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·论著·

一氧化氮在失血性休克大鼠肠运动功能障碍中的作用

张玉平 王小荣 赵小祺 乔海霞

【摘要】 目的 探讨一氧化氮（NO）在失血性休克（HS）大鼠肠运动功能障碍中的作用。 方法 16只雄性

Wistar大鼠按随机数字表法分组。 经股动脉放血复制 HS模型；制模后留取十二指肠，分别加入不同诱导物，检

测肠管对乙酰胆碱（ACh）的收缩反应，以及肠组织中诱导型一氧化氮合酶（iNOS）活性和 NO 含量，并进行形态

学观察。 结果 HS�180�min 大鼠肠平滑肌条自发性收缩性和 ACh 诱发的收缩性均明显降低，与对照组比较，

HS 组肠平滑肌对 ACh 的收缩反应降低了近 60%（g·mm

-2

·s

-1

：0.40±0.11 比 1.00±0.20，P＜0.01）；iNOS 抑制剂

N

G

- 硝基 -L- 精氨酸甲基酯（L-NAME）可明显逆转 HS 对十二指肠平滑肌收缩反应的抑制效应（0.97±0.25 比

0.40±0.11，P＜0.01），而且，可溶性鸟苷酸环化酶（sGC）抑制剂 1H-［1，2，4］恶二唑［4，3-a］喹喔啉 -1- 酮

（ODQ）也可显著改善 HS 对十二指肠平滑肌条的收缩反应（0.79±0.17 比 0.40±0.11，P＜0.01）；但 ATP 敏感性

钾通道（K

ATP

）阻断剂格列本脲（Gli）对 HS 十二指肠平滑肌收缩反应无明显影响（0.47±0.14 比 0.40±0.11，P＞

0.05）。 与对照组比较，HS组肠组织 iNOS 活性（U/g：2.295±0.310 比 1.319±0.322）和 NO含量（滋mol/g： 2.880±

0.353比 1.505±0.387）显著升高（均 P＜0.01）。 光镜下观察 HS大鼠十二指肠组织最具特征性的组织形态学改

变为炎细胞浸润明显。 结论 HS 诱导表达的 iNOS 产生大量 NO，通过环磷酸鸟苷酸（cGMP）机制参与了大鼠

肠运动功能障碍的发生；而且 NO 介导的炎细胞浸润也可能参与了 HS肠运动功能障碍的发展。
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【

Abstract

】

Objective To�determine� the� role� of� nitric� oxide� （NO） in� intestinal�motility� dysfunction� in� rats�

subjected�to�hemorrhagic�shock�（HS）.�Methods Sixteen�male�Wistar�rats�were�randomly�and�equally�divided�into�two�

groups.�The�HS�model� of� rat�was� induced�by� bleeding� from� femoral� artery.�After� animal�models�were�made， different�

inducers�were�added， and�duodenum�samples�were�harvested�for�the�determination�of�contractile�response�to�acetylcholine�

（ACh） in� vitro， activities� of� inducible� nitric� oxide� synthase� （iNOS）， contents� of� NO� in� tissue， and� morphological�

changes.�Results The�spontaneous�contraction�of� intestinal� smooth�muscle�and�contractile� response� induced�by�ACh�

were�significantly�decreased�at�180�minutes�in�HS�group， compared�with�control�group， the�contractile�response�induced�

by�ACh�of�intestinal�smooth�muscle�was�decreased�by�almost�60%�（g·mm

-2

·s
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： 0.40±0.11�vs.�1.00±0.20， P＜0.01）.�

The� inhibitor� of� iNOS� N

G

-nitro-L-arginine� methyl� ester� hydrochloride� （L-NAME） could� significantly� restore� the�

suppressed�contractile�response�of�smooth�muscle�strips�obtained�from�HS�rats�（0.97±0.25�vs.�0.40±0.11， P＜0.01）.�

Moreover， the�inhibitor�of�soluble�guanylyl�cyclase�1H-［1，2，4］Oxadiazolo�［4，3-a］quinoxalin-1-one�（ODQ） also�

improved�the�contractility�of�HS�muscle�strips�significantly�（0.79±0.17�vs.�0.40±0.11， P＜0.01）.�But�the�blocker�of�

ATP-sensitive�potassium�channel�glibenclamide�had�no�effect�on�the�contractility�of�HS�muscle�strips�（0.47±0.14�vs.�

0.40±0.11， P＞0.05）.�Compared�with�those�of�control�group， iNOS�activities�（U/g： 2.295±0.310�vs.�1.319±0.322）

and�NO�contents�（滋mol/g： 2.880±0.353�vs.�1.505±0.387） in�duodenum�of�HS�rats�were�both�significantly�increased��

（both�P＜0.01）.�Under�light�microscopy， the�most�significant�morphological�change�in�duodenum�following�HS�was�the�

infiltration�of�obvious�inflammatory�cells.�Conclusions The�NO�produced�by�the�overexpression�of�iNOS�induced�by�HS�

involves� in� the� motility� dysfunction� of� intestine� through� the� mechanism� of� cyclic� guanosine� monophosphate�（cGMP）

system.�Moreover， NO-mediated� infiltration� of� inflammatory� cells� in� tissue�may� also� contribute� to� the� development� of�

motility�dysfunction�of�intestine�following�HS.
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失血性休克（HS）、严重感染以及腹部术后等危 重患者往往会出现肠运动功能障碍

［

1

］

，因而必须进

行肠外营养，导致患者住院时间长、负担增加。 迄今

为止，除再次手术或减压处理外，其干预措施非常有

限

［

2

］

。 文献报道，HS 后诱导型一氧化氮合酶（iNOS）

表达显著升高，持续产生大量一氧化氮（NO），导致
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肝、肾、心、肺等重要器官功能障碍和结构损伤

［

3

］

。 最

近的研究发现，NO 可引起肠屏障功能的破坏，促进

肠源性毒性产物入血， 加速全身炎症反应和多器官

功能障碍的发展

［

4

］

。 iNOS/NO 是否参与 HS后肠运动

功能障碍的发生，以及 iNOS/NO 是如何最终影响肠

运动功能的，值得探讨。本研究通过离体器官灌流实

验， 观察 iNOS 抑制剂 N

G

- 硝基 -L- 精氨酸甲基酯

（L-NAME）对 HS大鼠肠管平滑肌条收缩性的影响，

同时检测肠组织中 iNOS 活性和 NO 含量，并进一步

验证可溶性鸟苷酸环化酶（sGC）、ATP 敏感钾通道

（K

ATP

） 以及炎细胞浸润是否参与了 NO 介导的 HS

后肠运动功能障碍的发生。

1 材料与方法

1.1 动物分组与模型制备：雄性 Wistar 大鼠 16 只，

体质量 250～330�g， 购自中国军事医学科学院实验

动物中心，动物合格证号 SCXK（军）2007-004。 按随

机数字表法将大鼠分组。实验前所有大鼠禁食 12�h，

自由饮水。 戊巴比妥钠 50�mg/kg 麻醉大鼠后，分离

双侧股动脉及右侧股静脉并插管， 右侧股静脉注射

肝素钠（500�U/kg）全身抗凝，右侧股动脉插管连接

生物信号采集系统压力传感器，描记血压；术毕稳定

30�min后，用全自动抽注机经左侧股动脉缓慢放血，

10�min 内将平均动脉压（MAP）降至（40±2）mm�Hg

（1�mm�Hg＝0.133�kPa）并维持 180�min，视为 HS 大

鼠模型复制成功

［

5-6

］

。 对照组动物给予相同的麻醉、

抗凝和插管处理，但不放血。 HS组大鼠在维持低血

压 180�min 后（对照组在相应时间点）迅速留取十二

指肠标本， 分别用于离体收缩性实验、iNOS 和 NO

检测以及形态学观察。

在实验过程中， 动物的处置方法符合动物伦理

学标准。

1.2 实验方法及检测指标

1.2.1 肠平滑肌条制备和离体收缩实验： 将两组动

物十二指肠标本迅速移入 4�℃连续吹氧的 K-H 缓

冲液中，去除相连肠系膜及肠内容物，制备 5�mm×

10�mm 肠纵行平滑肌条， 将其悬挂于四腔离体器官

测量系统的固定挂钩和张力传感器上，通以 95%�O

2

�

和 5%�CO

2

的混合气体，37�℃ K-H 缓冲液中孵育。

初张力为 1.0�g， 肠平滑肌条出现稳定的自发性收缩

后，再孵育 30�min，然后检测其对乙酰胆碱（ACh，

0.1�mmol/L）的收缩反应，以此评估肠的运动功能。实

验过程中每 20�min换 1次浴槽液体。为检测 NO、环

磷酸鸟苷酸（cGMP）和 K

ATP

在 HS 肠运动障碍中的

作用，将 iNOS 抑制剂 L-NAME（0.1�mmol/L，Sigma，

美国）、sGC 抑制剂 1H-［1，2，4］恶二唑［4，3-a］喹喔

啉 -1- 酮（ODQ，0.01�mmol/L，Sigma，美国）和 K

ATP

阻

断剂格列本脲（Gli，0.01�mmol/L，Sigma，美国）与肠平

滑肌条孵育 15�min 后， 再检测其对 ACh 的收缩反

应。平滑肌条的收缩性用单位横截面积标准化处理，

以 g·mm

-2

·s

-1

表示

［

2

，

7-9

］

。 实验过程中肠平滑肌条未出

现稳定自发性收缩者不计入统计结果。

1.2.2 肠组织 iNOS和 NO 的检测：取十二指肠标本

制备 10%组织匀浆，低温离心 10�min，取上清液于

-70�℃储存。 按 iNOS 和 NO 试剂盒（南京建成生物

公司）操作。 组织蛋白以考马斯亮蓝法定量。

1.2.3 形态学观察：留取十二指肠标本，经甲醛水溶

液固定、乙醇脱水、石蜡包埋、切片、苏木素 - 伊红

（HE）染色，光镜下观察十二指肠形态学改变。

1.3 统计学处理：计量资料以均数±标准差（x±s）

表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较

采用独立样本 t 检验，应用 SPSS�16.0 统计软件进行

数据处理，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 离体肠平滑肌条收缩性（表 1）： 离体实验中，

HS�180�min 大鼠肠平滑肌条自发性收缩性和 ACh

诱发的收缩性均显著减低。 与对照组比较，HS 组肠

平滑肌条对 ACh 的收缩反应降低了近 60%（P＜

0.01）；但是，L-NAME 显著逆转了 HS对肠平滑肌条

收缩反应的抑制效应（P＜0.01）。 此外，ODQ也明显

改善了 HS肠平滑肌条的收缩性（P＜0.01）。 然而，

Gli 处理的 HS 肠平滑肌条的收缩性未见明显改善

（P＞0.05）。

2.2 肠组织匀浆 iNOS 活性和 NO 含量： 与对照组

比较，HS组肠组织匀浆中 iNOS 活性（U/g）显著增高

（2.295±0.310�比 1.319±0.322，P＜0.01），NO 含量

（滋mol/g） 也具有相同的趋势 （2.880±0.353 比

1.505±0.387，P＜0.01）。

表
1 不同诱导物对 HS大鼠肠平滑肌收缩性的影响（x±s）

注：HS：失血性休克，ACh：乙酰胆碱，L-NAME：N

G

- 硝基 -L- 精

氨酸甲基酯，ODQ：1H-［1,2,4］恶二唑［4,3-a］喹喔啉 -1- 酮，

Gli：格列本脲；与对照组比较，

a

P＜0.01；与 HS+ACh 组比较，

b

P＜0.01

组别 样本数 收缩性（g·mm

-2

·s

-1

）

对照组

8 1.00±0.20

HS+ACh组

8 0.40±0.11

a

HS+ACh+L-NAME组

8 0.97±0.25

b

HS+ACh+ODQ组

8 0.79±0.17

b

HS+ACh+Gli组

8 0.47±0.14

a
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2.3 肠组织形态学改变（图 1）：对照组大鼠十二指

肠组织结构清晰、绒毛规整、黏膜完整，肠壁全层未

出现明显炎细胞浸润现象。 HS组肠组织水肿、小肠

绒毛变宽、部分黏膜脱落，黏膜层、黏膜下层和固有

层有大量炎细胞浸润。

3 讨 论

已有证据表明，HS 过程中 iNOS 表达增加，大

量产生的 NO参与了器官损伤的发生发展

［

4

，

7

，

10-13

］

。 本

研究结果显示，HS 大鼠肠平滑肌条收缩性显著降

低， 而 iNOS 抑制剂 L-NAME 可显著改善 HS 对肠

平滑肌条收缩性的抑制效应； 同时，HS 大鼠肠组织

中 iNOS活性和 NO含量显著升高。 表明 NO参与了

HS后肠运动功能障碍的发生。

NO 对肠道功能和损伤的行为存在从有益到不

利的剂量依赖性转变。 HS时，血流重新分布进程中

为保证血液分流到心、脑等重要器官，内脏血管出现

不恰当收缩， 低浓度的 NO 可以通过舒张血管维持

肠道的血液灌注，促进组织氧合，发挥其有益的生物

学效应

［

7

］

。 此外，NO抑制中性粒细胞扣押，对肠黏膜

完整性提供保护作用

［

14

］

。 但高浓度的 NO 可直接引

起肠道损伤，破坏屏障功能

［

15

］

。 在这一转变过程中，

诱导性表达增加的 iNOS 扮演决定性的作用。 大量

数据显示，脓毒症、严重创伤、HS 过程中诱导性表达

增加的 iNOS 产生较结构性 NOS 高几个数量级的

NO

［

16-18

］

。 因此，有理由相信持续增高的 NO 参与了

HS后肠运动功能障碍的发生。

NO 是一种非肾上腺素能、 非胆碱能抑制性神

经递质， 参与肠道平滑肌生理和炎症状态下收缩活

性的调节。 NO 介导的肠道运动功能抑制效应可通

过 cGMP 途径实现，NO 抑制 sGC 的活性，引起胞质

中 cGMP 增加，激活 cGMP 依赖性蛋白激酶 G，进而

活化肌球蛋白轻链磷酸酶， 加速磷酸化肌球蛋白轻

链去磷酸化作用，引起肠道平滑肌的收缩抑制

［

7

，

19-20

］

。

此外，NO 的负性调节效应也可通过细胞膜上 K

ATP

实现， 脓毒症时大量产生的 NO 活化血管平滑肌上

的 K

ATP

， 引起细胞膜电位超极化发展， 抑制细胞外

Ca

2+

通过电压依赖性 Ca

2+

通道向胞内转运， 使肌细

胞收缩时胞质内 Ca

2+

升高减慢，收缩活性降低

［

21

］

。本

实验 HS 肠平滑肌条分别给予 sGC 抑制剂 ODQ 和

K

ATP

阻断剂 Gli 孵育后发现，ODQ 显著提高了 ACh

诱发的肠平滑肌条收缩效应， 而 Gli 对肠平滑肌条

收缩反应未产生明显影响。 这些结果表明，cGMP 途

径可能是 HS 后 NO 介导肠道运动功能障碍的主要

机制。

活性氧介质（ROIs）的产生是 HS 组织器官损伤

的一个重要原因

［

22-23

］

。 由诱导性持续产生的大量 NO

导致的肠损伤， 不仅是因为 NO 直接在炎症信号转

导过程中抑制了平滑肌功能， 而且 NO 可与超氧化

物相互作用形成一种较 NO 或超氧化物更强效的氧

化剂过氧亚硝酸盐

［

7

，

24

］

。 文献报道，应用过氧亚硝酸

盐清除剂可降低 NO 介导的肠黏膜通透性增加

［

25

］

。

最近的研究也发现， 抗氧化剂褪黑素能显著改善内

毒素血症导致的胃肠道运动功能障碍

［

24

］

。通常认为，

肠组织内定居的巨噬细胞及浸润而来的中性粒细胞

和单核细胞是 ROIs 的主要来源

［

2

，

7

］

。 Hierholzer�等

［

7

］

研究表明， 抑制 iNOS 表达可以减少肠组织内细胞

间黏附分子介导的中性粒细胞浸润， 改善肠组织的

损伤。 本研究结果显示，HS组除了小肠绒毛的部分

损伤外， 黏膜层、 黏膜下层和固有层大量炎细胞浸

润。 因此，有理由相信，HS 时 iNOS 产生的 NO 促进

了炎细胞在组织内的浸润， 进而通过 ROIs 机制引

起了肠运动功能障碍

［

26

］

。 同样，也有证据表明，ROIs

可以通过丝裂素活化蛋白激酶 - 核转录因子 -κB

（MAPK-NF-κB）途径引起 iNOS 的表达增加

［

24

，

27

］

，从

而形成恶性循环。

综上，HS 诱导性表达增加的 iNOS 持续产生大

量 NO，NO 通过 cGMP 机制参与了肠运动功能障碍

的发生。 而且，这种运动功能损伤也与 iNOS介导的

炎性细胞在组织内的浸润导致的氧化损伤有关。 这

些结果也表明， 特异性抑制 iNOS 产生的大量 NO，

将有助于 HS、腹部术后及其他危重患者肠运动功能

障碍的恢复。
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·科研新闻速递·

血浆 C-反应蛋白水平可作为中暑与中枢神经系统感染的早期鉴别诊断指标

中暑休克（HS）是一种危及生命的疾病，表现为全身炎症反应和多器官功能衰竭，快速识别和治疗是抢救的关键。 以色列研

究人员报告了一个鉴别 HS 引起高热和中枢神经系统相关高热的实验室指标———C- 反应蛋白（CRP）。 经机构审查委员会批准

后，研究人员对 2008 年 8 月至 2011 年 9 月期间体温超过 39℃的 HS 或脑膜脑炎患者进行了对比研究分析，包括患者的基本特

征，入院当日及 24～48�h 后的血浆 CRP 水平、血清肌酐（SCr）、血清肌酸磷酸激酶（CK）、血小板计数（PLT），国际标准化比值

（INR）、 血清丙氨酸转氨酶（ALT）、 pH 值和乳酸水平。 结果： 共有 36 例患者纳入本次研究分析，其中 HS 患者 19 例，年龄 21～

85 岁；脑膜脑炎患者 17 例，年龄 22～81 岁。 HS 患者均无感染。 12 例 HS 患者既往健康；有 13 例 HS 患者为运动后发病。 HS 患

者入院时 CRP 平均水平为（2.1±3.3）mg/L， 而脑膜脑炎患者则为（129±84）mg/L（P＜0.0001）；24～48�h�CRP 水平分别为

（14.6±16.8）mg/L和（139±98）mg/L�（P＜0.0001）。对于实验室参数提示的终末器官损害两组间无明显差异。有 6 例 HS 患者由

于误诊，在降温前进行了 CT 和 / 或腰椎穿刺检查；其中 5 例患者最终死亡。 因此，研究人员认为，HS 患者 CRP 水平较低，CRP

可以作为非感染性高热患者入院早期的鉴别诊断，能为患者节省宝贵的时间，并避免不必要的诊断检查。

孟祥熙，胡森，编译自《Am�J�Emerg�Med�》，2013，31（8）：1176-1180
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