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不同时间窗高压氧对脑缺血:再灌注大鼠模型学习记忆功能的影响

陈R 浩R 毕竹梅8 R 崔R 宁8 R 刘捍东8 R 吉中国8 R （山东大学医学院，山东R 济南R 475584）

R R 〔摘R 要〕R 目的R 观察不同时间窗高压氧治疗（UVYS）对脑缺血:再灌注（ Z [ A）损伤后学习记忆功能的影响，探讨其可能的机制。方法R 制备

大鼠可逆大脑中动脉阻塞脑损伤模型。分别于再灌注后 Q 及 4G E 起始 UVYS，观察空间学习记忆功能，计算梗死百分比，免疫组化检测鼠脑 $1YC、

KETS，及 V%#:4、V.N 表达阳性神经元。结果R 与缺血对照组比较，早期治疗组大鼠学习记忆功能显著改善；脑梗死比率显著缩小（% \ 50 58）；海马

KT8 区 KETS 阳性神经元增多，$1YC 表达减少，且 V%#:4 表达增多（均 % \ 50 58），V.N 阳性神经元数无明显变化。晚期治疗组显示与早期治疗组改变

相似，但 $1YC、V.N 表达无明显差异。结论R 早期或延迟 UVYS 均可改善大鼠脑 Z [ A 损伤引起的学习记忆功能不良，显示有神经保护作用。

〔关键词〕R 大脑中动脉阻塞；缺血:再灌注损伤；高压氧；学习记忆功能

〔中图分类号〕" )&#!* !!；)#$(* %" " 〔文献标识码〕" +" " 〔文章编号〕" ,--$.(/-/（/--&）,$.,##&.-!

8R 山东省立医院

通讯作者：吉中国（897G:），男，主任医师，教授，硕士生导师，主要从事

脑血管病的病因、发病机制及老年神经病学研究。

作者简介：陈R 浩（89PQ:），男，主治医师，主要从事高压氧医疗和科研

工作。
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R R 急性缺血性卒中后很多患者遗留学习记忆障碍〔8〕。高压

氧治疗（ELD*(!.($% "NLF*< ’E*(.DL，UVYS）因能有效提高血氧含

量和血氧弥散距离，改善微循环，被广泛应用于缺血性脑卒中

的临床治疗〔4〕。实验动物研究〔O，G〕肯定了缺血:再灌注（ Z [ A）

损伤 Q E 内行 UVYS 可以显著改善神经评分并缩小梗死范围，

但对于延迟 UVYS（BUVYS），由于疗程、方法不同，其疗效尚存

争议。^$<〔7〕等提示延迟但反复高压氧治疗有效。该观点与临

床所见对急性脑梗死患者常需较长时间高压氧治疗一致。因

此，BUVYS 的治疗效果及作用机制需要进一步研究。本实验

利用暂时性大脑中动脉阻塞（+$,,#* %*(*!(.# .(’*(L "%%#2&$"<，

XKTY）大鼠模型，采用近似于临床应用的 UVYS 方法，评价局

灶性脑梗死发生后早期 UVYS（>UVYS）及 BUVYS 对大鼠远期

学习记忆功能的影响。
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!" 材料与方法

!# !! 动物与分组 ! 成年雄性 "#$%&’ 大鼠 () 只，体重 *() +
*,) -，由山东大学医学院实验动物中心提供。随机分为 ( 组，

每组 .) 只：/0123 组，40123 组，假手术组（$5&6 组），缺血对

照组（ 7 8 9 损伤后无治疗）。

!# $! 大鼠 :;<2 模型的建立! 大鼠经麻醉，参考 =>& ?@A-& 线

栓法〔B〕制备大鼠大脑中动脉 7 8 9 模型。用备好的改良尼龙线

栓子栓塞右侧脑中动脉。栓塞 * 5 后部分抽出尼龙线，形成再

灌注。假手术组仅分离动脉后缝合，不予插入尼龙线。

!# %! 神经功能评分! 分别于造模后和处死前，对各组大鼠采

用 =>& ?@A-& 分制评分：无神经功能缺损计 ) 分；梗死对侧前爪

内收、伸直障碍计 . 分；向偏瘫侧转圈者计 * 分；行走时向偏瘫

侧倾倒计 C 分；意识丧失、不能行走计 ( 分。由 C 名工作人员

分别评分，计算平均值。

!# &! 高压氧治疗! 采用烟台宏远制纯氧动物实验舱，每次治

疗以纯氧加压 .) 6#A，于 *D E <3< 稳压 . 5，减压 .E 6#A。/0F
123 组于再灌后 B 5，40123 组于再灌后 *( 5 行高压氧治疗，

每日 . 次，两组各治疗 .) G。

!# ’! :@’’#$ 水迷宫实验! 迷宫为直径 .C) H6，高 E) H6 的圆

形水池，放置有隐蔽平台，水面高于平台 * H6。实验时水温

*(I。每天上午 JK C) + ..K )) 进行实验。0123 疗程结束后所

有大鼠自由游泳 * 6#A 熟悉环境，次日开始测试，实验 .) G。测

试内容：!定位航行实验：池壁标记 ( 个入水点，分处各象限，

记录大鼠从 ( 个入水点入水后找到并四肢爬上平台的时间，即

逃避潜伏期（>$H&L> M&%>AHN，/?）。"空间探索实验：第 .) 天撤

除平台，摄像记录大鼠从同一入水点入水后在 .*) $ 内游泳轨

迹，并统计通过原平台点次数。

!# (! 脑梗死灶百分比检测! 水迷宫实验结束后，每组随机取

大鼠 E 只，经过量麻醉后断头取脑，经速冻 *) 6#A 后，从视交叉

向后连续冠状切片，片厚 * 66。将脑片放入 *O 33;（*，C，EF氯
化三苯基四氮唑）溶液，CPI 温箱中染色 C) 6#A，.E 6#A 翻面，

甲醛固定 *( 5 后，见正常脑组织呈红色，梗死灶则为白色。用

数码相机拍照，2Q797Q 图像处理软件计算各脑片右侧半脑梗死

灶百分比（梗死面积 8 总面积），计算平均值。

!# )! 海马区 ;5<3、#R2Q 和 1HMF*、1&S 的免疫组化测定! 各组

剩余大鼠经过量麻醉后用 (O 多聚甲醛固定液心脏灌流固定，

断头取脑，常规技术石蜡包埋，制成 E #6 厚连续切片，兔抗鼠

;5<3、R2Q* 抗体和兔抗鼠 1HMF*、1&S 抗体及生物化羊抗兔 7-T
二抗均购自武汉博士德生物技术公司。采用 QU 法免疫组化染

色，对照组以 U1Q 代替一抗，其余步骤相同。具体操作依试剂

盒说明书进行。分别于高倍镜下选择梗死侧海马区互不重叠

视野进行观察，细胞浆中显示棕黄色颗粒的为相应免疫反应阳

性神经元，分别进行免疫阳性神经元计数。

!# *! 统计学分析! 所有数据采用 QUQQ .CD ) 软件进行统计分

析，各组数据表示为 ! V "，神经功能评分采用配对 # 检验，其他

采用 <R2W< X ?Q4 检验进行组间两两比较。

$" 结" 果

$# !! 大鼠神经功能评分! 见表 .。

表 !" 各组大鼠神经功能评分（! + "）

组别 $ 治疗前（造模后） 处死前

/0123 .) CD .) V )D JJ *D E) V )D P..）

40123 .) CD *) V )D P, *D P) V )D BP*）

假手术组 .) ) )
缺血对照组 .) CD *) V )D P, *D ,) V )D EPC）

! 与治疗前比较：.）% Y )D )*(，*）% Y )D ).E；与造模后比较：C）% Y

)D ))J.

$# $! 水迷宫实验检测结果

$# $# !! 定位航行实验 ! 治疗组反映学习能力的逃避潜伏期

（/?）缩短，第 E 天 /? 时间统计结果显示：与缺血对照组平均

/?（P)D * V *JD J）$ 比较，/0123 组平均 /?（C(D , V *)D B）$ 显

著缩短（% Y )D ))*），40123 组（()D ( V .,D .）$ 亦 显 著 缩 短

（% Y )D ))J）。且该趋势持续到第 .) 天。

$# $# $! 空间探索实验! 撤除平台后，寻找平台的方式反映动

物记忆能力。结果证明，假手术组为探索式，具有以原平台为

假想目标的明显目的性。早期及延迟 0123 组均显示有与假

手术组相似表现。而缺血对照组则呈无目的的随机式轨迹。

通过原平台点的次数测试结果：/0123 组（ED B) V .D .P）$ 与缺

血对照组（*D )) V )D ,(）$ 比较，% Y )D )))；40123 组（ED C) V
.D .B）$ 与缺血对照组（*D )) V )D ,(）$ 比较，% Y )D )))。

$# %! 梗死灶百分比 ! 假手术组无缺血梗死区。/0123 组

（.ED B V (D (）O 较缺血对照组（*BD * V ED *）O 显著减小（% Y
)D )))）；40123 组（.BD C V CD J）O梗死百分比均较缺血对照组

亦明显减小（% Y )D )))）。

$# &! ;5<3 阳性细胞计数! 分别选择海马区 E 个视野，在 .E)
倍光镜下计数 ;5<3 免疫反应阳性着色细胞，取平均值。/0F
123 组（,JD * V ,D )）个与缺血对照组（E.D B V PD C）个比较阳性

细胞数显著增高（% Y )D )))），40123 组（,(D B V JD ,）个 ;5<3
阳性细胞计数均缺血对照组亦明显增高（% Y )D )))）。

$# ’! #R2Q 阳性神经元计数! 取 E 张切片在 ()) 倍光镜下，计

数海马区的棕黄着色 #R2Q 阳性神经元数，取均值。/0123 组

（.,D E V ED )）个 8 66* 与缺血对照组（CJD . V ED )）个 8 66* 比较

显著降低（% Y )D )))）。40123 组（CED B V ED .）个 8 66* 与缺血

对照组对比则无显著性差异（% Y )D *P(）。

$# (! 1HMF*、1&S 阳性神经元计数! 各取五张切片，在 ()) 倍光

镜下计数海马区免疫反应阳性细胞，取均值，见表 *。

表 $" ,-./$、,01 阳性神经元计数（个 2 33$，! + "）

组别 $ 1HMF* 表达阳性 1&S 表达阳性

/0123 组 .) BED P V PD ..） .CD . V CD *C）

40123 组 .) ((D . V JD ,*） .(D P V CD .(）

假手术组 .) .JD ( V ED B .CD E V *D ,
缺血对照组 .) .CD J V (D E .ED P V CD *

! 与缺血对照组比较：.）% Y )D ))，*）% Y )D ))，C）% Y )D )PJ，(）% Y

)D )(JB
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!" 讨" 论

! ! 引起缺血性卒中的根本原因是病理性的局部血液供氧不

足及营养物质缺乏。脑 " # $ 损伤诱发的各种病理生理性改变

可诱导神经细胞发生凋亡，这可能是引起学习记忆障碍的重要

原因。有资料表明，" # $ 实验动物中，脑神经细胞的凋亡与坏死

同时存在，而缺血周边区的海马对短暂的缺血缺氧更加敏感，

海马神经元的凋亡占主导地位。研究证明，神经细胞凋亡机制

很复杂，包括 %&’(&’) 蛋白酶家族的激活，谷氨酸介导的胞内

*&+ , 升高，-. 等增加，凋亡相关基因表达改变等〔/〕。上述作用

均得到广泛重视及研究。凋亡相关 0%12+ 基因产物的功能是通

过阻断细胞凋亡促进细胞存活，可在缺血过程中广泛表达，0%12
+ 可通过与 34* 相互作用，改变死亡信号转导过程，抑制凋亡，

保护神经细胞。而 0&5 蛋白则可协助线粒体细胞色素 * 的释

放使 %&’(&’) 活化促进凋亡进程。0%12+ 还可与 0&5 形成异二聚

体以拮抗 0&5 的作用而抑制凋亡。故 0%12+ # 0&5 表达的比率决

定其对细胞凋亡的作用。

! ! 有研究证明，大鼠经学习训练后，皮层海马乙酰胆碱和乙

酰胆碱转移酶升高〔6〕。脑 " # $ 继发的病理改变可导致神经元

损伤 加 重，称 为 迟 发 性 神 经 元 坏 死（ 7)1&8)7 9):;<9&1 7)&=>，

?-?），多见于海马 *@A 区域，并显示有 *>@B 活性降低〔C〕。提

示海马胆碱能神经元损伤可能是 D*@. 后认知功能受损的形

态学基础〔AE〕。

! ! 诱导型一氧化氮合酶（ F-.G）亚型主要分布于巨噬细胞、血

管内皮细胞、神经元、小胶质细胞和星型细胞等，正常活性很

低，缺血、缺氧等刺激可诱导 F-.G H$-@ 的表达，经 F-.G 催化

过量、持续产生的 -. 才可对缺血脑组织造成伤害，并在迟发

性进行性神经元损伤中发挥重要作用〔AA〕。应用 F-.G 抑制剂

氨基胍阻断 -. 的脑损伤作用，可使缺血半暗带得到保护，减

少梗死面积，证明 F-.G 在缺血性脑损伤中可起重要作用〔A+〕。

! ! 脑缺血后及时提供足够的氧对恢复脑组织功能有关键作

用，高压氧是目前临床治疗缺血性脑梗死的常用方法。目前认

为 I0.B 对脑 " # $ 有多方面的保护机制〔AJ，AK〕。I0.B 治疗缺

血性梗死的应用基于存在缺血半暗带的神经元，改善这些细胞

的有效氧供可以刺激他们恢复正常功能〔AL〕。

! ! 本实验结果显示，大鼠经 D*@. 损伤后学习记忆功能降

低；脑梗死体积显著增加；海马 *@A 区乙酰胆碱转移酶活性减

少，F-.G 表达增加，且存活蛋白 0%12+ 减低。与上述脑功能损

伤的病理特征有一致表现。而在大鼠 D*@. 后 M > 内与 +K >
内不同时间窗，经分别予以接近临床实际治疗方案的 I0.B
后，观察到两种治疗方案均使大鼠空间记忆能力改善。I0.B
使动物海马 *@A 区 *>@B 阳性细胞增多，F-.G 阳性细胞数减

少，抗凋亡基因 0%12+ 表达显著增多，而 0&5 基因表达则无明显

差异，推测 I0.B 改善实验大鼠空间记忆能力的机制可能包

括：通过改善缺血神经元的氧供，缓解损伤引起的神经细胞凋

亡，减少了对 *>@B 神经元损害等。而反复的 ?I0.B 亦有减

轻凋亡的作用，可能存在如刺激骨髓干细胞进入外周〔AM〕等其

他机制促进了实验动物学习记忆能力的提高，值得进一步研究

探讨。临床实践中脑梗死后的溶栓治疗表现近似于动物实验

性 " # $ 过程。本实验结果也为临床缺血性脑梗死的 I0.B 提

供了有意义的实验证据。
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