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·基础论著· 

血红素氧合酶-1 保护心力衰竭大鼠肠道

结构屏障 
干卓坤  张丽萍  白洁  李晓霞  徐雅萍  张丽 

【摘要】  目的  研究血红素氧合酶-1（HO-1）对心力衰竭大鼠肠道结构屏障的保护作用及其作

用途径。方法  通过冠状动脉结扎术造成心肌梗死建立心力衰竭大鼠模型（雄性，Wistar 大鼠），

分为 MI＋Copp（钴-原卟啉）组、MI（心肌梗死）模型组、MI＋SnMP（锡中卟啉）组，相同数量

（n＝10）正常大鼠作为对照组（Control），分别腹腔注射 Copp 溶液、生理盐水、SnMP 溶液、生理

盐水。8 周后在无菌术操作下取材肝、脾、肠系膜淋巴结，并匀浆细菌培养，计算细菌移位率；取

小肠做 HE 染色观察病理。通过实时定量荧光 PCR（Real-time PCR）测定小肠血红素氧合酶-1 RNA
的表达，比色法测定小肠一氧化碳（CO）水平。结果  同 MI 比较，MI＋Copp 明显升高小肠血红

素氧合酶-1 RNA 表达（P＜0.01）及 CO 浓度（P＜0.05），减轻小肠病理改变（P＜0.05），并减少

细菌移位率（P＜0.01）、血浆内毒素含量[门静脉（61.790±21.038）pg/ml，下腔静脉（49.310±25.273）
pg/ml，P＜0.05]。而 MI＋SnMP 对血红素氧合酶-1 RNA 表达无明显影响（P＞0.05），但明显降低

小肠 CO 浓度（P＜0.05），加重小肠病理改变（P＜0.01），并升高细菌移位率（P＜0.05）、血浆

内毒素含量[门静脉（165.016±40.751）pg/ml，下腔静脉（141.249±40.772）pg/ml，P＜0.01]。
结论  血红素氧合酶-1 可明显减少心力衰竭大鼠细菌移位率及血浆内毒素含量，该作用可能与 CO
保护肠道屏障结构有关。 
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【Abstract】  Objective  To investigate the protective effect of heme oxygenase-1(HO-1) on 
intestine structural barrier in heart failure rats. Methods  Heart failure rats model was built by myocardial 
infarction with coronary ligation method. These rats were randomized into 3 experimental groups (10 rats 
per group): MI, MI＋Copp, and MI＋SnMP group receiving injection of saline, Cobalt protoporphyrin 
solution, Tin mesoporphyrin IX dichloride solution respectively,10 normal rats were set Control.8 weeks 
later, bacterial translocation incidence, endotoxine level in portal vein and inferior vena cava, expression of 
HO-1(heme oxygenase-1) and CO in intestine were determined. Results  Compared with MI, MI＋Copp 
significantly reduced bacterial translocation incidence, endotoxine level with lower degree of morphology 
change and elevated concentration of HO-1 and CO, and this was abolished by SnMP. Conclusion  MI＋
Copp can reduce bacterial translocation incidence and portal endotoxine level, which may be benefit to the 
protection of CO on intestine barrier.  
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最近 50 年来心力衰竭发病率并无明显升高[1]，

但心力衰竭总体病死率及住院率仍然较高，这可能

与由于冠心病治疗的发展使心肌梗死病死率下降

有关[2]，即由心肌梗死导致的心力衰竭所占比例越

来越大。心力衰竭时，为保证心脑肾等重要器官供

血，内脏血液供应会减少[3]，而肠绒毛血供结构决

定了绒毛顶端最易受缺血影响。而且，心力衰竭时，

在出现心率和血压改变之前胃肠道已受损[4]。研究

表明，诱导血红素氧合酶-1（HO-1）可以出现对

应激等的保护作用[5-6]。因此该研究试图探讨诱导

HO-1 对心力衰竭肠道的作用。 

材料和方法 

1. 实验动物及心力衰竭大鼠模型的建立：采用

解放军第 302 医院实验动物中心提供的清洁级雄性

Wistar 大鼠，体重 160～180 g，经适应性喂养 2 周

后体重 240～260 g，用于实验。冠状动脉结扎造成

心肌梗死后，经胸短轴超声检查挑选心脏射血分数

低于 50%的大鼠作为心力衰竭大鼠，心脏射血分数

高于 50%的大鼠立即处死。 
2. 分组及治疗：心力衰竭大鼠随机分至 MI（心

肌梗死）组、MI＋SnMP（锡中卟啉）组、MI＋Copp
（钴-原卟啉）组，每组 10 只，10 只正常大鼠作为

对照组（Control）。MI＋SnMP 治疗组 SnMP 0.2 mg/ 
100 g 体重腹腔注射 SnMP，2 次/周；MI＋Copp 治

疗组 0.5 mg/100 g 体重腹腔注射 Copp，2 次/周；其

余各组腹腔注射大致等量生理盐水。冠状动脉结扎

术后第 1 天开始药物干预。Copp 试剂购自 Aldrich
（UT，USA），SnMP 试剂购自 Frontier Scientific Inc. 
（Logan，UT，USA）。 

3. 取材方法：术后第8周，戊巴比妥钠40 mg/kg
体重腹腔注射麻醉。严格无菌操作下 V 形切口暴露

腹膜，进入腹腔前以拭子擦拭腹膜表面并细菌培

养，出现阳性结果者排除。依次取门静脉及腔静脉

血 3 ml 待测血浆内毒素（抽取下腔静脉血时于穿刺

点近心端、肾静脉汇入处远心端夹闭腔静脉，防止

血液回流）。取引流回盲部的肠系膜根部淋巴结 
（MLN）、肝左叶、脾分别匀浆并细菌培养。距回

盲部 5 cm 向上依次取 3～5 cm 回肠，PBS 清洗后

4%甲醛溶液固定待做病理；3 cm 回肠 PBS 清洗，

纱布擦干后立即液氮冷冻并转移至－70 ℃保存。 
4. 血浆内毒素测定：门静脉血及下腔静脉血均

3 000 r/min 离心 1 min，通过 ELISA 法测定血浆内

毒素含量。试剂盒购自武汉华美生物工程公司。 
5. 细菌移位率测定：所取肝、脾、淋巴结按

wt/vol＝1∶10 匀浆，吸取匀浆接种到血平板及厌氧

平板，分别在有氧及厌氧条件下 37 ℃孵育 48 h，
根据稀释度及组织重量计算组织含菌量（CFU/g）；

当组织含菌量＞100 CFU/g 时即认为该组织细菌培

养阳性。平板购自 oxoid 公司。 
6.  Real-time PCR：利用 Trizol 试剂（Invitrogen）

提取组织标本的总RNA，并用RevertAid首链 cDNA
合成试剂盒（1622，Fermentas）反转录合成单链

cDNA。用 2×Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green 
QPCR Master Mix（600882，Agilent Technologies）
在副链进行 Real-time PCR 反应。通过分析相对 Ct
的方法得到数据，并使用 GAPDH 基因在各样本的

表达作内参照基因修正数据后得到最终结果（PCR
反应引物见表 1）。 

7.  CO 的测定：所取小肠组织按 w/v＝1∶9 在

溶血剂里匀浆，将 10 μl 10%上清液加至 2.5 ml 用
于血红蛋白（Hb）测定的稀释液，据 540 nm 处吸

光度计算血红蛋白浓度。20 μl 上清加至 2.5 ml 双缩

脲试剂并在 540 nm 处吸光度，将其与标准液、空

白液的吸光度比较得到组织蛋白浓度。将 0.2 ml 上
清加至 2.3 ml 用于 HbCO 测定的稀释液，并分别在

568 nm及 581 nm处测定吸光度，将其与饱和HbCO
上清稀释液样本及饱和 HbO2 上清稀释液样本吸光

度比较得到 HbCO 浓度。CO 含量根据公式 CO
（μmol/g）＝HbCO%×Hb（g/L）×106×4/[64 456×
组织蛋白浓度（g/L）]计算。试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。 
8.  HE染色病理评分：所取3～5 cm回肠以10%

甲醛固定，石蜡包裹，切成 4 μm 厚度薄片用 HE
染色光镜下观察。每个小肠切片观察 20 个连续的

视野，并对观察结果评分：第 1 级（0 分），正常；

第 2 级（1 分）绒毛上皮水肿或与黏膜下层分离；

第 3 级（2 分），局限于绒毛顶端的上皮细胞坏死； 
表 1  PCR 反应引物 

基因 正向引物(5'→3') 反向引物(3'→5') 

HO-1 GAAACAAGCAGAACCCAGTC AGAGGTCACCCAGGTAGCG 

GAPDH GCAAGTTCAACGGCACAG GCCAGTAGACTCCACGACAT 
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表 2  细菌移位率（阳性大鼠数量/单组大鼠数量） 

组别 肝 脾 肠系膜淋巴结 总体细菌移位率 出现细菌移位大鼠数量 

Control 0/10 0/10 0/10 0/30 0/10 

MI＋Copp 1/10b 1/10b 2/10 3/30c 2/10 

MI 6/10a 6/10a 6/10a 18/30a 6/10a 

MI＋SnMP 8/10a 8/10a 10/10ab 26/30ab 10/10ab 

注：总体细菌移位率＝肝、脾、肠系膜淋巴结细菌移位率之和，组间细菌移位率比较采用卡方检验。与 Control 比较，aP＜0.05，＜0.01；与 MI
比较，bP＜0.05，cP＜0.01 

 
第 4 级（3 分）绒毛完全坏死；第 5 级（4 分）透

壁性坏死。取算数平均值为每个切片的评分。 
9. 统计学分析：多组间比较采用方差分析（F

检验）、Kruskal-Wallis 检验和卡方检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。统计软件采用 SPSS 13.0。 

结    果 

1. 血浆内毒素测定：MI 组门静脉（vs. Control，
P＜0.01）及下腔静脉（vs. Control，P＜0.05）血浆

内毒素浓度较对照组明显升高，MI＋SnMP 组内毒

素浓度进一步升高（vs. MI，P＜0.01；vs. Control，
P＜0.01），而 MI＋Copp 组显著降低内毒素浓度（vs. 
MI，P＜0.05）至正常对照水平（vs. Control，P＞
0.05）（图 1，2）。 

2. 细菌移位率测定：肝、脾肠系膜淋巴结细菌

移位率及发生移位的大鼠数量均明显高于对照组

（vs. Control，P＜0.01），而 MI＋Copp 与正常组相

比无明显差异（vs. Control，P＞0.05），并显著

减少肝脾及总体细菌移位率（vs. MI，P＜0.05）。

MI＋SnMP 增加肠系膜淋巴结细菌移位率、总体细

菌移位率及细菌移位大鼠数量（vs. MI，P＜0.05）。

实验中发现在所有 18 只发生细菌移位的大鼠中 3
只大鼠（MI＋Copp 1 只，MI＋SnMP 2 只）仅出现

肠系膜淋巴结细菌培养阳性而肝脾细菌培养阴性，

其余肝脾细菌培养阳性的大鼠均出现肠系膜淋巴

结细菌培养阳性（表 2）。 
3. 小肠 HO-1 RNA 表达：MI 组 HO-1 表达较

Control 相比明显增加（P＜0.01），MI＋SnMP 也

明显增加 HO-1 表达（P＜0.01），和 MI 相比无明

显差异（P＞0.05）。而 MI＋Copp HO-1 表达则明

显高于其他 3 组（P＜0.01）（图 3）。 
4.  CO：MI 中 CO 浓度较 Control 相比明显增

加（P＜0.05），MI＋Copp CO 浓度明显高于 Control
（P＜0.01）和 MI（P＜0.05），而 MI＋SnMP CO

浓度较 MI 明显降低（P＜0.05），与 Control 水平

相同（P＞0.05）（图 4）。 
5.  HE 染色病理评分：MI 评分较 Control 相比

明显增加（P＜0.01）。MI＋Copp 虽然均数仍高于

Control（P＞0.05），但同 MI 比较已显著降低评分，

而 MI＋SnMP 显著增加评分（vs. Control，P＜0.01；
vs. MI，P＜0.01）（图 5）。 

讨    论 

释放于血红蛋白的游离血红素会在多种病理

状态下增加，并显示出炎症前因子的特性[5]。HO-1，
是血红素氧合酶的诱导型，将血红素分解为胆绿

素、CO 和亚铁离子。多个研究证实，特别在炎症

时，HO-1 介导细胞保护作用，并且诱导 HO-1 可能

展现出额外的抗应激机制[5-6]。 
该研究结果发现，心力衰竭模型组（MI）同对

照组比较，HO-1 表达明显增加，提示成功诱导心

力衰竭条件下肠道损伤应激，病理评分从形态学上

也提供了肠道受损的证据，并导致了细菌移位率和

血浆内毒素浓度增加。Niebauer 等[7]发现出现水肿

的心力衰竭患者血浆内毒素浓度明显高于无水肿

的患者，而内毒素被认为是最强的炎症前物质诱导

物之一 [8]，即使很小剂量即可导致肿瘤坏死因子

（TNF）-α 释放[9-10]。TNF-α 不仅是心力衰竭严重程

度的标志物，又是心力衰竭的诱导物，加重肠道缺

血[11-12]。利用腹腔注射 Copp 诱导 HO-1 高表达，

明显减少心力衰竭大鼠肠道病理评分，其评分与正

常对照（Control）并无明显差异，达到保护肠道结

构屏障完整的目的，并观察到细菌移位率和血浆内

毒素浓度减少的获益。SnMP 是一种 HO-1 活性抑

制剂，抑制 HO-1 将血红素分解的过程。腹腔注射

SnMP（MI＋SnMP）并未影响心力衰竭大鼠 HO-1
表达，但明显减少 CO 并增加细菌移位和血浆内毒

素。提示 HO-1 的保护作用获益于 CO 途径。 
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HO-1 可明显减少心力衰竭大鼠细菌移位率及

血浆内毒素含量，该作用可能与 CO 保护肠道屏障

结构有关。 
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