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大鼠肝肺综合征形成中肺组织 NOS表达的动态变化 

苏艾荣 ，张慧英 ，关宿东 

[摘要]目的：观察肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome，HPS)形成中大鼠肺组织一氧化氮合酶(nitric oxide synthase，NOS)表 

达的动态变化。方法：将体重220～250 g的24只健康雄性 Wistar大鼠随机分为正常组(6只)和模型组(18只)。正常组给予 

正常饲料和自来水 ；模型组采用复合因素致病法复制大鼠肝硬化动物模型，分别于实验 4周末、6周末、8周末处死大鼠，各时 

间点至少有6只大鼠纳入研究。取肝、肺组织标本备用。结果：在大鼠HPS形成过程中，第 4周末肺组织诱导型 NOS和内皮 

型 NOS的蛋白表达较对照组增高(P<0．05)，且在6周和 8周均呈持续上升趋势(P<0．05～P<0．01)。结论：在大鼠HPS形 

成中，早期即有肺组织 NOS表达增加。 
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[Abstract]Objective：To study the dynamic change of nitric oxide synthase(NOS)expression of lung tissue in the development of 

hepatopulmonary syndrome(HPS)in rats．Methods：Twenty—four male Wistar rats were randomly divided into control group and model 

group．The rats in control group were fed with regular food，and the model group were copied HPS by multiple factors causing the 

disease．The rats were executed at the end of the fou~h week，sixth week and eighth week，at least six rats at each time point in each 

group，the liver and lung tissue samples were collected for study．ResuRs：The expressions of induced NOS and endothelial NOS of lung 

tissue were inereased at the end of fourth week in the development of HPS(P<0．05)．and increased gradually at the end of sixth weel 

and eighth week(P<0．05 一P<0．01)．Conclusions：NOS expression increases early in the development ofHPS． 
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肝硬化是一个全球性的常见病。在我国，乙型 

肝炎(乙肝)病毒(HBV)感染者高达 1．2亿，约占人 

口的10％，其中大约有 5％ ～10％的HBV感染者会 

发展为慢性乙肝，并约有 2％会演变为肝硬化_l J。 

肝硬化在人类主要死亡原因中居第 6位，被视为人 

类健康的“主要杀手”。在肝硬化晚期等待肝移植 

的患者中，约50％伴有动脉血氧异常，其中 13％ ～ 

47％合并有肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome， 

HPS) 。HPS患者呼出气体中一氧化氮(NO)含量 

显著增加，提示 NO在 HPS发病机制中发挥重要作 

用 。至于在 HPS患者早期呼出气体中 NO含量 

如何变化尚未有一致的研究结果。本实验旨在动态 

观察大鼠 HPS形成中肺组织表达一氧化氮合酶 

(NOS)的变化，从而为早期发现及预防 HPS的发生 

提供实验依据。 
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1 材料与方法 

1．1 实验动物及模型制备 健康雄性 Wistar大鼠 

24只(山西医科大学动物中心提供)，体重 220～ 

250 g，经适应性饲养 1周后随机分为正常组和模型 

组。(1)正常组6只，给予正常饲料和自来水。(2) 

模型组 18只，以掺入胆固醇的玉米面作饲料，胆固 

醇占饲料重量的0．5％(前2周每 kg饲料中含200 g 

猪油)；以30％(体积分数)乙醇作为唯一饮料；在实 

验第 1天脊背皮下注射 5 ml／kg CC1 原液，以后每 

隔 3天皮下注射 40％ CC1 (用玉米油稀释)，按 

3 mVkg给予；分别于4周末、6周末、8周末处死大 

鼠，每个时间点至少6只大鼠纳入研究。 

1．2 标本采集 在不同时间点给予 1％戊巴比妥 

(20 mg／kg)腹腔注射麻醉，取大鼠肝右叶、右 1／2 

肺用40 L多聚甲醛固定，石蜡包埋，5 m切片。 

肝组织 HE染色，肺组织免疫组织化学染色测定肺 

组织诱导型NOS(iNOS)和内皮型 NOS(eNOS)蛋白 

表达水平。 ． 

1．3 结果判定标准 以 PBS代替一抗作阴性对 

照，免疫组织化学染色 阳性反应呈棕黄色。用 
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Image—Pro Plus型全自动医学图像彩色分析系统进 

行图像半定量分析，每张切片随机选取 5个视野，测 

定肺组织中的 iNOS和 eNOS棕黄色阳性表达颗粒 

的 IOD值(值越高表达越强)。 

1．d 统计学方法 采用方差分析和q检验。 

2 结果 

2．1 形态学变化 大鼠肝脏4周末脂肪变性明显， 

已有较薄的纤维束相连接(见图 1)；6周时仍有脂 

肪变性，纤维增生加重，假小叶形成(见图2)；8周 

时纤维间隔进一步加宽，假小叶结构形成明显(见 

图3)。4周时可见肺泡大小不等(见图4)；6周时肺 
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间质增厚，血管扩张(见图5)；8周时肺间质继续增 

厚，有肺泡融合现象，可以看到肺大泡，肺泡隔有断 

裂现象，血管扩张明显(见图6)。 

2．2 肺组织 eNOS、iNOS蛋白表达水平 eNOS的 

蛋白表达于 4周末和 6周末均高于正常组 (P< 

0．05)，6周末与 4周末差异无统计学意义(P> 

0．05)，8周末继续升高达最高峰，与正常组、4周末 

和6周末差异均有统计学意义(P<0．01)。iNOS 

的蛋白表达也于 4周末升高，6周末和 8周末继续 

升高，差异均有统计学意义(P<0．05～P<0．01) 

(见表 1)。 

图 1 肝硬化 4周末肝 脏 图 2 肝 硬化 6周末肝脏 图 3 肝硬化 8周 末肝脏 图 4 肝 硬化 4周末肺脏 图 5 肝硬化 6周末肺脏 图 

6 肝硬化 8周末肺脏(图 1-6均 为 HE染色) 

表 1 不同时间点肺组织 eNOS、iNOS蛋白表达水平 

(n =6； ±s) 

分组 eNOS 

正常组 2 385．610±752．437 4 214．777±1 783．730 

模型组 

4周末 6 448．998±922．726 8 498．690±2 703．744 

6周末 8【x)8．868±2 812．723 12 831．570±4 901．213盖 

8周末 14 7o4．730±5 779．996 19 173．36o±2 401．238L 

F 14．76 24 295 

P <0 01 <0．O1 

组内 2 010 684 337．286 2 010 !! !． 

q检验：与正常组比较 $P<0．05， P<0．0l；与 4周末比较 

AP<0．05，△AP<0．Ol；与6周末比较##JD<0．叭 

3 讨论 

肝和肺中任意一个器官功能受损都会影响另一 

器官，肝功能紊乱导致门脉高压会形成高血流、高动 

力循环状态，还会导致缩血管物质和扩血管物质以 

及肝脏代谢或合成其他物质之间失衡，对肺的影响 

即可导致 HPS。HPS是一个临床三联征：(1)肝功 

能异常；(2)肺气体交换异常，有或无低氧血症，但 

肺泡动脉氧分压差增大(≥20 mmHg)；(3)肺内血 

管异常扩张 ，正 常肺毛细血 管直径大约 8～ 

15 m，在 HPS时血管可能扩张到 15～500 m 。 

关于肺内血管异常扩张的机制尚不清楚，可能与血 

管的受体后缺陷有关。血管活性物质如前列腺素 

类、胰高血糖素，特别是 NO在此发挥重要作用。 

Rolla等 研究表明，HPS患者呼出气中NO的水平 

升高，给予 NO的合成抑制剂亚甲蓝可改善 HPS患 

者低氧血症的症状 ，提示 NO可能是 HPS患者肺内 

血管异常扩张的重要调节物质。Zhang等 采用复 

合因素致病法复制大鼠肝硬化动物模型，于8周末 

自发形成 HPS，HPS大鼠肺组织 eNOS和 iNOS蛋白 
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表达均增加，NO—cGMP信号转导系统的活性增强， 

从而导致持续的肺血管扩张并继发严重低氧血症， 

进一步证实 NO是 HPS时肺血管扩张的主要介质。 

肝硬化患者一旦发展为 HPS则预后差、病死率 

高，所以HPS的预防尤为重要。NO是导致 HPS的 

特征性病理变化(肺血管扩张)的主要原因，NO是 

由NOS催化 L．精氨酸而成的。目前至少 已发现 

NOS的 3种同工 酶 亚型，两种 为结 构 型 NOS 

(cNOS)，另一种为 iNOS或 NOS一1I型。关于在 HPS 

时生成增多的 NO来源于哪个亚型的 NOS，目前的 

研究结果尚不一致。本研究结果显示，4周末肺组 

织 iNOS和 eNOS的蛋白表达显著升高，6周末继续 

升高，8周组与各时间点比较差异均有统计学意义。 

免疫组织化学方法提示，在 HPS形成过程中，iNOS 

的表达主要位于肺组织 Ⅱ型上皮细胞和肺泡的巨噬 

细胞，且发现肺部有大量巨噬细胞聚集；eNOS主要 

表达于肺组织血管内皮细胞，在 HPS形成过程的 

中、晚期，即6周末和 8周末时，除主要表达于血管 

内皮细胞外，肺 I型、Ⅱ型上皮细胞和巨噬细胞也有 

相对较弱的表达。Nunes等 采用慢性胆总管结扎 

的方法建立 HPS动物模型，通过免疫组织化学等实 

验方法，发现肺内NO生成增加是 iNOS和 eNOS共 

同增加的结果，并且用定量的方法证实主要是 iNOS 

表达增多，其次是 eNOS增加，本实验观察结果与之 
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基本一致。 

综上所述，随着大鼠肝脏病变，肺组织早期即出 

现 NOS表达的增加(同时有 iNOS和 eNOS的增 

加)，据此推测临床肝硬化患者可能在肝功能损伤 

早期即有呼出气体中 NO的含量增加，是否可以通 

过预防性治疗延缓病情发展以及防止 HPS的发生， 

尚有待于进一步研究。 
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(上接第339页)的 HL-60细胞培养上清液对淋巴细 

胞活性 的影响，发现经抗 4—1BBL单抗作用后 的 

HL-60细胞培养上清液对淋巴细胞的增殖抑制作用 

减弱，诱导其凋亡作用也下降。进一步研究发现， 

HL一60肿瘤 细胞 可 分泌 TGF—B，阻 断 其表 达 的 

4．1BBL信号后分泌水平下降。由其推测，4．1BB／ 

4．1 BBL信号可调控 TGF．B产生，HL一60细胞增殖失 

控和抑制淋巴细胞活性可能与肿瘤细胞分泌 TGF．B 

有关。另外，T细胞的活化和增殖需要双重信号，对 

共刺激信号的要求也有量的限制，一些肿瘤细胞释 

放高水平分泌型4—1 BBL，远远超过体外刺激T淋巴 

细胞增殖所需的剂量，对淋巴细胞的活性反而起抑 

制作用 。4—1 BBL在 HL-60细胞表面高表达，其是 

否存在可溶性形式抑制淋巴细胞活性有待于进一步 

研究。本实验未检测出肿瘤细胞培养上清液对淋巴 

细胞活化的影响，其原因可能是肿瘤细胞分泌某些 

抑制性细胞因子抑制淋巴细胞活化，另一方面肿瘤 

细胞分泌到培养上清液里的可溶性蛋白对淋巴细胞 

而言又是同种异体抗原，能刺激淋巴细胞活化，两种 

作用相抵消，总的效应表现为实验组和对照组细胞 

活化无差异。总之，表达在 HL-60细胞表 面的 

4-1BBL具有生物活性，它通过介导逆向信号引起肿 

瘤细胞生理活性改变，并通过分泌 TGF．8等抑制性 

细胞因子干扰淋巴细胞活性。肿瘤细胞表面表达 

FasL可以使肿瘤逃逸机体的免疫监视 ，同样作为 

TNF家族成员之一的 4—1BBL在肿瘤细胞上的高表 

达是否起着同样的作用，有待进一步研究。 
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