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结果
:
肝硬化实验组大鼠的门静脉压力较正常对照组显著增

高 (2
、

6 0 9 土 0
.

1 4 4 及 0 9 16 士 0
.

0 3 4
,

t = 3 9
.

3 7
,

p < 0
.

0 1 )
、

而平均动脉压降低则低于正常对照组 ( 13
.

4 n 土 1
.

2 08 及

1 7
·

4 2 3 士 1
.

4 7 2
,

t = 7
.

2 9 7
,

p < 0
.

0 5 )
.

肝硬化实验组大鼠

小肠钻膜下层的小动脉及小静脉
、

肌层
、

浆膜层
,

甚至

猫膜腺体内H O 一 l的表达均较强
,

而正常对照组中的表达则

较弱 (0
.

4 a i 3 土 0
.

2 2 2 5 及 0
.

3 7 6 2 土 0
.

0 6 a 9
,

r = 19
.

0 2 2
,

尸< .0 0 1)
.

H O卜2在两组大鼠的小肠组织中差异无统计学意义

.(0 4 83 4 士 .0 0卯7及 .0 4 81 3 土 0
.

1 0 56
,

t习 .5 95
,

p > .0 05 .)

并且
,

肝硬化实验组小肠 HO 一 1的表达与门静脉压力呈正

相关
,

而与外周动脉压呈负相关
.

结论
:
肝硬化大鼠小肠组织中 H O一 1的表达增高

,

可能参

与了肝硬化门静脉高压性肠病的发生
.

田德安
,

周晓黎
.

实验性肝硬化大鼠小肠血红素氧合酶的表达
.
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wj g n e t
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一

30 7 9 11 2 13 5 1
.

a s P

O 引言

肝硬化门静脉高压时
,

内脏血流动力学发生了明显的

变化
,

整个胃肠道的血流增加
,

心排血量增加
,

外周

阻力下降
.

肠勃膜血管扩张是门静脉高压性肠病的主要且

具有特征性的病理变化
,

肠道各个部位均有静脉曲张出

血的报道
,

但肝硬化门静脉高压时小肠病理生理改变的

发生机制尚未完全阐明
.

血红素氧合酶h(
e m e ox y ge n

o
e ,

HO) 是合成内源性一氧化碳 (
e n d o罗 n o u s c a r bo n m o n o x id e ,

Co) 的起始酶和限速酶
,

H o/ C O系统已成为当前的一项

研究热点
.

我们应用免疫组化法研究肝硬化大鼠小肠组

织中血红素氧合酶异构酶 H O一 1
,

H O 一2 的表达
,

探讨

H ol CO 系统在肝硬化小肠组织病变中的作用
.
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1材料和方法
1

.

1材料 抗 HO一 1和 HO一 2多克隆羊抗鼠抗体购于美国

Sn aC t ar uz
生物技术公司

,

免疫组化过氧化物酶标记的

链霉素卵白素(S )P 染色试剂盒购于北京中山公司
,

浓

缩型 D A B试剂盒北京中山公司
.

1
.

2 方法 选择健康成年 占SD 大鼠
,

体重为 (250 士 25 目

(由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供 )
,

随

机分为肝硬化实验组及正常对照组
.

肝硬化实验组大鼠

给予 s oo m巩 四氯化碳 (3 m叼皮下注射
,

2 次 w/ k
,

连

续 16 w k
.

成功制得肝硬化模型 12 只(肝硬化形成经病理

证实)
.

正常对照组大鼠l( 2只)给予生理盐水 (3 m U目皮下

注射
.

于第 16 w k 进行血流动力学测定
,

以 3% 戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉
,

游离回结肠静脉和右侧股动脉
,

分

别穿刺
,

连接压力换能器
,

多道生理仪记录
,

测定门静

脉压力 (VP )P和平均动脉压力 (M A )P
.

取新鲜大鼠小肠组

织
,

放人中性甲醛溶液中固定
,

制成石蜡切片
.

切片脱

蜡至水
,

放人新鲜配制的 3o m lzL H Zo Z
中

,

室温 10 m i n

以灭活内源性过氧化物酶
,

置人 1 9儿 rT iot
n x 一 1 00/

P B S溶液内 15 m in
,

增加胞膜的通透性
,

滴加正常血

清封闭液
,

室温 20 m in
,

以封闭非特异性结合位点
.

滴

加 .0 2 m o

讥磷酸盐缓冲液 (P B) 稀释的一抗
,

H O 羊抗鼠

多克隆抗体(H O 一 l
,

l : 2 0 0 : H o 一 2
,

l : 2 0 0 )
,

4 oC

孵育过夜
,

.0 01 m o ll[
J

p B S洗 5 而
n x 3次 ;滴加生物素化

二抗 (兔抗羊 I响
,

湿盒内室温下孵育 45 im n ,

.0 01 m o

讥
P B S洗 5 m i n x 3 次 ; 3

,

3一 二甲基联苯胺 (D A B )显色
,

苏木素复染
,

封片
.

免疫组化检测结果应用 H IP A S -

l ( x洲〕型全自动医学彩色图像分析系统 (由同济医学院提

供 )进行 H O染色的定量分析
,

测定其阳性反应产物的

面积和平均积分光密度值
.

每个标本取连续 3 张切片进

行测量
,

每张切片测量 or 个视野的参数
,

取平均值
.

以

上参数均在相同光强度
、

相同面积下以同种方法测量
.

统计学处理 数据采用均数 土标准差m( ea n土S )D表

示
,

两组间差异用 t检验
,

以 P < .0 05 为差异有统计学

意义 ; 两变量之间的关系应用线性相关与回归分析
.

2
.

1 两组大鼠的血液动力学指标 表 l所示可见
:
实验性肝

硬化组大鼠的卿 )P门静脉压力较正常对照组高(P 0<
.

05 )
,

而平均动脉压 (M A P )低于正常对照组 (P < .0 05 .)

表 1 两组大鼠血液动力学参数

组别

正常对照组

肝硬化实验组

P V P (K p a )

0 9 16 士 0
.

0 34

2
.

6 09
士 0

.

1科
卜

M A P (K P a )

l 2

l 2

17
.

4 2 3 士 1
.

4 7 2

13
.

4 1 1 土 1
.

20 8 1
,

卜P < 0
.

0 5 ;、
对照组

.

2
.

2 小肠 H O 分布特点 H O 一 1与 H O一 2 蛋白属膜结合蛋

白类
,

主要表达于核被膜及核周的胞质内 11’
,

呈棕黄

色
.

光镜下观察
,

肝硬化大鼠小肠勃膜下层的小动脉
、

小静脉
、

肌层及浆膜层 H O一 1染色强 阳性
,

钻膜腺体

亦可见 H O一 1的表达 (图 ;3) 正常对照组大鼠小肠的H O -

1染色呈弱阳性 (图4)
.

正常对照组及肝硬化组大鼠小肠

组织中 H O一 2 呈弥漫性表达
,

在小肠勃膜下血管
、

肌

层
、

浆膜层及勃膜腺体内染色均呈强阳性 (图 5
,

6)
.

比

较肝硬化组与正常组大鼠的小肠组织
,

可见肝硬化组

大鼠的小肠勃膜充血
、

水肿
,

勃膜下血管扩张
,

甚

至变形
,

部分有上皮细胞脱落
.

2
.

3 小肠 H O 免疫组织化学染色图像定量分析 从表 2 可

以看出
,

肝硬化实验组小肠组织中 H O一 l 的着色面积为

14
.

4 8 5 9 士 7
.

0 14 8
,

较正常对照组显著升高 (P < 0
.

0 1)
,

平均光密度值(0
.

4 5 13 士 0
.

1 2 2 3)较正常对照组 (0
.

3 7 6 2 士

.0 0 68 9) 升高
,

差异有显著性意义 (尸 < 0
.

01 )
,

说明肝硬

化实验组大鼠小肠组织中H O一 l的表达明显强于正常对

照组
.

而 H O 一2 的着色面积和平均光密度值在两组间差

异无统计学意义 (P > .0 05 .)

表 2 小肠日O 免疫组化染色的图像定 t 分析结果

2 结果

肝硬化动物模型成功建立
.

肝脏大体形态观察
:
正常对照

组大鼠肝脏体积基本正常
,

呈鲜红色 ;肝硬化组大鼠肝

脏体积明显缩小
,

色灰暗
,

表面呈颗粒隆起状
,

肝

脏切面呈豆渣样改变
,

可见圆形或类圆形岛屿状结节
.

H E染色后光镜观察
:
正常对照组大鼠肝内可见中央静脉

周围排列正常的肝小叶结构
,

肝细胞索排列正常 (图 .l)

肝硬化组大鼠肝内正常肝小叶结构被破坏
,

由广泛增

生的纤维组织将原来的肝小叶分割包绕成大小不等
,

圆形或椭圆形的肝细胞团即假小叶形成
.

假小叶内肝细

胞呈不同程度的浊肿变性
、

脂肪浸润
,

有再生肝细胞结

节形成
,

肝细胞排列紊乱
,

胞体较大
,

核大着色较深
,

可见双核肝细胞
.

汇管区内结缔组织增生形成条索
,

伴

有不同程度的炎性细胞浸润 (图 .2)

I{( )一 1 1{( )一 2

平均面积 平均光密度 平均面积 平均光密度

正常对照组 4 5 95 9 士 2
.

9 49 7 0 3 76 2 士 0
.

0 689 9名 47 2 土 23 4 15 04 8 34 士 0
.

0 99 ,

肝硬化实验组 14
.

4 8 59 土 7刀 148 b 0 4 8 13 土 0
.

1 22 3“ 11
.

5 83 士 3 7 9 87 0 4 8一3土 0
.

1 05 6

` P < 0
.

01 。 对照组

2 .4 肝硬化组小肠 H O 一 1的表达与血液动力学指标的相关

系数 表 3所示
,

肝硬化门静脉高压组大鼠小肠 H O一 l表

达水平与门静脉压力呈正相关
,

平均动脉压呈负相关
.

表 3 血液动力学指标与日O 一 1表达水平的相关系数

血流动力学指标

P V P

M A P

小肠 HO 一 l 表达

r

:0
.

6 5 5 尸 <住 0 5

工 = 一 0
.

8 5 2 P <0
.

0 1

正相关

负相关

表 3所示
,

肝硬化门静脉高压组大鼠小肠 H O一 1表

达水平与门静脉压力呈正相关
,

平均动脉压呈负相关
.



田德安
,

等
.

实验性肝硬化大鼠小肠血红素氧合酶的表达 3 5 3

图 2 肝硬化实验组大鼠肝脏 日E
x , 0 0 图 6 肝硬化实验组大鼠小肠中日O

一 2的表达 O A B
x 4 0 0

3 讨论

内脏高动力循环为肝硬化门静脉高压的发生及存在的重

要因素
,

这种高动力循环状态 (h y p
e dr y n a m i e e i cr u la t o卿

s at et
,

H C )S 主要表现为
:
心输出量增加

,

心率加快
,

内脏血流量增加
,

外周血管阻力和内脏血管阻力下降
.

高动力循环状态主要由外周动脉扩张引起
,

在腹腔内脏

中尤为突出
.

肠私膜下血管扩张
、

淤血
、

血流量增加
,

动 一静脉短路
,

以及毛细血管内皮和赫膜上皮细胞超微

结构改变是门静脉高压性肠病的特征性病变
.

血红素氧

合酶伪
e m e ox y ge an

s 。 ,

H o) 是催化血红素在体内氧化降解

的起始酶和限速酶
,

具有重要的生物学作用
.

迄今为止
,

在人和哺乳动物体内发现 H O有 3种异构体
,

即 H o 一 l
,

H O一2和 H O一 3
.

H O一 l为诱生型 H O
,

Mr 为 30 《XX卜3 2 《XX)
,

主要分布于脾脏
、

肝脏
、

网状内皮细胞系统和骨髓
,

多种因素可诱导 H O一 1表达增高
,

包括血红素!2
一 4 !

、

重

金属 l ,
一 6 ]

、

低氧 17 ]
、

高氧 18
一 9 ]

、

化学物 [’ ,̀ ]
、

感染 I”
一 ” I

、

损伤 l’ 4 ]
、

高温【” l等
.

H o 一 2 为组成型 H o
,

Mr 为 36 00 0
,

主要分布于脑和肇丸中
,

其表达不受氧应激等的诱导
,

仅受肾上腺糖皮质激素的诱导
.

H O一3是近几年内发现的

又一种 H O 异构酶
,

亦为组成型
,

多种诱导因素均不能

诱导其表达增高
,

其特异性酶活性很低
.

HO 几乎分布于

人体所有组织和器官
.

HO在 N A DP H
、

细胞色素 4P 50 还

原酶和氧分子存在的条件下氧化降解血红素生成等摩尔

数的胆绿素b( iil ve dr in )
、

一氧化碳及铁
.

血红素的分解
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产物具有重要的生理功能胆绿素侧旦绿素还廓邮山说州阮

er du ct as e ,

B v )R 的作用下很快生成胆红素
,

胆绿素和

胆红素均具有抗氧化功能
,

保护血管壁细胞
,

抑制勃附

分子及炎症细胞入侵血管壁
.

铁能诱导产生铁蛋白
,

铁

蛋白与游离的铁结合
,

减少自由态铁的含量
,

从而中和

铁的氧化毒性
.

由 H O催化血红素分解产生的 CO是内源

性一氧化碳的主要来源
,

另一种是由依赖 N A D P H通过

微粒体的脂质过氧化产生
.

内源性 CO 在体内具有广泛

的生物学活性
,

目前研究发现内源性 CO参与了多种疾

病的病理生理过程
,

包括调节血压`’ 6一 ” ,
、

维持血管紧

张度【’ 吕一 20]
、

神经递质的传递
、

氧应激
、

血小板的激

活及松弛平滑肌等
.

本组研究结果显示四氯化碳诱导的肝硬化大鼠门静

脉压力增高
、

平均动脉压降低
.

我们观察到 H O一 1在肝

硬化组大鼠的小肠组织中表达较高
,

而在正常对照组

中的表达较弱
,

且肝硬化组小肠 H O一 1表达与门静脉压

力呈正相关
,

与平均动脉压呈负相关
.

结果提示肝硬化

大鼠的小肠组织内 H O 一 l 的诱生增加
,

继而局部组织

产生的内源性 C O 增加
,

使肠血管持续处于扩张状

态
,

从而增加门静脉血流量
,

与肠淤血等因素一起
,

构

成门静脉高压性肠病的病理生理基础
,

且赫膜腺泡中

H O 一 1的表达亦增加
,

可能影响肠道的分泌与吸收功

能
.

H O 一 2 在两组大鼠的小肠中的表达均较高
,

提示

H O一 2 与正常生理条件下肠道平滑肌的肌电活动
、

小

肠液的分泌等生理活动相关
.

门静脉高压症发病的液递

物质假说认为肝功能损害使肝脏对循环中有血管活性

作用的液递物质的灭活能力下降
,

而侧枝循环的形成

使大量液递物质得以绕过肝脏对其的灭活作用
,

导致

循环中扩血管物质过多
,

诱发循环紊乱
,

是门静脉高

压症的高动力循环状态得以维持的基础
.

基于上述假

说
,

我们认为 H ol CO 系统可能参与了肝硬化门静脉高

压的发病机制
.

eF m an de
z et 盯在部分结扎门静脉引起鼠

门静脉高压模型中发现肝细胞
、

K u p p er 细胞
、

肝星状

细胞及腹腔内脏器均有 H O 一 l m R N A 的高表达
,

肠系

膜
、

小肠
、

肝脏
、

脾脏血红素氧合酶活性明显升高
,

且

血红素氧合酶抑制剂可逆转肠系膜血管床对氯化钾的

低反应性
.

本研究中肝硬化小肠组织 H O一 1合成增加的因素可

能有
:
( 1) 交感神经系统兴奋性增高

,

去甲肾上腺素水平

增加可激活H O/ C O系统 ;
(2) 肝硬化时机体血液循环中内

毒素及其他细胞因子增多有关 ; (3) C ih c 。 。 t 盯研究发现

肝硬化肠道组织中自由基代谢产物较正常增加
,

致肠

道勃膜屏障被破坏
,

H O 可通过抗氧化应激作用对机体

起保护作用 ; (’) 研究认为门静脉高压时一氧化氮N( O) 产

生的第二信使c( G M )P能激活周期蛋白核昔酸反应元件

和应急蛋白
一 1刺激 H O 一 l 的转录

.

因此我们认为
,

H o/

CO系统参与了肝硬化门静脉高压性肠病的病理生理进

程
,

其确切的作用机制及 H O抑制剂或激动剂在临床上

的应用尚值得进一步深人探讨
.
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