于 A、B 组，差异均有统计

学意义（均 P ＜ 0.001）；E 组大鼠脑脊液中 VC 含量［（135.80±17.16） μmol/L］与 A 组间差异无统计学意义 

（P ＞ 0.05）。（3）各脑区内 VC 水平：B 组前额叶皮质、顶叶皮质、海马脑区脑组织匀浆（细胞内）VC 水

平 变 化 趋 势 相 同［分 别 为（1.18±0.13）、（1.14±0.12）、（1.20±0.20）μmol/g］，均 显 著 低 于 A 组［分 别 为

（1.64±0.11）、（1.62±0.13）、（2.06±0.27）μmol/g］；C 组在乙醇戒断后，前额叶皮质、顶叶皮质、海马脑区

细胞内 VC 水平［分别为（1.20±0.29）、（1.05±0.06）、（1.21±0.15）μmol/g］有所恢复，但仍明显低于 A 组

（均 P ＜ 0.01）；C组大鼠颞叶皮质细胞内VC水平［（1.37±0.04）μmol/g］显著高于顶叶皮质（P＜0.05）；D组

各脑区细胞内VC水平均有回升趋势，前额叶皮质细胞内VC水平显著高于顶叶皮质［（1.63±0.24）μmol/g

比（1.26±0.16）μmol/g，P＜0.05］；E组前额叶皮质、顶叶皮质、颞叶皮质、海马区细胞内VC水平［分别为

（1.72±0.19）、（1.43±0.22）、（1.67±0.19）、（1.86±0.22）μmol/g］均较B组显著升高（均P＜0.01），逐渐恢复至正

常水平，海马区VC水平显著高于顶叶皮质（P＜0.05）。（4）Western blot结果显示，与A组比较，B、C、D组大

鼠前额叶皮质、顶叶皮质及C、D、E组大鼠海马区的SVCT2蛋白均显著升高（均P＜0.05）。结论 大量饮

酒4 d可致大鼠脑损伤，乙醇干预后大鼠脑脊液中及各脑区脑组织匀浆中VC水平呈现负相关的变化过程，

此过程中SVCT2蛋白表达上调，这将有助于脑脊液内的VC被转运至各脑区神经元内发挥抗氧化作用。
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酗酒和酒精中毒对中枢神经系统的影响成了

国际关注的焦点之一。大鼠大量饮酒 4 d 模型模

拟了酗酒者短期大量饮酒造成的中枢神经系统

损伤，是常用的乙醇导致神经退行性病变的模型

之 一，被 称 为 亚 慢 性 乙 醇 脑 损 伤 模 型［1］。 前 期

研究显示，大鼠大量饮酒 4 d 后，大鼠前额皮质出

现大量坏死神经元、氧化应激产物 4- 羟基壬烯醛

（4-hydroxynonenal，4-HNE）水平显著升高，提示短期

大量摄入乙醇导致的亚慢性乙醇脑损伤机制与氧化

应激密切相关［1-2］。

维生素C（Vitamin C，VC），又名抗坏血酸 （ascorbic 

acid， AA），是脑内重要的抗氧化剂，其转运体钠

依 赖 性 VC 转 运 体 2（sodium-dependent Vitamin C 

transporter 2，SVCT2）是VC进入神经元的重要途径［3］。

文献报道，急性腹腔注射乙醇可促进小鼠伏隔核及

纹状体脑区 VC 的释放，脑区透析液中 VC 含量的增

加与羟自由基水平呈现负相关［4］。而短期大量饮酒

对脑内VC水平及其转运体SVCT2的影响尚不明确。

本实验主要检测大量饮酒4 d及戒断后大鼠脑脊液

中、各重要脑区（前额叶皮质、顶叶皮质、颞叶皮质及

海马区）细胞内VC水平及SVCT2表达的变化情况。

【Abstract】 Objective To study the changes of vitamin C （VC） levels and sodium vitamin C 
transporter 2 （SVCT2） protein levels in cerebrospinal fluid （CSF） and important brain regions of rats after 4 
days of binge drinking and ethanol withdrawal. Methods A total of 30 healthy wistar rats were randomly 
divided into 5 groups： control group （Group A）， binge drinking for 4 days （Group B）， withdrawal 1 day after 
4-day binge drinking （Group C）， withdrawal 2 days after 4-day binge drinking （Group D）， withdrawal 7 
days after 4-day binge drinking （group E）. There were 6 rats in each group. Rats in group B， C， D and E 
were given ethanol by gavage for 4 days at a concentration of 25% W/V and gavage once every 8 hours for 4 
days. Group A was given equal-volume distilled water. Y maze experiment was used to evaluate the spatial 
working memory of rats. The concentration of intracellular VC in cerebrospinal fluid， prefrontal cortex， 
parietal cortex， temporal cortex and hippocampus of rats in each group was detected by HPLC combined with 
electrochemical detector （HPLC-ECD）， and the protein level of SVCT2 in each brain area of rats was detected 
by Western blotting. Results In the Y maze experiment， the rate of spontaneous response alternations of 
rats in group C and D was （24.64±11.51）% and （41.48±13.01）%， respectively， which were significantly 
lower than that in group A （75.47±8.61）%. The rate of spontaneous response alternations of rats in group 
E （61.64±15.11）% was close to normal， and there is no statistically significant difference between group E 
and group A （P ＜ 0.05）. The content of VC in CSF of rats in group B was （204.54±25.51） μmol/L， which was 
significantly higher than that in group A （145.57±18.98） μmol/L. The CSF VC levels in group C and group D 
were （90.24±15.45）μmol/L and （86.93±14.53） μmol/L， respectively， lower than those in group A and 
group B， and the differences were statistically significant （P ＜ 0.001）. The CSF VC level of group E was 

（135.80±17.16）μmol/L. There was no significant difference in the content of VC in CSF between group A and 
group E （P ＜ 0.05）. The VC levels in brain tissue homogenates （intracellular） in prefrontal cortex， parietal cortex 
and hippocampus showed the same trend in group B， which were （1.18±0.13） μmol/g， （1.14±0.12） μmol/g， 

（1.20±0.20） μmol/g， respectively， and were all significantly lower than those in group A ［（1.64±0.11） μmol/g， 
（1.62±0.13） μmol/g， （2.06±0.27） μmol/g］. The VC levels in brain tissue homogenates （intracellular） in 

prefrontal cortex， parietal cortex and hippocampus of group C after ethanol withdrawal ［（1.20±0.29） μmol/g， 
（1.05±0.06） μmol/g， （1.21±0.15） μmol/g， respectively］recovered to some extent， but still significantly 

lower than those of group A （P ＜ 0.01）. In group C， the level of VC in temporal cortex ［（1.37±0.04） μmol/g］ 
was significantly higher than that in parietal cortex （P ＜ 0.05）. In group D， the level of VC in all brain 
regions increased， and the level of VC in prefrontal cortex was significantly higher than that in parietal cortex 

［（1.63±0.24） μmol/g vs （1.26±0.16） μmol/g， P ＜ 0.05］. The levels of VC in prefrontal cortex， parietal 
cortex， temporal cortex and hippocampus in group E were （1.72±0.19） μmol/g， （1.43±0.22） μmol/g， 

（1.67±0.19） μmol/g and （1.86±0.22）μmol/g， respectively， significantly higher than those in group B （all 
P ＜ 0.01）， and gradually returned to normal level. The level of VC in hippocampus was significantly higher 
than that in parietal cortex （P ＜ 0.05）. Western blot results showed that compared with group A， the protein of 
SVCT2 in prefrontal cortex， parietal cortex of group B， group C and group D， and in hippocampus of group C， 
group D and group E was significantly increased （P ＜ 0.05）. Conclusions Binge drinking for 4 days can cause 
brain damage in rats. The VC level in CSF and brain tissue homogenates of each brain region present a negative 
correlation dynamic change process after ethanol treatment. During ethanol treatment process， the expression of 
SVCT2 protein is up-regulated， which will help the VC in the CSF to be transported to the neurons in each brain 
region to play an antioxidant role.

【Key words】 Vitamin C； Vitamin C transporter 2； Alcohol drinking； Cerebral cortex； Hippocampus
Fund programs： Natural Science Foundation of Heilongjiang Province （H2017079）； The Youth Program 

of National Natural Science Foundation of China （81803757）
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材料与方法

1. 材料：（1）动物：健康雄性 Wistar 大鼠，体重

200～250 g，购于辽宁长生生物科技有限公司。动

物许可证号：SCXK（辽） 2015-001。（２）药品与试剂：

无水乙醇、甲醇、偏磷酸购于天津市天力试剂有限

公司；VC 标准品购于美国 sigma 公司；乙二胺四乙

酸二钠、四丁基溴化铵、氯化钠购于天津市博迪化

工有限公司；SVCT2 抗体、β-actin 抗体购自 Santa 

Cruz Biotechnology；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

lgG（H+L）及辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG

（H+L）购于北京中杉金桥生物技术有限公司，放射

免 疫 沉 淀 法（radio immunoprecipitation assay， RIPA）

总蛋白质裂解液、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid， 

BCA）蛋白测定试剂盒均购自碧云天生物技术有限

公司； 电化学发光（electro-chemi-luminescence， ECL）

试剂购于北京康为世纪生物科技有限公司。（3）仪器：

大鼠Y迷宫（臂长为45 cm，高为25 cm，底部宽为15 cm，

三臂交汇处为等边三角形），自制；高效液相色谱仪

（日本津岛公司），ODSC18 色谱柱（迪马科技公司），超

声破碎仪（宁波新芝生物科技公司），低温超速微量

离 心 机（Thermo scientific 公 司），PowerPac HC Power 

Supply 高 电 流 电 泳 仪 电 源、Mini-PROTEAN Tetra 

cell 小型垂直电泳槽购自 Bio-Rad 公司等。

动物伦理：实验动物伦理问题已经齐齐哈尔医

学院实验动物伦理委员会讨论批准，伦理编号：（齐）

伦审［2018］40 号。

2. 亚慢性乙醇脑损伤模型建立［1-2，5］：取正常健

康雄性Wistar大鼠30只，昼夜日光节律，自由摄食水，

适应 3 d后，根据随机单位组设计分组法分为 5 组，

对照组（A 组）、大量给予乙醇 4 d（B 组）、大量饮酒 4 d

后戒断 1 d（C 组）、大量饮酒 4 d 后戒断 2 d（D 组）、大

量饮酒 4 d 后戒断 7 d（E 组），每组 6 只。B～E 组大鼠

灌胃给予乙醇（25% W/V，5 g/kg），每8小时灌胃1次，每

天3次，连续4 d。A组给予等体积纯净水，见表1。各

组大鼠在相应干预后进行行为学检测后，麻醉取材。

3. Y 迷宫实验评估大鼠空间工作记忆能力［6］：

在 Y 迷宫底部铺一层新鲜垫料（厚约 1 cm），并在每

只大鼠检测结束后及时更换。大鼠随机背对迷宫被

放到迷宫中央的三角形区域，开始计时，让大鼠在 Y

迷宫中自由探索 3 min，记录每只大鼠的进臂总次数

和进臂顺序并进行计算。自发交替反应数为大鼠依

次连续进入 Y 迷宫全部 3 个臂 1 次的次数，自发交替

反应率（%）=（实际自发交替反应数 / 可能的最大自发

交替反应数）×100%，可能的最大自发交替反应数 =

进臂总次数 -2。

4. 大鼠脑脊液的收集［7］：大鼠腹腔注射 10% 氨

基甲酸乙酯后，脑立体定位仪固定，在枕骨大孔处

剪开；皮肤，钝性分离肌肉，暴露枕骨大孔。将 1 ml

注射器针尖稍弯曲轻轻刺穿脑膜，收集到无色至淡

黄色的脑脊液约 0.1 ml。取一定体积脑脊液，加入

等体积 8% 偏磷酸，静置 5 min，4 ℃以 12 000 r/min

（r=8.4 cm）离心 1 min，取上清后流动相 10 倍稀释，

立即检测 VC 含量。

5. 大鼠脑组织匀浆液的收集［8］：收集完脑脊液

表1 实验动物分组及实验处理流程

实验时间
实验分组

A 组 B 组 C 组 D 组 E 组

第 1 天 - - - - 乙醇 

第 2 天 - - - - 乙醇 

第 3 天 - - - - 乙醇 

第 4 天 - - - - 乙醇 

第 5 天 - - - - - 

第 6 天 - - - 乙醇 - 

第 7 天 - - 乙醇 乙醇 - 

第 8 天 蒸馏水 乙醇 乙醇 乙醇 - 

第 9 天 蒸馏水 乙醇 乙醇 乙醇 - 

第 10 天 蒸馏水 乙醇 乙醇 - - 

第 11 天 蒸馏水 乙醇 - - - 

第 12 天 1. 行为学检测

2. 收集脑脊液

3. 取脑组织 

1. 收集脑脊液

2. 取脑组织

1. 行为学检测

2. 收集脑脊液

3. 取脑组织 

1. 行为学检测

2. 收集脑脊液

3. 取脑组织 

1. 行为学检测

2. 收集脑脊液

3. 取脑组织 

  注：给药方式为灌胃；乙醇为 25% W/V，5 g/kg，每 8 小时灌胃 1 次，每天 3 次； “-”为无处理，实验全过程大鼠自由饮食饮水
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后断头取脑，分离各皮质 / 海马脑区，称取一定重量

的脑组织，加入 9 倍体积的 8% 偏磷酸超声破碎，冰

上静置 5 min，4 ℃下以 12 000 r/min 离心 15 min，取

上清后流动相 10 倍稀释，立即测定 VC 含量。

6. VC 的含量测定［8］：精密吸取样品 20 μl，直

接注入HPLC-ED系统中对VC含量进行检测。VC含

量计算采用外标法。检测条件如下：色谱柱ODS C18，

150 mm×4.6 mm，5 μm；流动相中含有155.6 mmol/L

氯化钠、0.54 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠、1.5 mmol/L

四丁基溴化铵，水为溶剂。流速为1.0 ml/min，柱温：25 ℃，

检测波长： 245 nm，电化学检测器工作电压： +0.70V。

7. 免疫印迹法检测大鼠大脑皮质、海马脑区内

SVCT2 蛋白水平：称量一定重量的大鼠皮质 / 海马

区组织，加入适当体积的 RIPA 裂解液，匀浆，4 ℃

下以12 000 r/min转速离心15 min，离心后取上清液，

用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度，随后加入 5× 上样缓

冲液，沸水中变性，随后进行电泳、转膜、封闭液封

闭 并 加 兔 抗 SVCT2 抗 体（1∶500）、小 鼠 抗 β-actin

（1∶500） ，4 ℃孵育过夜；次日洗膜，用辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG （1∶5 000） ，羊抗小鼠 IgG

（1∶5 000）室温孵育 1 h，再次洗膜后 ECL 化学发光

显影、定影，阅片，利用 Image-J 软件分析目的条带

灰度值，以 β-actin 为内参，计算目的蛋白 SVCT2 与

内参蛋白灰度值比值，得到目的蛋白相对表达水平。

8. 统计学方法：采用 SPSS 19.0 软件进行统计学

分析，正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，不同组间计量资料比较采用单因素方差分析

后，采用 Tukey's HSD test 分析方法比较各两组间差

异，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。 

结  果

1. 大量饮酒 4 d 及乙醇戒断后大鼠空间学习记

忆能力的影响：在大量饮酒致大鼠脑损伤模型中，大

量饮酒 1～4 d，大鼠因大量摄入乙醇而处于醉酒状

态，故 B 组大鼠不能进行行为学检测。在 Y 迷宫实

验中，各组大鼠进臂总次数差异无统计学意义（P ＞ 

0.05）；而 C、D 组大鼠的自发交替反应率均显著低于

A 组（均 P ＜ 0.01），E 组大鼠的自发交替反应率恢复

接近正常，显著高于 C 组，差异具有统计学意义（P ＜ 

0.01），见表 2。

2. 大量饮酒及戒断后大鼠脑脊液及大脑皮质、

海马脑区内 VC 水平的变化：（1）VC 的标准曲线：见

图 1。在本实验条件下，VC 标准品在 5.0～100 ng 之

间与峰面积线性关系良好，y=359 046x+3 825.5，相

关系数 r=0.999 9，可用于定量分析脑脊液及各脑区

匀浆液中 VC 的含量。（2）大量饮酒 4 d 及戒断后大

鼠脑脊液中 VC 水平的变化：见表 3。B 组大鼠脑脊

液内 VC 含量显著高于 A 组（P ＜ 0.001），而 C、D 大

鼠脑脊液内 VC 水平迅速下降，显著低于 A 组及 B 组

大鼠脑脊液内 VC 水平（均 P ＜ 0.001），E 组大鼠脑脊

液中 VC 水平与 A 组相近（P ＞ 0.05），但仍显著低于

B 组（P ＜ 0.001）。（3）大量乙醇 4 d 及戒断后大鼠大

脑前额叶皮质、顶叶皮质、颞叶皮质及海马脑区内

VC 水平的变化：见表 4。A 组大鼠前额叶皮质、顶

叶皮质、颞叶皮质脑组织匀浆中 VC 基础水平非常

相近，海马区 VC 基础水平显著高于大脑皮质（P ＜ 

0.01）。B 组大鼠前额叶皮质、顶叶皮质、海马脑区

细胞内 VC 水平变化趋势相同，较 A 组相应脑区内

VC 水平均显著下降（均 P ＜ 0.01），而颞叶皮质脑区

细胞内 VC 水平较 A 组有下降趋势，但差异无统计

学意义（P ＞ 0.05）；C 组在乙醇戒断后，前额叶皮质、

顶叶皮质、海马脑区细胞内 VC 水平有所恢复，但仍

明显低于 A 组（均 P ＜ 0.01），C 组大鼠颞叶皮质细胞

内 VC 水平显著高于顶叶皮质（P ＜ 0.05）；D 组各脑

区细胞内 VC 水平均有回升趋势，前额叶皮质细胞

内 VC 水平显著高于顶叶皮质（P＜0.05）；E组各脑区

表2 大量饮酒对大鼠空间学习记忆能力的影响（x±s）

动物分组 动物数（只） 进臂总次数（次/3 min） 自发交替反应率（%）

A 组 6 15.50±2.51 75.47±8.61

C 组 6 12.88±3.44 24.64±15.11a

D 组 6 13.63±3.34 41.48±13.01a

E 组 6 15.25±3.41 61.64±11.51b

F 值 1.26 26.43

P 值 ＞ 0.05 ＜ 0.01

  注：A 组为对照组，给予等体积纯净水；B 组大鼠大量给予乙醇

4 d，经灌胃给予乙醇（25% W/V，5 g/kg），每8小时灌胃1次，每天3次，

连续 4 d；C 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 1 d；D 组大鼠大量饮酒 4 d 后

戒断 2 d；E 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 7 d；与 A 组比较，aP ＜ 0.01；

与 C 组比较，bP ＜ 0.01

图1 维生素 C 含量与色谱峰面积的线性关系
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细胞内VC水平均较B组显著升高（均P＜0.01），逐渐

恢复至正常水平，海马区VC水平显著高于顶叶皮质

（P＜0.05）。

3. 大量饮酒及戒断后大鼠大脑各脑区内 SVCT2

蛋白水平的变化：见图 2，表 5。与 A 组比较，B 组大

鼠前额叶皮质、顶叶皮质及颞叶皮质的 SVCT2 蛋白

均显著升高（均 P ＜ 0.05）， 而海马区 SVCT2 蛋白表

达水平有升高趋势，但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；

与 B 组比较，C、D、E 组大鼠各皮质的 SVCT2 蛋白水

平变化不显著，差异无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。

讨  论

乙醇可诱导氧化应激，在发育早期暴露于乙醇会

导致神经细胞死亡，从而导致多种神经系统疾病［9-10］。

前期研究结果已证实，短期大量给予乙醇可导致大

鼠前额叶皮质出现大量坏死神经元，氧化应激水平

显著升高，造成大鼠出现不同程度的脑损伤［2，6］。Y

迷宫主要应用于动物的辨别性学习、工作记忆的测

试，进入各臂的次数及正确次数可反映出实验动物

的空间记忆能力。本实验 Y 迷宫结果显示，大量给

予乙醇 4 d 组及乙醇戒断后 1、2 d 组大鼠的自发交

替反应正确率均显著低于对照组大鼠，说明大量给

予乙醇 4 d 可致大鼠脑损伤，表现为空间记忆能力

的下降，提示大量给予乙醇 4 d 诱导脑损伤模型建

立成功。

在哺乳动物组织中，中枢神经系统的神经元内

的 VC 含量最高，以毫摩尔浓度存储在脑细胞中，参

与神经元的多种生理功能，而脑组织匀浆中维 VC

含量主要反映细胞内 VC 的水平［3］。文献报道，VC

可通过抑制氧自由基活性氧生成、核因子 κB 活化

及神经炎性反应等方面对抗乙醇诱导的神经退行性

病变［11-12］，同时 VC 还可以改善急性乙醇摄入颅脑

损伤后继发性脑损伤大鼠的神经功能［13］。课题组

前期结果显示，大鼠大量摄取乙醇可导致前额叶皮

质内 VC 含量显著降低［1］，但对正常大鼠不同脑区

表3 大量饮酒 4 d 及戒断后大鼠脑脊液中维生素 C

水平（μmol/L，x±s）

组别 动物数（只） 维生素 C 水平

A 组 6 145.57±18.98

B 组 6 204.54±25.51a

C 组 6 90.24±15.45ab

D 组 6 86.93±14.53ab

E 组 6 135.80±17.16b

F 值 39.45

P 值 ＜ 0.001

  注：A 组为对照组，给予等体积纯净水；B 组大鼠大量给予乙醇

4 d，经灌胃给予乙醇（25% W/V，5 g/kg），每8小时灌胃1次，每天3次，

连续 4 d；C 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 1 d；D 组大鼠大量饮酒 4 d 后

戒断 2 d；E 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 7 d；与 A 组比较，aP ＜ 0.001；

与 B 组比较，bP ＜ 0.001

表4 大量饮酒 4 d 及戒断后各组大鼠各脑区内维生素 C 水平（μmol/g，x±s）

组别 动物数（只） 前额叶皮质 顶叶皮质 颞叶皮质 海马区 F 值 P 值

A 组 6 1.64±0.11a 1.62±0.13a 1.47±0.12a 2.06±0.27 13.44 ＜ 0.01

B 组 6 1.18±0.13b 1.14±0.12b 1.23±0.04 1.20±0.20b 0.533 ＞ 0.05

C 组 6 1.20±0.29b 1.05±0.06 1.37±0.04d 1.21±0.15b 3.810 ＜ 0.05

D 组 6 1.63±0.24c 1.26±0.16be 1.47±0.26 1.43±0.10b 3.494 ＜ 0.05

E 组 6 1.72±0.19c 1.43±0.22c 1.67±0.19c 1.86±0.22cd 4.603 ＜ 0.05

F 值 9.83 15.54 6.23 23.87

P 值 ＜ 0.01 ＜ 0.01 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：A组为对照组，给予等体积纯净水；B组大鼠大量给予乙醇4 d，经灌胃给予乙醇（25% W/V，5 g/kg），每8小时灌胃1次，每天3次，连续4 d；

C组大鼠大量饮酒4 d后戒断1 d；D组大鼠大量饮酒4 d后戒断2 d；E组大鼠大量饮酒4 d后戒断7 d；与海马区比较，aP＜0.01；与A组比较，bP＜ 

0.01；与 B 组比较，cP ＜ 0.01；与顶叶皮质比较，dP ＜ 0.05；与前额叶皮质比较，eP ＜ 0.05

  注：A 组为对照组，给予等体积纯净水；B 组大鼠大量给予乙醇 4 d，经灌胃给予乙醇（25% W/V，5 g/kg），每 8 小时灌胃 1 次，每天 3 次，连续 4 d；C 组大鼠大量饮

酒 4 d 后戒断 1 d；D 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 2 d；E 组大鼠大量饮酒 4 d 后戒断 7 d；SVCT2 钠依赖性维生素 C 转运体 2

图2 大量饮酒 4 d 及戒断后各组大鼠大脑皮质、海马脑区内 SVCT2 蛋白免疫印迹检测结果
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及大量饮酒后大鼠其他脑区内 VC 水平的影响尚不

明确。本研究结果显示，正常大鼠前额叶皮质、顶

叶皮质、颞叶皮质脑组织匀浆中 VC 基础水平非常

相近，海马区 VC 基础水平显著高于大脑皮质，这可

能与海马脑区神经元密度较高，以大椎体细胞为主

有关；大鼠大量饮酒 4 d 时，大脑皮质（前额叶皮质、

顶叶皮质、颞叶皮质）及海马区细胞内 VC 水平显著

降低，提示乙醇诱导脑损伤过程中，细胞内抗氧化

物 VC 可能被大量消耗或被释放至细胞间隙发挥对

抗乙醇诱导的氧化应激的作用［14］；乙醇戒断 1 d 时

细胞内 VC 水平仍进一步下降，这可能与乙醇末次

给药后 24 h 内，乙醇代谢为乙醛后进一步消耗细胞

内的 VC 有关，而在乙醇戒断 2 d 时细胞内 VC 水平

有所回升，至戒断 7 d 时，各脑区细胞内的 VC 含量

恢复近至正常水平，这可能与大鼠具有强大的自我

修复能力，改善脑内氧化应激状态有关［15］。实验过

程中，大量饮酒 4 d 时各脑区间细胞内 VC 水平无显

著性差异，而乙醇戒断后 1、2、7 d 脑区间细胞内 VC

水平恢复过程却出现差异，这可能与各脑区在乙醇

致脑损伤后防御能力以及内源性自我修复能力不同

有关［16］。

与大脑皮质及海马区不同，大量饮酒 4 d 时大

鼠脑脊液中的VC水平显著增加，这可能与脉络丛内

皮细胞从外周摄取的VC增加［17］，也可能是由于乙

醇可诱导星型胶质细胞释放的内源性 VC 增加［18］。

然而，乙醇戒断 1 d 时，大鼠脑脊液中 VC 水平迅速

下降，而大脑皮质及海马区脑组织匀浆中的 VC 水

平开始回升，在戒断 7 d 时，脑脊液内及大脑皮质、

海马区内的 VC 含量恢复近至正常水平，这可能由

于乙醇戒断后脑脊液中的 VC 被大量消耗，更有可

能被迅速转运至细胞内。因此，本研究检测了各组

大鼠重要脑区（皮质及海马区）内的 SVCT2 蛋白表

达水平，结果显示，大量饮酒4 d时及戒断后1、2、7 d

时，大鼠各皮质及海马脑区的 SVCT2 蛋白表达均

上调，这将有利于将脑脊液中的 VC 转运至细胞内。

SVCT2 蛋白主要在神经元高表达，是神经元细胞外

VC 被转运进入细胞内的主要途径，本课题组前期研

究已经利用 SVCT2 siRNA 使原代培养的大鼠皮质神

经元下调 SVCT2 基因，证实 SVCT2 表达下调可导致

神经元细胞内 VC 水平显著下降［2］，SVCT2 在神经

元对抗氧化应激损伤过程中发挥重要角色［2］，故本

实验并未再次检测 SVCT2 表达下调对细胞内 VC 水

平的影响。

综上，大量饮酒 4 d 及乙醇戒断后大鼠脑脊液

中 VC 水平与各重要脑区细胞内 VC 水平呈现负相

关，各脑区 SVCT2 表达上调，这有助于转运 VC 进入

神经元从而发挥神经保护作用，这可能是机体的自

我防御机制之一，研发可调控 SVCT2 的靶向药物，

有可能成为防治大量饮酒致脑损伤的有效药物，这

也是我们今后的研究方向之一。大鼠大量饮酒后机

体的自我防御机制十分复杂，进一步寻找机体对抗

乙醇的自我防御因子对于提高机体的防御能力至关

重要，这将为临床上防治大量饮酒致脑损伤的治疗

提供新的防治思路。
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