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实验性肺血栓栓塞症血红素氧化酶的变化 

赵鸣雁 罗云鹏 费东生 黄永麟 

【摘要】 目的 探讨肺血栓栓塞症(PTE)时肺动脉血红素氧化酶(HO)的表达变化，及其对肺动脉压力 

的影响。方法 23只健康成年雄性杂种家犬随机分为 PTE 3 h组(A组)、PTE 8 h组(B组)、PTE 24 h组 

(c组)和对照组 (D组)。经右颈静脉置管注入自体血栓建立犬 PTE模型，股静脉置人 Swan—Ganz导管监测 

肺血流动力学变化。实验终点处死实验犬取肺动脉 ，用半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)和免疫组化 

方法检测 HO一1的表达水平。结果 各实验组犬肺动脉平均压(PAMP)、肺动脉收缩压(PASP)和肺动脉舒 

张压(PADP)在栓塞成功后即刻均明显升高，与栓塞前比较差异有统计学意义(P均<O．05)；栓塞后 1 h开始 

均明显下降(P均<O．05)，并呈下降趋势 ，约 4～5 h后趋于稳定，栓塞 8 h点与栓塞前相比仍有升高，但差异 

无统计学意义。RT—PCR和免疫组化检测结果显示 ，在 D组肺动脉未见 HO一1表达；栓塞后各实验组可见 

HO一1表达，且随着栓塞时间的延长，HO一1表达逐渐增多，以栓塞 24 h表达量最明显(P均<O．05)。结论 

PTE后 HO一1表达增加，同时升高的肺动脉压力下降，提示 HO一1在 PTE时与肺血管舒张相关。 
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[Abstract】 Objective To investigate the changes in heme oxygenase (HO)system expression in 

pulmonary thromboembolism (PTE)，and the influence to the pulmonary artery blood pressure as a result of 

the changes．Methods In 23 healthy adult male dogs，autologous thrombus was injected through the jugular 

vein to reproduce the PTE mode1． They were divided randomly into 4 groups：A (pulmonary embolism 

3 hours group)，B (pulmonary embolism 8 hours group)，C (pulmonary embolism 24 hours group)and D 

(control group)． Swan — Ganz catheter was placed via the femoral vein to observe the changes in 

hemodynamics．Pulmonary artery was obtained to detect the expression of HO 一1 using semi—quantity 

reverse transcription—polymerase chain reaction (RT —PCR)and immunohistochemical method．Results 

The pulmonary artery mean pressure(PAM P)，pulmonary artery systolic pressure (PASP)and pulmonary 

artery diastolic pressure (PADP)of the experimental groups were increased obviously after the pulmonary 

embolism as compared with those of before the embolism (all P< O．O5)，and were decreased obviously 

1 hour after the embolism (all P< 0．05)．The decrease was gradual and stopped after。4—5 hours，but the 

pressure 8 hours after embolism was still higher than that of before embolism．HO 一1 was not expressed in 

pulmonary artery in control group，but expressed after embolism in each experimetal group．The expression 

was increased gradually after pulmonary embolism， and it was remarkable 24 hours after embolism 

(all P< O．05)．Conclusion The expression of H0 —1 increased in PTE，and the increased pulmonary artery 

blood pressure decreased at the same time．The results suggest that HO 一1 is related with dilatation of 

pulmonary artery after PTE． 
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肺栓塞(PE)是临床常见病，在我国发病率呈上 

升趋势，肺血栓栓塞症(PTE)是 PE最主要的种类， 

提高本病的治愈率、减轻症状、改善预后，是临床研 

究的重要课题之一“ 。PTE时肺循环阻力增加 ，肺 

动脉压力升高，可致急性肺源性心脏病、右心功能衰 

竭，也是导致慢性栓塞性肺动脉高压(CTEPH)的主 
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要原因之一。因此，探讨如何舒张肺血管、降低肺动 

脉压力尤为重要。一氧化氮合酶(NOS)系统催化生 

成的内源性一氧化氮(NO)是重要的肺血管舒张因 

子，外源性NO吸人可选择性降低肺动脉压力。研究 

发现，内源性一氧化碳(CO)与 NO一样，是一种气 

体信使分子物质，可舒张血管，血红素氧化酶(HO) 

系统是内源性CO产生的主要体系。本研究旨在探 

讨 PTE时肺动脉 HO系统 的变化 意义，为外源 性 

CO治疗 PTE所致肺动脉高压奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验试剂与仪器：TRIz0l(美国GibCO公司)， 
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焦碳酸二乙酯 (DEPC)、琼脂糖(美国 Promega公 

司)，氯仿、异 丙醇、无水乙醇 (上海试 剂一 厂)， 

DL2000 Marker(上海华美公司)，一步法逆转录一聚 

合酶链反应(RT—PCR)试剂盒[宝生物(大连)有限 

公司]，中心静脉导管、三腔漂浮导管(美国 Arrow 

公司)。Savina Drager呼吸机(德国)，监护仪(Intel— 

liVue MP60 PHILIPS，荷兰)，台式高速低温离心机 

(GS一15R Beck1Tlan，美 国)，PCR 仪 (PERKIN 

ELMER 9600，美 国)。 

1．2 动物分组及急性血栓性肺动脉高压模型的建 

立；健康成年雄性杂种犬 23只，体重 14,-~19 kg(哈 

尔滨医科大学第一临床医学院实验动物中心提供)。 

按随机数字表法分为对照组(D组，2只)、PTE 3 h 

组 (A组，7只)、PTE 8 h组 (B组 ，7只)、PTE 24 h 

组(C组，7只)。 

1．2．1 栓子制作；无菌条件下，沿犬右前肢静脉取 

血 30 ml，加入 1 kU凝血酶后在玻璃平皿中混合， 

室温下静置 2 h，稳定成血块，用刀切成 2 mm× 

2 mm×2 mm大小的血栓备用。 

1．2．2 PTE模型制作：质量分数为 3 的戊巴比妥 

钠 30 mg／kg静脉麻醉犬，气管插管，呼吸机辅助呼 

吸。切开后经右颈静脉置人 7F导管，用于栓子注 

入。右股静脉穿刺置人 6F四腔Swan—Ganz漂浮导 

管，连接 Vital Signs压力套装接于监护仪，用于血 

流动力学监测。将弃血清后的血栓用注射器经右颈 

静脉注入，使肺动脉收缩压维持于 50～55 mm Hg 

(1 mm Hg=0．133 kPa)30 min。D组为经右颈静脉 

置管注入 50 ml生理盐水，维持 8 h后处死。 

1．2．3 血流动力学监测 ：监测各组栓塞前 、栓塞即 

刻及栓塞 1、3、8和 24 h肺动脉平均压(PAMP)、肺 

动脉收缩压(PASP)、肺动脉舒张压(PADP)变化。 

1．2．4 动物处理：各组犬在规定时间内静脉注入空 

气处死，迅速解剖，取出肺动脉等脏器，组织分装在 

冻存管内，放人液氮中，稍后移至一70℃冰箱保存。 

1．3 肺动脉组织HO一1检测 

1．3．1 引物设计：根据 GENE BANK核苷酸序列 

资料，用 Primer软件设计，上海生工生物工程公司 

合成。引物序列为：HO一1正义链 5 一CCAGTGC 

CACGAAGTTCAAG一3 ，反 义 链 5，_AGTCCC 

GATGCTGTTGCCCAA一3 ，目的 DNA 463 bp； 

8一actin正 义 链 5 一ACGGCATCGTCACCAAC 

TG一3 ，反义链 5 一TACGGATGTCCACGTCGCA 

C一3 ，目的 DNA 347 bp。 

1．3．2 肺动脉组织总 RNA提取：采用 TRIzol抽 

提法，按试剂盒说明书要求操作。 

1．3．3 HO一1 mRNA测定：用一步法 RT—PCR， 

按试剂盒说明书要求操作，B—aetin为内参照。 

1．3．4 电泳：配制质量分数为 1．5％的琼脂糖凝胶 

电泳，取 PCR产物 5 l点样电泳。 

1．4 HO一1免疫组化检测：按试剂盒说明书要求 

操作，观察组织切片中HO一1免疫组化棕黄色阳性 

表达部位及强度，并拍照。 

1．5 数据分析：使用 STAT5．0统计软件分析，测 

定数据用均数士标准差(z士 )表示，采用方差分析 

和t检验，P<0．05为差异有统计学意义。使用 GDS 

8000凝胶成像及分析系统对电泳结果进行条带分 

析。HO一1 mRNA表达以HO一1的相对表达量 

(HO一1／p—actin)计算。 

2 结 果 

2．1 血流动力学结果(表 1)：各实验组 PAMP、 

PASP、PADP在栓塞即刻、栓塞 1 h和 3 h均明显 

升高，与本组栓塞前和D组比较差异均有统计学意 

义 (P均 <0．05)；与栓 塞 即刻 比较，各实 验组 

PAMP、PASP、PADP在栓塞 1、3、8和 24 h均明显 

下降，差异有统计学意义(P均<0．05)；各实验组栓 

塞 8 h和24 h与栓塞前及D组比较 PAMP、PASP、 

PADP均有升高，但差异无统计学意义。 

裹 1 各组犬栓塞前后血流动力学变化( 士s) 

Table 1 Hemod~rnamic changes before an d after pulmonary 

embolism in each group(x+s) mm Hg 

注：与本组栓塞前比较， P<0．05；与本组栓塞即刻比较， 

△P<0．05-与D组同期比较；op<0．05 

2．2 肺动脉组织 HO一1的表达变化 

2．2．1 RT—PCR结果(图 1)：D组肺动脉组织中 

未见 HO一1 mRNA的表达}随着栓塞时间的延长， 
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HO一1 mRNA表达呈增多趋势 ，C组与 A组比较差 

异有统计学意义 (P<O．05)。 

Marker A组 B组 C组 

圈 1 肺 动 脉 组 织 HO一1 mRNA 表 达 

Figure 1 Expression of HO一1 mRNA in pulmonary tissue 

2．2．2 免疫组化结果(彩色插页图 2)：肺动脉中， 

HO一1在D组未见表达，血管内皮及平滑肌细胞呈 

蓝色染色；A组可见内皮细胞表达，随着栓塞时间的 

延长，表达量逐渐增多，呈棕黄色染色。 

3 讨 论 

早在 2O世纪 6O年代就 已发现人类能够产生内 

源性CO。由于CO能与O 竞争性地结合血红蛋白， 

使 O 的转运发生障碍，引起组织缺氧，一直被认为 

是一种有害气体，其生物学效应以及在临床疾病中 

的作用未被重视。继 NO之后，越来越多的研究表 

明，CO是另一重要的内源性气体信号分子及神经 

递质，参与多种生理功能的调节 。内源性CO是在 

血红素氧化降解过程中产生的。H0是催化血红素 

分子氧化降解最重要的始动酶和限速酶，HO系统 

是内源性 CO产生的主要体系∞ 。存在 3种形式的 

HO，依据其表达不同分为结构型(HO一2、HO一3) 

和诱导型 (H0—1)。H0—2几乎不被诱导 ；HO一3 

降解血红素能力很低；HO一1是一种应激／热休克 

蛋白，也称为热休克蛋白 32(HSP32)，其广泛分布 

于全身组织细胞的微粒体中，但在正常情况下表达 

量很少。HO一1对刺激非常敏感 ，可被细胞功能失 

衡的多种条件和因子所诱导而增加其表达，使内源 

性CO产生增加，提高机体的应激能力 。 

本实验中检测 了 HO一1在 PTE时的表达 ，发 

现生理状态下HO一1在肺动脉未见表达，栓塞后可 

见表达 ，且随着栓塞时间的延长表达逐渐增多，栓塞 

24 h表达明显增多，同时 PAMP和PASP下降。提 

示 PTE诱导 HO一1表达增多与肺动脉舒张相关。 

HO一1的表达增多使 CO产生增多，于不同的 

条件下在调节血管张力 中起重要作用 。C0 主要通 

过弥散以自分泌和旁分泌方式发挥作用，可以升高 

自身细胞或邻近细胞的环磷酸鸟苷(cGMP)水平。 

但大量研究表明，通过激活 GC增加细胞内 cGMP 

水平并不是C0对血管松弛作用的唯一机制。C0同 

时也可通过使高电导性 Ca 依赖钾通道(Kca)的开 

放而发挥其生物效应，CO通过对 Kca通道蛋白组 

氨酸残基的拓扑结构进行化学修饰而直接导致通道 

开放，使血管平滑肌细胞的细胞膜超级化，这种膜的 

超级化状态不仅抑制了电压依赖性 Ca 通道，同时 

也抑制了激活剂介导的三磷酸肌醇(IP3)的增加，降 

低了细胞对 Ca 的敏感性，从而引起血管平滑肌舒 

张。也有研究证明 CO还可以通过激活前列腺素环 

氧化酶和抑制细胞色素P450依赖的单胺氧化酶的 

活性而发挥其舒血管效应 。 

本研究表明，生理状态下肺动脉HO一1基本没 

有表达，肺栓塞后 HO一1的表达增加，使内源性CO 

的产量增加 ，通过激活 sGC增加细胞内 cGMP水平 

等途径发挥舒血管效应，使升高的肺动脉压力开始 

下降，在PTE肺动脉高压时肺动脉压力的自我调节 

中发挥 了重要的作用 。是否可 以与补充外源性 NO 

一 样，用给予一定浓度的外源性 CO来治疗 PTE肺 

动脉高压，还有待于进一步的探讨。 
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有机磷农药中毒 615例救治分析 

孙立东 席炜滨 陈圆圆 赵子瑜 孙谋 

【关键词】 有机磷农药； 中毒； 救治分析 

1997年 1月～2OO5年 9月我们共 

抢救有机磷农药中毒患者 615例，取得 

了较好的效果，报告如下。 

1 临床资料 

1．1 一般资料：男 214例，女 401例；年 

龄 18～8O岁，平均 33．5岁 中毒途径 ： 

口服 545例，呼吸道 33例，皮肤吸收 22 

例，皮肤和呼吸道同时吸收 15例。农药 

种类：甲胺磷 353例，乐果 178例 ，三唑 

磷56例 敌敌畏 12例，内吸磷(1059)中 

毒 16例。服毒到入院时间为 0．5～72 h。 

血气分析及胆碱酯酶检测符合 I型呼吸 

衰竭(呼衰)诊断 26例，符合 I型呼衰者 

8例；伴多器官功能障碍综合征(MODS) 

163例，血清胆碱酯酶 O～10 U／L(试纸 

法，正常参考值 40 U／L)；215例发生中 

间综合征，均行机械通气。昏迷 127例 ， 

意识模糊 87例，其中 35例缺氧十分明 

显及 18例行经 口插管洗 胃时出现呼吸 

困难加重者，立即行气管插管及机械通 

气治疗；156例行彻底洗胃、阿托品化及 

用胆碱酯酶复能剂后，2～4 d再度出现 

中间综合征者紧急建立有效呼吸通道。 

1．2 治疗方法：在彻底洗胃基础上，所 

有患者为经 口明视下气管插管，呼吸机 

设置为同步间歇指令通气 (SIMV)或 

SIMV+压力支持(PSV)模式，潮气量 

(VT)8～10 ml／kg，吸／呼比值为 1：1～ 

2：5，呼吸频率(f)为 12～16次／rain， 

PSV为 0．98~14．7 kPa。初始吸入氧浓 

度(FiO )为 0．50～0．70，定时 复查 血 

气，待动脉血氧分压(PaOz)>80 mm Hg 

(1 mm Hg=0．133 kPa)时 ，FiO2稳定在 

0．4O～O．45。动态检测血气及电解质，维 
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持心功能稳定；用升压药使血压稳定在 

90／60 mm Hg以上，用血管活性药物， 

维持生命体征的平稳。常规运用阿托品、 

长托宁及氯磷定，输液利尿排毒，降颅压 

防止脑水肿，纠正酸碱失衡及电解质紊 

乱等对症治疗。待患者 自主呼吸恢复平 

稳，自主呼吸条件下脉搏血氧饱 和度 

(SpO2)>0．95，咳嗽反射有力，意识逐 

渐转清，血气分析正常时可撤离呼吸机。 

1．3 结果 ：615例患者 中 28例死亡， 

1例呈植物状态，其他 586例经综合治 

疗后痊愈。死亡原因主要为服药量过大、 

入院时间过晚、出现中间综合征时认识 

不足、年龄偏大、有基础病合并 MODS。 

2 讨 论 

2．1 持续洗 胃，防止“二次中毒 ：洗胃 

次数少而导致“二次中毒”是造成重度中 

毒患者猝死和治疗中“反跳”等治疗失败 

的 主要原 因。 

2．2 重复使用复能剂：必须重复多次使 

用复能剂，除静脉给药外还应胃肠道给 

药。方法为“只要使用阿托品，就使用复 

能剂”，在首次给予负荷剂量后 ，以首剂 

量的一半每 6～8 h给药 1次，与阿托品 

同时停用。 

2．3 呼吸肌麻痹是早期死亡的主要原 

因“ i有机磷农药中毒可并发中间综合 

征，主要症状为肌无力，而此症状要早于 

呼吸肌麻痹，因此，观察肌力的变化显得 

非常重要。呼衰大多为死亡的直接原因， 

早期对呼吸进行支持，选择适当的通气 

方式至关重要0 ，可以阻止和对抗毛细 

血管内液体渗出，增加肺泡充气量，有利 

于支气管分泌物 的清除。通气方式 以 

SIMV或 SIMV+PSV模式为主；应注 

意到机械通气可增加胸内压，使静脉回 

心血量减少、心室舒张受阻、心排血量下 

降、血压下降，造成循环衰竭，此时应适 

当减小 V ，降低压力支持。 

2．4 加强肠道屏障保护 ，重视中毒作为 

MODS的重要诱发 因素㈣ ：消化道是 

机体与外界联系的器官。在某些情况如 

肠缺血、缺氧和再灌注损伤 以及肠营养 

障碍时，肠内细菌和内毒素可进入肠外 

组织，造成细菌、毒素移位。防止过度炎 

症反应，稳定细胞膜 ，减少过度应激，有 

利于预防 MODS的发生，降低病死率。 

2．5 阿托品化：以往阿托品化是“口干、 

面色潮红、心率加快，≥100次／rain，瞳 

孔扩大”0 ，容易导致阿托品中毒 。我们 

的体会是只要皮肤保持干燥 ，阿托品的 

用量就适宜。近年来我们用长托宁来替 

代阿托品的治疗，不仅能减少阿托品的 

不良反应，而且对合并 中毒性心肌炎的 

病例取得了较满意的效果。 

2．6 早期应用氨茶碱可以防治呼吸肌 

麻痹：氨茶碱除了有促使支气管平滑肌 

松弛、扩张冠状动脉及利尿作用外，还具 

有直接兴奋呼吸肌的作用，可使呼吸肌 

力量增加 1O ～2O 0 。 
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