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血红素加氧酶一1重组乳酸乳球菌灌胃 

对失血性休克大鼠肠黏膜屏障的保护作用 

高新跃 任从才 张欣 姚 月华 庞庆丰 吴长毅 

【摘要】 目的 利用基因工程原理合成携带血红素加氧酶一1(HO一1)基因的乳酸乳球菌，通过对正常 

大鼠灌 胃，观察其对失血性休克大鼠是否有肠黏膜屏障的保护效应，是否能够减少肠道炎症反应的发生。方 

法 将 3O只健康清洁级雄性 SD大鼠随机分为携带 HO一1基因的乳酸乳球菌灌胃组(HO组， 一10)、乳酸 

乳球菌灌胃组(LL组， 一10)及谷氨酸灌胃组(Glu组， 一10)。Glu组在实验前 6 h灌 胃，其余两组在实验前 

24 h灌胃，复制失血性休克模型。液体复苏后 1 h取材，比较各组动物的死亡率和平均动脉压(MAP)；采用比 

色法检测肠组织髓过氧化物酶(MPO)活性 ；用免疫组化法检测肠组织 HO一1、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和 

白细胞介素一10(IL一10)的灰度值；并行肠组织病理学检查。结果 与 LL组和Glu组 比较，H0组死亡率明显 

降低(P均<0．05)；HO组液体复苏期(5、1O、2O和 30 min)MAP均明显升高(P均<0．05)。与 LL组比较， 

H0组和Glu组的IL一1O和 H0—1的灰度值均明显增加(P均<0．05)；与Glu组比较 ，HO组的H0—1灰度 

值明显增加(P<O．05)。3组间TNF—a灰度值比较差异无显著性。LL组、Glu组和H0组肠组织Chiu s评分 

分别为(1．93±0．49)分、(1．75士0．58)分和(1．41士0．28)分 ，H0组与其他两组比较差异均有显著性(尸均< 

0．05)。结论 携带 HO一1基因的乳酸乳球菌灌 胃可明显增强失血性休克大鼠HO一1活性，能较好地保护肠 

黏膜屏障，减轻肠道炎症反应。 
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Effects of L．1actis recom binant heme oxygenase一1 gene on the intestinal barrier in rats with hemorrhagic 

shock GAO Xin—yue ， REN Cong—cai， ZHANG Xin， y O Yue—hua， P ⅣG Qing一．尼ng， 唧  

Chang—yi． Department of Anesthesiology，the Fourth People s Hospital of Shenzhen，Shenzhen 51 8033， 

Guangdong，China 

[Abstract] Objective To evaluate the effect of gavage of L．1actis recombinant heme oxygenase一1 

(H0 —1)gene on protection of the intestinal mucosa and the inflammation of lower intestine during 

hemorrhagic shock．Methods A model of hemorrhagic shock was reproduced in 30 SD healthy male rats． 

They were randomly divided into the L．1actis recombinant HO 一1 gene group (H0 group， 一 1 0)，L．1actis 

group (LL group， 一 10)，and glutamine group (Glu group，n一 10)．Glu was gavaged 6 hours and other 

agents were gavaged 24 hours before the experiment．Samples were collected 1 hour after hemorrhagic shock 

and fluid resuscitation．The mortality，mean arterial pressure (MAP)during hemorrhagic shock and fluid 

resuscitation，myeloperoxidase(MPO)activity，the pathological changes，and the contents of HO 一1，tumor 

necrosis factor—a (TNF —a)and interleukin 一 1 O (IL 一1 O) of the lower intestine were determined 

immunohistochemically and compared．Results When the results of HO group were compared with Glu and 

LL groups，the mortality was significantly decreased in the former (both P< 0．05)．In HO group，MAP 

values at 5。1O，20 and 30 minutes after fluid resuscitation were significantly elevated (all P < O．O5)． 

Compared with LL group．the gray levels of IL一1 0 and HO 一1 in HO group and Glu group were significantly 

increased (all P< O．05)．Compared with Glu group，the gray level of H0 —1 was significantly increased in 

HO group (P< O．O5)．There were no significant differences in the gray levels of TNF —a among three 

groups．The Chiu s grade of H0 group [(1．41± O．28)scores]was significantly lower than those of 

LL group and Glu group[(1．93士O．49)scores and (1．75土O．58)scores，respectively，both P<0·053． 

Conclusion The L．1actis recombinant H0 — 1 has the virtue to deliver HO 一 1 activity in rats with 

hemorrhagic shock，which is beneficial for the maintenance of intestinal barrier and anti—inflammation 

response of the lower intestine． 

[Key words] heme oxygenase一1； hemorrhagic shock} L．1actis} glutamine； inflammation of 

1owcr intestine 
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失血性休克是临床常见的急危重病，其并发症 

和病死率很高 。在失血性休克早期，肠道功能首先 

受到损害 ，释放各种炎症介质，对全身炎症反应综 

合征(SIRS)和多器官功能障碍综合征(MODS)的 

发生起到关键和核心作用。 ，但人们往往忽略肠道 

功能的改变 。血红素加氧酶(HO)是分解血红素的 

限速酶，将血红素分解为一氧化碳(CO)、二价铁离 

子(Fe )和胆绿素，胆绿素在肠道上段还原成胆红 

素，大部分参与肠肝循环。HO包括 3种亚型，分别 

是HO一1、HO一2和HO一3，其中HO一1又名热休 

克蛋 白，是 HO家族 中最重要的诱导型酶，是一种应 

激反应性蛋白㈣。研究表明，在失血性休克期，正常 

情况下不分泌HO一1的肠道由于缺血、缺氧等刺激 

开始分泌HO一1，并且在复苏后 6～12 h达高峰 ， 

有重要的细胞保护作用。 。临床试验和动物实验都 

证明，口服或静脉使用较大剂量的谷氨酸(Glu)能 

够诱导 HO一1的分泌和表达，从而发挥 HO一1的 

细胞保护作用 。本实验利用基因工程原理合成携 

带 HO一1基因的乳酸乳球菌，通过对正常大鼠灌 

胃，观察其是否对失血性休克大鼠有肠黏膜屏障的 

保护效应，是否能够减少肠道炎症反应 的发生。 

1 材料与方法 

1．1 药品和试剂：HO一1重组乳酸乳球菌由本实 

验室构建合成n 。Glu(美国Amreseo公司)，肿瘤坏 

死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一10(IL一10)免疫 

组化试剂盒(武汉博士德生物试剂有限公司)，HO一1 

抗体(美国Sigma公司)，HO一1酶联免疫吸附法 

(ELISA)试剂盒(加拿大 Stressgen公司)，髓过氧 

化物酶(MPO)活性试剂盒(南京建成生物试剂公 

司)，其他试剂为市售。 

I．2 动物分组：健康清洁级雄性SD大鼠3o只，体 

重 280 320 g，由江苏徐州医学院实验动物中心提 

供。按随机数字表法分为携带 HO一1基因的乳酸乳 

球菌灌 胃组(HO组，n一10)、乳酸乳球菌灌 胃组 

(LL组，n===lo)及 Glu灌胃组(Glu组，n一1O)。Glu 

组在实验前 6 h灌 胃，其余两组在实验前 24 h灌 

胃。所有动物均适应饲养环境 7 d，实验前禁食 12 h 

以上，但不禁水；实验后自由饮食，单独饲养。饲养室 

和实验室温度均保持在 22～25℃。 

1．3 药物灌胃剂量：将乳酸乳球菌素诱导表达3 h 

的携带 HO一1基因的乳酸乳球菌经 8 000×g离心 

5 min后收获菌液，用磷酸盐缓冲液(PBS)洗3次，以 

10 000Xg离心 1 min，弃上清液后再加入适量的生 

理盐水(NS)，使菌液中活菌数达2．5×10 efu／L， 

用1 ml的细菌悬浮液作为灌胃容量。乳酸乳球菌使 

用同样方法收集，灌胃容量也为1 ml(活菌数也达 

2．5×10 efu／L)。Glu灌胃剂量为0．75 g／kg，用无 

菌 NS稀释成 1 ml作为灌胃容量。 

1．4 失血性休克模型制备和液体复苏方案：腹腔注 

射体积分数为 10％的水合氯醛(300～350 mg／kg) 

麻醉大鼠，仰卧固定，剪去腹股沟及大腿内侧被毛， 

无菌条件下分离右侧股动脉和左侧股静脉，采用 

22G套管针行右侧股动脉和左侧股静脉穿刺。股动 

脉穿刺成功后经三通阀门与血压换能器和 Patient 

401多功能监护仪连接，连续记录股动脉血压和脉 

搏(所有管道内预充 7．5 kU／L肝素液)。待血压稳 

定后，5 min内间断从股动脉放血，使大鼠平均动脉 

压(MAP)降至 40 mm Hg(1 mm Hg—O．133 kPa) 

以下开始计时。通过股动脉间断放血或股静脉回输 

血液 ，维持 MAP在 35～40 mm Hg，时间为60 min 

(放血速度均为 1．O～1．5 ml／min，将血液保存在含 

7．5 kU／L肝素的无菌注射器中)，然后用抽出的血 

液加 2倍放血量的液体经股静脉回输进行复苏， 

30 min内以 1．O～1．5 ml／min的速度回输。以血压 

恢复至放血前血压的 9O 或以上为复苏成功。最后 

在无菌操作下拔除两侧套管针，结扎两侧血管，缝合 

切口。整个实验过程中保持大鼠自主呼吸，同时监测 

肛温，采用灯光照明方法保持大鼠体温稳定(37．O～ 

37．5℃)。 

1．5 组织标本的收集：所有存活动物均列为实验对 

象，分别在液体复苏后 1 h使用过量水合氯醛处死 

动物，无菌条件下开腹，距回肠末端取一段长 5 cm 

的回肠，其中 1 cm用体积分数为 10％的甲醛溶液 

浸泡，余下的回肠立即置于一8O℃冰箱保存待测。 

1．6 检测指标 

1．6．1 死亡率及 MAP：计算各组大鼠在液体复苏 

后 1 h的死亡率；观察各组在放血前、休克末及液体 

复苏期(5、1O、20和 30 min)MAP的变化。 

1．6．2 肠组织MPO活性：采用比色法检测肠组织 

MPO活性，用以反映组织内中性粒细胞数量“”。 

1．6．3 肠组织 TNF—a、IL一10和 HO一1灰度值 

测定：用免疫组化法检测肠组织 TNF—a、IL一10 

和HO一1的灰度值，在光镜下 1个视野(×100)内 

选取 1O个点，以它与邻近点背景值之差作为该点的 

灰度值。 

1．6．4 肠组织病理学观察：光镜下(×100)观察肠 

黏膜形态，采用Chiu S 6级评分法评价肠黏膜损伤 

程度：0分为正常；1分为绒毛顶端上皮下间隙增大； 
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2分为上皮层和固有层中度分离；3分为绒毛两侧有 

大量分离伴有部分绒毛顶端破损；4分为绒毛破损 

伴固有层大量毛细血管暴露；5分为固有层破坏、出 

血及溃疡 。 

1．7 统计学处理：使用 SPSS11．5统计软件进行统 

计分析，计量资料采用均数±标准差(z±s)表示，组 

内比较用 t检验，组间比较用单因素方差分析，PG 

0．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 各组死亡率及液体复苏期各时间点 MAP变 

化比较(表 1)：液体复苏后 1 h，H0组、Glu组和LL 

组的死亡率分别为 0、10 和 2O ，与 LL组和 Glu 

组比较，H0组的死亡率明显降低，差异均有显著性 

(尸均G0．05)，说明携带 H0—1基因的乳酸乳球菌 

灌胃后能明显降低大鼠死亡率。图1所示，H0组在 

液体复苏期(5、1O、2O和 30 min)的 MAP较 LL组 

和Glu组均 明显升高，差异均有显著性 (尸均< 

0．05)，这有利于保证足够的组织灌注，增加组织内 

的血液和血氧供应，可能有较好的抗休克作用。 

基础值 休克末 复苏 复苏 复苏 复苏 
5 min 10 min 20 min 30 m in 

时 间 

注：与 LL组 比较 ： P<0．05；与 Glu组 比较 ：Ap<0．05 

圈 I 各组液体复苏期不同时问点 MAP的变化 

Figure 1 Change of MAP at different time points after fluid 

resuscitation in each group 

2．2 各组肠组织 MP0活性 比较 (表 1)：H0 组、 

Glu组和 LL组肠组织 MPO 活性 比较差异均无显 

著性(尸均>O．05)，说明不同液体复苏对中性粒细 

胞数量无明显影响。 

2．3 各组肠组织 TNF～a、IL一1O和 H0—1的灰 
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度值 比较 (表 1)：与 LL组比较，H0组和 Glu组 

IL一1O和H0一l灰度值均明显增加，差异均有显著 

性(尸均G0．05)，且 H0组H0—1灰度值较 Glu组 

明显增加 ，差异有显著性 (尸G0．05)。各组TNF—a 

灰度值比较差异均无显著性(尸均>O．05)。 

2．4 肠组织病理学变化比较(表 l，彩色插页图2)： 

肠组织 Chiu S评分在 LL组最高，H0组最低，H0 

组与其他两组比较差异均有显著性(尸均G0．05)。 

3 讨 论 

有研究表明，HO一1在失血性休克期具有重要 

的细胞保护作用，可改善受损器官的功能；而阻断 

H0—1的表达，则可加重受损器官的损害。 ，这种保 

护作用是通过分解血红素使其不能参与氧化作用， 

或是通过它的3个代谢产物的作用来完成的。 。本 

研究结果显示，若能增加肠道内HO一1表达，则可 

起到很好的肠道保护作用，减少各种肠源性炎症介 

质释放。而Glu和精氨酸等能刺激肠道黏膜细胞分 

泌 H0—1n ̈  ；临床试验也证明，危重患者使用 

(静脉或胃肠道给药)大剂量 Glu后，能刺激 H0—1 

分泌，降低病死率和并发症的发生率@ 。根据文献报 

道，本实验采用的Glu剂量(O．75 g／kg)属于大剂量 

范畴。 ，考虑到胃排空时间，选择实验前 6 h灌胃， 

因为此时胃内容物正好进入并停留在肠道。 

在各种炎症介质中，TNF—a被认为是诱导 

SIRS和 MODS发生 的中心介质和早期介质 ，是引 

起 SIRS和 MODS发生的始动因素 ，而失血性休 

克期肠道是释放 TNF—a的主要器官 ∞。IL一1O是 

重要的抗炎因子，可以减轻局部和远隔器官的炎症 

反应，对TNF～a有潜在的抑制作用，其抗炎作用是 

通过 HO一1发挥的，并且两者互为诱导，共同参与 

抗炎的“正反馈”过程 "。另外，在失血性休克期，活 

化的中性粒细胞发挥重要的免疫防御功能，但同时 

大量活化的中性粒细胞也是引起过度应激反应的重 

要物质，由活化的中性粒细胞激发肠道内TNF—a 

等炎症介质的释放，对 SIRS和 MODS的发生有重 

要作用 。因此，通过检测肠道内TNF—a、MP0 

表 1 各组肠组织MPO活性和TNF—a、IL一10、HO一1灰度值以及 Chiu s评分的比较( ± ) 

Table 1 Comparison of MPO activity，gray levels of TNF—a，IL 一10，HO 一1 and Chiu s grades 

in lower intestines in each group(x± ) 

注 ：与 LL组比较 ： P<0．05；与 Glu组 比较 ：Ap<0．05 
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(间接反映中性粒细胞数量)、IL一10和 H0—1的 

含量或活性，可以较准确地反映肠道内炎症介质的 

释放情况，以及炎症反应的程度。本研究结果显示， 

携带 H0—1基因的乳酸乳球菌灌胃对失血性休克 

大鼠有促进其肠道内皮细胞大量合成 H0—1，发挥 

肠黏膜屏障保护的作用，表现在：①H0组 Chiu s评 

分最低，这与 H0—1大量分泌和液体复苏期较高的 

MAP有关，有利于维持肠黏膜形态的完整；②各组 

间肠组织TNF—a灰度值及 MPO活性无明显差别， 

说明失血性休克诱发肠道炎症反应在各组间无明显 

变化；③在促进抗炎物质释放方面，H0组的H0—1 

和 IL一10灰度值较其他两组增加，说明H0—1和 

IL一10有利于发挥局部抗炎作用和减少肠源性炎 

症介质的释放。 

本实验中采用的乳酸乳球菌表达系统是目前国 

际上最常用的食品级 NICE系统(nisin controlled 

expression system)，被广泛作为载体携带外源性基 

因的应用n 。本实验室合成了携带 H0—1基因的 

乳酸乳球菌，在失血性休克应激情况下具有 H0—1 

活性，比单纯使用大剂量Glu诱导 H0—1的作用更 

明显，为研究 H0—1的肠道保护效应提供了一种新 

思路，为未来的药物开发提供了理论依据。 

另外，本实验发现，H0—1在维持 MAP稳定方 

面似乎亦有较好效果，因此需要进一步研究 H0—1 

对心血管系统的保护作用。 
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P _l，1， 

血红素加氧酶一1重组乳酸乳球菌灌胃对失血性休克大鼠 

肠黏膜屏障的保护作用 
(正文见225页 ) 

A：LL组 ；B：Glu组 ；C：HO组 

图2 各组肠组织病理学变化(HE，x 1 00) 
Figu re 2 Pathological change of lower intestine tissues in each group(HE，x 1 00) 

格列卫对博菜霉素致小鼠肺纤维化的干预作用 

A：对照组 {B：模型组 ；C：格列卫组；D：地塞米松组 

(正文见229页 ) 

图1 各组术后7 d肺组织病理学变化(HE，x 1 00) 
Figu re 1 Pathological change of lung tissues on 7 days after operation in each g roup(HE，x 1 0O) 

A：对照组 ；B：模型组 ；C：格列卫组 ；D：地塞米松组 

图2 各组术后1 4 d肺组织病理学变化(HE，x 1 00) 
Figu re 2 Pathological change of lung tissues on 1 4 days after ope ration in each group(HE，x 1 00) 

A：对照组 ；B：模型组；C：格列卫组 ；D：地塞米松组 

图3 各组术后21 d肺组织病理学变化(Masson，×200) 
Figure 3 Pathological change of lung tissues on 21 days after operation in each group(Masson，×200) 
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