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肝硬化患者中约
有 1 / 3 存 在 心 功
能的异常 ,  但由
于患者通常情况
下 不 出 现 心 衰
症状 ,  没有引起
临床重视 .  近年
来 ,  随着基础研
究 的 进 展 、 肝
脏 移 植 等 手 术
的开展 ,  肝硬化
心肌病(cirrhotic 
cardiomyopathy, 
C C M )的病理生
理和临床重要性
日益受到重视.
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Abstract
AIM: To observe the changes of endogenous 
hydrogen sulfide (H2S) in myocardial tissue of 
rats with cirrhotic cardiomyopathy (CCM) of 
different severities, in order to investigate the 
role of H2S in the pathogenesis of CCM. 

METHODS: Forty SPF-grade male SD rats, 
weighing 220-250 g, were randomly divided 
into a blank control group (group N, n = 9) 
and a CCM model group (group M, n = 31). 
Group N was fed an ordinary diet and given 
tap water. Group M was subcutaneously 
injected with CCl4 (3 mL/kg, given double 
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■研发前沿
CCM对肝硬化预
后的影响越来越
引起临床的重视, 
CCM对肝硬化治
疗效果的影响越
来越受到医患双
方的重视 .  探索
CCM发病的病理
生理过程 ,  通过
干预CCM发病的
病理生理过程抑
制CCM的发展 , 
提 高 生 活 质 量 , 
成为CCM研究的
热点.

dose for the first time) twice a week and given 
100 mL/L ethanol in drinking water in the 
first two weeks, and 200 mL/L ethanol was 
given for the next two weeks. From the fifth 
week, rats with CCM started to drink 300 
mL/L ethanol. At the end of the twelfth week, 
9 rats (group M1) were randomly selected 
from group M and killed, while the rest 
(group M2) were killed at the fourteen week. 
Alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
transaminase (AST), and total protein (TP) 
were detected. The concentration of H2S in the 
myocardium was measured. Myocardial and 
liver pathology was assessed. 

RESULTS: The levels of ALT and AST 
significantly increased and TP significantly 
decreased in the M1 and M2 groups compared 
with group N (P < 0.01). ALT and AST levels 
were also significantly higher in group M2 
than in group M1. Compared with group N, 
the concentration of H2S in groups M1 and M2 
declined by up to 18% (P < 0.05) and 38% (P < 
0.01), respectively, and the decrease was more 
significant in group M2 than in group M1 
(P < 0.05). Group N had normal liver tissue, 
and groups M1 and M2 had hepatic cirrhosis, 
which was more severe in group M2. Group 
N had normal myocardial tissue. Myocardial 
cells were grossly normal but myocardial 
edema was seen in group M1. Myocardial 
edema and necrosis were observed in group 
M2.

CONCLUSION: In the process of l iver 
cirrhosis, the protection on the myocardium 
becomes weak with the decreased level of 
endogenous hydrogen sulfide, which may play 
a crucial role in the pathogenesis of CCM.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察内源性硫化氢(hydrogen sulfide, 

H2S)在不同程度肝硬化心肌病(c i r r h o t i c 
cardiomyopathy, CCM)大鼠心肌组织中的变
化, 探讨其在CCM发病中的价值. 

方法: 40只SPF级♂SD大鼠, 体质量220-250 
g, 随机分为空白对照组(9只, N组), 余31
只为模型组. N组给予标准颗粒饲料喂养, 
饮自来水. 模型组大鼠给予60%四氯化碳
(carbon tetrachloride, CCl4)橄榄油溶液皮下
注射, 以3 mL/kg, 2次/wk, 首剂加倍, 同时
第l、2周以100 mL/L乙醇为唯一饮用水, 第
3、4周改200 mL/L乙醇为唯一饮用水, 第5
周开始用300 mL/L乙醇为唯一饮用水. 造
模至12 wk时, 取9只模型大鼠(模型组1, M1
组)处死取材. 其余动物继续注射60%CCl4橄
榄油溶液, 饮用300 mL/L乙醇造模2 wk, 实
验结束剩余模型大鼠为模型组2(M2组). N
组、M2组大鼠于14 wk末处死取材. 常规
检测各组动物肝功能血清丙氨酸转移酶
(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶
(aspartate transaminase, AST)、总蛋白(total 
protein, TP). 检测心肌组织H2S含量. 检测心
肌及肝脏组织病理学. 

结果: (1)肝功能: M1组、M2组ALT、AST上
升, TP下降, 与N组比较有显著差异(P <0.01); 
M2组ALT、AST上升较M1组明显, 差异具
有显著性(P <0.01); (2)心肌组织H2S: 与N组
比较, M1组心肌组织H2S下降达18%, 差异具
有显著性(P <0.05), M2组下降达38%, 差异具
有显著性(P <0.01), M2组较M1组明显, 差异
具有显著性(P <0.05); (3)肝脏病理学: N组
为正常肝组织, M1组、M2组为肝硬化, M2
组肝硬化程度较M1组严重; (4)心肌病理学: 
N组为正常心肌组织, 排列整齐; M1组心肌
细胞大致正常, 但心肌水肿; M2组心肌水肿
坏死. 

结论: 肝硬化发生发展中, 内源性H2S浓度的
下降使其对心肌保护作用逐渐减弱, 这可能
是CCM产生的原因之一. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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大鼠

核心提示: 本研究通过四氯化碳皮下注射联合

饮用乙醇建立肝硬化后肝硬化心肌病(cirrhotic 
cardiomyopathy, CCM)动物模型, 观察心脏组织

硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)变化, 发现内源性
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0  引言

肝硬化性心肌病(cirrhotic cardiomyopathy, 
CCM)是一个即年老又年青的疾病. 早在1953
年Kowalshi等就发现肝硬化患者中约有1/3存
在心功能的异常, 但由于患者通常情况下不

出现心衰症状, 没有引起临床重视. 近年来, 
随着基础研究的进展、肝脏移植等手术的开

展, 其病理生理和临床重要性日益受到重视. 
大多数肝硬化患者心肌收缩力呈现标准基线, 
但基础心输出量在不同程度上有所增加, 血
管压力反应下降, 导致基础心输出量增加、

外周血管阻力下降和动脉压下降、心室的舒

张性和/或收缩性减弱等一系列改变, 此时被

称为CCM[1]. 一旦对此类患者行肝移植、外

科门体分流术、经颈静脉肝内门体分流术等, 
即可诱导心力衰竭的出现[2], 肝移植术中观察

到异常心脏反应, 也可能是CCM的一个隐匿性

表现[3]. 既往临床上发现, CCM患者存在心脏功

能(以左室舒张功能)下降和心电图异常[4-8]. 近
来有关专家认为, CCM可能是腹水、曲张静

脉破裂出血、大手术或肝移植术后死亡率增

加的重要原因[9]. 中国是病毒性肝炎大国, 存
在大量的终末期肝病患者, 防止腹水、曲张

静脉破裂出血、肝脏移植手术过程中因CCM
导致的死亡率增加是一个不容忽视的社会和

医学问题. 
神经-内分泌-气体信号分子在心血管疾病

发病中的作用已经得到公认. 硫化氢(hydrogen 
sulfide, H2S)是新近发现的气体信号分子, 在
几乎所有的组织中都能产生, 产生率较高的是

脑、心血管、肝和肾[10]. 肝硬化大鼠和人肝组

织和血浆H2S浓度下降, 与疾病程度相关[11,12]. 
既往研究发现在心血管病发生发展过程中有

H2S浓度的改变, 但H2S在CCM发病过程中的

变化及其意义, 国内外未见报道. 本研究通过

四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)皮下注射

联合饮用乙醇建立肝硬化后CCM动物模型, 观
察心肌组织H2S变化. 

1  材料和方法

1.1 材料  健康♂S P F级S D大鼠40只 ,  体质

量220-250 g, 湖北医药学院实验动物中心

提供[许可证号: S C X K(鄂)2011-0008, N o. 
00018275], 实验场地湖北省十堰市东风总医

院动物实验中心[许可证号: SYXK(鄂)2009-
0026, No. 00023725], 标准颗粒饲料由湖北医

药学院动物实验中心提供, 动物自由进食、

饮自来水, 给予标准颗粒饲料喂养, 室温18 ℃
-22 ℃, 相对湿度40%-60%, 自然光照环境中适

应性饲养1 wk后进行实验. 分析纯CCl4购自北

京瑞尔欣德科技有限公司, 橄榄油为市售食用

高级橄榄油, 使用时用橄榄油配制成60%CCl4

溶液. 乙醇(分析纯)购自上海中试化工总公

司, 临用前用蒸馏水配制成实验所需的浓度. 
血清丙氨酸转移酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、谷草转氨酶(aspartate transaminase, 
AST)、总蛋白(to ta l pro te in, TP)含量采用

Hitch7600全自动生化分析仪检测, 由十堰市人

民医院检验科提供设备及其专用试剂, 并实施

检测. 心肌H2S检测设备、试剂由北京大学生

理与病理学系提供全套专用设备, 并实施检测. 
冷冻低温离心机(上海中科生物医学高科技开

发有限公司, DL-45R-L); 紫外光分光光度计

(北京, 北方华粤贸易有限公司); 德国产组织匀

浆机. Olympus DP-70显微摄影系统(日本奥林

巴斯公司产品). 
1.2 方法

1.2.1 实验动物的分组: SD大鼠购入后, 普通饲

料饲养观察1 wk, 动物无死亡及不良反应. 按
照实验设计将40只SD大鼠随机抽出9只为空白

组(N组), 余31只为模型组. 
1.2.2 CCM大鼠造模: 参照文献[13,14]给予大

鼠皮下注射60%CCl4橄榄油溶液, 以3 mL/kg, 2
次/wk, 首剂加倍, 同时第l、2周以100 mL/L乙醇

为唯一饮用水, 第3、4周改200 mL/L乙醇, 第5
周开始用300 mL/L乙醇, 第12周末即可制成肝

硬化大鼠模型. 造模至12 wk期间, 大鼠死亡6只, 
实有大鼠25只, 取9只模型大鼠(模型组1, M1)处
死, 按标本采集处理方式采集肝组织、心脏组

织, 采集血浆. 其余动物继续注射60%CCl4橄榄

油溶液, 饮用300 mL/L乙醇造模2 wk, 期间大

■应用要点
中 国 是 病 毒 性
肝炎大国 ,  存在
大量的终末期肝
病患者 ,  防止腹
水、曲张静脉破
裂出血、肝脏移
植手术过程中因
CCM导致的死亡
是一个不容忽视
社会和医学问题.
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鼠死亡6只, 实验结束实有模型大鼠(模型组2, 
M2)10只. 
1.2.3 动物状况与数量: N组9只毛发光亮, 食
欲好, 活动良好, 对外界反应灵敏. 模型组(M1, 
M2)大鼠毛发凌乱, 无光泽, 食欲差, 精神萎靡, 
活动少, 对外界反应迟钝. 
1.2.4 标本采集与处理: N组、M2组标本采集时

间为第14周末. M1组标本采集时间为第12周末. 
末次给药后禁食12 h. 用35 g/L的戊巴比妥钠(35 
g/kg)腹腔注射麻醉动物. 开腹, 腹主动脉取血, 
低温离心, 取血浆, -70 ℃保存待检. 按照实验设

计在肝脏最大叶内1 cm取0.5 cm×0.5 cm×0.5 
cm的组织各3份, 在心尖处取0.5 cm×0.5 cm×

0.5 cm组织各3份, 1份用40 g/L甲醛固定, 按照常

规制成石蜡切片; 另2份参照文献方法, 制备肝

脏、心肌组织匀浆液, -70 ℃冷存待检. 所有标

本均同步检测. 
1 . 2 .5  标本的检测 :  ( 1 )肝功能检测 :  采用

Hitch7600生化分析仪检测各组血清中ALT、
AST、TP的含量, 由十堰市人民医院检验科

提供设备及其专用试剂; (2)心肌组织H2S检
测: 参照文献[15-17]方法制备心肌组织匀浆

液. 将标准品、组织匀浆液在酶标包被板上

准确加样50 μL; 37 ℃温育30 min后洗涤; 加
入酶标试剂50 μL, 37 ℃温育30 min后洗涤; 
加入显色剂, 37 ℃避光显色10 min; 加终止液

50 μL; 于酶标仪测定各孔450 nm波长的吸光

度(A )值. 以标准品浓度作横坐标, 对应A值作

纵坐标, 绘制出标准品线性回归曲线, 按曲线

方程计算各样本浓度值. 由北京大学医学部

生理学系检测; (3)肝组织病理学变化: 在肝脏

最大叶, 取肝组织0.5 cm, 多聚甲醛常规固定

制作切片, 约4 μm厚, 60 ℃恒温烤片后, 脱腊, 
苏木素-伊红染色, 脱水, 中性树胶封片后在镜

下观察肝组织病理改变等; (4)心肌组织病理

学变化, 具体操作方法与肝组织病理学切片

方法一致.
统计学处理 本文结果部分的数据, 计量资

料统计描述用mean±SD表示, 两组间数据处

理采用t检验; 并应用SPSS17.0软件对实验数

据进行统计学分析, 检验水准α = 0.01, 或α = 
0.05, 以P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝功能变化 与N组相比, M1组、M2组ALT、
A S T上升, T P下降, 与N组比较有显著差异

(P<0.01); M2组ALT、AST上升较M1组明显, 差
异具有显著性(P<0.01)(表1).
2.2 心肌组织H2S变化 与N组比较, M1组心

肌组织H 2S下降达18%, M2组下降达38%, 
M2组较M1组明显, 差异均具有显著性(P<0.05) 
(图1). 
2.3 肝脏病理学 肝脏大体观显示, N组为正常

肝组织, M1组、M2组为肝硬化, M2组肝硬化

程度较M1组严重.
2.4 心肌病理学 心脏大体观显示, N组为正常

心肌组织, 心肌细胞排列整齐; M1组心肌细胞

大致正常, 但心肌水肿; M2组心肌细胞水肿坏

死(图2).

3  讨论

当前, CCM对肝硬化预后的影响越来越引起临

床的重视, CCM对肝硬化治疗效果的影响越来

越受到医患双方的重视. 探索CCM发病的病理

生理过程, 通过干预CCM发病的病理生理过程

抑制CCM的发展, 提高生活质量, 成为CCM研

究的热点. 
要研究CCM的发病机制, 就必须制备稳

定的C C M模型, 制备C C M的基础就是制备

肝硬化动物模型. 目前制备肝硬化动物模型

的方法较多, 有CCl4诱导的肝硬化模型(单纯

CCl4, CCl4联合苯巴比妥, 或联合乙醇、或复

■名词解释
CCM: 大多数肝
硬化患者心肌收
缩力呈现标准基
线 ,  但基础心输
出量在不同程度
上有所增加 ,  血
管压力反应下降, 
导致基础心输出
量增加、外周血
管阻力下降和动
脉压下降、心室
的舒张性和/或收
缩性减弱等一系
列改变.

表  1  3组动物ALT、AST、TP变化 (mean±SD)

     
分组 n TP(g/L) AST(U/L) ALT(U/L)

M1组   9  54.14±5.16a  162.95±16.13a  134.46±15.46a

M2组 10   50.84±6.24bc   226.98±21.66bc   189.18±16.24bc

空白组(N组)   9 60.22±7.56 84.26±8.22 61.09±7.86

aP<0.05, bP<0.01 vs  N组; cP<0.05 vs  M1组. ALT: 丙氨酸转移酶; AST: 谷草转氨酶; TP: 

总蛋白.
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合法)、DMNA诱导的肝硬化模型、DEN诱

导的肝硬化模型, 但以CCl4联合乙醇最为常

用. 该方法制成的肝硬化模型与人类酒精性肝

硬化病理特点相似, 并且比单纯应用乙醇制

造肝硬化造模时间缩短[18], 而CCM最早就是

在酒精性肝硬化患者中发现的. 因此, 本研究

选择该模型. CCl4经皮下注射后, 迅速被机体

吸收, 可直接溶解肝细胞膜, 经肝细胞细胞色

素P450依赖性混合功能氧化酶的代谢生成三

氯化碳(CCl3), 启动脂质过氧化反应, 引起肝

细胞损伤[19]. 乙醇能诱导P450活性从而增加

CCl4肝毒性[20], 加剧肝细胞的损伤、坏死, 形
成肝硬化模型, 随着肝硬化程度的加重, CCM
逐渐形成. 

本研究的肝脏病理学检测发现空白组为

正常肝组织, M1组为肝硬化模型, M2组为严

重肝硬化, 通过延长造模时间的方法, 建立类

似于临床Child-Pugh B级、Child-Pugh C级的

肝硬化模型. 心脏病理学大体观发现与正常

动物相比, M1组心脏稍苍白, M2组明显苍白. 
HE染色发现空白组为正常心肌组织, 排列整

齐; M1组心肌细胞大致正常, 但心肌水肿; M2
组心肌水肿坏死; 说明CCM造模成功. 课题组

认为实验大鼠心肌病理学改变主要与大鼠肝

硬化的形成有关, 而与CCl4和酒精的直接作

用无关. 张云巍等[21]研究认为本方法制备的

肝硬化大鼠模型主要引起肝脏的病理学改变, 
对其他重要脏器的影响较小, 发生的改变与

人类发生肝硬化时重要脏器的病理学改变基

本一致. 
肝功能检测发现ALT、AST上升, M2组较

M1组差异具有显著性, 也说明不同程度肝硬

化模型形成. 在此基础上, 课题组对心肌组织

H2S浓度进行了检测, 结果发现, M1组、M2组
心肌组织H2S显著下降, M2组下降较M1组更明

显, 具有显著差异. 
H2S在心血管系统具有多种生理和病理调

节作用, 被认为是心血管功能调节的新型气体

信号分子[22], 参与诸多心血管疾病的发病与转

归. 血管内H2S主要有由平滑肌细胞产生, 发挥

舒血管效应, 其机制可能有: (1)兴奋ATP敏感性

钾通道, 增加该通道的电流, 使细胞膜出现超极

化[23]; (2)激活cAMP/PKA信号通路, 提高胞内钙

离子浓度[24]; (3)抑制细胞色素C氧化酶[25]; (4)抑
制平滑肌细胞增殖, 下调凋亡抑制因子, 诱导血

管平滑肌的凋亡[26,27]. 大量动物实验研究[28-31]发

现H2S可通过抗氧化损伤、舒张血管、抑制细

胞凋亡、抗炎等作用对体外或体内的多种心肌

损伤模型起到保护作用. 本研究发现的心肌组

■同行评价
本文设计尚合理, 
有一定研究价值.
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图  1  实验动物硫化氢浓度变化.

图  2  CCM心肌病理变化(HE×40). A: 重度CCM, 心肌水

肿坏死; B: 中度CCM, 心肌水肿; C: 正常心肌组织. CCM: 

肝硬化心肌病.
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织H2S的变化, 说明CCM大鼠抗氧化损伤、舒

张血管、抑制细胞凋亡、抗炎等作用下降, 对
抗心肌损伤作用下降. 

既往研究 [32]发现 ,  给予外源性H2S供体

NaHS升高肝硬化大鼠门静脉血浆中H2S的含

量, 可以抑制门静脉高压的形成, 而予以外源

性H2S合成酶CSE抑制剂PPG, 明显加重肝硬

化大鼠门脉高压, 说明H2S/CSE体系对于肝硬

化门静脉高压有抑制作用, 而这种作用可能与

其对心血管功能及结构的调节有关. 随着肝硬

化病程的进展, 为降低门脉压力, 减轻血管阻

力, 内源性H2S首先被消耗, 由于内源性H2S含
量的减少, 其心肌保护作用减弱. 肝硬化患者

体内高水平内毒素作用于心肌细胞, 引起心肌

的损伤, 且随着肝脏病变程度加重, 心脏损伤

亦加重, 逐渐出现心功能的异常. 由于H2S在
心肌的生成酶与肝组织的生成酶不一致, 给予

外源性供体NaHS对CCM的影响有待进一步

观察. 
在CCM的进展过程中, 内源性H2S浓度的

下降使其对心肌保护作用逐渐减弱, 本研究只

是发现了H2S含量在心肌减少这种现象, 至于

发生原因以及能否通过干预H2S的变化影响

CCM的进展和疗效, 有待进一步研究. 
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