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Abstract
AIM: To observe the effects of the inhalation or 
intraperitoneal infusion of a low concentration 
of carbon monoxide (CO) on lipopolysaccharide 
(LPS)-induced rat small intestine injury, and to 
identify the roles of the p38 mitogen-activated 
protein kinase (p38 MAPK) pathway in these 
effects. 

METHODS: Sprague-Dawley rats with small 
intestine injury induced by a 5 mg/kg LPS in-
travenous injection or an equal volume of NS 
were divided into six groups: A, control group 
(inhalation of room air); B, CO group (inhala-
tion of 2.5 × 10-4 V/V CO ); C, CO intraperitoneal 
infusion group (intraperitoneal infusion of 2.5 × 
10-4 V/V CO); D, LPS group (inhalation of room 
air); E, LPS + CO group (inhalation of 2.5 × 10-4 
V/V CO); and F, LPS + CO intraperitoneal infu-
sion group (intraperitoneal infusion of 2.5 × 10-4 
V/V CO). Rats were sacrificed by exsanguination 
and small intestinal tissues were homogenized 

for testing. The levels of platelet activator fac-
tor (PAF) and intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1) were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay. Maleic dialdehyde (MDA) 
content and myeloperoxidase (MPO) activity 
were determined by chemical methods. The 
extent of cell apoptosis was determined by flow 
cytometry. The expression level of the heme 
oxygenase-1 (HO-1) gene was analyzed by semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction and the level of phosphorylated 
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
activity was determined by Western blot. Pathol-
ogy was determined by light microscopy. 

RESULTS: The levels of PAF, ICAM -1, MDA 
and MPO (P < 0.05), and the rates of apoptosis, 
were lower in groups E (0.87 ± 0.18 ng/g, 2.96 
± 0.39 ng/g, 1.74 ± 0.17 mmol/g, 35.34 ± 14.67 
μkat/g, 30.56% ± 6.33%) and F (0.82  ±  0.16 ng/
g, 2.69 ± 0.23 ng/g, 1.71 ± 0.24 mmol/g, 33.01 ± 
12.84 μkat/g, 34.45% ± 5.77%) than in group D 
(1.15 ± 0.21 ng/g, 3.48 ± 0.36 ng/g, 2.75 ± 0.76 
mmol/g, 68.01 ± 18.67 μkat/g, 41.52% ± 3.36%, 
P < 0.05). The levels of HO-1 mRNA and phos-
phorylated p38 MAPK were higher in groups 
E (6.29 ± 1.56, 14 219 ± 1724) and F (7.21 ± 1.78, 
13 774 ± 1886) than in group D (3.97 ± 1.16, 10 227 
± 1312; P < 0.05). In contrast to group D rats, the 
small intestine injury in rats in groups E and F 
was ameliorated. There were no significant differ-
ences between groups E and F. 

CONCLUSION: Low-concentration CO inhalation 
and intraperitoneal infusion exert similar protec-
tion against LPS-induced rat small intestine injury 
via anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-
apoptotic mechanisms, as well as through the up-
regulation of HO-1 expression. This may involve 
the p38 MAPK pathway. 

Key Words: Carbon monoxide; Lipopolysaccharide; 
Platelet activator factor; Intercellular adhesion 
molecule-1; Maleic dialdehyde; Myeloperoxidase; 
Heme oxygenase-1; Mitogen-activated protein ki-
nase; Enzyme lined immunosorbent assay; Semi-

®

■背景资料
与一氧化氮类似
的一氧化碳(CO)
的研究如火如荼, 
数项动物和人体
观察表明, 低浓度
CO有重要的细胞
保护作用, 但其机
制、量 - 时 - 效关
系等尚待阐明. 本
文观察了CO不同
给予方式对脂多
糖诱导大鼠小肠
损伤的影响、及
p38 MAPK信号传
导通路的作用. 



刘少华, 等. 低浓度一氧化碳在防止大鼠小肠脂多糖诱导损伤中的保护作用                                                                    2781

www.wjgnet.com

quantitative reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blotting

Liu SH, Ma K, Xu B, Xu XR. Low-concentration carbon 
monoxide protects against lipopolysaccharide-induced 
rat small intestine injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(26): 2780-2785

摘要
目的: 观察低浓度一氧化碳(CO)吸入和腹腔
给予在防止脂多糖(LPS)诱导大鼠小肠损伤中
的作用, 探讨其可能的信号转导机制. 

方法: 6组SD大鼠ip 5 mg/kg体质量LPS或等
容量生理盐水1 h后, 对照组(A)吸入室内空
气, CO组(B)吸入体积分数为2.5×10-4 CO, CO
腹腔组(C)腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO, 
LPS组(D)吸入室内空气, LPS+CO组(E)吸入
体积分数为2.5×10-4 CO, LPS+CO腹腔组(F)
腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO. 观察3 h放
血处死, 取小肠, 酶联免疫吸附法测定血小板
活化因子(PAF)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)
水平; 化学比色法测定丙二醛(MDA)含量及
髓过氧化物酶(MPO)活性; 流式细胞仪测定
细胞凋亡率; 半定量逆转录聚合酶链反应测
定血红素氧合酶-1(HO-1)mRNA, 蛋白印迹法
测定磷酸化p38 MAPK表达; 光镜观察形态学 
变化. 

结果: E和F组PAF、ICAM-1、MDA、MPO
的表达(0.87±0.18 ng/g, 0.82±0.16 ng/g vs  
1.15±0.21 ng/g; 2.96±0.39 ng/g, 2.69±0.23 
ng/g vs  3.48±0.36 ng/g; 1.74±0.17 mmol/g,  
1.71±0.24 mmol/g vs  2.75±0.76 mmol/g; 
35.34±14.67 μkat/g, 33.01±12.84 μkat/g vs  
68.01±18.67 μkat/g; P <0.05)以及细胞凋亡率
均明显低于D组(30.56%±6.33%, 34.45%±

5.77% vs  41.52%±3.36%; P <0.05), 而HO-1 
mRNA及磷酸化p38 MAPK的表达显著高于
D组(6.29±1.56, 7.21±1.78 vs  3.97±1.16, 
14219±1724, 13774±1886 vs  10227±1312; 
P <0.05), E和F组小肠损伤较D组减轻, 组间比
较, 差异无统计学意义. 

结论: 低浓度C O吸入和腹腔给予通过抗氧
化、抗炎、抑制细胞凋亡及上调HO-1表达, 
在防止大鼠小肠避免LPS诱导损伤中的保护
作用; p38 MAPK可能参与CO保护作用的信
号转导.

关键词: 一氧化碳; 脂多糖; 血小板活化因子; 细胞

间黏附分子-1; 丙二醛; 髓过氧化物酶; 血红素氧合 

酶-1; 丝裂原活化蛋白激酶; 酶联免疫吸附法; 半定

量逆转录聚合酶链反应; 蛋白印迹法
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0  引言

我们以前的研究观察到低浓度一氧化碳(CO)吸
入可以抑制细菌脂多糖(LPS)诱导的大鼠肺和肠

组织过氧化、炎症性损伤及细胞凋亡从而起保

护作用[1-3]. 丝裂原活化蛋白激酶p38(p38 MAPK)
信号转导通路已被广泛证明参与抑制LPS诱导

的炎性损伤及细胞凋亡[4-5]. 因此推测p38 MAPK
通路可能参与CO的上述保护作用. 本文在前述

研究基础上, 观察CO给予方式改变的影响、及

影响过程中磷酸化p38 MAPK表达的变化, 探讨

其可能的信号转导机制.

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂SD大鼠, 南京医科大学动物

实验中心提供, 体质量200-250 g, 清洁级, 合格证

号: NMXK(苏)2004-0018. LPS (E.coli  O111: B4, 
Sigma公司), 血小板活化因子(PAF)和细胞间黏附

因子-1(ICAM-1)测试盒(上海晶美生物公司), 丙
二醛(MDA)、髓过氧化物酶(MPO)和考马斯亮兰

蛋白定量测试盒(南京建成生物工程有限公司), 
膜联蛋白-V-异硫氢酸萤光素(Annexin-V-FITC)、
碘化吡啶(PI)(美国BD Pharmingen公司), 流式细

胞仪(FACS Vantage SE, 美国BD公司), TRIzol总
RNA提取试剂、反转录和PCR扩增所需酶(美
国Promega公司), 硝酸纤维素膜(美国Amersham
公司), 小鼠抗大鼠actins mAb,  FITC-羊抗小鼠

IgG(二抗), 均购自美国Santa Cruz公司, DAB显色

系统(武汉博士德), CO气体(南京特种气体厂, 储
存浓度的体积分数分别为1.0、2.5×10-4, 后者平

衡气体为空气). 
1.2 方法 36只大鼠按照随机数字表法分为对照, 
CO, CO腹腔, LPS, LPS＋CO吸入和LPS＋CO
腹腔6组. 1 g/L戊巴比妥钠30 mg/kg ip麻醉, 后3
组iv 5 mg/kg LPS, 前3组iv等容量生理盐水. 1 h
后, 对照组吸入室内空气, CO组吸入体积分数为 
2.5×10-4 CO, CO腹腔组腹腔通入体积分数为 
2.5×10-4 CO, LPS组吸入室内空气, LPS+CO吸

入组吸入体积分数为2.5×10-4 CO, LPS+CO腹

腔组腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO. 采用有

明显组织形态学改变为肠道损伤的判断标准. 

■相关报道
继一氧化氮作用
的全面阐示, 与其
有类似作用而非
自由基的一氧化
碳(CO)的研究成
为 近 年 热 点 .  数
项动物和人体观
察 表 明 ,  低 浓 度
C O 有 抗 氧 化 、

抗炎、抗凋亡作
用, 并开始临床应
用于脂多糖(LPS)
诱导的炎症、高
浓度氧及机械通
气相关肺损伤、

器官移植、血管
炎 、 缺 血 - 再 灌
注 损 伤 等 ,  取 得
了令人鼓舞的效
果. 在动物肺损伤
研究中还观察了
50-1000 ppm及较
长时间(6-72 h)CO
吸入有相似的保
护 作 用 ,  其 机 制
可能与MAPK、

JNK的转导有关. 
但对L P S诱导肠
道损伤的作用及
其机制, 量-时-效
关系尚未阐明. 
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CO给予参照文献[6]并作改进, 预先准备一

只两端开口、充满空气的36 L密闭容器, 向内

注入9 mL体积分数为1.0的CO, 充分混匀, 自一

端开口以2 L/min持续通入CO体积分数为2.5×
10-4的压缩气体, 另一端接管向室外排气; 分别

在大鼠右下及左上腹穿刺小孔, 自右下腹孔以

2 L/min持续通入体积分数为2.5×10-4 CO, 左上

腹孔接管向外排气. 实验过程中随机3次气体采

样, 经CO浓度测定仪(Interscan Co., CA)证实容

器及大鼠腹腔内CO浓度的体积分数基本稳定在 
2.5×10-4, 继续下列实验. 

大鼠置入容器及腹腔内持续通气3 h, 观察

结束时, 予10 g/L戊巴比妥钠20 mg/kg ip麻醉, 剖
腹自腹主动脉放血处死, 取回盲部上小肠, 4℃
生理盐水冲洗干净, 组织匀浆, 离心(3000 r/min, 
10 min), 取上清液, 考马斯亮兰法测定蛋白含量, 
结果以毫克蛋白中的含量表示.
1.2.1 PAF, ICAM-1, MDA和MPO测定 肠组织匀

浆离心后的上清液, 按测试盒说明书用酶联免

疫吸附法测定PAF, ICAM-1含量, 化学比色法测

定MDA含量和MPO活性.
1.2.2 细胞凋亡测定 参照文献[7], 用Annexin-V/
P I双染色流式细胞仪法测定. 将制备的单细胞

悬液0.5 mL, 在0℃-4℃, 用700 mL/L乙醇固定30 
min, 1500 r/min离心4 min, 去除上清液, 加入1 g/
L的Rnase 0.2 mL, 37℃孵育30 min, 磷酸盐缓冲

液(PBS)清洗1次, 再加入碘化丙啶(PI) 1 mL(浓
度50 mg/L), 0℃-4℃暗处放置48 h, 以480 nm氩

激光激发, 流式细胞仪双通道接受Annexin-V和

PI, 检测10 000个细胞, Mod Fit 2.3分析软件绘制

细胞周期分布图, 计算正常二倍体峰前凋亡细

胞峰曲线下面积占整个分布曲线下面积的比例, 
用百分比表示细胞凋亡程度. 
1.2.3 肠组织HO-1 mRNA 参照文献[7], 用半定

量逆转录聚合酶联反应检测. 一步法提取小肠

组织匀浆总RNA后先进行逆转录, 扩增(65℃, 10 
m in)后置于冰上冷却, 再次提取总RNA后扩增 
(42℃, 90 min, 94℃, 2 min)及PCR. HO-1上游引

物5'-AAGATTGCCCAGAAAGCCCTGGAC-3', 
下游引物5'-AACTGTCGCCACCAGAAAGCTG
AG-3', 经PCR扩增后, 目的片段长395 bp. β-actin
上游引物5'-ATGGATGATGATATCGCCGCG-3', 
下游引物5'-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3', 
经PCR扩增后, 目的片段长240 bp. 本实验中, 使
用0.5 µg总RNA, HO-1和β-actin PCR的具体循环

参数为: HO-1: 94℃×4 min, 94℃×50 s, 63℃×

50 s, 72℃×1 min, 32个循环, 末次延伸时间72℃
×10 min; β-actin: 94℃×3 min, 94℃×1 min, 
55℃×1 min, 72℃×1 min, 72℃×10 min, 32个
循环, 取10 µL PCR产物进行电泳, 摄像, 产物半

定量用Tiger 920G图像分析系统扫描电泳图的

HO-1和相应的β-actin, 测得积分光密度值, 结果

以HO-1积分光密度与相应的β-actin积分光密度

的比值表示表达强度.
1.2.4 组织形态学观察 组织经40 g/L多聚甲醛溶

液固定24 h, 石蜡包埋, 6 μm切片HE染色, 由本

院病理科医师用光镜观察形态学变化.
1.2.5 Western blot法检测磷酸化p38 MAPK 组
织采用裂解液4℃下制作匀浆, 12 000 g,  4℃
离心30  m i n ,  吸取上清液 .  定量蛋白后 ,  取 
20 µg样品蛋白行120 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(100 V, 4 h)后, 转入硝酸纤维素膜. 用30 g/L
的脱脂奶粉(PBS稀释)、室温封闭硝酸纤维素膜

30 min, 加入1∶100的磷酸化小鼠抗大鼠mAb, 
4℃过夜. PBS洗膜后, 用辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠mAb及DAB显色系统进行反应, 以出现

棕黄色条带为阳性结果, 其强度用密度扫描仪并

经Chem Image 5500计算机软件(UVP, USA)定量

分析(单位: densitometery unit, DU).
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  经

SPSS11.0统计软件处理, 采用单因素方差分析和

最小显著法检验.

2  结果

2.1 PAF, ICAM-1, MDA和MPO变化 前3组间比

较, 差异无统计学意义; LPS组明显高于前3组
(P <0.05); LPS+CO组及LPS+CO腹腔组显著低于

LPS组(均P <0.05), 组间比较, 差异无统计学意义

(表1). 
2.2 细胞凋亡率变化 前3组间比较, 差异无统

计学意义; L P S组明显高于前3组(均P <0.01); 
LPS+CO组及LPS+CO腹腔组显著低于LPS组(均
P <0.05), 组间比较, 差异无统计学意义(表1).
2.3 HO-1 mRNA变化 前3组间比较, 差异无统计

学意义; LPS组高于前3组(均P <0.01). LPS+CO
组及LPS+CO腹腔组进一步升高, 高于LPS组(均
P <0.05)(表1), 组间比较, 差异无统计学意义.
2.4 组织形态学变化 对照组肠绒毛结构完整, 无
炎症细胞浸润(图1A); CO吸入及腹腔给予组无明

显形态学改变(图1B-C); LPS组大量肠绒毛脱落, 
广泛炎症细胞浸润(图1D). LPS+CO组及LPS+CO
腹腔组有相似但减轻的形态学改变(图1E-F).

■创新盘点
本文的创新在于
观察了CO不同给
予方式对L P S诱
导大鼠肠道损伤
的影响、及影响
过程中p38 MAPK
信号转导通路的
作用. 
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2.5 磷酸化p38 MAPK表达的变化 前3组表达极

少, 强度相似; LPS组表达增加, 强度(10 227±
1312)DU高于前3组(均P <0.01); LPS+CO组及

LPS＋CO腹腔组表达进一步增加, 强度(14 219
±1724)DU和(13 774±1886)DU高于LPS组(均
P <0.05), 组间比较无差异(表1, 图2). 

3  讨论

本实验结果显示, LPS诱导大鼠小肠损伤时, 肠
组织PAF、ICAM-1、MDA、MPO及细胞凋亡

率显著升高, 提示过氧化、促炎介质表达及细

胞凋亡增加参与了LPS诱导的肠道损伤; 而给予

CO在减轻损伤的同时, 明显降低损伤肠PAF、

表  1  PAF, ICAM-1, MDA, MPO, 细胞凋亡率, HO-1 mRNA及磷酸化p38 MAPK表达的变化(mean±SD, n  = 6)

     
分组

                      PAF              ICAM-1                MDA                 MPO                细胞凋亡率            HO-1             P-p38 MAPK

                             ng/g              ng/g                 μmol/g              μkat/g                       (%)                  mRNA                   (DU)

对照             0.43±0.08    1.69±0.19      0.61±0.06     27.51±4.67         8.02±2.10      1.00±0.00       2142±539

CO               0.49±0.04    1.71±0.19      0.57±0.07     26.07±2.67         7.71±1.50      1.12±0.04       3176±420

CO腹腔        0.39±0.06    1.57±0.21      0.58±0.06     28.67±5.17       10.60±3.16      1.08±0.03       2347±465

LPS              1.15±0.21a     3.48±0.36a        2.75±0.76a    68.01±18.67a    41.52±3.36b     3.97±1.16b   10 227±1312b

LPS+CO吸入 0.87±0.18ac   2.96±0.39ac      1.74±0.17ac   35.34±14.67ac   30.56±6.33bc    6.29±1.56bc  14 219±1724bc

LPS+CO腹腔 0.82±0.16ac   2.68±0.23ac      1.71±0.24ac   33.01±12.84ac    34.45±5.77bc   7.21±1.78bc  13 774±1886bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照、CO吸入及CO腹腔给予组; cP<0.05 vs  LPS组.

A

F

D

B

E

C

图  1  肠组织形态学变化 (HE×200). A: 对照; B: CO吸入; C: CO腹腔给予; D: LPS注入; E: LPS注入+CO吸入; F: LPS注入

+CO腹腔.

■名词解释
1 MAPK: 丝裂原
活化蛋白激酶, 是
细胞内3条主要信
号转导通路(Janus
激 酶 - S T A T 、

MAPK、NF-kB)
之一, 活化后在细
胞浆及细胞核内
协同或拮抗, 共同
完成信号转导, 介
导病理生理作用. 
2 HO-1: 为3种血
红素氧合酶之一
(诱导型), 是人类
和其他哺乳动物
器官和组织中广
泛存在的一种加
氧酶, 调节细胞内
血红素的稳态, 降
解血红素为强抗
氧化作用的胆绿
素、一氧化碳和
铁离子, 有重要细
胞保护作用. 
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活化而非抑制p38 MAPK参与其细胞保护作用. 
Otterbein et al [19]观察到MKK3/p38 MAPK通路

活化, 介导LPS损伤小鼠吸入250 ppm CO后促炎

介质产生的抑制和肺细胞凋亡, 增加IL-10合成. 
Reunanen et al [23]和Ranganathan et al [24]研究发现, 
p38 MAPK参与CO调控LPS诱导的氧化/抗氧化

失衡. Brouard et al [15]认为HO-1源性CO活化p38 
MAPK, 抑制TNF-α诱导的内皮细胞凋亡. 结合

我们的观察, 有理由相信, CO的抗氧化、抗炎及

抑制细胞凋亡依赖MAPK参与. CO给予活化p38 
MAPK, 改变后续信号传导通路, 调控介质、酶

等的表达[22,25], 或通过能与p38 MAPK活化后启

动子区不同反应元件结合的中间分子, 介导不

同蛋白合成[26]. Otterbein et al [19]认为CO与p38 
MAPK上游激酶内的血红素结构单元结合而起

抗炎作用. 
总之, 过氧化损伤、促炎介质失控表达及

细胞凋亡增多在LPS诱导肠道损伤的发生发展

中起重要作用. 外源性低浓度CO吸入和腹腔给

予通过抗氧化、抗炎症、抑制细胞凋亡和上调

HO-1表达而起相似的保护作用; p38 MAPK信号

转导通路可能参与了这一过程. 
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1           2          3          4          5          6 

图  2  肠组织磷酸化p38 MAPK表达的变化. 1: 对照; 2: CO

吸入; 3: CO腹腔给予; 4: LPS注入; 5: LPS注入+CO吸入; 6: 

LPS注入+CO腹腔.

■同行评价
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的保护作用, 研究
内容丰富, 采用的
方法较恰当, 得出
的结果结论较可
信, 有一定的学术
价值. 
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