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【Abstract】 0bjective To observe the effects of up—or down-regulation of haemoxygenase 1 

(HO—1)gene expression on intestinal mucosa injury induced by intra—abdominal hypertension(IAH)． 

Methods (1)Reproduction of rat model of up—or down—regulation of HO一1 gene expression．Twenty—four 

healthy aduh Wistar rats were divided into Co—PP(HO一1 specific revulsive)2．5 mg，Co—PP 5．0 mg，Sn—PP 

(HO-1 specific inhibitor)2．5 mg，and control groups according to the random number table，with six rats in 

each group．Rats in groups Co-PP 2．5 mg and Sn—PP 2．5 mg were respectively given Co—PP 2．5 mg／kg and 

Sn—PP 2．5 mg／kg by intraperitoneal injection．once every 12 hours for 3 days．The rats in group Co-PP 

5．0 mg were intraperitoneally injected with Co—PP 5．0 mg／kg，once a day for 3 days．The rats in control 

group were treated with equal volume of normal saline by intraperitoneal injection．All rats were sacrificed on 

post injection day(PID)4，and intestinal mucosa tissues were collected for determination of HO一1 mRNA 

expression．Optimal dose of Co—PP was chosen for the following experiment．(2)The influence of up—or 

down—regulation of HO一1 gene expression on intestinal mucosa injury under IAH condition．Another 24 

healthy adult W istar rats were divided into control，IAH ，Co—PP +IAH，and Sn—PP+IAH groups according 

to the random number table．with six rats in each group．The rats in groups Co—PP+IAH and Sn—PP+IAH 

were intraperit0neally injected with 2．5 mg／kg Co—PP and 2．5 mg／kg Sn—PP， once every 1 2 hours for 

3 days．Equal volume of normal saline was intraperitoneal1y injected into the rats in control group，once ev— 

cry 1 2 hours for 3 days．Then，nitrogen gas pneumoperit0neum was used to establish the model of IAH in 

rats of the latter three groups on PID 4，with lAP at 20 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)，and it was main— 

tained for 2 hours．Puncture and intubation were performed in rats of control group without inflating nitrogen 

gas．Jejunal segment in the length of 10—15 cm was harvested for collecting intestinal mucosa tissues to deter- 

mine the HO一1 mRNA expression and diamine oxidase(DAO)content．Serum obtained from portal vein 

blood was collected to determine the D—lactate，TNF一0【，and IL一6 contents．Another jejunal segment in the 

length of 1—2 am was harvested for hist0pathol。gical examination．Data were processed with one—way analysis 

ot’variance and t test． Results (1)The HO一1 mRNA expression in group Co—PP 2．5 mg was significantly 

higher than that in control and Co—PP 5．0 mg groups(with t values respectively 4．756，3．175，P <0．05 or 

P <0．01、．The HO一1 mRNA expression in group Sn—PP 2．5 mg was significantly lower than that in control 

glcup(t=4．880，P <0．01)．The optimal dose of Co-PP for the following experiment was 2．5 mg／kg． 

(2)HO一1 mRNA expression in group Co—PP+IAH was 60±5，and it was obviously higher than that of 

gxcup IAH (49±5，t=3．811，P <0．01)and control group(39土4，t=8．034，P <0．001)．HO一1 

mRNA expression was higher in group IAH than in control group( =3．826，P <0．01)．HO—l mRNA ex- 

p J’ession in group Sn—PP+IAH was 29±4．which was obviously lower than that of control group (t= 

4．330，P <0．01)．The contents of DAO and D—lactate in group Co—PP+IAH were(0．52±0．05)U／mL 

and(1．9±0．6)mg／L，which were significantly lower than those in group IAH [(0．88±0．06)U／mL and 

(4．3±0．7)mg／L，with t values respectively 11．291，6．376，P values all below 0．O1]，but still higher 

than those in control group[(0．34±0．04)U／mL，(1．2±0．5)mg／L，witht values respectively 6．886， 

2．295，P <0．05 or P <0．01]．The contents of TNF一0【and IL一6 were much lower in group Co—PP+IAH 

than in group IAH，but still higher than in control group(with t values from 3．781 to 18．557，P values all 

below 0．01)．The contents of DAO，D—lactate，TNF一仅，and IL一6 in group Sn—PP+IAH were a1l higher than 

those in the other 3 groups(with t values from 4．181 to 32．938，P values all below 0．01)．Structure of epi— 

thelial cells from intestinal mucosa was intact and regularly arranged in rats of control group．Intestinal muco— 

ss1 tissue was edematous，and the top of villi was anabrotic and necrotic in rats of group IAH．Compared with 

that of group IAH．the degree of intestinal mucosa injury was alleviated in rats of group Co—PP+IAH．while 

the pathology was aggravated in rats of group Sn-PP+IAH． Conclusions Up—regulation of HO-1 gene ex— 

piession can ameliorate intestinal mucosa injury caused by IAH，thus protecting intestinal mucosa tissues． 

【Key words】 Heme oxygenase一1； Intestinal mucosa； Gene expression； lntra—abdominal hyper- 

tension： Abdominal compartment syndrome 

腹内高压(IAH)及腹腔间隙综合征(ACS)是严 

重烧(创)伤、感染及其他多种临床危重病共同面临 

的严重并发症 ，近 10年来逐渐引起国内外多个专业 

领域的重视和关注  ̈ 。烧伤并发IAH和ACS，以及 

由于继 发 ACS而 导致 死 亡 的报 道不 断增 多 。 

IAH及 ACS已成为严重烧伤患者继低血容量性休 

克 、感染及脓毒症 、MOF等又一 重要死亡 因素和预 

测、判断危重病患者病死率的独立危险因素 ⋯。 

国际腹腔间隙综合征学会推出了统一的 IAH 

和 ACS的定 义 、腹 内压 测 量 方法 及诊 断 标 准、流 

程⋯ 。但目前仍缺乏有关基础研究，特别是 IAH 

对肠道功能的影响，以及 IAH所造成的肠黏膜屏障 

功能损害在 ACS及 MODS发生、发展中的作用。笔 

者前期研究结果表明，IAH可导致肠黏膜缺血缺氧 

性损害 。本研究进一步从防治缺血再灌注损伤 

的角度人手，通过调控体内内源性保护性靶基因血 
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红素加氧酶 1(HO一1)的表达 ，以期达到改善 IAH对 

肠黏膜损伤的目的，降低 ACS发生率、提高治愈率。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 、主要试剂及仪器来源 

健康成年无特殊病原体级 Wistar大鼠 48只，雌 

雄不限，体质量 160～210(183±36)g，购 自福建 医 

科大学实验动物中心，实验前所有大鼠禁食 12 h，但 

不限制饮水 。HO一1特异性诱导剂钴原卟啉(Co—PP) 

和特异性抑制剂锡原卟啉(Sn—PP)购 白美 国 Frontier 

Scientific公司 ；RT—PCR试剂盒及相关产品购 自美国 

Promega公司，引物由上海未尔生物科技有限公司提 

供并合成；二胺氧化酶(DAO)、D乳酸盐购 自美国 

Sigma公司 ；TNF— 、IL一6 ELISA试 剂盒购 自南京建 

成生物工程研究所。紫外分光光度计购自美国Bio— 

chrom公 司 ，PCR仪 、凝 胶扫 描成像 系统 购 自美 国 

Bio．Rad公司。 

1．2 检测方法 

1．2．1 促进或抑制 HO一1基因表达大 鼠模型的建立 

及剂量筛选 Co—PP分为 2．5、5．0 mg／kg 2个剂 

量进行实验，抑制 HO一1基因表达仍然采用 sn—PP 

2．5 mg／kg 14]
。 选取 24只 Wistar大 鼠，采用 随机数 

字表法 分为 Co—PP 2．5 mg组、Co—PP 5．0 mg组 、 

Sn—PP 2．5 mg组、对照组 ，每组 6只。Co—PP和 Sn—PP 

分别 以无菌生理盐水稀释后配制成 0．1 mg／mL溶 

液。co—PP 2．5 mg组 、sn—PP 2．5 mg组大鼠分别腹 

腔注射 c0一PP 2．5 mg／kg、Sn—PP 2．5 mg／kg，每 12小 

时 1次，持续 3 d；Co-PP 5．0 mg组大鼠腹腔注射 

c0-PP 5．0 mg／kg，每24小时 1次，共持续 3 d；对照 

组大鼠每 12小时注射 1次等量生理盐水。注射后 

第4天处死大鼠，从屈氏韧带下 5 cm处剖腹取空肠 

段 10～15 cm，4℃预冷 PBS溶液 冲洗 3次 ，刮取肠 

黏膜组织 5～8 g进行组织匀浆 ，Trizol法提取 RNA， 

置液 氮保存 ，行 HO一1基 因提取 及检测，并筛选 

Co—PP的最佳剂量 。 

1．2．2 促进或抑制 Hn一1基 因表达的 IAH大 鼠模 

型建立及标本采集 另取 24只 Wistar大 鼠按照 

随机数字表法分为对照组、IAH组、Co—PP+IAH组 、 

Sn—PP+IAH组，每组 6只。按照 1．2．1方法建立促 

进或抑制HO．1基因表达模型，其中Co—PP选取最佳 

剂量(2．5 mg／kg)。于注射后第 4天，后 2组大鼠经 

麻醉取仰卧位固定于操作台，从下腹部正中位置以 

18 G套管针行腹腔穿刺并缝合固定套管，连接三通 

管 ，三通管的一端连接氮气输入装置用于形成 IAH， 

一 端连接测压计 ，缓慢将氮气充人腹腔至腹 内压达 

20 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)，持续作用 2 h。 

IAH组大鼠于该时相点同前制作 IAH模型。对照组 

仅行腹腔穿刺置管 ，不充入氮气。通气完毕后 ，立即 

拔除腹部穿刺留置套管，从正中线剖开腹部 ，抽取门 

静脉血，离心后提取上清液分装于 EP管备用；取空 

肠段 1～2 cm，以生理盐水冲洗干净后置于体积分数 

10％甲醛固定，待行组织病理学观察；另取空肠段 

l0～15 cm，部分同 1．2．1步骤提取 RNA，检测 HO一1 

mRNA表达 ，部分用于检测 DAO含量。 

1．2．3 RT-PCR检测 HO-1 mRNA的表达 以 B 

肌动蛋白为内参照基因，上游引物：5 一CGTGCGGGA— 

CATCAAGGA一3 ，下 游引物 ：5，_AGGAAGGAGGGCTG— 

GAACA一3 ，大小为 177 bp。HO一1上游引物 ：5，_AAA— 

CAAGCAGAACCCAGTC一3 ，下 游 引 物：5 一AGAGGT— 

CACCCAGGTAGCG一3 ，大小 为 399 bp。PCR反应 条 

件 ：48℃ 45 rain；94 oC 2 rain；94℃ 30 S、60℃ 1 min、 

68℃ 2 rain，30个循环 ；68℃延伸 7 rain。取反应产 

物 3 L，经 20 g／L琼脂糖 凝胶 电泳 ，采 用 Quantity 

One软件对电泳产物进行分析，结果以目的基因与 

内参照基因灰度值比值表示。 

1．2．4 肠黏膜组织 DAO及 门静脉血中 D乳酸盐、 

TNF一 、IL一6含量检测 采用分光光度法 ，检测肠 

黏膜组织 DAO的含量及 门静脉血 中 D乳 酸盐 的含 

量，操作参照试 剂盒说 明书进行。按照 ELISA试剂 

盒说明书步骤检测门静脉血中 TNF一 、IL．6含量。 

1．2．5 组织病理学观察 对空肠标本进行常规 

石蜡切片、HE染色 ，于光学显微镜下观察。 

1．3 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，采用 SPSS 19．0统计软件进 

行单因素方差分析，组间两两比较采用 t检验。P< 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组大 鼠肠黏膜组织 中 HO一1 mRNA表达及 

Co．PP的最佳剂量筛选 

4组大鼠 HO一1 mRNA表达总体差异有统计学 

意义(F =24．144，P <0．001)。Co—PP 2．5 mg组 

大鼠的 HO．1 mRNA表达水 平为 54±6，显著高 于 

C0．PP 5．0 mg组(43±6，t=3．175，P =0．010)和 

对照组(40±4，t=4．756，P=0．001)。Sn—PP 2．5 mg 

组大鼠的HO 1 mRNA表达水平为 30±3，明显低于 

对照组(t=4．880，P =0．001)。见图 1。提示每 

12小时腹腔注射 1次 2．5 mg／kg Co—PP的方法能更 
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的证实。 

总之 ，本研究 表明诱导 HO．1基因高表达可减 

轻 IAH动物模型的肠黏膜损伤。对存在继发 IAH 

及 ACS高危因素的严重烧伤患者，寻求有效可用 的 

药物上调 HO一1基 因表达 ，保护并 改善肠黏膜屏 障 

功能，可能对降低 IAH和 ACS的发生率具有一定的 

临床意义。在 IAH条件下，促进 HO．1基因及蛋白 

表达对其他腹腔脏器功能的影响有待进一步研究。 
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