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Abstract
AIM: To explore the roles of endothelin-1 
(ET-1), nitric oxide (NO) and calcitonin gene-
related peptide (CGRP) in the pathogenesis of 
hepatopulmonary syndrome (HPS) in rats.

METHODS: Thirty-two male Wistar rats were 
randomly and averagely divided into 4 groups: 
sham operation group, common bile duct liga-
tion (CBDL) 3-wk group, CBDL 4-wk group and 
CBDL 5-wk group. HPS model was induced by 
CBDL. Liver function and pathological changes 
of liver and lung were observed. The concentra-
tions of ET-1 and CGRP in plasma, liver and 

lung tissues were detected by radioimmunoas-
say (RIA) and the NO content in serum, liver 
and lung tissues was measured with nitrate re-
ductase method.

RESULTS: During the pathogenesis of HPS, 
liver was damaged with inflammation and fi-
brous hyperplasia. Fibrosis caused the formation 
of false lobules. Lung structural alterations such 
as alveolar capillary dilation and angiogenesis, 
thickened alveolar septa and decreased alveo-
lar capacity were observed. The levels of ET-1, 
NO and CGRP in plasma, liver and lung tissues 
were gradually increased from the 3rd to 5th wk 
after CBDL, which were positively correlated 
with alanine aminotransferase level (plasma, 
ET-1: r = 0.9889, P = 0.0111; NO: r = 0.9935, P = 
0065; CGRP: r = 0.9714, P = 0.0286; liver tissue: 
r = 0.9969, P = 0.0035; r = 0.9993, P = 0.0070; r 
= 0.9507, P = 0.0493; lung tissue: r = 0.9939, P 
= 0.0061; r = 0.9991, P = 0.0009; r = 0.9557, P = 
0.0443).

CONCLUSION: The levels of ET-1, NO and 
CGRP in plasma, liver and lung are increased 
markedly during the process of HPS formation, 
suggesting that vascular mediators such as ET-1, 
NO and CGRP may play important roles in the 
pathogenesis of HPS.

Key Words: Hepatopulmonary syndrome; Endothe-
lin-1; Nitric oxide; Calcitonin gene-related peptide; 
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摘要
目的: 探讨内皮素-1(endothelin-1, ET-1)、一
氧化氮(nitric oxide, NO)、降钙素基因相关肽
(calcitonin gene-related peptide, CGRP)在大鼠
肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS)
发病机制中的作用.

方法: 健康Wistar大鼠32只随机平均分为假手
术组、CBDL术后3 wk组、4 wk组、5 wk组. 
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■背景资料
随着肝移植治疗
肝肺综合征(HPS)
的成功 ,  人们对
HPS的发病机制
进行了大量的研
究 .  本研究通过
HPS大鼠血浆、
肝组织、肺组织
中血管活性物质
内皮素-1(ET-1)、
一氧化氮( NO)、
降钙素基因相关
肽 (CGRP)检测 , 
探讨了血管活性
物质在HPS发病
机制中的作用.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科



采用胆总管结扎(common bile duct ligation, 
CBDL)术制备大鼠HPS模型成功后, 行肝功能
及肝肺病理检查. 放射免疫分析法检测大鼠
血浆和肝组织、肺组织匀浆中ET-1和CGRP
的水平, 利用硝酸还原酶法检测大鼠血清和
肝、肺组织匀浆中NO的水平.   

结果: 在大鼠HPS形成过程中, 肝细胞变性、
坏死, 大量纤维组织增生, 形成假小叶. 肺泡
毛细血管增生、扩张 ,  伴肺泡间隔增宽、
容量减小. 术后3-5 wk, CBDL组大鼠血浆和
肝、肺组织匀浆中ET-1、NO、CGRP水平显
著升高, 且与 ALT水平呈正相关(血浆, ET-1: 
r  = 0.9889, P  = 0.0111; NO: r  = 0.9935, P  = 
0.0065; CGRP: r  = 0.9714, P  = 0.0286; 肝组织: 
r = 0.9969, P  = 0.0035; r  = 0.9993, P  = 0.0070; 
r  = 0.9507, P  = 0.0493; 肺组织: r  = 0.9939, P  = 
0.0061; r  = 0.9991, P  = 0.0009; r  = 0.9557, P  = 
0.0443).

结论: 在大鼠HPS形成过程中, 血浆和肝、肺
组织匀浆中ET-1, NO和CGRP水平持续升高, 
提示血管活性物质ET-1, NO和CGRP在其发病
机制中可能起着一定作用.

关键词: 肝肺综合征; 内皮素-1; 一氧化氮; 降钙素

基因相关肽; 放射免疫法; 硝酸还原酶法
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0  引言

肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS)
是一个临床三联征[1], 即: 慢性肝病、肺血管扩

张和低氧血症. 近年来血管活性物质在HPS发
病机制中的作用已成为研究的热点[2]. 我们研究

HPS大鼠血浆、肝组织、肺组织中血管活性物

质内皮素-1(endothelin-1, ET-1)、一氧化氮(nitric 
oxide, NO)、降钙素基因相关肽(calcitonin gene-
related peptide, CGRP)变化与肝功能检测之间的关

系, 探讨血管活性物质在HPS发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠32只, 体质量200-250 g, 购
自佳木斯大学实验动物中心. 所有大鼠在通风、

湿度温度适宜的动物室内常规均饲养. ET-1放免

试剂盒, CGRP放免试剂盒购自北京福瑞生物工

程公司. NO试剂盒, ALT试剂盒, TBIL试剂盒购
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自南京建成生物工程研究所, XH-6020型γ免疫计

数器, 22PC型分光光度仪, DY89-1电动玻璃匀浆

机, LXJ-II型自动高速离心机等.
1.2 方法 健康Wistar大鼠32只, 随机分为4组, 每
组8只, 假手术(sham operation, Sham)组、胆总管

结扎术CBDL(common bile duct ligation, CBDL)
术后3 wk组(CBDL3 wk)、术后4 wk组(CBDL 4 
wk)、术后5 wk组(CBDL 5 wk). 模型的制作参

照文献[3-4]并略加改进. 以30 g/L戊巴比妥钠4 
mL/kg ip麻醉, Sham组大鼠沿腹白线开腹后, 分
离胆总管, 不结扎即关腹; CBDL组用4号丝线分

别在近肝门处和近十二指肠端双线结扎胆总管

后, 从中段剪断胆总管. 术后3 d按2 MU/kg体质

量im青霉素以抗感染. 分别于术后3、4、5 wk
各处理一组动物. 血清ALT水平采用赖氏法测

定, TBIL水平采用苯甲酸钠-咖啡因比色法测定. 
剪取部分新鲜肝组织和肺组织于40 g/L甲醛固

定, 1 wk后经过脱水、透明、石蜡包埋、切片、

HE染色后光学显微镜观察其病理变化.
1.2.1 血浆及肝肺组织ET-1和CGRP测定: 所有动

物于相应时间点以100 mL/L水合氯醛麻醉, 开
胸心脏穿刺取静脉血6 mL, 取其中4 mL注入含

100 mL/L EDTA-2Na 30 μL和333.4 nkat/L抑肽

酶40 μL的试管中, 混匀, 低温离心机4℃, 3000 
r/min离心15 min, 分离血浆, 分装2份, 置-70℃
低温冰箱保存, 待测ET-1值和CGRP值. 同时制

备肝、肺组织匀浆, 取其上清液待测ET-1值和

CGRP值. 严格按说明书操作. 
1.2.2 血清及肝肺组织NO测定: 取另静脉血2 
mL, 不加抗凝剂, 静置10 min, 低温离心机4℃, 
3500 r/min离心15 min, 分离上层血清, 置-70℃
低温冰箱保存, 待测NO值. NO化学性质活泼, 在
体内代谢很快转为NO2

-和NO3
-, 而NO2

-又进一步

转化为NO3
-, 本法利用硝酸还原酶特异性将NO2

-

还原为NO3
-, 通过显色深浅测定其浓度的高低. 

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 
采用SPSS10.0统计软件处理, 用q检验法分析, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

Sham组与术前相比无明显变化, 进食、活动、

大小便均正常, 无死亡. CBDL组于术后逐渐出

现皮肤黏膜黄染, 精神萎靡, 嗜睡, 反应迟钝, 活
动明显减少, 食欲减退, 体质量下降, 尿色加深, 
大便呈灰白色. CBDL术后4 wk组及术后5 wk组
各死亡1只. 大鼠HPS形成过程中, 肝脏质地逐

www.wjgnet.com

■研发前沿
血管活性物质在
HPS发病机制中
的作用成为此领
域研究的热点.
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渐变硬. 光镜下肝细胞变性、坏死、伴炎症细

胞浸润及小胆管样上皮细胞增殖改变, 肝小叶

结构完全破坏, 大量纤维组织增生, 形成假小叶. 
随着时间的推移, 病理学改变更加明显. 而Sham
组大鼠肝细胞形态完整, 肝细胞索呈放射状, 肝
小叶结构完整, 细胞核正常(图1). 各组大鼠肺大

体均无明显变化, 光镜下所有大鼠肺泡细胞无

变性坏死, 肺泡壁无塌陷, 肺泡形态正常, 无炎

性细胞浸润、间质水肿、纤维组织增生和透明

膜形成. 主要改变为肺泡毛细血管增生、扩张, 
伴肺泡间隔增宽、容量减小. 随着时间推移, 肺
泡毛细血管增生、扩张明显, 肺泡壁增厚更加

明显, 肺泡间隔增宽, 肺泡腔容量明显减小(图2). 
从术后wk 3起, 由于胆汁淤积, CBDL组大鼠血

清TBIL迅速升高, 并引起肝细胞损害, 血清ALT
升高(表1).
2.1 血浆和肝、肺组织中ET-1, NO和CGRP的变
化 与Sham组相比, CBDL组大鼠血浆和肝、肺

组织中ET-1, NO和CGRP水平改变均有显著性

差异(表2-4). 
2.2 血浆和肝、肺组织中ET-1, NO, CGRP水平与
肝功能及腹水的关系 大鼠HPS形成过程中, 血
浆和肝、肺组织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平逐

渐升高, CBDL组大鼠术后3-5 wk肝功能损害逐

渐加重(表5-6). 血浆和肝、肺组织匀浆中ET-1, 
NO, CGRP水平均与ALT水平成正相关. 血浆

和肝、肺组织匀浆中NO水平均与TBIL水平成

正相关; 肝、肺组织匀浆中ET-1, CGRP水平与

TBIL水平亦成正相关, 而血浆中ET-1, CGRP水
平与TBIL水平无直线相关性. CBDL 4、5 wk组
共有7只动物出现腹水. 提示ET-1, NO, CGRP可
能与肝功能受损状态及腹水形成有关. 

3  讨论

HPS是指肝功能不全引起肺血管扩张, 肺气体

交换障碍导致的低氧血征及其一系列的病理

生理变化和临床表现[5-6]. 临床多表现为慢性肝

病、肺内血管扩张(intrapulmonary vasodilatation, 
IPVD)和低氧血症, IPVD是低氧血症的病理生理

基础[7]. 有学者推测, 各种慢性肝脏疾病时由于

门、体分流或肝细胞功能受损, 某些血管活性

物质在肝脏灭活减少或产生增多, 通过血循环

到达肺, 肺内扩血管物质与缩血管物质之间作

■相关报道
有学者推测, 各种
慢性肝脏疾病时
由于门、体分流
或肝细胞功能受
损, 某些血管活性
物质在肝脏灭活
减少或产生增多, 
通过血循环到达
肺, 肺内扩血管物
质与缩血管物质
之间作用失衡, 可
能是H P S的发病
机制之一.

A B

DC

图  1  CBDL组大鼠肝脏组织学(HE×100). A: Sham组; B-D: CBDL 3 wk, 4 wk, 5 wk.

表  1  各组肝功能变化(mean±SD)

     
分组	           n 	       ALT(nkat/L)	  TBIL(μmol/L)

Sham组	          8	     213±1.39	  7.25±0.48

CBDL 3 wk       8	   1915±22.64a      423.34±43.31a

          4 wk       7	   2629±29.72a      496.30±54.45a

          5 wk       7	   3569±26.34a      612.57±66.67a

aP<0.05 vs  Sham组.
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用失衡, 可能是HPS的发病机制之一[8-11]. 
ET-1是一种具有很强缩血管作用的多肽[12-13], 

在肝脏合成, ET-1受体在肝内广泛分布[14]. 他的受

体(ETR)有两种亚型, 即ETRA和ETRB. ET-1与
ETRA和ETRB结合均可导致血管收缩, 但ET-1
还可通过与ETRB结合, 释放由内皮细胞衍生的

扩血管物质NO而引起血管扩张[15]. ET-1能够诱

导激活的HSC产生收缩反应, 使得肝血窦直径缩

小, 导致肝脏发生缺血缺氧性损害[16-17], 同时增

加肝内血流阻力, 造成门脉高压[18]. NO是通过升

高环磷酸鸟苷水平来介导肺血管扩张的[19]. NO
是由NOS以L-精氨酸为底物催化而成, NOS共有

两种亚型: 诱导型(iNOS)和内皮型(eNOS), 其中

iNOS在细胞因子或内毒素的刺激下呈诱导性表

达. 慢性肝病时, 大量内毒素及细胞因子可激活

iNOS, 导致局部或全身的NO水平升高[20-21]. Luo 

表  3  各组血清和肝、肺组织中NO水平动态变化 (mean±SD)

     
分组	         n 	     血清NO(μmol/L)	      肝组织NO(μmol/g)            肺组织NO(μmol/g)

Sham组	        8            37.70±10.53	           4.42±0.55	                  5.45±0.50

CBDL 3 wk     8          137.14±25.02a	           7.68±0.51a	                  7.90±0.35a

          4 wk     7          174.67±26.88a	           8.99±0.65a	                  9.14±0.56a

          5 wk     7          203.83±19.08a	         10.97±0.95a	                10.38±0.96a

aP<0.05 vs  Sham组.

■应用要点
本 研 究 结 果 表
明 血 管 活 性 物
质E T- 1、N O、
CGRP可能在HPS
发病机制中起作
用.

表  2  各组血浆和肝、肺组织中ET-1水平变化 (mean±SD, ng/L)

     
分组	             n 	                 血浆ET-1	                 肝组织ET-1                        肺组织ET-1

Sham组	           8	           49.42±2.73	              43.87±5.72                  263.21±6.21

CBDL 3 wk        8	           71.91±4.21a	            154.65±4.99a                 344.65±13.15

          4 wk        7	           82.83±8.32a	            213.44±13.13a	   372.36±21.08

          5 wk        7	         103.61±6.06a	            254.66±13.89a	   434.37±12.76a

aP<0.05 vs  Sham组.

A B

DC

图  2  CBDL组大鼠肺脏组织学(HE×100). A: Sham组; B-D: CBDL 3 wk, 4 wk, 5 wk.
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■名词解释
肝肺综合征: 是一
个临床三联征, 即
严重肝病、肺血
管扩张和低氧血
症. 此病的主要特
征是发病率高, 动
脉血氧分压降低, 
低氧血症呈慢性
发展 ,  治疗困难 , 
远期预后不良.

表  4  各组血浆和肝、肺组织中CGRP水平动态变化 (mean±SD, ng/L)

     
分组	             n 	                血浆CGRP	                     肝组织CGRP                        肺组织CGRP

Sham组	           8               44.37±9.01	                184.23±28.69                 176.26±19.57

CBDL 3 wk        8               80.70±8.37a	               362.07±37.82a                276.68±27.34a

          4 wk        7             113.60±25.79a              595.34±60.83a                 361.84±33.83a

          5 wk        7             159.61±17.85a              908.84±101.33a               526.79±41.66a

aP<0.05 vs  Sham组.

表  5  ALT与各阶段血浆和肝、肺组织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平r 及P 值比较

     
ALT

	                            ET-1	                                         NO                                       CGRP

                                  r 	                      P                        r 	                 P 	        r 	            P

血浆	         0.9889           0.0111a          0.9935          0.0065a             0.9714        0.0286a

肝组织	         0.9969           0.0035a          0.9993          0.0070a             0.9507        0.0493a

肺组织	         0.9939           0.0061a          0.9991          0.0009a             0.9557        0.0443a

aP<0.05.

表  6  TBIL与各阶段血浆和肝、肺组织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平r 及P 值比较

    
TBIL

	                          ET-1	                                        NO                                          CGRP

                                  r 	                     P                        r 	                P 	                         r 	           P

血浆	         0.9485           0.0515           0.9863          0.0130a             0.9485        0.0515

肝组织	         0.9821           0.0173a          0.9772          0.0228a             0.9821        0.0173a

肺组织	         0.9645           0.0355a          0.9780          0.0215a             0.9645        0.0355a

aP<0.05.

et al实验都发现, 经胆总管结扎造成的肝硬化大

鼠模型血浆ET-1水平和肺组织NO同步增高, 而
且有肺内血管扩张的证据[22-23]. CGRP是一种强

烈的舒血管活性肽, 对外周血管有强烈的扩张

作用[24]. 在肝硬化中, CGRP的升高可能造成循

环高动力状况[25-26], 使内脏血流量增多, 门静脉

压力上升. Møller et al发现肝硬化者CGRP升高

可以引起外周血管扩张和血容量异常分布, 导
致水钠潴留[27-28]. 

本结果表明, 大鼠胆总管结扎术后, ALT, 
TBIL值随胆总管结扎时间延长而逐渐增高. 大
鼠HPS形成过程中随着肝细胞受损逐渐加重, 血
浆和肝、肺组织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平逐

渐升高. 分析结果显示, HPS大鼠血浆和肝、肺

组织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平与ALT, TBIL
值呈显著正相关, 提示这3种血管活性物质升高

可能与肝功能减退、肝脏灭活减少、继发性高

浓度内毒素血症等有关. 我们发现, HPS大鼠肺

组织匀浆中ET-1含量异常增多, 推测两种不同亚

型的ET-1受体在HPS大鼠肺血管组织中的这种

变化可能与HPS大鼠有关, ET-1在大鼠肺血管的

总体反应可能由于ETRB表达的增高而表现为

扩张. 因此, 肺组织中升高的ET-1可能更多地通

过与肺血管尤其是小血管内皮细胞表达增强的

ETRB结合从而扩张肺血管. 我们采用硝酸还原

酶法测定血浆和肝、肺组织匀浆中NO2
-/NO3

-浓

度间接反映NO产生的水平. HPS大鼠肺组织匀

浆中NO含量异常增多, 推测与NOS亚型表达变

化有关. 多数研究表明, 肝硬化门脉高压时内脏

血管eNOS表达增强[29-30], HPS时肺血管NOS亚型

表达的变化与肝硬化内脏血管NOS亚型表达的

变化是一致的, 这体现了HPS是肝硬化门脉高压

全身血管病变中的肺部表现. 本研究中大鼠血

浆CGRP与ET-1水平之间呈现明显正相关, 故从

CGRP和ET-1相互的拮抗效应, 我们推测, CGRP
升高亦可能系机体对ET-1、NO及其他致病因子



www.wjgnet.com

1058                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年4月8日      第16卷     第10期

致肝功能异常的一种保护/拮抗反应. 在HPS形
成过程中, 这三种血管活性物质体液因素间的

平衡紊乱可能具有重要的发病学意义. 
总之, 在正常生理情况下, ET-1, NO与CGRP

保持相对的平衡, 而大鼠血浆和肝组织、肺组

织匀浆中ET-1, NO, CGRP水平反映了HPS的严

重程度, 三者间平衡紊乱可能在肝脏HPS的病理

生理过程中具有重要意义. 
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论分析和有价值
的科学结论, 文章
的科学性和可读
性均能较好的反
映我国肝病学临
床研究的先进水
平.


