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间歇性低压低氧预处理对大鼠放射性肝脏损伤的作用
及肝脏组织 TNF-琢、HIF-1琢表达的影响 *
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摘要目的：探讨间歇性低压低氧预处理对大鼠放射性肝脏损伤的保护作用及肝脏组织 TNF-琢、HIF-1琢表达的影响。方法：将 24

只健康 SPF级 SD大鼠随机分为对照组(C)、照射组(R)、间歇性低压低氧预处理联合照射组(IHHP+R)，于照射后 6小时处死小鼠

切取 2块肝脏组织，采用 HE染色观察肝脏的病理形态学变化，免疫组化检测肝脏 TNF-琢、HIF-1琢的表达。结果：R组大鼠肝脏切
片镜下可见中央静脉充血，肝窦淤血，肝细胞肿大，出现片状嗜酸样变性；IHHP+R组大鼠肝脏切片镜下可见中央静脉充血、肝窦

淤血、肝细胞肿大程度均较 R组减轻，未见嗜酸样变性。与 C组相比，与 C组相比，TNF-琢在 R组表达明显增高(P<0.05)，IHHP+R

组 TNF-琢表达显著低于 R组(P<0.05)。C组和 R组 HIF-1琢的表达比较差异无统计学意义(P>0.05)，但 HIF-1琢在 IHHP+R组高表

达，且显著高于 R组(P<0.05)。IHHP+R组 TNF-琢、HIF-1琢表达呈负相关(r=-0.745，p=0.034)。结论：间歇性低压低氧处理可显著改

善大鼠放射性肝脏损伤，可能与其提高 HIF-1琢的表达，进而抑制 TNF-琢的表达，减轻炎症反应有关。
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Protective Effects of Intermittent Hypobaric Hypoxia
Preconditioning and Irradiation on Radiation Induced Liver Injury in Rats

and TNF-琢 and HIF-1琢 Expression in the Liver*

To investigate the protective effect of intermittent hypobaric hypoxia preconditioning on radiation-induced

liver injury and the expressions of TNF-琢 and HIF-1 琢 in liver tissue of rats. 24 healthy SPF SD rats were randomly divided

into control group (C), irradiation group (R), intermittent hypobaric hypoxia preconditioning combined with irradiation group (IHHP+R),

the rats were killed at 6 hours after irradiation, and the pathological changes of liver were observed by HE staining. The expression of

TNF-琢 and HIF-1琢 in liver were detected by immunohistochemistry. HE staining of liver sections of rats in group R showed

central venous congestion, liver sinus congestion, liver cell swelling, lamellar eosinophilic degeneration, rats group in HHP+R showed

central venous congestion, liver sinus congestion, liver cell swelling degree were reduced compared with group R, no eosinophil like

degeneration. Compared with group C, the expression of TNF-琢 in group R was significantly higher (P<0.05), and the expression of

TNF-琢 in group IHHP+R was significantly lower than that in group R (P<0.05). There was no significant difference in the expression of

HIF-1琢 between group C and group R (P>0.05), but the expression of HIF-1琢 in group IHHP+R was significantly higher than that in

group R (P<0.05). There was a negative correlation between the expression of TNF-琢 and HIF-1琢 in IHHP+R group (r=-0.745, p=0.034).

Intermittent hypobaric hypoxia can significantly improve radiation-induced liver injury in rats, which may be related to

enhance the expression of HIF-1琢, inhibiti the expression of TNF-琢, and reduce the inflammatory response.
SD rats; Intermittent hypobaric hypoxia preconditioning; TNF-琢; HIF-1琢

前言
缺氧诱导因子 -1(hypoxia-inducible factor-1，HIF-1)是由 琢

和 茁亚基组成的异二聚体蛋白，细胞内氧浓度降低时 HIF-1琢
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图 1各组大鼠肝脏组织 HE染色图片(× 100)

a & b对照组大鼠肝脏 HE染色图片，c & d单纯照射组大鼠 HE染色图

片，e & f预处理联合照射组大鼠 HE染色图片

Fig.1 HE staining pictures of liver in rats of each group(× 100)

a & b HE staining pictures of liver of rats in control group, c & d HE

staining pictures of rats in irradiation group, e & f intermittent hypobaric

hypoxia preconditioning combined with irradiation group

的水平和转录活性会升高，HIF-1琢作为缺氧反应最关键的调
节因子，常氧时降解途径主要通过泛素蛋白酶体，因而在体内

表达较低，低氧时 HIF-1琢被活化，激活其下游的靶基因，发生
一系列对低氧的应激反应，因此被称作低氧调节总开关[1]。肿瘤

坏死因子 -琢(Tumor necrosis factor alpha，TNF-琢)作为参与机体
炎症反应及病理生理过程重要的炎性介质与肝细胞的炎症、坏

死及病情进展密切相关[2]。TNF-琢是 HIF-l琢下游靶基因，在多
种细胞因子的迅速释放造成的缺血再灌注损伤中所起的损伤

作用也最强[3]。本研究主要探讨了间歇性低压低氧预处理对大

鼠肝脏 TNF-琢、HIF-1琢 表达的影响及其对放射性肝损伤的保
护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物来源及分组

SPF级健康 SD大鼠，全雄，180-220g，购自新疆医科大学

实验动物中心，中心的生产许可证编号为 SCXK (新 )

2011-0004，使用许可证编号为 SCXK(新)2011-0003。按照随机

随机数字表法随机分为：对照组(Control, C)、照射组(Radiation,

R)、间歇性低压低氧预处理联合照射组(Intermittent hypobaric

hypoxia preconditioning combined with irradiation, IHHP+R)，每

组 8只，分笼饲养，标记编号，常规饲养一周后开始实验。

1.2 预处理方法及照射条件

低压低氧环境均在西北特殊环境人工实验舱内(新疆军区

总医院)进行。理模拟海拔高度 4000 m的高原环境，预处理组

大鼠进舱时间为 6小时每天，进舱日期与照射日期一致，出舱

后照射。照射条件：医科达直线加速器，照射总剂量 60Gy，单次

剂量 2 Gy/f，周一至周五照射，周末休息，源皮距 100 cm，剂量

率 600 cGy/min，照射部位：SD大鼠右半肝照射，照射野 3 cm×

2 cm× 1.5 cm，照射时间为 6周。

1.3 HE染色

照射完成后 6小时，3%戊巴比妥钠腹腔注射(0.1 mL／100

g)麻醉，打开腹腔取 1 cm× 1 cm× 1 cm大小照射野内的肝组

织，10%的中性福尔马林溶液浸泡固定，经过石蜡包埋后 5 滋m
切片，HE染色后观察大鼠肝脏病理形态学变化。

1.4 免疫组化

组织蜡块 5 滋m连续切片，脱蜡及再水化：二甲苯、100%乙
醇各 5 min，95%乙醇、90%乙醇、85%乙醇、80%乙醇各 2 min；

PBS洗两遍，过氧化氢溶液孵育 10 min，PBS洗两遍；加蛋白修

复液室温放置 10 min，PBS洗一遍；加一抗，37℃1 h；PBS洗 4

遍，加二抗，室温 10 min，PBS洗 4 遍；加过氧化物酶室温 10

min，PBS洗 4遍；加显色剂，显色后 PBS洗 4遍；苏木精染液

40 s，盐酸溶液脱色，蒸馏水冲洗，80%乙醇、90%乙醇、95%乙醇

2 min，100%乙醇、二甲苯 4 min；树胶封片，镜检。

1.5 免疫组化结果判定标准

结果判定标准采用半定量分级法[4]，分别对镜下的阳性细

胞百分比和染色强度进行评分。1阳性着色细胞数：每张切片

观察 5个高倍镜视野，计数阳性细胞百分比，＜5%为 0分，5%

-25%为 1 分，26%-50%为 2 分，51%-75%为 3 分，＞75%为 4

分；2阳性染色强度：无色计 0分，淡黄色计 1分，棕黄色计 2

分，棕褐色计 3分。两者所得分数乘积作为阳性等级：0分为阴

性(-)，1-4分为弱阳性(+)，5-8 分为阳性(++)，9-12 分为强阳性

(+++)。

1.6 统计学分析

各组数据采用 SPSS17.0统计软件进行统计分析，率的比

较用 x2检验，相关性分析用 Spearman相关性分析，以 P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠肝脏 HE染色结果的比较

正常大鼠肝脏 HE染色镜下可见肝细胞大小正常，排列整

齐，中央静脉、肝窦无充血(图 1a、图 1b)；单纯照射组大鼠镜下

可见肝组织中大部分肝窦扩张淤血，中央静脉扩张充血，肝细

胞排列紊乱呈片状嗜酸样变性、脂肪样变性，脉管区可见纤维

化改变(图 1c、图 1d)；与单纯照射组比较，预处理联合照射组肝

细胞肿大，中央静脉、肝窦淤血明显，但脂肪变性程度明显减

轻，未见嗜酸样变性及纤维化改变(图 1e、图 1f)。目前还没有关

于放射性肝损伤方面病理学及诊断分期的统一标准，本研究中

病理分期结果参考文献[5]作为判定依据，照射组与预处理联合

照射组比较，除了肝窦及中央静脉扩张差异没有统计学意义之

外，肝细胞排列紊乱、肝细胞嗜酸性变性和脂肪变性、中心静脉

和肝窦淤血以及门脉区纤维化，两组均有差异（表 1）。

2.2 各组大鼠肝脏组织 TNF-琢、HIF-1琢表达的比较
TNF-琢主要在细胞质中表达，HIF-1琢主要在细胞核表达，

TNF-琢、HIF-1琢 在 C 组正常大鼠肝脏组织切片中无表达 (图
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Note: compared with group C, aP<0.05; compared with group R, bP<0.05.

Groups Number - + ++ +++
Positive expression

rates(%)
P

TNF-琢

C 8 7 1 - - 12.5

P<0.05R 8 1 - 3 4 87.5a

IHHP+R 8 5 - 1 2 37.5b

HIF-1琢 C 8 7 1 - - 12.5 P<0.05

R 8 7 1 - - 12.5

IHHP+R 8 2 - 2 4 75.0b

表 2各组大鼠肝脏组织 TNF-琢、HIF-1琢的表达比较
Table 2 Comparison of the expressions of TNF-琢，HIF-1琢 among different groups

2a、图 2c)，照射后二者高表达(图 2b、图 2d)。与 C 组相比，

TNF-琢在 R组表达明显增高(P<0.05)，IHHP+R组 TNF-琢表达
显著低于 R组(P<0.05)。C组和 R组 HIF-1琢的表达比较差异
无统计学意义(P>0.05)，但 HIF-1琢在 IHHP+R组高表达，且显

著高于 R组(P<0.05)。IHHP+R组 TNF-琢、HIF-1琢表达呈负相
关 (r=-0.745，p=0.034)，提示间歇性低压低氧可能通过提高

HIF-1琢的表达抑制 TNF-琢的表达(表 2)。

3 讨论

静脉闭塞性疾病(Venous occlusive disease，VOD)是放射性

肝损伤的病理表现，其特征是肝小叶中央充血，肝窦中心区坏

死。病理变化是一个动态过程，最初涉及细胞功能障碍阶段，其

次是放射性肝炎阶段，随后出现肝纤维化和肝硬化期[6]。Yan-

nam等[7]的研究中，肝脏经过照射后组织学检查显示肝中央静

脉损伤、小静脉扩张最严重，高剂量照射后较大的中央静脉明

显扩张。30-36Gy照射后，中央静脉内侧轻度的纤维化，偶尔有

内皮细胞肿大，40Gy照射后，中央静脉内膜充血水肿，伴有窦

性充血和纤维化。本研究中，大鼠照射后肝脏病理学变化主要

表现为肝窦扩张淤血，中央静脉扩张充血，肝细胞排列紊乱呈

片状嗜酸样变性、脂肪样变性，脉管区可见纤维化改变，经过低

压低氧预处理后照射，大鼠肝脏病理形态改变减轻，中央静脉、

肝窦扩张淤血没有明显改善，但肝细胞损伤较单纯照射组减

轻，根据其病理评分，预处理后评分降低，说明低压低氧可显著

减轻放射性肝损伤。

目前研究显示 HIF-1是介导细胞低氧反应最关键的核转

录因子，HIF-1表达的高低受组织缺氧程度的影响，组织缺氧时

通过靶基因表达的上调来减轻缺氧造成的损伤[8]。HIF-1是专

一受氧调节的功能亚基，决定 HIF-1琢 的活性 [9]。缺氧时，

HIF-1琢 mRNA表达水平上调，HIF-1琢活性及蛋白稳定性增加，
复氧后 HIF-1琢蛋白可迅速降解，细胞缺氧反应性的调节主要
是 HIF-1琢 和调控区所含的其结合序列多种基因作用来完成
[10]。HIF-1琢在器官缺血再关注损伤过程中发挥着重要的保护作
用。Guo等[11]的研究发现 HIF-1琢在肝脏缺血 -再灌注损伤过程

中可以通过激活下游靶基因如血管内皮生长因子(Vascular en-

dothelial growth factor，VEGF)、血红素氧合酶 -1(Heme oxyge-

nase-1，HO-1)、促红细胞生成素(erythropoietin，EPO )以及诱导

型一氧化氮合酶(Inducible nitric oxide synthase，iNOS)等，调节

Index C R IHHP+R

Liver cells arranged in disorder － 2＋ ＋

Eosinophilic degeneration of liver

cells
－ 2＋ －

Liver cell steatosis － 3＋ ＋

Central venous dilatation － ＋# ＋

Central venous congestion ± 2＋ 3＋

Hepatic sinusoid dilatation － ＋# ＋

Hepatic sinusoid congestion ± 2＋ 3＋

Fibrosis of portal area － 2＋ －

score 0 0.938± 0.320 0.625± 0.582

表 1各组大鼠 HE染色的结果统计

Table 1 Pathological observation of HE staining in rats of each group

Note: - negative; ± little (slightly); + mild (increase); 2＋Moderate (increase); 3＋Severe (increase);

0.5 point for each "+" and "-" "± "worth zero；P# R group compared with IHHP+R group, P＞0.05.
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图 2免疫组化结果（× 400）

注：a TNF-琢阴性结果；b TNF-琢表达(+)；c TNF-琢表达(++)；d TNF-琢
表达(+++)；e HIF-1琢阴性结果；f HIF-1琢表达(+)；g HIF-1琢表达(++)；h

HIF-1琢表达(+++)；

Fig.2 Immunohistochemistry results（× 400）

Note: a TNF-琢 negative results; b TNF-琢 expression(+); c TNF-琢
expression(++); d TNF-琢 expression(+++); e HIF-1琢 negative results; f

HIF-1琢 expression (+); g HIF-1琢 expression (++); h HIF-1琢 expression

(+++);

红细胞和血管生成、能量代谢和细胞凋亡等多种生物学活性，

减轻由于肝脏缺血造成的再灌注损伤，对缺血后肝脏微循环重

建工作意义重大。庄卓男等[12]的研究也表明 HIF-1琢的表达对
缺血再灌注的肝功能损伤起一定的保护作用。在低氧预适应大

鼠自体肝移植中，HIF-1琢通过适度调节早期生长反应因子 -1

(Early Growth Response Fac，EGR-1) 生成来抵御组织产生的缺

血灌注损伤和炎性损伤，加快移植后肝功能的恢复。EGR-1是

细胞增殖和分化重要的上游介质，与肿瘤细胞及血管内皮细胞

增生机制相关，同时还可以促进 HIF-1琢下游的靶基因表达，包
括细胞间黏附分子 -1 (Intercellular adhesion molecule-1，I-

CAM-1)、血管细胞间黏附分子 -1 (Vascular cell adhesion

molecule-1，VCAM-1)、白介素 -1茁 (Interleukin-1茁，IL-1茁)和
TNF-琢，，扩大炎症反应[13]。Delpeeh等[14]的研究结果显示缺血损

伤可以激活慢性 HIF-1琢通路，利于血管新生及肾再生，从而减
轻肾缺血再灌注损伤。肾缺血再灌注损伤程度与 HIF-1琢表达
有关，HIF-1琢 表达降低会增加缺血灌注过程产生的氧自由
基，加重细胞损伤[15]。肝脏缺血再灌注损伤过程中，kupffer细

胞分泌的 TNF-琢与 IL-1茁等因子介导的炎症反应发挥着关键
的作用[16]。

与 C 组相比，TNF-琢 在 R 组表达明显增高 (P<0.05)，I-

HHP+R组 TNF-琢表达显著低于 R组 (P<0.05)。C组和 R 组

HIF-1琢的表达比较差异无统计学意义(P>0.05)，但 HIF-1琢在 I

HHP+R组高表达，且显著高于R组(P<0.05)。IHHP+R组 TNF-琢、
HIF-1琢表达呈负相关(r=-0.745，p=0.034)，提示间歇性低压低氧

可能通过提高 HIF-1琢的表达抑制 TNF-琢的表达(表 2)。

本研究结果显示，与 C组相比，TNF-琢在 R组表达明显增

高，而 IHHP+R组 TNF-琢表达显著低于 R组，且 IHHP+R组

HIF-1琢与 R组比较明显升高，TNF-琢、HIF-1琢表达呈负相关，
提示间歇性低压低氧可能通过提高 HIF-1琢的表达抑制 TNF-琢
的表达，从而对肝脏发挥保护作用。李珂等 [17] 的研究表明

HIF-l琢在缺血再灌注损伤防治中有积极的保护作用，应用去铁
胺氧诱导 HIF-l琢高表达可通过调节作用于靶基因，减少炎性
细胞因子，降低 TNF-琢和 IL-l的水平，从而减轻 TNF-琢仅和
IL-1介导的缺血再灌注损伤。刘羿等[18]关于盐酸戊乙奎醚预处

理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的研究表明盐酸戊乙奎醚可增

加 HIF-1琢与内皮型一氧化氮合酶 (Endothelial nitric oxide syn-

thase，eNOS)的表达，使组织的氧自由基水平降低，线粒体能量

供应得到改善，调控 NF-资B信号通路及 NF-资B定位，使其不能
进入细胞核，NF-资B和 DNA结合被抑制，P65介导的相关基因

表达明显减少，NF-资B活性受限，TNF-琢与 IL-1茁表达降低，减
轻肝脏缺血 -再灌注引起的炎症损伤。NF-资B 的转录激活是
TNF-琢激活 HIF通路的前提，HIF-1琢蛋白积聚，抑制 NF-资B阻
止 TNF-琢诱导细胞中 HIF-1琢蛋白水平增加[19]。孙克彦等[20]的

研究提示 茁-catenin基因可调控肝脏缺血后 TNF-琢与 IL-1茁等
炎症细胞因子以及 HIF-l琢的表达，如果缺失 茁-catenin基因，肝
脏再灌注 6 小时以后，HIF-l琢 mRNA 表达降低，TNF-琢 与
IL-1茁 mRNA表达增高。也有研究显示 TNF-琢可诱导 HIF-1琢
mRNA的表达[21]。Tang等[22]的结果表明 HIF-1琢作用于 TNF-琢
下游抑制血管扩刺激磷蛋白(Vasodilator stimulated phosphopro-

tein，VASP)，调节肺部急性炎症过程，这些分子在肺泡毛细血

管屏障损伤中起重要作用。

综上所述，间歇性低压低氧处理可显著改善大鼠放射性肝

脏损伤，可能与其提高 HIF-1琢的表达，进而抑制 TNF-琢的表
达，减轻炎症反应有关。
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