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Abstract
AIM: To study the expression of Heme oxidase-1 
(HO-1) mRNA and its significance in hepatic 
tissues in arsenic exposed mice.

METHODS: Forty male mice were randomly 
assigned to control group and sodium arse-
nite group (iAs3+ group). The iAs3+ group was 
given sodium arsenite per day. The mice were 

sacrificed after 10 mo for liver function and 
pathologic examination. The RNA was extract-
ed by the TRIzol-Phenol-Chlorofor method 
from the other part of the liver tissues. Then, 
its density and purity was determined using 
ultraviolet spectrophtonetric method. The ex-
pression of HO-1 mRNA was detected using 
real time fluorescence quantitative PCR, and 
the result was controlled with 18S gene. 

RESULTS: The serum levels of ALT, AST and 
GLB in the iAs3+group were higher than those 
of the control group (61.5 ± 5.5 U/L vs 38.0 ± 5.6 
U/L, 530.9 ± 39.0 U/L vs 118.3 ± 9.1 U/L, 27.15 ± 
4.1 g/L vs 20.9 ± 0.6 g/L, all P < 0.05). Pathologic 
examination indicated notable inflammatory 
cell invasion and liver cell necrosis involved in 
arsenic group. The mRNA expression of HO-1 
increased in the iAs3+group compared with the 
control group and a statistically significant dif-
ference was detected (t = 5.393, P < 0.05).

CONCLUSION: High expression of HO-1 in-
duced by long-term exposure to sodium arsenite 
may lead to excessive stress response, thereby 
participate in liver injury and liver fibrosis.

Key Words: Arsenic exposed; Liver fibrosis; Heme 
oxidase-1 
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摘要
目的:  探讨血红素氧化酶-1  m R N A(H O-1 
mRNA)在砷暴露肝损伤小鼠肝组织中表达的
意义.

方法: 40只♂小鼠被随机分成对照组和亚砷

酸钠组(iAs3+组). 10 mo后处死小鼠, 肝功能检
查血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨
酸氨基转移酶(AST)、球蛋白(GLB); 部分肝
组织作HE染色观察病理变化; TRIzol-酚-氯仿
一步法提取肝组织总RNA, 紫外分光光度法
测定总RNA及纯度, 实时荧光定量PCR法测定
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■背景资料
砷可引起不同程
度的肝损伤、肝
纤维化、肝硬化
及 肝 癌 ,  未 完 全
阐明的发病机制
已成为关注的热
点. 慢性砷暴露肝
损伤肝纤维化动
物模型的建立, 对
肝损伤机制的理
论解释极为重要. 
HO-1的研究在多
病因肝损伤中具
有保护作用, 慢性
砷暴露所导致肝
损伤时HO-1的表
达研究甚少. 

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科



肝组织中HO-1 mRNA的表达, 以18S基因作为
质控. 

结果: iAs3+组小鼠血清ALT、AST、GLB值
高于对照组(61.5±5.5 U/L vs  38.0±5.6 U/L, 
530.9±39.0 U/L vs  118.3±9.1 U/L, 27.15±4.1 
g/L vs  20.9±0.6 g/L, 均P <0.05); 肝组织病理
检查有明显的炎症细胞浸润和肝细胞坏死, 纤
维组织增生; 小鼠肝组织HO-1 mRNA基因表
达在iAs3+组增高, 与对照组比较有统计学意
义(t  = 5.393, P <0.05).

结论: 小鼠亚砷酸钠长期暴露诱导的HO-1高
表达, 可能参与了肝损伤肝纤维化发生机制.

关键词: 砷暴露; 肝损伤; 血红素氧化酶-1
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0  引言

砷是一种严重危害人类健康的环境毒物和已知

的人类致癌物[1-2]. 砷中毒是一种地球化学性疾

病[3], 慢性砷中毒以皮肤病变为主并累及机体诸

多器官和组织, 近年来动物实验和人群流行病

学调查均表明砷进入机体后, 主要蓄积于肝脏, 
他可引起不同程度的肝损伤、肝纤维化、肝硬

化及肝癌[4-9], 严重危害人体健康. 尽管砷中毒导

致的肝损伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌的防治

研究已逐渐成为目前国内外研究的热点, 但仍

缺乏长期、系统、多中心、大规模的人群流行

病学的研究及成熟的砷中毒肝损伤、尤其是慢

性肝损伤肝纤维化动物模型, 对其肝脏损伤机

制亦尚无成熟完善的理论解释[10]. 血红素氧化酶

(HO)是血红素降解的限速酶, 其同工酶HO-1是
诱导型血红素氧化酶, 是一种应激反应蛋白, 对
于氧化应激十分敏感, 能够被多种刺激或应激

因素所诱导, 如重金属、内毒素、细胞因子等, 
该诱导作用被认为是机体对各种氧化应激刺激

的一种适应性保护反应[11-12], 目前对长期水砷暴

露肝损伤与HO-1的关系研究甚少.本实验拟建

立慢性水砷暴露小鼠肝脏损伤的动物模型, 并
探讨HO-1在慢性水砷暴露所导致肝损伤中表达

的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 iAs3+(亚砷酸钠, NaAsO2, iAs3+)(购自美
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国Sigma公司; HO-1及18S引物、SYBR Green I 
荧光染料、TRIzol试剂、随机引物(Oligo dT)、 
4种脱氧核苷(dNTPs)、RNA酶抑制剂(RNase 
Inh ib itor)、MMLV逆转录酶、PCR引物(根据

美国国立生物技术信息中心基因银行中鼠的

HO-1、PCNA、18S cDNA序列进行设计)均
由美国国立卫生研究院癌症/环境卫生研究所

刘杰博士惠赠. 紫外分光光度仪(Mastercyc ler 
grad ient、德国Eppendorf公司), 5700荧光定

量PCR仪(Applied Biosystems美国ABI公司), 
核酸蛋白分析仪(U l t rospec 2100 p ro、美国

Amersham Biosciences公司), 台式冷冻离心机

(5810R、德国Eppndorf公司), 全自动生化分析仪

(AEROSET2000、美国Abbott公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: ♂昆明种小白鼠40只, 体质量

20±3 g, 由贵阳医学院实验动物中心提供. 将小

鼠随机分成对照组和iAs3+组, n  = 20. 对照组饮

用自来水, iAs3+组饮用NaAsO2水(300 mg/L). 两
组小鼠自由饮用, 食用普通饲料. 在本次实验前, 
我们采用iAs3+砷溶液150 mg/L以自由饮用的方

式喂养小鼠, 17 wk后小鼠未出现死亡.根据该实

验结果, 本研究砷溶液浓度调整为300 mg/L. 造
模10 mo后, 两组小鼠因自然因素和/或不能耐

受实验而死亡, 但死亡只数不等. 两组小鼠随机

选用各10只, 采用眼球取血方式处死. 取血清送

生化科查肝功能; 肝组织100 mg, 迅速放入1 mL 
TRIzol试剂中, 立即提取肝组织总RNA; 余肝组

织放100 g/L中性甲醛溶液中固定, 石蜡包埋、

切片、HE染色. 
1.2.2 血清肝功能生化指标检测: 血清丙氨酸转

氨酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、球

蛋白(GLB)测定采用全自动生化分析仪. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测: (1)引物: HO-1 
GenBank Accession Number: M33203; 上游引物

5'-CCTCACTGGCAGGAAATCATC-3', 下游引

物5'-CCTCGTGGAGACGCTTTACATA-3'; 内
参18S GenBank Accession Number: X56974; 上
游引物5'-CGAACGTCTGCCCTATCAACTT-3', 
下游引物5'-CCGGAATCGAACCCTGATT-3'. 
(2)总RNA的提取:  取小鼠肝组织100 mg, 加入

TRIzol试剂1 mL中, 用小玻璃研磨器捣匀肝组

织, 用标准TPIzol-酚-氯仿一步法提起小鼠肝组

织总RNA, 紫外分光光度法测定总RNA浓度及

纯度. (3)逆转录酶合成cDNA: 经MMLV逆转录

酶催化合成cDNA, 以此为模板在PCR扩增仪

www.wjgnet.com

■相关报道
苏丽琴 et al 报道
砷中毒发病率、

严重程度与砷暴
露时间及水砷含
量等多种因素呈
正相关; Santra et al
给低浓度砷水造
模15 mo见少许肝
纤 维 化 ;  吴 刚 等
报道HO-1能通过
以急性应激反应
为主的多环节发
挥肝脏保护作用; 
Kitamuro et al报道, 
组织细胞HIF-1与
Bach-1的特异性可
决定HO-1的表达, 
并认为增高表达
的HO-1可催化血
红素分解出高浓
度胆红素、CO和
铁具有细胞毒性
作用.在慢性砷暴
露肝损伤中, HO-1
对肝脏保护作用
还是损伤作用有
待进一步研究.

■研发前沿
尚未完全阐明的
慢性砷中毒肝损
伤发病机制的研
究 已 成 为 重 点 , 
HO-1在慢性砷暴
露肝损伤氧化应
激过程中所发挥
作用正在被认识
中.
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上完成PCR扩增. 逆转录反应体系100 μL: 包括

总RNA 1000 ng, 25 mmol/L MgCl2 22 μL, 10×
PCR BufferⅡ 10 μL, 10 mmol/L dNTPs 20 μL, 
10 μmol/L OligodT 5 μL, 20×1012 U/L RNase 
Inhibitor 2 μL, 50 ×1012 U/L MMLV逆转录酶

2.5 μL, RNase-free-H2O补充体积(18.5 μL). 循
环参数设置; 25℃ 10 min, 48℃ 60 min, 95℃ 5 
min, 4℃保存, 置-20℃备用. (4)实时荧光定量

PCR(RT-PCR)扩增检测HO-1 mRNA的表达: 
PCR反应体系20 μL, 包括逆转录产物4 μL, 100 
μmol/L上、下游引物各0.5 μL, 2×Buffer SYBR 
Green 10 μL, RNase-free-H2O 5 μL. PCR扩增条

件: 预变性94℃ 5 min, 然后执行如下反应条件: 
94℃变性45 s, 退火55℃ 60 s, 72℃延伸60 s, 共
30个循环, 最后72℃延伸10 min.

统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 各
组间比较采用t , 应用SPSS11.5统计学软件处理

数据.

2  结果

2.1 小鼠肝功能 iAs3+组血清ALT、AST、GLB均
高于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 肝组织病理 对照组小鼠肝脏病理见肝小叶

结构完整,无变性、坏死、炎性细胞浸润及纤维

组织增生(图1A). iAs3+组见肝细胞水样变性, 脂
肪样变性, 气球样变性, 肝细胞液化坏死, 炎性

细胞浸润, 肝细胞再生, 汇管区纤维增生, 纤维

条索形成(图1B). 
2.3 HO-1 mRNA的测定结果 HO-1 mRNA的测

定: 对照组为29.80±10.54, iAs3+组为236.19±
84.55, 两组比较, iAs3+组HO-1 mRNA表达增高(t 
= 5.393, P <0.05).

3  讨论

有资料显示, 人群长期水砷暴露造成的砷中毒

发病率、严重程度, 与砷暴露时间及水砷含量

等多种因素呈正相关[13-14]. 砷的慢性肝损伤模型

报道较少.曾有报道自由饮砷水的肝损伤动物模

型, 给予的水砷浓度较低, 造模周期较长, 大多

在造模6 mo才出现轻度肝细胞损伤, 15 mo才可

见少许肝纤维化[15]. 本研究前预实验选用iAs3+溶

液150 mg/L自由饮用的方式喂养小鼠, 17 wk小
鼠未死亡. 因此, 结合给药方式、实验目的和小

鼠耐受情况, 我们选定300 mg/L亚砷酸钠溶液作

为本次实验的染毒溶液, 结果显示水砷暴露小

鼠血清学检测: ALT、AST、GLB: iAs3+组较对

照组均升高; 肝组织病理: iAs3+组肝细胞有变性, 
坏死, 再生, 汇管区纤维增生, 纤维条索形成. 说
明成功建立了亚砷酸钠慢性水砷暴露小鼠肝损

伤动物模型.
国内外动物实验和人群流行病学调查均表

明砷进入人体后, 主要在肝组织中蓄积, 通过甲

基化过程、脂质过氧化、基因损伤、直接损伤

肝细胞等多种途径引起不同程度的肝损伤、肝

纤维化、肝硬化甚至肝癌. 砷的毒理作用机制与

其诱发活性氧自由基(ROS)的产生以及抑制抗

氧化物的活力从而导致氧化损伤关系密切[16-17].
HO-1是一种急性应激反应蛋白, 对机体有

保护作用[18-19]. 在肝缺血再灌注, 酒精性非酒精

性脂肪性肝炎, 梗阻性黄疸等多种损伤因素所

致的急性、亚急性肝损伤文献中, HO-1能通过

以急性应激反应为主的多环节发挥肝脏保护作

用[20-26]. HO-1在砷对肝损伤方面的研究少有报

道, 有动物实验研究显示, NaAsO2是HO-1蛋白

的强烈和特异性诱导剂, 能够诱导大鼠和小鼠

表  1  小鼠肝功能检测结果 (n  = 10, mean±SD)

     
分组                ALT(U/L)             AST(U/L)               GLB(g/L)

对照组         38.0±5.6         118.3±9.1         20.9±0.6 

iAs3+组        61.5±5.5a       530.9±39.0a     27.15±4.1a

aP<0.05 vs  对照组.

A

B

图  1  光镜下肝组织病理观(HE×40). A: 对照组肝小叶正常

结构; B: iAs3+组肝组织病理结构.

■创新盘点
本研究成功建立
慢性砷暴露肝损
伤肝纤维化模型, 
并进一步探讨了
HO-1在慢性砷中
毒肝损伤氧化应
激反应中可能的
损伤机制.
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肝脏、肾脏HO-1高表达,与组织中的无机砷含

量具有高度相关性[27]. 本实验显示, HO-1 mRNA
在iAs3+组肝组织中表达明显升高, iAs3+暴露对

肝细胞HO-1 mRNA的诱导很可能也表现为砷介

导的一种特异性细胞应激反应. 该应激反应在

慢性砷暴露中的是否也是应激保护作用, 有待

进一步探索. 在我们系列研究中发现, 砷暴露肝

损伤纤维化过程中促炎症因子TNF-α、IL-6、
COX-2和促肝纤维化因子Co l-Ⅰ、Co l-Ⅲ均有

高表达, 缺乏MT保护作用, GSH-Pi表达低下、

GSH-Px无明显变化导致抗氧化系统失衡等[28-31], 
与本实验中iAs3+组肝组织明显损伤, 同时HO-1 
mRNA也高表达的结果, 用应激保护作用不好完

美解释. 该实验模型为长期暴露亚砷酸钠水所

致慢性肝损伤动物模型, HO-1 mRNA呈持续高

表达, 在肝组织应激反应中可能发挥了损伤作

用而非保护作用, 有可能参与了砷致肝损伤、

肝纤维化的发生机制. 曾有文献报道, 组织细胞

HIF-1与Bach-1的特异性可决定HO-1的表达, 并
认为增高表达的HO-1可催化血红素分解出高浓

度胆红素、CO和铁具有细胞毒性作用[32-33]; 另
有文献报道, 慢性阻塞性肺病患者肺泡巨噬细

胞中HO-1表达下降[34]. 抑制小鼠HO-1的高表达, 
可减少肺部反应铁和铁相关蛋白的生成, 降低

NAD-PH细胞色素P450还原酶的活性, 使肺过氧

化物酶的活性也有所下降, 从而减轻氧化应激

造成的肺损伤[35].
总之, 砷暴露肝损伤纤维化过程中, 早期

HO-1的表达, 作为急性应激反应可能发挥保护

反应; 慢性砷暴露后, 砷介导特异性诱导的HO-1
持续高表达, 可能参与了肝损伤、肝纤维化的

过程, 成为其可能的机制之一, 有待进一步研究.
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■同行评价
本研究设计合理, 
得出了有参考价
值的结论, 可读性
能反映我国胃肠
病学基础研究的
先进水平.
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中华医学会第八次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2008-10-09/12在西安市召开第八次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下:

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. 根据以下分类请在论文摘要右下角标明: 功能性胃肠疾病

及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); 幽门螺杆菌及其相关疾病; 胰腺疾病; 肝胆疾病; 胃肠道肿瘤; 炎症

性肠病; 胃肠激素;  消化疾病介入治疗; 青年委员会专场(全部用英文交流). 

2      征文要求

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、单

位及邮编. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下(1963-11后出生). (2)凡

已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不予受理. (3)报送的论文要求电脑打印稿, 经

所在单位审查盖章, 通过本次会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议将不再接受书面投稿. (4)截稿日期: 

2008-07-15(以当地邮戳为准), 文责自负. 会议网址: http://www.csgd.org.cn. 

希望各省、自治区、直辖市医学会消化病学分会委员积极、认真组织所在地区的相关医生踊跃投稿并

参会.


