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不同压力高压氧促进大脑中动脉闭塞大鼠梗死周边区细胞增殖的研究

曾晓鹏，牟　君，曾令琼△

（重庆医科大学附属第一医院神经内科　４０００１６）

　　摘　要：目的　比较延迟、连续给予不同压力（１．５ＡＴＡ和２．５ＡＴＡ）的高压氧治疗（ＨＢＯＴ），对永久性大脑中动脉闭塞

（ｐＭＣＡＯ）大鼠梗死周边区细胞增殖的影响。方法　雄性ＳＤ大鼠８０只，分为假手术组、空气组（ｐＭＣＡＯ加空气），１．５ＡＴＡ组

（ｐＭＣＡＯ加１．５ＡＴＡＨＢＯＴ）和２．５ＡＴＡ组（ｐＭＣＡＯ加２．５ＡＴＡＨＢＯＴ），每组２０只。采用大脑中动脉线栓法建立永久性大

鼠缺血模型。于术后４８ｈ开始高压氧治疗，连续１０ｄ，每天１ｈ。于术后２８ｄ采用改良Ｇａｒｃｉａ评分法和平衡能力测试评估神经功

能，尼氏染色观察脑梗死面积和细胞增殖情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测环磷酸腺苷反应单元结合蛋白（ＣＲＥＢ）在大鼠脑梗死区的表

达情况。结果　术后２８ｄ各组的改良Ｇａｒｃｉａ评分分别为假手术组１８分，空气组（１３．２５±０．５７）分，１．５ＡＴＡ组（１３．８０±０．６２）分

和２．５ＡＴＡ组（１６．３２±０．３５）分。平衡能力测试各组得分为假手术组３分，空气组（０．９８±０．３３）分，１．５ＡＴＡ组（１．３０±０．５２）分

和２．５ＡＴＡ组（２．２５±０．３５）分。各组的梗死率分别为假手术组０，空气组（３３．１５±２．６６）％，１．５ＡＴＡ组（３１．２０±３．２５）％和２．５

ＡＴＡ组（１３．５８±２．１５）％。２．５ＡＴＡＨＢＯＴ组与空气组比较神经功能评分有明显改善，梗死面积减少，梗死周边区域的细胞增

殖增加，且该区域ＣＲＥＢ的表达上调（犘＜０．０５）；而１．５ＡＴＡＨＢＯＴ组与空气组比较，上述指标差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

结论　２．５ＡＴＡ高压氧的神经保护作用可能与ＣＲＥＢ上调促进梗死周边区细胞增殖有关。
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　　高压氧治疗（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｔｈｅｒａｐｙ，ＨＢＯＴ）已经在动

物实验被证实可有效降低梗死面积，减少出血转化和改善神经

功能。其神经保护机制与减轻脑水肿，抑制炎性反应和凋亡，

稳定血脑屏障和激活细胞转录因子等因素有关［１］。有研究提

示高压氧的神经保护机制还与其对神经发生的促进作用有关，

而这个机制很可能是通过上调环磷酸腺苷反应单元结合蛋白

（ｃｙｃｌｉｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）的表达

来实现。ＣＲＥＢ是一种细胞转录因子，在脑组织的神经可塑性

和神经元存活中起着重要作用。近期有研究报道提示高压氧

可促进永久性大脑中动脉闭塞（ｐｅｒｍａｎｅｎｔｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒ

ｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ｐＭＣＡＯ）大鼠神经发生，但是不同压力高压氧

的作用是否有差别，其差别是否由于ＣＲＥＢ表达量的不同，国

内外尚未见文献报道。本研究利用ｐＭＣＡＯ大鼠，模拟临床脑

梗死的真实病理生理过程，比较连续给予不同压力（１．５ＡＴＡ

和２．５ＡＴＡ）高压氧治疗对神经发生的影响，并初步探讨

ＣＲＥＢ在其中的作用。

１　材料与方法

１．１　动物及分组　健康成年ＳＤ 大鼠８０只，雄性，体质量

２４０～２７０ｇ（重庆医科大学实验动物中心提供），分为假手术

组、空气组（ＨＢＯＴ 加空气）、１．５ＡＴＡ 组（ｐＭＣＡＯ 加１．５
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ＡＴＡＨＢＯＴ）和２．５ＡＴＡ组（ｐＭＣＡＯ加２．５ＡＴＡＨＢＯＴ），

每组２０只。

１．２　动物模型制备　采用Ｔｕ等
［２］的方法制备ｐＭＣＡＯ大鼠

模型。５％ 水合氯醛 ３５ ｍｇ／ｋｇ 腹腔注射麻醉，保持肛温

（３７．０±０．５）℃。４０尼龙线栓前端加热成光滑半球形。将线

栓经颈外动脉断端插入颈内动脉，阻塞大脑中动脉。线栓顶部

距离颈总动脉分叉处约１８～２０ｍｍ。假手术组大鼠所有操作

步骤同上，不插入尼龙线栓。

１．３　高压氧治疗方案　术后４８ｈ开始高压氧治疗，连续１０

ｄ，每天１ｈ。每次实验前，用纯氧反复洗高压氧动物舱（浙江船

舶机械厂制造生产）１０ｍｉｎ，使舱内氧浓度达到１００％。匀速加

压１５ｍｉｎ至目标气压，稳压６０ｍｉｎ后，１５ｍｉｎ内匀速减至常

压。假手术组及空气组不做任何处理。

１．４　行为学评价

１．４．１　改良Ｇａｒｃｉａ评分法（３～１８分，３分最差，１８分最好）
［３］

　术后２８ｄ由对实验分组不知情的同一实验人员进行测评。

分别对运动功能的６个方面进行测试。即：自发运动、肢体活动

的对称性、前肢伸展的对称性、爬行、本体感觉和对触须的反应。

１．４．２　平衡能力测试（０～３分，０分最差，３分最好）
［４］
　术后

２８ｄ行平衡能力测试。自制平衡木（长８０ｃｍ，宽２．５ｃｍ，高７０

ｃｍ）。以在平衡木上的行走距离评分。３分：行走距离大于或

等于２０ｃｍ；２分：行走距离小于２０ｃｍ；１分：行走距离小于１０

ｃｍ；０分：行走距离小于１０ｃｍ，并跌落平衡木。

１．５　梗死区域观察　术后２８ｄ处死大鼠，ＰＢＳ心脏灌注，

１０％甲醛固定。根据定位图谱（Ｂｒｅｇｍａ＋３至Ｂｒｅｇｍａ－７），

每隔１ｍｍ连续收集１０张１０μｍ厚的冠状脑片。尼氏染色显

示梗死区域［５］。尼氏染色的主要步骤为０．５％的焦油紫（ｃｒｅ

ｓｙｌｖｉｏｌｅｔ）染色２ｍｉｎ，无水乙醇脱水２次，每次１ｍｉｎ３０ｓ，自

来水清洗３０ｓ，二甲苯透明２次，每次１ｍｉｎ３０ｓ，自来水清洗

３０ｓ树胶封片。梗死区域的大小由梗死率来表示。梗死率＝

（对侧大脑半球面积之和－同侧大脑半球非梗死区面积之和）／

对侧大脑半球面积之和×１００％
［６］。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＣＲＥＢ在大鼠

脑梗死区中的表达情况。于术后２８ｄ处死大鼠，提取各组动

物梗死区脑组织并测定其含量，上样５０μｇ行１０％ 十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，５０Ｖ３５ｍｉｎ，

１２５Ｖ２ｈ。电泳后转膜，１００Ｖ９０ｍｉｎ。一抗４℃孵育过夜

［兔抗ＣＲＥＢ（１∶２０００），兔抗磷酸化ＣＲＥＢ（ｐＣＲＥＢ）１∶５００，

美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司］，洗膜，加二抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，１∶２０００），再与化学发光底物结合，显影，采用软件（美国

ＮＩＨ，ＩｍａｇｅＪ）分析计算平均光密度值。βａｃｔｉｎ（１∶２０００）二

抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司作为对照。

１．７　免疫组织化学和细胞计数　５溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）

购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，用０．９％生理盐水配制成溶液，于

最后１次高压氧治疗结束后，连续３ｄ，每天２次，以５０ｍｇ／ｋｇ行

腹腔注射。术后２８ｄ处死大鼠，ＰＢＳ心脏灌注，１０％甲醛固定。

根据定位图谱，每隔１ｍｍ连续收集１０张１０μｍ厚的脑梗死部

位的冠状脑片。经ＤＮＡ变性、抗原修复、一抗孵育（１∶１００，美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），ＤＡＢ显影，显微镜照相，由对实验

设计未知的人员，经ＩｍａｇｅＪ软件辅助计数。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

计量资料以狓±狊表示，两组间资料比较行独立样本狋检验，多

组间资料比较行单因素方差分析；χ
２ 检验用于比较各组间的

病死率。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　病死率　手术后２８ｄ各组的病死率分别为：假手术组０

（０／２０），空气组３０％（６／２０），１．５ＡＴＡ 组１５％（３／２０）及２．５

ＡＴＡ组１０％（２／２０）。２．５ＡＴＡ组的病死率低于空气组和１．５

ＡＴＡ组，但各组间的病死率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　行为学评价　假手术组大鼠神经功能无缺损。２．５ＡＴＡ

组的改良Ｇａｒｃｉａ评分和平衡能力测试均较空气组和１．５ＡＴＡ

组有明显改善（犘＜０．０５），见图１。

　　Ａ：改良Ｃａｒｉｃａ评分；Ｂ：平衡试验；ａ：犘＜０．０５，与空气组比较。

图１　　神经功能评分

２．３　脑梗死区域　手术后２８ｄ各组的梗死率分别为：假手术

组０，空气组（３３．１５±２．６６）％，１．５ＡＴＡ组（３１．２０±３．２５）％

和２．５ＡＴＡ组（１３．５８±２．１５）％。２．５ＡＴＡ组的梗死率明显

低于空气组和１．５ＡＴＡ组（犘＜０．０５）。有代表性的尼氏染色

显示空气组和１．５ＡＴＡ组的梗死率明显高于２．５ＡＴＡ组

（犘＜０．０５），见图２（蓝紫色为为正常脑组织，白色为梗死区）。

　　Ａ：假手术组；Ｂ：空气组；Ｃ：１．５ＡＴＡ组；Ｄ：２．５ＡＴＡ组。

图２　　尼氏染色显示梗死区域（×４０）

２．４　细胞增殖　手术后２８ｄ，较空气组和１．５ＡＴＡ组，２．５

ＡＴＡ组明显增加了梗死周边区域ＢｒｄＵ阳性细胞的数量（犘＜

０．０５），见图３。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　相对于空气组和１．５ＡＴＡ 组，

２．５ＡＴＡ 组明显增加了梗死侧半球的ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ的表

达，ＣＲＥＢ的表达较空气组差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图４。
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　　Ａ：免疫组织化学检测结果，１为假手术组；２为空气组；３为１．５

ＡＴＡ组；４为２．５ＡＴＡ组；Ｂ：免疫组织化学半定量分析结果，ａ：犘＜

０．０５，与空气组及１．５ＡＴＡ组比较。

图３　　ｐＭＣＡＯ建模后２８ｄ各组大鼠梗死周边区

ＢｒｄＵ阳性细胞计数

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，１为假手术组；２为空气组；３为１．５ＡＴＡ组；４

为２．５ＡＴＡ组。Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析结果；ａ：犘＜０．０５，与空气

组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ在各组大鼠

缺血脑组织中的表达

３　讨　　论

本研究在ｐＭＣＡＯ术后４８ｈ开始给予高压氧治疗，连续

１０ｄ，每天１ｈ，结果发现相对１．５ＡＴＡ，２．５ＡＴＡ能明显改善

神经功能，减少梗死面积，增加梗死区细胞增殖，并伴随ＣＲＥＢ

和ｐＣＲＥＢ的表达上调。虽然１．５ＡＴＡ组的神经功能评分和

梗死面积均好于空气组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。因

此，２．５ＡＴＡ的神经保护作用很有可能是通过激活ＣＲＥＢ通

路来促进细胞增殖。

美国海底及高压医学会（ｕｎｄｅｒｓｅａａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｍｅｄｉｃａｌ

ｓｏｃｉｅｔｙ，ＵＨＭＳ）将有效的高压氧治疗定义为１．４ＡＴＡ 及以

上。临床工作中１．５ＡＴＡ和２．５ＡＴＡ是最常用的压力。本

文没有选择更高的压力，因为连续给予更高压力治疗可能会增

加氧化应激，诱导炎性反应，不利于临床康复。

大部分关于脑缺血的研究多采用缺血再灌注模型，即ｐＭ

ＣＡＯ闭塞９０ｍｉｎ后行再灌注。近年来，越来越多的研究开始

关注ｐＭＣＡＯ模型
［７１２］。相对于缺血再灌注模型，ｐＭＣＡＯ模

型更接近临床脑梗死的真实病理生理过程［１１］，且造模重复性

高，梗死面积较一致［１３］。

大量将高压氧应用于脑梗死的动物试验研究证实，早期给

予高压氧治疗可有效减少梗死面积、降低出血转化发生率和改

善神经功能。最早可于ｐＭＣＡＯ模型后１０ｍｉｎ开始。由于脑

梗死患者急性期通常需重症监护下行重组组织型纤溶酶源激

活剂（ｒｔＰＡ）溶栓，故临床实践中不可能超早期接受高压氧治

疗。为了有效实现临床转化，高压氧治疗的开始时间已经成功

的延时到造模后４８ｈ。

研究已证实成年脑组织具有新生神经元的潜力。脑梗死

可刺激机体内源性神经发生，但是内源性神经发生常常发生在

梗死早期，持续时间短，新生神经元数量有限，不足以代偿梗死

后的功能缺损。ＣＲＥＢ信号通路在成人的神经发生中起着至

关重要的作用，在海马、脑室管膜下区（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｚｏｎｅ，

ＳＶＺ）和嗅球区域，调节新生神经元的发育、增殖、存活、成熟和

功能整合。ＣＲＥＢ在Ｓｅｒ１３３位点的磷酸化对激活下游基因的

转录 至 关 重 要，如 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ

ｎｅｕｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、Ｂｃｌ２和ｃｆｏｓ。梗死后２８ｄ，海马和

脑室旁区域存活的新生细胞逐渐迁移到梗死周边区域，进行功

能修复和代偿。研究显示注射入人体内的ＢｒｄＵ 可以存在于

脑组织分裂的细胞中数周时间［１４］，也为本研究观察新生细胞

的存活和迁移提供了有效的手段［１５］。

本研究发现２．５ＡＴＡ组能有效减少梗死面积，增加梗死

周边区域的细胞增殖，并上调该区域ＣＲＥＢ的表达，为临床实

践提供了有益的参考。２．５ＡＴＡ高压氧的神经保护作用可能

与ＣＲＥＢ上调梗死后细胞增殖有关。今后进一步研究将针对

高压氧促进增殖细胞分化的类型、迁移及功能整合。
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结果对阐明结肠癌的发病机制及寻找新的结肠癌治疗分子靶

点具有一定意义。
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ＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，２００７，１２８（３）：４３０４３６．

［１２］ＨｏｒｉｕｃｈｉＡ，ＩｍａｉＴ，ＷａｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｍａｌｌ

ＧＴＰａｓｅｓ，ＲｈｏＡａｎｄＲｈｏＣ，ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＬａｂＩｎｖｅｓｔ，２００３，８３

（６）：８６１８７０．

［１３］祁代华，李建生，王康康．ＳＬＰ２和ＣＤＣ４２蛋白在结直肠

癌组织中的表达及临床意义［Ｊ］．中华消化杂志，２００９，２９

（３）：１９１１９２．

（收稿日期：２０１４０５２６　修回日期：２０１４０６１７）

（上接第３６９９页）

［５］ ＯｓｔｒｏｗｓｋｉＲＰ，ＧｒａｕｐｎｅｒＧ，ＴｉｔｏｖａＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｙｐｅｒｂａｒ

ｉｃＯｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｍｅ

ｄｉａｔｅｄｂｙａｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｉｅｎｔ

ｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＤｉｓ，２００８，２９（１）：

１１３．

［６］ ＡｏｋｉＹ，ＨｕａｎｇＺ，ＴｈｏｍａｓＳＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌ

ｉｔｙｔｏｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎｄａｍａｇｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒｍｏｆＳＨＰ２［Ｊ］．
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