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Ho一1和Ho一2在大鼠慢性脑血流低灌注状态下 

肝脏中的动态变化及意义 
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(1．重庆医科大学附属永川医院重症医学科 ，重庆 402160；2．重庆医科大学基础医学院病理教研室， 

重庆 400016；3．重庆医科大学附属第二医院感染科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察血红素加氧酶 heme oxyenase，H0)2种同工酶 HO一1和HO一2在慢性脑血流灌注不足大鼠的肝脏中的动 

态变化并探讨其意义。方法：42只成年雄性sD大鼠，4月龄，体质量250～300 g，随机分为模型组和假手术组。假手术组只分离 

出双侧颈总动脉但不结扎，模型组行永久性双侧颈总动脉结扎术，然后将大鼠分别在术后 1、7、14、21、28 d处死，分别用逆转 

录一聚合酶链式反应 reverse transcription—polymerase chain reaction，RT—PCR)和 Western blot检测 HO一1和 HO一2的表达，并检 

测HO的活性变化。结果：RT—PCR和Western blot显示，与假手术组比较，HO一1 mRNA和蛋白水平在术后 1 d即有增加，并在 

第7天达到高峰(P=-0．000，P=-0．000)；伴随着脑血流供应的代偿性恢复，HO一1 mRNA和蛋白的表达在术后 14、21、28 d都逐渐 

降低，但是和假手术组相比，在术后 14 d和21 d时，差异都有统计学意义(e=-0．000，P=-0．000)。这样的变化与HO的活性变化一 

致(e=-0．000)。然而RT—PCR和Western blot发现HO一2 mRNA和蛋白水平在慢性脑血流灌注不足的肝脏中没有变化( 0．604， 

／9=_0．329)。结论：血红素加氧酶和HO一1 mRNA以及蛋白的表达在慢性脑血流灌注不足的肝脏中增加，而HO一2 mRNA和蛋白 

的表达变化无统计学意义。提示 HO一1通过增加血红素加氧酶活性保护肝脏免收慢性脑血流关注不足引起的损伤。 
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Dynamic expressions of heme oxygenases in the livers 

of chronic cerebraI hypOper．fuSiOn rats 

Li DanI．Yu Tianpinf，Zhang Pen ，Chen Yao3 Li Yu2 

(J．Department of Intensive Care Unit，Yongchuan Hospital of Chongqing Medical University； 

2．Teaching and Research Section ofPathology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University； 

3．Department of Infectious Disease，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the dynamic change of heme oxygenase-1(HO一1)and heine oxygenase一2(HO一2)in the livers of 

the rats with cerebral hypopeffusion，and to explore their significance．Methods：Sixty 4-month—aged male SD rats，wei【ghing 250 to 

300 g，were enrolled and divided into model"groups and sham group．Model groups were performed by perm anent bilateral common 

carotid arteries occlusion(2 vessel occlusion，2VO)and randomly divided into 5 groups(1，7，l4，21，28 d after 2VO)．The expres— 

sions of HO—-1 and HO——2 at mRNA and protein levels were detected by RT-PCR and Western blot．HO activities were evaluated by 

ultraviolet specr0ph0tometer．Results：RT-PCR and Western blot results showed that the expression of HO一1 mRNA and protein were 

increased in’the livers on 1 d after 2VO，and reached a peak on 7 d after 2VO(P=0．000，P=O．000)，accompanied by enhancement of 

HO activity(P=-0．000)．Nevertheless．RT—PCR and Western blot showed that the expression of HO-2 didn’t change with time gradient 

作者介绍：李 丹，Email：4255997@qq．com， 

研究方向：神经重症的病理生理。 

通信作者：李 昱，Email：liyul00@sina．com。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(编号：30973154)：重庆市科 

委基金资助项 目(编号：CSTC，2009BB5270)；重庆市教委 

基金资助项 目(编号：KJ090301)。 

优先出版：http：／／kns．cnki．net／kcms／detail／50．1046．R．20171130．1014．010．html 

f2017一l1—3O) 

(P=0．604，P=0．329)．Conclusion：The activity of heme oxyge- 

nase and HO一1 mRNA and protein are increased in the livers 

of the rats with chronic cerebral hypoperfusion，but the expres- 

sion of HO-2 at mRNA and protein level is not statistically 

changed，suggesting that HO一1 may play a protective role 

against liver injury induced by chronic cerebral hypoperfusion． 

【Key words]heine oxygenase一1；heme oxygenase一2；live ；cere— 

bral hypoperfusion 
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血红素加氧酶 heme oxygenase，HO)系统能对 

氧化应激作动态变化，能催化血红素生成一氧化碳、 

二价铁离子和胆绿素 。在正常机体中，胆绿素很 

难积累．并很快由胆绿素还原酶还原成胆红素。这 

也说明在生理状态下其主要产物是胆红素[31。同时， 

二价铁离子也很快被氧化为三价铁离子。另外，作 

为一种假定的神经递质，CO被认为是胃肠系统中 

最好的内源性神经递质 。血红素加氧酶系统中有 

2种主要的同工酶，HO一1和 HO一2t6]。HO一1是一种 

诱导性酶，能够被多种刺激因子所诱导，尤其是与 

红细胞损伤有关的刺激因子，例如血红素及其他卟 

啉类化合物【7J。同时，HO一1也被认为是一种热休克 

蛋白，主要存在于脾脏和肝脏中。相反，HO一2是一 

种组织性酶。并主要存在于大脑和睾丸中，其在生 

理状态下主要发挥着血红素加氧酶活性的作用【8J。 

许多学者认为HO—l在机体中起着抗炎性、抗 

增殖、抗凋亡、抗氧化的作用[9-“l。Hyun[ 2]和 Aztatzi— 

Santilldn[ 蹲证明了HO一1在脑缺血中起着保护作用。 

然而HO一2在机体损伤后扮演的角色却不是很清 

楚。在过去十多年里，有许多学者描述了血红素加 

氧酶系统在肝脏疾病中的作用[H q，但是几乎没有 

研究去探索在慢性脑血流低灌注状态下的肝脏中 

血红素加氧酶系统同工酶的变化。为此，本研究对 

慢性脑血流灌注不足是否会引起肝脏中血红素加 

氧酶同工酶的表达变化以及在术后不同时间点肝 

脏中HO一1、HO一2和血红素加氧酶活性的动态变化 

进行研究 

1 材料和方法 

1．1 材料 

42只成年雄性sD大鼠，4月龄，体质量250—300 g。所 

有实验用动物均得到重庆医科大学动物保护和使用委员会 

的认可。6一磷酸葡萄糖 、还原型辅酶 I1(NADPH)、氯化正铁 

血红素和 6一磷酸葡萄糖脱氢酶购 自美国 Sigma公司；Brizol 

试剂购 自BioFlux，Osaka，Japan；PCR试剂盒购自Promega， 

Madison，WI，USA；蛋白裂解液和蛋白浓度测定试剂盒购 自 

碧云天生物技术有限公司；兔抗鼠HO一1和HO一2多克隆抗 

体购自北京博奥森生物技术有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型 所有动物被随机分为假手术(Sham)组(n= 

7)和模型组，用 3．5％的水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠(1 mL／ 

100 g)。假手术组只分离出双侧颈总动脉而不结扎，模型组 

行双侧颈总动脉永久性结扎术，待动物苏醒后，再将模型组 

大鼠随机分为 5组，即术后 1 d组(n=7)，术后 7 d组(n=7)， 

术后 14 d组(n=7)，术后21 d组(n=7)，术后28 d组(n=7)。 

所有动物在手术前后均给予充足的水和食物，室温为 24～ 

25℃，湿度为 40％ 70％，12 h光照，12 h黑暗。然后将大鼠 

在不同时间段断头处死。 

1．2．2 肝组织中 HO一1和 HO一2 mRNA表达变化 在不同 

时间段处死大鼠后．快速分离大鼠肝脏组织，液氮中保存。用 

总RNA抽提试剂提取总RNA后，反转录合成cDNA第一链， 

并以其为模板 ，分别对 HO一1和 HO一2进行 PCR扩增，beta— 

actin为内参照。引物序列为：HO一1上游，5’一TGGCCCACG 

CATATACCCGCTA一3’：HO一1下游 ．5’一TGGGA rIfITCCTC— 

GGGGCGTCT一3’：HO一2上游．5’一TAGCACCTCTGCCTGCC— 

AGCAT-3’；HO-2下游．5’．ACAAAACCTGGGTGTGGGCAGC一 

3’；B—aetin—匕捞拿，5’一AAGATCCTGACCGAGCGTGGCT-3’；p— 

actin下游．5’-ACGCAGCTCAGTAACAGTCCGC-3’。PCR反应 

体系为25 mL(双蒸水 8．5 mL，上、下游引物各 1 mL，Taq 

Mixl2．5，cDNA 2 mL)，共 35个循环(94℃、30 fl，60℃、30 S， 

72℃、45 S)，4℃保存。2％琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物 

DNA．1 000 bp DNA Ladder作分子量标准 ．Bio—rad凝胶分析 

系统对PCR产物进行定量分析(Bio—Rad，Hercules，CA，US— 

A) HO—l和 HO一2 mRNA表达水平用 HO一1或者 HO一2和 

B—actin两电泳带光密度的比值描述。 

1．2．3 肝组织中HO一1和 HO一2蛋 白表达变化 取出液氮 

冻存的肝脏组织，碾碎后加入蛋白裂解液。冰上放置30 min， 

然后于 4 oC，12 000 g离心 10 rain，分离上清液。蛋白浓度的 

测定采用 Bradford方法 。每孔加入 40 g蛋白进行 SDS— 

PAGE电泳，蛋白电泳转移仪将分离后的蛋白条带转至硝酸 

纤维膜上，封闭液室温封闭2 h；按 1：500分别加入兔抗鼠 

HO一1、HO一2抗体，4 oC孵育过夜；洗膜；按 1：l 000加入羊抗 

兔抗体，室温孵育2 h；化学发光试剂反应2 min，发光成像仪 

取像并测定条带灰度值，以HO一1或 HO一2灰度值与beta— 

actin灰度值的比值表示蛋白表达水平。 

1．2．4 肝组织中血红素加氧酶活性检测 参照文献旧的方 

法进行。分离肝脏，加3倍体积匀浆缓冲液(蔗糖0．01 mol／L， 

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 0．01 mol／L，乙二胺四乙酸二钠 

0．000 1 mol／L，pH 7．4)，4 oC匀浆；4℃超声处理 30 s；4℃， 

12 000 g离心 10 min：取上清0．2 mL，加反应混合液 0．8 mL 

(6一磷酸葡萄糖2 mmol／L，6-磷酸葡萄糖脱氢酶3．33 nkat，氯 

化正铁血红素20 mmol／L，大鼠肝胞质 2 mg，NADPH 0．8 

mmol／L)。酶促反应在加入NADPH后开始计时，37℃避光反 

应 1 h。加预冷氯仿 1 mL终止反应并抽提生成的胆红素。 

7 500 r／min离心 20 min，分离有机相 。波长 464—530 nm比 

色，氯仿调零(胆红素消光系数40／(mmol·L·cm)。 

1．3 统计学分析 

采用 SPSS 18．0进行统计学分析，所有数据均以均数±标 

准差表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较 

采用 LSD-t检验，检验水准 a=0．05。 
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2 结 果 

2．1 肝组织中HO—l和 HO一2 mRNA表达变化 

在慢性脑血流灌注不足后，和Sham组相比，肝组织中的 

HO一1 mRNA表达在术后不同时间点均有增加，并在第7天 

达到明显增高( 0．000)。伴随着脑血流供应的代偿性恢复， 

HO一1 mRNA的表达在术后 l4、21、28 d又逐渐降低，但是和 

假手术组相比，在术后 14 d和 21 d时．HO一1 mRNA的增加 

仍有统计学意义(P=0．000，P=0．000)。然而 ，肝组织中HO一2 

mRNA的表达在术后不同时间点变化无统计学意义(P= 

0．604)(表 1和图 1)。 

表 1 各组 HO一1和 HO一2的 mRNA表达水平(，l=7) 

Tab．1 Expressions of HO一1 and HO一2 in each group(n=71 

注：1 d，术后 1 d；7 d：术后 7 d；14d：术后 14 d；2l d：术后 21 d；28 d 

术后 28 d；a：与Sham组比较 ，P<0．01．b：与Sham 组比较，P>0．05 

580 bp 

226 bp 

580 bp 

385 bp 

—Ratio of HO一1／t3一aetin 

翻Ratio of HO一2／13一actin 

2．2 肝组织中H0—1和 HO一2蛋白表达变化 

Western blot检测发现，与Sham组相比，脑血流灌注不 

足的肝脏组织中的 HO一1蛋白表达增加 ．并在术后第 7天达 

到高峰(尸=0．000)。同样，在术后 l4、21、28 d时，HO一1的蛋 

白表达比术后第 7天降低，但与Sham组相比，还是增加，仍 

有统计学意义( 0．000，P=-O．000，P=-O．ooo)。相较于HO一1，与 

Sham组相比，HO一2的蛋白表达变化在脑血流低灌注状态下 

无统计学意义(P=0．329)(表 2，图 2)。 

表 2 各组 HO一1和 HO一2的蛋白表达水平 =7) 

Tab．2 Expressions of HO-1 and HO-2 in each group(n=7) 

注：l d，术后 1 d；7 d：术后 7 d；14d：术后 14d；21 d：术后 21 d；28 d 

术后 28d；a：与 Sham 组比较，P<0．01．b：与 Sham 组比较，P>0．05 

43 kD 

35 kD 

31．7 kD 

O．6 

0．4 

0 

I1 Ratio of HO—l／B—actin 

13-actin 
H0—2 

HO—l 

墨 Sh
am~[ 1 d组 7 d组 14 d组 21 d组 28 d组 

1 d：术后 1 d；7 d：术后 7 d；14 d：术后 14 d；21 d：术后 21 d； 

28 d：术后 28 d；a：与 Sham 组相比，P<0．O1 

图2 肝组织中 HO一1和 HO一2蛋白表达变化 

Fig．2 Expression of HO-1 and HO-2 at protein level in the liver 

tissues of the rats 

2．3 肝组织中血红素加氧酶活性检测 

当肝组织处于脑血流低灌注状态下，血红素加氧酶活性 

呈时间依赖增加。和Sham组相比，血红素加氧酶的活性在术 

后 1 d增加即有统计学意义( O．000)，并持续到术后第7天 

(P=0．000)。然后在术后 14、21、28 d逐渐降低(P=0．000，尸= 

O．000， 0．ooo)。血红素加氧酶活性的这种变化趋势与 HO一 

1 mRNA和蛋白表达变化是一致的(表 3，图 3)。 
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表 3 各组血红素加氧酶活性检测(n=7) 

Tab．3 Activity of He in the liver tissues of the rats 

in each group(n=7) 

组别 H0活性 

273．714±1．799 

2 212．714±2．563 

2 584．857 4-2．41 oB 

2 355．143 4-2．795 

2 l11．571 4-2．878 

991．714士1．976a 

，值 

P值 

981 588．722 

O．00o 

注：1 d，术后 1 d；7 d：术后 7 d；14 d：术后 14 d；21 d：术后 21 d；28 d 

术后 28 d；a：与 Sham组比较，P<0．01 

3 讨 论 

作为血红素加氧酶系统中的2种主要的同工 

酶．HO一1和HO一2在哺乳动物体内扮演着重要的 

角色。两者均能催化血红素生成一氧化碳 二价铁 

离子和胆绿素。HO一1也被认为是一种热休克蛋白， 

能被多种刺激因子所诱导。包括缺血、低氧和其他 

有害因子[18-211。Motterlini等 发现 HO一1能够被低 

氧所诱导表达，其HO一1 mRNA在严重的低氧环境 

中的不同时间段表达均增加。并伴随着血红素加氧 

酶活性的提高。另一些研究者发现，HO一1的过表达 

能够保护肝脏免受缺血再灌注损伤，其保护机制是 

通过调节 氧化应激因子 和炎症因子的变化 ，如 

TNF— 、iNOS、COX一2 。本研究也发现慢性脑血流 

灌注不足的肝脏组织中HO一1 mRNA和蛋白的表 

达是增加的，这些数据可能说明了HO一1在肝脏组 

织的损伤中起着保护作用。有趣的是，也有学者发 

现在大鼠和小鼠中肝脏的缺血再灌注损伤会诱导 

肾脏组织中HO一1的表达增加，其诱导表达的机制 

可能是通过 Nrf2这条通路 。本研究证实大脑的慢 

性脑血流低灌注会引起肝脏组织 HO一1 mRNA和 

蛋白表达的增加，说明在机体内，一种器官的损伤 

会引起远距离的另一器官的损害，表现为分子水平 

的变化。 

相反 ，HO一2是一种组织型酶 ，很难被诱导 ，主 

要在正常机体内发挥着降解血红素的作用。然而， 

Han等圈发现 HO一2在心内膜处于缺氧状态下会表 

达增加。同时，有学者发现 HO一2的减少会引起内 

皮细胞的激活闭，增加脑水肿和炎症反应[271。以及改 

变线粒体信号通路 等。Turkseven等 发现血红素 

加氧酶活性在应用 HO一2 siRNA后降低 ，在注 

射CoPP后活性增加。而另一些学者如Bains等【29】又 

发现在低氧状态下血红素加氧酶活性与 HO一1的 

表达均增强。Chen和Regan[3~l~iE实了在颅内出血的 

模型中血红素加氧酶活性在第 5天达高峰，在第 

8天降至基线，其表达趋势与 HO一1的表达一致。 

在本实验中．HO一2 mRNA和蛋白的表达在慢性脑 

血流灌注不足的肝脏中变化无统计学意义，而血红 

素加氧酶活性在术后 7 d增至最高，其变化趋势与 

HO一1 mRNA和蛋白的表达一致。 

本研究表明：血红素加氧酶活性和HO一1 mRNA 

和蛋白的表达均在慢性脑血流灌注不足的肝脏中 

增加．而HO一2 mRNA和蛋白的表达变化无统计学 

意义。这可能说明了HO一1通过增加血红素加氧酶 

活性能够保护肝脏免受慢性脑血流灌注不足的损 

伤。或许HO一1可以作为脑损伤引起的肝功能障碍 

的治疗靶点。但其具体机制还有待进一步研究。 
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