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Abstract
AIM: To investigate the changes of heme 
oxygenase-1 (HO-1) expression and carbon 
monoxide (CO) production in acute l iver 
injury induced by D-galactosamine (GalN) and 
Lipopolysaccharide (LPS), and  explore the role 
of HO-1/CO system in the pathogenesis of liver 
injury.

METHODS: GalN (700 mg/kg body weight) 
and LPS (50 μg/kg body weight) were used to 
establish the models of acute liver injury in male 
rats by intraperitoneal injection. Liver injury was 
assessed biochemically and histologically. HO-1 
activity in liver homogenate was examined at 
different time points following GalN/LPS treat-
ment and the expression of HO-1 protein was 
determined by Western blot. The activity of 
super oxide dismutase (SOD) and the content of 
malondialdehyde (MDA) in liver tissues were 

also examined at the same time.

RESULTS: Administration of GalN/LPS caused 
severe hepatic damage, characterized by sig-
nificant elevation of serum alanine aminotrans-
ferase (ALT: 10872.5 ± 708.5 nkat/L vs 1043.5 ± 
247.4 nkat/L, P < 0.01), aspartate aminotrans-
ferase (AST: 9246.8 ± 814.7 nkat/L vs 1278.6 ± 
273.8  nkat/L, P < 0.01) levels and hepatic MDA 
content (5.06 ± 1.21 μmol/g vs 2.03 ± 0.59 μmol/g, 
P < 0.01) as well as a remarkable reduction of liv-
er SOD activity (813.7 ± 168.3  nkat/mg vs 1248.2 
± 84.9 nkat/mg, P < 0.01) at 24 hours as com-
pared with those in the control group. HO-1 ac-
tivity was elevated significantly after modeling, 
showing a time-dependent manner from 6 to 24 
hours (4.02 ± 0.74, 5.97 ± 1.51, 6.13 ± 1.18  μmol/g 
vs 2.86 ± 0.41 μmol/g), while expression of HO-1 
protein was increased remarkably from 6 to 24 
hours (24 h: 1.87 ± 0.39 vs 0.37 ± 0.09, P < 0.01), 
which was demonstrated by Western blot analy-
sis. Endogenous CO concentration in the liver of 
control rats remained very low but was elevated 
significantly after GalN/LPS treatment (6, 12, 24 h: 
0.373 ± 0.112, 0.474 ± 0.152, 0.513 ± 0.193  μmol/g 
vs 0.172 ± 0.041 μmol/g, P < 0.01), which was in 
accordance with the changes of HO-1.

CONCLUSION: HO-1 activity and protein as 
well as CO production are increased signifi-
cantly in rats with acute liver injury induced by 
GalN/LPS, suggesting that HO-1/CO system 
plays an important role in the pathogenesis of 
acute hepatic damage.

Key Words: Liver injury; Heme oxygenase-1; Carbon 
monoxide; D-galactosamine; Lipopolysaccharide
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摘要
目的: 研究急性肝损伤时大鼠肝脏HO-1/CO系

®

■背景资料
血 红 素 加 氧 酶
( H O ) 是 催 化 血
红素产生一氧化
碳、胆红素和铁
离子的一种限速
酶 ,  其中HO-1为
诱导型, 又称为热
休克蛋白32, 可在
氧化应激或其他
病理因素的诱导
下大量表达. 研究
发现, HO-1/CO体
系参与机体多种
组织器官的病理
生理反应, 并可能
有重要的细胞保
护作用, 是近年来
的研究热点. 目前
HO-1/CO体系在
大鼠急性肝损伤
过程中的动态变
化尚未见报道.
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 统的变化规律, 探讨HO-1和内源性CO的作用
机制及其病理生理意义. 

方法:  采用D-氨基半乳糖(G a l N)和脂多糖
(LPS)联合腹腔注射制备大鼠急性肝损伤模
型, 动态测定各时间点(3, 6, 12, 24, 36 h)大鼠
肝脏HO-1活性和蛋白表达情况, 测定肝脏CO
浓度以及血清ALT, AST水平和肝组织SOD活
性、MDA含量变化. 

结果: G a l N和L P S联合注射成功诱导了大
鼠急性肝损伤, 表现为染毒24 h时大鼠血清
ALT, AST水平以及肝组织MDA浓度显著升高
(10872.5±708.5 nkat/L, 9246.8±814.7 nkat/L, 
5.06±1.21 μmol/g vs  1043.5±247.4 nkat/L, 
1278.6±273.8 nkat/L, 2.03±0.59 μmol/g, 均
P <0.01), SOD活性明显下降(813.7±168.3 
nkat/mg vs  1248.2±84.9 nkat/mg, P <0.01), HE
染色显示肝细胞出现严重损伤. 染毒3-24 h大
鼠肝脏HO-1活性明显增强, 6-24 h呈现一定
的时间依赖方式(4.02±0.74, 5.97±1.51, 6.13
±1.18 μmol/g vs  2.86±0.41 μmol/g); Western 
blot测定结果亦显示, HO-1蛋白表达显著增
强, 24 h时明显高于正常对照组(1.87±0.39 vs  
0.37±0.09, P <0.01). 正常大鼠肝脏的CO浓度
极低, 染毒后以时间依赖方式开始升高, 并显
著高于正常对照组(0.373±0.112, 0.474±0.152, 
0.513±0.193 μmol/g vs  0.172±0.041 μmol/g, 
P <0.01), 这与HO-1表达情况相一致.

结论: 大鼠急性肝损伤时出现HO-1活性增加
和蛋白表达持续上调以及CO浓度迅速增高, 
提示HO-1/CO系统参与急性肝损伤的病理生
理过程, 其表达增加可能对机体有重要调节作用.

关键词: 肝损伤; 血红素加氧酶-1; 一氧化碳; D-氨

基半乳糖; 脂多糖 
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0  引言

血红素加氧酶(heme oxygenase, HO)是催化血

红素产生一氧化碳(CO)、胆红素和铁离子的一

种限速酶. HO-1为诱导型, 又称为热休克蛋白

32(HSP32), 可在氧化应激或其他病理因素的诱

导下大量表达[1-5], 进而促进血红素分解代谢, 使
内源性CO、胆红素等生成增加. 近年研究发现, 
HO-1/CO诱导表达参与机体多种组织器官的病

理生理反应, 并可能有重要的细胞保护作用. 目
前关于HO-1/CO系统在急性肝损伤过程中的确

切变化尚不清楚, 本次研究采用D-氨基半乳糖

(GalN)和脂多糖(LPS)联合腹腔注射制备大鼠急

性肝损伤模型, 通过研究肝脏HO-1活性、蛋白

表达和内源性CO浓度变化情况, 同时, 结合肝功

能、氧化应激等指标, 拟系统探讨HO-1/CO系统

在急性肝损伤发生机制中的可能作用及其病理

生理意义, 以期为深入研究急性肝损伤的发生

机制及干预等提供一定的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠, 体质量250-300 g(中
国科学院动物研究所提供), 在恒温(25℃)、光

照周期12-12 h环境中饲养1 wk后实验, 实验前

12 h和实验期间禁食, 自由饮水. GalN、LPS、
血晶素(hemin)、血红蛋白、NADPH、6-磷酸

葡萄糖和6-磷酸葡萄糖脱氢酶等试剂均购自美

国Sigma公司, 兔抗鼠HO-1多克隆抗体购自美国

Santa Cruze公司. SOD和MDA试剂盒购自南京

建成生物公司. 动物分组和模型制备: 随机将大

鼠分为正常对照组和实验组, 实验组又按不同

时间点分为3, 6, 12, 24, 36 h 5个亚组, 每组各5
只. GalN临用前溶于生理盐水, 调pH值为7.2-7.4, 
按700 mg/kg体质量给予大鼠腹腔注射; 同时配

制LPS溶液, 按50 μg/kg剂量腹腔注射以诱发大

鼠肝损伤反应. 在不同时间点取大鼠肝组织, 部
分于40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 以制备组

织切片; 另取部分新鲜肝组织拟测定HO-1活性

和CO含量, 其余肝组织立即投入液氮冻存, 待
制备组织匀浆; 同时采集大鼠股静脉血, 于3000 
r/min离心10 min后留取上清-70℃冻存待测.
1.2 方法 

1.2.1 大鼠肝脏HO-1活性测定 取新鲜肝组织, 采
用超高速离心法提取肝组织微粒体并测定蛋白

浓度(Bradford法); 冰浴下加入胆绿素还原酶、

NADPH、6-磷酸葡萄糖、6-磷酸葡萄糖脱氢

酶和血晶素, 充分混匀, 于37℃水浴, 避光反应

20 min, 冰浴终止反应. 然后用双波长分光光度

计测定A 464和A 530的吸光度差值, 最后根据公式

计算HO-1活性. 
1.2.2 采用Western blot测HO-1蛋白表达 用细胞

裂解液制备大鼠肝组织匀浆, 4℃高速离心后留

取上清并进行蛋白定量; 取50 μg蛋白经SDS-
PAGE电泳、转膜、封闭, 然后以兔抗鼠HO-1多
克隆抗体(1∶500稀释)进行孵育, PBST漂洗后

■研发前沿
大 量 研 究 显 示 , 
HO-1/CO体系具
广泛的生物学效
应, 参与机体各系
统的病理生理反
应;  HO-1及其代
谢产物CO、胆红
素和铁离子等均
可对机体产生保
护作用, 有利于减
少细胞死亡、蛋
白质氧化及脂质
过氧化等.



www.wjgnet.com

230                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年1月28日       第15卷       第3期

以辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体(中山

生物技术有限公司提供, 1∶2000稀释)进行二抗

反应. 最后在暗室中以ECL发光液(Pierce公司)
进行显色、曝光, 并用Bio-Rad图像分析系统对

所得区带进行扫描, 经b-actin校正后, 比较各组

的积分光密度值. 
1.2.3 大鼠肝组织的CO含量测定 取新鲜肝组织, 
用预冷PBS缓冲液冲洗后在冰浴条件下迅速匀

浆; 取匀浆液加入血红蛋白溶液充分混匀, 再加

入连二亚硫酸钠溶液混匀后静置10 min, 然后在

分光光度计上测A 564和A 582的吸光度差值, 最后

根据公式计算CO含量. 
1.2.4 肝组织超氧化物岐化酶(SOD)和丙二醛

(MDA)含量测定 SOD活性测定采用黄嘌呤氧化

酶法, MDA含量测定采用硫代巴比妥酸法, 具体

操作参见说明书进行. 
1.2.5 血清ALT, AST测定 采用全自动生化分析

仪测定不同时间点大鼠血清丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)变化. 
1.2.6 病理学变化 以石蜡包埋的肝组织标本制

备4 μm切片, HE染色, 光学显微镜下观察组织损

伤情况.
统 计 学 处 理  所有数据以均数±标准差

(mean±SD)表示, 以SPSS统计软件进行分析处理.

2  结果

正常大鼠肝脏体积正常, 呈鲜红色, 表面光滑、

边缘整齐, 组织切片显示肝细胞、汇管区、胆

管上皮细胞等形态结构完整, 未见变性、坏死

以及炎性细胞浸润等. 大鼠腹腔联合注射Ga1N/
LPS后3 h, 即观察到有部分肝细胞出现胞质疏松

化, 嗜酸变性等; 12-24 h肝损伤最为加重, 表现

为肝组织结构紊乱, 大量肝细胞肿胀变性, 肝小

叶内有不同程度的细胞凋亡及坏死, 汇管区可

见大量炎性细胞浸润等(图1).
2.1 大鼠血清ALT, AST水平和肝脏SOD活性, 
MDA浓度变化 生化指标检测结果表明, 大鼠

血清ALT, AST水平在给予Ga1N/LPS后3 h即开

始升高, 24 h达高峰, 36 h时仍处于高水平, 和正

常对照组相比差异十分显著. 同时大鼠肝组织

SOD活性降低, MDA含量相应升高, 并随着时间

延长肝损伤加重, 这种变化趋势更为明显, 和正

常对照组相比差异亦十分显著(表1).
2.2 肝组织中HO-1活性和蛋白变化 研究结果表

明, 大鼠染毒3 h后肝脏HO-1活性即开始增强, 
其变化呈一定的时间依赖方式, 并在6-36 h内均

显著高于对照组, 差异有统计学意义(表2). 同
时, Western blot测定结果显示, 正常大鼠肝脏有

HO-1蛋白表达, 染毒3 h后HO-1蛋白表达开始增

强, 24-36 h表达至高峰, 均显著高于正常对照组

(图2).
2.3 肝脏CO生成变化 在生理条件下大鼠肝脏中

有CO生成, 但含量极低; 大鼠染毒后6-36 h内, 肝
脏CO生成量均明显增加, 呈一定的时间依赖方

A B

DC

图  1  GalN/LPS染毒大鼠肝组织病理变化(HE×200). A: 正常大鼠肝组织结构; B: 染毒3 h; C: 染毒12 h; D: 染毒24 h.

■应用要点
通过研究 H O - 1 /
CO体系的动态变
化, 可初步阐明急
性肝损伤发病过
程中的一些分子
机制, 并有利于在
此基础上进一步
深入探讨CO、胆
红素等分解产物
是否具备肝保护
作用, 从而进一步
验证前面的研究, 
并为临床干预等
提供科学依据.
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式, 并显著高于正常对照组, 差异有统计学意义

(表2). 

3  讨论

HO是一种催化血红素的起始酶和限速酶, 有着

重要的生物学作用. HO在体内主要有3种同工酶

形式, 即HO-1, HO-2和HO-3; 这3种酶是不同基

因的表达产物, 但均能作用于血红素, 将其分解

产生相同摩尔数的生物活性分子: CO、胆红素

和铁离子[1-5]. HO-1又称为热休克蛋白32, 是迄今

为止发现的生物体内最容易被诱导产生的抗氧

化酶; 大量研究表明, 凡能引起细胞活性氧水平

增加的外来刺激, 或是导致细胞谷胱甘肽水平

下降的因素, 如缺氧、高氧、重金属、内毒素

等, 都可以使HO-1基因表达增加. HO-2在脑和

前列腺中含量最高, 是生理条件下的主要存在

形式; HO-3是近些年发现的另一种异构酶, 亦为

组成型, 多种诱导因素均不能诱导其表达增高, 
其具体生理特性还有待于进一步研究[6-10]. 近年

来, HO-1/CO系统的生理特性受到广泛关注; 研
究证实, HO-1在多种疾病发生、发展过程中大

量表达, 对机体可产生保护作用, 有利于减少细

胞死亡、蛋白质氧化及脂质过氧化等[11-15]. 本次

实验采用GalN/LPS联合注射建立大鼠急性肝损

伤模型, 探讨急性肝损伤时大鼠肝脏HO-1/CO系

统的变化规律, 同时结合肝功能、氧化应激等

指标, 以深入研究HO-1/CO系统在中毒性肝损伤

发病中的地位及其调控机制. 
目前认为, GalN/LPS联合应用所诱导的肝

损伤模型与临床上病毒性肝炎的肝脏病理变

化十分相似, 因此常用于研究肝损伤的发病机

制和评估临床新药的疗效, 其损伤机制可能与

GalN在细胞内与磷酸尿苷结合形成复合物, 致
使磷酸尿苷耗竭, RNA和蛋白合成障碍, 进而导

致肝细胞坏死有关[16-17]. 研究结果显示, 大鼠给

予GalN/LPS后诱导了严重的肝脏损伤, 表现为

血清ALT, AST水平显著升高, 组织病理学出现

典型的肝细胞坏死表现等. 大鼠肝脏HO-1活性

表  1  急性肝损伤大鼠血清ALT, AST水平和肝脏SOD活性、MDA浓度变化(mean±SD, n  = 5)

     
分组                    ALT (nkat/L)	              AST (nkat/L)	             SOD (nkat/mg)           MDA (μmol/g)

对照组          1043.5±247.4            1278.6±273.8            1248.2±84.9            2.03±0.59

3 h                1736.8±371.2b           2314.3±421.8b           1157.7±157.6          2.57±1.41

6 h                7148.5±576.7b           6902.6±581.7b             975.4±173.1b         4.43±1.37b

12 h              9754.8±672.9b           8746.2±712.3b             845.6±214.7b         4.87±1.47b

24 h            10872.5±708.5b           9246.8±814.7b             813.7±168.3b         5.06±1.21b

36 h              9024.7±698.3b           8142.8±597.4b             974.6±172.8b         3.89±1.13b

bP<0.01 vs 对照组.

表  2  急性肝损伤大鼠肝脏HO活性和CO浓度变化(mean
±SD, n  = 5)

     
分组                       HO (μmol/g)                      CO (μmol/g)

对照组                  2.86±0.41                    0.17±0.04

3 h                        3.19±0.88                    0.23±0.09

6 h                        4.02±0.74b                   0.37±0.11b

12 h                      5.97±1.51b                   0.47±0.15b

24 h                      6.13±1.18b                   0.51±0.19b

36 h                      5.47±0.69b                   0.48±0.19b

bP<0.01 vs 对照组.

对照组      3 h       6 h      12 h      24 h     36 h 

HO-1
32 kDa

b-actin
43 kDa

A

H
O

-
1蛋

白
的

相
对

量
(光

密
度

值
)

2.4

2.0

1.6

1.2

0.8

0.4

0
对照组     3         6       12       24       36

t /h

B

图  2  Western blot检测急性肝损伤大鼠肝脏HO-1蛋白表达
变化. A: HO-1蛋白的免疫印迹图; B: HO-1蛋白表达的相

对光密度值.

■同行评价
GalN/LPS联合诱
导大鼠急性肝损
伤与临床上病毒
性肝炎的病理变
化十分相似, 因此
研究HO-1/CO体
系在此模型中的
动态变化, 将为深
入探讨病毒性肝
炎的损伤机制提
供新的干预途径
和研究思路, 并为
今后临床上药物
的开发应用提供
重要线索. 本文设
计合理, 方法较先
进, 结论有意义.
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在染毒后6-36 h内均明显增强, 显著高于正常对

照组, 差异有统计学意义; Western blot亦证实, 
肝脏HO-1蛋白表达以一定的时间依赖方式明

显增加, 和正常对照组相比差异十分显著, 这和

HO-1活性的变化趋势相一致. 同时研究结果还

表明, 大鼠肝脏CO在GalN/LPS染毒之后生成量

明显增加, 与对照组相比差异显著, 其变化趋势

和HO-1变化一致, 因而提示HO-1诱导表达可能

是导致内源性CO水平升高的主要原因. 
在应激状态下肝脏HO-1活性增加和蛋白表

达上调, 对机体可能有重要保护作用, 这是因为

HO-1催化血红素分解的三种产物均具有重要生

理功能, 如胆红素具备抗氧化功能, 是有效的自

由基清除剂; 铁能诱导产生铁蛋白与游离的铁

结合, 减少氧化应激产生的自由铁, 从而中和其

氧化毒性; 内源性CO则是一种更为重要的气体

信使分子, 在体内具有广泛的生物学活性[18-22], 
如CO不仅可通过直接舒张血管平滑肌细胞, 调
节血管张力、维持血管紧张度, 还能参与神经

递质的传递、氧应激、血小板的激活及松弛平

滑肌等[22-25]. 大量生成的CO可通过自分泌或旁

分泌方式扩散, 在肝脏的损伤过程中发挥重要

的生理效应, 这将有利于提高机体防御反应, 减
轻肝损伤, 因此是一正性因子. 

目前有关HO-1/CO系统在急性肝损伤中被

激活的具体机制尚不清楚, 有研究认为, 肝损伤

时循环中细胞因子及内毒素增多可激活HO-1 
mRNA翻译和蛋白表达[26-28]; 此外, 自由基生成

增加可能也是诱导HO-1表达的另一重要因素[29-30], 
这与本次研究中SOD(自由基清除剂)活性显著

降低和MDA(脂质过氧化产物)含量增加的结果

相吻合. 
总之, HO-1/CO系统参与了大鼠急性肝损伤

的病理生理过程; HO-1表达增加和CO水平升高

可能有利于机体抗氧化应激作用, 其确切机制

和作用途径值得深入探讨. 我们在以后的实验

中将进一步研究HO-1抑制剂或激动剂对急性肝

损伤的干预作用, 以及内源性CO或胆红素的临

床应用价值等, 从而可为进一步探讨急性肝损

伤的发病机制和临床干预等提供科学线索. 
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