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Abstract
AIM: To investigate the effects of CO on multiple 
organ injury induced by intestinal ischemia/
reperfusion (IIR) in rats. 

METHODS: Sixty-four male Wistar rats, weigh-
ing 220–260 g, were randomly allocated into 
eight groups with eight animals in each. The 
model of IIR was established by clamping the 
superior mesenteric artery (SMA) for 60 min and 
reperfusion for 120 min. Group A, sham opera-
tion, no SMA clamping; group B, SMA clamping 
for 60 min and reperfusion for 120 min; group 
C1/C2, inhaled 100 µL/L/250 µL/L CO 10 min 
before SMA clamping; group D1/D2, inhaled 
100 µL/L/250 µL/L CO 60 min after SMA 
clamping; group E1/E2, inhaled 100 µL/L/250 
µL/L CO 60 min after reperfusion. The ultra-
structure of different tissues was observed by 
transmission electron microscopy, and apoptosis 

of different cells was determined by terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end 
labeling (TUNEL). 

RESULTS: The extent of ultrastructural damage 
in the different tissues in group B was intestinal 
> lung > liver, with no significant change in the 
kidneys; and in different groups, it was group C 
< D < E < B, with no significant differences be-
tween the 250 µL/L and 100 µL/L groups. Few 
apoptotic cells were seen in the liver and kid-
neys, but many in the intestine and lungs; and in 
different groups, the number of apoptotic cells 
was group A < C2 < C1 < D2 < D1 < E2 < E1 < B (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Exogenous CO can provide 
protection against multiple organ injury induced 
by IIR in rats. The effect of 250 µL/L CO is more 
significant than that of 100 µL/L CO, and the 
effect of CO is more significant when it is used 
before intestinal ischemia than after. Exogenous 
CO provides protection against multiple organ 
injury induced by IIR, partly through modulat-
ing apoptosis. 
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摘要
目的: 探讨外源性CO对IIR所致多器官损伤的
防治作用. 

方法: ♂Wistar大鼠64只, 随机分为8组. A组: 
假手术对照组, 不阻断SMA, 其余手术过程
同其他组; B组: IIR组, 吸入空气. C组分为C1
亚组与C2亚组, 缺血前10 min吸入浓度分别
为100 µL/L、250 µL/L的CO; D组: 分为D1亚
组与D2亚组, 再灌注开始时吸入浓度为100 
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■背景资料
小肠缺血再灌注
是临床常见的病
理生理过程, 严重
时可导致多器官
功能障碍综合征
形成, 而人们发现
一直被认为是一
种具有毒性的气
体一氧化碳, 作为
一种细胞信使在
生物体各种生理
和病理过程中发
挥重要调节作用.



µL/L、250 µL/L的CO; E组: 分为E1亚组与
E2亚组, 再灌注60 min时开始吸入浓度为100 
µL/L、250 µL/L的CO. 实验结束时取不同组
织电镜下观察超微结构变化、 TUNEL法荧光
显微镜下观察细胞凋亡情况. 

结果: 与A组相比, B组肠和肺组织超微结构
损伤严重、 凋亡细胞大量出现, 而肝组织损
伤较轻、 肾组织损伤不明显, 他们的凋亡细
胞数目变化不明显. 与B组相比, C、D、E组
肠、肺、肝组织超微结构损伤表现轻, C组比
D组、 E组表现轻, 各组内两亚组表现无明显
差别. 肠和肺组织中凋亡细胞数目从多到少依
次是: B组, E1组, E2组, D1组, D2组, C1组, C2
组, A组(P <0.05). 

结论: 外源性CO对大鼠I IR所致多器官损伤
具有防治作用, 且浓度为250 µL/L的CO比100 
µL/L的CO作用更明显; 缺血前应用比缺血及
再灌注后应用作用更明显. 外源性CO对IIR所
致器官损伤的防治作用可能是通过调控细胞
凋亡实现的.

关键词: 一氧化碳; 小肠; 缺血再灌注; 超微结构; 凋

亡; TUNEL法
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0  引言

小肠缺血再灌注(I I R, i n t e s t i n a l i s c h e m i a-
reperfusion)是临床常见的病理生理过程. 他不仅

可以引起肠道屏障功能不全, 严重时还能通过激

发全身性炎症反应(SIRS, systemic inflammation 
response syndrome)的同时损伤远隔器官, 导致

多器官功能障碍综合征(MODS, mutiple organ 
dysfunction syndrome)[1-2]. 而发现过去一直认为

一氧化碳(CO, carbon monoxide)是一种毒性气

体, 现在则发现他作为一种细胞信使在人体各种

生理和病理过程中发挥重要调节作用[3-6]. 我们

通过建立大鼠IIR模型, 观察外源性应用CO对IIR
中不同器官超微结构及细胞凋亡的影响, 探讨外

源性CO对IIR所致多器官损伤的防治作用.

1  材料和方法

1.1 材料 64只体质量220-260 g健康的♂Wistar
大鼠由中国医科大学实验动物中心提供, 标准

一氧化碳气体由大连大特气体有限公司提供(压
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力9.0 MPa, 浓度250×10-6/100×10-6, 空气平衡), 
一步法TUNEL细胞凋亡检测试剂盒由碧云天生

物技术研究所提供. 日立H-600-4型透射式电子

显微镜、Olympus ML2000型显微镜、NIKON 
80IFL-FUW-PF型荧光显微镜由日本提供, 8800
型超薄切片机由瑞典提供, B-D微量输液泵、

B-D动静脉留置套管针由美国提供.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制作 大鼠实验前禁食12 h, 自
由饮水. 采用肠系膜上动脉(superior mesenteric 
artery, SMA)夹闭-开放方式复制IIR模型[7]. 大鼠

ip. 乌拉坦(1.0 g/kg)麻醉, 开放股静脉持续微泵

输注乳酸钠林格氏液(10 mL/kg·h). 行颈动脉置

管(用于测定动脉压及采血), 气管切开插管后接

带单向活瓣T型管(活瓣能保证吸入气为所需气

体, 呼出气进入大气), 保留自主呼吸. 常规消毒

后取腹正中切口3-4 cm, 游离肠系膜上动脉, 血
压平稳10 min后行显微手术用无损伤动脉夹关

闭SMA起始部, 造成肠缺血; 缝合切口, 60 min
后经原切口入腹腔, 去除动脉夹, 恢复小肠血供

120 min, 即为IIR模型.
1.2.2 动物分组 将大鼠随机分为8组, 每组8只. 
A组: 假手术对照组. 不阻断SMA, 其余手术过

程同其他组; B组: 小肠缺血再灌注组, 经T型管

吸入空气. C组: 缺血前10 min CO吸入组, 按吸

入CO浓度(100 μL/L, 250 μL/L)分为两个亚组. 
D组: 再灌注开始时CO吸入组, 按吸入CO浓度

(100 μL/L, 250 μL/L)分为两个亚组. E组: 再灌注

后60 min CO吸入组, 按吸入CO浓度(100 μL/L, 
250 μL/L)分为两个亚组. 
1.2.3 组织超微结构检查 实验结束时立刻经颈

动脉放血处死动物, 迅速取右下肺、空肠、肝

右叶、肾部分组织, 切成1 mm×1 mm×1 mm大

小的组织块, 固定于戊二醛磷酸缓冲液(25 g/L)
中固定, 4℃保存, 待行透射电镜检查组织超微

结构变化. 测定时取标本常规锇酸(10 g/L)固定

后, 丙酮逐级脱水, 环氧树脂618包埋, 超薄切片, 
醋酸钠-枸橼酸铝双重染色, 透射电镜下观察各

组织超微结构的变化.
1.2.4 组织凋亡细胞计数 另取右下肺、空肠、

肝右叶、肾部分组织, 甲醛(100 g/L)固定, 脱水

后常规石蜡包埋切片, TUNEL法行免疫荧光染

色, 用抗荧光淬灭封片液封片后荧光显微镜下

观察. 使用的激发波长范围为450-500 nm, 发射

波长范围为515-565 nm(绿色荧光). 凋亡细胞的

细胞核呈现绿色荧光, 非凋亡细胞无绿色荧光. 
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■研发前沿
现 已 发 现 C O 在
生物体内具有舒
张血管和支气管
平滑肌、抑制血
小板聚集、抑制
炎症反应、抗凋
亡、抗增殖等多
种生理学作用, 在
神经、呼吸、循
环等生理过程中
和抑制急性肺损
伤、脏器缺血再
灌注损伤、器官
移植排斥反应等
病理过程中发挥
重要调节作用.
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双盲法高倍镜(×400)下随机选择10个视野, 计
数凋亡细胞数量并计算平均值. 

统计学处理 数据以mean±SD表示. 采用

SPSS13.0专业统计软件对数据进行单因素方差

分析和t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织超微结构的变化

2.1.1 肠 A组(图1A)见正常小肠结构, 上皮表面

可见微绒毛, 上皮细胞之间细胞连接完整, 细
胞胞质内可见大量线粒体、核糖体及粗面内质

网. B组(图1B)结构受损极重, 小肠上皮大量微

绒毛脱落, 细胞之间细胞连接松弛, 细胞胞质

内大部分线粒体嵴溶解; 胞质有局部溶解, 细
胞核内异染色质边集, 核胞间隙增宽. 外源性

应用CO各组(图1C-E)肠组织结构损伤程度均

好于B组, 特别是C1, C2两组受损较轻, 胞质内

线粒体外膜略模糊, 且小肠上皮表面微绒毛部

分整齐, 粗面内质网仅轻度扩张; E1, E2两组

受损相对较重. C, D, E组内两亚组比较无明显 
差异. 
2.1.2 肺 A组(图2A-B)结构基本正常, 血管内皮

细胞形态完整, 气血屏障连续且结构清晰, II型
上皮细胞表面微绒毛排列整齐, 线粒体结构完

好, 板层小体正常存在. B组(图2C-D)结构明显

受损, 气血屏障模糊增厚, II型上皮细胞表面微

绒毛短小稀疏, 核型不规则, 胞质内多个线粒体

空泡变性, 板层小体排空式消失; Ⅰ型上皮细胞

部分破损溶解, 血管内皮细胞大面积溶解, 腔内

见红细胞. 外源性应用CO各组(图2E-J)肺组织结

构损伤程度均好于B组, 特别是C1, C2两组受损

较轻, II型细胞表面微绒毛较完整, 部分线粒体

完好, 多个板层小体存在; 而E1, E2两组受损相

对较重. C, D, E组内两亚组比较无明显差异. 
2.1.3 肝 A组(图3A)结构基本正常, 肝细胞核膜

完整、核仁清楚, 胞质内线粒体结构完好. B组

(图3B)结构略受损, 细胞核膜模糊, 异染色质边

集, 胞质部分溶解, 部分线粒体外膜破损. 外源

性应用CO各组(图3C)肝组织结构均受损较轻, 
细胞核核形较不规则, 少量线粒体外膜有破损.  
C, D, E各组间及组内两亚组比较无明显差异. 
2.1.4 肾 A组(图4A-B)结构正常, 肾小管上皮微

绒毛完整, 核形规则, 相邻细胞间见细胞连接; 
肾小球基膜薄厚均匀, 足突与内皮细胞清晰. B
组(图4C-D)结构受损轻微, 仅见肾小管上皮细胞

核核形不规则及存在大小不等的溶酶体和大的

吞饮泡增多, 肾小球足突少部分融合. 外源性应

用CO各组(图4E-F)肾组织结构均接近正常,  肾
小管上皮微绒毛较完整、核形规则; 肾小球基

膜连续, 薄厚较均匀, 足突有局部的融合. 
2.2 组织中凋亡细胞计数 
2.2.1 肠和肺 B组可见大量凋亡细胞. C, D, E各
组凋亡细胞数目明显少于B组(P <0.05), 但多

于A组(P <0.05); 且C组<D组<E组组间有差异

(P <0.05); 各组内亚组数目有差异, 1组均多于2
组(P <0.05, 表1). 
2.2.2 肝和肾 组织中均仅见少量凋亡细胞, 无明

显差异.

■创新盘点
本文发现, 外源性
CO对大鼠ⅡR所
致多器官损伤具
有防治作用, 且浓
度为250 μL/L的
CO比100 μL/L的
C O 作 用 更 明 显 ; 
缺血前应用比缺
血及再灌注后应
用作用更明显, 外
源性CO对ⅡR所
致器官损伤的防
治作用可能是通
过调控细胞凋亡
实现的. 

图  1  各组小肠超微结构变化(TEM). A: A组正常(×5000); B: B组损伤严重(×6000); C: C组损伤较轻(×8000); D: D组变化轻

(×6000); E: E组损伤较重(×8000).

D

BA C
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■应用要点
本文通过建立大
鼠IIR模型 ,  观察
外源性应用CO对
IIR中不同器官超
微结构及细胞凋
亡的影响, 探讨外
源性CO 对IIR所
致多器官损伤的
防治作用, 为临床
治疗MODS提供
新的参考. 

A

DC

B

E F

G H

I J

图  2  各组肺上皮细胞超微结构变化(TEM). A: A组正常Ⅱ型(×10 000); B: A组正常Ⅰ型(×12 000); C: B组Ⅱ型明显受损(×

6000); D: B组Ⅰ型细胞明显受损(×10 000); E: C组Ⅱ型损伤较轻(×10 000); F: C组Ⅰ型损伤较轻(×10 000); G: D组Ⅱ型结构

变化轻(×6000); H: D组Ⅰ型结构变化轻(×10 000); I: E组Ⅱ型损伤较重(×6000); J: E组I型损伤较重(×6000)
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3  讨论

小肠缺血再灌注(I I R)是临床常见的病理生理

现象, 严重IIR可最终导致多器官功能障碍综合

征(MODS)的形成[8-10]. 我们以大鼠SMA夹闭-
开放法建立IIR模型, 发现IIR组(B组)肺、肠、

肝、肾组织的超微结构与正常对照组(A组)相
比都发生了不同程度的变化, 肠和肺组织损伤

严重、肝组织损伤较轻、肾组织损伤不明显. 
其中小肠上皮大量微绒毛脱落, 细胞之间连接

松弛, 胞质内大部分线粒体嵴溶解, 说明小肠屏

障功能严重受损; 肺泡II型上皮核形不规则, 胞
质内线粒体空泡变性, 板层小体排空式消失, Ⅰ
型上皮细胞破损部分溶解, 内皮细胞大面积溶

解, 说明肺气血屏障遭到破坏. 这进一步验证了 
IIR可导致多器官损伤, 且肺是受到影响最大的

远隔器官. 

I IR导致MODS的发病机制目前尚未完全

阐明. 在全身炎症反应过程中大量释放的炎症

介质, 可以通过直接与间接的途径促使血管内

皮细胞与器官组织细胞发生细胞凋亡 ,  同时

抑制炎症反应过程中单核巨噬细胞、枯否细

胞、PMN的凋亡, 从而促进MODS的发生和发 
展 [11-14]. 一方面, 脏器血管内皮细胞凋亡的增

加, 可使微血管通透性增加、炎性细胞聚集、

炎症反应增强, 是继发性出血、坏死和DIC的

A B C

图  3  各组肝超微结构变化(TEM). A: A组正常 (×6000); B: B组略受损(×6000); C: C-E组受损轻微(×10 000).

FED

CBA

图  4  各组肾超微结构变化(TEM). A: A组正常小管(×6000); B: A组正常小球(×10 000); C: B组小管轻微受损(×8000); D: B

组小球轻微受损(×6000); E: C-E组小管接近正常(×5000); F: C-E组小球接近正常(×10 000).

表  1  大鼠IIR各组织中凋亡细胞计数(个/HP, n  = 8, mean±
SD)

     组织       A          B            C1         C2        D1           D2        E1          E2

肠      5±2  52±6a  19±2  12±2  26±2  21±3  40±2  32±2

肺      2±1  32±2a  12±2    6±2   23±2  19±3  30±2  25±2

aP<0.05 vs  A-E组.

■同行评价
本文紧密结合临
床常见问题, 设计
合理, 实验方法先
进, 数据可靠, 结
果可信, 论述较全
面, 对临床上防治
小肠缺血再灌注
损伤有参考价值. 
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原因之一; 另一方面, 器官实质细胞凋亡的大量

发生可能直接使器官结构和功能发生损害直至

衰竭. 因此认为细胞凋亡可能是MODS发生的

一个重要病理生理机制[15-17]. 对于凋亡, 现阶段

人们普遍接受的可能机制有死亡受体途径(Fas
途径)[18]和线粒体[19]途径两种. 但细胞凋亡并不

完全是一个线性通路: 细胞凋亡中信号分子间

相互影响, 构成了细胞凋亡的环性通路-死亡环

(death cycle). 在这个死亡环里, 半胱氨酸蛋白酶

caspases, 原癌基因Bcl -2, 细胞色素C之间相互

作用: 细胞色素能激活procaspase, 而有活性的

caspase也能刺激线粒体释放细胞色素C. 这样, 
上游分子和下游分子的凋亡信号呈级联放大效

应. 而Bcl-2既能在细胞色素上游, 又能在其下游

发挥作用. 阻断这种环行放大的级联效应, 能有

效地抑制细胞凋亡[20]. 我们发现, 与正常对照组

(A组)相比, IIR组(B组)肠和肺组织内凋亡细胞

大量出现, 而肝、肾组织内凋亡细胞数目变化

不明显, 细胞凋亡数目与各组织超微结构损伤

的程度一致, 提示细胞凋亡同IIR引起的多器官

损伤具有一定的相关性, 与文献报道相符. 
如何有效地防治MODS的发生和发展一直

是临床工作所关注的重要课题. 近年来已经有

越来越多的研究发现, 过去一直认为CO是毒性

气体分子, 而现在发现他作为一种细胞信使分

子在生物体内具有舒张血管和支气管平滑肌、

抑制血小板聚集、抑制炎症反应、抗凋亡、抗

增殖等多种生理学作用[21-25], 在神经、呼吸、循

环等生理过程和抑制急性肺损伤、脏器缺血再

灌注损伤、器官移植排斥反应等病理过程中发

挥重要调节作用[26-29]. Zhang et al在大鼠模型中

发现, 低浓度CO可以通过抑制Fas/FasL, caspases
表达, 抑制细胞色素C释放, 增强Bcl-2表达等从

多方面抑制肺缺血再灌注时肺动脉内皮细胞的

凋亡[30]. 本研究有效地探索了外源性应用CO对

大鼠IIR所致多器官损伤防治的作用. 与B组相

比, C, D, E组肠, 肺, 肝组织超微结构损伤表现

轻说明, 外源性应用两种不同浓度CO对大鼠IIR
过程中多器官损伤均有防治作用; 而与B组相比, 
C, D, E组肠, 肺, 肝组织内凋亡细胞数目少说明, 
CO可以部分通过调控细胞凋亡的发生而达到防

治器官损伤的作用; 组织超微结构损伤程度C组
比D组, E组表现轻, 表明CO对器官损伤的防治

作用在IIR发生过程中早期应用效果更好, 特别

是在小肠缺血前应用最为明显; 但从各组内两

亚组的组织超微结构损伤的表现程度来看, 100 

μL/L与250 μL/L两种不同浓度CO的作用并无明

显差异, 从凋亡细胞出现数目比较, 250 μL/L比
100 μL/L CO对器官损伤的防治作用强. 我们认

为, CO在小肠缺血前应用可能是通过对某种途

径的调控早期抑制Fas/FasL、caspases表达, 抑
制细胞色素C释放并增强Bcl-2表达, 从而抑制 
IIR中组织细胞大量凋亡的发生, 预防组织器官

在结构和功能上进一步的损害, 实现对器官损

伤的防治作用; 而在缺血及再灌注后应用, 虽然

CO也能通过这种途径对器官损伤起到治疗作

用, 但由于损害已经部分发生, 因此CO的这种作

用减弱. 
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