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Abstract
AIM: To observe effects of hemeoxygenase-1 
(HO-1) on immune hepatic-fibrosis in rats.

METHODS: The hepatic fibrosis model was in-
duced by human serum albumin (HSA). Znpp 
group was administrated ZnPP intraperitoneally 
at attacking stage. The fibrous hyperplasia de-
gree were observed by HE staining, VG staining 
and Foot’s reticular fiber staining. The expres-
sions of HO-1 protein in liver were measured by 
immunohistochemistry and Western blot.

RESULTS: The positive scores of immunohisto-
chemistry in F group and Zn group were signifi-
cantly higher than that of N group (4.00 ± 1.31, 2.33 
± 0.78 vs 0.80 ± 0.79, both P < 0.01). And the posi-
tive scores in F group was higher than Zn group 
(4.00 ± 1.31 vs 2.33 ± 0.78, P < 0.05). The prolifera-
tion of fibroblast, typeⅠand typeⅢ collagen was 
more apparent in F group than in N group (P < 
0.01). However, proliferation of fibroblast, typeⅠ
and type Ⅲ collagen were even more apparent in 
Zn group than in F group (P < 0.01).

CONCLUSION: The expression of HO-1 protein 
increases significantly in immune hepatic fibro-
sis rat models, which may have a protective ef-
fect on liver.

Key Words: Hemeoxygenases-1; Zinc protoporphy-
rin; Hepatic fibrosis; Rat
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摘要
目的: 逆向观察肝纤维化大鼠血红素氧合酶
-1(heme oxygenase 1, HO-1)的表达与肝纤维
化形成的关系, 探讨HO-1对免疫性肝纤维化
大鼠肝脏的保护作用. 

方法: 应用人体血清白蛋白建立免疫性肝纤
维化模型 ,  Z n组在攻击阶段同时腹腔注射
Znpp, HE染色、VG染色、Foot氏网状纤维染
色等三种染色方法观察肝纤维组织增生程度, 
Western blot和免疫组化法观察肝组织中HO-1
的表达. 

结果: F组和Zn组免疫组化阳性计分较N组明
显升高(4.00±1.31, 2.33±0.78 vs  0.80±0.79, 
P <0.01); 且F组免疫组化阳性计分比Zn组高
(4.00±1.31 vs  2.33±0.78, P <0.05). F组成纤维
细胞、Ⅰ型胶原及Ⅲ型胶原增生较N组明显
(P <0.01); Zn组成纤维细胞、Ⅰ型胶原及Ⅲ型
胶原增生较F组更明显(P <0.01).

结论: 免疫性肝纤维化模型中, 肝脏能够高水

®

■背景资料
肝纤维化是一种
临床常见的可逆
性病理变化过程, 
是肝硬化的前期
病理阶段. 积极探
索肝纤维化发病
机制, 寻找有效的
治疗方法以阻断
和逆转肝纤维化
的发生和发展, 对
防治肝硬化具有
十分重要的意义.

■同行评议者
姚希贤, 教授, 河
北医科大学附属
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科; 刘绍能, 主任
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平表达HO-1, 对肝脏起保护作用.
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0  引言

肝纤维化是肝硬化的前期病理阶段, 是可逆性

的病理变化, 因此阻断和逆转肝纤维化的发生

和发展, 对防治肝硬化具有十分重要的意义. 血
红素氧合酶(heme oxygenase, HO)是人类和哺

乳动物组织中广泛存在的一种加氧酶, 是催化

血红素的起始酶和限速酶, 有着重要的生物学

作用. 研究发现, HO-1及其酶解产物参与了机

体多种组织器官的病理生理反应, 协同发挥着

抗炎、抗氧化、抑制细胞凋亡等作用, 是机体

最重要的内源性保护体系之一[1-3]. 近年来的研

究已证实, HO-1在肝移植、急性肝损伤和缺血

再灌注损伤等多种肝脏损害中, 对肝细胞均具

有保护作用. 但目前国内外对于HO-1在肝纤维

化方面的研究, 特别是在免疫性肝纤维化模型

的研究还很少. 本课题组已经用钴原卟啉诱导

HO-1表达增多探讨HO-1对大鼠免疫性肝纤维

化的影响(后另文报道). 本文是通过锌原卟啉

(zinc protoporphyrin, Znpp)抑制HO-1的表达, 逆
向观察肝纤维化大鼠HO-1的表达与肝纤维化形

成的关系, 进一步探讨HO-1对免疫性肝纤维化

大鼠肝脏的作用, 为今后干预肝纤维化的药物

研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD成年♂大鼠52只, 体质量220-270 g, 
随机分为3组: 正常对照组(N组)12只, 肝纤维化

组(F组)20只, 锌原卟啉组(Zn组)20只.
1.2 方法 
1.2.1 实验步骤: F组和Zn组用20 g/L人体血清

白蛋白, 按Blackwell方法[4]的方法稍加改进制

作肝纤维化模型. 末次致敏后第10天, 尾静脉攻

击注射人体血清白蛋白, 共6 wk. Zn组在每次尾

静脉攻击同时给予Znpp(5 mg/kg)ip. N组除同期

皮下或尾静脉注射生理盐水外, 不注射其他药

物, 其他与造模组相同. 6 wk后将所有大鼠处死. 
Western blot和免疫组化染色(SP法)观察肝组织

中HO-1的表达. 通过HE染色、VG染色、Foot氏
网状纤维染色等三种染色方法观察肝纤维组织

增生程度.
1.2.2 实验判定标准: (1)免疫组化染色判定标准: 
细胞质出现黄色颗粒判为阳性表达. 按照染色

强度计分: 0分为无色, 1分为淡黄色, 2分为棕黄

色, 3分为棕揭色; 按阳性细胞所占百分比计分: 
0分为阴性, 1分为阳性细胞占10%, 2分为阳性

细胞占11%-50%, 3分为阳性细胞占51%-75%, 4
分为阳性细胞>75%[5]. 每张切片取四周及中央

区域计数5个高倍视野, 计算每个视野的染色强

度与阳性细胞所占百分比计分的乘积, 以5个视

野的平均分作为此标本的阳性计分. (2)HE染色

判定标准: 每张切片取四周及中央区域, 选取胶

原纤维含量最多的视野, 每个视野含一个汇管

区, 光学显微镜下观察纤维组织增生与分布情

况. 成纤维细胞增生程度判断如下: “-”: 无成

纤维细胞增生; “+”: 仅汇管区少量成纤维细

胞增生; “++”: 汇管区成纤维细胞增生并向肝

小叶内延伸, 呈较窄较短的纤维条索; “+++”: 
汇管区成纤维细胞大量增生并向肝小叶内延伸, 
形成假小叶[6]. (3)VG染色判定标准如下, 根据

汇管区血管周围红染区厚度, 判断Ⅰ型胶原增

生程度: “-”: <5 μm; “+”: 5-10 μm; “++”: 
10-15 μm; “+++”: >15 μm[6]. (4)Foot氏网状纤

维染色判断标准如下, 以判定Ⅲ型胶原增生程

度: “-”: 无网状纤维增生; “+”: 少数小叶的

汇管区网状纤维呈细纤维状向肝小叶内延伸; 
“++”: 较多小叶的汇管区网状纤维呈细网状向

肝小叶内延伸; “+++”: 多数小叶的汇管区网

状纤维呈细网状向肝小叶内延伸形成假小叶[6].
统计学处理 使用SPSS10.0统计软件包分

析, 计量数据以mean±SD表示, 各组间比较采用

方差分析、秩和检验, P <0.05认为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 肝纤维化动物模型 肝纤维化动物模型建立

成功. 大鼠共死亡14只, 其中N组死亡1只, F组死

亡5只, Zn组死亡8只.
2.2 Western blot法检测及分析结果 计算机吸光吸光

度分析显示: 与N组比较, F组肝组织HO-1蛋白分析显示: 与N组比较, F组肝组织HO-1蛋白

的表达明显增加(P <0.01). 应用Znpp处理降低了

肝纤维化时HO-1的表达, F组HO-1蛋白的表达

高于Zn组(P <0.05), 但Zn组仍比N组高(P <0.01, 
图1-2).
2.3 免疫组化结果 N组不显色或仅于汇管区和

小叶中央静脉周围肝细胞轻微显色; F组: 肝细

■研发前沿
H O - 1 及 其 酶 解
产物已被发现在
生物体内协同发
挥着抗炎、抗氧
化、抑制细胞凋
亡等作用, 广泛参
与心、脑、肺、

肝、肾等组织细
胞的抗氧化应激
损伤, 是机体最重
要的内源性保护
体系之一. 
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胞和间质细胞呈弥漫性显色, 显色区域强弱不

均匀, 部分区域显色较强; Zn组: 显色范围较广, 
显色区域较均匀, 但显色较轻微, 汇管区显色稍

重(图3). N组计分: 0.80±0.79; F组计分: 4.00±
1.31; Zn组计分: 2.33±0.78. 与N组比较, F组免

疫组化阳性计分明显升高(P <0.01); 与N组比较, 
Zn组免疫组化阳性计分也明显升高, 有显著性

差异(P <0.01); 与F组比较, Zn组免疫组化阳性计

分降低, 有显著性差异(P <0.05).
2.4 病理学检查结果

2.4.1 光镜下病理检查结果: N组: 肝小叶结构完

整, 肝细胞索结构清晰, 排列规整, 肝细胞以中

央静脉为中心呈放射状排列. 肝细胞形态大小

正常, 无炎性细胞浸润及纤维组织增生, 汇管区

可见少许胶原纤维(图4A, 图5A, 图6A). F组: 汇
管区纤维化较明显, 纤维化扩大, 可见程度不等

的纤维组织增生且向肝小叶延伸现象, 成纤维

细胞大量增生, 小叶间隔明显增宽, 有较多纤维

沉积, 有纤维间隔形成, 小叶内纤维化不明显, 
单个细胞周围可见纤维化(图4B, 图5B, 图6B). 
Zn组: 汇管区扩张显著, 纤维化明显, 胶原纤维

增生明显, 并可见厚薄不一的纤维束伸入肝小

叶, 形成粗大的纤维间隔, 小叶内可见纤维化, 
有灶性假小叶形成(图4C, 图5C-D, 图6C-D). 
2.4.2 肝纤维化病理分级结果: 与N组相比, F
组成纤维细胞增生明显(P <0.01); 与F组相比, 
Z n组成纤维细胞增生更明显 ,  有显著性差异

(P <0.01, 表1). 与N组相比, F组Ⅰ型胶原增生明

显(P <0.01); 与F组相比, Zn组Ⅰ型胶原增生更明

显, 有显著性差异(P <0.01, 表1). 与N组相比, F组
Ⅲ型胶原增生明显(P <0.01); 与F组相比, Zn组Ⅲ

型胶原增生更明显, 有显著性差异(P <0.01, 表1).

3  讨论

目前, 由于我国乙型肝炎病毒感染人群庞大和

酗酒人员逐年增多, 肝硬化、肝癌患者越来越

多, 而肝病发展到肝硬化甚至肝癌阶段时, 药
物、手术等各种治疗均难以奏效, 因此肝硬化

已成为一个危害人类生命健康的世界性问题. 
现代医学发现, 肝纤维化是肝脏损伤后的代偿

修复机制, 是包括肝炎、酒精与药物损伤等各

种慢性肝病的共同病理基础, 是肝硬化的必经

病理阶段, 同时又是可逆转性的病变, 所以研究

如何预防与治疗肝纤维化成为当今医学界治疗

肝硬化的热点和难点[7-8]. 
在正常的肝脏, HO-1主要存在于Kupffer氏

细胞中. 在应激状态或各种原因诱导的肝纤维

化和肝硬化过程中, 肝脏能够高水平表达HO-1, 
而且HO-1在肝实质细胞和间质细胞[肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC)、Kupffer氏细胞、

肝窦内皮细胞等]都有表达, 为其广泛参与肝脏

疾病的病理生理过程提供可能[9]. 在应激状态下

HO-1适量表达可以减轻细胞损伤、蛋白质氧化

及脂质过氧化. HO-1还防御体内由细胞因子介

导的凋亡, 从而达到有效的细胞保护作用[1-2]. 在
各种免疫性肝损伤中, HO-1表达可以抑制半胱

■相关报道
据 报 道 ,  在 各 种
原因诱导的肝纤
维化和肝硬化过
程中 ,  肝脏HO-1
的表达明显增强, 
而HO-1表达可以
削弱肝星状细胞
的增殖能力、减
少Ⅰ型胶原的分
泌, 有效阻止肝纤
维 化 的 进 展 ,  还
可以抑制半胱天
冬酶-3的活性, 阻
止 肝 细 胞 凋 亡 . 
HO-1抑制剂锌原
卟啉则能废除这
种保护作用, 因此
诱导HO-1表达有
可能成为治疗免
疫性肝病的有效
措施.

1               2             3

43 kDa

32 kDa

b-actin

HO-1

图  1  Western blot检测各组大鼠肝组织中HO-1蛋白表达情
况. 1: N组; 2: Zn组; 3: F组.
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图  2  各组大鼠肝组织中HO-1蛋白表达情况比较.

表  1  大鼠肝纤维化程度比较 (n )

     
			     HE染色			          VG染色		             Foot氏网染

	  
n

	  -            +         ++        +++            -            +         ++        +++            -            +         ++        +++

N组	 11	 11           0           0           0            11           0           0           0            11           0           0           0

F组	 15	   0           8           7           0              0           7           6           2              0           4           8           3

Zn组	 12	   0           1           9           2              0           1           6           5              0           0           4           8
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天冬酶-3的活性, 从而阻止肝细胞凋亡[10]. 本研

究的目的就是通过Znpp抑制HO-1的表达, 观察

大鼠肝纤维化程度的变化, 从而证实HO-1能对

肝脏起到有效保护作用. 
据文献报道, 各种原因诱导的肝纤维化和

肝硬化, 肝脏均能高水平表达HO-1, 而且HO-1
在肝实质细胞和间质细胞中都有表达[9-10]. 在本

实验中Western blot检测肝组织HO-1蛋白的表达, 
F组明显高于N组; 免疫组化染色, F组肝细胞和

间质细胞呈弥漫性显色, 显色较N组明显增强. 

■应用要点
本研究显示, 免疫
性肝纤维化大鼠
肝脏HO-1表达明
显增加, 给予抑制
剂锌原卟啉预处
理后 ,  肝脏HO-1
的表达降低, 肝纤
维化呈加重表现, 
提示HO-1可能参
与了肝纤维化的
病理生理过程, 并
对肝脏起保护作
用.

A B C

图  3  不同组大鼠肝组织免疫组化染色结果(SP法×100). A: N组; B: F组; C: Zn组.

A B C

图  4  不同组大鼠肝组织HE染色结果(×100). A: N组; B: F组; C: Zn组.

图  5  不同组大鼠肝组织VG染色结果(×100). A: N组; B: F组; C-D: Zn组.

A B

C D
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实验结果证实, 在免疫性肝纤维化模型中, HO-1
在肝实质细胞和间质细胞均有高水平表达, 提
示慢性免疫性损伤可以诱导HO-1的表达. 

Maines[11]给新生鼠皮下注射Znpp, 可使肝

脏HO活性抑制40%-60%; 腹腔内注射同等剂量

Znpp可使肝脏HO活性抑制27%-51%. Wei et al [12]

在胆道结扎致肝硬化大鼠模型中发现, HO抑制

剂Znpp可阻断HO-1的表达. 本实验Western blot
和免疫组化结果证实, 应用Znpp处理后, 免疫性

肝纤维化大鼠的肝脏组织中HO-1的表达均较F
组下降. 

近年来的一些研究表明, HO-1在肝纤维化

模型中被诱导表达, 可有效减缓肝纤维化的进

程. Li et al [13]采用15-脱氧-D-12, 14-前列腺素

(15-dexoy-delta-12, 14-prostaglandin, 15-d-PGJ2)
和高铁血红素诱导体外培养的肝成纤维细胞

HO-1的表达, 结果说明诱导HO-1表达可以有效

抑制因15-d-PGJ2和高铁血红素所引起的肝成纤

维细胞增殖及Ⅰ型前胶原蛋白的表达. Wei et al [12]

研究发现胆道结扎致肝硬化大鼠模型肝组织中

HO-1 mRNA和HO-1蛋白较假手术组表达增加, 
HO特异性抑制剂Znpp可阻断HO-1的表达, 增
加诱生型一氧化氮合酶的活性. 提示HO-1在肝

硬化大鼠肝细胞中被诱导表达, 可调节诱生型

一氧化氮合酶的活性, 在肝硬化中起保护作用. 
Tsui et al [14]从CCl4诱导的纤维化肝脏中分离不

同类型的细胞, 研究发现, 重组腺相关病毒转导

的HO-1主要在HSC中表达, HO-1转染的HSC能
减少Ⅰ型胶原的分泌, 并削弱HSC的增殖能力, 
从而有效阻止肝纤维化的进展. 本实验中, 通过

HE染色、VG染色和Foot氏网染三种染色方法

观察成纤维细胞、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原增生情

况, 三种染色、分级方法均提示Zn组纤维增生

程度较F组明显加重. 实验说明, 应用Znpp可能

通过抑制HO-1的活性, 抑制了HO-1的保护作用, 
使免疫性肝纤维化模型的纤维化程度明显加重. 

HO-1作为一种广泛存在的抗氧化防御酶, 
主要通过其酶解产物发挥抗炎、抗氧化、抑制

细胞凋亡等作用. HO-1能降解血红素产生一氧

化碳(carbon monoxide, CO)、胆绿素和铁离子

等一系列产物. 胆绿素进一步转化为胆红素, 胆
红素在一定浓度范围内具备抗氧化、抗脂质过

氧化、抑制炎性细胞浸润以及增强维生素C和

维生素E的抗氧化能力等作用, 是有效的自由基

清除剂; 铁离子诱导产生的铁蛋白与游离铁结

合, 能减少氧化应激产生的自由铁, 从而中和其

氧化毒性; 而CO适量表达可以保证肝脏血供, 
减轻细胞损伤, 减少蛋白质氧化和脂质过氧化

而发挥细胞保护作用[15-18]. 实验发现, 在肝纤维

化形成过程中, 诱导HO-1表达可以抑制HSC增
殖, 减少HSC活化, 并降低Ⅰ型胶原mRNA的表

达, 减少Ⅰ型胶原转录, 提示诱导HO-1的表达能

有效阻止肝纤维化的进展[13-14]. 而HO-1抑制剂

Znpp则能通过与HO-1结合, 使血红素转化为胆

图  6  不同组大鼠肝组织Foot氏网染结果(×100). A: N组; B: F组; C-D: Zn组.

A B

C D

■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 有一定
的科学性、创新
性和可读性.
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绿素的通道被阻断, 而抑制这种保护作用. 并且, 
Znpp作为血红蛋白代谢过程中的一种正常代

谢产物, 已被用于临床缺铁性贫血、铅中毒的

辅助诊断用药, 新生儿黄疸的治疗药物, 无明显

的肝脏毒副作用[19], 所以在本实验中, Zn组肝纤

维化程度明显加重, 可以认为是Znpp通过抑制

HO-1表达, 抑制了HO-1对肝脏的保护作用, 从
而导致肝纤维化程度的加重. 

总之, 本实验说明了在免疫性肝纤维化模

型中, HO-1在肝实质细胞和间质细胞均有高水

平表达; Zn组肝纤维化程度比F组严重. Znpp是
一种HO的抑制剂, 可能通过抑制HO-1活性, 抑
制了HO-1对肝脏的保护作用, 从而导致肝纤维

化程度加重. 应用诱导HO-1表达的药物有可能

起到保护肝细胞, 逆转肝纤维化的作用. 另外, 
也有报告称, 在肝硬化阶段, HO-1的过度表达可

加重肝损害. 如门脉高压时, 诱导HO-1表达虽可

通过CO保证肝脏血供, 但也能使内脏循环处于

高动力状态, 门脉压力增高, 促进门脉侧枝循环

的形成[20]. 因此, HO-1对肝脏保护作用的详细机

制及肝脏病变不同时期HO-1所产生的不同作用

等值得进一步研究.
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