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Abstract
AIM: To assess the effect of endogenous nitric ox-
ide/nitric oxide synthase (NO/NOS) and carbon 
monoxide/heme oxygenase-1 (CO/HO-1) on the 
portal pressure (PP) in rats with hepatic cirrhosis, 
and to explore the role of NO/NOS and CO/HO-1 
system in the development of portal hypertension 
(PH). 

METHODS: Sprague-Dawley rats were randomly 
divided into three groups: a normal control group 
(NC), a cirrhosis model group (CIRM), and a cir-
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■背景资料
一氧化氮 (n i t r i c 
oxide,  NO)、一
氧化碳(carbonic 
oxide, CO)作为气
体信号分子在门
静脉高压发病过
程中发挥着重要
的生物学作用, 具
体机制尚不明确. 

rhosis model + L-NAME + ZnPP-Ⅸ group (CIRM 
+ L-NAME + ZnPP-Ⅸ). PP was measured using 
indwelling catheters. Plasma concentration of NO 
was detected using the nitrate reductase method, 
and the plasma CO was measured using the 
Chalmers method. The expression and localiza-
tion of endothelial NOS (eNOS), inducible NOS 
(iNOS) and HO-1 in endothelial cells of the portal 
vein (PV) were studied by immunohistochemis-
try. Western blot was used to analyze hepatic tis-
sue eNOS, iNOS and HO-1 protein expression. 

RESULTS: Compared with the NC group, the 
CIRM group had significant increases in plasma 
NO and CO (160.12 μmol/L ± 4.18 μmol/L, 
111.12 μmol/L ± 2.26 μmol/L vs 81.11 μmol/L 
± 2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L ± 3.10 μmol/L, P 
< 0.01), PP (16.08 mmHg ± 1.16 mmHg vs 9.85 
mmHg ± 1.10 mmHg, P < 0.01), and the expres-
sion of eNOS, iNOS and HO-1 (165.59 ± 1.71, 
164.66 ± 1.34, 166.38 ± 1.17, P < 0.01), but a sig-
nificant decrease in hepatic expression of eNOS 
(118.65 ± 1.29 vs 160.77 ± 2.12, P < 0.01); howev-
er, the NC + L-NAME + ZnPP-Ⅸ group showed 
significant decreases in plasma NO and CO (52.06 
μmol/L ± 3.17 μmol/L vs 52.51 μmol/L ± 2.63 
μmol/L, P < 0.01), and the hepatic expression 
of eNOS, iNOS and HO-1 (130.83 ± 1.57, 120.81 
± 1.47, 111.03 ± 1.45, P < 0.01), although the PP 
showed no significant difference. Compared 
with the CIRM group, the CIRM + L-NAME + 
ZnPP-Ⅸ group had significant decreases in plas-
ma NO and CO (100.24 μmol/L ± 3.80 μmol/L, 
83.73 μmol/L ± 1.78 μmol/L, P < 0.01), PP (14.13 
mmHg ± 0.56 mmHg, P < 0.01), and hepatic ex-
pression of eNOS, iNOS, and HO-1 (87.50 ± 1.07, 
150.66 ± 1.42, 139.88 ± 1.73, P < 0.01). 

CONCLUSION: NO and CO as new messengers 
may have a very close correlation with the PH, 
and the NO/NOS and CO/HO-1 system serve 
as an important regulatory system for the PH. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■相关报道
国内外研究发现
NO、CO参与了
门静脉高压的形
成 与 发 展 ,  两 者
相互作用共同发
挥复杂的生物学
作用.
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摘要
目的: 研究内源性一氧化氮(nitric oxide, NO)/
一氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS)体
系及一氧化碳(carbonic oxide, CO)/血红素合
酶(heme oxygenase, HO-1)体系对肝硬化大
鼠门静脉压力的影响, 探讨NO/NOS体系及
CO/HO-1体系在大鼠肝硬化门静脉高压中的
作用.     

方法: 将S D大鼠随机分为4组: 正常对照组
(N C组)、正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯
(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组(NC+L-
NAME+ ZnPP-Ⅸ组)、肝硬化模型组(CIRM
组 )、肝 硬 化 模 型 + 左 旋 硝 基 精 氨 酸 甲 酯
(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组(CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组). 均用插管法测定门静脉压
力, 用硝酸还原酶法测定血浆中NO含量, 联二
亚硫酸盐还原法测定血浆CO含量, 运用蛋白免
疫印迹技术(Western blot)测定肝组织中内皮细
胞一氧化氮合酶(endothelial nitricoxide synthase, 
e N O S)、诱导型一氧化氮合酶(i n d u c i b l e 
nitricoxide synthase, iNOS)及HO-1蛋白的表达 
情况.     

结果: 与NC组相比, CIRM组血浆NO、CO
含量明显升高(160.12 μmol/L±4.18 μmol/L, 
111.12 μmol/L±2.26 μmol/L vs  81.11 μmol/L
±2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L±3.10 μmol/L, 
均P <0.01), 门静脉压力明显升高(16.08 mmHg
±1.16 mmHg vs  9.85 mmHg±1.10 mmHg, 
P <0.01), 肝组织中iNOS及HO-1蛋白含量明显
升高(165.69±1.17, 155.79±1.29 vs  135.22±
0.54, 125.44±0.94, 均P <0.01), 但eNOS在肝组
织的表达却明显降低(118.65±1.29 vs  160.77
±2.12, P <0.01), 而NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组NO、CO含量则明显降低(52.06 μmol/L
±3.17 μmol/L, 52.51 μmol/L±2.63 μmol/L, 
均P <0.01), 门静脉压力无统计学意义, 肝组
织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量亦明显
降低(130.83±1.57, 120.81±1.47, 111.03±

1.45, 均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组血浆NO、CO含量明显降
低(100.24 μmol/L±3.80 μmol/L, 83.73 μmol/L
±1.78 μmol/L, 均P <0.01), 门静脉压力明显降
低(14.13 mmHg±0.56 mmHg, P <0.01), 肝组
织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量明显降低
(87.50±1.07, 150.66±1.42, 139.88±1.73, 均
P <0.01).     

结论: NO、CO作为新型气体信号分子, 与肝
硬化门静脉压力的变化密切相关, 而NO、CO
抑制剂的干预研究则进一步证明了内源性
NO/NOS体系及CO/HO-1体系对肝硬化门静
脉高压的形成具有重要的调节作用.     

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 内源性一氧化氮(ni t r ic oxide)/一氧

化氮合酶(nitricoxide synthase)体系及一氧化碳

(carbonic oxide)/血红素合酶(Heme oxygenase)体
系参与了肝硬化门静脉高压的形成, 对门静脉压

力具有重要的调节作用.  
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0  引言

门静脉高压症是以门静脉系统血流动力学异常

为特征, 而高动力循环是肝硬化门脉高压的特

征性改变, 这种高动力循环的状态的发生机制

中, 目前国内外的研究结果已经达成共识, 即内

脏及外周血管广泛扩张是其主要原因所在. 气
体信号分子一氧化氮(nitric oxide, NO)、一氧化

碳(carbonic oxide, CO)是近几年发现的血管活性

物质, 参与血管张力的调节, 在肝硬化门静脉高

压中的形成中具有重要的作用. 本研究通过抑

制内源性NO、CO的产生, 观察肝硬化大鼠门静

脉压力变化, 测定NO、CO相关酶学的含量, 以
探讨内源性一氧化氮(nitric oxide, NO)/一氧化氮

合酶(nitricoxide synthase, NOS)体系及一氧化碳

(carbonic oxide, CO)/血红素合酶(heme oxygen-
ase, HO-1)体系在肝硬化门静脉高压的形成中的

作用.     
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■创新盘点
外源性给予NO、
C O 抑 制 剂 后 观
察门静脉压力变
化 及 肝 组 织 中
eNOS、 iNOS及
HO-1蛋白的表达, 
目前在肝硬化门
静脉高压研究中
报告甚少.

1  材料和方法

1.1 材料 左旋硝基精氨酸甲酯(L-NAME)、锌

原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)购自Sigma公司; 即用型

NO测定试剂盒购自南京建成生物工程研究院, 
内皮细胞一氧化氮合酶(endothelial nitricoxide 
synthase, eNOS)、诱导型一氧化氮合酶(induc-
ible nitricoxide synthase, iNOS)、HO-1多克隆抗

体购自Santa Cruz公司; 其他试剂均为市售化学

纯. T1800紫外分光光度计、美国BIOPAC公司

MP150型多导生理仪、凝胶图像系统(BIO-RAD 
Gel 2000)等.     
1.2 方法

1.2.1 肝硬化模型的制备: 给实验组大鼠皮下

注射40%的四氯化碳植物油溶液 ,  首次注射

0.5 mL/100 g, 以后4 d/次, 每次0.3 mL/100 g, 用
30%的乙醇溶液代替饮用水, 前2 wk用20%猪油

+80%玉米面饲养, 后用0.5%胆固醇粉+玉米面

饲养. 对照组大鼠皮下注射生理盐水, 频度及剂

量同实验组, 采用标准饲养法. 根据本课题组以

往造模经验, 在造模52 d时, 大鼠可形成典型的

肝硬化表现.     
1.2.2 实验动物分组: 将SD大鼠随机分为4组: 正
常对照组(NC组, n  = 6)、正常对照+左旋硝基精

氨酸甲酯(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组
(NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组, n  = 6)、肝硬化模

型组(CIRM组, n  = 8)、肝硬化模型+左旋硝基

精氨酸甲酯(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)
组(CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组, n  = 8). NC+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组和CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组在造模52 d后给予腹腔注射L-NAME(5 mg/
kg)、皮下注射Znpp-Ⅸ(20 μmol/kg), 1次/d, 共7 
d; 同等方式、同等剂量予NC组、CIRM组生理

盐水, 1次/d, 共7 d.     
1.2.3 门静脉压力测定: 用10%的水合氯醛腹腔

麻醉(0.35 mL/100 g), 门静脉插管(本课题组改

良此方法, 利用头皮针穿刺测定). 将头皮针一

端连接于生理多导仪的三通管测压端, 三通管

的侧端连接一5 mL注射器, 注射器内充满肝素

钠, 推动注射器, 使注射器内的肝素钠充满头皮

针管腔, 以防血液凝固, 并排除头皮针管腔内气

泡, 以免影响门静脉压力的测定结果. 将大鼠固

定在手术台上, 于大鼠腹中线部位剪开皮肤和

腹肌, 然后再剪开大鼠侧面的皮肤和肌肉, 以充

分暴露腹腔, 寻找门静脉主干, 钝性分离门静脉, 
然后用眼科镊的柄端固定门静脉, 将连接于多

导生理仪上的头皮针倾斜5度向大鼠尾端刺入, 
使头皮针在门静脉中处于悬浮状态, 观察大鼠

门静脉压力的变化, 待计算机上的压力曲线趋

于稳定时, 记录此时门静脉压力数据.     
1.2.4 血浆NO、CO的检测: 大鼠处死前抽取门

静脉血, 硝酸还原酶法测定血浆中NO含量, 联二

亚硫酸盐还原法测定血浆CO含量[1].     
1.2.5 形态学观察: 肝组织用40 g/L的甲醛溶液固

定, 常规制成石蜡切片, 行苏木精-伊红染色, 光
镜下观察肝脏形态学改变.     
1.2.6 Western blot检测分析: 取制备好的组织

蛋白提取液行Western blot分析, 测定肝组织中

eNOS、iNOS、HO-1蛋白的表达. 用凝胶成像

系统测定曝光后条带的灰度值(A ), 以相应区带

的A值相对于对照组的倍数表示, 并用β-actin作
为内参校正上样量.     

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件包, 
数据以mean±SD表示, 多组间比较采用完全随

机设计方差分析法(One-way ANOVA). P <0.05为
差异有统计学意义.     

2  结果

2.1 肝脏形态学观察 肝硬化大鼠肝脏变形, 表面凹

凸不平呈结节状, 质地硬, 镜下见肝细胞再生, 脂
肪变性、纤维结缔组织增生及假小叶形成(图1).
2.2 门静脉压力测定 与NC组相比, CIRM组门

静脉压力明显升高(16.08 mmHg±1.16 mmHg 
vs  9.85 mmHg±1.10 mmHg, P <0.01), NC+L-
N A M E+Z n P P-Ⅸ组门静脉压力则无明显差

异; 与CIRM组相比, CIRM+L-NAME+ZnPP-
Ⅸ组门静脉压力明显降低(14.13 mmHg±0.56 
mmHg)(P <0.01)(表1).    
2.3 血浆NO和CO水平变化 CIRM组血浆NO、

CO含量与NC组相比明显升高(160.12 μmol/L
±4.18 μmol/L, 111.12 μmol/L±2.26 μmol/L vs  
81.11 μmol/L±2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L±3.10 
μmol/L(均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组血浆NO、CO含量明显降低

(100.24 μmol/L±3.80 μmol/L, 83.73 μmol/L±
1.78 μmol/L(均P <0.01)(表2).     
2.4 肝组织中eNOS、iNOS、HO-1蛋白表达 测
定CIRM组肝组织中iNOS及HO-1蛋白含量较

NC组明显升高(165.69±1.17, 155.79±1.29 vs  
135.22±0.54, 125.44±0.94, 均P <0.01), 但eNOS
在肝组织的表达却明显降低(118.65±1.29 vs  
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■同行评价
本文立意新颖, 具
有一定指导意义.

160.77±2.12, P <0.01), NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组肝组织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量亦

明显降低(130.83±1.57, 120.81±1.47, 111.03
±1.45, 均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组肝组织中eNOS、iNOS及
HO-1蛋白含量明显降(87.50±1.07, 150.66±
1.42, 139.88±1.73, 均P <0.01)(表3, 图2).     

3  讨论

肝硬化门静脉高压症发生发展存在两种因素, 
一种是启动因素即门静脉流出道血管阻力增高, 
主要由各种病因导致的肝硬化所致; 另一种是

维持和发展因素即高动力循环状态, 对其发生

机制, 可能与血管扩张物质增多、缩血管物质

相对减少以及血管对内源性缩血管物质反应性

降低有关[2,3]. 参与门静脉高压高动力循环的因

子主要有NO、CO、肿瘤坏死因子、内毒素和内

皮素等. NO在许多生理系统和病理生理状态中具

有介质、信使或细胞功能调节因子的功能, 是一

种很活跃的自由基, 他是由左旋精氨酸通过NOS
的催化与氧结合而成的. 有研究表明[4,5]肝硬化时

NO合成酶的活性降低, 导致肝窦内皮细胞NO产

生减少, 使星状细胞收缩性增强从而使肝内血

管阻力增加, 造成门静脉高压. 所以, NO/NOS体
系是高动力循环形成和维持的关键. CO也是重

要的扩血管物质, 对保持门脉血管的松弛状态, 
尤其是保持肝窦的舒张状态起着极其重要的

作用, 血红素氧合酶(heme oxygenase, HO)的生

理降解为CO的主要来源. 在肝硬化门静脉高压

时, HO的表达明显增强, 全血CO水平也明显升 
高[6-8], 当用ZnPP(HO抑制剂)消除内源性CO, 能
引起肝血管阻力的明显升高[9], 门静脉压力显著

降低, 但对正常大鼠只能引起平均动脉压轻度

升高, 这表明了门静脉高压时大鼠CO生成增多, 
在门静脉高血流高动力循环状态中发挥了重要

的作用[10], 主要机制是通过作用于肝窦周围的肝

星状细胞而发挥的[11,12].
NOS与HO目前证明在门静脉中有表达, 且

多存在于内皮细胞中. NO、CO虽然均为扩血管

物质, 对肝脏的血液循环有重要的调节作用, 但
两者对肝脏微循环的作用是不同的: NO主要为

     

表  2  大鼠NO、CO含量 (mean±SD, μmol/L)

分组 n        NO含量       CO含量

NC组 6   81.11±2.91   70.51±3.10

NC+L-NAME+

ZnPP-Ⅸ组

6   52.06±3.17a   52.51±2.63a

CIRM组 8 160.12±4.18a 111.12±2.26a

CIRM+L-NAME+

ZnPP-Ⅸ组

8 100.24±3.80c   83.73±1.78c

aP <0.05 vs  NC组; cP <0.05 vs  CIRM组. NC组: 正常对照组; 

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯+锌

原卟啉-Ⅸ组; CIRM组: 肝硬化模型组; CIRM+L-NAME+ZnPP-

Ⅸ组: 肝硬化模型+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-Ⅸ组. NO: 

一氧化氮; CO: 一氧化碳.

     

表  1  大鼠门静脉压力测定值 (mean±SD)

分组 n 压力值(mmHg)

NC组 6   9.84±1.10

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 6   9.16±1.17

CIRM组 8 16.08±1.16a

CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 8 14.13±0.56c

aP <0.05 vs  NC组; cP <0.05 vs  CIRM组. NC组: 正常对照组; 

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯+锌

原卟啉-Ⅸ组; CIRM组: 肝硬化模型组; CIRM+L-NAME+ZnPP-

Ⅸ组: 肝硬化模型+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-Ⅸ组.

图  1  肝脏形态学(×200). A: 对照组; B: 肝硬化模型组.

A B
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肝动脉扩张剂, 对门脉血管床影响较小, 但CO是

肝血管阻力的主要调节者, 对维持门脉舒张、

保持肝窦松弛状态有着重要的作用.     
本课题组以往研究[13]发现, 在大鼠肝硬化发

展的不同阶段, 血浆NO、CO含量是不同的, 郑
勇等[4]、赵海峰[14]通过对肝硬化患者进行门静

脉压力及血浆NO、CO含量的测定, 均说明了

NO、CO在肝硬化门静脉高压的形成和维持中

发挥了重要的作用. 本研究发现, 在肝硬化发生

发展过程中, NO、CO的含量明显升高, 这与目

前的研究报道相一致. Pannen等[9]用ZnPP消除

内源性CO, 能引起肝血管阻力的明显升高, 而
L-NAME则仅能引起肝血管阻力的轻微上升. 本
研究同时抑制了内源性NO和CO的产生, 通过

Western blot法测定了肝组织中eNOS、iNOS、 
HO-1蛋白的含量, 结果发现iNOS、HO-1蛋白在

肝组织中的表达较NC组明显升高, 而CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组各项观察指标则较CIRM组

明显降低, 这同目前的研究报道以及本课题组

以往的研究一致, 这说明了通过外源性给予NO
和CO的抑制剂, 可以改变与其相关的酶的变化, 
进而改变血浆中NO和CO含量. 在实验过程中, 
还发现了eNOS在肝组织中的表达却是相反的, 
CIRM组的蛋白表达明显低于NC组, 结果说明了

肝硬化血浆中NO的过量生成主要是iNOS高表

达所致.     
除此之外, 本研究最重要的一项是观察了

各组大鼠门静脉压力的变化 ,  从而更直接的

说明了NO和CO对门静脉压力的影响. 结果发

现: CIRM组门静脉压力明显高于NC组, NC+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组与NC组相比, 门静脉压力无

明显改变, 而CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组的压

力则明显低于CIRM组, 说明了NO和CO对门静

脉压力具有重要的影响.     
总之, 本研究结果表明NO/NOS体系及CO/

HO-1体系参与了肝硬化门静脉高压的形成, 对
门静脉压力具有重要的调节作用, 而其具体的

作用机制还有待进一步的研究.   
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