
中南大学学报（医学版）

ＪＣｅｎｔＳｏｕｔｈＵｎｉｖ（ＭｅｄＳｃｉ）　２００７，３２（３）

①

洛沙坦在大鼠门脉高压性胃病中的作用

张　瑞，刘浔阳

（中南大学湘雅三医院普外一科，长沙 ４１００１３）

［摘要］　目的：探讨洛沙坦在大鼠门脉高压性胃病中的作用及相关机制。方法：４８只 ＳＤ大鼠随机

均分为假手术组、门静脉高压胃病模型组、洛沙坦治疗组、洛沙坦预防组。采用门静脉主干部分结扎＋

左肾上腺静脉结扎法复制门静脉高压胃病模型。测量门静脉压力（ＰＶＰ）、胃损伤指数（ＧＩ）、胃病理评

分（ＰＩ），用原位杂交技术检测各组大鼠胃部血管紧张素Ⅱ１型受体（ＡＴ１Ｒ）表达分布和变化情况。结

果：治疗组和预防组的 ＰＶＰ，ＧＩ和 ＰＩ较模型组明显下降（Ｐ＜０．０１），血浆 ＡｎｇＩＩ较模型组明显升高（Ｐ＜

０．０１）。对照组罕见 ＡＴ１Ｒ表达，模型组 ＡＴ１Ｒ表达明显增高，治疗组和预防组的 ＡＴ１Ｒ表达较模型组减

少（Ｐ＜０．０１）。结论 门脉高压性胃病时胃血管紧张素Ⅱ１型受体表达升高，洛沙坦不仅可以降低门脉

压力，而且抑制黏膜下 ＡＴ１Ｒ活性，对门脉高压性胃病有治疗作用。
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洛沙坦在大鼠门脉高压性胃病中的作用　张　瑞，等

　　洛沙坦是一种非肽类血管紧张素Ⅱ１型受体
抑制药（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ１ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ＡＴＲＡ），
近几年来有研究发现洛沙坦对于肝纤维化、肝硬

化和门脉高压症有治疗作用［１］，但是洛沙坦对于

门脉 高 压 性 胃 病 （ｐｏｒｔａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｇａｓｔｒｏｐａｔｈｙ，
ＰＨＧ）的作用仍不明确。本实验采用一期门静脉
缩窄 ＋左肾上腺静脉结扎法建立大鼠 ＰＨＧ模型，
探讨洛沙坦对于 ＰＨＧ的作用，同时应用原位杂交
的方法研究血管紧张素Ⅱ１型受体（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＡＴ１Ｒ）在大鼠胃部的变化情况。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　　４８只雄性 ＳＤ鼠，体质
量 ２５０～３００ｇ，均购于中南大学湘雅医学院实验
动物学部。随机平均分为假手术组、模型组、洛沙

坦治疗组和洛沙坦预防组四组，每组 １２只。
１．２　主要试剂　　洛沙坦（商品名科素亚），购
自杭州默沙东制药有限公司。ＡＴ１Ｒ原位杂交试
剂盒，购自武汉博士德生物工程有限公司。德国

产 ＯＰＴＩＯＮＶＩＤＡＳ图像分析系统。ＡｎｇＩＩＥＬＡＳＡ试
剂盒购自晶美生物工程公司。

１．３　动物模型制备　　实验前 ２４ｈ禁食，自由
饮水，乙醚麻醉大鼠。开腹后暴露并游离门静脉

主干，沿其纵轴外置一 ９号钝性针头，于近肝门
处用 ３０丝线结扎门静脉主干及外置针头后拔
针。然后暴露左肾和左肾静脉，可见左肾上方的

左肾上腺静脉，略游离周围组织后双重结扎。随

后分离左肾上极脂肪囊，如有小血管则予以结扎。

假手术组仅游离出门静脉主干并显露左肾及左肾

静脉后即关腹，２周后与模型组一起进行指标测
定。预防组术后第 ３天给予洛沙坦（１００ｍｇ／ｋｇ）
灌胃，每日 １次，２周后进行各项指标测定。治疗
组则手术 ２周后开始给予洛沙坦（１００ｍｇ／ｋｇ）灌
胃，每日 １次，４周后进行指标测定。
１．４　检测项目和方法
１．４．１　门静脉压力　　沿腹中线进腹，切口长约
５ｃｍ，暴露腹腔。找到肠系膜前静脉与脾静脉汇
合点上方，将一充满肝素钠生理盐水的 ５号静脉
输液套管针逆行穿刺刺入门静脉，然后拔出针芯。

固定套管针后，由助手抬起套管针尾部软管以大

鼠右心房为“０”点测量门静脉压力（ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＰＶＰ）。术后结扎穿刺处血管。
１．４．２　血浆 ＡｎｇＩＩ浓度　　剪开膈肌，然后向上

剪开胸壁与心包，暴露心脏。用 ５号注射器穿刺
心脏采血２ｍＬ，迅速注入在冰水中冷却的含２０μＬ
ＥＤＴＡ二钠和 １０μＬ二巯基丙醇的试管中，摇匀，
放冰水浴冷却后，４℃离心 ３０００ｒ／ｍｉｎ，分离血
浆，吸取血浆放入预冷试管中，储存于 －２００℃，
３０ｄ内按照 ＥＬＡＳＡ试剂盒步骤法成批测定 Ａｎｇ
ＩＩ。
１．４．３　胃损伤指数　　待动物死后完整摘除胃
脏，并向胃内注入 ２ｍＬ１０％的甲醛，然后置于同
浓度甲醛中充分固定，１０ｍｉｎ后沿胃大弯剪开胃，
用清水反复冲洗胃黏膜表面污垢，展开置于双目

显微镜下观察出血性病灶，用测微尺计算胃黏膜

损伤面积。胃损伤指数（ｇａｓｔｒｉｃｉｎｊｕｒｙｉｎｄｅｘ，ＧＩ）的
计分参考 Ｇｕｔｈ等［２］的标准，以局限于胃上皮的点

状糜烂、溃疡、出血灶的长度累积计分：正常为 ０
分，点状糜烂 １分，＜１ｍｍ２分，１～２ｍｍ３分，
３～４ｍｍ４分，＞５ｍｍ５分。
１．４．４　胃病理评分　　于胃部病变最严重部位
全层切取 ０．５ｃｍ直径胃组织，全胃无损伤者取胃
底部组织，石蜡包埋后连续 ４μｍ厚切片两张待
测。ＨＥ染色后光镜下观察胃组织学改变。病理
损伤积分（ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｉｎｔｅｇｒａｌ，ＰＩ）参考
Ｍａｓｃｕｄａ等［３］的标准：正常为 ０分，表层上皮损伤
为 １分，上层黏膜充血水肿为 ２分，中／下层黏膜
充血、出血和水肿为３分，黏膜上层腺体结构紊乱
或坏死为 ４分，有深层的坏死或溃疡为 ５分。每
张切片的损伤累积计分，最大不超过 １５分。
１．４．５　胃壁 ＡＴ１Ｒ原位杂交及半定量分析　　
切片梯度脱蜡及水化后室温下置于新鲜配置 ３％
Ｈ２Ｏ２溶液中浸泡 ２０ｍｉｎ，蒸馏水洗 ２次。滴加稀
释的胃蛋白酶消化，３７℃ ３０ｍｉｎ，原位杂交专用
ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，蒸馏水洗 １次。滴加后固
定液 １０ｍｉｎ后蒸馏水洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。滴加预
杂交液后置于 ４２℃恒温箱孵育 ３ｈ，甩干勿洗。
滴加杂交液后盖上原位杂交专用盖玻片，４２℃恒
温箱过夜。温浴为 ３７℃的 ２×ＳＳＣ洗涤 ５ｍｉｎ２
次，０．５×ＳＳＣ洗涤 １５ｍｉｎ１次，０．２×ＳＳＣ洗涤 １５
ｍｉｎ１次。滴加封闭液，３７℃ ３０ｍｉｎ，滴加生物素
化鼠抗地高辛，３７℃ ６０ｍｉｎ后以原位杂交专用
ＰＢＳ洗 ４次，每次 ５ｍｉｎ。滴加 ＳＡＢＣ复合物，３７℃
２０ｍｉｎ后以原位杂交专用 ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。
滴加生物素化过氧化物酶，３７℃ ２０ｍｉｎ后以原位
杂交专用 ＰＢＳ洗 ４次，每次 ５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色后，
苏木素复染。每张玻片随机于胃黏膜及胃黏膜下
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层选 ５个 高 倍 视 野，分 析 杂 交 信 号 的 灰 度 值
（ｄＢ），以代表微血管 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达的强弱。
１．５　统计学处理　　使用 ＳＳＰＳ１１．０统计软件分
析，检测数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，４组间
计量资料比较使用方差分析，Ｐ＜０．０５为具有统
计学意义。

２　结　　果

２．１　门静脉测压　　模型组 ＰＶＰ明显升高，与假
手术组比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。治疗组和
预防组 ＰＶＰ与模型组比较分别下降 ３３％和 ３６％，
降压效果明显（Ｐ＜０．０１）。治疗组与预防组 ＰＶＰ之
间无统计学差异（Ｐ＞０．０５），但二组 ＰＶＰ仍高于
假手术组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．２　血浆 ＡｎｇＩＩ浓度　　模型组、治疗组、预防
组血浆 ＡｎｇＩＩ浓度均明显升高，与假手术组比较
有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。治疗组与预防组 Ａｎｇ
ＩＩ浓度之间无统计学差异（Ｐ＞０．０５），但二组仍
明显高于模型组（Ｐ＜０．０１）（表１）。
２．３　胃损伤指数和胃病理损伤积分　　肉眼可
见各实验组大鼠胃黏膜水肿、散在分布的红点和

黏膜下小瘀斑。模型组偶见黏膜糜烂和溃疡，治

疗组和预防组未见。光镜下模型组黏膜腺体排列

欠整齐，上皮细胞脱落变薄，浅层毛细血管扩张，

有血细胞溢出血管外。黏膜下层明显增厚。黏膜

基底层和黏膜下层微静脉管壁增厚，管腔明显扩

大。治疗组和预防组可见腺体排列尚整齐，黏膜

下血管轻度扭曲，微血管扩张较模型组明显减轻。

模型组、治疗组、预防组胃损伤指数和胃病理

损伤积分均明显升高，与假手术组有统计学差异

（Ｐ＜０．０１）。治疗组与预防组的胃损伤指数和胃
病理损伤积分均无统计学差异（Ｐ＞０．０５），但二
组仍明显低于模型组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．４　原位杂交　　胃黏膜 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ主要于胃
黏膜和黏膜下的微循环血管壁表达，其中动脉表

达明显强于静脉。肌层和浆膜血管壁上可见强信

号，黏膜腺体细胞也有弱表达。假手术组单位面

积血管壁信号（灰度值）较低，ＰＨＧ模型组胃黏膜
和黏膜下灰度值明显升高，洛沙坦治疗组胃黏膜

和黏膜下灰度值明显降低，但仍高于假手术组。

洛沙坦预防组于治疗组灰度值无明显差异（表１）。

表１　各组大鼠ＰＶＰ，ＡｎｇＩＩ，ＧＩ，ＰＩ和杂交信号的比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｙｂｒｉｄｓｉｇｎａｌａｎｄＰＶＰ，ＡｎｇＩＩ，ＧＩ，ａｎｄＰＩｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

指标 假手术组 模型组 治疗组 预防组

ＰＶＰ（ｋＰａ） １．２３±０．１５ ２．５７±０．１９ １．７４±０．１３＃＃ １．６８±０．１４＃＃

ＡｎｇＩＩ（ｐｇ／ｍＬ） １９４．１０±２０．２０ ３９８．４０±１１１．３０ １７６３．２０±１５１．４０＃＃ １９３５．９０±１０２．７０＃＃

ＧＩ ０ １５．１７±３．２４ １０．３３±４．６７＃＃ ９．８７±４．１２＃＃

ＰＩ ０ ８．４３±１．８５ ４．２９±１．３７＃＃ ３．７９±１．４３＃＃

杂交信号（ｄｂ） ０．３４６７±０．００７０ ０．８７３５±０．００５９ ０．５１２５±０．００６０＃＃ ０．４８２５±０．００５７＃＃

　　与假手术组比较， Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０．０１

３　讨　　论

ＰＨＧ是 ２０世纪 ９０年代以来逐渐引起外科医
师注意的一种门脉高压症常见并发症。目前认为

胃黏膜损害的原因是多因素的结果，其中包括：消

化性胃病、血流变化、胃黏膜损伤易感性的增强、

ＮＯ增多、胃泌素、ＴＮＦα水平等［４］。因 此 治 疗

ＰＨＧ的药物一般是减轻门脉压力，改善胃黏膜血
流，其主旨是加强有效血流，改善胃黏膜局部微血

管血液淤滞状态［５］。本实验采用的动物模型在一

期门静脉缩窄的基础上加扎了左肾上腺静脉，在

不过多地增加手术操作的同时，更好地减少了门

腔分流，门静脉压力升高明显，加重了大鼠胃壁大

体及镜下病变程度，类似于临床上 ＰＨＧ病人的胃

黏膜变化，是研究 ＰＨＧ的良好大鼠模型。

ＡＴ１Ｒ广泛分布于人类体内，介导 ＡｎｇⅡ的大

多数功能，而洛沙坦可以阻断 ＡＴ１Ｒ与 ＡｎｇＩＩ的结

合。本研究应用洛沙坦 １００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）治疗大

鼠 ＰＨＧ后发现，洛沙坦可以降低模型组 ＰＶＰ达

３０％以上，降门脉压力效果显著。洛沙坦治疗组

和预防组大鼠胃黏膜水肿程度减轻，散在分布的

红点和黏膜下小瘀斑减少，胃黏膜下血管扭曲扩

张程度减轻，大鼠的胃损伤指数和病理损伤积分

均显著下降，说明洛沙坦对 ＰＨＧ有治疗作用。

６９４
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实验结果显示假手术组大鼠的 ＡＴ１Ｒ分布在
胃壁全层血管内皮，黏膜层至肌层均可见 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ表达，而且密度变化不大。ＰＨＧ时，ＡＴ１Ｒ的
表达全层上升，但此时黏膜和黏膜下的 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ表达远高于肌层，呈现出明显的密度增强。
而应用洛沙坦干预后，ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达明显低于
模型组但仍显著高于假手术组，黏膜和黏膜下层

的表达仍明显高于肌层。故认为大鼠胃部 ＡＴ１Ｒ
分布变化可能也参与了 ＰＨＧ的发病机制。作为一
个强力的血管收缩因子，由于胃黏膜和黏膜下 ＡＴ１
Ｒ的表达明显多于肌层，导致黏膜下层以后的血
管收缩阻力远大于肌层，大量的血流无法进入黏

膜层，引起胃黏膜缺血缺氧营养障碍，继而引发胃

黏膜血管扩张因素增强，大量微血管扩张扭曲，动

静脉短路开放，产生 ＰＨＧ的病理变化。
应用洛沙坦干预后 ＡＴ１Ｒ的表达明显下降，胃

黏膜血流也相应增加，微血管的扭曲扩张减轻，改

善了胃黏膜的微循环障碍，起到治疗作用。而预

防组门静脉压力升高幅度明显低于模型组，胃损

伤情况也轻微很多，说明 ＡｎｇⅡ是 ＰＨＧ发生的重
要因素，但不是决定性因素。洛沙坦可以在门脉

压力逐渐升高的过程中减缓压力升高速度和严重

程度，但不能阻止门脉高压症和的门脉高压性胃

病的最终形成。
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