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左旋四氢巴马汀对脑缺血／再灌注大鼠脑组织 

血红素氧化酶 1及内源性一氧化碳的影响 
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(华中科技大学同济医学院附属同济医院急诊科，湖北 武汉 430030j 
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【摘要】 目的：观察全脑缺血／再灌注大鼠全血碳氧血红蛋 白(c0Hb)含量、脑组织血红索氧化酶 1 

(HO 1)活性的变化及左旋四氢巴马汀(I THP)对其的影响。方法 ：77只SD大鼠随机分为假手术组(S组， 

n一7)、脑缺血／再灌注组(I组，n一35)及L THP治疗组(T组，n一35)。l组和T组建立大鼠全脑缺血／再灌注 

模型，分别于脑缺血／再灌注 1、3、12、24和 48 h各时间点检测脑组织匀浆 HO一1活性 、环磷酸鸟苷(cGMP)及 

血中COHb含量，并与 S组比较。结果：(DI组在脑缺血／再灌注后HO一1活性、COHb含量及 cGMP水平均明 

显高于 S组(尸均d0．01)。②T组的 HO一1活性及 COHb在脑缺血／再灌注 1、12、24和 48 h时均显著低于 

I组(P均<O．01)，3 h时略低于 I组，差异无显著性；HO一1活性在各时间点均高于 S组(P均d0．01)；COHb 

含量在 24 h和 48 h时略低于s组，但差异无显著性，其余各时问点均高于 s组(P均d0．01)；cGMP水平均显 

著低于 I组(P均d0．01)，但高于 s组(尸<O．01)。⑧苏木索 伊红(HE)染色 I组海马CA1区存活神经元数 目 

在脑缺血／再灌注 3 h后显著减少(P<O．01)，应用 L一 I'HP后存活神经元数目明显高于 I组(P<O．01)。结论： 

L THP可通过抑制 HO一1活性使一氧化碳(CO)和cGMP水平下降，减少神经元丢失，提高存活神经元数 目， 

减轻脑缺血／再灌注损伤。 
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Effects of L tetrahydropalmatlne on hemeoxygenase ～1 in cerebral tissue of rats and endogenous carbon 

monoxide during global cerebral ischemia／reperfusion HAN Zun—yi，YANG Guang—tian．Department oJ 

Emergency，Tongji Hospital，Tongji Medical College，Huazhong University of Science and 7"echnology， 

Wuhan 430030，Hubei，China 

[Abstract] Objective：To observe the changes of hemeoxygenase一1(HO一1)activity in cerebral tissue， 

carboxyhemoglobin(COHb)level in blood of rats during global cerebral ischemia／reperfusion(I／R)and the 

influence of L—tetrahydropalmatine (L—THP)on them．M ethods：Seventy—seven Sprague—Dawley (SD)rats 

were randomly divided into sham -operated group(S group， 一7)，I／R group(I group，”一35)and L—THP 

treatment group(T group，n 35)．Cerebral I／R model was reproduced in SD rats of I group and T group． 

HO 一1 activitv。cyclic GMP (cGMP)in the brain and COHb in blood were evaluated respectively at 1，3，1 2， 

24。and 48 hours after global cerebral I／R and compared to those of the S group．Results：(1J)HO 1 activity， 

COHb c0ntent and cGMP level in I group increased as compared with those in S group after global cerebral I／R 

(a11 P<O．O1)．② HO一1 activity and COHb content of T group were significantly lower than those of I group 

at 1，1 2，24，and 48 hours after cerebral I／R (all P<0．01)，at 3 hours they were slightly lower than those of 

1 group，the difference being not significant；HO 一1 activities at all time points were higher than those of S 

group(all P< 0．01)；COHb contents at 24，48 hours were slightly lower than those of S group，the difference 

being not significant，and at all the other time points the COHb contents were higher than those of S group 

(all P< o．O1)．cGMP level of T group was significantly lower than that of I group at all time points 

(all P<o．01)，but higher than those of S group(all P CO．01)．③Hematoxylin and eosin(HE)stain showed 

that the number of surviving neurons in hippocampus CA1 region of I group was decreased at 3，1 2，24，and 

48 h0urs after cerebral I／R (all P<0．01)，but there was no significant change at 1 hour．The number of 

surviving meurons in T group was much higher than that in I group (P< O．01)．Conclusion：I THP could 

decrease carbon monoxide content and cGMP level by inhibiting HO 一1 activity．The mechanism of neuro 

Drotective effect of L—THP is via increasing the number of survival neurons and ameliorating the I／R injury． 

[Key words】 hemeoxygenase一1；carbon monoxide；cerebral ischemia／reperfusion；I 一tetrahy— 

dropalmatine 
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一 氧化碳 (carbon monoxide，CO)被认为是继 

一 氧化氮(nitric oxide，NO)之后又一重要的血管舒 

张因子和气体信使分子。血红素氧化酶(hemeoxy— 

genase，HO)是血红素降解的起始和限速酶，分解血 

红素产生胆绿素、铁离子和CO。近年研究表明，脑 

损伤后 HO一1在星形胶质细胞中表达异常增高，并 

与脑损伤的严重程度有关 ；新生儿缺氧缺血性脑 

损伤后血液 CO水平显著升高，且与病情严重程度 

密切相关 。故阻止脑损伤后内源性 CO的过度升 

高有利于减轻脑损伤。为此，我们采用改良的四血管 

阻塞法建立大鼠全脑缺血／再灌注模型，以中药延胡 

索主要有效成分延胡索乙素的左旋物左旋四氢巴马 

汀(L terahydropalmatine，L—THP)进行干预，探 

讨其是否通过降低 HO—l活性、减少内源性 CO的 

产生，对脑缺血／再灌注损伤发挥保护作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要药品及试剂：L—THP注射液由九州药业 

公司生产，批号：0409291；血红素及还原型辅酶 1I 

(NADPH Na )购自美国 Sigma公司；环磷酸鸟苷 

(cGMP)放射免疫试剂盒由上海中医药大学提供。 

1．2 实验动物及分组：SD大鼠77只，雌雄不拘，体 

重 18O～220 g，由华中科技大学同济医学院实验动 

物中心提供。实验动物随机分为假手术组(S组) 

7只，脑缺血／再灌注组 (I组)、L—THP治疗 组 

(T组)各 35只，其中I组、T组又各分为 l、3、12、24 

和48 h 5个亚组，每个亚组 7只。T组动物于缺血前 

10 min开始腹腔注射 10 mg／kg L—THP注射液，以 

后每隔 6 h注射 1次；I组采用同样方法注射等量生 

理盐水作为对照。 

1．3 实验方法 

1．3．1 动物模型制备：采用傅震等0 改良的四血管 

阻塞法建立大鼠脑缺血／再灌注模型。S组动物仅作 

第一颈椎双侧翼小孔和颈总动脉的解剖暴露而不阻 

断血管。 

1．3．2 脑缺血／再灌注模型成功标准：手术操作中 

无大出血，双侧颈总动脉夹闭20 min内翻正反射消 

失，吊尾圆锥运动无挣扎，脑电图平直，存活期内未 

见癫痫发作为模型成功；否则为失败，弃去不用。 

1．3．3 实验标本的制备：I组与 T组在模型制备后 

分别于 1、3、12、24和 48 h断颈处死，取新鲜血立即 

基金项目：湖北省医药卫生科技计划项目(Wj01518) 

通讯作者：杨光田，教授，博士研究生导师，从事心肺脑复苏的基 

础与临床研究 

作者简介：韩遵义(1971一)，男(汉族)，湖北武汉人，主治医师。 

测碳氧血红蛋白(COHb)含量，并 自丘脑中 1／3水 

平取左侧大脑半球组织约 100 mg制备脑组织匀 

浆，用于 HO一1活性和 cGMP水平的测定；同肘取 

大鼠肝组织，按要求制备标本。右侧大脑用于取海马 

组织行苏木素一伊红(HE)染色，作病理切片。 

1．3．4 CO含量的间接测定：参照文献[43方法 ，采 

用双波长测定，用全血中cOHb的比值来代表内源 

性 CO的水平。 

1．3．5 HO一1活性的测定㈣；根据 HO—l可降解 

血红素生成胆红素和 cO的原理，通过测定样品反 

应物中胆红素的生成量便可反映 HO一1的活性， 

HO一1活性表示法：单位为每小时每毫克蛋白生成 

胆红素量(nmol·mg ·h )；脑组织匀浆上清液 

总蛋白含量采用考马斯亮蓝法。 

1．3．6 脑组织匀浆上清液cGMP水平测定：采用 

坨 I标记的cGMP放射免疫竞争抑制分析法检测， 

按试剂盒说明操作，单位以每毫克蛋白生成量表示 

(nmol／mg)。 

1．3．7 海马 CA1区神经元数 目测定；光镜下用尺 

型计数器计数海马 CA1区每毫米长度区域存活神 

经元数 目。 

1．4 数据处理及统计分析；数据用SPSS 13．0软件 

包处理。各组数据以均值±标准差( 士 )表示，采用 

t检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组脑组织 HO一1活性的变化(表 1)：I组 

HO一1活性在 l h即达高峰，3 h最低，以后逐渐升 

高，到 48 h再次达高峰，各时间点与S组比较差异 

均有显著性(P均<O．01)。T组在 l、l2、24和 48 h 

均显著低于 I组(尸均<O．01)，3 h时略低于 I组， 

但差异无显著性(P>0．05)；各时间点仍高于 S组 

(P均<0．01)。 

表 1 脑缺血／再灌注后不同时间点各组脑 

组织 HO一1活性变化( 士s，n--7) 

Table 1 Changes of HO 一1 activity in brain tissue 

of each group at different time points 

( 士 ，n= 7) nmol·mg一 ·h一 

组别 1 h 3 h 12 h 24 h 48 h 

I组 18．6210．59 9．88i0．28 10．20~0．53- 1 5．55~0．48- 17．23士1．40- 

T组12．05+0，78 8．97士1．23 7．34~0．42 6．33i0．62-△ 7．34+0．68-△ 

注：S组 HO一1为(5．71土0．50)nmol·mg一 ·h 1I与 S组比 

较：。P<0．01|与1组同时间点比较 ：AP<0．01 

2·2 各组全血COHb含量变化(表 2)：全血COHb 

的变化类似于 HO一1活性的变化。I组在 l h达高 

峰，3 h最低，以后逐渐升高，在 48 h又达高峰，各时 
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表 2 脑缺St／再灌注后不同时间点各组全血 COHb含量变化( ± ，，l一7) 

Table 2 Changes of COHb level in blood in brain tissue of each group at different time points(x_s，n=7) 

注：S组 COHb为(38．23士1．16) ；与s组比较； P<0．0I；与I组同时间点比较； P<0．01 

间点与 S组相比差异均有显著性 (尸均<0．01)。 

T组COHb含量逐渐下降，至 24、48 h略低于 S组， 

但差异无显著性(P>0．05)；其中 3 h时虽略低于 

I组，但差异无显著性(P>0．05)，其余各时间点与 

I组比较差异均有显著性(P均<O．01)。 

2．3 各组脑组织匀浆 cGMP水平的变化(表 3)： 

I组脑组织匀浆 eGMP水平在 1 h达高峰，3 h最 

低，随后逐渐上升，至 48 h再次达高峰，各时间点与 

S组相 比差异均有显著性(尸均<O．01)。T组大致 

呈逐渐递减趋势，3 h时水平最高，以后逐渐降低， 

各时间点较 I组均显著降低(尸均<0．01)，但仍高 

于 S组(尸均d0．01)。 

表 3 脑缺血／再灌注后不同时间点各组脑组织匀浆 

cGMP水平变化( ± ，n=7) 

Table 3 Changes of eGMP level in brain tissue 

of each group at different time points 

( ± ，n=7) nmol／mg 

组别 1 h 3 h 12 h 24 h 48 h 

1组 876．a+26．z 653．4~37．5 749．3+27．3 766．9+44．0 9O7．O±17．0 

T组 480．4+38．2 △ 569．3~52．6 △ 479．2~S0．7 △ 4l7．5+27．4 △ 4o0．1±19．3 △ 

注：S组cGMP为(303．7±15．6)nmol／mg；与S组比较： 

P<0．01；与I组同时间点比较： 尸<0．01 

2．4 脑组织病理改变 

2．4．1 HE染色：光镜下可见 I组神经元细胞数量 

减少，残存的神经元细胞大多肿胀变性、核固缩、嗜 

酸性变(图1)。而T组神经元变性者较少，少见坏死 

细胞，仅个别呈嗜酸性变(图 2)。 

圈 1 I组海马CA1区病理学变化(HE，×400) 

Figure 1 Pathological changes of CA1 region 

in hippocampus in group I(HE·×400) 

图 2 T组海马 CAI区病理学变化 (HE，×400) 

Figure 2 Pathological changes of CAI region 

in hippocampus in group T(HE，×400) 

2．4．2 海马 CA1区存活神经元数 目(表 4)：I组 

1 h存活神经元数 目与 S组无明显减少，3 h以后显 

著减少(P<0．01)。应用 L THP后可减少 3 h后 

各时间点神经元的丢失，提高神经元存活数 目，与 

I组比较差异有显著性(P％0．01)。 

表 4 脑缺血／再灌注后不同时间点各组海马CA1区 

存活神经元数目变化( ±S，n一7) 

Table 4 Changes of surviving neuron number 

in hippocampus CA I of each group at different 

time points( 士 ，n一7) 个 ／ram 

组别 1 h 3 h 12 h 24 h 48 h 

I组 1 59．70~2．48 62．10~3．12 39．89+5．43 38．21±4．33 41．97~7．96 

T组 l58．99+3．42 98．11+5．34 86．30+2．47 79．20~4．37 84．91~3．65 

注：S组存活神经元数 目为(1 66．98±3．36)个／ram ；与S组比 

较 ： 尸<0．01；与 I组同时间点比较： P<0．01 

3 讨 论 

关于 HO在缺血、缺氧性损伤中的作用已引起 

国内外学者的广泛关注。一般认为，HO／CO系统在 

脑缺血、缺氧损伤中具有双重作用：即在较轻的损伤 

以及较严重的损伤早期，HO／CO系统起保护作用， 

但这种保护作用十分有限；随着病情的进展，很快为 

HO／CO系统所产生的诸多损害作用所抵消，并表 

现出不同程度的损伤，这种损伤作用主要是通过其 

与血红素作用的产物 CO、胆红素及铁离子来实现 

的。Takeda等 研究发现，短暂性前脑缺血后，大脑 

皮质、海马和丘脑处 HO一1蛋白明显增高，HO一2 

蛋白无明显变化，因而认为 HO—l mRNA表达增 
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加可能参与了神经元凋亡。我们在研究中发现，在大 

鼠全脑缺血／再灌注后脑组织HO一1活性明显升高 

的同时，海马 CA1区存活神经元数 目明显减少， 

说明H0—1活性升高与脑缺血／再灌注损伤有关。 

HO 1生成的铁离子虽通过铁蛋白上调减轻脑损 

伤，但同时铁离子为氧自由基和脂质过氧化物形成 

的强有力的催化剂，生成的自由基氧化离子通道和 

离子泵的膜蛋白，抑制谷氨酸的摄取并促进其释放， 

出现毒性作用，参与细胞的坏死和凋亡过程 。血红 

素代谢的另一产物CO具有扩张血管及神经递质的 

作用。在脑缺血、缺氧早期，CO可使脑血管扩张，一 

定程度上改善了脑组织缺血、缺氧状态，但在晚期或 

较重的缺血、缺氧时，血管持续过度扩张，引起血液 

淤滞，有效血流量减少，使缺氧缺血性脑损伤进一步 

加重。同时过量的CO可能干扰脑的神经递质功能， 

使神经元处于一种过度兴奋状态，神经细胞受损，并 

且影响以后的学习、认知功能 。有研究表明，内源 

性 CO通过激活可溶性鸟苷酸环化酶(sGC)，使细 

胞内cGMP升高，发挥一系列生物学作用。cGMP 

作为细胞内第二信使，在扩张脑血管、改善脑血流的 

同时，也可能促进 ca。。。内流，激活 Ca抖依赖性的神 

经元型(nNOs)和内皮型一氧化氮合酶(eNOs)，产 

生大量的NO，过量的NO导致神经细胞功能紊乱 

和迟发性神经细胞死亡。 。我们在研究中发现，随着 

脑缺血／再灌注后 HO一1活性升高，CO及 cGMP 

水平亦升高，表明脑缺血／再灌注后体内CO水平的 

升高与HO一1活性的增加密切相关，而升高的c0 

可通过 CO—cGMP通路发挥生物学作用。 

Kadoya等0 分别在大鼠大脑中动脉闭塞前后 

应用 Ho抑制剂锌原卟啉(ZnPP)治疗，发现能明显 

缩小梗死体积、减轻脑水肿，说明脑缺血／再灌注后 

若能采取措施抑制过度升高的HO一1活性，可以降 

低脑组织CO含量及eGMP水平，对抗脑缺血／再灌 

注损伤。在本研究中应用 L—THP干预后，H0 1 

活性明显受到抑制，cO及eGMP亦随之下调，海马 

CA1区存活神经元数目明显高于I组，脑损伤减轻。 

其可能的机制为：@HO一1基因 5 端启动子有许多 

调节元素，其中重要的有核转录因子一~B(NF—KB) 

位点、激活蛋白一1样结构位点、Fos／Jun即刻早期 

基因等，L—THP能减少脑缺血／再灌注时NF一．cB、 

c—Fos  ̈，从而抑制HO一1蛋白表达；②L—THP 

还能减少脑缺血／再灌注时产生的氧自由基、脂质过 

氧化物“ ，从而使上述物质诱导产生的H0—1减 

少；③脑缺血／再灌注时所产生的 白细胞介素一1 

(IL一1)、IL一5等n 炎性因子可诱导 HO一1的表 

达，而L—THP能抑制上述因子的产生；④ 脑缺血／ 

再灌注时细胞内过多的 Ca 亦可诱导 HO一1表 

达，但L—THP能使细胞 Ca 内流减少；⑤HO／CO 

与 NOS／NO系统可以互相调节，L～THP能减少缺 

氧／复氧早期脑动脉内皮 NO的生成n们，因而推测 

L—THP可通过影响脑缺血／再灌注后 NO的生成 

间接调节 Co的生成。 

本实验结果表明：I 一THP可以抑制HO一1的 

活性，降低脑内CO及 cGMP水平，显著减少神经元 

丢失数 目，提高其存活数目，发挥脑保护作用。 
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