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血红素加氧酶#! 在大鼠原位肝移植急性排斥反应中的作用

范* 伟!，张* 莹!，伍晓汀& * * （ !贵州省人民医院肝胆外科，贵阳 $$"""&；&四川大学华西医院普通外科，成都 )!""%!）

* * 摘* 要：目的* 探讨血红素加氧酶#!（+,-../01,234,#!，56#!）在大鼠原位肝移植急性排斥反应中的作用。方法* 建
立大鼠原位肝移植排斥模型后分为 7 组：对照组（8组），92::组（;组）和 <.::组（<组）。7 组分别于 7、( = 处死，取血
及肝脏标本。进行肝功测定（8>?、8@?、?;A@、8@;）；肝组织 5B 染色；荧光 C?#:<C 检测 56#! 表达。结果* !7 组肝功
能 7、( =时比较有明显的统计学意义（! D "E "$）。"5B染色：8组 7 =出现#、$级为主的排斥反应，( =时出现$级为主
的排斥反应；;组 7 =出现$级为主的排斥反应，( =时出现$、%级为主的排斥反应；<组 7 =出现排斥反应 " F$级，以
#级为主，( =时出现排斥反应 " F$级，以#、$级为主。&56#! 在 <组表达明显升高，;组不明显，8组介于两组之间。
结论* 血红素加氧酶#!（56#!）过表达能减轻急性排斥反应。
* * 关键词：血红素加氧酶#!；原位肝移植；大鼠
* * 中图法分类号：C7%$；C7G&E %；C)$(E 7* * * 文献标识码：8
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* * 血红素加氧酶（ +,-../01,234,，56）是由 ?,2#
+W2,2等于 !G)’ 年在动物肝脏微粒体中发现的，后来
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被命名为 56#!。56#! 多分布于脾脏和肝脏，属诱导
型酶。多种因素，包括钴原卟啉（<.::）、重金属等可
诱导 56#! 的大量表达［!］。而锌原卟啉（92::）则阻
止 56#! 的表达。56#! 及其下游的代谢产物，包括胆
绿素，<6和 H,& a，对许多移植模型，包括抗原非依赖

性缺血再灌注损伤，急、慢性移植物排斥，异种移植等
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第 !" 期# 范# 伟，等$血红素加氧酶%! 在大鼠原位肝移植急性排斥反应中的作用#

产生有益作用。本实验旨在通过大鼠原位肝移植排斥

动物模型，探讨 &’%! 在大鼠原位肝移植急性排斥反
应的作用。

!" 材料与方法

!$ !# 材料
!$ !$ !# 实验动物# # 供者为近交系 ()（*+,- +./012）大鼠，雄
性，34 只，体质量 564 7 534 .，购于哈尔滨医科大学第二附属
医院实验动物中心。受者为近交系 89:（8;<2=）大鼠，雄性，34
只，体质量 564 7 5>4 .，购于北京维通利华实验动物技术有限
公司。

!$ !$ 5# 实验试剂 # # 钴原卟啉（?/@@，AB)），锌原卟啉（CD%
@@，AB)）。
!$ !$ 6# 实验仪器# # 图像分析系统（ EF+.;%@,/ @G0= 图像分析
软件，美国 H;*2+ ?IJ;,D;12K=公司），全自动化生化分析仪（美
国），2?IKG;, EL MN%@?M扩增仪（美国）。

!$ 5# 实验方法
!$ 5$ !# 模型组及分组# # 采用显微外科技术，按改良“二袖套
法”建立大鼠原位肝移植模型［5］。实验分组：!对照组（) 组）
：术前 5O P腹腔注射生理盐水，!4 对；"CD@@ 拮抗组（Q 组）：
术前 5O P腹腔注射 CD@@，!4 对（54 F. R -.）；#?/@@ 诱导组（?
组）：术前 5O P腹腔注射 ?/@@ !4 对（3 F. R -.）。
!$ 5$ 5# 标本采集# # 6 组于移植术后第 6、" *将受体大鼠（每
组各 3 只）处死，取部分肝组织标本固定于 !4S中性甲醛中备
用，另取一部分新鲜肝组织做冰冻切片备用。穿刺肝下下腔

静脉抽血 6 7 3 FG，5 444 , R F2D 离心 !4 F2D，取上清液，T "4U
保存待测。

!$ 6# 观察项目
# # 观察各组大鼠手术时间、冷保存时间、无肝期、术后一般状
况、并发症、生存率等。全自动生化分析仪测定各组大鼠术后

各时相血浆中总胆红素（NQE8）、谷草转氨酶（)BN）、谷丙转氨
酶（)8N）及白蛋白（)8Q）水平。

!$ O# 荧光 MN%@?M检测 &’%! 的表达
# # N,2V/G;（WEQ?’）液提取总 MX)，操作按说明书进行。紫外
分光光度计［!（5>4）R !（5Y4）］检测 MX) 纯度。逆转录反应
（HQE 公司产品）：MX) 3 $G，M+D*/F P;Z+F;, [,2F;, ! $G ，
**&5’ > $G；混匀，离心，"4 U 3 F2D；立即冰水浴，离心；3 \
H%H8] Q0^^;, O $G，*XN@ F2Z 5 $G，M2J/D0KG;+=; 2DP2J21/, ! $G，
H%H8] ,;_;,=; 1,+D=K,2[1+=;（ ‘;,F;D1+=，AB)）! $G。总体积
54 $G，混匀，离心，O5 U >4 F2D；"4 U !4 F2D（破坏 H8]）；合成
的 K()X O U 保存用于荧光 MN%@?M。&’%! 上游引物：3a%
NW?N?W?)NW))?)?N?NW%6a，下游引物：3a%N??N?NWN?)W%
?)WNW??N%6a，扩增产物片段长度为 !56 J[。M%W)@(& 为内
参照，上游引物：3a%??N?))W)NNWN?)W?))N%6a，下游引物：
3a%??)N??)?)WN?NN?NW)WN%6，扩增产物片段长度为 !O6 J[
（上述引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成）。

染料 BbQM W,;;D %（HQE公司）。荧光 @?M扩增（HQE公司产

品）：@?M反应体系 64 $G，，加入 K(X) ! $G，!4 \ J0^^;,（H.5 c

^,;;）6 $G，H.?G5（53 FF/G R 8）> $G，*XN@（5$ 3 FF/G R 8）6$ > $G，
上游引物（54 $F/G R 8）4$ 3 $G，下游引物（54 $F/G R 8）4$ 3 $G，染
料（!4 $F/G R 8）4$ 3 $G，"#$ 酶（3 A R $G）4$ 5 $G（ N+d+M+，
(+G2+D），**&5’ !"$ O $G，?+G2J,+12/D *I; 4$ 6 $G。扩增条件为：eO
U 6 F2D；eO U 64 =，33 U（可变）64 =，"5 U 64 =，O4 个循环。
通过荧光分析得到的样品 ?N 值与内参照 W)@(& 所得 ?N 值
相减得到!?1，用以统计学分析。

!$ 3# 统计学分析
# # 数据用 "% f &表示，用 B@BB !4$ 4 软件进行 ’ 检验和单因素
方差分析。

#" 结果

5$ !# 大鼠肝移植模型建立
# # 6 组均采用相同的手术方式（改良 d+F+*+两袖套法）建立
动物模型，6 组在供受体手术时间、供肝冷保存时间、无肝期 6
组间无明显差异。

5$ 5# 术后一般状况
# # )组大鼠术后 6 *内精神稍差。6 * 时处死的 3 只大鼠出
现黄疸的腹腔内有少量的腹水，肝脏轻度肿大，顔色黄，肝脏质

稍硬，" *时处死的大鼠腹腔内腹水明显增多，肝脏肿胀明显。
# # Q 组大鼠术后第 5 天即出现精神差，活动量减少。6 * 时
全部大鼠开始出现黄疸。6 * 时处死的大鼠腹腔内有较多腹
水，肝脏肿胀明显，质硬。" *时处死的 3 只大鼠腹腔内有多量
腹水，肝脏肿胀进一步明显，黄疸进一步加深。

# # ? 组大鼠术后由于手术创伤打击，精神稍差。" * 时大鼠
的精神、食欲尚可，整体状况较前两组好。处死时腹腔内有少

量腹水，肝脏肿胀不明显，色泽较红润。

5$ 6# 肝功能检测
# # )组大鼠术后大部份肝功能改变主要表现为 NQE8、)B、
)8N升高，)8Q降低。随着术后时间延长，上述变化加重。Q
组大鼠术后 NQE8、)BN、)8N 升高明显，)8Q 降低更多，随着术
后时间延长，上述变化更加明显。?组术后大部份大鼠肝功能
异常，第 " 天时肝功能仍有升高，但增加不是太明显。见表 !。

表 !" 移植后 $ 组 %&’(、)(%、)*%、)(&不同时间测定值（"% f &）

组别 NQE8（$F/G R 8） )8N（A R 8） )BN（A R 8） )8Q（. R 8）
)组

# # @’(6 >!$ " f 6$ 4+ YO$ ! f !$ e+ O">$ 5 f O"$ 6+ 5Y$ Y f 6$ 4
# # @’(" !!!$ e f !5$ 4 6!O$ " f !!$ 4 Y"5$ 4 f !Y$ ! 56$ 3 f !$ O+

Q组
# # @’(6 "3$ 3 f "3$ 3J eY$ 4 f 5$ eJ 335$ " f O$ >J 5Y$ 3 f !$ "
# # @’(" !"6$ 4 f !$ ! OY4$ 4 f >$ ! !4>Y$ ! f !65$ Y 55$ Y f !$ !J

?组
# # @’(6 5Y$ 5 f >$ 6 3Y$ 5 f !$ Y 6Y6$ 6 f O$ 5 64$ " f 6$ 5
# # @’(" 3O$ 6 f Y$ ! !!"$ ! f 54$ Y Y45$ 4 f 5>e$ O 5e$ 6 f !$ >

+：( g 4$ 43，J：( g 4$ 43，与 ?组比较

5$ O# 肝脏组织 &9染色观察
# # 正常的大鼠肝脏，可见肝小叶结构清晰，汇管区胆管完整，
有极少量淋巴细胞。)组大鼠术后 6 *肝细胞有部份肿胀变性，
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!! !" !#
!：!组术后 " #，! $"级排斥；%：%组术后 " #，#级排斥；&：&组术后 " #，"级排斥

图 !" # 组大鼠的肝脏组织病理观察"（’( )*++）

内皮细胞肿胀，肝血窦扩张充血，汇管区增宽，有炎性细胞浸

润，可见部分小胆管和中央静脉有炎性细胞浸润，出现! $"
级排斥反应（%,-..评分 / $ " 分，平均分 01 2）。术后 " # 上述
变化进一步加重（图 2!），出现"级为主的排斥反应（%,-.. 评
分 " $ 3 分，平均 "1 / 分）。% 组大鼠术后 / # 发现肝细胞有较
弥漫的肿胀变性，内皮细胞肿胀较明显，肝血窦扩张充血显著，

汇管区增宽，有明显的炎性细胞浸润，可见较多的小胆管和中

央静脉有炎性细胞浸润，出现! $"级（以"级为主）排斥反应
（%,-..评分 * $ " 分，平均 41 / 分）。术后 " # 上述变化更进一
步明显（图 2%），出现了" $#排斥反应，%,-.. 评分为 " $ 3
分，平均为 51 0 分。& 组为 &677 组，术后 / # 可见肝细胞轻度
肿胀，肝窦扩张充血，但肝小叶结构尚清晰，汇管区可见较多淋

巴细胞浸润，排斥反应 + $"级，以!级为主（%,-.. 评分 + $ 0
分，平均 *1 8 分）。" # 时 %,-.. 评分 0 $ " 分，平均 41 0 分（图
2&）。各组大鼠排斥反应的病理表现情况详见图 2、表 8。

表 $" 各组大鼠排斥反应的病理表现情况（例数）

排斥级别
组别 术后时间（#）

+ 级 !级 "级 #级
!组 / + / 8 +

" + 2 / 2
%组 / + 2 * +

" + + 8 /
&组 / 2 / 2 +

" 2 8 8 +

81 09 肝组织中淋巴细胞免疫组化染色
9 9 &组术后 / # 2 例大鼠（2 : 0）肝组织、汇管区仅见少量散在
的淋巴细胞，* 例大鼠（* : 0）可见肝组织、多数汇管区、胆管周
围和门静脉或肝静脉内皮下出现淋巴细胞浸润（! $"级排
斥）；术后 " #大鼠，2 例（2 : 0）汇管区见少量散在的淋巴细胞浸
润，有 8 例（8 : 0）汇管区、胆管周围和门静脉或肝静脉内皮下出
现淋巴细胞浸润（!级排斥），另有 8 例（8 : 0）汇管区、胆管周
围、门静脉或肝静脉内皮下出现混合炎症细胞浸润（"级排
斥）。!组术后 / #大鼠肝组织、汇管区可见部分阳性淋巴细胞
表达，术后 " #肝组织、汇管区可见较多染色阳性的淋巴细胞。
而 %组术后 /、" # 所有大鼠汇管区和肝组织可见染色阳性的
淋巴细胞浸润，" # 时汇管区、胆管周围和门静脉或肝静脉旁
淋巴细胞表达更为明显，数量更多。各组 /、" # 肝组织中淋巴
细胞免疫组化染色阳性面积百分率比较见表 /。

表 #" 肝组织中淋巴细胞免疫组化染色阳性面积百分率［（"! ; "）<］

组别 7=>/ 7=>"
!组 *1 5 ; +1 0, 51 5 ; 21 0,

%组 01 5 ; +1 /? 2/1 3 ; 21 +?

&组 81 / ; +1 8 01 8 ; +1 "

,：# @ +1 +0，?：# @ +1 +0，与 &组比较

81 49 肝组织中中性粒细胞髓过氧化酶染色（A7=）
9 9 &组术后 /、" #分别有 * 只大鼠的病理切片中可见阳性中
性粒细胞表达，" #时中性粒细胞表达比 / # 时增加。! 组、%
组在 /、" #中可见阳性中性粒细胞表达，" # 时表达明显增加。
各组 /、" #肝组织中中性粒细胞髓过氧化酶染色阳性面积百分
率比较见表 *。

表 %" 肝组织中中性粒细胞髓过氧化酶染色阳性面积
百分率［（"! ; "）<］

组别 7=>/ 7=>"
!组 21 / ; +1 *, *1 2 ; +1 /,

%组 81 + ; +1 / 01 * ; +1 0
&组 21 4 ; +1 0, /1 " ; 21 /,

,：# @ +1 +0，与 %组比较

81 "9 荧光 BCD7&B检测 ’=D2 的表达
9 9 本实验 !、%、& / 组分别在 /、" #取移植后肝组织对 ’=D2
EBF!进行实时荧光 BCD7&B定量检测，并进行统计学分析，见
表 0。

表 &" 移植后 # 组 ’()! 不同时段 *+),-*测定值（$&G值，"! ; "）

组别 / # " #
! "1 *5 ; /1 +* 51 35 ; 81 48
% 31 54 ; 81 2+ 281 *5 ; 81 +2,

& *1 +8 ; 21 0/,? 01 "8 ; 81 /4,?

,：# @ +1 +0，与 !组比较；?：# @ +1 +0，与 %组比较

#" 讨论

9 9 近年的研究表明，’=D2 系统是血红素代谢中的
限速酶，在细胞应激时有重要的细胞保护作用。它能

催化血红素在机体内氧化降解，生成胆绿素、&= 和
HI8 J。’=D2 及其下游产物具有 * 方面的作用［/ K 0］：%
抗氧化作用；&维持微循环；’调节细胞循环的功能；
(抗炎功能。
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# # &’%! 的过表达对多种移植模型有细胞保护功能，
通过基因工程和药物的方法诱导 &’%! 维护组织结
构，保护器官功能起到延长移植物生存的作用。用病

毒载体将 &’%! 基因转到肥胖大鼠和应用于小体积肝
移植，预防缺血再灌注损伤，明显延长移植物的生存，

预防和减轻了排斥反应的发生［(，"］。

# # )*+,-./等［0］报道，用供体 12大鼠的肾脏移植到
345-/大鼠，供体动物用钴原卟啉（6788 9 :; < =;），在
移植前 >? @注射，诱导 &’%! 的产生，对照组用锌原卟
啉（A.88 >B :; < =;），阻断 &’%! 的表达。本研究也证
明，术前在供体大鼠（6 组）腹腔内注入 &’%! 诱导剂
（6788 9 :; < =;），术后 C、" D 在受体肝组织中发现
&’%! 表达增加，C D 时表达特别明显（! E BF B9）；术
前在供体大鼠（G 组）腹腔内注入 &’%! 抑制剂（A.88
>B :; < =;），与 6组相比，术后 C、" D 在受体肝组织中
&’%! 表达不明显（! E BF B9）；从表 ? 中可以看出，C D
时 6与 2或 G组相比较有明显的统计学意义（! E B$
B9），2组和 G组相比没有统计学意义（! H BF B9）；" D
时 C 组互相比较都有明显的统计学意义（! E B$ B9）。
对照组 2组术后 C、" D &’%! 有表达，这可能与术后炎
症和排斥反应诱导产生 &’%! 有关，但与 6 组相比
&’%! 的表达少，两组相比 C D 和 " D 都有统计学意义
（! E BF B9）。而 G组 C D和 " D基本上没有 &’%! 的表
达。本实验表明，6788 诱导 &’%! 的过表达，而 A.88
抑制 &’%! 的产生。
# # 肝脏的排斥反应一般以肝脏的酶学变化及肝脏汇
管区炎性细胞浸润的严重程度来衡量，从表 > 可以看
出，2组、G组和 6 组的肝功能（IGJ3、23I、2KI）随时
间延长逐渐升高，G 组的肝功能随时间延长增加最为
明显，而 2组肝功能随时间延长增加值在 G 组和 6 组
之间，C 组相比有明显统计学意义（! E B$ B9）；C 组的
23G则随时间延长逐渐下降，6组的下降最慢，G 组的
23G下降最为明显，" D 时 6 组与另外两组相比有明
显的统计学意义（! E B$ B9）。从术后各组大鼠恢复情
况来看，6组大鼠有 > 只（C D大鼠 ! 只，" D大鼠 ! 只）
没有出现明显的排斥反应或极轻微，其余的大鼠出现

了程度不等的排斥反应，但与另外两组相比程度较轻；

6组大鼠术后大部份精神、饮食和一般情况好于另外
两组，只有 C 只（C D 大鼠 ! 只，" D 大鼠 > 只）出现较
重的排斥反应，&L染色也证明了 6 组排斥反应最轻。
G组大鼠术后恢复情况最差，大鼠出现黄疸进行性加
重，精神、饮食越来越差，" D 处死时腹腔内有大量腹

水，黏连，&L染色证明有明显的排斥反应，术后 C D 肝
细胞有较粥漫的肿胀变性，内皮细胞肿胀较明显，肝血

窦扩张充血显著，汇管区增宽，有明显的炎性细胞浸

润，可见较多的小胆管和中央静脉有炎性细胞浸润，出

现! M"级排斥反应（G*.NN 评分 ? M " 分，平均 ($ C
分）；" D时上述变化进一步加重，汇管区显著增宽，小
叶间动静脉和中央静脉周围出现以淋巴细胞为主的大

量炎性细胞浸润，几乎所有的小胆管上皮有大量的炎

性细胞浸润，多数小胆管上皮细胞变性、脱落，胆管结

构被破坏，肝小叶结构完全不清晰，可见肝细胞明显的

变性坏死。2组术后恢复情况介于 6组和 G组之间。
# # 以上实验结果提示：6788 诱导 &’%! 表达，&’%!
表达对大鼠术后肝功能有明显的保护作用，能够减轻

大鼠术后炎症和排斥反应，对大鼠术后的恢复有较为

明显的作用；A.88 抑制 &’%! 产生，对大鼠术后肝功
能没有明显的保护作用，可能加重大鼠术后的炎症和

排斥反应，对大鼠术后的恢复不利。

参考文献：

［!］)OP*QQR K S，&*++-/7. L )，T7// S 2，"# $%$ 6U+OU:-. -.DUO4/ @4:4

7VR;4.*/4%! -. @4W*,7OR,4/ *.D -/ W+7,4O,-X4 -. /-:UQ*,4D O7QD W+4/4+X*%

,-7. *.D 5*+: +4W4+NU/-7. -.YU+R［ S］$ I+*./WQ*.,*,-7.，>BB(，0!（?）：

(>C Z (>($

［>］范# 伟，伍晓汀，谢建国$ 大鼠原位肝移植中血红素加氧酶%! 表

达对细胞因子的影响［S］$ 四川大学学报：医学版，>BB0，C[（!）：

!?( Z !?0$

［C］\+*.O7%]7U T，T7/4QQ7%6*,*N*U S，6*/-QQ*/%T*:-+4^ 2，"# $%$ &75 -/%

O@*4:-O W+4O7.D-,-7.-.; W+7,4O,/ /:*QQ Q-X4+ ;+*N,/［S］$ S 8*,@7Q，>BB(，

>B0（!）：(> Z "C$

［?］KU &，_*.%1*: ] )，GU-/ 6 J，"# $%$ KW*,-7,4:W7+*Q 4VW+4//-7. 7N @4:4

7VR;4.*/4%! D4,4O,4D ‘R &’ (&() ‘-7QU:-.4/O4.O4 *N,4+ @4W*,-O -/O@4:-* -.

&’%! < 3UO :-O4［S］$ 3-X4+ I+*./WQ，>BB(，!>（!!）：!(C? Z!(C[$

［9］a7‘*R*/@- I，K*,7 b，b*:*:7,7 K，"# $%$ 2U;:4.,*,-7. 7N @4:4 7VR%

;4.*/4%! 4VW+4//-7. -. ,@4 ;+*N, -::4D-*,4QR *N,4+ -:WQ*.,*,-7. -. *DUQ,

Q-X-.;%D7.7+ Q-X4+ ,+*./WQ*.,*,-7.［S］$ I+*./WQ*.,*,-7.，>BB9，"[（0）：

["" Z [0B$

［(］c*.; d &，c*.; a，A@*.; \，"# $%$ 2QQ4X-*,-.; -/O@4:-*%+4W4+NU/-7.

-.YU+R -. *;4D +*, Q-X4+ ‘R -.DUO,-7. 7N @4:4 7VR;4.*/4%!［ S］$ I+*./%

WQ*., 8+7O，>BB?，C(（!B）：>[!" Z >[>C$

［"］c*.; d &，c*.; a，A@*.; \，"# $%$ &4:4 7VR;4.*/4%! *QQ4X-*,4/ -/%

O@4:-* < +4W4+NU/-7. -.YU+R -. *;4D Q-X4+［ S］$ c7+QD S ]*/,+74.,4+7Q，

>BB9，!!（9）：([B Z ([?$

［0］)*+,-./ 8 P，a4//Q4+ &，SU+-/O@ 2，"# $%$ J.DUO,-7. 7N @4:4 7VR;4.%

*/4%! -. ,@4 D7.7+ +4DUO4/ ;+*N, -::U.7;4.-O-,R［S］$ I+*./WQ*., 8+7O，

>BB9，C"（!）：C0? Z C0($

（编辑# 王# 红）

"9(!


