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钴原卟啉诱导ＨＯ１表达增加对老龄小鼠骨骼肌组织氧化应激和炎症反应的影响
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　　［摘要］　目的　探讨注射钴原卟啉（ｃｏｂａｌｔｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ，ＣｏＰＰ）诱导血红素加氧酶１（ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）表达增加在老龄小鼠骨骼肌微环境包括氧化应激、炎症反应的调节作用。方法　分
别将正常成年（２月龄）和老年（１８月龄）Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠按照简单随机抽样法分为对照组及注射
ＣｏＰＰ组；ＣｏＰＰ组小鼠连续３ｄ腹腔注射ＣｏＰＰ溶液［５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，对照组注射同体积生理盐水。在
３、７、１４ｄ后取新鲜腓肠肌组织，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＯ１（３ｄ组）的表达，ＥＬＩＳＡ检测过氧化标志分子丙
二醛（ＭＤＡ）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量及抗氧化酶类 ＣｕＺｎ超氧歧化酶（ＳＯＤ）等活性变化。用老年
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立腓肠肌损伤模型，采用简单随机抽样法分为ＣｏＰＰ处理组和对照组，分别在３、７、１４ｄ
后检测中性粒细胞和Ｍ２型巨噬细胞浸润。结果　正常老年组 ＨＯ１表达量高于成年组，老年组注射
ＣｏＰＰ后ＨＯ１表达升幅显著低于成年组（Ｐ＜０．０５）；注射 ＣｏＰＰ后，成年和老年组 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量均下
降，ＳＯＤ、ＣｕＺｎＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＣＡＴ酶活性升高，且老年 ＣｏＰＰ组过氧化标志分子含量高于成年 ＣｏＰＰ
组，抗氧化酶活性较低（Ｐ＜０．０５）。骨骼肌损伤后３、７ｄ，ＣｏＰＰ处理组中性粒细胞浸润均低于对照组；
ＣＤ１６３阳性Ｍ２型巨噬细胞浸润出现较晚，且注射ＣｏＰＰ后，Ｍ２型巨噬细胞的浸润显著高于对照组。结
论　老年骨骼肌对ＣｏＰＰ的反应性下降，抗氧化应激能力下降。损伤后诱导ＨＯ１表达增加能够降低早
期中性粒细胞、促进Ｍ２型巨噬细胞的浸润，可能有助于骨骼肌损伤修复。
　　［关键词］　 血红素加氧酶１；骨骼肌；老化；氧化应激；炎症反应
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　　骨骼肌在老化过程中逐步呈现结构和功能的退变
减弱，称为增龄性骨骼肌丢失症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ），该改变
不仅严重影响老年人的生理活动和生活质量，也常引

起或加重一些老年相关退行性疾病［１］。研究显示，老

年骨骼肌组织内两类常见的病理改变即氧化应激和炎

症反应在肌肉丢失症的发生、发展中扮演了重要角

色［２］。血红素加氧酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）是血红素
代谢的起始及限速酶，近十余年研究显示血红素加氧

酶１（ＨＯ１）及其代谢产物具有抗氧化、抗炎症等生物
学作用，是应激与多种病理情况下组织细胞自我保护、

重建微环境稳态的重要机制［３－４］。对此领域的深入研

究对于发掘促进老年骨骼肌再生能力的新途径，有效

防治增龄性骨骼肌丢失症等肌萎缩性疾病的发生、发

展，具有重要的理论和医学实践意义。本研究观察诱

导ＨＯ１表达增加后老年小鼠骨骼肌组织过氧化标志
分子含量和抗氧化酶活性的变化，以及在损伤老年小

鼠骨骼肌组织中性粒细胞和巨噬细胞浸润的变化，以

探讨微环境变化对老年骨骼肌损伤修复的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　３０只雄性２月龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，
体质量（３０±８）ｇ，３０只雄性１８月龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体
质量（４０±１０）ｇ，购自第三军医大学实验动物中心。
１．１．２　试剂　　钴原卟啉（ｃｏｂａｌｔｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ，
ＣｏＰＰ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）分型试剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）测定试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕａｔｈｉｏｎ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）试剂盒、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，

ＣＡＴ）测定试剂盒等购自南京建成生物工程研究所；
ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、抗体
稀释液等购自碧云天生物技术研究所；小鼠单克隆

ＧＡＰＤＨ抗体、βａｃｔｉｎ抗体、辣根过氧化物酶标记山羊
抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体、兔抗髓过氧化物酶（ＭＰＯ）多克隆
抗体购自北京中杉金桥生物有限公司；兔多克隆ＨＯ１
抗体（ａｂ１３２４３）购自 Ａｂｃａｍ公司；兔多克隆 ＣＤ１６３抗
体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒等为武汉博
士德生物工程有限公司产品。

１．２　方法
１．２．１　骨骼肌组织 ＨＯ１蛋白表达水平的检测　　
将１６只２月龄和１８月龄Ｃ５７雄性小鼠采用简单随机
抽样法分为对照组及注射钴原卟啉组（ＣｏＰＰ组）。
ＣｏＰＰ组小鼠连续 ３ｄ腹腔注射钴原卟啉溶液
５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），对照组注射同体积生理盐水，３ｄ后取
新鲜腓肠肌组织标本，液氮速冻。提取总蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，煮沸变性后，行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，半干转印，５％脱脂牛奶封闭２ｈ，一抗（１∶１０００）
４℃ 孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，二抗（１∶２０００）室温孵育，
洗膜３次，化学发光检测。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行
光密度分析，内参蛋白为βａｃｔｉｎ。
１．２．２　骨骼肌组织过氧化分子及抗氧化酶活性的检测
　　将１．２．１中冻存的肌组织冰上解冻，制备１０％的组
织匀浆：生理盐水清洗，滤纸吸干，称量，加入９倍体积
预冷的生理盐水，１３０００ｒ／ｍｉｎ冰上匀浆，２０００ｒ／ｍｉｎ
低温离心１５ｍｉｎ，取上清分装８管，每管５０μＬ；分别
用于检测总蛋白、ＳＯＤ、ＣｕＺｎＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ酶活
性及ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量。
１．２．３　老年骨骼肌损伤模型中中性粒细胞、Ｍ２型巨噬
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细胞的免疫组化染色　　用４％水合氯醛３５０ｍｇ／ｋｇ腹
腔注射麻醉小鼠，暴露腓肠肌，用手术刀片（１１＃）在距其
远端约６０％的最大直径处十字切割肌腹（全层，宽度横
切５０％、纵切５ｍｍ），不缝合，然后用５０的黑丝线全层
缝合皮肤筋膜切口。采用简单随机抽样法分为ＣｏＰＰ处
理组和对照组，处理组在损伤后连续３ｄ腹腔注射ＣｏＰＰ
［５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，对照组注射同体积生理盐水，分别在
３、７、１４ｄ后进行心脏灌注固定取材：固定液为过碘酸
盐赖氨酸多聚甲醛（ＰＬＰ），取出腓肠肌用 ＰＬＰ后固定
２４ｈ，３０％蔗糖溶液脱水 ４８ｈ后 ＯＣＴ包埋，行厚度
８μｍ的冰冻切片。染色：ＰＢＳ漂洗 ３次／５ｍｉｎ，３％
Ｈ２Ｏ２室温封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次／５ｍｉｎ，１％ＢＳＡ／
０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温封闭１ｈ，ＭＰＯ或 ＣＤ１６３一抗
（１∶１００）３７℃孵育 ２ｈ，４℃过夜，ＰＢＳ漂洗 ３次／
５ｍｉｎ，二抗孵育３７℃，２ｈ，ＰＢＳ漂洗，ＳＡＢＣ室温１．５ｈ，
ＰＢＳ漂洗，ＤＡＢ显色，ＰＢＳ终止后脱水透明封片。
１．２．４　老年骨骼肌损伤模型中 ＣＤ１６３蛋白表达水平
检测　　建模方法参照１２３，在３、７、１４ｄ后取材：麻
醉动物后快速分离取材新鲜腓肠肌，冻存备用，参照

１２１中Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测ＣＤ１６３蛋白动态表达。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计软
件进行随机区组设计的方差分析，组间两两比较采用

独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　腹腔注射ＣｏＰＰ诱导ＨＯ１的表达
　　与对照组相比，腹腔注射ＣｏＰＰ处理能够增加ＨＯ１
蛋白的表达量；老年对照组 ＨＯ１表达量高于成年对
照组，但在注射ＣｏＰＰ后，老年ＣｏＰＰ组ＨＯ１表达量低
于成年ＣｏＰＰ组（Ｐ＜０．０５，图１）。
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１：成年对照组；２：成年ＣｏＰＰ组；３：老年对照组；４：老年ＣｏＰＰ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＨＯ１的相对表达量　ａ：Ｐ＜
０．０５，与成年ＣｏＰＰ组比较
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测腹腔注射ＣｏＰＰ诱导ＨＯ１的表达

２．２　诱导 ＨＯ１表达增加对老年骨骼肌氧化应激状
态的影响

　　腹腔注射 ＣｏＰＰ后，成年 ＣｏＰＰ组和老年 ＣｏＰＰ组
ＳＯＤ、ＣｕＺｎＳＯＤ酶活性均升高，ＭＤＡ含量降低；老年
ＣｏＰＰ组 ＳＯＤ酶活性低于成年 ＣｏＰＰ组，ＣｕＺｎＳＯＤ酶
活性低于成年 ＣｏＰＰ组，ＭＤＡ含量高于成年 ＣｏＰＰ组
（Ｐ＜０．０５，图２Ａ～Ｄ）。成年 ＣｏＰＰ组和老年 ＣｏＰＰ组
ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ酶活性升高，Ｈ２Ｏ２含量降低；老年 ＣｏＰＰ
组ＧＳＨＰｘ酶活性高于成年ＣｏＰＰ组，ＣＡＴ酶活性低于
成年ＣｏＰＰ组，Ｈ２Ｏ２含量高于成年 ＣｏＰＰ组（Ｐ＜０．０５，
图２Ｅ～Ｇ）。
２．３　诱导 ＨＯ１表达增加对老年损伤模型炎症反应

中中性粒细胞的影响

　　老年小鼠骨骼肌损伤模型建立后，采用免疫组织
化学染色观察对照组和损伤组炎症反应中性粒细胞的

浸润，损伤后３ｄ，中性粒细胞大量浸润，损伤７ｄ，中性
粒细胞浸润减少（图３）。
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１：成年对照组；２：成年ＣｏＰＰ组；３：老年对照组；４：老年ＣｏＰＰ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与成年ＣｏＰＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与老年对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与成年对照组比较

Ａ：总蛋白；Ｂ：ＭＤＡ；Ｃ：ＳＯＤ；Ｄ：ＣｕＺｎＳＯＤ；Ｅ：ＧＳＨＰｘ；Ｆ：ＣＡＴ；Ｇ：Ｈ２Ｏ２
图２　诱导ＨＯ１表达增加对老年骨骼肌组织氧化应激状态的影响
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Ａ：对照组ＳＡＢＣ染色；Ｂ：损伤３ｄ组ＳＡＢＣ染色；Ｃ：损伤７ｄ组ＳＡＢＣ染色；Ｄ：对照组ＨＥ染色；Ｅ：ＣｏＰＰ处理３ｄ
组ＳＡＢＣ染色；Ｆ：ＣｏＰＰ处理７ｄ组ＳＡＢＣ染色

图３　诱导ＨＯ１表达增加对老年损伤模型炎症反应中中性粒细胞浸润的影响　（×１００）

２．４　诱导 ＨＯ１表达增加对老年损伤模型炎症反应
中Ｍ２型巨噬细胞的影响

　　老年小鼠骨骼肌损伤模型建立后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测对照组和 ＣｏＰＰ处理组 Ｍ２型巨噬细胞标记
分子ＣＤ１６３的表达量，损伤后注射ＣｏＰＰ诱导ＨＯ１表
达增加 ３、７ｄ，ＣｏＰＰ处理组 ＣＤ１６３表达量高于对照
组，ＣｏＰＰ处理７ｄ组出现最大表达量（图４）。
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１：对照组；２：损伤３ｄ对照组；３：ＣｏＰＰ处理３ｄ组；４：损伤
７ｄ对照组；５：ＣｏＰＰ处理 ７ｄ组；６：损伤 １４ｄ对照组；
７：ＣｏＰＰ处理１４ｄ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果
图４　诱导ＨＯ１表达增加对老年损伤模型炎症反应中Ｍ２型

巨噬细胞的影响

　　免疫组织化学染色观察对照组和 ＣｏＰＰ处理组炎
症反应中巨噬细胞的浸润，ＣＤ１６３阳性 Ｍ２型巨噬细
胞浸润出现较晚，且注射 ＣｏＰＰ后，Ｍ２型巨噬细胞的
浸润仍高于对照组（图５、６）。

! " # $ % &

!"

%'

$'

#'

"'

!'

'

(
)
!
&
#
#

$
%

&
'

１：损伤３ｄ对照组；２：损伤７ｄ对照组；３：损伤１４ｄ对照
组；４：ＣｏＰＰ处理３ｄ组；５：ＣｏＰＰ处理７ｄ组；６：ＣｏＰＰ处理
１４ｄ组
图５　诱导ＨＯ１表达增加对老年骨骼肌损伤模型中Ｍ２型

巨噬细胞浸润的ＳＡＢＣ染色的半定量分析结果

３　讨论

　　骨骼肌是受老化进程影响最大的组织器官之一，
伴随着衰老进程，骨骼肌组织微环境常出现两类明显
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Ａ：损伤３ｄ对照组；Ｂ：损伤７ｄ对照组；Ｃ：损伤１４ｄ对照组；Ｄ：ＣｏＰＰ处理３ｄ组；Ｅ：ＣｏＰＰ处理７ｄ组；Ｆ：ＣｏＰＰ处理１４ｄ组
图６　诱导ＨＯ１表达增加对老年骨骼肌损伤后炎症反应中Ｍ２型巨噬细胞浸润的影响　（ＳＡＢＣ×２００）

病理改变即氧化应激和炎症反应，研究显示它们是导

致组织稳态失衡和再生能力下降的重要原因［２］。ＨＯ１
具有抗氧化、抗炎等细胞保护和维持内环境稳态的作

用，对造血系统干细胞微环境具有重要的调节作

用［５－６］；但诱导 ＨＯ１表达增加对老年骨骼肌微环境
的影响目前尚不清楚。

　　ＨＯ１作为一种应激保护蛋白，生理情况下在许多
组织器官仅有低水平表达，但在低氧、多种细胞因子、

热休克及氧化应激等条件下常被诱导上调［３］。本研

究发现老年肌组织 ＨＯ１表达量明显高于成年组，但
在注射诱导剂ＣｏＰＰ后，老年 ＣｏＰＰ组 ＨＯ１表达量的
升幅却显著低于成年 ＣｏＰＰ组，提示与成年相比，老年
骨骼肌对ＣｏＰＰ的反应性下降。
　　氧化应激的发生是机体内氧化与抗氧化系统功能
失衡的结果，它既可能源于以活性氧自由基为代表的

氧化分子产生增多，也可能由于组织内抗氧化系统特

别是抗氧化酶类的合成减少所致［７－８］。近年研究提示

老年人对于生理条件引起的氧化应激更为敏感［９］。

本研究同时检测了骨骼肌组织内氧化标志分子和抗氧

化酶类的表达及活性，显示腹腔注射 ＣｏＰＰ后，肌组织
ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量降低，提示ＨＯ１是老年骨骼肌中过氧
化反应的一种抑制剂；ＳＯＤ、ＣｕＺｎＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ

酶活性升高，说明这些抗氧化酶降低了氧化应激对肌

组织的损害，ＨＯ１提高了老年骨骼肌内的抗氧化反应
程度。

　　骨骼肌损伤早期组织呈现急性炎症反应，我们通
过建立老年骨骼肌损伤模型，显示损伤后３ｄ中性粒
细胞大量浸润，７ｄ时有所减少；诱导 ＨＯ１表达增加
后中性粒细胞浸润减少，提示 ＨＯ１高表达可以降低
老年骨骼肌损伤早期炎症反应。文献［１０－１１］报道
老年骨骼肌运动损伤后中性粒细胞大量浸润会释放

ＭＰＯ，继而加重组织微环境内的氧化应激反应。Ｇｈａｌｙ
等［９］研究也显示老年小鼠骨骼肌挫伤后，ＭＰＯ和
ＮＦκβ含量增加，会增加炎症反应程度。研究表明骨
骼肌损伤后的强大再生能力主要依赖于急性炎症后肌

卫星细胞的活化增殖，在此过程中发挥关键激活作用

的是炎性反应后期具有抗炎作用的 Ｍ２型巨噬细
胞［１２－１６］。我们应用标记分子 ＣＤ１６３观察了损伤后肌
组织Ｍ２型巨噬细胞浸润和诱导 ＨＯ１表达增加的影
响，显示３ｄ时Ｍ２型巨噬细胞较少，７ｄ时有浸润量最
大，经ＣｏＰＰ诱导后 ＣＤ１６３的表达量显著高于损伤对
照组；提示损伤后诱导 ＨＯ１表达增加可能有助于损
伤骨骼肌组织卫星细胞的活化增殖。诱导 ＨＯ１表达
增加后，通过降低氧化应激和炎症反应以及二者之间
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的相互影响等途径，共同改善了老年骨骼肌微环境。

　　近年来有关肌卫星细胞功能属性的研究显示，老
年骨骼肌卫星细胞增殖分化能力的下降是其再生能力

减退的主要原因。本研究尚未阐明上述微环境的改变

与肌卫星细胞功能下降有何内在联系，减轻骨骼肌氧

化应激和改善炎性环境对卫星细胞增殖分化及肌肉再

生能力有何影响等问题仍需进一步研究。

　　总之，诱导 ＨＯ１表达增加可以有效降低老年骨
骼肌氧化应激和炎症反应，有助于骨骼肌损伤修复，对

此领域的研究将有助于发掘促进老年骨骼肌再生能力

的新途径，有效防治增龄性骨骼肌丢失症等肌萎缩性

疾病的发生、发展。
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