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·论著·

血红素加氧酶 -1对过氧化氢损伤的

Ⅱ型肺泡上皮细胞凋亡的影响

刘海霞 陈淼 杨秀娟 戢慧 陈涛 陈华军

【摘要】 目的 探讨血红素加氧酶 -1（HO-1）对过氧化氢（H

2

O

2

）刺激后原代培养大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞

（AECⅡ）凋亡率、活化天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）及细胞色素 C（Cyt-C）表达的影响。 方法

原代培养雄性 SD 大鼠 AECⅡ细胞，被随机分为 4 组：对照组（A 组）加入生理盐水；H

2

O

2

损伤组（B 组）加入

0.5�mmol/L�H

2

O

2

处理； HO-1 预处理组（C 组）给予 0.2�滋mol/L��HO-1 预处理 2�h 后加入 0.5�mmol/L�H

2

O

2

；

HO-1 抑制组（D 组）给予 10�滋mol/L 锌原卟啉Ⅸ（ZnppⅨ）预处理 2�h�后加入 0.5�mmol/L�H

2

O

2

，各组细胞处理后

继续培养。 于药物干预后 2、6、12�h 采用流式细胞仪检测细胞凋亡率，用蛋白质免疫印迹试验（Western�Blot）

检测活化 caspase-3、Cyt-C 蛋白表达。结果 各组细胞凋亡率均随 H

2

O

2

作用时间延长而逐渐升高；B 组干预后

各时间点 AECⅡ凋亡率均较 A 组显著增加； C 组 AECⅡ凋亡率则较 B 组明显降低〔2�h：（11.46±1.47）%比

（20.83±1.55）%，6�h：（12.30±1.37）%比（27.14±1.53）%，12�h：（12.62±1.39）%比（35.66±0.74）%， 均 P＜

0.05〕；D 组 2、6、12�h�AECⅡ凋亡率〔（24.33±1.36）%、（31.67±1.24）%、（36.93±2.40）%〕与 B 组比较则差异无

统计学意义。 各组活化 caspase-3、Cyt-C 蛋白表达量均随 H

2

O

2

作用时间延长而逐渐增加；B 组各时间点活化

caspase-3、Cyt-C 蛋白表达量均较 A 组明显增加； C 组活化 caspase-3 蛋白表达量（灰度值）较 B 组明显减少

（2�h： 0.250±0.039 比 0.650±0.072， 6�h：0.470±0.080 比 0.960±0.118，12�h：0.680±0.099 比 1.830±0.220，均

P＜0.05）；Cyt-C 蛋白表达量（灰度值）也较 B 组明显减少（2�h：0.250±0.074 比 0.390±0.069，6�h：0.340±0.043

比 0.670±0.120，12�h：0.470±0.072 比 1.360±0.112， 均 P＜0.05）；D 组活化 caspase-3 蛋白表达量（0.720±

0.052、1.060±0.109、1.880±0.159）、Cyt-C 蛋白表达量（0.500±0.110、0.860±0.050、1.480±0.140）与 B 组比较

差异无统计学意义。 结论 HO-1 预处理可降低不同时间（2～12�h）H

2

O

2

损伤的 AECⅡ凋亡率， 并减少活化

caspase-3 及 Cyt-C 的表达，表明 HO-1 对损伤的 AECⅡ保护过程可能有线粒体凋亡通路的参与。
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【

Abstract

】

Objective To�explore�the�effects�of�heme�oxygenase-1�（HO-1） on�the�apoptosis， expression�of�

caspase-3�and�cytochrome-C�（Cyt-C） on�hydrogen�peroxide�（H

2

O

2

） oxidative�damage�in�primary�cultured�rat's�type�Ⅱ

alveolar� epithelium� cell� （AECⅡ）.�Methods AECⅡ from�male� Sprague-Dawley� （SD） rats� were� separated� and�

cultured.�The�cells�were�randomly�divided�into�four�groups： control�group�（A�group， the�cells�were�cultured�with�normal�

saline）， H

2

O

2

�group�（B�group， cultured�with�0.5�mmol/L�H

2

O

2

）， HO-1�pretreatment�group�（C�group， pretreatment�with�

0.2�滋mol/L�HO-1�for�2�hours�followed�by�0.5�mmol/L�H

2

O

2

）， HO-1�inhibition�group�〔D�group， pretreatment�with�

10�滋mol/L�zinc�protoporphyrin�Ⅸ （ZnppⅨ） for�2�hours� followed�by�0.5�mmol/L�H

2

O

2

〕.�The�cells� in�each�group�

were�cultured�after�different�treatment.�The�cell�apoptosis�rate�was�determined�by�flow�cytometry�at�2， 6， 12�hours�after�

the� intervention.� The� protein� expression� of� caspase-3� and�Cyt-C�were� determined� by�Western�Blot.�Results The�

cell�apoptosis� rate� in�each�group�was�gradually� increased�with�prolonged� time�of�H

2

O

2

� treatment.�The�apoptosis� rate�at�

different�time�points�after�treatment�in�B�group�was�significantly�higher�than�that�in�A�group， while�the�rate�in�C�group�

was�significantly�lower�than�that�in�B�group�〔2�hours：（11.46±1.47）%�vs.�（20.83±1.55）%， 6�hours：（12.30±1.37）%�

vs.�（27.14±1.53）%， 12�hours： （12.62±1.39）%�vs.�（35.66±0.74）%， all�P＜0.05〕.�There�were�no�significant�

differences�in�apoptotic�rate�at�2， 6， 12�hours�between�D�group�〔（24.33±1.36）%， （31.67±1.24）%， （36.93±

2.40）%〕 and�B�group.�The�protein�expression�of�caspase-3�and�Cyt-C�was�gradually�increased�with�prolonged�time�of�

H

2

O

2

� treatment.� The� protein� expression� of� caspase-3� and� Cyt-C� at� different� time� points� in� B� group� was� significantly�

higher�than�that�in�A�group.�The�protein�expression�of�caspase-3�（gray�scale） in�C�group�was�significantly�lower�than�that�
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急性肺损伤 / 急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）

是指创伤、感染、休克等疾病导致的急性进行性缺氧

性呼吸衰竭，病理特点有弥漫性肺泡损害、肺泡上皮

细胞损伤、中性粒细胞浸润、肺表面活性物质（PS）

缺乏等。 ALI/ARDS是临床常见危重症，病死率高达

26%～35%

［

1

］

，其发病机制有炎性细胞、肺组织细胞、

细胞因子、 趋化因子及凋亡激活剂 / 抑制剂的共同

参与

［

2

］

。 过氧化氢（H

2

O

2

）诱导的肺损伤病理过程与

临床患者高氧机械通气造成 ARDS 有相似之处，

H

2

O

2

诱导的 ALI 大鼠是研究此疾病的良好动物模

型

［

3

］

。 Ⅱ型肺泡上皮细胞（AECⅡ）是肺泡上皮细胞

（AEC）的干细胞，近年研究发现，AECⅡ凋亡及凋亡

相关基因表达异常在 ALI/ARDS 的发病过程中起重

要作用

［

4

］

，因此，凋亡被认为是 ARDS 基本的发病机

制

［

5

］

。 随着研究的深入，发现线粒体凋亡通路可能是

引发 AECⅡ凋亡的重要途径，在 AECⅡ凋亡中起关

键作用

［

6-7

］

，抑制 AECⅡ凋亡可有效减轻 ALI 严重程

度

［

8-9

］

。 本课题组前期的研究发现，血红素加氧酶 -1

（HO-1） 在 0.2�滋mol/L 浓度下对体外培养的 AECⅡ

有较好的抗氧化损伤作用，可减少细胞凋亡

［

10-11

］

。 本

研究拟用 H

2

O

2

模拟机体氧自由基（ROS）攻击损伤

AECⅡ建立 ALI/ARDS 模型， 对照观察应用低浓度

的 HO-1与 HO-1抑制剂锌原卟啉Ⅸ（ZnPPⅨ）对氧

化损伤的 AECⅡ凋亡的影响及机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物：SPF 级健康雄性 SD 大鼠，体质量约

180～220�g，由第三军医大学实验动物中心提供，动

物合格证号：SCXK（渝）2007-0005。

1.2 实验方法及分组：按照文献［12］方法配置溶

液Ⅰ、溶液Ⅱ和 D-Hanks 溶液等。 给大鼠腹腔注射

戊巴比妥钠和低分子肝素钠麻醉、抗凝后，开胸进行

支气管肺泡灌洗， 取肺组织剪成小块进行组织匀

浆，离心，取细胞悬液，分离、纯化 AECⅡ

［

13-14

］

，加入

含胎牛血清完全培养基重悬细胞， 光镜下观察细胞

生长及形态。 无菌培养瓶原代培养 24�h 后，电镜鉴

定， 寻找特征结构———微绒毛和嗜锇性板层小体鉴

定为 AECⅡ。 选择生长良好的细胞分为 4 组

［

15

］

：对

照组加入等量生理盐水；H

2

O

2

组加入 0.5�mmol/L�

H

2

O

2

处理；HO-1 组加入 0.2�滋mol/L�HO-1 预处理

2�h 后给予 0.5�mmol/L�H

2

O

2

；HO-1 抑制剂组加入

10�滋mol/L�ZnppⅨ预处理 2�h后给予 0.5�mmol/L�H

2

O

2

。

各组继续培养 2、6、12�h后进行指标测定。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 流式细胞仪检测 AECⅡ凋亡率：取各组细胞

悬液离心弃上清，磷酸盐缓冲液（PBS）重悬；吸取细

胞悬液，再离心弃上清，加入膜联蛋白Ⅴ- 异硫氰酸

荧光素（AnnexinⅤ-FITC）结合液重悬；取细胞悬液

与 Annexin�V-�FITC 室温避光孵育，碘化丙啶（PI）冰

水混合物避光混合，用流式细胞仪（Becton�Dickinson，

美国）检测 AECⅡ凋亡率，操作按试剂盒说明书步

骤进行，Cell�quest�分析软件进行分析。实验重复 6�次。

1.3.2 蛋白质免疫印迹试验（Western�Blot）检测活

化天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）、

细胞色素 -C（Cyt-C）表达：取各组细胞悬液，冰上操

作，PBS 洗 2 次，加入苯甲基磺酰氟（PMSF）及 RIPA

裂解液裂解，离心取上清，进行 BCA 蛋白定量。根据

不同蛋白分子质量配制不同浓度十二烷基硫酸钠

（SDS）- 聚丙烯酰胺凝胶，取 50�滋g 蛋白上样电泳分

离、电转至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，5%脱脂奶粉的

PBS 封闭，孵育一抗，加含吐温 20 的磷酸盐缓冲液

（PBST） 洗涤后避光孵育二抗， 荧光扫描读取蛋白

量，结果以待测蛋白与内参的灰度值比值表示。

1.4 统计学处理： 所有数据采用 SPSS�17.0 软件进

行统计学分析，计量资料采用均数±标准差（x±s）

表示，重复测量数据采用多因素方差分析，同时进行

相关回归分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞鉴定：经提取、纯化、培养 24�h 后，倒置显

微镜下观察，AECⅡ细胞呈梭形大量贴壁， 形成岛

状，胞质内可见细小颗粒，生长良好。 透射电镜下可

见细胞体积较大，形状接近圆形，表面有粗细不一、

长短不等的微绒毛，核居中、明显，且胞质含有不同

in�B�group�（2�hours： 0.250±0.039�vs.�0.650±0.072， 6�hours： 0.470±0.080�vs.�0.960±0.118， 12�hours： 0.680±

0.099�vs.�1.830±0.220， all�P＜0.05）， and�the�Cyt-C�protein�expression�（gray�scale）was�also�significantly�lowered�in�

C�group�（2�hours： 0.250±0.074�vs.�0.390±0.069， 6�hours： 0.340±0.043�vs.�0.670±0.120， 12�hours： 0.470±

0.072�vs.� 1.360±0.112， all�P＜0.05）.� There�were� no� significant� differences� in� protein� expression� of� caspase-3� and�

Cyt-C�between�D�group�（caspase-3： 0.720±0.052， 1.060±0.109， 1.880±0.159； Cyt-C： 0.500±0.110， 0.860±

0.050， 1.480±0.140） and�B�group.�Conclusions HO-1�preconditioning� reduced� the� apoptotic� rate� of� the�AECⅡ

oxidative�damaged�by�H

2

O

2

�at�different�time�points（2-12�hours） and�decreased�the�expression�of�caspase-3�and�Cyt-C.�

The�mitochondrial�apoptosis�pathway�participated�in�the�protection�mechanism�of�HO-1�in�oxidative�damage�AECⅡ.

【
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】
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成熟阶段、大小不一、数量不等的嗜锇性板层小体，

层叠呈剥开的“洋葱皮”状（见图 1）。

2.2 细胞凋亡率（表 1；图 2）：药物干预前各组细胞

存活率均大于 95%，细胞生长良好；药物干预各组

随 H

2

O

2

刺激氧化时间延长，诱导 AECⅡ细胞凋亡率

逐渐增加。 与 A 组比较，B 组各时间点 AECⅡ细胞

凋亡率均明显增加（均 P＜0.05）；与 B 组比较，C 组

各时间点 AECⅡ细胞凋亡率均明显降低（均 P＜

0.05）； 与 C组比较，D 组各时间点 AECⅡ细胞凋亡

率均明显增加（均 P＜0.05）。

2.3 AECⅡ细胞中活化 caspase-3、Cyt-C 蛋白表达

（表 2；图 3）：各组细胞药物干预后 caspase-3、Cyt-C

表达量随 H

2

O

2

刺激时间延长均呈增加趋势，且呈明

显正相关。 组间比较显示， 与 A 组比较，B、D 两组

caspase-3、Cyt-C 表达量明显增加（均 P＜0.05）；与

B 组比较，C 组 caspase-3、Cyt-C 表达量明显减少

图 1 透射电镜下鉴定Ⅱ型肺泡上皮细胞（AECⅡ） 红色箭

头示嗜锇性板层小体， 绿色箭头示微绒毛 醋酸铀 - 枸橼酸

铅双染 ×2�000

注：AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，AnnexinⅤ-FITC为膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素，PI为碘化丙啶，A组为对照组，

B组为过氧化氢损伤组，C组为血红素加氧酶 -1（HO-1）预处理组，D组为 HO-1抑制剂组

图 2 流式细胞仪检测各组原代培养大鼠 AECⅡ药物干预 2、6、12�h细胞凋亡情况

表
1 HO-1 预处理对原代培养大鼠 AECⅡ细胞

凋亡率的影响（x±s）

注：HO-1为血红素加氧酶 -1，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，A组

为对照组，B 组为过氧化氢损伤组，C 组为 HO-1 预处理组，D 组

为 HO-1 抑制剂组；与 A 组比较，

a

P＜0.05；与 B 组比较，

b

P＜0.05；

与 C组比较，

c

P＜0.05

组别

样本

数

A组 6 5.16±0.57 5.95±0.71 7.56±0.80

B组 6

20.83±1.55

a

27.14±1.53

a

35.66±0.74

a

C组 6

11.46±1.47

b

12.30±1.37

b

12.62±1.39

b

D组 6

24.33±1.36

c

31.67±1.24

c

36.93±2.40

c
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（均 P＜0.05）； 与 C 组比较，D 组 caspase-3、Cyt-C

表达量均明显增加（均 P＜0.05）。

3 讨 论

AEC分为Ⅰ型和Ⅱ型（AECⅠ和AECⅡ）。 AECⅠ

是肺泡上皮的主要细胞， 覆盖 95%的肺泡表面，由

AECⅡ分化而来；AECⅡ是 AEC 的干细胞， 具有

多种重要功能，如合成、贮存和分泌 PS，可以转化

为 AECⅠ参与肺泡更新和损伤修复，调节肺泡液体

量和成分，参与免疫调节等

［

16-17

］

。 ALI/ARDS 时大量

AECⅠ受损， 而 AECⅠ主要由 AECⅡ增殖和分化

[18]

来修复， 因此，AECⅡ过度凋亡可引起 AEC 修复障

碍，从而导致弥漫性肺泡上皮细胞和肺泡 - 毛细

血管屏障受损。 此外，AECⅡ是 AEC 中 ROS 袭击

的靶细胞

［

19-20

］

，其损伤后可引起 PS 生成减少，导致

肺水肿、透明膜形成以及肺不张等一系列病理变化。

因此，肺保护关键在于降低 AECⅡ凋亡率。

HO-1 是人体最易诱导的抗凋亡、 抗氧化酶之

一，是血红素降解的第一个限速酶，它使血红素中间

位置碳链断裂，反应产生与血红素等摩尔的胆绿素、

Fe

2+

和一氧化碳（CO）

［

21

］

。本课题组前期研究发现，低

浓度 HO-1（0.01~10�滋mol/L）可保护氧化所致肺损

伤，且不同浓度 HO-1 对氧化损伤后 AECⅡ生长有

不同保护效应

［

11

］

；还有研究发现，HO-1 可降低 H

2

O

2

氧化损伤所导致的 AECⅡ凋亡率，并且稳定线粒体

跨膜电位， 其抗 AECⅡ凋亡作用可能通过调控

Bcl-2、p53�蛋白表达来实现

［

22

］

。

本实验通过分离、提纯 SD 大鼠 AECⅡ，经透射

电镜鉴定后原代培养 24�h， 通过流式细胞仪检测细

胞活性，发现活性良好，且凋亡率低；说明实验所选

检测试剂未对细胞凋亡率造成影响。 分组后继续培

养，实验结果显示，正常的原代培养 AECⅡ随时间

推移均存在凋亡现象。 而 H

2

O

2

氧化损伤后，AECⅡ

凋亡率随损伤时间延长明显增加。 HO-1 预处理后，

AECⅡ凋亡率较 H

2

O

2

损伤组明显受抑制。 HO-1 抑

制剂组 AECⅡ凋亡率明显高于 HO-1 预处理组。 表

明 HO-1 预处理可能具有抗氧化损伤作用， 可减轻

AECⅡ的凋亡。

细胞凋亡信号转导主要有 3条途径：①Fas/FasL

通路，通过激活 caspase-8 前体和下游 caspase-3 前

体，介导细胞凋亡；② 内质网激活，引起 Ca

2+

释放，

打破了 Ca

2+

稳态， 从而导致 caspase-12 前体的激

活，介导细胞凋亡；③ 最重要的、也是脊柱动物体内

最主要的线粒体通路， 是通过释放 Cyt-C 激活

caspase-9 前体，继而激活 caspase-3 前体，介导细胞

凋亡。 Cyt-C 是由细胞核核基因编码表达、相对分子

质量为 14�000 的水溶蛋白，以电稳定性结合于线粒

体内膜外侧，处于呼吸链复合体Ⅲ～Ⅳ之间。 凋亡

启动后，Cyt-C 通过线粒体外膜释放， 在 ATP/dATP

存在下，Cyt-C 与凋亡蛋白因子 1（Apaf-1）以 2∶1

结合形成寡聚体（apoptosome），通过 Apaf�1 氨基端与

caspase-9 前体功能前区相互作用， 触发 caspase 级

联反应

［

23-24

］

，首先使 caspase-9 发生自身活化，继而

激活其下游的 caspase-3，导致细胞凋亡。一般认为，

Fas/FasL 与线粒体通路的 Cyt-C 均能激活 caspase

系统，Fas/FasL 通过激活 caspase-8 继而激活下游的

caspase-3，但并不是主要激活 caspase-3的方式。 本

�.bdujo

B�

	�dbtqbtf.4

�.bdujo

Dzu.D

C� D� E�
���
���

28!111
2:!111

53!111

25!111

53!111

注：HO-1为血红素加氧酶 -1，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，

caspase-3为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，Cyt-C为细

胞色素 C，茁-actin为 茁-肌动蛋白，A组为对照组，B组为过氧

化氢损伤组，C组为 HO-1预处理组，D组为 HO-1抑制剂组

图 3 蛋白质免疫印迹试验检测 HO-1 预处理对原代培养

大鼠 AECⅡ细胞活化 caspase-3、Cyt-C蛋白表达的影响

表
2 HO-1 预处理对原代培养大鼠 AECⅡ细胞活化 caspase-3、Cyt-C蛋白表达的影响（x±s）

注：HO-1 为血红素加氧酶 -1，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，Cyt-C 为细胞色素 C，A 组为

对照组，B 组为过氧化氢损伤组，C 组为 HO-1 预处理组，D 组为 HO-1 抑制剂组；与 A 组比较，

a

P＜0.05；与 B 组比较，

b

P＜0.05；与 C 组比较，

c

P＜0.05

组别

样本

数

A组 6 0.300±0.057 0.360±0.052

B组 6

0.650±0.072

a

0.960±0.118

a

C组 6

0.250±0.039

b

0.470±0.080

b

D组 6

0.720±0.052

c

1.060±0.109

c

2�h 6�h

0.640±0.073

1.830±0.220

a

0.680±0.099

b

1.880±0.159

c

Cyt-C（灰度值）

12�h

0.240±0.058

0.390±0.069

a

0.250±0.074

b

0.500±0.110

c

2�h

0.360±0.048 0.450±0.078

0.670±0.120

a

1.360±0.112

a

0.340±0.043

b

0.470±0.072

b

0.860±0.050

c

1.480±0.140

c

6�h 12�h

活化 caspase-3（灰度值）
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实验通过检测细胞凋亡率、活化 caspase-3 及 Cyt-C

表达，并对实验结果进行相关性分析，发现随细胞凋

亡率的上升，Cyt-C 表达上升， 同时活化 caspase-3

表达量也明显增加。 Tafani 等

［

25

］

研究推测线粒体释

放 Cyt-C 途径是激活 caspase-3的主要途径，与本实

验结果一致。

已证实 HO-1 对离体培养 24�h 的 AECⅡ凋亡

具有保护作用，其作用机制较复杂，线粒体凋亡通路

在其中起重要作用，而 Cyt-C、caspase-3 是关键。 我

们推测其作用机制可能与降低 Cyt-C、caspase-3 表

达，抑制线粒体凋亡通路有关。 本研究结果显示，与

对照组进行对比，H

2

O

2

损伤组 AECⅡ中活化

caspase-3蛋白表达有所升高，与 AECⅡ细胞凋亡率

上升成正比；而 HO-1预处理组活化 caspase-3 蛋白

表达量与对照组较为接近； 而 HO-1 抑制剂组活化

caspase-3蛋白表达量与损伤组较为接近。 Cyt-C 的

表达与活化 caspase-3 表达相吻合：与对照组比较，

损伤组 AECⅡ的 Cyt-C 表达量有所增加， 而 HO-1

预处理组 Cyt-C 表达量与对照组接近；HO-1 抑制

剂组 Cyt-C 表达量与损伤组接近。实验发现 H

2

O

2

所

致氧化损伤 AECⅡ细胞凋亡率及 Cyt-C、 活化

caspase-3 的表达量、活性同时升高，说明 Cyt-C�及

活化 caspase-3 的表达及活性关系到 AECⅡ的凋

亡，也证实了 HO-1具有抗调亡作用，且其机制可能

通过抑制线粒体凋亡通路释放 Cyt-C， 继而抑制

caspase级联反应，降低活化 caspase-3表达实现。 本

实验结果与 Kawasaki等

［

26

］

实验结果相吻合。

综上所述，HO-1 预处理可减轻 H

2

O

2

氧化损伤

后 12�h 内的 AECⅡ凋亡， 并抑制 caspase-3 活化和

Cyt-C 表达，从而产生抗凋亡作用。 从而证实：

①AECⅡ凋亡在 ALI/ARDS 发病过程中起重要作

用， 其凋亡与 caspase-3 关系密切； ②H

2

O

2

可通过

caspase-3 等促使 AECⅡ凋亡；③HO-1 在细胞水平

也可发挥抗凋亡效应， 其机制可能是通过下调

caspase-3从而抑制线粒体凋亡通路。
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