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高压氧对大鼠局灶性脑缺血／再灌注脑线粒体能量代谢的影响 

周泽芳 ，谢 鹏 ，牟 君 ，邹德智 

(重庆医科大学临『术学院神经内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨高压氧(Hl3())对大鼠局灶性脑缺血， 再灌注(IR)后脑线粒体三磷酸腺苷(ATP)生成量及质子转移性三磷 

酸腺苷合成酶(F0F 一ATPa~)活性的影响。方法：用线栓法阻断大脑中动脉(MCA)的大鼠局灶性 IR模型。用 Clark的 Ficoll 

密度梯度法分离纯化的线粒体，用生化方法测定线粒体 F F 一ATPa~活性 ，用高效液相色谱技术(HPLC)测定嘀线粒体腺苷 

酸含量 Wistar大鼠30只，随机分为 3组：正常对照组(nornla1)6只，缺血／再灌注组(IR组)12只，高压氧治疗组 12只。IR 

组 、HBO组缺血时间均为 2h，两组均等分为再灌注 2h、24h(12hR2l 、[2hR24h、Ht'~3一I2hR2l 、HBO—I2hR241 2组；IR组用 1个大气 

压(ATA)O!治疗 ；HBO组用 2．5ATAO,治疗：结果：HBO治疗后 ATP生成量及 Fl—ATPase活性增加；IR组 ATP生成量、 

Fl—ATPaSe活性明显低于卜玎30组=结论：HBO可能是通过恢复F0Fl—ATPase的活性，增加ATP合成而改善脑线粒体有 

氧代谢，减轻缺血性脑损害，保护脑组织的 
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Effects of hyperbaric oxygen on cerebral mitochondrial energy metabol ism 

after brain ischemia／reperfusion in rats 

ZHOU Zefang，et al 

(Department oJ NeuroloKy，Gdlege fJ，’Clinical Medk ine，O；ongqing Medical University) 

【Abstract】Obja tire：To study the effects of hyperbaric ox3·gen(HP,O)on the levels of cerebral mitochondrial adencxsine triphc,sphate 

(ATP)and proton—translocating ATP synthas~(FI1Fl—ATPase)after brain ischemia／reperfusion(IR)in rats．Methods：Thirty 

Wistar rats were randomly divided into 3 groups：nomlal contorl group(7 =6)，IR group(1l=12)and HB0 group(1l 12)．IR was 

performed by ligation of the middle cerebral artery[or 2 hours(hs)and then reperfusion in both the IR and HBO groups．The IR 

group was subdivided into group I2hR!h and group I2hR2 The HI30 group啪 s subdivided into group HB0 一I2t1R2t1 and group — 

I2hR 4h．The IR group was treated by 2．5 ATAO2．The HBO group was treated by 2．5 ATA 02
_

． The pure mitochondria w&s separat— 

ed by Clak’s Ficoll density gradient meth(~．The activity of lFl—ATPase was determined by biochemical technigue and the level of 

cerebral ATP by high—performance liquid chromatography(HPLC)．Results：The level of ATP and the activity of F0Fl—ATPase in— 

creaSed after HBO treatment．In the IR grouP，the level【)f ATP and the activity of F0Fl—ATPase were significantly lower than thc~se 

of the HBO group(P<0．01)．( Ⅲ( wi07 ：HBO imtm)ves mit(xehondrial oxygen metabolism，alleviates cerebral ischemic injury and 

prOtects bratn tissues by means()f rec()ve ng the activitv()f 1Fl—ATPase and increasing the synthesis of ATP． 

【Key words】Hyperbaric oxygen；Cerebral ischemia／reperfusion；Level of ATP；ATP symhase 

线粒体(mitochondria)是组织细胞有氧代谢的 

场所。脑缺血及缺血再灌注可引起线粒体的功能失 

调，启动脑细胞损伤的一系列病理生理过程 。本 

研究在大鼠局灶性脑缺血／再灌注(1R)后用高压氧 

(HBO)，评价}{I30对线粒体能量代谢的影响。以 
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探讨 HBO对缺血脑组织的保护作用，为 HBO的临 

床应用提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 动物模型 制备及动 物实验 分组 

wistar大鼠，体重 250～300g，雌雄不拘 用经颈外动脉 

线栓法阻断右侧大脑中动脉(MCA)的大鼠局灶性 IR模型c 

实验共分 3组，正常组(norma1)6只，缺血再灌注组(IR)12 
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只，高压氧治疗组(HBO)12只：其f{l 两组又等分为再灌沣 

h和 24h 2组(12hR2h，I2t R24I ，HB() I2hl~ h，卜If ) I l R 4【1)： 

缺血时间均为 120min。每组动物均为6只 

1．2 实验条件 

HB0舱为GYQ—A2型动物氧舱，实验用气为医f}j液态 

氧 治疗 前用纯氧气 洗舱 3次 ，舱 内氧浓 度大于 95t％ 

HBO 12t R：l 于再灌注 2h用 2．5A'I’A 治疗 1h，Hl ) I h 

R24} 于再灌注 2、12、24h用 2．5ATA(~治疗各 lh I2l R l f 

再灌注 !h用 1ATA~ 治疗 1h，I2hR24h于再灌注 !、12、24h用 

lATA()、治疗各 lh 

1．3 大鼠脑线粒体的 分离 

采用改良的 Clark 一的 Ficoll密度梯度法分离纯化的线 

粒体 用 ~wry[ ]法测定脑线粒体蛋白质，以牛血清白蛋白 

为标准 ’ 

1．4 脑线粒体中腺苷酸含量的测定 

按高文祥、邓峰等l4-方法加以改进，在 Water一484高效 

液相色谱仪上}贝1j定腺苷酸含量，以上操作过程均在 2～4V 

完成： 

1．5 1F1 ATP酶 活性测 定 

参照高文祥、Tatuch Y 等的方法 磷的测定用南京建 

成生物研究所药盒，方法按说明进行 酶活性以 37 、反应 

条件下每 mg线粒体蛋白每分钟释放无机磷的纳摩尔数表 

示 

1．6 统计 处理 

所有数据均经计算机运用 OXSTA F Ⅱ数据统 计软件 

处理，两组问比较采用 t检验或方差分析一所有结 果以均值 

±标准差( ± )表示，显著性差异水平 P<0．05 

2 结 果 

2．1 各纽 大鼠脑组 织 匀浆 ATP、ADP和 AMP含 

量的变化 

表 1 各组大鼠脑组织 ATP、ADP和 AMP含量的变化 

( =6， ±S，ng~rag pro) 

a：P<0．0l，Con1pared with no~ a[ b：P>0．05，Corn— 

paredwiththenormal c：P<0．0l，( mpare(1with IR at 1。 

time p nt 

HBO治疗组与常压下缺血再灌注组相比ATP 

明显增高(P<0．01)，接近正常组(P>0．05)，表明 

HBO可以改善脑缺血再灌注时脑组织的有氧代谢 

(表 1)。 

2．2 线粒体 F1一ATP酶活性的变化 

HHo治疗后，F0F 一ATP酶活性与 IR组相比 

存在显著差异，P<0．01。表明 HBO可保护脑细 

胞，稳定线粒体膜，减少缺血对 F0F ATPase抑制 

(表 2)。 

表 2 各组大鼠脑组织线粒体 |‘}Fl ATP 

酶活性的变化( ±s J 

a：P< 0．0l，【 n1pare(1 with the no~ a[ b：P >0．05， 

(％mpar~ with the no~ a[ c：P<0．01，【、nn1pared with IR at 

salTle title p0jnt 

3 讨 论 

脑组织中高能化合物 ATP为维持脑功能和细 

胞内外离子恒定所必须，其含量变化是反映线粒体 

能量生成及利用的重要指标。线粒体膜富含磷脂， 

线粒体生化功能与能量代谢很大程度依赖于膜磷脂 

的完整_66。缺血／再灌注时自由基引发的线粒体膜 

脂质过氧化或细胞内形成脂质过氧化物作用于线粒 

体膜，使膜的液态及流动性改变，从而导致线粒体功 

能障碍。 

质子转移性 ATP合成酶能将光合作用或者呼 

吸链产生的能量转变成 ATP，这类酶称为 F0Fl— 

ATP酶l 。 F1一ATP酶位 于线粒 体内膜，是 

ATP合成的关键酶。在细胞损伤的发展中起关键 

作用的是 F1一ATP酶l 。脑缺血再灌注时，F0Fl 

— ATP酶构象发生改变而影响该酶活性。F0Fl— 

ATP酶依赖于心磷脂发挥活性，它的活性与心磷脂 

含量或磷脂中不饱和脂肪酸含量有关，脑缺血再灌 

注时，线粒体膜磷脂降解，多不饱和脂肪酸丢失，使 

F1一ATP酶活性下降[ 。缺血时 FllFl—ATP酶 

活I生改变可能与线粒体 内膜腺苷酸载体功能障 

碍[9j及Ca2 、M2 浓度变化lm J有关。 

脑缺血再灌注时高能磷酸化合物之所以恢复慢 

且总腺苷酸水平明显下降，可能与下列因素有关。 
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①缺血再灌注所致线粒体 F．一ATP酶活力的降 

低。@ATP合成的前身物质在再灌注时被冲洗出 

去，使脑组织失去再合成高能磷酸化合物的物质基 

础。③再灌注时，线粒体膜发生氧自由基诱发的脂 

质过氧化反应使线粒体呼吸功能受损，ATE合成障 

碍。 

本实验结果表明，H} 能增加脑缺血再灌注时 

FoF．一ATP酶活性及 ATP生成量，改善线粒体能 

量代谢，可能机制为①改善组织缺血缺氧：在 HBO 

下脑皮质血流量减少，脑血管阻力增加，但脑耗氧量 

相应降低更甚，在 lArrA()1下脑耗氧量下降 l6％， 

在 2ATAO2下脑耗氧量下降38％一̈ ；同时 HHO使 

血浆物理溶解氧增加，并促进氧向组织细胞内弥散； 

故在HBO下脑组织的氧分压仍高。脑缺血再灌注 

时， O可改善成纤维细胞的功能，刺激新生血管 

形成，提高缺血部位的灌注压，使缺血部位的血流灌 

注增加lI2 ；②HHO通过改善缺氧，阻断自由基产生 

的途径，抑制自由基诱发的脂质过氧化过程，使脑部 

脂类过氧化水解物的形成趋向稳定，从而恢复线粒 

体膜的流动性，以便呼吸酶发挥正常功能。③ O 

可减少脑缺血再灌注时 L型钙通道的开放，降低细 

胞内游离钙浓度，避免细胞内钙超载Il引，使线粒体 

结构及功能恢复。 

本实验直接反映了H} 对脑缺血／再灌注过程 

中ATP生成的关键酶及 ATP生成量的影响，说明 

H} 可通过改善缺氧，改善脑组织有氧代谢，从而 

保护脑细胞，减少缺血性神经元损害。 
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