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摘   要 目的：探讨趋化因子 fractalkine 及其受体 CX3CR1 在大鼠肝肺综合征（HPS）发病机制中的作用。

方法：将 40 只大鼠行胆总管结扎后随机均分为模型组与治疗组，5 只大鼠仅游离胆总管不结扎，作

为假手术组；治疗组大鼠于术后 15~28 d 腹腔内注射 CX3CR1 中和抗体，模型组组与假手术组大鼠

给予等容量生理盐水代替。术后 29 d 检测大鼠肝功能、动脉血气，肺组织病理学、肺血管内巨噬细

胞（PIM）、微血管密度（MVD）及 CX3CR1 的表达。

结果：与假手术组比较，模型组大鼠血清谷丙转氨酶（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）、总胆红素（TBIL）

水平均明显升高，动脉血氧分压（PaO2）下降、肺泡 - 动脉血氧分压差（A-aDO2）升高，肺组织出

现明显的病理改变、PIM（CD68 表达量）、MVD 增加（CD34 表达量）、CX3CR1 表达水平升高；

治疗组大鼠肝功能也出现明显损伤，但好于模型组（均 P<0.05），肺组织未见明显病理改变，血气指标、

PIM、MVD、CX3CR1 表达水平均无明显变化（均 P>0.05）。

结论：fractalkine/CX3CR1 在肺组织中表达增加并结合是 HPS 肺组织巨噬细胞聚积及微血管增生的

关键信号通路，阻断该信号通路可抑制 HPS 的发生与发展。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(8):1087-1092]
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ABSTRACT Objective: To investigate the action of the chemotactic factor fractalkine and its receptor CX3CR1 in the 
pathogenesis of hepatopulmonary syndrome (HPS) in rats.

Methods: Forty rats undergoing common bile duct ligation were equally randomized into model group and 

therapeutic group, and 5 rats subjected to isolation of the common bile duct only were served as sham operation 

group. Rats in therapeutic group received intraperitoneal injection with CX3CR1-neutralizing polyclonal 

antibody on postoperative day (POD) 15 to 28, while rats in model group and sham operation group were given 
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肝 肺 综 合 征（hepatopulmonary syndrome，

HPS） 是 指 因 肝 功 能 不 全 引 起 肺 血 管 扩 张、 肺 气

体 弥 散 与 交 换 障 碍 导 致 的 低 氧 血 症 及 其 一 系 列 病

理 生 理 变 化 和 临 床 表 现， 肝 硬 化 患 者 中 其 发 生 率

为 4%~47%[1]。研究发现巨噬细胞聚积于肺血管内

皮及肺血管扩张是 HPS 的病理基础 [2]。fractalkine

（CX3CL1）是趋化因子 CX3C 亚家族惟一成员，

主要来源于内皮细胞与上皮细胞，兼有趋化因子和

黏附分子的特征。本研究拟在实验性 HPS 模型中

运用 CX3CL1 特异性受体（CX3CR1）的抗体干预，

观 察 肺 组 织 巨 噬 细 胞 聚 积、 肺 微 血 管 再 生 程 度 的

变 化 以 及 肺 组 织 CX3CR1 表 达 水 平 的 变 化， 以 探

讨 fractalkine/CX3CR1 介 导 肺 组 织 巨 噬 细 胞 聚 积

在 HPS 发病机制中的作用及 CX3CR1 抗体对 HPS

大鼠肺组织结构与功能的影响。 

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实 验 动 物　 无 特 殊 病 原 体（SPF） 级

Wistar 雄 性 大 鼠 45 只， 体 质 量（160±20）g，

购 于 湖 北 省 实 验 动 物 研 究 中 心（ 合 格 证 书 编 号：

N0.42000600000034），喂养于华中科技大学实验

动物中心 SPF 级动物实验室。 

1.1.2  主 要 试 剂　 多 克 隆 免 抗 鼠 CX3CR1 中 和

抗 体、 多 克 隆 免 抗 大 鼠 CX3CL1 抗 体、 小 鼠 抗 大

鼠 EDl（CD68）（ 识 别 单 核 巨 噬 细 胞）、 兔 抗 大

鼠 CD34（ 内 皮 细 胞 标 记 ） 单 克 隆 抗 体， 均 购 于

Abcam 公司。 

1.2  实验方法

1.2.1  动 物 分 组 及 处 理　 将 40 只 大 鼠 行 胆 总 管

结扎（CBDL）后随机均分为模型组与治疗组，另 

5 只大鼠仅游离胆总管不结扎，作为假手术组。治

疗 组 大 鼠 于 术 后 15~28 d 腹 腔 内 注 射 CX3CR1 中

和抗体（CX3CR1-Ab）[80 μg/（kg·d）]，模型组

与假手术组分别于上述相应时间腹腔内注射等容量

生理盐水。各组大鼠于术后 29 d 取动脉血 2 mL，

作血气分析，取静脉血 5 mL，低温离心后取血清

于 -20 ℃冻存，酶联免疫吸附实验方法检测肝功

能。 生 理 盐 水 肺 灌 注 后 取 右 肺 组 织 置 液 氮 中 保 存

于 -70 ℃冰箱内。取部分肝脏与左肺下叶组织，4%

多聚甲醛溶液固定。 

1.2.2  肺组织形态学检测　⑴ 肺组织病理学观察：

观察肺组织大体病理学改变；将肝脏与左肺组织的

石腊切片经 HE 染色后光镜下观察。⑵ 肺血管内

巨噬细胞（PIM）检测：取厚 4 μm 肺组织切片经

脱蜡、水化、孵育、修复抗原，封闭一抗，滴加二抗，

光镜下观察测定 CD68 阳性细胞染色的平均光密度

值表示抗原表达量。⑶ 肺组织微血管密度（MVD）

检测观察 CD34 光密度值。利用 Image-Pro Plus 6.0

医 学 图 像 分 析 系 统 测 定 阳 性 细 胞 染 色 的 平 均 光 密

度值表示抗原表达量。 

normal saline of the same volume instead. On POD 29, rats were sacrificed, their liver function and arterial blood 

gas were determined, and the pathological changes, accumulation of pulmonary intravascular macrophages (PIM), 

microvessel density (MVD) and CX3CR1 expression in the lung tissues of rats were examined.

Results: Compared with sham operation group, rats in model group showed significantly increased serum levels 

of alanine transaminase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and total bilirubin (TRIL), decreased arterial partial 

pressure of oxygen (PaO2), increased alveolar-arterial oxygen gradient (A-aDO2), clear pathological changes, and 

increased levels of PIM (CD86 expression), MVD (CD34 expression) and CX3CR1 expression in the lung tissues 

(all P<0.05); rats in therapeutic group showed liver function impairments as well, which however were milder 

than those in model group (all P<0.05), while there were no significant pathological changes in the lung tissues, 

and no obvious changes in arterial blood gas indexes and lung PIM, MVD and CX3CR1 expression (all P>0.05).

Conclusion: Increased fractalkine/CX3CR1 expression and binding is an important signaling pathway for 

pulmonary macrophage aggregation and microvascular proliferation in HPS, and blockage of this pathway may 

inhibit the occurrence and development of HPS.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(8):1087-1092]
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1.2.3  Western blot 法测定肺组织 CX3CR1 表达

　取约 100 mg 肺组织研制成匀浆，取上清液经灌

胶、电泳、转膜、抗体封闭，之后进行发光反应。

采用 Image J 图像分析软件对结果进行定量分析。

1.3  统计学处理

用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计分析。

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用方差

齐性分析、最小显著差法（LSD）检验与 DunnettT3

检验。取 α=0.05，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肝功能指标

与 假 手 术 组 比 较，模 型 组 与 治 疗 组 大 鼠 血 清

谷 丙转氨酶（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）、总胆

红 素（TBIL）水 平 均 明 显 升 高，差 异 均 有 统 计 学

意 义（ 均 P<0.05），但 治 疗 组 的 以 上 指 标 升 高 程

度 均 明 显 小 于 模 型 组，差 异 均 有 统 计 学 意 义（ 均

P<0.05）（表 1）。

表 1　各组肝功能指标的变化
Table 1　Changes in liver function parameters in each group of 

rats

组别 n
ALT

（U/L）
ALP

（U/L）
TBIL

（μmol/L）
假手术组 5     40.65±4.20     9.72±0.82     4.72±0.56
模型组 20   156.82±23.751)   82.36±6.371)   31.90±2.051)

治疗组 20   134.65±19.901), 2)   68.15±9.281), 2)   28.30±1.401), 2)

注：1） 与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model 
group

2.2  血气分析结果

与 假 手 术 组 比 较， 模 型 组 与 治 疗 组 动 脉 血 

pH 值，动脉血二氧化碳分压（PaCO2）未见明显改

变（均 P>0.05）；模型组大鼠动脉血氧分压（PaO2）

下降，肺泡 - 动脉血氧分压差（A-aDO2）升高，与

假 手 术 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.05），

治 疗 组 PaO2 和 A-aDO2 与 模 型 组 差 异 有 统 计 学 意

义（ 均 P<0.05），而 与 假 手 术 组 差 异 无 统 计 学 意

义（均 P>0.05）（表 2）。

2.3  组织形态学表现

2.3.1  肺组织大体病理学观察　假手术组肺组织

大体形态正常，模型组肺组织有明显充血肿胀，而

治疗组肺组织形态基本正常（图 1）。

2.3.2  肺组织 HE 染色　 假 手 术 组 肺 泡 壁 结 构 正

常； 模 型 组 组 部 分 肺 泡 壁 塌 陷， 小 血 管 扩 张， 明

显 的 炎 性 细 胞 浸 润， 肺 泡 间 隔 增 宽， 微 小 血 管 增

生；治疗组肺泡壁结构完整，部分血管扩张与微血

管 增 生， 肺 泡 间 隔 无 明 显 增 宽， 少 量 炎 细 胞 浸 润 

（图 2）。

表 2　动脉血气分析结果
Table 2　Results of blood gas analysis in each group of rats

组别 n pH PaO2（mmHg） PaCO2（mmHg） A-aPO2（mmHg）
  　假手术组 5 7.38±0.04 98.60±4.52 36.08±2.35 7.20±0.78
  　模型组 20 7.22±0.12 81.36±3.251) 32.12±2.62 30.55±2.731)

  　治疗组 20 7.36±0.06 97.62±3.702) 33.67±3.15 10.31±1.842)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model group

图 1　各组大鼠肺组织形态学变化　　A：假手术组；B：模型组；C：治疗组
Figure 1　Gross Morphologic changes of lung tissues in each group of rats　　A:Sham operation group; B: Model group; C: Therapeutic 

group

A B C
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2.3.3  肺 组 织 CD68+ 巨 噬 细 胞 的 表 达　CD68 阳

性 染 色 为 图 中 棕 黄 色 部 分。 假 手 术 组 肺 组 织 有 微

量 CD68 阳性表达；模型组见肺组织巨噬细胞成簇

聚集，主要集中于血管内皮，CD68 表达量与假手

术 组 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）； 治 疗 组 阳 性

着色明显减少，CD68 表达量与模型组比较差异有

统 计 学 意 义（P<0.05）， 而 与 假 手 术 组 的 差 异 无

统计学意义（P>0.05）（图 2）（表 3）。

2.3.4  肺 组 织 CD34+ 细 胞 表 达　CD34 的 表 达 局

限 于 血 管 内 皮 细 胞 的 胞 膜。 假 手 术 组 CD34 呈 少

量阳性表达；模型组有明显的 CD34 阳性表达，表

达量明显高于假手术组（P<0.05），治疗组 CD34

少 量 阳 性 表 达， 表 达 量 与 模 型 组 差 异 有 统 计 学 意

义（P<0.05）， 而 与 假 手 术 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）（图 2）（表 3）。

表 3　各组大鼠肺组织 PIM 与 MVD 水平
Table 3　PIM and MVD levels in the lung tissues in each group 

of rats
组别 n MVD PIM

　假手术组 5 3.15±0.48 1.00±0.71
　模型组 20   9.29±0.961)   6.35±1.221)

　治疗组 20   4.20±0.622)   2.30±0.862)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model 
group

2.4  肺组织 CX3CR1 表达水平

假 手 术 组 大 鼠 肺 组 织 CX3CR1 微 量 表 达；模

型 组 大 鼠 肺 组 织 CX3CR1 表 达 水 平 明 显 升 高，与

假手术组差异有统计学意义（P<0.05），治疗组肺

组织 CX3CR1 表达水平明显低于模型组（P<0.05），

且 与 假 手 术 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05） 

（图 3）。

图 2　各组肺组织病理组织学检测（×400）　　A：HE 染色；B：CD86 免疫组化检测；C：CD34 免疫荧光检测
Figure 2　Pathological changes of lung tissues in different groups (×400)　　A: HE staining; B: Immunochemical staining for CD86;  

C: Immunofluorescent staining for CD34

A

B

C

假手术组 模型组 治疗组
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3　讨　论

本 研 究 发 现 HPS 模 型 中 CD68+ 巨 噬 细 胞 在

肺 组 织 血 管 内 皮 大 量 聚 积， 微 血 管 异 常 增 生。 应

用 CX3CR1 中 和 抗 体 干 预 后 PIM 聚 积 明 显 减 少，

MVD 下降，肺组织充血、坏死等病理变化得以改

善，A-aDO2 下降，血气氧合功能障碍明显好转。

以 往 研 究 [3] 发 现，HPS 时 PIM 聚 积 原 因 与 CBDL

时细菌易位、内毒素血症及肿瘤坏死因子（TNF）

增加有关 [4]，阻止细菌易位或应用 TNF-α 拮抗剂

对于改善 HPS 有效 [5-6]。肺血管内巨噬细胞聚积后

分 泌 大 量 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 成 酶（iNOS） 和 血 红

素加氧酶（HO-1）等炎性介质和血管活性物质，

产生大量 NO 和 CO，促使肺内微血管扩张，是形

成 HPS 的重要因素 [7-10]。本研究观察到肺 PIM 聚

积 后 不 但 能 引 起 肺 内 微 血 管 扩 张， 而 且 能 导 致 肺

微 血 管 病 态 性 增 生， 引 发 HPS。 故 认 为 PIM 的 聚

积 是 CBDL 后 HPS 发 生 的 重 要 机 制， 其 机 制 考 虑

为 激 活 的 CD68+ 巨 噬 细 胞 通 过 肺 组 织 细 胞 内 外 信

号 调 节 蛋 白 促 进 肺 组 织 内 各 种 生 长 因 子 与 细 胞 因

子，尤其是 iNOS、血管内皮生长因子及血小板源

性生长因子的分泌，导致肺微血管异常增生和异常 

扩张。

本 研 究 发 现 HPS 大 鼠 肺 组 织 CX3CR1 表 达

水 平 显 著 升 高， 给 予 CX3CR1 中 和 抗 体 干 预 后

CX3CR1 表达水平接近正常，PIM 聚积程度显著减

少。 趋 化 因 子 fractalkine 与 其 受 体 CX3CR1 有 独

特高效的趋化和黏附作用。CX3CR1 是 fractalkine

的 专 一 受 体， 主 要 表 达 于 单 核 — 巨 噬 细 胞 [11-13]，

CX3CL1 主 要 表 达 于 内 皮 细 胞 与 上 皮 细 胞， 通 过

CX3CL1/CX3CR1 通路介导 fractalkine 表达细胞对

上述细胞的趋化作用 [14-18]。CBDL 大鼠因内毒素血

症、炎症因子促使表达于肺血管内皮与肺泡上皮表

面 的 fractalkine 被 释 放 与 激 活， 快 速 俘 获 血 流 中

CX3CR1 阳性的单核细胞，使其黏附聚积于肺血管

内皮，并被激活释放大量细胞因子，作用于肺微小

血 管 导 致 HPS。 予 CX3CR1 中 和 抗 体 干 预 后 可 有

效 阻 断 fractalkine/CX3CR1 信 号 通 路， 减 少 PIM

聚积，明显改善 HPS 后肺组织的结构与功能，改

善肺氧合作用至正常，纠正低氧血症。

因 此 认 为，PIM 聚 积 是 CBDL 大 鼠 HPS 发 生

的 重 要 机 制，PIM 聚 积 不 但 引 起 肺 微 小 血 管 异 常

扩 张， 而 且 导 致 微 血 管 病 态 性 增 生 而 引 发 HPS。

CX3CL1/CX3CR1 在肺组织中表达增加并特异性结

合是 PIM 聚积的关键信号通路，抑制该通路可明

显改善 HPS 的发生与发展。
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