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　　血红素加氧酶１（ＨＯ１）属于一种热休克蛋白，是血
红素分解的限速酶，能将血红素分解为胆绿素、ＣＯ和 ＮＯ

等，能够被多种氧化应激因素和细胞因子激活，在体内具

有抗氧化、抗炎症反应和免疫调节等重要作用［１］，对动植

物均具有保护作用。大量临床研究证实长期过量酒精暴露

的人群，其发生骨代谢紊乱、骨质疏松或股骨头坏死的概

率明显高于正常人群［２３］。另有研究发现酒精能够增加骨折

发生的风险并且减缓骨折的愈合［４］。近年有研究发现酒精

对骨代谢的影响与酒精引起的氧化应激反应［５６］有密切关

系。因而本次研究尝试将人 ＨＯ１转染进入体外培养的人
成骨细胞中，观察转染 ＨＯ１基因后人成骨细胞对酒精的

耐受性及细胞分泌 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１水平的影响，从而为

ＨＯ１能否用作治疗酒精性骨代谢疾病的生物制剂提供理论

依据。

１　材料与方法

１１　主要试剂和仪器
脂质体转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）、ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试
剂盒 （碧云天），ＨＯ１真核表达质粒 （ＢｉｏｖｅｃｔｏｒＳｃｉｅｎｃｅ

Ｌａｂ），ＭＤＡ、ＲＯＳ检和ＳＯＤ检测试剂盒 （碧云天），ＢＭＰ

２和 ＴＧＦβ１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒 （Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．），

ＡｃｃｕｒｉＣ６流式细胞仪 （ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），７２３分光光度计
（上海光谱仪器有限公司），Ｓｕｎｒｉｓｅ酶标仪 （Ｔｅｃａｎ公司），

９３０Ａ荧光分光光度计 （上海三科仪器有限公司）。

１２　实验方法
１２１　人成骨细胞的分离培养　参照杨玉生等［７］的方法分

离培养正常人成骨细胞。将分离的成骨细胞充分打散后悬

于ＤＭＥＭ培养液 （含１０％胎牛血清）中置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，隔天换液。
１２２　人成骨细胞ＨＯ１转染和实验分组　取对数生长期
细胞，调整细胞浓度为１×１０４／ｍＬ接种于９６孔板中，当细
胞铺满＞８０％时，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００质粒转染试剂盒
说明进行操作，设置空白对照组 （未转染）、１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＨＯ１质粒转染组，每组设６个平行样。转染２４ｈ后，荧光
显微镜下观察转染效果。实验中设置阴性对照组 （不加酒

精、未转染ＨＯ１），阳性对照组 （加１００ｍｍｏｌ／Ｌ酒精、未
转染ＨＯ１）和 ＨＯ１转染组 （加 １００ｍｍｏｌ／Ｌ酒精、转染
ＨＯ１），实验中酒精浓度参考文献［５］。
１２３　ＭＴＴ检测细胞活性　各组细胞酒精暴露 ２４ｈ后，
每孔加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，继续培养４ｈ，弃上清液，
加１５０μＬＤＭＳＯ，室温下震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪于４９０ｎｍ
测定各孔的吸光度值 （ＯＤ值）。细胞活性 ＝ （实验组 ＯＤ
值／阴性对照组ＯＤ值） ×１００％。
１２４　细胞中ＲＯＳ测定　调整细胞浓度至２×１０５／ｍＬ，接
种于已放有灭菌盖玻片的６孔板中，细胞转染及分组情况
同１２２。酒精作用２４ｈ后，ＰＢＳ缓冲液漂洗盖玻片２次，
按照ＲＯＳ检测试剂盒说明进行操作，荧光分光光度计测定
各组细胞的荧光强度。

１２５　细胞中ＭＤＡ和ＳＯＤ含量的测定　调整细胞浓度至
１×１０６／ｍＬ，接种于６孔板中，细胞转染和分组同１２２。
酒精作用２４ｈ后，首先收集细胞培养液上清液用于 ＢＭＰ２
和ＴＧＦβ１的检测，然后收集细胞并超声粉碎细胞，提取
细胞蛋白。按照 ＭＤＡ和 ＳＯＤ试剂盒说明分别检测细胞中
ＭＤＡ和ＳＯＤ的含量。
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１２６　ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１　将
１２５中收集的细胞上清液采用双抗体夹心酶联免疫法检
测细胞分泌的 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１。严格按照试剂盒说明配
制标准品及样品，用酶标仪测定各样品的吸光度值，并计

算细胞中ＢＭＰ２和ＴＧＦβ１相应的含量。

１３　统计学方法
计量资料均以均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示。采用 ＳＰＳＳ

１３０进行统计学分析，多组间比较采用单因素方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），两组间比较时，方差齐采用 ＳＮＫ法，
方差不齐采用 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法。以 Ｐ＜００５为差异具有统
计学意义。

２　结果

２１　转染ＨＯ１后成骨细胞形态
转染ＨＯ１质粒２４ｈ后，荧光显微镜下观察成骨细胞形

态，可见成骨细胞正常贴壁生长，细胞呈多边形，四周有多

个突起，荧光物质均匀分布于成骨细胞胞浆中，见图１。

图１　转染ＨＯ１成骨细胞形态 （×２００）

２２　细胞活性检测结果
１００ｍｍｏｌ／Ｌ酒精作用２４ｈ，阳性对照组和 ＨＯ１转染

组的相对细胞活性为 （４０３３±９１８）％和 （６７３５±
６９０）％。与阴性对照组相比，酒精作用后阳性对照组和
ＨＯ１转染组细胞活性均明显降低 （Ｐ＜００５）。但ＨＯ１转
染组相对细胞活性明显高于阳性对照组细胞活性，差异具

有统计学意义 （Ｐ＜００５），见图２。

与阴性对照组相比较，ａＰ＜００５；与阳性对照组相比较，ｂＰ＜００５

图２　细胞活性检测结果

２３　细胞中ＲＯＳ、ＳＯＤ和ＭＤＡ检测结果
酒精作用成骨细胞２４ｈ，细胞中ＲＯＳ、ＳＯＤ和ＭＤＡ的

含量变化见表 １。１００ｍｍｏｌ／Ｌ酒精作用于成骨细胞后，
ＲＯＳ和ＭＤＡ含量均较阴性对照组明显升高 （Ｐ＜００５），
而ＳＯＤ活力单位比阴性对照组明显降低 （Ｐ＜００５）。

当酒精作用于转染ＨＯ１成骨细胞后，虽然 ＲＯＳ、ＳＯＤ
和ＭＤＡ变化与阳性对照组相似 （与阴性对照组相比），但

与阳性对照组相比，ＲＯＳ和 ＭＤＡ升高量明显降低，ＳＯＤ
活力明显升高 （Ｐ＜００５）。

　表１　酒精作用后细胞中ＲＯＳ、ＳＯＤ和ＭＤＡ的含量
（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

　　组别 ＲＯＳ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＭＤＡ（ｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）

阴性对照组 ０１３±００１ １７５２±０５３ ０１０±００２
阳性对照组 ０７１±００２ａ ６０６±０４２ａ ０７０±０１６ａ

ＨＯ１组 ０４３±０１３ａｂ １１５９±１０６ａｂ ０４１±００８ａｂ

　　注：与阴性对照组比较，ａＰ＜００５；与阳性对照组比较，
ｂＰ＜００５

２４　细胞中ＢＭＰ２和ＴＧＦ１含量检测结果
与阴性对照组相比，阳性对照组和 ＨＯ１转染组酒精

作用２４ｈ，细胞中 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１水平均升高，差异有
统计学意义 （Ｐ＜００５）。与阳性对照组相比，酒精作用后
ＨＯ１转染组细胞中ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１水平明显降低 （Ｐ＜
００５），见表２。

表２　细胞中ＢＭＰ２和ＴＧＦβ１含量 （ｎｇ／Ｌ，ｎ＝６，ｘ±ｓ）

　　组别 ＢＭＰ２ ＴＧＦβ１

阴性对照组 ６８５０±４１２ ４５１８３±６４４
阳性对照组 ２３２０±５７９ａ ２１７５２±３９８ａ

ＨＯ１组 ４７４１±３５８ａｂ ３５５６２±７０７ａｂ

　　注：与阴性对照组比较，ａＰ＜００５；与阳性对照组比较，
ｂＰ＜００５

３　讨论

虽然适量的饮酒对骨代谢是有益处的［８］，但长期过量

饮酒则能引起机体骨质丢失，且研究证实饮酒已成为骨质

疏松和股骨头坏死的重要危险因素［２］。酒精对骨代谢的机

制主要包括：（１）酒精能够抑制成骨细胞的活性和增殖，
同时还能抑制其前体细胞形成［９］；（２）酒精能诱导骨髓基
质细胞分化为脂肪细胞，减少成骨细胞的分化［１０］，即酒精

致骨髓基质细胞成脂分化学说；（３）酒精能干扰体内其他
激素的活性，如ＰＴＨ、糖皮质激素等。

ＨＯ是广泛存在于动植物体内的微粒体酶系统，参与
多种生理病理过程，包括三种同工酶 ＨＯ１、ＨＯ２和 ＨＯ
３。ＨＯ１为诱导性，能被氧化应激和炎性反应因子等激活，
具有非常强的抗氧化损伤、抗炎症反应和免疫调节能力［１］。

有研究发现ＨＯ１不仅能够诱导骨髓基质细胞分化为成骨
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细胞［１１］，而且ＨＯ１能够通过抑制巨噬细胞集落刺激因子
受体 ｃｆｍｓ而抑制破骨细胞前体细胞分化为破骨细胞，从
而减少骨吸收［１２］。本实验中，笔者利用基因转染技术将

ＨＯ１转染到人成骨细胞中，使细胞中ＨＯ１特异性高表达，
从而观察其对酒精损伤作用的耐受性，研究特异转染ＨＯ１
是否能够对酒精诱导的成骨细胞损伤有抑制作用。本次研

究中ＭＴＴ结果显示，与阴性对照组细胞相比，虽然 ＨＯ１
转染组细胞活性也明显降低，其细胞活性却明显高于阳性

对照组细胞活性。由此可见，当人成骨细胞转染 ＨＯ１后，
细胞抵抗酒精损伤的能力明显增强。据此笔者推测，ＨＯ１
特异性高表达后能够有效抑制酒精对成骨细胞的损伤作用，

对成骨细胞起到保护作用。

成骨细胞能够分泌骨形成蛋白 （ＢＭＰ）和转化生长因
子β（ＴＧＦβ），在骨的形成和修复中起重要作用［１３］。其

中ＴＧＦβ１与骨的代谢关系最密切，调控骨髓间充质干细
胞的增殖并诱导其向成骨细胞分化。ＢＭＰ２具有较强的诱
导成骨细胞分化能力，也能够诱导骨髓间充质干细胞成骨

分化，是公认的高效的成骨诱导因子［１４］。有研究发现骨折

４周后，骨痂中 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ的表达量均已明显降低，
进而延缓骨折的修复和愈合，由此可见骨折后，ＢＭＰ２和
ＴＧＦβ表达过低是导致骨质疏松骨折愈合缓慢的可能原因
之一［１５］。本次实验结果显示，转染 ＨＯ１组成骨细胞中的
ＢＭＰ２和ＴＧＦβ１表达量明显高于阳性对照组。这一结果
表明，转染ＨＯ１不仅可以增强酒精作用后成骨细胞的活
性，同时还能使成骨细胞中 ＢＭＰ２和 ＴＧＦβ１增加。笔者
推测转染ＨＯ１可以加速酒精诱导的骨质疏松和骨折的愈
合，但还有待进一步的实验证明。

氧化应激是机体内氧化与抗氧化作用的失衡，能够对

机体造成脂质过氧化、ＤＮＡ氧化损伤等危害。ＲＯＳ是引起
机体发生氧化应激的重要氧化物质，ＭＤＡ则是脂质过氧化
的终产物，而ＳＯＤ则是机体重要的抗氧化酶。这些物质的
变化能够直接反映机体氧化平衡状态。已有的研究表明大

量的酒精能够使机体氧化水平升高，而抗氧能力下降，当

抑制体内氧化物质形成时，则能改善酒精引起的骨损伤作

用［３］。ＨＯ具有较强的抗氧化作用，因而当机体内发生氧
化应激反应时，ＨＯ系统被激活而发挥抗氧化作用，减少
氧化应激反应对机体的损伤。本次研究结果显示，当酒精

作用于成骨细胞后，阳性对照组成骨细胞中的ＲＯＳ和ＭＤＡ
含量明显高于阴性对照组，本次实验结果证实酒精能够诱

导成骨细胞发生氧化应激反应，与以往的研究相一致［５］。

但本次实验中ＨＯ１转染组成骨细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ含量明
显低于阳性对照组，而 ＳＯＤ含量则明显高于阳性对照组，
由此可见转染ＨＯ１能够明显地抑制酒精诱导的成骨细胞
氧化应激反应，对成骨细胞起到保护作用。

总之，本次实验结果表明，转染 ＨＯ１能够增强酒精
作用后成骨细胞的活性，对成骨细胞有保护作用。其保护

作用机制可能与 ＨＯ１抑制酒精诱导的成骨细胞氧化应激

反应有关。另外ＨＯ１转染后成骨细胞ＢＭＰ２和ＴＧＦβ１的
分泌的量明显增加，增强间充质细胞成骨分化，进而提高

机体对酒精造成的骨损伤的修复能力。
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左主干血栓逸出致脑梗死一例

任品芳　王翔　张志诚　王超权　沈建耀　王黎

ＤＯＩ：１０３７６０／ｃｍａｊｉｓｓｎ１６７１０２８２２０１５０５０１５
作者单位：３１２０３０　浙江省绍兴，中国医科大学绍兴医院 绍

兴市中心医院心内科

通信作者：任品芳，Ｅｍａｉｌ：ｒｅｎｐｉｎｆａｎｇ＠ｓｉｎａｃｏｍ

　　患者男性，５０岁，因 “胸痛２ｈ”入院于２０１２年１１
月３０日。２ｈ前在活动时出现胸前区疼痛，显持续性，伴
头晕，出汗，无恶心、呕吐等，急呼 １２０送当地中医院，
当时查心电图示急性前壁心肌梗死，予以口服阿司匹林、

氢氯吡格雷片各３００ｍｇ后，转送本院。有２０年喝酒及抽
烟史。烟约每日１包，酒每日５００ｍＬ。否认有高血压病、
糖尿病、心脏病及脑梗死病史，从事体力劳动；否认家属

中有类似病史。入院查体：Ｔ３５０℃，Ｐ１０２次／ｍｉｎ，Ｒ３３
次／ｍｉｎ，ＢＰ９６／５８ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ），意识尚
清，精神软弱，口唇轻度发绀，两肺呼吸音对称，未及干

湿性音，心率 １０２次／ｍｉｎ，律不齐，闻及早搏，约 ５
次／ｍｉｎ，未及杂音，腹平软，肝脾肋下未触及，两下肢浮
肿阴性，神经系统未见阳性体征。考虑：急性广泛前壁心

肌梗死。同家属商量后，决定行急诊 ＰＣＩ术，术中所见：
右冠未见明显狭窄，左主干开口后全闭 （图１Ａ），决定行
左冠ＰＣＩ术。顺利通过导丝到前降支远端，重复造影显示
左主干开口巨大血栓，送入抽吸导管抽出红色血栓，后重

复造影示左主干近端仍见血栓，但血栓随着造影剂返流逸

出冠脉口 （图１Ｂ、Ｃ），进入主动脉，冠脉血流恢复通畅，
未见明显狭窄，术中出现恶性心律失常，反复除颤１６次，
并持续胸外按摩近 ３０ｍｉｎ，予以机械呼吸，因血压偏低，
术中予以ＩＡＢＰ植入，于入院第４天在减少镇静剂用量时，
发现有烦躁，查病理征阴性，为排除脑血管意外可能，行

头颅ＣＴ检查示左顶枕叶脑梗 （图１Ｄ）。住院半个月，顺
利康复出院。

讨论　心源性脑梗死约占全部脑梗死的 １５％ ～
３０％［１］。许多心脏疾病可引发脑梗死，其最常见原因包括

房颤、近期心肌梗死、扩张型心肌病、风湿性心脏病、心

内膜炎，而由于冠状动脉左主干血栓脱落导致脑梗死患者

未见报道。冠状动脉血栓形成是急性心肌梗死 （ＡＭＩ）的
主要原因，急诊冠状动脉介入治疗 （ＰＣＩ）是治疗 ＡＭＩ的
首选治疗措施。血栓抽吸在介入治疗当中已经越来越扮演

重要角色，可以明显地降低介入治疗中的无复流的发生率，

Ａ：左主干全闭；Ｂ：左主干内可能巨大血栓；Ｃ：血栓被造影剂冲

出后冠脉正常；Ｄ：头颅ＣＴ示顶枕叶脑梗

图１　患者造影及ＣＴ结果

提高再灌注成功率，减少梗死面积及提高无事件存活率，

改善临床预后［２］。血栓抽吸一般没有明显并发症，本例出

现血栓脱落可能原因是：①本例血栓在第一次抽吸后，出
现血栓遗留，导致血栓的不稳定，在再次造影时，出现血

栓被返流造影剂冲出冠脉口，返流入主动脉；②是血栓发
生在左主干起始部，造影时基本上没有看到左主干，血栓

直接在开口位置，发生血栓移位，导致脑梗死的发生。因

此，在血栓抽吸后重复造影时，应注意造影剂的速度与剂

量，尤其是在左主干及右冠开口等位置，从而避免不良事

件的发生。
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ｄｕｒｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｃｏｒｏｎａｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪ

Ｍｅｄ，２００８，３５８（６）：５５７５６７．

（收稿日期：２０１４１０２７）

（本文编辑：何小军）
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