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［摘要］目的 研究 HO-1对氧糖剥夺海马神经元线粒体运动调节蛋白的影响．方法 将培养 7 d的大鼠海

马神经元随机分为 4组：正常培养组（C组）、正常培养 +血晶素组（C+H组）、氧糖剥夺组（D组）、氧糖剥夺 +

血晶素组（D+H组）．C组正常培养方法培养．C+H组在正常培养的神经元培养液中加入血晶素使其终浓度为 10

滋mol/L后按正常培养 24 h．D组神经元进行缺糖、缺氧后复糖、复氧处理．D+H组神经元用 10 滋mol/L血晶素处

理 24 h后进行缺糖、缺氧后复糖、复氧处理．进行神经元纯度鉴定，细胞存活率，HO-1-mRNA表达，HO-1、

Miro1、Miro2和 Milton蛋白表达，神经元凋亡的检测．结果 C+H组神经元 HO-1-mRNA和 HO-1表达高于 C组

（＜0.01），Miro1、Miro2和 Milton蛋白表达高于 C组（ ＜0.01），神经元存活率和神经元凋亡率变化无统计学差

异（ ＞0.05）；D组神经元 HO-1-mRNA 和 HO-1表达高于 C组（ ＜0.01），Miro1、Miro2和 Milton蛋白高于 C

组 （ ＜0.01），神经元存活率低于 C 组 （ ＜0.01），神经元凋亡率高于 C 组 （ ＜0.01）；D+H 组神经元

HO-1-mRNA和 HO-1表达高于 D组（ ＜0.01），Miro1、Miro2和 Milton蛋白高于 D组（ ＜0.01），神经元存活

率高于 D组（ ＜0.01），神经元凋亡率低于 D组（ ＜0.01）．结论 HO-1增加海马神经元线粒体运动调节蛋白

Miro1、Miro2和 Milton的表达，抑制神经元的凋亡．
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［Abstract］ Objective To investigate the effects of hemeoxygenase-1（HO-1） on mitochondrial movement

protein expression in primary cultured rat hippocampus neurons after oxygen glucose deprivation．Methods

Primary rat hippocumpus neurons cultrured for 7 days were dividend into four groups．Experimental group cells were

respectively carried out 10μmol/L Heme precondition （group C+H）， OGD（group D）， 10 滋mol/L Heme

precondition + OGD（group D+H），Control cells were cultured normally （group C）．Compound remained present

throughout the duration of the experiment until analysis 24 h later．Neuron viability and apoptosis were weasured.The

expression of HO-1， Miro1，Miro2，Milton protein and HO-1-mRNA were detected．Results The protein and

mRNA expression levels of HO-1 in group C+H were higher than group C（ ＜0.01），the protein expression levels

of Miro1，Miro2 and Milton were higher than group C（ ＜0.01）．The neuron viability and apoptosis had no

significant difference between group C+H and group C（ ＞0.05）．The protein and mRNA expression levels of

HO-1 in group D were higher than group C（ ＜0.01），the protein expression levels of Miro1，Miro2 and Milton
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were higher than group C（ ＜0.01），the neuron viability rate was lower and neuron apoptosis rate was higher than

group C（ ＜0.01）．The protein and mRNA expression levels of HO-1 in group D+H were higher than group D

（ ＜0.01），the protein expression levels of Miro1，Miro2 and Milton were higher than group D（ ＜0.01），the

neuron viability rate was higher and neuron apoptosis rate was lower than group D（ ＜0.01）．Conclusion HO-1

can inhibit the apoptosis of hippocampus neurons induced by oxygen glucose deprivation through increasing mito-
chondrial movement proteins expression.

［Key words］ Mitochondrial movement protein；HO-1；Neuron； Protection; Mechanism

神经元线粒体运动调节蛋白 （Ｍitochondrial

movement protein）的主要功能是调节线粒体在神经

元中的移动，保证线粒体的正确分布以应对病理

损伤[1]．但目前对线粒体运动调节蛋白的诱导机制

尚未阐明．脑内血红素氧合酶 -1（heme oxyge-

nase-1，HO-1） 是目前已知最易受诱导的酶，

HO-1是脑内最重要的内原性保护体系之一，被激

活的 HO-1 能参与调节其他基因的表达 [2，3]．但

HO-1能否影响线粒体运动调节蛋白未见报道．因

此，本研究旨在观察 HO-1的变化和对神经元线粒

体运动调节蛋白的影响．

1 材料与方法

1.1 实验动物

新生（出生 48 h内） Wistar 大鼠，由昆明医

学院实验动物中心提供．

1.2 主要仪器及试剂

HERA CELL 150型 CO2培养箱（GmbH公司，

德国），缺氧箱 （Biotech，英国），高糖型 （4.5

g/L） DMEM培养液（Hylone，美国），无糖、无氧

DMEM液（Hylone，美国），PCR扩增仪（Biometra

公司，德国），RT-PCR试剂盒（TaKaRa公司，日

本），Tunnel试剂盒、即用型 SABC免疫组化试剂

盒、NSE抗体（武汉博士德生物工程有限公司），
HO-1、Miro1、Miro2、Milton 抗体 （Calbiochem，

英国）， Heme（Sigma，美国）．

1.3 海马神经元原代培养

按文献[4，5]进行海马神经元培养．收集所得细

胞悬液，在显微镜下用血细胞记数板记数并算出

细胞的密度，用接种液将细胞密度调至 1 ×

106/mL，然后分别接种于预先经多聚赖氨酸处理的

6 孔 （2 mL/ 孔） 和 96 孔 （100 滋L/ 孔） 培养板

内，放入 37℃、5%的 CO2和 95 %空气培养箱中

培养， 24 h后换培养液，以后每周换上述培养液

2次，每次换半量．培养第 4天加入阿糖胞苷（终

浓度 10 滋mol/L）抑制胶质细胞的过度生长．共培

养 7 d.

1.4 神经元缺糖、缺氧后复糖、复氧模型[6]

取培养 7 d的海马神经元，吸去原培养液后用

无糖平衡盐液冲洗 3遍，此后吸掉平衡盐液，加

入事先用 5% CO2、 95% N2 饱和的无糖、无氧

DMEM液 ．将培养板置于缺氧培养箱，以 10 L/

min 的流量向缺氧培养箱内通入 5% CO2、95%

N2，45 min后将培养板取出换回原来的培养液后放

置于 37℃、5 %的 CO2和 95 %空气的培养箱培养

24 h.

1.5 实验分组及处置

正常培养组 （C 组）、正常培养 + 血晶素组

（C+H组）、氧糖剥夺组（D组）、氧糖剥夺 +血晶

素组（D+H组）．C组按正常培养方法培养；C+H

组在正常培养的神经元培养液中加入血晶素使其
终浓度为 10 滋mol/L后按正常培养 24 h；D组神经

元进行缺糖、缺氧后复糖、复氧处理；D+H组神

经元用 10 滋mol/L血晶素处理 24 h后进行缺糖、缺

氧后复糖、复氧处理．

1.6 神经元纯度鉴定

采用免疫组化 SABC法：随机取培养 7 d的神

经元，用 4%多聚甲醛室温固定 30 min，30%H2O2

室温封闭，微波法抗原修复，滴加 1:100稀释的一

抗， 37℃ 1 h，滴加生物素化二抗（神经元特异性

烯醇化酶，NSE），滴加试剂 SABC，DAB 显色，

苏木素复染，脱水，透明，封片．阴性对照用 PBS

液代替一抗．Olympus显微镜观察，胞浆染色为棕

黄色的即为阳性神经元，显微镜下随机计数 8个视

野细胞，计算 NSE阳性细胞百分率．

1.7 神经元存活率的测定

细胞存活力测定采用的是 MTT法．96孔培养

板培养 7 d的神经元每孔中加入四甲基偶氮唑盐

（MTT） 10 滋L （终浓度为 0. 5 mg/mL），37℃，5%

CO2的培养箱中继续培养 4 h，然后倾去全部培养

液，向每孔中加入 100 滋L二甲基亚砜（DMSO），

在摇床上摇动 10 min，至蓝紫色的结晶完全溶解，

在酶标计数仪上测定每组的光密度（OD）值，检
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测波长为 560 nm，参考波长为 630 nm．每板设不

加细胞的空白孔为对照．细胞存活率:

细胞存活率（%） = 各组 OD值
空白对照组 OD值

×100%

1.8 神经元凋亡的检测

采用末端脱氧核苷酸转移酶 （TdT） 介导的

dUTP缺口末端标记（TUNEL） 法进行检测． 其

步骤如下:培养在玻片上的各组神经元，经 4%多

聚甲醛室温固定 30 min 后，用 3% H2O2 处理 10

min，加 TBS 1:200新鲜稀释 Proteinase K 37℃消化

10 min，然 后用 TdT 缓冲 液， 再加 入 TdT/

DIG-d-UTP混合液，加封闭液，加生物素化地高

辛抗体， DAB 染色．阴性对照在加入 TdT/

DIG-d-UTP混合液时用 TdT缓冲液替代．显微镜

下观察细胞核中有棕黄色 /棕褐色颗粒为阳性细胞

即凋亡细胞．计数 25个相邻视野中凋亡神经元所

占百分率．重复 3次．

1.9 RT-PCR检测 HO-1-mRNA的表达
应用 Trizol抽提待测培养海马神经元总 RNA，

HO-1-mRNA表达水平以β－actin为内对照，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．

HO-1引物大小为 441bp，上游引物：5'-ACA GAA

GAG GCT AAG ACC G-3'；下游引物：5'-CAG GC-

A TCT CCT TCC ATT-3'．β －actin 引 物 大 小

690bp，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 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 HO-1的基因表达水

平．

1.10 Miro1、Miro2、Milton 和 HO-1 蛋白表

达的检测

用 Western blot法，内参照为 GAPDH．取 100

滋g 蛋白样品进行电泳，将蛋白转移到 NC 膜上，

用封闭液室温封闭 2 h，将膜与溶于封闭液中的一

抗（兔抗大鼠 Miro1、Miro2、Milton和 HO-1单克

隆抗体，分别按 1:200、1:200、1:250 或 1:500 稀

释）室温孵育 2 h，将膜与二抗稀释液中的辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔二抗（1:3 000）室温封闭 1

h，酶法显色．Metamorph/BX41图像分析系统测各

条带平均吸光度（A）值和条带的面积，每一条带

的蛋白含量用此条带的吸光度值乘以条带的面积

与同一样本的 GAPDH条带的吸光度值乘以条带的

面积的比值表示．

1.11 统计学处理

SPSS统计软件，数据用均数±标准差（x±s）
表示，多组间采用单因素方差分析，组间用 检
验， ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 神经元纯度

培养 7 d的海马神经元用神经元特异性的烯醇

化酶进行检验后，神经元所占比例达到 90%．

2.2 神经元 HO-1-mRNA和HO-1蛋白的变化

C+H 组神经元 HO-1-mRNA 和 HO-1 表达高

于 C 组 （ ＜0.01）；D 组神经元 HO-1-mRNA 和
HO-1 表达高于 C 组 （ ＜0.01）；D+H 组神经元

HO-1-mRNA和 HO-1表达高于 D组（ ＜0.01），

见表 1．

2.3 Miro1、Miro2和Milton蛋白的变化
C+H组神经元 Miro1、Miro2和 Milton 比 C 组

高（ ＜0.01）；D 组 Miro1、Miro2、Milton 高于 C

组（ ＜0.01）；D+H组神经元 Miro1、Miro2、Mil-

ton高于 D组（＜0.01），见表 2．

2.4 神经元存活率和凋亡率的变化

C+H组神经元存活率和凋亡率与 C组比较无

统计学差异（ ＞0.05）；与 C 组比较 D 组神经元

存活率降低、凋亡率升高（＜0.01）；与 D组比较

D+H 组神经元存活率升高、凋亡率降低 （ ＜

0.01），见表 3．

组 别 HO-1-mRNA HO-1

C组 0.10±0.01 0.12±0.01

C+H组 1.68±0.15* 1.71±0.17*

D组 0.24±0.02* 0.23±0.02*

D+H组 2.03±0.19▲▲ 1.99±0.17▲▲

表 1 各组神经元 HO-1-mRNA和 HO-1蛋白比较

（x±s）
Tab. 1 The comparision of HO-1-mRNA and HO-1

protein among different groups（x±s）

与 C组比较，* ＜0.05；与 D组比较，▲▲ ＜0.01.
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组 别 Miro1 Miro2 Milton

C组 0.10±0.01 0.10±0.01 0.11±0.01

C＋H组 0.77±0.07** 0.81±0.06** 0.72±0.06**

D组 0.67±0.05** 0.70±0.07** 0.65±0.05**

D＋H组 1.33±0.12▲▲ 1.37±0.13▲▲ 1.29±0.12▲▲

与 C组比较，** ＜0.01；与 D组比较，▲▲ ＜0.01.

表 2 各组神经元Miro1、Miro2和Milton的比较

（x±s）
Tab. 2 The comparision of Miro1,Miro2 and Milton

protein among different groups（x±s）

组 别 神经元存活率（%） 神经元凋亡率（%）

C组 96±8 3±1

C＋H组 97±6 2±1

D组 45±4** 77±7**

D＋H组 86±7▲▲ 30±2▲▲

表 3 各组神经元存活率和凋亡率的比较（x±s）
Tab. 3 The comparision of neuron viability and apop-

tosis among different groups（x±s）

与 C组比较，** ＜0.01；与 D组比较，▲▲ ＜0.01.

3 讨论

线粒体是神经细胞中非常重要的细胞器，它

们给神经细胞提供能量，支持神经细胞活动．线

粒体能够产生 ATP维持神经细胞的正常运转，当

大脑处在缺氧状态下时，线粒体的功能受到限制，

无法给细胞提供足够的能量．当损伤达到一定程

度，脑细胞就会不可避免地死亡．由于神经细胞

具有非常特殊的形状———有很多长而突出的树突

和轴突，线粒体由于其大小和功能的局限性，往

往需要从细胞内较远的地方迁移到另一个位置来

完成某些功能，因此需要完善的调节机制来保证

神经元中线粒体的正常分布，以支持正常的细胞

功能．近年，科学家们通过研究给这些能调节神

经元线粒体移动和分布的物质定义为“线粒体运

动调节器（或蛋白）”，该蛋白的主要功能是保证

细胞内线粒体的正确分布，保证病理状态下线粒
体在细胞中占领正确的位置，以应对病理损伤．

如果细胞缺失这种蛋白，那么神经元中大量的线

粒体就离开它们正常的位置而回到胞体周围，只

留下一些空洞和没有线粒体支持的树突和轴突．

目前研究 [1]发现 Miro 蛋白 （Miro1 和 Miro2） 和

Milton蛋白能够调节线粒体的运动，但对线粒体运

动调节蛋白的诱导机制以及它们与其他相关蛋白
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分子的相互作用尚未阐明．

HO-1是目前已知脑内最易受诱导的酶．提示

HO-1 是脑细胞对抗氧化应激反应的重要组成部

分．研究提示 HO可能有信号传递的作用[7]．另有

研究表明 HO-1可能参与基他基因表达的调节 [8]．
实验中发现血晶素能诱导海马神经元 HO-1的

表达，HO-1-mRNA和 HO-1蛋白显著的增加．随

着 HO-1 的表达的增加，线粒体运动调节蛋白

Miro1、Miro2和Milton的表达也增加，同时氧糖剥

夺神经元存活率增加、凋亡率降低．研究结果表

明 HO-1 能够影响神经元线粒体运动调节蛋白

Miro1、Miro2和 Milton的表达，提示 HO-1对神经

元的保护作用与诱导线粒体运动调节蛋白表达有

关.

综上所述，海马神经元 HO-1的表达，上调神

经元线粒体运动调节蛋白 Miro1、Miro2 和 Milton

的表达，保护了神经元．但其机制有待进一步的

研究.
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