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ARDS 时HO抗氧化作用机制初探
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　　摘要:目的　探讨血红素氧合酶 (HO)抗氧化性对急性呼吸窘迫综合征 (ARDS)的保护作用及其机制。方法　

采用电子自旋共振 (ESR)技术直接测量活性氧 (ROS), 并结合化学发光法和脂质过氧化产物测定等技术来研究

ARDS 发生发展过程中 HO对自由基的影响。结果　ESR结果显示 , 大鼠注射OA后 10 min ROS 含量即升高 , 30 min 达

到高峰 , 以后逐渐下降;HO组未见 ROS 显著增加;而化学发光法定量检测和 SOD检测结果与 ESR波谱显示的结果完

全一致;MDA检测结果则提示 Hb 诱导 HO有一定的副作用。结论　ROS 可能是 ARDS 启动的主要病因;HO 有一定的

抗氧化能力。
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Abstract:Objective　To investigate the antioxidation of heme oxygenase (HO) in acute respiratory distress syndrome (ARDS)

induced by injection of oleic acid.Method　Reactive oxygen species (ROS)was measured by electron spin resonance (ESR)direct-

ly , chemical luminescence , MDA and SOD were used to investigate the effect of HO on free radicals in ARDS.Result　The spectrum

of ESR showed that the concentration of ROS increased at 10 minutes and got summit at 30 minutes after injection of oleic acid (OA),

then dropped gradually , whereas it didnt increase greatly in HO-treated groups , moreover , the results of quantified measure by chemi-

cal luminescence and SOD assay corresponded with the tendency exhibited in ESRmeasurement , whereas MDA assay indicated that in-

duction of HO by hemoglobin had some side effect.Conclusion　The results demonstrated that ROS may be a key factor in the starting

phase of ARDS.HO has definite ability of antioxidation.
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　　血红素氧合酶 (heme oxygenase , HO)已被发现

对多种疾病具有保护作用 , 其研究已成为热点之

一
[ 1 ～ 3]

。我们的初步实验曾发现 , 预先诱导 HO高表

达对致死剂量油酸引起的急性呼吸窘迫综合征 (acute

respiratory distress syndrome , ARDS)具有惊人的防治

效果 , 表明 HO 在 ARDS 发病及调控中占有重要地

位;但HO在ARDS发病机制中的确切作用仍有待阐

明 , 尤其是有关抗氧化作用机制还未有人涉及。本文

拟利用电子自旋共振 (electron spin resonance , ESR)、

化学发光法和脂质过氧化产物测定等方法来研究

ARDS发生发展过程中 HO对自由基的影响 , 以进一

步探索HO的抗氧化作用机制 , 现报告如下 。
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1　材料和方法

1.1　实验分组

健康成年雄性 SD 大鼠 , 体质量 240 ～ 280 g (北

京大学医学部实验动物中心提供), 随机分为对照组 、

ARDS 组 、 血红蛋白 (hemoglobin , Hb)对照组和血红

蛋白加油酸 (oleic acid , OA)组 。ARDS 组根据观察

时间不同共分为 10 min 、 30 min 、 1 h 、 2 h 、 4 h 、 6 h

等6 个亚组;Hb+OA 组按注射 Hb剂量 (50 mg/kg

体质量 、 100 mg/kg 体质量和 200 mg/kg 体质量)分

为3 个亚组 , 每组大鼠各 5只。Hb临用前自制:取

健康 SD 大鼠颈动脉血 , 2 000 r/min , 离心 20 min ,

弃上清后加灭菌生理盐水混匀 , 2 000 r/min , 离心 20

min;如此反复洗涤 3 次 , 弃上清 , 加入注射用蒸馏

水 , 充分振摇使红细胞溶解 、 破碎 , 再3 000 r/min ,

离心 30 min , 留上清液 , 加入 NaCl使成等渗溶液 ,

测血红蛋白浓度 , 备用。各组大鼠腹腔注射质量分数
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25%乌拉坦 (1.2 g/kg 体质量)麻醉 , ARDS 组经股

静脉注射OA (化学纯 , 北京金龙化学试剂有限公司 ,

0.15 ml/kg体质量)。Hb 对照组和 Hb+OA 组经尾静

脉注射Hb , 后者 16 h后经股静脉再注射OA 。对照组

只注射等量生理盐水。ARDS模型是否成功由动脉血

气分析及病理学观察验证 。

1.2　样品的采集

各组大鼠在多道生理记录仪监控下经右颈外静脉

作肺动脉插管 , 并作左颈动脉插管 , 插入左心室;记

录肺动脉压和心室压 。之后分别采集肺动脉血 、 左心

室血及股静脉血 , 其中颈动脉血 0.5 ml在NOVA Stat

Profile 3型血气分析仪上做血气分析;最后打开胸腔 ,

取出肺组织;Hb+OA 组在注射 OA 后 30 min 取样 ,

各样品测定见以下项目。

1.3　肺组织微粒体中血红素氧合酶活性测定

1.3.1　肺组织微粒体制备

取前述肺组织按 1∶3 体积加入 0.02 mol/L , pH

7.4 的磷酸钾缓冲液 (内含 0.1 mmol/L EDTA , 135

mmol/L KCl)匀浆 (potter 匀浆器), 双层纱布过滤。

将匀浆转入预冷离心管中 , 在日立高速冷却离心机

(RPR20-3型)上 , 4 ℃, 13 000 g 离心 20 min , 小心

取出全部上清液在超速离心机 (Beckman L5-50E型)

上 , 4 ℃, 105 000 g 离心 1 h , 所得沉淀即为肺组织

微粒体 , 加入 0.02 mol/L 磷酸钾缓冲液悬起 , 待测 。

1.3.2　HO活性测定
[ 4]

1.3.2.1　试剂及其配制　氧化型烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸 (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ,

NADP)、 6-磷酸葡萄糖脱氢酶 (glucose-6-phosphate de-

hydrogenase , G6PD)、 6-磷酸葡萄糖 (glucose-6-phos-

phate , G6P)和氯血红素 (hemin) (天象人生物工程

公司 , BM产品):准确称取 NADP 85.4 mg 、 G6PD 25

μl 、G6P 43.74 mg 和 hemin 163 mg , 各加入 pH 7.4的

0.1 mol/L 磷酸钾缓冲液分别至 40 ml 、 500 μl 、 20 ml

和100 ml。

1.3.2.2　方法　胆红素标准曲线制备:取胆红素标

准 (北京大学第三医院检验科李国权技师惠赠)加蒸

馏水 3 ml溶解后 (浓度为 0.171 mmol/L), 用 pH 7.4

的0.1 mol/L磷酸钾缓冲液稀释至 5.13μmol/L , 再依

次倍比稀释 , 浓度分别为 2.57 、 1.28 、 0.64 、 0.32 、

0.16 、 0.08μmol/L , 以 pH 7.4的 0.1 mol/L磷酸钾缓

冲液调零 , 采用双波长分光光度法 (SHIMDU UV-

1601 UV-VISIBLE spectrophotometer)测定 464 ～ 530 nm

下吸光度差值 (ΔA)。以 ΔA 为 x , 以血红素浓度为

y 得回归方程:y =12.051 x-0.019 (r=0.999 9)。

肺组织匀浆液中 HO 测定:取肺组织匀浆 1 ml ,

加肝细胞匀浆 120μl (2 mg), NADP 1 ml (终浓度 0.8

mmol/L), G6P 0.5 ml (终浓度 1 mmol/L), G6PD 12

μl (终浓度 0.2μmol/L), hemin 60μl , 最后加 pH 7.4

的0.1 mol/L PBS 至 1 ml , 避光 , 37 ℃水浴 10 min ,

采用双波长分光光度法测定 464 ～ 530 nm 下吸光度差

值 (ΔA), 代入上述回归方程 , 计算胆红素生成量。

结果以生成的胆红素 nmol/ (mg·h)来表示HO活性 。

1.4　肺组织 ROS 的 ESR测定

试剂:N-特丁基-α-苯硝酮 (N-tert-butyl-α-phenyl-

nitrone , PBN , 美国Sigma公司), 二乙三胺五乙酸 (di-

ethylenetriamine pentaacetic acid , DETAPAC), 乙酸乙酯

(分析纯 , 北京化工厂)。捕集剂配制:100 mmol/L

PBN , 2 mmol/L DETAPAC 溶于 pH 7.4的 PBS中。

取2 g肺组织 , 加 1 ml捕集剂 , 电动匀浆 2 min ,

取出后加入 0.6 ml 乙酸乙酯 , 14 000 r/min 离心 10

min (或15 000 r/min , 5 min)。取上层乙酸乙酯分离

入 EP 管内 , 0 ～ 4 ℃保存 , 2 h内检测。

ROS测定采用 ESR 波谱仪测定:使用 Varian E-

109E ESR波谱仪 , 检测条件:中心磁场3 445 G , X

波段微波功率 20 mW , 调制 100 kHz , 调制幅度 2.5

G , 扫宽 200G , 磁场频率 9.47 GH , 时间常数 0.128。

1.5　化学发光法测定超氧阴离子

WDD-1型发光测试仪 (北京第二光学仪器厂)。

试剂:碳酸缓冲液 , pH =10 , 0.1 mol/L;发光液

(Luminol , 10 mmol Luminol贮备液冷藏保存 , 用时稀

释100倍)。操作过程:顺序加入邻苯三酚 10 μl 、 4

mol/L NaOH 80 μl、 Luminol 900 μl , 血清样品 10 μl ,

混合后检测 , 记录读数。

1.6　丙二醛 (MDA)及超氧化物歧化酶 (SOD)的

测定

采用南京建成生物工程研究所提供的MDA 、 SOD

测定试剂盒 , 具体操作见说明书。

1.7　统计学分析

数据经SPSS 10.0软件程序处理 , 结果以x ±s表

示 , 不同组别 、 不同取血途径数值比较采用方差分

析;采用Macrocal Origin6.0软件作图。

2　结果

2.1　肺组织匀浆 (微粒体)中HO活性水平

表1可见 , 给大鼠注射 Hb后 16 h , Hb对照组和

Hb+OA 组肺组织匀浆中 HO活性均见明显增加 , 表

明Hb已成功诱导了HO的高表达 。
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表 1　肺组织匀浆中血红素氧合酶 (HO)活性 (x±s)

　组　别 样本数 HO [ nmol/ (mg·h)]

对照组 (cont rol) 5 2.41±0.29

Hb对照组 (Hb control) 5 5.26±1.01＊＊

Hb+OA组 5 6.30±0.78＊＊

　　与对照组比较:＊＊P<0.01

2.2　肺组织中 ROS测定

如图 1所示 , 肺组织中 ROS 的含量早期即显著

升高 , 30 min达到最高 , 以后逐渐下降 , 到 6 h已接

近正常。Hb对照组也有一定的自由基信号 , 但 Hb+

OA组并未见 ROS显著增加 , 其信号强度大致相当于

ARDS 组6 h , 亦即大致恢复至正常的水平。

2.3　化学发光法测定超氧阴离子 (O·
-

2)

由 ESR结果可知 , 肺中自由基含量在注射OA 30

min后达到高峰 , 故确定 Hb+OA组在注射OA后 30

min取样 , 测定结果见表 2。由表 2结果可知 , 注射

OA后 O
·-
2 含量显著升高 , 至 30 min最高 , 之后逐渐

下降 , 与 ESR波谱显示的结果一致 。不同取血途径

结果比较则显示 , 10 min至 4 h组左心室显著高于其

他途径;1 h 、 2 h 和 4 h 肺动脉和静脉取血途径间差

异有显著性;6h时左心室仍显著高于静脉血 , 见图

图 1　各组大鼠肺组织 ESR波谱比较

2。Hb+OA各组O·
-

2 生成虽仍高于对照组 , 但总体来

看 , 其 O
·-
2 含量仅相当于 ARDS组 4 h以后的恢复阶

段 , 与 ARDS 30 min组相比 O
·-
2 含量显著减少。各取

血途径间差异没有显著性 , 见图 3。

表 2　化学发光法超氧阴离子 (O·
-
2)测定结果 (x±s) a.u.

　　　组　别 样本数 肺动脉血 左心室血 股静脉血

对照组 (cont rol) 5 63.54±2.30 64.58±1.57 61.34±2.35

Hb对照组 (Hb control) 5 91.92±11.46＊ 91.82±6.19＊ 88.52±10.55＊

ARDS组　 10 min 5 260.44±18.54＊# 289.86±12.06＊ 250.96±5.28＊#

　　　　　30 min 5 319.46±6.99＊# 444.54±6.16＊ 314.44±11.86＊#

　　　　　1 h 5 289.66±15.18＊#■■ 403.32±6.00＊ 259.40±20.44＊#

　　　　　2 h 5 264.88±15.34＊#■■ 338.34±13.22＊ 211.38±11.33＊#

　　　　　4 h 5 120.96±10.18＊■ 188.60±19.53＊ 100.36±7.52＊

　　　　　6 h 5 93.44±5.30＊# 101.82±7.52＊ 82.78±11.42＊

Hb+OA组 50 mg 5 162.66±10.64＊△☆ 165.50±8.53＊△☆ 156.40±6.93＊△☆

　　　　　100mg 5 148.30±8.15＊△☆ 152.02±6.59＊△☆ 140.06±13.67＊△☆

　　　　　200mg 5 125.72±18.96＊△☆ 142.46±7.52＊△☆ 120.70±13.27＊△☆

　　与对照组比较 , ＊P<0.01;与同时间点 LVB比较 , ##P<0.01;PA与 FVB比较 , ■P<0.05, ■■P<0.01;与Hb对照组比较 , △P<

0.01;与ARDS 30 min组比较 , ☆P<0.01

2.4　丙二醛 (MDA)及超氧化物歧化酶 (SOD)活性

的测定

由表 3结果可知 , 大鼠注射OA后与对照组相比

SOD活性下降 , 至 30 min达最低点 , 以后逐渐上升 ,

6 h后基本恢复正常;而MDA与对照组相比则显著升

高 , 先是在 30 min达到一个高峰 , 然后下降 , 4 h 后

又明显升高 。Hb对照组和 Hb+OA 50 mg 组 SOD活性

与对照组相比下降明显 , 但都明显高于 ARDS 30 min

组;MDA各组与对照组相比显著升高 , Hb+OA 50 mg

和 100 mg组更是显著高于 ARDS 30 min组。

3　讨论

血红素氧合酶是一种催化血红素降解为一氧化

碳 、铁和胆红素的起始酶和限速酶 , 有着重要的生物

学作用[ 5] 。近年来发现它除了原有的降解血红素功能
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a ———左心室血;b ———肺动脉血;c ———股静脉血

图 2　不同取血途径化学发光法超氧阴离子测定结果

PAB ———肺动脉血;LVB———左心室血;FVB———股静脉血

图 3　不同剂量Hb预防 ARDS 的化学发光法

超氧阴离子测定结果

表 3　ARDS 大鼠左心室血中 SOD及MDA 的测定结果 (x±s)

组　别 样本数 SOD (NU/ml) MDA (nmol/ml)

对照组 (control) 5 50.975±1.975 1.187±0.158

ARDS组　10 min 5 45.525±1.784＊＊ 3.905±1.061＊＊

　　 　　30 min 5 41.501±2.109＊＊ 4.455±0.693＊＊

　　 　　1 h 5 52.899±4.614 3.015±0.608＊＊

　　 　　2 h 5 53.501±2.481 2.755±0.760＊＊

　　 　　4 h 5 49.880±2.214 4.550±1.525＊＊

　　 　　6 h 5 50.640±6.041 5.327±1.103＊＊

Hb对照组(Hb control) 5 46.254±1.785＊＊## 5.034±0.897＊＊

Hb+OA组 50mg 5 45.701±0.572＊＊## 6.345±0.674＊＊##

　　 　　100 mg 5 48.000±2.562## 5.788±0.396＊＊##

　　　 　200 mg 5 48.375±2.237## 5.503±1.208＊＊

　　与对照组比较 , ＊＊P <0.01;Hb 组与 ARDS 30 min 组比较 ,

## P<0.01

外 , 还在许多生理和病理过程中起重要的调节作用 ,

尤其是它还具有组织器官的保护作用 , 故已逐渐成为

目前研究的一个热点[ 1～ 3] 。在我们对临床上常见的急

危重症急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory distress

syndrome , ARDS)发病机制的研究中已初步显示 , 投

用HO的诱导剂如血红蛋白或血红素可完全预防致死

剂量油酸引起的 ARDS , 提示 HO 在 ARDS 发病及调

控中占有十分重要的地位 , 但HO这种保护作用的机

制目前还不清楚 , 推测抗氧化在其保护作用机制中可

能发挥重要作用 。本研究采用电子自旋共振 (electron

spin resonance , ESR)、化学发光等生物物理技术以及

脂质过氧化反应的生化检测探索 HO的抗氧化作用在

ARDS 发病过程中的价值。

自旋捕集技术是通过电子自旋捕集剂与自由基先

形成较为稳定的自旋加合物再行 ESR检测 , 是目前

检测自由基的最佳手段。先期研究已证实在油酸造成

的化学性ARDS模型中起主要作用的自由基是超氧阴

离子O·
-

2 (另文报道), 故本研究应用化学发光法定量

测量不同取血途径的 O·
-

2 含量 , 结果显示ARDS大鼠

肺组织中 ROS 的含量早期即显著升高 , 30 min 达到

最高 , 其改变早于病理形态
[ 6]
。给 Hb后成功诱导了

HO的高表达 , 再给油酸后大鼠肺内自由基含量并没

有显著增加 , 其信号强度大致相当于 ARDS 组 4 h接

近恢复的O·
-

2 水平;化学发光法测定结果与 ESR波谱

显示的一致 , 提示 HO 可明显降低 O
·-
2 的含量。脂质

过氧化测定进一步显示HO可维持一定水平的SOD活

性 , 表明 HO确实具有一定的抗氧化作用。

HO是目前发现的生物体内最易被诱导产生的抗

氧化酶类 , 其抗氧化作用无疑与它的催化分解产物有

关[ 7] 。近年的研究发现过去被视为有毒代谢废物的胆

红素也是一种有效的抗氧化剂 , 其抗氧化能力甚至超

过了维生素 E和 C 。体外实验发现胆红素可保护培养

的内皮细胞和神经细胞对抗氧化性损伤[ 8 ～ 10] 。CO是

继NO后证实的体内另一种重要的气体信使分子 , 在

体内有着重要的生理作用[ 11 ,12] ;动物接受低剂量的

CO (1/20的致死量)可大大提高动物对高氧性损害

的耐受性 , 并能明显减轻高氧所致的胸腔积液 、 肺水

肿 、 肺内中性粒细胞 (PMN)聚集 , 降低肺支气管肺

泡灌洗液中的蛋白含量 , CO的此种保护作用可能与

其抗炎症细胞浸润 、 抗内皮细胞凋亡有关[ 13 , 14] 。但

铁是否参与 HO的细胞保护作用还存在争议 , 一种观

点认为铁明显参与了 HO的细胞保护作用 , 主要由于

铁可诱导铁蛋白生成 , 铁蛋白作为一个 “储存库” 可
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限制铁参与过氧化氢及超氧阴离子生成而减少过氧自

由基毒性反应[ 11] ;铁还可能通过 Fenton 反应参与活

性氧如超氧阴离子和过氧化氢的生成而减弱HO的细

胞保护作用
[ 15 ,16]

, 因此铁是否参与HO的细胞保护作

用还需进一步的实验验证 。

本研究结果显示 HO有一定的抗氧化能力 , 可防

御自由基损伤 , 有效保护血管内皮细胞并进而防止

ARDS 的发生 , 但给 Hb后对照组可见一定的自由基

信号 , 同时 MDA含量升高 , 提示应用Hb诱导 HO有

一定的副作用 , 这可能是 Hb本身可产生羟自由基参

与氧化性损伤 , 与OA引起的脂质过氧化产物堆积所

致[ 17] 。由于Hb本身的副作用 , 限制了 HO 的抗氧化

防御能力 , 如何能有效诱导 HO 的活性最大限度地发

挥其抗氧化能力而不产生副作用 , 以及确定HO催化

分解的产物究竟在抗氧化防御中起什么作用 , 都是今

后值得进一步探索的课题 。

ARDS的研究已进行了多年 , 但目前仍缺乏有效

的防治手段 。研究 HO 的抗氧化防御机制不但可将

ARDS 发病机制的认识大大推进一步 , 且可为临床有

效防治ARDS开拓一条新的思路 , 为开发临床有效的

干预手段提供新的信息。
(本研究得到中科院生物物理所赵保路教授 、 张德良博士的大力

协助 , 在此表示衷心的感谢 !)
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关于举办国家级医学继续教育培训班的通知

经中华人民共和国卫生部继续教育委员会批准 (项目编号:2003-13-01-027), 中国医科大学第二临床学院

拟于 2003年第二季度 , 在辽宁省沈阳市举办 《临床药学与治疗药物新进展》 培训班 , 届时将邀请国内知名医

药学专家授课。培训班结束后 , 将授予学员国家级继续医学教育学分 (Ⅰ类 10分), 热忱欢迎各级医院的临床

医师 、药师及护师踊跃报名参加。培训班报名工作现已开始 , 请参加者尽早将包括 “姓名 、 性别 、年龄 、 职称

/职务 、单位全称 、 电话 、地址 、 邮编 、是否住宿” 等内容的报名函寄至:沈阳市和平区文化路 26号 , 中国医

科大学第二临床学院药剂科邱枫收 , 邮编:110004。咨询电话:(024)83956565 , 传真:(024)23925108。培训

班具体开班时间 、地点另行通知。
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