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外源性一氧化碳对脑缺血-再灌注损伤大鼠海马气体信号分子的影响
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［摘要］目的 研究外源性一氧化碳（CO）对脑缺血-再灌注损伤大鼠海马气体信号分子的影响，探讨脑

保护策略．方法 24只 Wister大鼠随机分为四组（n＝6）：对照组（Ⅰ组）、脑缺血 -再灌注组（Ⅱ组）、脑缺

血-再灌注 +低浓度 CO组（Ⅲ组）、脑缺血-再灌注 +高浓度 CO组（Ⅳ组）．采用四血管阻断方法制作大鼠全

脑缺血 -再灌注模型，Ⅰ组行假手术，Ⅲ组和Ⅳ组夹闭两侧颈总动脉前 30 min腹腔分别注射 CO 20 mL/kg或 40

mL/kg，Ⅰ组和Ⅱ组腹腔注射等量生理盐水．缺血 20 min再灌注 6 h后处死大鼠取海马，检测大鼠海马组织中

H2S、NO和 CO的量和 CBS、HO和 iNOS酶活性变化，以及 CBS-mRNA、iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA表达水

平．结 果 Ⅱ组与Ⅰ组相比大鼠海马中 H2S、NO 和 CO 的量增高，CBS、HO 和 iNOS 酶活性增加，

CBS-mRNA、iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA表达增高（ ＜0.05或 ＜0.01）；Ⅲ组与Ⅱ组比大鼠海马中 H2S和

CO的量增高，NO的量降低，CBS酶活性增加，iNOS和 HO酶活性降低，CBS-mRNA表达增加，iNOS-mRNA

和 HO-1-mRNA表达降低（＜0.05或 ＜0.01）；Ⅳ组与Ⅱ组相比大鼠海马中 H2S和 CO的量显著增高，NO的

量降低，CBS酶活性增加，iNOS和 HO酶活性降低，CBS-mRNA表达增加，iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA表达

降低（ ＜0.05或 ＜0.01）．结论 外源性 CO能够诱导脑缺血 -再灌注后大鼠海马 CBS-mRNA的表达，激活

CBS，抑制 iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA的表达，抑制 iNOS和 HO，对 HO-1/CO、CBS/H2S和 iNOS/NO系统产

生调节作用．
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Effect of Exogenous Carbon Monoxide on Gaseous Signaling
Molecules in Hippocampus of Rats with Cerebral
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of exogenous carbon monoxide on gaseous signaling

molecules in hippocampus of rats with cerebral ischemia-reperfusion injury，and find brain protection methods．

Methods 24 Wister male rats aged 3～4 months were randomly even divided into 4 groups：（I） control group，
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（II） ischemia-reperfusion group，（III） ischemia-reperfusion+20 mL/kg CO group，ischemia－reperfusion＋

40 mL/kg CO（IV） group. Global cerebral ischemia-reperfusion model was established by 4-vessel occlusion．

Rats in group I was carried out sham operation．Rats in Group III and Group IV were respectively intraperitoneally

injected 20 mL/kg CO or 40 mL/kg CO before 30 min of clasping bilateral carotid artery．Rats in groupI and group

II were injected equation of saline．The carotid clasps were removed after 20 min of 4-vessle occlusion and rats

were killed after 6h of reperfusion．The concentration of H2S，NO and CO，the activity of CBS，HO and iNOS，

as well as the expression levels of CBS-mRNA， iNOS-mRNA and HO-1-mRNA in hippocampus of rats were

measured．Results The concentration of H2S，NO and CO was increased，the activity of CBS，HO and iNOS

was increased，CBS-mRNA，iNOS-mRNA and HO-1-mRNA expression was increased in group II as compared

with group I（ ＜0.05 or ＜0.01）．The concentration of H2S and CO was increased，but NO was decreased，

the activity of CBS was increased，iNOS and HO was decreased，iNOS-mRNA and HO-1-mRNA expression was

decreased but CBS-mRNA was increased in group III as compared with group II（ ＜0.05 or ＜0.01）. The

concentration of H2S and CO were significantly increased，but NO were significantly decreased， the activity of

CBS was increased， iNOS and HO was decreased， iNOS-mRNA and HO-1-mRNA expression was decreased

but CBS-mRNA was increased in group III as compared with group II（ ＜0.05 or ＜0.01）．Conclusions

Exogenous CO can induce CBS-mRNA expression and inhibit HO-1-mRNA and iNOS-mRNA expression，

activiate CBS and inhibit HO and iNOS during global cerebral ischemia-reperfusion in rats．CO can affect

HO-1/CO，CBS/ H2S and iNOS/NO systems during global cerebral ischemia-reperfusion in rats.
［Key words］ Exogenous；CO；Gaseous signaling molecule；Ischemia-reperfusion； Hippocampus

气体信号分子具有广泛而复杂的生理和病理

作用．研究证明气体信号分子 H2S、NO和 CO参

与了脑损伤的病理生理过程[1-3]，但该过程中气体

信号分子网络间是否相互调节尚未阐明．基于以

上问题，笔者观察了外源性 CO对脑缺血 -再灌

注损伤大鼠海马胱硫醚 β- 合酶 （cystathionine

beta synthase，CBS） /硫化氢（H2S）体系、诱导

型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthasea，

iNOS） /一氧化氮（NO） 体系和血红素氧合酶 -1

（HO-1） /一氧化碳（CO）体系的影响，研究脑

缺血 -再灌注损伤过程中气体信号分子网络间的
相互作用和相互调节，探讨脑保护策略．

1 材料与方法

1.1 主要仪器和试剂

Biometra PCR扩增仪（德国）、Kodak 2D凝胶

成像分析系统（德国）、UV 1201紫外分光光度仪

（日本）、RT-PCR试剂盒（TaKaRa生物工程有限

公司）、总 RNA抽提试剂盒（Trizol Reagent，Gib

Co）、低温离心机（SORVALL SUPER T21）、722S

分光光度计（上海分析仪器总厂）、电热恒温水浴

箱 （上海医疗器械七厂）、电子天平 （Denver

Instrument Company，美国）；检测 H2S、CO、CBS

活性和 HO 活性的试剂（Sigma-Aldrich，美国）；

NO、iNOS试剂盒（南京建成生物工程研究所）；

CO纯品气体（99.95%，北京康福气体公司）．

1.2 动物模型

按 Pulsinelli等[4]报道的四动脉阻断法略加改

变建立脑缺血 -再灌注动物模型：3%戊巴比妥钠

（40 mg/kg）腹腔注射麻醉大鼠颈后正中切开暴露

第一颈椎，找到翼状孔，直径 0.5 mm大头针热凝

双侧翼状孔处的椎动脉．次日再次麻醉，分离暴

露两侧颈总动脉，用动脉夹夹闭两侧颈总动脉，

20 min后再通血流建立脑缺血 -再灌注模型．

1.3 实验分组

Wister 雄性大鼠 24只，日龄 90～120 d，体
重 180～220 g，由中国医科大学实验动物中心提

供．随机分为对照组（Ⅰ组）、脑缺血 -再灌注组

（Ⅱ组）、脑缺血 - 再灌注 + 低浓度 CO 组 （Ⅲ

组）、脑缺血 - 再灌注 +高浓度 CO组 （Ⅳ组），

每组 6只大鼠．对照组手术方法同上，但不凝椎

动脉和夹闭颈总动脉．脑缺血 -再灌注 +低浓度

CO组夹闭两侧颈总动脉前 30min腹腔注射 CO 20

mL/kg，脑缺血 -再灌注 +高浓度 CO组夹闭两侧

颈总动脉前 30 min腹腔注射 CO 40 mL/kg，对照
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组和脑缺血 -再灌注组腹腔注射等量生理盐水．

再通血流后 6 h脱颈处死大鼠取海马．实验过程

中用加温灯保持大鼠直肠温度在 36 .5 ℃～

37.5℃．

1.4 标本制作

在冰面上迅速分离大鼠海马，一半液氮冷冻

后放－72 ℃冰箱保存备用．1/2（100 mg 左右）

海马组织剪碎后放入 10 mL的烧杯内按质量 /体

积（W/V） 1/10加入预冷的生理盐水，用捣杆研磨

5～8 min，充分研碎使组织匀浆化．将准备好的

10%匀浆用低温离心机 3 000 r/min 离心 10 min，

取上清液待测．

1.5 海马组织中 NO含量和 iNOS活性的测定
NO含量的测定： NO化学性质活泼，在体内

很快转化为 NO2
-和 NO3

-，而 NO2
-又进一步转化

为 NO3
-．用专门的试剂盒利用硝酸还原酶特异性

将 NO2
-还原为 NO3

-，通过显色深浅测定其浓度的

高低．

iNOS活性的测定： iNOS催化 L-精氨酸和分

子氧反应生成 NO，NO与亲核性物质生成有色化

合物，在 530 nm波长下测定吸光度，根据吸光度

的大小可计算出 NOS的活性．
1.6 海马组织中 H2S含量和 CBS活性的测定

海马组织中 H2S 含量的测定 [5]：将含 100

mmol/L pH7.4的磷酸钾缓冲液、10 nmol/LＬ-半

胱氨酸、2 mmol/L 5'-磷酸吡哆醛和 10g/L的海马

组织匀浆共 1 mL加入 25 mL锥形瓶中进行反应．

加入 10 g/L的醋酸锌 0.5 mL后用氮气将锥形瓶充

盈 30ｓ后石蜡膜封口，转移到 37℃水浴摇床中

开始反应．90 min后向其中注入 500 g/L的三氯醋

酸 0.5 mL止反应，继续水浴 60 min后将中央室的

内容物转移到含 3.5 mL蒸馏水的试管中，加入 20
mmol/L对苯二胺盐酸盐 0.5 mL和 30 mmol/L三氯

化铁 0.4 mL．室温孵育 20 min后用分光光度计在

波长 670 nm处检测溶液吸光度值．根据 H2S标准

曲线查出溶液中 H2S的产量．

CBS活性的测定[6]：胱硫醚β-合酶催化同型

半胱氨酸与丝氨酸缩合成胱硫醚，后者经茚三酮

显色后在 465 nm波长处有最大吸收峰，而底物丝

氨酸和同型半胱氨酸与茚三酮的反应产物在此波

长吸收很低，因此可用酶促反应后 465 nm吸光度

的增加值检测胱硫醚β-合酶活性的高低．

1.7 海马组织中 CO含量和HO活性的测定
CO 含量的测定 [7]: 将 100%碳氧血红蛋白

（HbCO）和 100%氧合血红蛋白 （HbO2）按不同

比例配制成不同百分比浓度的 HbCO，根据 Hb-

CO和 HbO2吸收光谱的差异，选择了 HbCO吸光

度之差最大而 HbO2吸光度之差为零的两个波长

568 nm和 581 nm，应用分光光度计测定不同浓度

的 HbCO在这两个波长下的吸光度之差（△Ｄ），

用不同百分比浓度的 HbCO和相应的△Ｄ绘制标

准曲线，用标准曲线查出相应的 HbCO百分比浓

度．根据公式计算：

式中Ｘ为所测海马组织匀浆的容积（mL），

64 456为 Hb分子量．
HO活性的测定[8]：取脑海马组织微粒体 0.5

mg，加入胆绿素还原酶 4 mg、NADPH（终浓度

0.8 mol/Ｌ）、6-磷酸葡萄糖（终浓度 4 mmol/Ｌ）、

6 -磷酸葡萄糖脱氢酶（1Ｕ）、血红素（终浓度

20 滋mol/Ｌ），加入 pH7.4磷酸钾缓冲液至 1 mL，

充分混匀，于 37℃水浴，避光反应 20 min，冰浴

终止反应．然后用分光光度计测定波长 463 nm和

波长 530 nm 的吸光度差值，以生成的胆红素

nmol/(mg.pro.h)来表示 HO活性单位．对照管以磷

酸钾缓冲液替代脑海马组织微粒体．

1.8 海马组织 CBS-mRNA、 iNOS-mRNA 和
HO-1-mRNA检测

应用 Trizol抽提大鼠海马组织总 RNA，用紫

外分光光度仪测定 RNA的浓度，琼脂凝胶电泳证
实 RNA 的完整性， CBS-mRNA、HO-1-mRNA

和 iNOS-mRNA水平以 β-actin 为内参对照，采

用半定量 RT-PCR 法测定，逆转录参照 TaKaRa

公司试剂盒说明书进行，cDNA的 PCR引物由上

海英骏生物技术有限公司合成．CBS引物大小为

408 bp，上游引物：5'-ACC AGA CGG AGC AAA

CAG-3'；下游引物：5'-AGG TGA CAG TGG GCA

ACA-3'．iNOS 引物大小为 418 bp，上游引物：

5'-CTA CCT ACCTGG GGA ACA CCT GGG G-3'；

下游引物：5'-GGA GGA GCT GAT GGA GTA GTA

GCG G-3'．HO-1引物大小为 441 bp，上游引物：

5'-ACA GAA GAG GCT AAG ACC G-3'；下游引

海马组织匀浆 CO（mg /L组织匀浆） = HbCO（%）×Hb（mg/L）×4×0.028×1 000
64 456×100×Ｘ
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与Ⅰ组比较，* ＜0.05，** ＜0.01；与Ⅱ组比较，△ ＜0.05，△△ ＜0.01.

组 别 n H2S（nmol/min.g.prot） NO（滋mol/g.prot） CO（mg/L）

Ⅰ 组 6 24.00±5.79 0.23±0.04 2.45±0.66

Ⅱ 组 6 38.50±7.28** 0.49±0.09** 3.53±0.81*

Ⅲ 组 6 48.33±7.52△ 0.41±0.07 4.64±0.77 △

Ⅳ 组 6 60.33±8.28△△ 0.34±0.06△△ 6.68±0.84 △△

表 1 各组大鼠海马组织中 CO、H2S和 NO的水平（x±s）
Tab. 1 The levels of CO,H2S and NO of rsts in each group（x±s）

物：5'-CAG GCA TCT CCT TCC ATT-3'．β－actin

引物大小 690 bp，上游引物：5'-CAC CCT GTG

CTG CTC ACC GAG GCC-3'；下游引物：5'-CCA

CAC AGA TGA CTT GCG CTC AGG-3'．阴性对照

用每个样本直接行 PCR，不加引物和摸板．扩增

产物经琼脂凝胶电泳，紫外灯下照像，在图像分

析系统上进行密度扫描，用 CBS、iNOS和 HO-1

基因扩增产物的密度与β－actin基因扩增产物的

密度比值表示 CBS、iNOS和 HO-1的基因表达水

平．

1.9 统计学处理

SPSS统计软件，数据以均数±标准差（x±
s）表示，多组间比较用单因素方差分析 （Ｆ检
验），两两比较用 检验． ＜0.05为差异有统计

学意义.

2 结果

2.1 海马组织中 NO含量和 iNOS活性的变化
与对照组相比脑缺血 -再灌注组大鼠海马中

NO 含量和 iNOS 活性升高 （ ＝12.946 和 ＝

4.033， ＝0.000和 ＝0.005）；与脑缺血 -再灌

注组相比脑缺血 -再灌注 +低浓度 CO组大鼠海

马中 NO 含量和 iNOS 活性降低 （ ＝12.946 和

＝4.033， ＝0.069和 ＝0.389），脑缺血 -再灌

注 +高浓度 CO组大鼠海马中 NO含量和 iNOS活

性降低（ ＝12.946和 ＝4.033， ＝0.002和 ＝
0.036），见表 1、表 2.

2.2 海马组织中 H2S含量和 CBS活性的变化
与对照组相比脑缺血 -再灌注组大鼠海马中

H2S 含量和 CBS 活性升高 （ ＝26.787 和 ＝

16.738， ＝0.003和 ＝0.030）；与脑缺血 -再灌

注组相比脑缺血 -再灌注 +低浓度 CO组大鼠海

马中 H2S含量和 CBS活性增加（ ＝26.787和 ＝

16.738， ＝0.030和 ＝0.167），脑缺血 -再灌注

+高浓度 CO组大鼠海马中 H2S含量和 CBS活性

增加（ ＝26.787 和 ＝16.738， ＝0.000和 ＝

0.002），见表 1、表 2.

2.3 海马组织中 CO含量和 HO活性的变化
与对照组相比脑缺血 -再灌注组大鼠海马中

CO含量和 HO活性升高（ ＝32.752和 ＝7.174，

＝0.025和 ＝0.000）；与脑缺血 - 再灌注组相

比脑缺血 -再灌注 +低浓度 CO组大鼠海马中 CO

含量和 HO活性（ ＜0.05），脑缺血 - 再灌注 +

高浓度 CO 组大鼠海马中 CO 含量和 HO 活性

（＜0.05），见表 1、表 2.

2.4 海马组织 iNOS-mRNA、CBS-mRNA 和
HO-1-mRNA的变化
与对照组相比脑缺血 -再灌注组大鼠海马中

iNOS-mRNA、CBS-mRNA 和 HO-1-mRNA 表达

升高（＝127.788， ＝11.958和 ＝92.725， ＝

0.000、 ＝0.009和 ＝0.000）；与脑缺血 -再灌

注组相比脑缺血 -再灌注 +低浓度 CO组大鼠海

马中 CBS-mRNA 表达升高 （ ＝11.958， ＝

0.358）， iNOS-mRNA 和 HO-1-mRNA 表达降低

（ ＝127.788 和 ＝92.725， ＝0.044 和 ＝

0.383），脑缺血 -再灌注 +高浓度 CO组大鼠海

马中 CBS-mRNA 表达升高 （ ＝11.958， ＝

0.007）， iNOS-mRNA 和 HO-1-mRNA 表达降低

（ ＝127.788 和 ＝92.725， ＝0.000 和 ＝

0.015），见表 3、见图 1～3．
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图 3 各组 HO-1-mRNA的表达

Fig. 3 The expression of HO-1-mRNA of rats in each

group

1:Marker；2:Negative Control；3:Group C；4:Group I/R；5:

Group I/R+Z；6:Group I/R+H；7:Group I/R+Z+H.

组 别 n CBS（U/mg.prot） iNOS（U/mg.prot） HO（U/mg.prot）

Ⅰ 组 6 0.32±0.05 0.33±0.06 27.33±7.06

Ⅱ 组 6 0.47±0.07** 0.50±0.09** 46.83±7.25**

Ⅲ 组 6 0.54±0.08 0.45±0.10 37.67±8.31△

Ⅳ 组 6 0.63±0.09△△ 0.38±0.08△ 33.50±7.25△△

表 2 各组大鼠海马组织中 CBS、iNOS和 HO的水平（x±s）
Tab. 2 The levels of CBS, iNOS and HO of rats in each group（x±s）

与Ⅰ组比较，** ＜0.01；与Ⅱ组比较，△ ＜0.05，△△ ＜0.01.

与Ⅰ组比较，* ＜0.05，** ＜0.01；与Ⅱ组比较，△ ＜0.05，△△ ＜0.01.

组 别 n CBS-mRNA iNOS-mRNA HO-1-mRNA

Ⅰ 组 6 0.96±0.05 0.28±0.06 0.26±0.05

Ⅱ 组 6 1.12±0.10** 1.23±0.11** 1.10±0.09**

Ⅲ 组 6 1.16±0.10 1.12±0.09△ 1.05±0.12

Ⅳ 组 6 1.28±0.11△△ 0.98±0.09 △△ 0.95±0.10△

表 3 各组大鼠海马组织中 CBS-mRNA、iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA表达的水平（x±s）
Tab. 3 The levels of CBS, iNOS and HOof rats in each group（x±s）

3 讨论

在脑缺血 -再灌注损伤中是否存在 iNOS/NO

体系和 HO-1/CO 体系间的相互调节，NO 和 CO

都能激活鸟苷酸还化酶（GC）的活性通过第二信

使 cGMP发挥其生物学作用．一些研究表明 NO

能增强 HO-1酶的活性，诱导 HO-1-mRNA的表
达[9，10]．也有研究发现 HO能抑制 NOS，使 NO生

成减少；CO能与 NOS结合使其钝化从而影响 NO

的产生[11]．实验中笔者发现脑缺血 -再灌注后大

鼠海马中 NO和 CO的量都增加；当提前给予 CO

后，随着给予 CO浓度的增加，脑缺血 -再灌注

后大鼠海马中 CO的量增加， iNOS酶活性和 iN-
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图 2 各组 CBS-mRNA的表达

Fig. 2 The expression of CBS-mRNA in each group

1:Marker；2: Negative Control；3: Group C；4: Group I/R；

5:Group I/R+Z；6: Group I/R+H；7: Group I/R+Z+H.

图 1 各组 iNOS-mRNA的表达

Fig. 1 The expression of iNOS-mRNA in each group

1:Marker；2: Negative Control；3: Group C；4: Group I/R；

5: Group I/R+Z；6: Group I/R+H；7: Group I/R+Z+H.



OS-mRNA表达降低，同时 NO的量降低．提示在

脑缺血 -再灌注损伤过程中 CO对 iNOS/NO系统

有调节（抑制）作用．

Kashiba[12]提出既然 H2S可作为轴配体的辅基

与血红素蛋白结合，H2S 肯定能调节 HO 的活

性．在脑缺血 -再灌注损伤中 CO对 CBS的影响

研究尚未见报道．实验中笔者发现脑缺血 -再灌

注后大鼠海马中 H2S和 CO的量都增加，当提前

给予 CO后，随着给予 CO浓度的增加，脑缺血 -

再灌注后大鼠海马中 CO的量增加， CBS酶活性

和 CBS-mRNA表达增加，同时 H2S的量增加．提

示脑缺血 -再灌注损伤过程中 CO 对 CBS/H2S 系

统有调节作用．在脑缺血 -再灌注损伤中增加的

CO能够诱导 CBS-mRNA的表达，激活 CBS酶的

活性，结果使 H2S的量增加．

人类对 CO的认知是从其毒性开始．近年来

发现生理浓度的 CO和其生成酶 HO 在许多生理
和病理过程中起重要的调节作用，尤其对组织器

官的保护作用．目前已知诱导型 HO亚型 HO-1

是细胞对抗应激反应的重要组成部分，HO-1/CO

体系在高氧性损伤、缺血 /再灌注损伤、器官移

植等方面对器官起保护作用[3]．实验中笔者发现大

鼠脑缺血-再灌注后海马 HO-1-mRNA表达增加，

HO活性增加，CO增加．提前给予 CO后，随着

给予 CO量的增加，脑缺血 -再灌注后大鼠海马

中 CO的量增加，但 HO-1-mRNA表达降低，HO

活性降低．说明脑缺血 -再灌注损伤过程中 CO

对 HO具有负反馈调节作用，提示在脑缺血 -再

灌注损伤过程中适当激活 HO 产生适当 CO参与

抗损伤的过程，同时避免大量的 CO 产生使机体

中毒．

综上所述，外源性 CO能够诱导脑缺血 -再

灌注后大鼠海马 CBS-mRNA的表达，激活 CBS，

抑制 iNOS-mRNA和 HO-1-mRNA 的表达，抑制
iNOS和 HO；在脑缺血 -再灌注损伤过程中外源

性 CO 能对 CBS/H2S、iNOS/NO 和 HO-1/CO 系统

产生调节作用．
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