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血红素氧合酶１对大鼠脑外伤后细胞凋亡的影响

刘中洪，冯家龙，蒋　涛，冉春雷

（武警重庆市总队医院神经外科，重庆４０００６１）

　　摘　要：目的　探讨血红素氧合酶１（ＨＯ１）对大鼠颅脑外伤后细胞凋亡的作用。方法　７２只成年雄性ＳＤ大鼠，随机分为

血晶素组、生理盐水组和锌原卟啉组。采用液压冲击伤复制颅脑外伤的动物模型，伤后予以４５ｍｇ／１００ｍｇ体质量腹腔注射诱导

剂血晶素、抑制剂锌原卟啉、生理盐水干预 ＨＯ１的表达。ＳＰ免疫组织化学法测定 ＨＯ１和抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２）的表达以及

ＴＵＮＥＬ法检测凋亡细胞。结果　血晶素组 ＨＯ１表达较生理盐水组和锌原卟啉组显著增加（犘＜０．０１）。血晶素组Ｂｃｌ２表达较

生理盐水组和锌原卟啉组显著增加（犘＜０．０１）。同时，血晶素组凋亡指数较生理盐水组和锌原卟啉组显著降低（犘＜０．０１）。结论

　ＨＯ１在颅脑外伤中的表达，具有上调Ｂｃｌ２的表达，抗细胞凋亡的作用。
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　　创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）对神经细胞的

损伤分原发性和继发性两种，细胞凋亡是继发性损伤的一种重

要细胞死亡方式，它是由一系列基因控制的迟发性神经元死

亡，对继发性脑损伤起着重要的作用，并直接影响 ＴＢＩ的预

后。血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）是血红素代谢

的一个关键酶及限速酶，具有抗炎、抗氧化、抗凋亡及神经保护

作用。为深入研究 ＨＯ１对脑外伤后脑组织的保护作用，本实

验观察大鼠脑外伤 ＨＯ１对神经细胞凋亡是否有抑制作用，以

期为临床颅脑外伤开辟新的治疗途径。

１　材料与方法

１．１　材料　血晶素（ｈｅｍｉｎ）、锌原卟啉（ＺｎＰＰ）购自Ｓｉｇｍａ公

司，牙托粉、牙托水、多聚甲醛等常规试剂购自重庆试剂公司，

兔抗 ＨＯ１（１抗）、抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２）（１抗）、ＡＢＣ试剂盒均购

自南京博士德生物公司。ＴＵＮＥＬ法凋亡检测试剂盒购于

Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ公司，液压伤模型采用Ｄｉｘｏｎ装置。

１．２　方法

１．２．１　复制动物模型及取材　实验动物及分组：７２只雄性

ＳＤ大鼠购自第三军医大学实验动物中心，体质量２８０～３００ｇ，

采用随机数字表完全随机分为血晶素组、生理盐水组和锌原卟

啉组各２４只，然后再将每组动物又随机分为灌注组和非灌注

组。采用液压伤复制脑外伤动物模型，动物致伤后按４５ｍｇ／

１００ｍｇ体质量腹腔注射血晶素，生理盐水和锌原卟啉按同样

量注射。伤后每天注射１次，喂养７２ｈ后处死。切取以损伤

灶为中心前后５ｍｍ的大脑冠状切面，固定２４ｈ后，做冰冻切

片行ＳＰ免疫组织化学及ＴＵＮＥＬ染色。

１．２．２　脑组织免疫组织化学检测 ＨＯ１和Ｂｃｌ２的表达　灌

注组取标本前进行脑灌注固定，断头取脑组织，继续在４％多

聚甲醛中固定６ｈ以上。然后在３０％的蔗糖多聚甲醛液里脱

水。作冰冻切片进行免疫组织化学观察 ＨＯ１和Ｂｃｌ２的表达

情况，具体操作按试剂盒说明进行。每只动物观察受伤周围５

个视野，计数阳性细胞，然后求平均值，作为每个动物的 ＨＯ１

和Ｂｃｌ２阳性细胞数。

１．２．３　神经细胞凋亡检测　按照ＴＵＮＥＬ凋亡细胞检测试剂

盒说明书操作。细胞核中有绿色荧光者为阳性细胞，即凋亡细

胞，每组选５张切片，每张切片在脑损伤侧皮层计数５个不重

叠视野，计数１００个神经细胞中的凋亡细胞，取平均值，为该切

片凋亡指数。

１．３　统计学处理　所有试验数据均采用狓±狊表示，数据处理

采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行处理分析，对不同处理因素及不同时

间因素进行方差分析，组间比较采用Ｄｕｎｎｅｔ法进行。

２　结　　果

２．１　ＨＯ１、Ｂｃｌ２的表达和凋亡指数的比较　见表１。

２．２　ＨＯ１的表达　通过计数相同视野、相同部位的血红素

氧合酶阳性细胞数，结果发现，诱导剂血晶素组血红素氧合酶
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阳性细胞数较生理盐水组及锌原卟啉组显著增加（犘＜０．０１）。

抑制剂锌原卟啉组血红素氧合酶阳性细胞数较生理盐水组显

著减少，提示对血红素氧合酶表达的干预比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０１）。

表１　　ＨＯ１、Ｂｃｌ２的表达和凋亡指数的比较（狓±狊，狀＝２４）

组别 ＨＯ１的表达 Ｂｃｌ２的表达 凋亡指数

生理盐水组 １００．６０±１２．３２ ３０．２±７．３ ２２．３±２．７

血晶素组 １２５．５０±１４．３９ ６４．９±１０．１ ７．９±１．８

锌原卟啉组 ９５．３８±１３．６６ １２．１±１．３ ３９．２±５．３

２．３　Ｂｃｌ２的表达　通过计数相同视野、相同部位的Ｂｃｌ２阳

性细胞数，结果发现，诱导剂血晶素组Ｂｃｌ２阳性细胞数较生

理盐水组及锌原卟啉组显著增加（犘＜０．０１）。抑制剂锌原卟

啉组Ｂｃｌ２阳性细胞数较生理盐水组显著减少，提示对血红素

氧合酶表达的干预后，Ｂｃｌ２的表达水平比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０１）。

２．４　细胞凋亡的检测结果　ＴＵＮＥＬ染色见细胞核呈绿色荧

光颗粒即凋亡细胞，伤侧大脑皮质即可见凋亡细胞，分布于损

伤区及周缘。ＨＯ１诱导组细胞凋亡较生理盐水组及锌原卟

啉组显著减少，而 ＨＯ１抑制组细胞凋亡较生理盐水组则显著

增多，提示对血红素氧合酶表达的干预后，神经细胞的凋亡比

较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

脑外伤包括一系列病理生理过程，主要是机械损伤、脑水

肿、脑缺血、出血等［１］，从而伴随血红蛋白分解和亚铁血红素释

放到脑组织细胞外［２］。颅脑创伤所致的神经细胞损伤主要有

３种形式：（１）原发性损伤（物理性的打击）所致的神经细胞直

接死亡；（２）伤后出血、压迫、缺血缺氧等继发性损伤因素所引

起的神经细胞坏死；（３）炎性介质、细胞因子、兴奋性递质、

Ｃａ２＋超载、氧自由基等因素所诱发的神经细胞凋亡。自１９９５

年美国学者Ｒｉｎｋ首先证明颅脑创伤后神经细胞存在凋亡现象

以来，越来越多的证据表明凋亡在颅脑创伤所引起的神经细胞

损伤中起着重要的作用，并对其机制进行了深入的研究。急性

颅脑外伤后神经细胞常发生迟发性损伤，主要表现为神经细胞

凋亡。夏磊等［３］发现脑外伤后１ｈ即可出现神经细胞凋亡。

细胞凋亡过程受到严格的基因调控。Ｂｃｌ２基因是目前公认的

内源性抗凋亡因子［４］，它对维持颅脑损伤后神经细胞的生存具

有重要作用，并且不同的干预和刺激可上调Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ在中

枢神经系统的表达及其蛋白合成，抑制神经细胞凋亡，促进轴

突再生，从而提高神经细胞的存活能力。其机制可能通过抑制

Ｂａｘ的促凋亡作用、维持细胞钙稳定、抑制细胞色素Ｃ进入细

胞质等，最终抑制凋亡蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）激活所介导的细胞凋

亡。研究表明，Ｂｃｌ２的表达能抑制多种因素诱导的细胞凋亡，

抑制Ｂｃｌ２的表达具有促进凋亡的作用
［５６］。ＨＯ１作为亚铁

血红素代谢的关键酶，ＨＯ１在细胞抗氧化应激损伤方面起重

要调节作用［７８］。研究表明 ＨＯ１不仅能催化血红素生成一氧

化碳、铁、胆红素，还具有多种生物活性：抗炎、抗氧化、抗凋亡、

调节微循环的作用［９１１］。同时，ＨＯ１的抗凋亡作用也逐渐成

为研究的热点［１２１４］。Ｂｏｔｒｏｓ等
［１２］、Ｉｍｕｔａ等

［１３］研究发现 ＨＯ１

可以降低ｃａｓｐａｓｅ的活性、促进Ｂｃｌ２的表达，从而抑制细胞凋

亡。Ｐａｒｆｅｎｏｖａ等
［１５］研究也发现，ＨＯ１与原癌基因Ｂｃｌ２和ｐ５３

家族的激活有关，这些基因的产物在细胞的凋亡中起重要作用。

本课题组采用通过干预 ＨＯ１的表达，检测细胞凋亡指数

和Ｂｃｌ２表达，观察 ＨＯ１能否对抗脑外伤后神经细胞凋亡。

实验结果提示，脑外伤后 ＨＯ１、Ｂｃｌ２表达，可以检测大量凋亡

细胞。可以发现不同因素的干预 ＨＯ１的表达，Ｂｃｌ２表达的

表达水平随之出现变化，同时改变脑组织凋亡指数，ＨＯ１的

表达越高，Ｂｃｌ２的表达也越高，大鼠的凋亡指数越低，反之亦

然。由此可以推测，外伤后 ＨＯ１可能促进Ｂｃｌ２表达，从而抑

制神经细胞的凋亡，发挥对神经系统的保护作用。同时，在颅

脑外伤后，它还可能通过减轻脑水肿、降低脑组织自由基的产

生，发挥抗炎、抗氧化、抗凋亡、调节微循环的作用，从而减少神

经细胞凋亡，保护血脑屏障，改善神经行为，最终改善脑损伤的

预后。因此，在将来的颅脑外伤治疗中，可以通过改变血红素

氧合酶的表达，从而改变颅脑外伤的预后，这将可能为颅脑外

伤的治疗提供新的思路。
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了这一病理机制［１４］。

本研究检测的是金黄色葡萄球菌肠毒素基因，而并非肠毒

素蛋白本身。基因在翻译、表达为蛋白质的过程中会受到机体

内环境及外界多种因素的影响，也就是说，虽然在本实验的菌

株中检测到某种肠毒素基因的存在，但在复杂的鼻腔微环境中

由于受到多种因素的调控，并不是金黄色葡萄球菌所携带的每

个肠毒素基因都会表达为具有功能的毒素蛋白。最后这些基

因是否会转录、翻译成肠毒素蛋白质，而且表达的量是多少，目

前，蛋白质组学方法的灵敏度还不能够完整、准确地检测出。

因此，对慢性鼻鼻窦炎（伴和不伴鼻息肉）中实际表达存在的

金黄色葡萄球菌肠毒素蛋白质谱的分析将更有意义，这也是作

者今后的探索和挑战［１５］，而且随着金黄色葡萄球菌在宿主免

疫系统及局部微环境作用下产生的各种基因突变，更多新的肠

毒素基因也有待去发现［１６］。
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