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Nogo-A蛋白在一氧化碳中毒大鼠海马组织中的动态表达
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摘要 目的：观察一氧化碳中毒后大鼠海马组织中 Nogo-A蛋白动态表达情况，探讨 Nogo-A蛋白在一氧化碳中毒后神经系统损

伤中的作用与影响。方法：随机数字法将雄性 SD大鼠 30只分为正常对照组（NC组）、CO中毒组（CO组）、CO中毒后 24小时组

（CO-24h）、CO中毒后 48小时组（CO-48h）、CO中毒后 7天组（CO-7d），每组各 6只。CO气体腹腔注射染毒法建立一氧化碳中毒

模型。建模后不同时间点利用免疫组织化学染色(IHC)、蛋白质免疫印迹技术检测(WB)Nogo-A蛋白在海马组织中的表达情况并

分析其变化规律。 结果：IHC 结果表明 NC、CO 组、CO-24h 组、CO-48h 组、CO-7d 组中 Nogo-A 蛋白平均光密度值分别为

0.0928± 0.0038、0.01172± 0.0042、0.1452± 0.0056、0.1271± 0.0057、0.1088± 0.0055；WB 结果提示一氧化碳中毒后海马组织中

Nogo-A蛋白的表达较 NC组增高，在 24h时表达达到高峰（P<0.05）；24h后表达开始逐步下降，至染毒第 7天时，海马组织中

Nogo-A蛋白的表达明显下降，但仍高于 NC组（P<0.05）。结论：在本研究中，大鼠海马组织中 Nogo-A蛋白表达的增高与一氧化

碳中毒相关；Nogo-A蛋白表达在 24h时表达达到高峰；24h后表达开始逐步下降。
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Dynamic Expression of Nogo-A in Hippocampus of Rats
after Carbon Monoxide Poisoning

To study the dynamic expression of Nogo-A in hippocampus of rats after carbon monoxide poisoning, and

to explore the effect and influence of Nogo-A in the damage to nervous system after carbon monoxide poisoning. Thirty male

SD rats were randomly divided into NC group(n=6), CO group(n=6), CO-24 h group(n=6), CO-48 h group(n=6), CO-7d group(n=6). The

method of injection CO gas was used to establish the carbon monoxide poisoning model. Then immunohistochemical (IHC) and Western

blot (WB) techniques were used to observe dynamic expression of Nogo-A in hippocampus of rats at several time intervals after carbon

monoxide poisoning and to analyze its change law. IHC results showed that the average optical density value of expression of

Nogo-A in NC group, CO group, CO-24 h group, CO-48h group and CO-7d group were 0.0928± 0.0038, 0.01172± 0.0042, 0.1452±

0.0056, 0.1271± 0.0057, 0.1088± 0.0055. WB results showed that the expression of Nogo-A in hippocampus after carbon monoxide

poisoning was significantly higher than that in NC group(P<0.05), and reached the highest level at 24 h, then had a gradual recovery after

24h. The expression of Nogo-A decreased obviously, but still higher than that of NC group by day 7 (P<0.05). In this study,

the increase of expression of Nogo-A was associated with carbon monoxide poisoning. The expression of Nogo-A reached the highest

level at 24h, then had a gradual recovery after 24 h.
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前言

一氧化碳中毒（Carbon monoxide poisoning）是一种以中枢

神经系统损伤为主要表现的全身性缺氧性疾病，部分患者在

CO中毒后可以出现不同程度的神经系统损伤的临床症状[1,2]。

有研究发现[3,4]，危险因素暴露后神经系统损伤及神经系统的功

能缺失与神经生长抑制因子相关。其中，Nogo-A被认为是机体

内部最重要的神经生长抑制因子，参与脊髓损伤、局灶性脑缺

血、脑缺血再灌注等多种神经系统疾病的发生发展[5]。目前，一

氧化碳暴露后 Nogo-A在海马组织内的表达情况及其时相变

化尚不清楚，Nogo-A表达变化是否与一氧化碳中毒后神经系

统损伤有关亦未明确阐述。因此，本研究建立一氧化碳中毒模

型，检测 Nogo-A蛋白在海马组织中的表达情况并分析其变

化规律，初步探讨 Nogo-A蛋白在一氧化碳中毒后的病理生
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理作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

清洁级 SD大鼠 30只，体质量 250-300 g（饲养于第二军医

大学动物实验中心），按 6只 /笼喂养，自主进食摄水，饲养温

度维持在 25℃左右，每日 12 h昼夜光照循环。

1.2 实验仪器与试剂

99.99 %纯品 CO气体、多克隆兔源抗鼠 Nogo-A抗体（BD

Biosciences公司）、抗 茁-actin单克隆抗体（Abcam公司）、鼠抗
IgG（武汉博士德有限公司）、兔抗 IgG（武汉博士德有限公司）、

SABC免疫组化染色试剂盒（北京金桥生物技术公司）、Ultra

Sensitive SP超敏试剂盒（北京金桥生物技术公司）、ABL80动

脉血气分析仪。

1.3 分组及动物模型建立

按随机数字法分为 5组：正常对照组（NC组）、CO中毒组

（CO组）、CO中毒后 24小时组（CO-24 h）、CO中毒后 48小时

组（CO-48 h）、CO中毒后 7天组（CO-7 d），每组各 6只。

采用腹腔注射 CO气体染毒法[6]建立大鼠 CO组模型。大

鼠称重后，首次按 120 mL/kg腹腔注射 CO气体；随后按 60

mL/kg的剂量每隔 4小时进行追加注射，共进行追加注射 4

次。NC组大鼠称重后腹腔注射空气（按体重计算空气注射量，

方法同 CO组）。

1.4 海马组织中 Nogo-A蛋白表达的测定

1.4.1 IHC检测 Nogo-A蛋白 于不同时间点腹腔注射 10 %

水合氯醛，麻醉大鼠满意后多聚 4 %甲醛灌注固定后断头取

脑，再用多聚甲醛固定 24 h后梯度乙醇脱水、石蜡包埋，海马

组织区切片（厚度约 5 滋m）。SABC法，按试剂盒说明检测 No-

go-A蛋白（多克隆兔源抗鼠 Nogo-A抗体经 5%BSA抗体稀释

液按 l:100稀释，4℃过夜；二抗用 5%BSA抗体稀释液按照 l:

2000稀释）。200倍光镜下观察海马组织形态、Nogo-A蛋白阳

性颗粒。应用 Image-Pro 6.0+软件分析平均光密度值，选取 5

个高倍镜下视野得平均值表示各组 Nogo-A蛋白的表达量。

1.4.2 Western blot检测 Nogo-A蛋白 于不同时间点腹腔注

射 10%水合氯醛处死大鼠，各组断头取脑分离海马组织样本，

加入细胞裂解液，冰浴下研磨匀浆、15000 r/min离心后取上清

提取总蛋白。Bradford 法测定 Nogo-A 蛋白浓度，经 10%

SDS-PAGE衡压电泳后进行转膜、封闭、浸泡后摇床 2小时后

依次加入多克隆兔源抗鼠 Nogo-A抗体（茁-actin单克隆抗体，
5％BSA抗体稀释液按 l: 1000稀释；多克隆兔源抗鼠 Nogo-A

抗体，5％BSA抗体稀释液按 l:2000稀释）后 4℃过夜，二抗

（均用 5％BSA抗体稀释液按照 l:5000稀释）室温孵育 1小时。

TBSB洗膜 5次（每次 5 min）后加 ECL避光显色 5 min，终止反

应。采用 Image-Pro 5.0软件分析各组 Nogo-A蛋白条带灰度

值，以 Nogo-A/茁-actin灰度值的比值代表 Nogo-A蛋白相对表

达量。

1.5 统计学分析

使用 SPSS17.0软件包进行统计分析；计量资料以均数±

标准差表示，组间比较采用单因素方差分析及 LSD法两两比

较。P<0.05为差异有显著性统计学意义。

2 结果

2.1 染毒后大鼠尾血中 COHb浓度

腹腔注射空气后，NC组大鼠正常摄食摄水，活动迅速无异

常；腹腔注射 CO气体后，CO组、CO-24 h组、CO-48 h组、CO-7

d组大鼠出现不同程度的反应迟钝，活动迟缓、刺痛反应减弱，

摄食摄水减少，部分大鼠出现昏迷、尿失禁。这些表现在 24 h

后逐渐恢复。各组大鼠断尾取血，ABL80动脉血气分析仪检测

COHb浓度。各组大鼠染毒前 COHb浓度均小于 2.8 %。CO组、

CO-24 h 组、CO-48 h 组、CO-7 d 组染毒后 COHb 分别为

61.3± 2.4（%）、62.1± 2.7（%）、61.8± 2.3（%）、61.2± 2.4（%）。各

组大鼠在 CO染毒后，COHb水平均高于 50%，可以视为理想、

可靠的 CO中毒模型。见图 1。

2.2 IHC检测 Nogo-A蛋白

Nogo-A蛋白经免疫组织化学染色后，阳性呈现为黄褐色

或棕褐色颗粒。光镜下观察各组海马组织切片发现，NC组的

Nogo-A蛋白阳性颗粒呈基础表达，染色较淡，CO染毒后的大

鼠海马组织切片中，Nogo-A 蛋白的阳性颗粒强度均高于 NC

组，其中 CO-24h组中 Nogo-A蛋白的阳性颗粒强度最高、最为

致密，呈现棕褐色。见图 2，表 1。

2.3 Western Blot检测 Nogo-A蛋白

一氧化碳中毒后海马组织中 Nogo-A蛋白的表达较 NC组

增高，在 24 h时表达达到高峰（P<0.05）；24 h后表达开始逐步

下降，至染毒第 7天时，海马组织中 Nogo-A蛋白的表达明显

下降，但然高于 NC组（P<0.05）。见图 3。

3 讨论

CO中毒是我国常见的生活中毒和职业中毒。CO是环境

中的碳不完全燃烧后的产物，进入体内后不仅能够与血红蛋白

结合影响血红蛋白携氧及释放氧的能力，还能与还原型细胞色

素氧化酶二价铁结合，影响细胞呼吸和氧化过程，造成细胞和

组织缺氧。中枢神经系统耐受缺氧能力较差，对缺氧及其敏感，

是 CO中毒首要累及的器官。临床实践中发现部分患者在 CO

中毒后可以出现肢体瘫痪、震颤麻痹、肌肉痉挛强直、记忆力减

退、认知障碍等不同程度的神经系统损伤的临床症状[7-9]。这些

症状的产生、持续时间及对治疗的敏感性与 CO造成直接损伤

后的修复过程有关。神经系统损伤的恢复程度取决于神经元的

再生与突触的重建。Nogo基因的转录产物主要编码 Nogo-A、

图 1 各组建模前后 COHb水平

Fig.1 Level of COHb in each group before modeling and after modeling
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图 3 WB检测 Nogo-A蛋白表达

Fig.3 The results of expression of Nogo-A protein by WB

Note: *P<0.05, compared with NC group; #P<0.05, compared with CO group; △ P<0.05, compared with CO-24h group.

Groups Amount(n) Average optical density value(x依s)

NC 6 0.0928± 0.0038

CO 6 0.01172± 0.0042 *

CO-24h 6 0.1452± 0.0056 *#

CO-48h 6 0.1271± 0.0057 *△

CO-7d 6 0.1088± 0.0055 *△

表 1各组大鼠 Nogo-A蛋白在海马组织中的平均光密度表达

Table 1 Average optical density value of expression of Nogo-A in hippocampus

Note: *P<0.05, compared with NC group; #P<0.05, compared with CO group; △ P<0.05, compared with CO-24h group.

图 2 IHC检测 Nogo-A蛋白(× 200)

Fig.2 Morphology of Nogo-A in hippocampus by IHC(× 200)

Nogo-B、Nogo-C三种蛋白质 [10,11]。Nogo-A蛋白是一种跨膜蛋

白，包含 1163个氨基酸，是机体内部最重要的神经生长抑制因

子，主要存在于运动神经元、感觉神经元、海马组织、三叉神经

节、红核等中枢神经系统中[12-14]。Nogo-A蛋白内部有两组具有

抑制神经元再生作用的功能结构域，即 Nogo-A蛋白氨基端到

第一个疏水区之间的序列（amino-Nogo）和两个疏水区之间的

序列（Nogo-66）[13,15]。研究发现[16-18]，Nogo-A蛋白与受体结合后，

启动下游 RhoA/ROCK、蛋白激酶 B/糖原合酶激酶 -3茁、LIM
激酶 /磷酸酶等信号通路，引起神经系统损伤部位局部肌动蛋

白细胞骨架异构，改变生长锥的形态，降低生长锥的稳定性，最

终起到抑制神经系统再生的作用。因此，Nogo-A蛋白是影响神

经系统损伤后再生的重要因素之一。

国内外，Nogo-A蛋白与脊髓损伤、轴索损伤、局灶性脑缺

血、脑缺血再灌注等多种神经系统损伤的关系已有研究[19-21]。赵

修等人的研究发现[22]，大鼠弥漫性轴索损伤后各脑区 Nogo-A

蛋白与轴索损伤的时间演变基本同步。杨俊锋等人的研究发现
[23]，在脊髓损伤后大鼠脊髓组织中 Nogo-A蛋白和 mRNA的表

达呈现明显的波动性，先降低，后逐渐升高保持高水平，在第 7
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天达到高峰。但 Nogo-A表达变化与一氧化碳中毒的关系尚未

明确阐述，其表达增高可能参与了抑制 CO中毒后神经修复打

的病理生理过程。因此，为了探究 Nogo-A蛋白在 CO中毒后的

表达水平及其在神经系统损伤修复中的作用，本研究应用腹腔

注射 CO气体染毒法建立一氧化碳中毒模型，在染毒即刻、24

h、48 h、7 d等不同时间点，利用 IHC、WB检测 Nogo-A蛋白在

海马组织中的表达情况。IHC结果提示 NC组的 Nogo-A蛋白

阳性颗粒呈基础表达，CO染毒后大鼠海马组织中 Nogo-A蛋

白的阳性颗粒强度均高于 NC组，其中 CO-24h组中 Nogo-A

蛋白的阳性颗粒强度最高、最为致密。WB结果提示一氧化碳

中毒后海马组织中 Nogo-A蛋白的表达较 NC组增高，在 24 h

时表达达到高峰（P<0.05）；至染毒第 7 天时，海马组织中 No-

go-A蛋白的表达明显下降，但然高于 NC组（P<0.05）。以上实

验结果均从分子水平证明了 Nogo-A蛋白表达的增高与一氧

化碳中毒相关；同时，在 CO染毒后的各个时间点中，Nogo-A

蛋白在 24 h时表达达到最高峰，24 h后表达开始逐步下降，至

染毒第 7天时，海马组织中 Nogo-A蛋白的表达明显下降，但

仍高于基础表达水平。说明继发于一氧化碳中毒的 Nogo-A蛋

白高表达状态能够在一氧化碳中毒后持续较长时间；在这个时

间段内，Nogo-A蛋白对神经系统损伤后再生的抑制持续存在，

尤其是在 24 h内这种对神经元再生的抑制作用最强，神经系

统的修复也最困难。这与杨俊锋等人的实验结果略有差异，考

虑与实验模型、观察组织、实验周期性等因素有关。

此外，已有研究发现[24,25]，机体内源性 cAMP和 cGMP的水

平决定损伤后的神经元对 Nogo-A 蛋白、Semaphorin3 蛋白、

Slit2蛋白、Netrin蛋白、Sema3A蛋白等多种神经生长导向因子

的反应性、反应强度及反应时效。通过药物治疗、高压氧治疗等

干预手段能够上调 cAMP的水平，降低 cAMP/cGMP比值，最

终阻断 Nogo-A蛋白对神经元修复的抑制作用，改善神经元修

复状况。结合本研究结果，CO暴露后 Nogo-A蛋白的表达量逐

步增高并在 24 h内达到顶峰。我们可以在早期通过药物治疗、

亚低温治疗、高压氧治疗等综合干预手段，上调 cAMP水平，降

低中枢神经系统中 Nogo-A蛋白的表达水平，阻断 Nogo-A蛋

白对神经元修复的抑制作用，维持生长锥的稳定性，保护生长

锥的再生能力，最终提高神经元再生能力，减轻临床症状，改善

临床结局。

综上所述，结合本研究结果，大鼠海马组织中 Nogo-A蛋

白表达的增高与一氧化碳中毒相关，是一氧化碳中毒造成中枢

神经损伤的重要原因；Nogo-A蛋白表达在 24 h时达到高峰，

之后逐渐降低，提示 24 h是减轻一氧化碳中毒相关性神经损

伤的重要时间窗口，在这个时间段内加强清除 Nogo-A的治疗

可能可以减轻神经损伤，改善神经损伤预后。
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