
中华烧伤杂志2008年8月第24鲞箜 塑 里 !!垒 !! ! ! ：丝! !：! 

血红素氧合酶 1对大鼠心肌细胞 
急性损伤的保护作用 

杨人强 程晓曙 刘晨 王伶 李萍 吴延庆 吴清华 苏海 戴育成 

【摘要】 目的 了解血红素氧合酶 1(HO一1)对脂多糖(LPS)诱导的心肌细胞损伤的保护作用 

及其机制。 方法 分离培养 sD乳 鼠心肌细胞 ，根据细胞 悬液中所加刺 激物的不 同分 为对照组 (A 

组 )：常规培养；LPS组(B组 )：培养液 中加入终浓度 为 30 p~mol／L的 LPS，作用 1 h；LPS+氯 化血红素 

(hemin)组(C组 )：加入终浓度为 5 p,mol／L的 hemin，作用 1 h后再加入 30 p,mol／L的 LPS作用 1 h； 

LPS+ZnPP组 (D组 )：加入终浓度为 3 p,mol／L的 ZnPP—IX．作用 1 h后再加入 30~mol／L的 LPS作用 

1 h。硫代巴比妥酸 比色法及黄嘌呤氧化酶法测定各 组心肌细胞 乳酸脱氢 酶(LDH)、丙 二醛 (MDA) 

及超氧化物歧化酶(SOD)含量；检测心肌细胞节律、存活率及凋亡率；用反转录一PCR法检测 HO一1 

mRNA表达 ；蛋 白质 印迹 法检测心 肌细胞 HO一1、肿瘤坏 死因 子 ot(TNF—d)、核 因子 KB(NF—KB)的表 

达。 结果 B、c、D组 LDH 和 MDA值分 别为 (113±15)、(79±13)、(154±22)U／L和 (1，88± 

0．36)、(1．16±0，32)、(2．84±0．44)mmol／L，高于 A组 [(69±10)U／L、(0．87±0，25)mmol／L，P < 

0．05]，而以上 3组的 SOD值 [(17．8±1．8)、(22．5±2．4)、(13．4±1，5)U／mL]却低于 A组 [(24．3± 

3．6)U／mL，P <0．05]。B、c、D组心肌细胞节律 、凋亡 率均高于 A组 (P <0．05)，存 活率 低于 A组 

(P <0．05)。B、c、D组 心肌细胞 HO一1 mRNA表达 均高 于 A组 (P <0．05)，其 中 c组最高。B、c、D 

组心肌细胞 HO一1、TNF—d、NF—KB值均高 于 A组 (P <0．05)．其 中 c组 的 HO一1值最高 ，D组 TNF—d、 

NF—KB值最 高。 结论 LPS对心肌细胞有 明显的损伤作用。HO一1可能通过抗炎性反应 、减轻氧化 

应激以及减少细胞凋亡途径 ，对心 肌细胞产生保护作用。 
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【Abstract】 Objective To observe the protection of Heme oxygenase 1(HO一1)from lipopolysaccha— 
ride(LPS)一induced cardiocyte injury and its mechanism． Me~ods Cardiocyte was isolated from SD neo— 

nate rat and cultured in vitro，and was divided into control group(normal culture)，LPS group(with stim— 

ulation of 30~moL／L LPS for 1 hour)，LPS+Hemin group(with same treatment to LPS group after stimula— 

tion of 5 IxmoL／L Hemin for 1 hour)，and LPS+ZnPP group(with same treatment to LPS group after stimu— 

lation of 3~moL／L ZnPP for 1 hour)．The level of lactic—dehydrogenase(LDH)，malondialdehyde(MDA)， 

superoxide dismutase(SOD)were measured by thio—barbituric acid and xanthine oxidase techniques．The 

cell heart rhythm．survival rate and apoptosis rate were examined．The expressions of nuclear factor KB(NF— 

KB)，HO一1 and tumor necrosis factor—alpha(TNF—ot)were measured with Western blotting．The HO一1 mR— 

NA was examined by RT—PCR． Results The level of LDH and MDA in LPS，LPS+Hemin，and LPS+ 

ZnPP groups were(113±15)，(79±13)，(154±22)U／L，and(1．88±0．36)，(1．16±0．32)，(2．84± 

0．44)mmoL／L respectively，which were all obviously higher than those in control group[(69±10)U／L， 

(0．87±0．25)mmol／L，P <0．05]．The level of SOD in LPS，PS+Hemin，and LPS+ZnPP groups 

(17．8．4-1．8．22．5±2．4．13．4±1．5 U／mL，respectively)was all obviously lower than that in control 

group(24．3±3．6 U／mL，P <0．05)．The apoptosis rate and heart rhythm were obviously higher and surviv— 

al rate significantly lower in LPS，LPS+Hemin．and LPS+ZnPP groups than those in control group(P < 

0．05)．The level of H0一l mRNA in LPS，LPS+Hemin．and LPS+ZnPP groups was higher than that in con— 

trol group(P <0．01)，among which LPS+Hemin group was the highest．The level of HO一1，TNF—ot and 

NF—KB in LPS，LPS+Hemin，and LPS+ZnPP groups was higher than those in control group(P <0．05)， 

among which the level of H0—1 protein in LPS+Hemin group was the highest．the level of TNF．ot and NF— 

KB in LPS+ZnPP group was highest． Conelusion LPS can induce cardiocyte injury．which can be inhibi一 
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ted through the anti-inflammatory，anti-oxidant，and anti-apoptosis functions by HO-1． 

【Key words】 Lipop。lysaccharides； Heme oxygenase(decyclizing)； Myocytes，cardiac； Tumor 
necrosis factor-alpha 

脂多糖(LPS)是内毒素的主要成分 ，严重感染、 

重度烧伤后 24 h内毒素即进人体 内产生 内毒素血 

症 ，并抑制心肌收缩，最终导致休克 。血红素氧合 

酶 1(HO．1)是一种新型应激蛋白，可减轻高温对肺、 

肝 、脑等器官的损 伤 。但 HO一1对烧伤后 LPS诱 

导的心肌细胞损伤是否具有保护作用以及其机制尚 

不清楚。为此，笔者进行了以下研究。 

1 材料与方法 

1．1 主要试 剂 

HO．1诱导剂 LPS、氯化血红素 (hemin)及 HO一1 

阻断剂 ZnPP—IX(美国 Sigma公司)，DMEM培养基、 

胎牛血清 (美国 Gibco公司)，Trizol试剂盒 、胰蛋 白 

酶(美国 Promega公司)，噻唑蓝(MTT，美国 Ameres- 

CO公司)，兔抗大鼠 HO—l、核因子 KB(NF．KB)、肿 

瘤坏死因子 (TNF一 )购 自美国 Santa Cruz公司，凋 

亡试剂盒购于杭州联科生物技术有 限公司，Taq酶 

购自日本 TaKaRa公司。HO-1引物由上海生工生物 

工程技术服务有限公司合成 。 

1．2 心肌细胞的培养 

选用出生后 l～2 d的 SD乳 鼠(南 昌大学医学 

院医学实验动物中心)，参照文献[3]方法分离培养 

心肌细胞 ，取培养第 4天的细胞用于实验。 

1．3 实验分组 

将细胞分为对照组 (A组 )：常规培养 ；LPS组 

(B组)：培养液中加入终浓度为 30~mol／L的 LPS 

作用 1 h；LPS+hemin组 (C组 )：加入终浓度 为 5 

tzmol／L的 hemin，作用 1 h后再加入 30 tzmol／L的 

LPS作用 1 h；LPS+ZnPP组(D组)：加入终浓度为 3 

I．zmol／L的 ZnPP—IX，作用 1 h后再加入 30 i．zmol／L的 

LPS作用 1 h。 

1．4 检测指标 

1．4．1 心 肌 细 胞 乳 酸 脱 氢 酶 (LDH)、丙 二 醛 

(MDA)及超氧化物歧化 酶(SOD)含量检测 分 

别用硫代巴比妥酸比色法及黄嘌呤氧化酶法测定。 

1．4．2 心肌细胞节律 的检测 实验前后 在倒置 

显微镜下连续观察 30 S，记 录各组心肌细胞搏动频 

率及节律。 

1．4．3 细胞存活率的检测 采用 MTT法 ，在波 

长 490 nm处测定各孔细胞的吸光度值 ，计算心肌细 

胞存活率。 

1．4．4 细胞凋亡率检测 操作按凋亡试剂盒说 

明书进行。 

1．4．5 HO一1 mRNA的检测 采用反转录一PCR 

法 。HO．1上 游 引 物 为5 -AGAGCGACATAAGCA- 

GCAC．3 ，下 游 弓I物 5 一CCTCGTGCCAAGAAACTT一 

3 ，扩增长度 523 bp，PCR反应条件：94℃变性 45 S， 

54℃退火 30 S，72℃延伸 1 min，30个循环。B肌动 

蛋 白上游弓I物 5 一GTAAAGACCTCTATGCCAACA一3 ， 

下游引物 5 -ACTCATCGTACTCCTGCTTG一3 ，扩增长 

度 223 bp，PCR反应条件 ：94 c【二变性 45 S，56℃退火 

30 S，72℃延伸 l min，30个循环。琼脂糖凝胶电泳 

后行 SynGene凝胶电泳分析，计算各点 HO一1与 B肌 

动蛋 白的吸光度比值。 

1．4．6 心肌细胞 HO一1、TNF一 、NF—KB的检测 

采用蛋白质印迹法检测心肌细胞 内 HO一1、TNF一 含 

量。NF—KB的检测参照文献[4]进行，取细胞平均荧 

光强度值作为测定值 ，计算各组与空白管比值。 

1．5 统计学处理 

数据用 x±s表示 ，采用 SPSS 10．5统计软件行 

方差分析。 

2 结 果 

2．1 心肌细胞 LDH、MDA及 SOD含量 

与 A组 比较 ，B、C、D组心肌细胞 LDH、MDA均 

升高，而 SOD降低(P <0．05)。见表 l。 

表 1 各组 心肌细胞乳酸脱氢酶、丙二醛 、超氧化物歧化酶 

含量的比较(x± ) 

注 ：A组为对照组 ，B组为脂多糖(LPS)组 ，c组为 I Ps+氯化血红 

素组，D组为LPS+ZnPP组；与A组比较， P<0．05；与 B组 比较， 

P <0．05 

2．2 心肌细胞节律、存活率及凋亡率的变化 

B、C、D组 心肌细胞节律 、凋亡率均高于 A组 

(P <0．05)，存活率低于 A组 (P <0．05)。其中 

C组心肌细胞存活率高于 B组，凋亡率低 于 B组 

(P <0．05)。见表 2。 
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表 2 各 组 心 肌 细 胞 节 律 、 存 活 率 及 凋 亡 率 比 较 ( x ± s )

注 ：A 组 为 对 照 组 ，
B 组 为 脂 多 糖 ( L P S ) 组 ，

C 组 为 L P S + 氯 化 血 红

素 组 ，
D 组 为 I ． P s + Z n P P 组 ； 与 A 组 比 较 ，

“

P < 0 ． 0 5 ；与 B 组 比

较 ，

“
P < 0 ． 0 5

2 ． 3 H O 一 1 m R N A 的 表 达

B
、

c
、

D 组 心 肌 细 胞 H 0 — 1 m R N A 表 达 均 高 于 A

组 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 其 中 c 组 升 高 最 明 显 。 见 图 1 。
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图 l 各 组 心 肌 细 胞 血 红 素 氧 合 酶 l ( H O 一 1 ) m R N A 表

达 。 上 图 为 反 转 录 - P C R 检 测 结 果 ， 下 图 为 半 定 量 分 析 ；

A 组 为 对 照 组 ，
B 组 为 脂 多 糖 ( L P S ) 组 ，

C 组 为 L P S + 氯

化 血 红 素 组 ，
D 组 为 L P S + Z n P P 组 ；与 A 组 比 较 ，

“

P <

0 ． 0 5 ；与 B 组 比 较 ，

“

P ( 0 ． 0 5

2 ． 4 心 肌 细 胞 H 0 ． 1
、

T N F 一

0 【、
N F —

K B 值

B
、 C 、

D 组 心 肌 细 胞 H O ． 1
、

T N F ．

d 、
N F —

K B 值 均

高 于 A 组 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 其 中 C 组 H 0 — 1 值 最 高 ( 图

2 ) ，
D 组 T N F —

d 、
N F —

K B 值 最 高 ( 图 3
，

4 ) 。
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圄 2 各 组 心 肌 细 胞 血 红 素 氧 合 酶 1 ( H O 一 1 ) 表 达 量 的

比 较 。 上 图 为 蛋 白 质 电 泳 图 ， 下 图 为 半 定 量 分 析 ；A 组

为 对 照 组 ，
B 组 为 脂 多 糖 ( L P S ) 组 ，

C 组 为 L P S + 氯 化 血

红 素组 ，
D 组 为 L P S + Z n P P 组 ；与 A 组 比 较 ，

“

P < 0 ． 0 5 ；

与 B 比 较 ，

“
P < 0 ． 0 5
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图 3 各 组 心 肌 细 胞 肿 瘤 坏 死 因 子 n ( T N F -

d ) 表 达 量 的

比 较 。 上 图 为 蛋 白 质 电 泳 图 ， 下 罔 为 半 定 量 分 析 ；A 组

为 对 照 组 ，
B 组 为 脂 多 糖 ( L P S ) 组 ，

C 组 为 L P S + 氯 化 血

红 素 组 ，
D 组 为 L P S + Z n P P 组 ；与 A 组 比 较 ，

“

P < 0 ． 0 5 ；

与 B 组 比 较 ，

“
P < 0 ． 0 5
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图 4 各 组 心 肌 细 胞 核 因 子 K B ( N F —

K B ) 水 平 比 较 。
A

组 为 对 照 组 ，
B 组 为 脂 多 糖 ( L P S ) 组 ， C 组 为 L P S + 氯 化

血 红 素 组 ，
D 组 为 L P S + Z n P P 组 ；与 A 组 比 较 ，

‘

P <

0 ． 0 5 ；与 B 组 比 较 ，

“
P < 0 ． 0 5

2 8 5

3 讨 论

炎 性 因 子 在 心 肌 细 胞 损 伤 中 起 着 重 要 作 用 。 研

究 表 明 ， 白 细 胞 介 素 1 B 可 抑 制 心 肌 收 缩 ， 导 致 心 功

能 不 全
” 0

。 本 研 究 通 过 检 测 心 肌 细 胞 L D H
、 M D A 、

S O D 含 量 和 细 胞 存 活 率 、 凋 亡 率 等 来 评 估 细 胞 损 伤

情 况 ；以 检 测 N F —

K B
、

T N F 一

仅 水 平 来 评 估 H O 一 1 的 抗

炎 性 作 用 。 结 果 观 察 到 ，
L P S 通 过 上 调 N F —

K B 活 性 ，

使 心 肌 细 胞 T N F — 仪 表 达 明 显 增 多 ， 氧 化 应 激 增 加 ，

诱 发 细 胞 炎 性 反 应 ， 加 重 细 胞 损 伤 ， 使 其 活 力 下 降 、

死 亡 率 增 加 。 H O 一 1 通 过 降 低 心 肌 细 胞 内 N F ．

K B 活

性 ， 减 少 炎 性 因 子 T N F —

d 的 表 达 ， 从 而 减 轻 L P S 对

心 肌 细 胞 的 损 伤 ， 增 强 细 胞 活 力 ， 减 少 细 胞 凋 亡 。

本 研 究 观 察 到 ，
L P S 使 心 肌 细 胞 L D H

、
M D A 含

量 明 显 增 加 ， S O D 活 力 下 降 ， 心 肌 细 胞 凋 亡 增 多 。

M D A 在 生 物 膜 内 能 相 互 交 联 ， 使 细 胞 膜 流 动 性 下
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降，通透性增加，细胞结构受损 ，导致细胞内 LDH大 

量渗漏到细胞外。LPS作用后心肌细胞搏动频率明 

显增加，幅度增强，这种改变并不是心肌细胞功能加 

强的表现 ，而是其早期功能受损的表现。hemin可诱 

导心肌细胞 HO．1高表达，明显降低 LDH含量，恢复 

SOD活力 ，使细胞氧化应激下降，活力增强 ，凋亡减 

少 ，发挥了细胞保护作用。而用 ZnPP—IX阻断 HO—l 

的表达后 ，细胞活力下降更明显 ，凋亡 明显增多，心 

肌细胞的损伤加重。这说 明 HO—l对心肌细胞具有 

直接的保护作用。 

TNF—d与心肌损害有密切关系。黄跃生 观察 

到，重度烧伤后早期存在心肌收缩力下降，心排出量 

减少，烧伤后产生的心肌抑制物质与此有关 ，TNF—d 

是其中的主要物质。TNF—d能降低心肌 d和 B肾上 

腺素能受体的反应性 ，影响心肌细胞内钙离子浓度， 

减弱心肌收缩力 。本研究证实 ，LPS刺激使心肌 

细胞 TNF-d水平明显升高，达到正常的4．5倍左右， 

对细胞产生严重损伤 ；但 hemin诱 导 HO．1的产生， 

能明显下调心肌细胞 TNF—d的表达 ，减轻 LPS对细 

胞的损 伤，ZnPP．IX可 以拮抗 HO．1的产生 ，使 得 

TNF—d的表达约达正常心肌细胞的 6．5倍 ，并明显 

加重细胞损伤。另有研 究表明，HO-l可显著 降低 

LPS刺激后鼠巨噬细胞、肝细胞 TNF—d的水平 ，并减 

轻 LPS对细胞的损伤 。 

HO—l可 能 通 过 NF—KB影 响 TNF．d 的表 达。 

NF—KB被认为是细胞信号转导的整合器 ．是 TNF-d 

表达调控的直接执行 者，其他信 号通路通过NF—KB 

以实现对 TNF-d的调控 。本研究表明 ．HO—l对 

TNF-d的影 响与 NF—KB有 直接 关 系。heroin诱 导 

HO-l的表达能明显抑制心肌细胞NF．KB的活化，并 

下调 TNF—d表达。ZnPP．IX可以阻断HO—l的表达， 

使心肌细胞 NF—KB的活性显著升高，TNF一仅的合成 

也随之增加。推测 HO—l可能是通过下调 NF—KB活 

性，调控炎性 因子 TNF-d等 的合成 ，以减轻 LPS对 

心肌细胞的损伤。Alcaraz等⋯ 的研究也表明，LPS 

刺激后的巨噬细胞 HO—l水平会增加，且常伴随着 

NF．KB活性的抑制及炎性因子分泌的减少。 
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