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　　摘要：目的　通过检测缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）在门静脉高压胃病（ＰＨＧ）大鼠胃壁中的表达，
探讨其对 ＰＨＧ病变所起的作用。方法　通过门静脉部分缩窄方法制备 ＰＨＧ大鼠模型，并设立假手术
组（ＳＯ）作为对照，免疫组化法检测 ＨＩＦ１α和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及 ＣＤ３４在大鼠胃壁组织中
的表达，并对 ＣＤ３４阳性血管进行微血管密度 （ＭＶＤ）计数。结果　ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ和 ＣＤ３４在 ＰＨＧ组
大鼠胃壁中的表达均明显高于 ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＩＦ１α的过度表达可能在 ＰＨＧ发病机制中
起重要作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１）：５１－５３］
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　　门静脉高压症是临床常见病、多发病，其所
引起的胃黏膜病变———门静脉高压性胃病（ｐｏｒｔａｌ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｇａｓｔｒｏｐａｔｈｙ，ＰＨＧ）所致出血的发生率为
２５％ ～４０％，仅次于食管静脉曲张破裂出血而居

第二位。因此近年 ＰＨＧ备受重视［１］。胃黏膜缺血

缺氧是门静脉高压症的重要病理生理变化，也是

ＰＨＧ的主要发生机制［２］。作为转录调节因子，

ＨＩＦ１α在多种缺氧状态诱导的相关疾病的发生
过程中发挥着重要作用［３］。但 ＨＩＦ１α对 ＰＨＧ的
作用尚不清楚。为此，笔者检测了 ＨＩＦ１α在 ＰＨＧ
大鼠胃壁中的表达情况，旨在认识其发病机制，为

临床诊治和预防 ＰＨＧ提供理论依据。



中国普通外科杂志 第１７卷

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　纯种雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
４０只，由河南省医学实验动物中心提供，体重
１７０～２００ｇ，平均 １８２ｇ，饲养在动物房，自由进
食标准颗粒饲料及饮水。动物随机分为 ＰＨＧ组
（２０只）和假手术组（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ，ＳＯ，２０只）。
１．１．２　主要试剂　兔抗大鼠 ＨＩＦ１α多克隆抗
体（浓缩型）为 Ｂｏｓｔｅｒ公司产品，购自武汉博士德
生物工程有限公司。小鼠抗大鼠血管内皮生长因

子（ＶＥＧＦ）单克隆抗体（浓缩型）和小鼠抗大鼠
ＣＤ３４单克隆抗体（浓缩型）均为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司产品，购自北京中山生物技术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　疾病模型的制备　参照段进东等［４］的一

期门静脉缩窄法制备 ＰＨＧ模型：ＰＨＧ组大鼠术前
２４ｈ禁食，自由饮水，腹腔内注射 １０％水合氯醛
［３ｍＬ／ｋｇ（体重）］麻醉。正中切口入腹，游离门
静脉主干，沿其纵轴外置一 ２１Ｇ钝头注射针头，
近肝门处用 ３０丝线环绕门静脉与 ２１Ｇ钝头注射
针头一并结扎，取出针头，使门静脉横截面积缩窄

９０％，造成 ＰＨＧ大鼠模型。ＳＯ组仅游离门静脉
主干而不结扎，实验与 ＰＨＧ组相同。排除因麻醉
及手术等因素造成死亡的大鼠，术后 ２周每组大
鼠随机 １５只，一次性取材进行各项指标检测。
１．２．２　检测项目
１．２．２．１　测定游离门静脉压力（ｆｒｅｅｐｏｒｔａｌｐｒｅｓ
ｓｕｒｅ，ＦＰＰ）测定　开腹后用 ７号针直接穿刺门静
脉；导管经压力换能器，将采集到的压力信号转换

成数字信号后输入计算机；采用多道生理记录仪

（型号为成都 ＲＭ６２４０Ｂ型）测定 ＦＰＰ。单位以
ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）表示。
１．２．２．２　病理检查　测定 ＦＰＰ后处死大鼠，剪
取少许胃底组织，经 ４％多聚甲醛溶液固定，常规
石蜡包埋、切片（约 ４μｍ）。ＨＥ染色后，组织切片
于光学显微镜下观察胃组织学改变并拍照。

１．２．２．３　免疫组化检测 ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ，ＣＤ３４的
表达　常规组织切片脱蜡至水，新鲜配制的 ３％
Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶活性。热修复抗原，
正常山羊血清封闭。采用 ＳＡＢＣ法检测胃组织中
ＨＩＦ１α表 达 情 况。采 用 ＳＰ法 检 测 胃 组 织 中
ＶＥＧＦ和 ＣＤ３４表达情况。用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
代替一抗作阴性对照。

１．２．２．４　血管进行微血管密度 （ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎ
ｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计数　对 ＣＤ３４阳性切片先在低倍镜

（１００×）下全面观察以确定血管密度最密集处
（ＣＤ３４于微血管内皮部位呈棕黄色染色，血管密
集区多位于胃黏膜固有层及黏膜下层），再在高

倍镜（２００×）下随机取 ５个视野，计数微血管数
目。以与周围组织细胞和结缔组织成分明显区别

的任何一个棕黄色染色的内皮细胞或细胞丛作为

一个血管，只要结构不相连，其分支结构也作为一

个血管，分辨不清或染色模糊的细胞不计入计数结

果。由２名有经验的病理医生采用双盲法分别对
同一切片计数，取两者的均值作为该切片的 ＭＶＤ。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０软件包处理数据。各组数据
用 ｘ±ｓ表示，两组间行独立 ｔ检验。

２　结　果

２．１　胃的大体变化及 ＦＰＰ结果
ＰＨＧ组大鼠经部分门静脉结扎 ２周后，胃黏膜

散在分布红点或铁锈色瘀斑，甚至沿黏膜皱壁呈线

状排列。ＰＨＧ组 ＦＰＰ较 ＳＯ组显著升高（Ｐ＜０．０１）
（表 １）。腹壁及腹腔内肠系膜静脉和胃壁周围血
管淤血扩张；并可见腹壁静脉明显曲张，贲门及食

管下段周围静脉较 ＳＯ组明显扩张、增多。
２．２　病理形态改变

ＰＨＧ组大鼠胃黏膜浅层毛细血管扩张，腺体
数量减少，上皮细胞脱落，黏膜有局灶性坏死、出

血；黏膜基底层和黏膜下层微血管扩张，壁增厚，

黏膜下层水肿增厚明显。而上述变化在 ＳＯ组不
明显。

２．３　免疫组化结果
２．３．１　ＨＩＦ１α染色及计数　ＨＩＦ１α阳性反应
为棕黄色颗粒，主要分布于 ＰＨＧ大鼠胃黏膜病变
部位腺体细胞的细胞浆和细胞核内，血管内皮细

胞也有分布。采用单盲法在高倍镜（２００×）下将
每张切片随机选取５个视野，计数每视野的ＨＩＦ１α
阳性细胞百分率，ＰＨＧ组 ＨＩＦ１α蛋白表达较 ＳＯ
组显著升高（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．３．２　ＶＥＧＦ染色及计数　ＰＨＧ组大鼠胃黏膜
病变部位蛋白定位于腺体细胞的胞浆，血管内皮

细胞及间质细胞也可见着色，在成簇的扩张血管

的内皮细胞中也有棕褐色颗粒。以细胞浆呈棕黄

色染色的胃组织细胞为 ＶＥＧＦ阳性细胞，采用单
盲法在高倍镜（２００×）下将每张切片随机选取
５个视野，计算机图像分析系统（ＰＡＳ３０００病理
图像分析系统）自动计数每视野的 ＶＥＧＦ阳性细
胞百分率。ＰＨＧ组 ＶＥＧＦ蛋白的表达较 ＳＯ组明
显升高（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２５
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２．３．３　ＭＶＤ计算结果　ＰＨＧ组 ＭＶＤ显著高于
ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）（附表）。

附表　两组 ＦＰＰ，ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ阳性细胞测定及 ＭＶＤ计数
结果（ｘ±ｓ）

组别 ＦＰＰ（ｍｍＨｇ） ＨＩＦ１α（％） ＶＥＧＦ（％） ＭＶＤ（个／视野）

ＳＯ ７．７±１．０ ０．０３７５０±０．０５１７５ ０．７±０．１ ９．０±２．０

ＰＨＧ １４．３±１．３ ５．８±１．３ １２．０±３．０ １９．０±２．８

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

３　讨　论

门静脉高压时胃黏膜微循环淤血，大量动静

脉短路开放，使胃黏膜组织细胞因不能获得充分

的氧和营养供应 而 处 于 缺 氧 状 态。ＴｓｕｇａｗａＫ
等［５］发现门静脉高压症大鼠模型胃黏膜血流量降

低，动脉血气分析示血氧饱和度（ＳａＯ２）和血氧分
压（ＰａＯ２）明显低于对照组。缺氧可导致黏膜有
氧代谢发生障碍，三磷酸腺苷含量下降，黏膜脆性

增加及对损害因子的敏感性增高，黏膜屏障破坏，

最终导致 ＰＨＧ发生。而低氧状态诱导一系列特
异性的与血管生成、缺氧代谢密切相关的基因，其

中起关键作用的是 ＨＩＦ１α。ＨＩＦ１α系迄今为止
发现的特异性缺氧状态下发挥活性的惟一转录因

子，参与 ６０余种基因的转录调节。业已证实，
ＨＩＦ１α表达的强弱与缺氧程度有关。ＨＩＦ１α在
ＰＨＧ组胃黏膜中的高表达提示胃黏膜存在明显缺
氧。光镜下显示：ＰＨＧ组胃黏膜浅层毛细血管扩
张，腺体数量减少，上皮细胞脱落，黏膜有局灶性

坏死、出血；黏膜基底层和黏膜下层微血管扩张，

壁增厚，黏膜下层水肿增厚明显，此结果与周东

风［６］的报道一致。提示，ＨＩＦ１α的高表达与 ＰＨＧ
的发生相关。故认为，可将 ＨＩＦ１α作为一个监测
ＰＨＧ严重程度的指标，从而可为临床预防和诊断
提供有益线索。

ＶＥＧＦ是一种特异地作用于血管内皮细胞的
多功能因子，具有促进微静脉、小静脉通透性增

加，血管内皮细胞分裂、增殖、细胞质钙聚集以及

诱导血管生成等作用。本研究发现，ＰＨＧ组 ＶＥＧＦ
阳性细胞表达与 ＳＯ组有明显差异，此结果与国内
外研究基本一致。临床和动物实验均证实胃黏膜

ＶＥＧＦ的高 表 达 在 ＰＨＧ发 病 机 制 中 的 重 要 意
义［７－８］。

ＭＶＤ是评估血管生成的标准之一，也是反映
某些疾病生物学行为的重要参数［９］。应用分子遗

传学的方法已证实缺氧可强烈地刺激新生血管生

成。研究证实［１０］在血管的发育过程中，ＨＩＦ１α对
血管新生起重要作用。ＨＩＦ１α通过转录活化编

码 ＶＥＧＦ基因而刺激血管新生［１１］。本研究发现，

ＰＨＧ组胃壁中 ＭＶＤ明显高于 ＳＯ组，推测可能系
因 ＰＨＧ胃黏膜缺血缺氧刺激了新生血管形成所
致。同时，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在 ＰＨＧ大鼠胃壁中表
达也明显高于对照组，推测缺氧诱导的新生血管

形成可能是通过 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ途径。本实验
显示，ＰＨＧ组 ＭＶＤ较 ＳＯ组高，与之对应的是大鼠
胃黏膜缺血缺氧程度加重，黏膜层破坏及水肿加

重。提示新生血管的形成并不能改善黏膜缺氧状

态，反而由于新生血管通透性的增加，血浆渗出加

重了黏膜层水肿，而血管内血液黏滞性增加，加重

了被动淤血。

本实验研究表明，实验组动物 ＨＩＦ１α的过度
表达可能导致其靶基因 ＶＥＧＦ的大量表达，刺激
新生血管形成，增加胃黏膜血管通透性，从而引起

胃黏膜病变发生，增加胃黏膜出血的几率，在 ＰＨＧ
的发生中可能起了重要作用，对其深入研究有助

于进一步认 ＰＨＧ的发病机制，降低 ＰＨＧ引起的消
化道出血。
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