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钴 - 原卟啉对大鼠脑损伤区域血红素氧合酶 -1
及损伤周边区脑含水量的影响
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摘要 目的：研究探讨钴 - 原卟啉对大鼠脑损伤的保护作用。方法：用钴 - 原卟啉灌(50mg/kg)胃处理后，建立液压脑损伤模型，采用

免疫组织化学 SP 三步法检测大鼠脑损伤区域血红素氧合酶 -1（HO-1）的表达情况，用干湿重法测定损伤周边区脑含水量的变化。
结果：正常组、假手术组大鼠 HO-1 均无表达；模型组脑损伤区域的 HO-1 阳性细胞数为（3.45±047）；实验组 12h、24h、3d 和 7d
HO-1 的阳性细胞数分别为：（10.9±1.35）、（10.62±1.88）、（12.4±1.57）和（10.99±2.42）。正常组、假手术组脑损伤周边区脑含水

量分别为 （78.7±0.4）%和 （78.6±0.7）%；模型组脑含水量 （89.3±0.3）%；实验组 12h、24h、3d 和 7d 脑含水量分别为：（83.1±
0.3）%、（83.6±0.6）%、（83.9±0.4）%和（83.2±0.3）%。结论：钴 - 原卟啉（CoPP）能够诱导大鼠脑损伤区域 HO-1 的表达，减轻脑损

伤周边区域的水肿程度，故钴 - 原卟啉对大鼠脑损伤具有保护作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the protective effect of cobalt protoporphyrin on brain injuries in Rats. Methods: We built
hydraumatic brain injuries model after intragastric administration of 50 mg/kg cobalt protoporphyrin. We checked out expression of heme
oxygenase-1 of brain injuries zone in Rats with immunohistochemistry SP three-step method, and detected changes of brain water content
of brain injury ambitus zone with dry-wet weight regulation. Results: Normal group and sham operation group had no expression of
HO-1. HO-1 positive cell count was (3.45±047) in model group, and (10.9±1.35), (10.62±1.88), (12.4±1.57) and (10.99±2.42) at 12
h, 24 h, 3 d and 7 d in experimental group respectively. Brain water content were respectively (78.7±0.4)% and (78.6±0.7)% in normal
group and sham operation group, and was (89.3±0.3)% in model group, and respectively(83.1±0.3)%,(83.6±0.6)%,(83.9±0.4)% and
(83.2±0.3)% in experimental group at 12 h, 24 h, 3 d and 7 d. Conclusions: Cobalt protoporphyrin can induce the expression of HO-1 of
brain injuries zone in rats, and alleviate brain edema of injury ambitus zone. Thus, cobalt protoporphyrin plays a protective role in
hydraumatic brain injuries in rats.
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前言

目前对脑损伤的非手术治疗措施主要包括甘露醇等药物

控制颅内压、亚低温和高压氧治疗，但这些都不能完全满足外

伤非手术治疗的需要。脑损伤后继发脑出血进一步加重了脑水

肿等损伤，增加了病人的死亡率和致残率。研究表明，红细胞对

继发性脑水肿的形成起着决定性的作用[1,2]。体外研究发现，将

神经元暴露于血红蛋白可造成神经元死亡，从而证实了血红蛋

白对神经元的毒性作用[3]。血红素氧合酶 -1（HO-1）催化血红素

生成胆绿素、铁和 CO。HO-1 被各种物理因素和化学因素所诱

导。在许多组织，钴 - 原卟啉就是一种强有力的 HO-1 诱导剂
[4,5]。本实验应用液压损伤装置造成 SD 大鼠脑损伤模型，通过

免疫组织化学方法测定损伤部位 HO-1 的表达，同时测定了损

伤周边区域脑含水量的情况，研究了钴 - 原卟啉对 HO-1 的诱

导作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组及试剂

健康雄性 SD 大鼠 42 只，体重 300~350g，参照统计学随机
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图 1 侧位液压打击示意图

Fig.1 Lateral position hydraumatic strike schematic diagram

注：正常组、假手术组无 HO-1 表达，实验组各组（12h、24h、3d 和 7d）与模型组相比，*P<0.05。
Note: There is no expression of HO-1 in Nomal group and Sham operation group .Experimental group

(12 h, 24 h,3 d and7 d) were compared with Model group, *P<0.05.

数字表将大鼠随机分为正常组、假手术组、模型组和实验组。正

常组（n=6）：正常喂养，不做处理；假手术组（n=6）：头部钻孔，但

不予以液压打击；模型组（n=6）:头部打孔，给予液压打击，造成

脑 损 伤 模 型 ； 实 验 组 （n=24）： 实 验 组 又 随 机 分 为

12h，24h，3d，7d 四个亚组，每亚组 SD 大鼠 6 只。实验组用液压

装置造成脑损伤模型前，用钴 - 原卟啉连续灌胃 5 天，每天早

晚各一次，每只每次 50mg/kg 体重。大鼠由乌鲁木齐疾病控制

中心提供。钴 - 原卟啉购于美国 Sigma 公司，HO-1 试剂盒、PBS
缓冲液、DAB 显色剂均购自于北京博奥森公司。
1.2 方法

1.2.1 SD 大鼠脑损伤模型的建立 将实验大鼠称重后，以 2%
的戊巴比妥钠（40mg/kg 体重）经腹腔注射麻醉，待大鼠失去自

动活动能力后将大鼠俯卧位头部固定于立体定位仪上。剪去头

顶部皮毛，碘伏酒精消毒皮肤，于正中线切开头皮约 4 cm，分

离皮下肌肉组织及骨膜，暴露冠状缝和人字缝及其间的顶骨。
用立体定位仪在左侧顶部矢状缝旁 3.5 mm，冠状缝后 4.0 mm
处标记定位，在手术显微镜下，用颅骨电钻行颅骨钻孔，磨出一

直径约 5mm 的圆形骨窗，并保持硬脑膜完整（如图 1 所示）。将

圆形骨孔与液压损伤装置相连接，造成脑损伤模型。

1.2.2 组织学研究 在大鼠脑损伤后，在设定的时间点，经心脏

灌流 4%多聚甲醛，取出大脑，损伤区域标本用石蜡包埋、切片

处理，进行 HO-1 免疫组织化学染色。
1.2.3 免疫组化学染色 采用 SP 三步法。基本步骤：石蜡切片，

常规脱蜡至水。抗原修复，3%H2O2 去离子水孵育 5 min，用 PBS
液冲洗 3 次，滴加封闭用正常山羊血清工作液，室温孵育 10
min，倾去。滴加一抗（兔抗 -HO-1，1：500，美国 ZYMED 公司），

40℃孵育过夜（12 h），PBS 液冲洗 3 次，滴加生物素化二抗工

作液（IgG/Bio）,室温孵育 15 min，PBS 冲洗 3 次。滴加辣根酶标

记链霉卵白素工作液（S-A/HRP），室温孵育 15 min，PBS 冲洗 3
次。加 DAB 显色剂显色，光镜下观察显色后，立即自来水冲洗，

复染，脱水，透明，封片。
1.2.4 免疫组织化学染色结果判断 细胞浆和细胞膜染成棕黄

色为阳性，着色定位准确视为阳性结果，其阳性细胞表达个数

进行半定量分析：每张切片随机选取 10 个高倍镜视野，计数细

胞数，然后取其平均数进行统计学分析。
1.2.5 脑含水量测定 取损伤周围区域脑组织 （200±50）mg，

在分析天平上称湿重，随之将标本放置于 1100C 烘箱连续烘干

72h 至恒重，称干重，脑含水量 =（湿重 - 干重）/ 湿重 X%。
1.2.6 统计学方法 使用 SPPS17.0 软件包，组间比较采用

SNK-q 检验，实验数据均以均数±标准差（x±s），以 P<0.05 为

有统计学意义。

2 结果

2.1 SD 大鼠脑损伤区域 HO-1 的表达

正常组和假手术组 HO-1 均无表达。模型组 HO-1 的表达

量为 3.45±0.47。实验组 12 h、24 h、3 d 和 7 d 的表达量分别为

10.9±1.35、10.62±1.88、12.4±1.57 和 10.99±2.42。模型组分

别与实验组 12 h、24 h、3 d 和 7 d 比较，HO-1 的表达差异具有

显著性（P<0.05 表 1）。

2.2 SD 大鼠损伤周边区域脑含水量的变化

正常组、假手术组和模型组的脑含水量分别为 （78.7±
0.4）%、（78.6±0.7）%和(89.3±0.8)%;实验组 12 h、24 h、3 d 和 7

d 的脑含水量分别为 （83.1±0.3）%、（83.6±0.6）%、（83.9±
0.4）%和（83.2±0.3）%。实验组各组分别与模型组比较，脑含水

量的差异性具有显著性（P<0.05 表 2）。模型组分别与正常组和

Groups N Positive cells ( x±s )

Nomal group 6 —
Sham operation group 6 —

Model group 6 3.45±0.47

12h group 6 10.9±1.35*

24h group 6 10.62±1.88*

3d group 6 12.4±1.57*

7d group 6 10.99±2.42*

表 1 实验组、正常组、假手术组和模型组 HO-1 阳性细胞数

Table 1 The number of HO-1 positive cells in experimental group, normal group, sham operation group and model group
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注：正常组、假手术组分别与模型组比较 *P<0.05;实验组(12h、24h、3d 和 7d)各组分别与模型组比较 **P<0.05。
Notes:Model group was compared with Nomal group and Sham operation group, *P<0.05. Experimental group

(12h,24h,3d and7d) were compared with Model group, *P<0.05.

Groups N 脑含水量（%）

Nomal group 6 78.7±0.4*

Sham operationgroup 6 78.6±0.7*

Model group 6 89.3±0.8

12h group 6 83.1±0.3**

24h group 6 83.6±0.6**

3d group 6 83.9±0.4**

7d group 6 83.2±0.3**

表 2 实验组、正常组、假手术组和模型组脑含水量的变化( x±s )

Table 2 Changes of brain water content in Experimental group,Nomal group, Sham operation group and Model group( x±s )

假手术组比较，脑含水量的差异具有显著性（P<0.05 表 2）。

3 讨论

本实验用钴 - 原卟啉灌胃后，采用了液压损伤装置造成脑

损伤模型，应用免疫组织化学的方法测定损伤区域 HO-1 的表

达，应用干湿重法测定了损伤周边区域脑含水量的变化。结果

显示，正常组、假手术组 HO-1 无表达，模型组、12 h、24 h、3 d
和 7 d 组 HO-1 均有表达。模型组分别与 12 h、24 h、3 d 和 7 d
组比较，HO-1 的表达有显著性差异 （P<0.05）；脑含水量的变

化：模型组分别与正常组、假手术组比较，含水量有显著性差异

（P<0.05）; 模型组分别与 12 h、24 h、3 d 和 7 d 组比较,脑含水量

有显著性差异（P<0.05）。
HO-1 是血红素分解代谢的限速酶[6-9]。它催化血红素生成

胆绿素、Fe2+ 和 CO。HO-1 具有细胞保护、氧化应激、抗炎和免

疫调节的特性[10-12]。组织损伤、热休克、缺氧、氧化因子、血红素、
金属卟啉等因素都可以诱导 HO-1 的表达。有研究表明，金属

卟啉化合物可以上调小鸡 HO-1 启动子的活性，尤其是血红素

和钴 - 原卟啉 [13]。钴化合物现在已经被应用于实验室动物和

人类疾病的治疗。无机钴被用于刺激红细胞的生成，从而可以

治疗与肾疾病有关的贫血。另外，钴 - 原卟啉可以影响细胞色

素 P-450 的新陈代谢，从而可以影响实验动物的内分泌状态和

体重的增加。在众多系统中，血红素和钴 - 原卟啉都是 HO-1 活

性的有效诱导剂[14-17]。钴 - 原卟啉并非血红素氧合酶 -1 底物，也

不能催化分解细胞内的活性氧类物质，但它是迄今为止被证明

是 HO-1 活性最有效的金属卟啉诱导剂。它的诱导作用主要通

过非应激途径发生。应用血红素催化 HO-1 的活性，随着血红

素的分解代谢，它的有效催化浓度逐渐降低，可能不足以激活

HO-1 的活性调节位点。钴 - 原卟啉不能够被 HO-1 分解代谢，

它能够扩散且保持到 HO-1 高活性结合位点，因此其催化活性

不能被减弱。至此，在不增加氧化应激的前提下，钴 - 原卟啉上

调 HO-1 的作用比血红素似乎更有前途。相对于其他金属卟啉

化合物（如 CrMP、ZnMP、SnMP 和 SnPP），CoPP 的作用似乎更

强，其他这些金属卟啉化合物均抑制 HO-1 的活性，其中一些

遇光容易被分解（如 SnMP 和 SnPP）。YingShan 等[18]肝细胞瘤

细胞体外培养研究发现，0.5μMCoPP 最低有效浓度使肝细胞

瘤细胞 HO-1mRNA 量显著提高了 3.5 倍；用 10μM-25μM-
CoPP 处理 4 小时，HO-1mRNA 的表达被上调了 35-40 倍；当

CoPP 的浓度 >25μM 时，肝细胞瘤细胞 HO-1 的表达反而降

低，此时，CoPP 已经引起了细胞毒性。Helena Parfenova 等[19]发

现，CoPP 在体内外均可影响大脑微循环 HO-1 的表达和活性。
在脑微血管的细胞培养过程中，加入 10-50μM CoPP 作用

17-24 h，HO-1 的表达明显增加，并且呈剂量依赖性，HO-2 的表

达并不增加。同时，CoPP 并不能诱导 iNOS 或 COX2 的表达，

表明 CoPP 选择性的作用于 HO-1 的表达。另外，他们还发现，

给予新生小猪 50mg/kg 的 CoPP，24 h 内脑组织和脑微血管的

HO-1 的表达明显增加，但 HO-2 的表达并不增加。Angelo A .
Chora 等[20]在自身免疫神经炎症研究发现 ，CoPP 能够诱导实

验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠中枢神经系统 HO-1 的表达从

而发挥脑保护作用；然而在 HO-1-/- 的小鼠应用 CoPP 并不能

发挥脑保护作用。我们的实验研究发现，正常组和假手术组用

免疫组织化学方法未检测到 HO-1 的表达；模型组和实验组可

以观察到 HO-1 的表达，这说明在液压脑损伤后，损伤区域有

HO-1 的表达；实验组 12 h、24 h、3 d 和 7 d 分别与模型组相比，

差异具有显著性（P<0.05）,证实了在脑损伤过程中 CoPP 能够

诱导 HO-1 的表达，但是其具体的分子诱导机制还有待于进一

步研究。对于损伤周边区域脑含水量的情况，实验组各组与模

型组相比亦具有显著性（P<0.05）,这可能是由于 CoPP 诱导了

HO-1 的增加，有效的抑制了氧化应激和血脑屏障的破坏 ，从

而减轻了脑细胞水肿。本实验证明了 CoPP 可以诱导脑损伤区

域 HO-1 的表达，同时可以减轻脑损伤周边区域脑水肿程度。
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