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摘要 目的 研究微高压氧( Micro-HBO) 干预对脑缺血再

灌注大鼠神经功能及梗死面积的影响，探索 Micro-HBO 干预

下梗死侧海马区生长相关蛋白( GAP43 ) 的表达变化。方法

选用雄性 SD 大鼠并采用改良线栓法制备局灶性脑缺血

再灌注( MCAO) 模型，分为模型组( 1、7 d) 、Micro-HBO 组

( 1、7 d) 、假手术组。各组接受行为学评估、2，3，5-三苯基氯

化四氮唑( TTC) 染色及 Western blot 检测 GAP43 表达变化。

结果 ① 模型组和 Micro-HBO 组间在 1 d 组( P ＜ 0. 05) 和 7
d 组( P ＜ 0. 05) 中均存在行为学评分差异，但随着时间的增

加，差异减少。② TTC 染色脑片的梗死面积百分比统计可

见，Micro-HBO 组比模型组的脑梗死面积百分比更小( P ＜
0. 05; P ＜ 0. 05) 。③ Western blot 检测发现，模型组和 Micro-
HBO 组的 GAP 43 含量显著高于假手术组。7 d 组的 GAP 43

含量高于 1 d 组。干预后的个体 GAP 43 含量高于未干预组

( P ＜ 0. 05; P ＜ 0. 05 ) 。结论 Micro-HBO 干预有助于延长

MCAO 干预时间窗，帮助神经功能恢复并提升缺血处 GAP43

的蛋白表达以促进轴突再生。
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近几年缺血性中风越来越频繁的出现在人们视

线中［1］。有研究［2］将缺血再灌注后 6 h 内定为高压

氧的黄金治疗时间。然而临床上错失黄金时间窗的

情况屡有发生，因此探索合理延长治疗窗具有重要

意义。氧增压治疗已被证实对脑缺血再灌注治疗有

着潜在帮助［3］。微高压氧( micro-hperbaric oxygen，

Micro-HBO) ［4］是利用高压氧原理在低于临床高压

氧，即 1． 2 绝对大气压( atmosphere absolute，ATA) 的

高压环境下给予个体富氧环境的技术。该研究建立

大鼠短暂性大脑中动脉阻塞( transient middle cere-

bral artery occlusion，tMCAO) 模型并设置 1 d 和 7 d
的 Micro-HBO 干预时间，以探索最佳干预方式，并

通过评定神经功能水平，观察梗死面积变化，West-
ern blot 检测生长相关蛋白 43 蛋白( growth associat-
ed protein-43，GAP43 ) 含 量 表 达，讨 论 Micro-HBO
干预对 tMCAO 大鼠脑组织保护作用及与 GAP43 表

达的关系。

1 材料与方法

1． 1 实验相关试剂与设备 主要实验试剂包括: 2，

3，5-三 苯 基 氯 化 四 氮 唑 ( triphenyltetrazolium chlo-
ride，TTC) ( 17779-10X10ML-F) 购自美国 Sigma 公

司; ＲIPA 裂解液; BCA 蛋白定量试剂盒( ( P0013B，

P0012S) 购 自 上 海 碧 云 天 公 司; GAP43 抗 体

( ab16053) 购自美国 abcam 公司; beta actin( 66009-
1-Ig) 购自美国 Proteintech，公司。设备主要有: 微高

压氧舱购自氧上海知元医疗科技有限公司; 超高速

离心机购自美国 Thermo 公司; 全自动化学发光成像

系统 5200 购自上海 Tanon 公司。
1． 2 实验动物来源及分组 健康 SPF 级雄性 SD
大鼠共 57 只饲养于( 25 ± 2) ℃、湿度 40% ～ 60% 环

境中，由安徽医科大学实验动物中心提供。随机分

为脑缺血再灌注组和假手术组( 10 只) 。其中缺血

再灌注组待清醒后根据 Zea-Longa 评分标准剔除 0
分及 4 分个体，并在补足分组数量后随机分为模型

1 d 组( 10 只) 、模型 7 d 组( 10 只) 、Micro-HBO 干预

1 d 组( 10 只) 、Micro-HBO 干预 7 d 组( 10 只) 。
1． 3 tMCAO 模型制作 本实验参照 Longa et al［5］

的方式采用线栓法制作 tMCAO 模型。大鼠于术前

12 h 禁食，仅提供饮水。0. 235 mm 尼龙线前部涂硅

胶制成线栓备用。大鼠麻醉后取仰卧位并固定，颈

正中切口，钝性分离出一侧颈总动脉( common cere-
bral artery，CCA) 、颈外动脉( external carotid artery，

ECA) 及颈内动脉( internal carotid artery，ICA) 并挂

线。结扎 ECA 和 CCA，栓线由 CCA 进入大脑中动

脉。自 ICA 和 ECA 分叉开始计算 1. 8 ～ 2 cm 为最

佳进线深度，稍感阻塞后停止进栓，并结扎 ICA。大
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鼠于饲养箱中俯卧位直至苏醒。缺血 2 h 将线头拔

至 CCA 处后并剪去多余线头完成再灌注。术后大

鼠单笼饲养，给予充足的水和食物。假手术组大鼠

仅接受 CCA、ECA 结扎。
1． 4 Micro-HBO 干预 Micro-HBO 组大鼠在 tM-
CAO 模型完成后于设定时间内进入微高压氧舱接

受干预。其中 Micro-HBO 1 d 组于再灌注 24 h 后进

入微高压氧舱接受 1 h 干预，Micro-HBO 7 d 组自再

灌注 24 h 后每天接受 1 h 微高压氧舱干预，连续 7
d。微高压氧舱设定压力为 1. 2 ATA，氧浓度为( 93
± 3) %。各组大鼠均在最后一次干预后 24 h 过量

麻醉处死并取材，同一时期模型组的取材时间同干

预组。
1． 5 行为学评定

1． 5． 1 Longa 评定 术后 1 d 及 7 d 参照 Longa 4
分评定标准评估术后大鼠行为学表现。评分内容具

体如下: 0 分: 无神经功能损伤症状; 1 分: 受损对侧

前爪内收或不能完全伸展; 2 分: 对侧追尾转圈; 3
分: 对侧倾倒; 4 分: 行走困难、无意识。术后仅选取

1 ～ 3 分个体并随机划分为不同实验组。各实验组

于干预后再行评定。采用盲法评定，重复 3 次取均

值。
1． 5． 2 平衡木实验 将大鼠放置于长 1 m，宽 2
cm，距地面高度为 1 m 的木杆上，记录行走状态。
受试个体于术前 1 d 学习平衡木实验，并于术后 1 d
及 7 d 正式实验。具体评分如下: 0 分: 正常行走; 1
分: 跌倒概率小于 50% ; 2 分: 跌倒概率大于 50% ; 3
分: 可维持平衡; 4 分: 不能移动; 5 分: 从平衡木坠

落。采用盲法评定，重复 3 次取均值。
1． 6 TTC 染色及梗死灶体积百分比 再灌注后 1、
7 d 分别取每组大鼠 5 只，过量麻醉处死，并以生理

盐水灌注后取脑，冰冻 20 min 至硬后弃去嗅球、小

脑及脑干进行 2 mm 厚度冠状切片，放入 2% TTC
溶液中 37 ℃染色 30 min，红染后拍照存入计算机。
使用 ImageJ 软件测量、计算并统计梗死灶总面积。
考虑梗死侧大脑受损后可能出现水肿，因而采用对

侧未受损的半脑作为对照。具体计算如下: ( A －
B) /A × 100%，其中 A 为未梗死侧半脑面积，B 为梗

死侧红染脑区面积，全脑梗死灶总面积为各面梗死

脑区面积比之和。
1． 7 脑组织蛋白提取 大鼠过量麻醉后断头取脑，

于冰上矢状位将脑组织分为两半，取梗死侧灰色海

马组织。将海马组织剪碎加入 ＲIPA 裂解液后放于

玻璃研磨器中均匀研磨，并裂解 30 min，12 000 r /

min 离心 15 min 后取上清液。以 BAC 蛋白质定量

试剂盒测定浓度后调平并加入上样缓冲液。放置于

－ 20 ℃保存。
1． 8 蛋白免疫印迹检测 配制 SDS-PAGE 凝胶，其

中浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度为 10%，加入电泳

液后进行上样，每孔上样量为 10 μg /10 μl。80 V 电

泳至分离胶处后转为 120 V，直到溴酚蓝至底。将

凝胶上的蛋白转移至 NC 膜后，放入 10% 脱脂奶粉

封闭 1 h，一抗 4 ℃孵育过夜，次日取出条带室温孵

育二抗 1 h，最后显影拍照。图片结果采用 ImageJ
进行灰度值计算并录入统计。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 进行统计分析，

采用单因素方差分析，Levene 检验方差齐性，方差

齐则采用 LSD 法进行多重比较。两组间比较采用

独立样本 t 检验。数据以 珋x ± s 表示，P ＜ 0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2． 1 行为学评定

2． 1． 1 Longa 评分 Longa 评分主要用于评价个体

神经功能水平。单因素方差分析显示，Micro-HBO 1
d 组( 1. 60 ± 0. 44) 较模型 1 d 天组( 2. 10 ± 0. 42) 评

分较优( F ( 3，36) = 7. 005，P ＜ 0. 05 ) 。Micro-HBO 7 d
组( 1. 23 ± 0. 32) 评分低于模型 7 d 组( 1. 77 ± 0. 52)

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。7 d 组与 1 d 组比

较，差异无统计学意义。见图 1A。
2． 1． 2 平衡木评分结果 平衡木实验多用于检测

术后感觉运动功能的恢复情况。模型 1 d 组( 3. 20
± 0. 89) 评分低于 Micro-HBO 1 d 组( 4. 03 ± 0. 62) ，

差异有 统 计 学 意 义 ( F ( 3，36) = 13. 079，P ＜ 0. 05 ) 。
Micro-HBO 7 d 组评分( 4. 0 ± 0. 83 ) 较模型 7 d 组

( 5. 20 ± 0. 45) 评分更高( P ＜ 0. 05 ) 。7 d 组在平衡

木中的得分均较 1 d 组的分数更高( P ＜ 0. 05; P ＜
0. 05) 。见图 1B。
2． 2 TTC 染色判断梗死体积百分比 TTC 染色结

果见图 2，除假手术组无梗死灶( 全部红染) 外，其他

各组均可见不同程度的苍白色梗死灶。模型 1 d 组

梗死灶累及海马区且梗死面积较 Micro-HBO 1 d 组

大。模型 7 d 组较 Micro-HBO 7 d 组梗死跨度更大。
对梗死面积百分比统计可见，7 d 组均较 1 d 组个体

梗死面积比更小( F ( 3，16) = 10. 57，P ＜ 0. 05) 。Micro-
HBO 干预组的梗死面积比低于模型组梗死面积比

( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 3 Western blot 检测 Western blot 检测大鼠海
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马内的 GAP43 含量见表 2，假手术组的 GAP43 显著

低于各模型组和 Micro-HBO 组( F ( 4，20) = 46. 959，P
＜ 0. 05 ) 。灰度值分析可以看出，1 d 内的 Micro-
HBO 组 GAP43 表达较模型组显著提高( P ＜ 0. 05) ，

7 d 组中微高压氧组的 GAP43 含量也较模型组有所

提升 ( P ＜ 0. 05 ) 。对 不 同 时 间 点 的 大 鼠 海 马 内

GAP43 蛋白量分析发现，7 d 组均表现出较 1 d 组更

高的 GAP43 蛋白表达( P ＜ 0. 05) 。见图 3、表 2。

图 1 各组大鼠行为学评分

A: 各组大鼠 longa 检测后的评分; B: 各组大鼠平衡木检测后评

分; 同一时间下模型组和 Micro-HBO 比较: * P ＜ 0. 05 ; 同一干预方

式下不同时间组比较: #P ＜ 0. 05

图 2 各组 TTC 染色脑片

表 1 各组大鼠脑梗死面积占总脑体积比( % ，珋x ± s)

组别 样本量 TTC 梗死面积比

假手术 5 0． 00 ± 0． 00
模型 1 d 5 17． 60 ± 3． 47
微高压氧 1 d 5 10． 47 ± 3． 20#

模型 7 d 5 10． 67 ± 5． 11*

微高压氧 7 d 5 5． 15 ± 0． 91* #

与同一干预方式下 1 d 组比较: * P ＜ 0. 05; 同一时间下模型组

和微高压氧组比较: #P ＜ 0. 05

表 2 各实验组大鼠海马区内 GAP43 蛋白表达( 珋x ± s)

组别 样本量 灰度值

假手术 5 0． 49 ± 0． 09
模型 1 d 5 0． 82 ± 0． 22*

微高压氧 1 d 5 1． 20 ± 0． 26＊△

模型 7 d 5 1． 68 ± 0． 13* #

微高压氧 7 d 5 1． 94 ± 0． 22* #△

与假手术组比较: * P ＜ 0. 05; 与同一干预方式下 1 d 组比较: #P

＜ 0. 05; 同一时间下模型组和微高压氧组比较: △P ＜ 0. 05

图 3 不同组大鼠海马 GAP43 的表达

1: 假手术组; 2: 模型 1 d 组; 3: Micro-HBO 1 d 组; 4: 模型 7 d 组;

5: Micro-HBO 7 d 组

3 讨论

1963 年 Jacobson et al［6］以狗为实验对象建立脑

梗死模型并在 2 ATA 下应用纯氧进行干预，以氧 －
压结合的方式为脑缺血的治疗开启思路。高压氧对

脑缺血再灌注后可能产生的脑水肿、缺血组织处自

由基损伤、氨基酸代谢变化等状况有着保护和治疗

作用［7］。但高压氧治疗也存在诸多问题。Ｒusyniak
et al［8］研究表明，若梗死时长大于 6 h，高压氧干预

会加重症状，这可能与高压引起的血脑屏障损伤或

氧化应激有关。Sánchez［7］在对多个案例回顾研究

后发现，高压氧治疗中若将压力降低，则治疗时间窗

可延长。因而 Micro-HBO 干预可能是干预 tMCAO
模型较为有效的方式。Dotsenko et al［9］在尝试使用

1. 2 ATA Micro-HBO 的干预后发现，这一方式可以明

显降低氧化应激反应，并在心肌缺血模型中有较好的

表现。多次氧 － 压延迟干预也有助于缓解由于脑缺

血造成的损伤，且随着干预次数增加，梗死面积减少、
神经功能改善［10］。因而在 1. 2 ATA 下 Micro-HBO
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环境可能有助于 tMCAO 模型的神经功能恢复并且

避免高压引起的血脑屏障损伤和氧化应激。
成年个体中的 GAP43 多分布于海马齿状回区 9

或嗅球等神经发育活跃区域并在神经的发育和损伤

时特异性表达，也作为鉴别突触重塑和神经功能恢

复的指标之一［11］。不同于其他用于修饰髓鞘、神经

纤维等结构的蛋白，GAP43 作用于突触后膜上，能

特异性的参与轴突发育和修复［12］，常被用作观察轴

突发育和恢复的重要指标［13］。GAP43 含量在梗死

后随时间增加而上升，并在梗死后 7 ～ 14 d 处于峰

值。提升 GAP43 可以帮助挽救 tMCAO 大鼠的半暗

带并改善神经功能表现，但在难以恢复的永久梗死

灶中较难检测。这表明 GAP43 对有逆转可能的部

位( 如半暗带) 表达明显，而对于较为严重的梗死灶

表达较差。
本研究初步探索了 Micro-HBO 对 MCAO 大鼠

的神经功能和 GAP43 表达情况。研究结果显示 1 d
和 7 d 的 Micro-HBO 组均较模型组有更好的神经功

能表现。Micro-HBO 组在感觉运动功能的恢复上较

模型组更为明显，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。
同时，模型组在 1 d 和 7 d 的平衡木评分存在差异并

有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，可能提示大鼠的感觉运

动功能有自发修复的能力。TTC 染色结果显示 Mi-
cro-HBO 组的梗死面积百分比更低、累及脑区更少，

表明 Micro-HBO 干预可能减小梗死脑区面积，同时

这一结果也与行为学表现相互印证。Western blot
检测可见模型组和手术组的 GAP43 含量均高于假

手术组( P ＜ 0. 05) ，证实再灌注损伤后 GAP43 被激

活，而且在 Micro-HBO 干预下 GAP43 蛋白含量较模

型组更高。表明较自然恢复的模型组，Micro-HBO
干预更有助于 GAP43 大量激活并参与到轴突的修

复和保护中。
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Effects of micro － hypercapnia on neural function recovery and expression
of growth － related proteins in rats with cerebral ischemia － reperfusion

Cao Junfei，Chen Sha，Xu Jinyong，et al
( Institute of Neurobiology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effects of micro-hyperbaric oxygen intervention on neurological function
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and infarct size in rats with transient middle cerebral artery occlusion( tMCAO) mode． Explore the expression chan-
ges of growth-related protein( GAP43) in the hippocampus of the infarcted side under Micro-Hypertension． Meth-
ods Male Sprague-Dawley rats were used to prepare tMCAO models． They were divided into model group( 1 day，

7 days) ，Micro-Hyperbaric oxygen group( 1 day，7 days) ，and sham group． Each group received behavioral as-
sessment，TTC staining and Western blot was used to detect changes in GAP43 expression． Ｒesults ① There were
significant differences in behavioral scores between the model group and the micro hypercapnia group in the 1 day
group( P ＜ 0. 05) and the 7 day group( P ＜ 0. 05) ，but the difference decreased with time． ② The percentage of
infarct size of TTC-stained brain slices showed that the percentage of cerebral infarct size was smaller in the micro-
hypercapnia group than in the model group( P ＜ 0. 05) ．③ Western blot analysis showed that the GAP43 content in
the model group and the micro-hypercapnia group was significantly higher than that in the sham operation group( P
＜ 0. 05; P ＜ 0. 05) ． The GAP43 content of the 7-day group was higher than that of the 1 day group． The content of
GAP43 in the intervention group was higher than that in the non-intervention group( P ＜ 0. 05; P ＜ 0. 05) ． Conclu-
sion Micro-hypertensive oxygen intervention can prolong the time window of MCAO intervention，help nerve func-
tion recovery and enhance the protein expression of GAP43 in the ischemic area to promote axon regeneration．
Key words cerebral infarction; delayed intervention; GAP43; micro-hyperbaric oxygen
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人脂肪干细胞对放射线损伤大鼠唾液腺的修复作用
李 辰1，阳宏林2，时 函3

摘要 目的 探讨人脂肪干细胞( hADSCs) 移植对于促进放

射线损伤大鼠唾液腺分泌功能的修复作用。方法 选取 8

周龄的 SD 大鼠 60 只，随机分成实验组、放射组和对照组，每

组各 20 只。其中，实验组和放射组腹腔麻醉后颌下腺区域

接受 18 Gy X 射线照射，对照组只麻醉不照射。照射后第 2

天实验组接受 hADSCs 移植( 1 × 106 个) ，放射组腺体内注射

等体积的 PBS 溶液。照射后第 8 周测量各组颌下腺唾液流

率，处死大鼠剖取颌下腺，4% 多聚甲醛固定后制作石蜡切

片，HE 和 TUNEL 染色后镜下观察其组织形态。结果 放射

8 周后对照组大鼠唾液流率为( 20. 77 ± 5. 16 ) μl /min，放射

组大鼠唾液流率为( 11. 23 ± 10. 10 ) μl /min，实验组大鼠唾

液流率为( 15. 92 ± 5. 41) μl /min。HE 染色显示放射组颌下

腺细胞变性水肿，部分细胞坏死，血管充血。实验组仅见部

分细胞水肿和血管充血。TUNEL 染色结果见放射组颌下腺

内出现大量凋亡细胞，实验组颌下腺见少量凋亡细胞。结论
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唾液在消化食物、润滑口腔、保持口腔内环境稳

定以及抵抗各种有害物质和微生物中起着重要作

用。根据国际流行病学研究机构统计，近年来我国

头颈部肿瘤的发病率明显上升，年发病率达 15． 22 /
10 万，约占全身恶性肿瘤的 4． 45%。放射治疗是头

颈部肿瘤治疗的重要组成部分，放射野内唾液腺腺

泡细胞( salivary gland acinar cells，SGACs) 会遭受严

重的不可逆性损伤，多数患者唾液腺实质组织几乎

全部 丧 失［1］。因 此，放 疗 会 引 起 唾 液 腺 ( salivary
gland ，SG) 分泌功能低下，导致患者出现口干症、吞
咽困难、味觉减退、龋齿、真菌感染、营养不良，睡眠

障碍等一系列症状，严重影响生存质量［2］。该实验

采用头颈部局部放射建立 SG 损伤的大鼠模型后，

通过腺体内局部注射人脂肪干细胞( human adipose
tissue-derived stem cells，hADSCs) ，初步研究其对放

射线损伤的大鼠 SG 修复作用。

·068· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Jun; 54( 6)


