
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年4月18日; 15(11): 1310-1313
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

血红素氧合酶-1在反流性食管炎患者食管黏膜中的表达

李军杰, 郑 勇, 孙 侃, 常向云, 陈卫刚, 赵 瑾

李军杰, 新疆石河子大学医学院第一附属医院老干1科 新疆
维吾尔自治区石河子市 832008
郑勇, 孙侃, 常向云, 陈卫刚, 新疆石河子大学医学院第一附
属医院消化内科 新疆维吾尔自治区石河子市 832008
赵瑾, 新疆石河子大学医学院病理科 新疆维吾尔自治区石
河子市 832002
通�����讯����作者��: 郑勇, 832008, 新疆维吾尔自治区石河子市, 新疆石
河子大学医学院第一附属医院消化内科. ljj_666222@126.com
电话: 0993-2859284
收稿日期����� ���������� ��������� �������: ������������� ��������� �������2007-01-30   接受日期����� �������: ����������2007-03-06

Expression of inducible 
heme oxygenase-1 in the 
patiant’s mucous membrane 
of esophagus of reflux 
esophagitis 

Jun-Jie Li, Yong Zheng, Kan Sun, Xiang-Yun Chang, 
Wei-Gang Chen, Jin Zhao

Jun-Jie Li, the First Cadre Department of Geriatrics, the 
First Affiliated Hospital of Shihezi University Medical Col-
lege, Shihezi 832008, Xinjiang Uygur Autonomous Region, 
China
Yong Zheng, Kan Sun, Xiang-Yun Chang, Wei-Gang 
Chen, Department of Gastroenterology, the First Affiliated 
Hospital of Shihezi University Medical College, Shihezi 
832008, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China
Jin Zhao, Department of Pathology, Shihezi University 
Medical College, Shihezi 832002, Xinjiang Uygur Autono-
mous Region, China
Correspondence to: Dr. Yong Zheng, Department of Gas-
troenterology, the First Affiliated Hospital of Shihezi Uni-
versity Medical College, Shihezi 832008, Xinjiang Uygur 
Autonomous Region, China. ljj_666222@126.com
Received: 2007-01-30    Accepted: 2007-03-06 

Abstract
AIM: T o d e t e c t t h e e x p r e s s i o n o f h e m e 
oxygenase-1 (HO-1) in human esophageal 
mucosa with reflux esophagitis (RE), and to find 
out the role of gas messenger molecule carbon 
monoxide (CO) in the pathogenesis of RE.

METHODS: The distributions of HO-1 protein 
in the esophageal tissues of 77 RE cases and 20 
normal controls were detected by immunohisto-
chemistry (SP method)�.

RESULTS: HO-1 was expressed mainly in the 
esophageal mucosal epithelium. The expression 
of HO-1 in RE patients was significantly higher 

than that in the normal controls (0.2334 ± 0.0511 
vs 0.1776 ± 0.0164, P < 0.01).

CONCLUSION: Abnormal expression of HO-1 
exists in RE, suggesting that CO may play an 
important role in the pathogenesis of gastroin-
testinal motility disorders such as RE.
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摘要
目的: 检测血红素氧合酶-1(HO-1)在反流性食
管炎(RE)患者食管黏膜中的表达, 以探讨气体
信使分子一氧化碳(CO)在RE发病机制中的作
用. 

方法: 采用免疫组化SP法结合血红素氧合酶
(HO-1)的免疫反应阳性产物的平均光密度图
像分析法检测77例RE患者(分4级组)及20例对
照组的食管黏膜HO-1蛋白的表达强度. 

结果: H O-1主要在食管黏膜上皮细胞中表
达, RE患者食管黏膜中表达明显强于对照组
(0.2334±0.0511 vs  0.1776±0.0164, P <0.01).

结论: HO-1在RE患者中的食管黏膜中的表达
异常, 表明CO在胃肠动力性疾病如RE的发病
机制中可能起重要作用.

关键词: 反流性食管炎; 血红素氧合酶-1; 免疫组

织化学; 一氧化碳
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指由于

®

■背景资料
反流性食管炎是
消化道常见的胃
肠动力性疾病, 随
着生活条件的提
高及生活方式的
改变, 我国反流性
食管炎的发病率
近年有增高的趋
势, 临床表现为反
酸、烧心、胸骨
后疼痛、嗳气等, 
因其反复发作, 严
重影响患者的生
活质量, 目前反流
性食管炎确切的
发病机制尚不明
确 ,  研 究 表 明 胃
肠激素及气体信
号分子(如一氧化
氮)在反流性食管
炎的发病中起重
要作用. 
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胃与食管交界处抗反流屏障功能障碍而导致的

胃或十二指肠内容物反流入食管, 引起食管组

织黏膜损害, 是临床常见病, 其发病机制尚未完

全清楚. 其中胃食管交界异常引发反流的机制

中一过性食管下段括约肌松弛(TLESR)是反流

性食管炎的最主要发病机制[1-6], 一些胃肠激素

和气体信号分子对食管下括约肌运动有调节作

用, 一氧化碳(carbon monoxide, CO)作为一种新

的胃肠道抑制性神经递质可介导平滑肌的松弛

效应, 我们试图通过对RE患者及对照组的食管

黏膜活检标本的血红素氧合酶1(HO-1)表达的免

疫组织化学研究, 探讨CO在RE发病机制中的可

能作用.

1  材料和方法

1.1 材料 (1)RE组实验对象来自2006-01/10就诊

于石河子大学医学院一附院门诊和住院患者, 
所有研究对象均行胃镜检查后诊断为RE的患

者共77例, 其中男55例, 女22例, 年龄22-72(平均

52.08±12.61)岁. RE的诊断按照洛杉矶分类标

准(世界胃肠病大会, 1994)共分4级, A级: 黏膜破

损局限于黏膜皱襞上, 且长度<5 mm; B级: 黏膜

破损局限于黏膜皱襞上, 其中至少一个黏膜破

损长度>5 mm; C级: 黏膜破损相互融合, 但小于

食管周径75%; D级: 黏膜破损相互融合, 至少侵

犯食管周径75%以上, 食管下端溃疡也列入D级. 
77例RE者中, A, B, C, D级分别为21, 25, 18和13
例. 将A和B级定为轻度RE, C级为中度, D级为

重度RE. RE患者均有一种或以上不同程度的反

流症状, 如反酸、烧心、反食、胸骨后疼痛, 部
分患者还伴有腹胀、嗳气、吞咽困难等, 既往

有糖尿病、神经性病变、硬皮病、恶性肿瘤、

上消化道手术史等病史者除外; (2)对照组标本

20例取自正常志愿者, 其中男13例, 女7例, 年龄

23-66(平均47.75±12.79)岁. 本组无临床上无反

酸、烧心、反食、胸骨后疼痛等反流的症状与

体征, 无免疫疾病、感染病史, 无近期服用药物

史, 内镜下无食管黏膜破损, 食管黏膜病理检查

证实, 食管黏膜组织无器质性病变. 以上5组受

检者, 均在电子胃镜(Olympus)直视下, 于食管下

括约肌处活检取黏膜, 立即以40 g/L多聚甲醛溶

液固定, 常规石蜡包埋, 3 μm连续切片, 进行免

疫组织化学染色. 正常对照组同部位取材, 做相

同处理. RE各组患者的年龄与对照组年龄比较

无显著性差异, 用LSD对各组年龄进行两两比

较, 结果均无统计学意义(P >0.05). 用SPSS软件

对所有入选者的性别进行χ2检验, 检验结果表

明, χ2 = 1.391, P  = 0.846, 可以认为入选的A, B, C, 
D及对照组在性别方面无统计学差异, 所有实验

数据无性别偏差; (3)实验试剂: 羊抗人HO-1多
克隆抗体IgG(Santa Cruz公司产品, 福州迈新生

物技术开发公司提供), 二抗工作液(Santa Cruz
公司产品, 北京中杉金桥生物科技有限公司提

供). DAB显色液(DAKO公司产品, 福州迈新生

物技术开发公司提供).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色 石蜡组织切片3 μm厚, 
经脱蜡、脱二甲苯和水化后, 30 mL/L H2O2溶液

孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物酶, 置0.01 
moL/L枸橼酸缓冲液中微波95℃ 15 min修复抗

原, 滴加封闭用正常兔血清工作液(A液)孵育10 
min, 滴加1∶100稀释的一抗(羊抗人多克隆抗体

HO-1), 4℃过夜; 加生物素化兔抗山羊二抗工作

液(B液)和辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作

液(C液)各孵育15 min; 滴加新鲜配制的DAB液
显色, 苏木精复染, 然后脱水、透明、中性树脂

封片, 光镜下观察并摄片. 上述抗体稀释和组织

切片漂洗均用0.01 moL/L, pH7.4的磷酸盐缓冲

溶液(TBS), 同时用TBS代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 免疫组织化学结果判断 光镜下观察, HO-1
免疫阳性产物呈棕黄色颗粒为强阳性, 黄色颗

粒为阳性, 浅黄色颗粒为弱阳性, 与背景同色

呈蓝紫色为阴性 .  同时用计算机图像分析技

术半定量监测其蛋白表达的强弱. 应用Image-
Pro® Plus5.0彩色病理图文分析系统(美国Media 
Cybernetics公司)随机选取5个视野, 测定食管黏

膜HO-1免疫反应阳性产物平均光密度值. 平均

光密度越高说明表达越强, 反映细胞内蛋白表

达量越多. 以平均光密度值来进行量化后的统

计学分析. 
统计学处理 所有参数均采用SPSS11.0统计

软件分析处理, 测量指标以均值±标准差(mean
±SD)表示, 确定方差齐性后, 方差分析用于分

析组间均数差别, P <0.05表示两组差别具有显著

性意义.

2  结果

2.1 HO-1免疫组化染色结果 RE组HO-1蛋白主

要在食管黏膜上皮细胞中表达, 胞质呈黄色至

棕黄颗粒. 正常对照组, 大多样本没有HO-1阳性

细胞的表达, 少数病例在食管黏膜上皮细胞中

表达, 胞质呈浅黄色(图1).

■研发前沿
目前, 反流性食管
炎的发病机制中, 
食管动力、肥胖
等与反流性食管
炎的关系, 血管紧
张素Ⅱ与食管的
收缩运动, 促肾上
腺皮质激素释放
因子受体在食管
的分布等等均与
反流性食管炎的
发病有关. 研究热
点是食管下括约
肌松弛尤其是一
过性食管下括约
肌松弛的发生机
制, 导致食管下括
约肌松弛的离子
通道的研究; 一氧
化氮、一氧化碳
导致食管下括约
肌松弛的神经肌
肉传道通路及他
们的相互关系等. 

■创新盘点
目前, 血红素氧合
酶在食管黏膜中
的分布及作用的
研究较为少见, 且
大多在动物模型
上, 本文对血红素
氧合酶 -1在反流
性食管炎患者及
对照组食管黏膜
上皮细胞中表达
的差异进行了分
析, 探讨了气体信
使分子如一氧化
碳在反流性食管
炎发病机制中的
可能作用.
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2.2 食管黏膜组织中HO-1的表达强度 HO-1平
均光密度值: RE各组中A组与B组的平均光密

度值比值无差异(P  = 0.867), 但A, B组与对照0.867), 但A, B组与对照

组比值均有差异(P <0.01), C, D及对照组和A, B
组比值均有差异(P <0.01), C, D组之间平均光密

度值比值均有差异(P <0.01), 随着RE炎症程度

的加重, HO-1平均光密度值越高, 蛋白表达越

高. 我们还发现, 总RE组患者HO-1平均光密度

值(0.2334±0.0511)明显高于对照组(0.1776±
0.0164)(P <0.01, 表1).

3  讨论

RE在西方国家是一种常见病和多发病, 约25%
的成年人有烧心症状[7]. 1999年潘国宗 et al [8]流

行病学调查显示, 北京、上海的流行病学调查

推测RE患病率为1.92%; 2005年李兆申 et al [9]对

RE的调查显示, 1990-1999 RE占内镜检查总数

的2.02%, 而2000-2004 RE的比率上升至5.11%. 
国内外学者对其日益关注, 研究不断深入, 但其

确切的病因及发病机制仍不十分清楚. 目前已

公认一过性食管括约肌松弛(TLESR)是导致RE
的最重要因素. 已有研究显示, 食管下括约肌

(LES)组织内的NO对维持其一定的张力起着重

要作用. 张力下降可导致TLESR频繁发生. 
内源性一氧化碳(carbon monoxide, CO)和

一氧化氮类似, 是近年研究证实的重要的生物

调节物质, 具有传递细胞间信息、调节细胞功

能的作用, 因而作为体内合成内源性CO的唯一

酶系统——血红素加氧酶(hemeoxygenase, HO)
也日益受到关注[10-16]. 血红素氧合酶是内源性

CO生成的限速酶, 目前已证实HO有3种同工酶: 
HO-1, HO-2, HO-3. HO-1为诱导型, 又被称为

热休克蛋白(HSP32), 主要分布于单核-吞噬细

胞系统及网状内皮细胞内, 参与血红素代谢, 在
多种诱导因素(如应激或损伤等)下均可表达并

产生CO. HO-2和HO-3为结构型, 在细胞处于生

理状态即有表达. 正常生理状态下除脾脏外, 健
康胃肠道极少表达HO-l[15], 当胃肠病变/损伤时, 
HO-1大量诱导产生, 有利于病变/损伤的修复. 
有研究发现, HO-1对动物结肠黏膜上皮细胞具

有保护作用[17-18], 然而, HO-1在人类食管组织中

的分布和作用尚不清楚, 在RE患者食管组织中

的表达还未见相关报道. HO-1具有抗炎症、抗

凋亡、抗增生作用, 可在应激或损伤条件下诱

导产生CO, CO是一种弥散的气体信使分子, 可
以传递生理学信息, 在HO-1的保护作用中可能

起重要作用[19]. 新近研究发现, CO可以调节胃

肠道平滑肌的电活动, 给于外源性的CO能刺激

犬空肠环行平滑肌细胞内cGMP生成, 激活平滑

肌细胞的K+通道, 增加整个细胞的外向电流, 引
起膜电位超极化, 舒张平滑肌[20-21]. HO基因缺失

可引起平滑肌持续痉挛, 外源性CO则能恢复平

滑肌的正常反应. 在本实验中我们发现, RE患者

食管组织中HO-1分布异常, 较正常对照组阳性

单位增高, 他的表达主要定位在食管黏膜上皮

细胞, 这提示RE患者食管HO-1的分布和表达异

常可能引起食管黏膜组织内、细胞内分布和量

的改变, 影响食管黏膜的生理信息传递, 出现异

常的平滑肌细胞膜电位, 引起食管平滑肌的收

缩、舒张障碍. 目前的研究表明, CO也是胃肠道

的信使, 可通过可溶性鸟苷酸环化酶-环磷酸鸟

苷(sGC-cGMP)通过胞内肌浆网钙离子的释放, 

表  1  RE各组与对照组平均光密度比较

      
分组	                 HO-1平均光密度值                      P 值 

A级组                       0.2085±0.0307                    0.003

B级组                       0.2101±0.0320                    0.001

C级组                       0.2380±0.0322                    0.000

D级组                       0.3123±0.0500                    0.000

总RE组                     0.2334±0.0511                    0.000

对照组                      0.1776±0.0164	               -

图  1  HO-1免疫组化染色结果(×400). A: 反流性食管炎患

者; B: 对照组.

A

B

■应用要点
一过性食管下括
约肌松弛是公认
的反流性食管炎
的最重要的发病
机制, 本研究显示
一些气体信使分
子如一氧化碳可
能在反流性食管
炎发病机制中起
重要作用, 通过对
其进一步的深入
研究将有助于阐
明反流性食管炎
的病理生理机制, 
为反流性食管炎
的的诊疗提供新
方案.
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使平滑肌细胞舒张, 肌肉松弛, 可以调节食管功

能. 我们的研究显示, 随着食管炎症程度的加重, 
HO-1阳性细胞及其蛋白表达呈一致性增强, 从
而发挥自身保护效应, 推测HO-1在食管损伤发

生时作为一种代偿性机制具有一定保护作用. 
我们应用免疫组织化学方法检测了HO-1在RE
患者和正常食管组织中的表达, 结果显示,  RE组
HO-1的表达主要集中在食管黏膜上皮细胞, 正
常对照组则少见HO-1的阳性细胞, 我们的研究

结果表明, HO-1在RE食管组织的异常表达可能

与食管下括约肌的功能失调有关, 他产生的CO
可能与食管疾病的发生和进程有关. 

总之, 本实验检测了HO-1在RE患者食管黏

膜中的分布和表达, 他异常表达与食管的功能

失调有关, 并初步探讨了CO在RE发病机制中的

可能作用. 但限于取材条件, 无法进深一步对人

食管黏膜下层、肌层、浆膜层HO-1分布和表达

作更深的研究. CO是消化道重要的信使分子, 在
食管的调节中起着重要作用, 对RE的病理生理

可能有重要影响. 但食管运动功能受许多因素

调节如胃肠道的神经体液支配、胃肠肽类激素

和气体信使分子(如一氧化氮)等的调节, 这些因

素之间的相互调控也错综复杂, 仅从HO-1分布

和表达变化来解释RE的发病机制很不全面, 有
关HO-1与RE的生理及病理生理关系, CO在消化

道疾病中所发挥的作用还有待于进一步深入研

究, 这必将为RE的诊治和预防提供新思路、新

方法.
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