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高压氧预适应对大鼠大脑中动脉闭塞后骨桥蛋白表达的影响
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　　［摘要］　目的　观察高压氧预适应（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＢＯＰ）对大鼠大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅ
ｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）后的神经保护作用并初步探讨其对骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达的影响。方法　 雄性
ＳＤ大鼠７２只，分为假手术组，ＨＢＯＰ＋假手术组，单纯ＭＣＡＯ组、ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组，每组１８只。采用大脑中动脉线栓法建
立大鼠ＭＣＡＯ模型。于术后１２ｈ取材，观察大鼠神经功能和脑梗死变化情况；ＨＥ染色光镜下观察缺血区脑组织的病理
形态学改变。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺血区ＯＰＮ的表达变化。结果　 神经功能缺损评分：术后１２ｈ假手术组及ＨＢＯＰ＋假手
术组评分均为０分，单纯ＭＣＡＯ组（３．８０±０．７９）分，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组（２．５０±０．９７）分；平衡能力评分：术后１２ｈ假手术
组及ＨＢＯＰ＋假手术组大鼠平衡能力评分均为５分，单纯 ＭＣＡＯ组（１．５０±１．０８）分，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组（２．７０±２．９５）分；
脑梗死率：术后１２ｈ假手术组及ＨＢＯＰ＋假手术组大鼠梗死率均为０，单纯ＭＣＡＯ组（４９．２２±７．０７）％，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
（４１９６±３．１５）％。可见与单纯ＭＣＡＯ组比较，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组在术后１２ｈ神经功能缺损评分明显降低（Ｐ＜０．０５），平
衡能力评分显著提高（Ｐ＜０．０５）；脑梗死率明显小于单纯ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色见缺血区脑组织病理损伤明显减
轻；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测提示ＯＰＮ的表达显著增强。结论　 高压氧预适应可以诱导大鼠 ＭＣＡＯ后的神经保护作用，其机制
可能与ＨＢＯＰ引起的ＯＰＮ表达增高有关。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３６２；Ｒ４５９．６；Ｒ７４３．３１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（３０９７３１００）；国家自然科学基金青年科学基金（８１０００５３２）；重庆市自然科学基金国际合作基金（ＣＳＴＣ２０１１ＧＺ００４０）
［通信作者］　冯　华，Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇｈｕａ８８８８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

胡胜利，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｓｌ１９３７＠１６３．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１２１２０７．１０２２．００３．ｈｔｍｌ（２０１２１２０７）

ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｏｎｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＡＯ
ｒａｔｓ
ＨｕａｎｇＹｕｘｉｎｇ，ＨｕＳｈｅｎｇｌｉ，ＺｏｕＹｏｎｇｊｉｅ，ＣｈｅｎＴｕｎａｎ，ＬｉＱｉａｎｇ，ＬｉＦｅｉ，ＦｅｎｇＨｕａ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮｅｕｒｏｔｒａｕｍａＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＴｒｅａｔｍｅｎｔ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
（ＨＢＯＰ）ｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ（ＭＣＡＯ），ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｎｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ
（ＯＰＮ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳｅｖｅｎｔｙｔｗｏＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｎｄｅｑｕａｌｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４
ｇｒｏｕｐｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ａＨＢＯＰ＋ｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ａｓｉｍｐｌｅＭＣＡＯｇｒｏｕｐａｎｄａＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１８）．Ｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓａｎｄｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｒａｔｓａｔ１２ｈａｆｔｅｒｐｅｒｍａ
ｎｅｎｔＭＣＡＯ．ＴｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｇｉｏｎｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂｙＨＥｓｔａｉ
ｎｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｇｉｏｎｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｓｃｏｒｅｓｏｆｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓａｔ１２ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯｗｅｒｅ０ｉｎｔｈｅｓｈａｍａｎｄＨＢＯＰ＋ｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ，３．８０±０．７９ｉｎ
ｔｈｅｓｉｍｐｌｅＭＣＡＯｇｒｏｕｐ，ａｎｄ２．５０±０．９７ｉｎｔｈｅＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｓｃｏｒｅｓｏｆｂａｌａｎｃｅａｂｉｌｉｔｙａｔ１２
ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒＭＣＡＯｗｅｒｅ５ｉｎｔｈｅｓｈａｍａｎｄＨＢＯＰ＋ｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ，１．５０±１．０８ｉｎｔｈｅｓｉｍｐｌｅＭＣＡＯｇｒｏｕｐ，ａｎｄ
２．７０±２．９５ｉｎｔｈｅＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅａｔ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒ
ＭＣＡＯｗｅｒｅ０ｉｎｔｈｅｓｈａｍａｎｄＨＢＯＰ＋ｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ，４９．２２±７．０７ｉｎｔｈｅｓｉｍｐｌｅＭＣＡＯｇｒｏｕｐ，ａｎｄ４１．９６±
３１５ｉｎｔｈｅＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｉｍｐｌｅＭＣＡＯｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｃｏｒｅｏｆｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓ
ｒｅｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓｃｏｒｅｏｆｂａｌａｎｃｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐａｔ１２ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ
（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｇｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｌｉｅｖｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＢＯＰｐｌａｙｓａｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

５１
第３５卷第１期
２０１３年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１３



ｒｏｌｅｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒＭＣＡＯ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＯＰＮ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ；ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ；ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ；

ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７３１００），ｔｈｅｙｏｕｔｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ
（８１０００５３２），ａｎｄｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１１ＧＺ００４０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：Ｆｅｎｇｈｕａ，
Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇｈｕａ８８８８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ；Ｈｕｓｈｅｎｇｌｉ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｓｌ１９３７＠１６３．ｃｏｍ

　　近年来的研究发现，高压氧预适应（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃ
ｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＢＯＰ）可以明显诱导脊髓［１］、

心肌［２］、肝脏［３］、肾脏［４］等器官对缺血的耐受，Ｗａｄａ
等［５］亦发现高压氧预适应能够保护缺血后的沙鼠海

马神经元。但是，关于高压氧预适应的作用机制，目前

并不完全清楚。最近，有较多研究提示骨桥蛋白

（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）在神经系统的损伤中发挥着重要
的神经保护作用。因此，本实验利用大鼠大脑中动脉

闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型，观
察高压氧预适应对脑缺血的神经保护效应并初步探讨

ＯＰＮ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７２只，雄性，清洁级，体质量２４０～２８０ｇ
（第三军医大学实验动物中心提供），分为假手术组、ＨＢＯＰ＋假
手术组、单纯ＭＣＡＯ组、ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组，每组１８只。
１．２　动物预适应方法
　　大鼠放入笼中，取走饮水，食物保留。高压氧动物舱（烟台
冰轮氧舱厂生产）用纯氧反复洗舱１０ｍｉｎ，使舱内氧浓度达到
１００％。连笼放入 ＨＢＯＰ＋假手术组和 ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组大鼠，
关闭舱门，匀速加压２０ｍｉｎ至０．２５ＭＰａ，舱内温度２３～２５℃。
在高压下稳定６０ｍｉｎ后，２０ｍｉｎ内匀速减至常压，取出大鼠，
放回动物观察室由专职人员饲养。每天１次，共预适应５ｄ。
预适应完成后２４ｈ行模型制作。
　　假手术组及单纯 ＭＣＡＯ组同时放入低压氧舱中，不加压，
也不做其他任何操作，模仿预适应组环境，在舱中饲养６０ｍｉｎ
后一同取出大鼠，放回动物观察室由专职人员饲养。每天１次，
共５ｄ，作为对照观察。２４ｈ后行模型制作。
１．３　动物模型制备
　　采用Ｈａｎ等［６］的大鼠大脑中动脉线栓法建立大鼠 ＭＣＡＯ
模型。实验动物术前禁食 １２ｈ，自由饮水。５％水合氯醛
３５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射全麻，经颈前正中切口、暴露并分离右侧颈
总动脉（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）及颈动脉分叉，在已分离的
ＣＣＡ段，分别于分叉处向近心端０、５、１５ｍｍ处挂３根手术丝线
（８～１０ｃｍ／根的１０）。于分叉处打活结拉紧阻断血流，中间的
丝线也打活结但不拉紧、也不阻断血流，近心端丝线结扎并且

阻断血流，３处打结均不剪线备用。提起近心端丝线尾端使
ＣＣＡ稍抬离２～３ｍｍ高，眼科剪直视下于 ＣＣＡ靠近近心端第
１和第２打结处（距离动脉分叉５～１５ｍｍ处）剪一小口，右手
改用眼科镊持准备好的栓线（由北京沙东生物技术有限公司提

供）经此小口置入ＣＣＡ内向前推进经过分叉处结扎线，拉紧中

间丝线，解开分叉处活结，送线入颅，至稍有阻力感，此时线头

距动脉分叉（１８．０±０．５）ｍｍ，大鼠呼吸可有短暂加速，心跳稍
快，提示模型成功。

　　假手术组大鼠相同条件下暴露分离右侧颈总动脉及颈动
脉分叉，结扎右侧颈总动脉，但不插入栓线。关闭切口。

１．４　实验动物行为学测试
１．４．１　神经功能缺损测试　　参照 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ等［７］评分法，０
分：无神经功能缺失；１分：病灶对侧前爪屈曲；２分：瘫痪侧不
能够对抗来自对侧的推力；３分：行走时转圈；４分：摇动或行
走时向瘫痪侧倾倒；５分：神志恍惚或意识丧失。
１．４．２　平衡能力测试　　参照李力仙等［８］的平衡木评分法，

自制平衡木，长约８０ｃｍ，宽约２．５ｃｍ，高约７０ｃｍ。行平衡能
力评分，５分：平衡稳定，四爪均在横梁（宽２．５ｃｍ）上；４分：
抓横梁的边缘或有抖动；３分：１个或更多的爪从横梁上掉下
来；２分：努力平衡但最终掉下来；１分：瘫或吊在横梁上，但最
终掉下来；０分：没有任何平衡企图。

１．５　实验动物脑梗死灶的观察
　　实验动物于术后１２ｈ处死，快速取脑并去掉嗅球、小脑和
低位脑干，于 －２０℃下冰冻 ３０ｍｉｎ。行脑冠状面切片，切为
５片：第１刀位于脑前极与视交叉连线中点处；第２刀位于视交
叉；第３刀在漏斗部；第４刀在漏斗柄与叶尾极之间。用４％的
２，３，５三苯基氯化四氮唑（ＴＴＣ，韩国 ＢＩＯＳＨＡＲＰ公司提供）
磷酸盐缓冲液染色，观察梗死灶大小。ＴＴＣ染色结果判定：正
常的脑组织区域染为红色，而缺血梗死区的脑组织为灰白色。

相机（ＳＯＮＹＤＳＣＷ１７０，日本）拍照后，影像结果利用软件
ＩＭＡＧＥＰＲＯＰＬＵＳ６．０图像分析系统（ＭＥＤｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓＩｎｃ，
Ｕ．Ｓ．Ａ）处理，分别记录５张脑片的左右两侧非梗死区面积，左
侧减去右侧为梗死区面积；梗死区面积之和除以非梗死区面积

之和即为梗死率［６，９］。

１．６　ＨＥ染色
　　灌注取脑切片，石蜡切片常规梯度脱蜡，苏木精染液染
５ｍｉｎ，流水冲洗 １～２ｍｉｎ；放入７５％盐酸乙醇分化３０～４５ｓ，
流水冲洗１０～２０ｍｉｎ至返蓝；９５％乙醇１ｍｉｎ，酸化伊红乙醇液
染 １ｍｉｎ；梯度酒精脱水，二甲苯透明；中性树胶封片；光镜下观
察形态学变化。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＯＰＮ在大鼠脑梗死区中的表达情况。
实验动物于术后 １２ｈ处死，提取各组动物右侧脑死区 ５０～
１００ｍｇ组织总蛋白并测定其含量，行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。电
泳后转聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ膜，先用无水甲醇浸泡 ５～
１０ｓ），浸泡于含ＯＰＮ１抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，１∶５００）封闭液
中，４℃过夜孵育，转至室温摇置约３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每
次１０ｍｉｎ，根据一抗加二抗，摇床摇２ｈ（１∶１０００），再与化学发
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光底物结合 ５～１０ｍｉｎ，保存图片。用软件 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ（１Ｄ
ＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅＶｅｒｓｉｏｎ４．４，ＢｉｏＲａｄＩｎｃ，Ｕ．Ｓ．Ａ）分析计算各
组ＯＰＮ蛋白的平均光密度值。

１．８　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，两组间资料
比较行独立样本ｔ检验，多组间资料比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　行为学测试
２．１．１　神经功能缺损评分　　假手术组及 ＨＢＯＰ＋假手术组
大鼠神经功能均无缺损，缺损评分均为０分。单纯 ＭＣＡＯ组
１２ｈ后神经功能评分为（３．８０±０．７９）分，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
１２ｈ后神经功能评分为（２．５０±０．９７）分。ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组评
分明显低于单纯ＭＣＡＯ组 （Ｐ＜０．０５）。
２．１．２　平衡能力评分　　假手术组及 ＨＢＯＰ＋假手术组大鼠
平衡能力均无缺损，平衡能力评分均为５分。单纯 ＭＣＡＯ组
１２ｈ后平衡能力评分为（１．５０±１．０８）分，ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
１２ｈ后平衡能力评分为（２．７０±２．９５）分。ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组评
分明显高于单纯ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）。

２．２　脑梗死灶情况
　　假手术组及ＨＢＯＰ＋假手术组大鼠未见明显梗死区，梗死
率均为０。单纯 ＭＣＡＯ组１２ｈ后梗死率为（４９．２２±７．０７）％，
ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组１２ｈ后梗死率为（４１．９６±３．１５）％。ＨＢＯＰ＋
ＭＣＡＯ组梗死率低于单纯ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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Ａ：假手术组；Ｂ：ＨＢＯＰ＋假手术组；Ｃ：ＭＣＡＯ组；Ｄ：ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
图１　各组大鼠梗死灶ＴＴＣ染色观察

２．３　ＨＥ染色
　　假手术组大鼠海马区结构完整，可见神经细胞均匀致密，其
排列有序，层次清晰；细胞结构完整，形态正常，细胞质丰富，核

仁清晰；细胞周围间隙无水肿，未见梗死灶。ＭＣＡＯ组大鼠可见
缺血侧海马区广泛变性，色泽较苍白，细胞质淡染；细胞排列较

散乱，组织水肿，着色变浅，出现空泡现象，核固缩边集。ＨＢＯＰ＋
ＭＣＡＯ组亦表现出上述变化，但其变化程度明显减轻。见图２。
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Ａ：假手术组；Ｂ：ＨＢＯＰ＋假手术组；Ｃ：ＭＣＡＯ组；Ｄ：ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
图２　ＭＣＡＯ建模后１２ｈ各组大鼠梗死侧海马区的

病理学观察　（ＨＥ×２００）

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　假手术组不论是否给予预适应，其 ＯＰＮ表达变化不大，而
对于ＭＣＡＯ组的大鼠，预适应后１２ｈ其表达明显增强。各组
灰度值分别为假手术组（０．４３±０．０９）、ＨＢＯＰ＋假手术组（０．６１±
０．１１）、ＭＣＡＯ组（０．９５±０．１３）、ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组（２．１３±
０２４）。其中ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组与 ＭＣＡＯ组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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１：假手术组；２：ＨＢＯＰ＋假手术组；３：ＭＣＡＯ组；４：ＨＢＯＰ＋ＭＣＡＯ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＰＮ在各组大鼠缺血脑组织中的表达

３　讨论

　　自１９９６年 Ｗａｄａ等［５］发现 ＨＢＯＰ对缺血性脑损
伤有保护作用以来，高压氧预适应的研究越来越受到

关注。我们前期的研究发现ＨＢＯＰ能明显改善ＭＣＡＯ
家兔的行为学，缩小其梗死灶体积［１０］；通过对大鼠脊

髓损伤模型的研究发现高压氧预适应可诱导大鼠脊髓

损伤后巢蛋白的高表达及星形胶质细胞的增生，从而

对中枢神经系统的损伤起到保护作用［１１］；而进一步的

研究提示高压氧预适应可以减轻大鼠高原颅脑损伤后

的血脑屏障损伤，降低脑含水量，并提高脑组织氧分压

和局部脑血流量，从而发挥神经保护效应［１２］，也可能

通过调节谷氨酸盐和能量代谢而发挥保护效应［１３］。

本研究发现，高压氧预适应可改善大鼠 ＭＣＡＯ后的神
经功能，减小脑梗死灶，减轻脑组织病侧病理损伤。而

更多的研究揭示，高压氧预适应还可以诱导对脑外伤、

脑出血的神经保护作用。Ｈｕ等［１４］报道发现高压氧预

适应能够提高脑组织氧分压及局部的脑血流量，减轻

其血脑屏障的损伤，从而改善大鼠在高原脑损伤后的
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神经功能。而 Ｑｉｎ等［１５］研究发现高压氧预适应可以

减轻脑出血后的脑水肿，诱导神经保护效应。

　　然而关于高压氧预适应诱导神经保护作用的机制
仍不完全清楚。目前的研究提示高压氧预适应可能是

通过减少神经细胞的凋亡来诱导神经保护效应，其具

体的分子机制不明。有研究［１６］发现，高压氧能够改善

细胞的能量代谢，明显增加组织细胞 ＡＴＰ的产生。其
机制可能为高压氧可以使烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）的还原态
ＮＡＤＨ氧化为ＮＡＤ＋，后者具有增进三羧酸循环的功
能，从而增强线粒体 ＡＴＰ的产生；而 ＡＴＰ可以通过与
嘌呤受体Ｐ２Ｙ１结合，激活Ｒｈｏ激酶信号通路，使细胞
中的骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达明显提高［１７］。

　　骨桥蛋白是细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃ，
ＥＣＭ）中的一种重要功能性蛋白，富含精氨酸甘氨酸
天冬氨酸（ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ，ＲＧＤ）序列，广泛表达在体内
多种组织和生物体液中。近年来，陆续有研究提示

ＯＰＮ参与了神经系统损伤后的神经保护反应。Ｋａｎｇ
等［１８］研究发现，短暂性脑缺血后，在大鼠海马区活化

的小胶质细胞内可见到 ＯＰＮ及其 ＣＤ４４受体的表达
明显增高，并且反应性星形胶质细胞内可见到ＯＰＮ及
其αｖβ３受体数目有所增加，同时在星形胶质细胞周
围基质中也可以发现 ＯＰＮ的表达增多。Ｙａｎ等［１９］研

究发现，在大鼠短暂 ＭＣＡＯ后，其内小胶质细胞中
ＯＰＮ的表达在伤后３ｄ内明显增加，可持续达１个月，
并且还可以产生诱导作用，使神经祖细胞从同侧的室

管膜下区向纹状体区进行大量的迁移。另外，给予重

组的外源性ＯＰＮ治疗后，在蛛网膜下腔出血的大鼠模
型中，可以观察到与对照组相比，治疗组大鼠体质量明

显增加，神经功能也得到了改善，脑水肿程度出现明显

降低［２０］。ｖａｎＶｅｌｔｈｏｖｅｎ等［２１］于 ２０１１年研究发现，
ＯＰＮ在缺血缺氧性脑损伤的修复中起到了重要的作用，
通过调节神经细胞的凋亡和少突胶质细胞的分化发挥

神经保护作用。而我们的研究发现，在经过高压氧预适

应处理的ＭＣＡＯ大鼠中，ＯＰＮ在其术后１２ｈ的病侧脑
组织中表达明显增强，同时伴随ＭＣＡＯ大鼠的神经功能
改善，梗死灶的减小及病理改变的减轻。因此，高压氧

预适应可能通过ＯＰＮ起作用，值得进一步研究。
　　在中枢神经系统，目前研究已发现的较多预适应
因素如缺血、低氧、高热等虽然能诱导脑缺血耐受，但

对机体皆为损伤因子，存在一定的潜在伤害或毒副作

用，临床应用存在安全性或伦理学问题，难以推广使

用。而与低压氧预适应、缺血缺氧预适等相比，高压氧

预适应的应用更为方便、安全，且不存在伦理学问题，

在临床应用更有优势。在临床神经外科手术包括介入

手术中，由于脑皮层及脑实质切开、术中出血、血管痉

挛、脑叶的牵拉与回缩以及电刀的热损伤等因素都不

可避免的要造成神经损伤，术后则可能出现诸如出血、

缺血以及水肿等并发症，加重患者的病情，延长患者的

住院时间，甚至给患者造成终身残疾或死亡。而对于

那些存在短暂性脑缺血发作、蛛网膜下腔出血的人群，

其后续发生出血、缺血性脑损伤的风险将大大增加。

因此，如能对外科手术特别是重要功能区的手术患者

以及其他可能出现脑损伤的高危人群有针对性的提前

给予预适应干预而产生内源性神经保护则具有重要的

意义［２２］。而高压氧预适应因为其独特的优势很有可

能成为这样一种方法。事实上已有学者将高压氧预适

应应用于临床冠状动脉旁路移植手术，发现可以明显

改善心功能，减少术后并发症的发生，缩短患者的重症

监护时间［２３］。

　　综上所述，高压氧预适应对 ＭＣＡＯ大鼠的神经保
护作用明确，其诱导的ＯＰＮ表达增强可能是其产生神
经保护作用的重要机制。作为一种预处理因素，高压

氧预适应具有其他预处理因素所不能比拟的优势。其

应用方便，安全，无毒副作用，便于在临床推广，相信随

着研究的深入及对其机制方面的进一步探索，高压氧

预适应今后将具有广泛的应用前景。
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１　临床资料

　　患者，女性，３９岁，１月前劳累后出现心悸、胸闷、气促、乏力，
在当地医院心脏超声诊断为：先心病、房间隔缺损？左冠状动脉
静脉瘘？冠状动脉造影显示左冠状动脉静脉瘘。为求进一步诊
治患者于２００７年１２月２５日来我院诊治。查体：一般情况好，ＢＰ
１２４／７２ｍｍＨｇ，甲状腺不大，胸肺无异常发现，心率６２次／ｍｉｎ，心
前区闻及３／６级连续性杂音，不伴震颤，Ｐ２增强。肝脾未及，双下
肢无浮肿。入院后心脏Ｂ超提示为左冠回旋支弥漫性重度瘤样
扩张并心大静脉瘘，右房、右室增大。心脏６４排ＣＴ提示为（图
１Ａ）：左冠回旋支瘤样扩张并右房（后壁）瘘，瘤样扩张之左回旋
支平均宽度约为１２ｍｍ，而瘘口宽度为４．０ｍｍ，长度为３．０ｍｍ；
右房、右室增大，肺动脉明显扩张（图１Ａ）。为此确诊为：先天性
心脏病左冠回旋支弥漫性重度瘤样扩张并右房瘘，右房、右室增

大，心脏功能２级，初步判断可以采用动脉导管封堵器封堵瘘
口。进一步进行冠状动脉造影显示：左主干及回旋支明显瘤样

扩张，回旋支远端狭窄并与右房相连（可见造影剂流入右房），测

定瘘口直径为６．０ｍｍ。遂采用室间隔缺损封堵术方式，即将导
丝从右股动脉送入进入左冠状动脉回旋支，经回旋支瘘口进入

右房、下腔静脉，然后将网篮导管从右股静脉送入下腔静脉抓住

导丝并将之拉出右股静脉外建立动静脉轨道，自右股静脉沿导

丝将封堵器输送鞘管经瘘口送入左回旋支，推出扩张管，然后导

入ＰＤＡ封堵器（８～１０ｍｍ），并在回旋支中释放封堵器伞面，回
拉封堵器使其伞面紧贴回旋支面瘘口部，然后释放整个封堵器，

回旋支造影见自回旋支向右房的分流完全消失，提示瘘口被完

全封堵（图１Ｂ），此时心前区杂音消失。术前、术后测压显示主
肺动脉压力由４０／１６（２８）ｍｍＨｇ降至２３／８（１４）ｍｍＨｇ，右室流出
道压力由４０／１０（２０）ｍｍＨｇ降至２２／６（１２）ｍｍＨｇ，右房压力由
４０／８（１１）ｍｍＨｇ降至１０／４（６）ｍｍＨｇ，上述提示封堵术成功。术
后给予低分子肝素（克赛）０．４ｍＬ皮下注射１／１２ｈ，连续７ｄ，氯
吡格雷（波立维）７５ｍｇ／ｄ，连续３个月，拜阿司匹林每次１００ｍｇ，
每晚１次，持续终身。１个月后复查心脏６４排ＣＴ见回旋支右
房瘘瘘口处封堵器金属影，未见对比剂漏入右房，回旋支远端

见有少许血栓形成，余同前（图１Ｃ）。继续随访至１年，患者一
般情况良好，症状消失，心前区未闻及杂音。再次复查冠脉

６４排ＣＴ提示回旋支远端血栓消失，右房、右室明显缩小。
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