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　　摘　要：目的　探讨亚硒酸钠联合高压氧对颅脑损伤大鼠模型治疗作用的机制。方法　３０只雄性ＳＤ大鼠随机分为正常组、

模型组（脑损伤组）、联合组（亚硒酸钠联合高压氧处理组）。然后建立大鼠闭合性颅脑损伤模型，以 ＮＳＳ评分将损伤程度统一为

中度颅脑损伤程度。有高压氧的组别伤后０．５、２４．０、４８．０ｈ做高压氧治疗，各组均以７２ｈ统一留取标本，组织匀浆检测 ＭＤＡ、

ＳＯＤ以及ＧＳＨ的含量；提取组织总ＲＮＡ，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｂｃｌ２以及ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达；免疫组化检测皮质区和海马区

的ｃａｓｐａｓｅ３表达及分布。结果　（１）与正常组相比，模型组 ＭＤＡ含量大量增加（犘＜０．０５），ＳＯＤ及 ＧＳＨ 的含量均显著降低

（犘＜０．０５）；与模型组相比联合组的大鼠 ＭＤＡ含量均显著下降，ＳＯＤ和ＧＳＨ含量均显著升高（犘＜０．０５）。（２）与正常组相比，模

型组ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达明显降低（犘＜０．０５），而ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ则显著增加（犘＜０．０５）；与模型组相比，联合组的大鼠均提

高了ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达（犘＜０．０５），降低了ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ的表达（犘＜０．０５）。免疫组化结果也显示在皮质区和海马区联

合组的大鼠显著减少了ｃａｓｐａｓｅ３的阳性表达。结论　亚硒酸钠联合高压氧治疗创伤性颅脑损伤（ＴＢＩ）是通过降低氧自由基的生

成，增加自由基清除剂的产生和凋亡抑制因子ｂｃｌ２的表达以及抑制细胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达而实现的。
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　　创伤性颅脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）并发症、合

并症多，伤残率、病死率高的突出特征［１］，其原发性的损伤、通

常导致不可逆转的大脑组织损害，继发性损伤可导致脑缺血，

功能衰竭，炎症，氧化应激，神经元死亡［２］。因此，预防和治疗

继发性脑损伤脑外伤是ＴＢＩ治疗的一个主要方面
［３］。作者前

期的研究结果表明，高压氧联合硒制剂亚硒酸钠治疗大鼠ＴＢＩ

疗效显著，可以显著降低ＴＢＩ大鼠的脑含水量，减少神经细胞

凋亡，改善ＴＢＩ大鼠的病理情况，且效果优于单用其中的任何

一种［１］。但是对其具体的作用机制还不清楚，但是有研究表

明，硒元素和高压氧可以抑制氧化应激反应，而作者前期的结

果也表明亚硒酸钠联合高压氧可以显著抑制细胞凋亡，作者认

为亚硒酸钠联合高压氧可能是通过硒元素与高压氧的共同作

用抑制ＴＢＩ后的氧化应激反应以及抑制凋亡基因的表达而产

生保护作用的，本次实验即对此假说进行了研究。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　亚硒酸钠购于合肥博美生物科技有限公

司；ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化试剂盒购于北京北方伟业生物公司；辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠ＩｇＧ，以及ｃａｓｐａｓｅ３一抗

均购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＴＲＩＺＯＬ购于ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

ＥＤＴＡ抗原修复液购于福州迈新生物技术有限公司；ＢＣＡ蛋
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白质定量试剂盒、二抗工作液、ＤＡＢ显色液、ＲＩＰＡ裂解液以及

ＤＥＰＣ水均购自碧云天生物技术研究所；ｐｒｉｍｅｒｍｉｘ购于日本

ＴＯＹＯＢＯ公司；ＭＤＡ检测试剂盒、ＳＯＤ检测试剂盒、ＧＳＨ检

测试剂盒等均购于南京建成生物工程研究所，ＧＡＰＤＨ、ｂｃｌ２

和ｃａｓｐａｓｅ３基因的引物均由上海鼎国生物合成。其他化学试

剂均购于国药集团化学试剂有限公司。

１．２　实验动物　健康成年雄性ＳＤ大鼠３０只，体质量２８０～

３２０ｇ，由第三军医大学大坪医院动物中心提供，ＳＰＦ级。生产

许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５。喂养标准饲料喂养和饮用纯

净水，使用动物专用洁净垫料，恒温２０～２５℃。

１．３　实验方法

１．３．１　动物模型的建立及处理　将ＳＤ大鼠随机分为３组，

分别为正常组、模型组（脑损伤组）和联合组（用亚硒酸钠联合

高压氧干预组），每组１０只。模型组仅建立颅脑创伤模型，采

用改良Ｆｅｅｎｅｙ法制作颅脑创伤模型
［４］，将实验大鼠提前３ｄ

单独喂养，术前禁食１２ｈ，不禁水，称体质量。选取俯卧位将实

研大鼠固定于打击平面上。按照文献报道的不开颅骨致中度

脑损伤的方法，用前端直径１．５ｃｍ、末端直径３．０ｃｍ的１００ｇ

祛码于１ｍ高处坠落，以前端为打击面准确将落击点定位于大

鼠头部双耳前缘与眼后缘的正中连线上，造成中度的闭合性颅

脑损伤。撞击后，大鼠出现短暂的四肢抽搐、呼吸暂停数秒，或

者鼻腔出血、小便失禁等各种症状表现。打击致伤后０．５、１．０

ｈ分别进行神经功能缺损评分（ＮＳＳ），筛选处于中度损伤评分

范围的大鼠。正常组不做任何处理。创伤模型制成后将大鼠

放回笼中，给予正常饮食。用亚硒酸钠联合高压氧干预组大鼠

在造模前１个月将亚硒酸钠按０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度添加入饮

用水中进行喂食，另外，在建模后１、２４、４８ｈ的时候进行高压

氧治疗：入舱后５ｍｉｎ加压至０．０２ＭＰａ（１．２ＡＴＡ），同时纯氧

洗舱，之后加压５ｍｉｎ至０．１ＭＰａ（２ＡＴＡ）。稳压吸氧４０ｍｉｎ，

减压１０ｍｉｎ，舱内氧浓度保持在９５％以上，直至建立模型后

７２ｈ。

１．３．２　动物组织的处理　各组大鼠在使用各自的实验方案治

疗７２ｈ后，各鼠断头处死，取出脑，一部分按１００ｍｇ组织０．５

ｍＬ液体的比例使用ＲＩＰＡ裂解液匀浆，用于检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ

及ＧＳＨ含量；一部分按１００ｍｇ组织０．５ｍＬ液体的比例用

Ｔｒｉｚｏｌ匀浆，提取总ＲＮＡ；另取皮质及海马ＣＡ１区组织进行免

疫组化实验。

１．３．３　指标检测　使用ＲＩＰＡ裂解液匀浆后，使用ＢＣＡ试剂

盒进行蛋白定量，再按照 ＭＤＡ、ＳＯＤ以及ＧＳＨ的说明书进行

含量的测定。使用Ｔｒｉｚｏｌ匀浆组织提取总ＲＮＡ、经异丙醇沉

淀及乙醇洗脱后，在微量分光光度计定量，Ａ２６０／Ａ２８０在２左右

可以作为实验样品使用。使用 ＤＥＰＣ水溶解，到 ＢＩＯＲＡＤ

ＰＣＲ仪进行逆转录反应，收集逆转录得到ｃＤＮＡ，在罗氏的ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪进行实时荧光定量ＰＣＲ反应。各种基因的引

物分别为：ＧＡＰＤＨ，ｓｅｎｓｅ：ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ

ＡＣ，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ ＴＴＧ ＣＴＧ ＴＡ；ｂｃｌ２，

ｓｅｎｓｅ：ＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴＧ，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＧＴ

ＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＴＴＧＴＧ；ｃａｓｐａｓｅ３，ｓｅｎｓｅ：ＧＣＡＣＴＧ

ＧＡＡＴＧＴＣＡＧＣＴＣＧＣＡＡ，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＣＣＡＣＣＴＴＣＣＧＧ

ＴＴＡＡＣＡＣＧＡ Ｇ。各种基因的相对表达量为 ｂｃｌ２以及

ｃａｓｐａｓｅ３分别与ＧＡＰＤＨ表达量相比得出的相对值。

免疫组化检测ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平的表达：切片常规脱蜡

至水，０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，３％甲醇过氧

化氢溶液室温下孵育２０ｍｉｎ，蒸馏水清洗３次，每次５ｍｉｎ，０．１

ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液微波炉内热修复，９８℃维持３０ｍｉｎ，冷

却至室温，１０％山羊血清，３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ，滤纸

吸去多余血清，加一抗（兔抗１∶１００）湿盒过夜，０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加生物素化二抗（山羊抗兔）工作

液，３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３

次，每次５ｍｉｎ，滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作液，

３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ，０．０１ＭＰＢＳ清洗３次，每次５

ｍｉｎ，ＤＡＢ显色２～５ｍｉｎ，自来水充分冲洗，终止显色，梯度乙

醇脱水：７０％，８０％，９０％乙醇各５ｍｉｎ，９５％乙醇１０ｍｉｎ，１００％

乙醇Ⅰ、Ⅱ各１５ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ各１５ｍｉｎ透明，中性树

胶封片固定。阴性对照：用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ替代一抗，其余

步骤同上结果判定：以ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的阳性表达定位于神经

细胞的胞核及细胞质，呈棕黄色。采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置光学显

微镜对ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的阳性表达细胞进行观察。

２　结　　果

２．１　ＭＤＡ、ＳＯＤ以及ＧＳＨ 含量　模型组的 ＭＤＡ含量与正

常组相比显著升高（犘＜０．０５），而ＳＯＤ和ＧＳＨ的含量则显著

降低（犘＜０．０５），在联合应用高压氧和亚硒酸钠治疗以后

ＭＤＡ含量显著降低（犘＜０．０５），ＳＯＤ和ＧＳＨ的含量则显著升

高（犘＜０．０５），见表１。

表１　　高压氧联合亚硒酸钠对ＴＢＩ大鼠 ＭＤＡ、ＳＯＤ、

　　　ＧＳＨ含量的影响（狓±狊，狀＝１０）

组别
含量（／ｍｇ组织蛋白）

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ） ＳＯＤ（Ｕ） ＧＳＨ（μｇ）

正常组 １．１２±０．１２ ０．８２±０．１０ ３．２０±０．８７

模型组 ２．０９±０．３４ ０．２９±０．０９ １．５１±１．０２

联合组 １．２８±０．２２＃ ０．６１±０．１２＃ ２．８９±１．１３＃

　　：犘＜０．０５，与正常组比较；＃：犘＜０．０５，与模型组比较。

２．２　ｂｌｃｌ２和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达　ｂｃｌ２的在模型组的

表达与正常组相比显著减少（犘＜０．０５），联合组大鼠的表达与

模型组相比则显著增加（犘＜０．０５）；于正常组相比，模型组大

鼠ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达显著增加（犘＜０．０５），而与模型组

相比联合组则显著降低了ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 的表达（犘＜

０．０５），见图１。

图１　　各组大鼠脑组织ｂｌｃｌ２和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达

２．３　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达结果　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的阳性表达

定位于神经细胞的胞核及细胞质，呈棕黄色。正常组仅见到极

少数的ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞。而在模型组，无论是在大脑皮质

区域，还是在海马组织都出现了大量ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞。联

合治疗组在上述两个观察区域的阳性细胞数表达则明显减少
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（图２～４）。

　　左图（皮质区）：较多ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞，分布广泛散在；右图（海

马ＣＡ１）：ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞，在近皮质区一侧分布较多。

图２　　模型组免疫组化结果（×４００）

　　左图（皮质区）：ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞稀疏可见，较模型组明显减少；

右图（海马ＣＡ１）：ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞少见，较模型组明显减少。

图３　　联合组免疫组化结果（×４００）

　　左图（皮质区）：ｃａｓｐａｓｅ３阳性偶尔可见；右图（海马ＣＡ１）：未见明

显ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞。

图４　　正常组免疫组化结果（×４００）

３　讨　　论

氧化应激是许多疾病如糖尿病、ＴＢＩ后常见的反应
［５］，作

者研究表明，在 ＴＢＩ大鼠脑内ＳＯＤ、ＧＳＨ 的含量显著降低，

ＭＤＡ含量显著升高，而联合治疗组则可以增加ＳＯＤ、ＧＳＨ的

含量，降低 ＭＤＡ含量，表明其作用机制之一就是清除氧自由

基，增加自由基清除剂的产生。

细胞凋亡是指细胞程序性的死亡［６］，在脑损伤后在引起脑

细胞坏死的基础上，也同时伴有细胞凋亡因子的大量表达，而

过度的凋亡必然损伤受伤个体脑神经的活动［７］。ｂｃｌ２基因是

在研究淋巴瘤时发现的，它作为一种生存基因，对细胞凋亡具

有重要的调节作用［８］。有研究发现，ｂｃｌ２基因在ＴＢＩ的症状

早期就能够观察到，而且随着ＴＢＩ的发生，细胞凋亡性死亡逐

渐增多，其表达会进一步下降。过量表达Ｂｃｌ２蛋白的转基因

小鼠产生ＴＢＩ以后，其大脑皮层损伤程度以及其他部分神经

功能的损伤都明显减弱［９］。ｃａｓｐａｓｅ３在细胞凋亡中起着不可

替代的作用，是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，可切断

ＤＮＡ修复蛋白和细胞骨架蛋白等，从而使ＤＮＡ断裂，引起细

胞凋亡［１０］。ＴＢＩ后ｃａｓｐａｓｅ３等细胞凋亡表达增强，活性水平

也相应地增加。作者的实验结果也显示 ＴＢＩ后ｂｃｌ２ｍＲＮＡ

表达显著降低，ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ表达和受体的组织分布显

著增加，诱导了细胞的凋亡，而联合应用高压氧和亚硒酸钠则

可以显著升高ｂｃｌ２的表达，降低ｃａｓｐａｓｅ３的表达，减少了脑

细胞的凋亡，从而减少了脑损伤。

硒元素是一种具有抗氧化作用的非金属元素，在作者前期

的研究中已经证实ＴＢＩ前单独使用亚硒酸钠也会产生对ＴＢＩ

大鼠的保护作用，但是和高压氧一样，二者的单独应用效果均

低于亚硒酸钠联合高压氧。ＴＢＩ属于一种急性的损伤，本次研

究中的前期给予亚硒酸钠的方法在临床上是不可行的。由于

作者的研究是首次探讨硒元素在 ＴＢＩ中的保护作用，所以作

者需要的是体内的硒元素达到一定的治疗浓度，而亚硒酸钠单

次少量口服不会使血液的硒浓度大量升高，而大量口服亚硒酸

钠会产生一定的毒副作用，因此作者通过在饮食中加入低剂量

的亚硒酸钠，以使血液硒的水平达到合适的浓度，作者希望出

现合适的硒制剂联合高压氧来治疗ＴＢＩ。

综上所述，在已经证实高压氧和亚硒酸钠联合应用治疗

ＴＢＩ疗效显著以后，本次研究的结果进一步表明，高压氧和亚

硒酸钠联合应用治疗ＴＢＩ的作用机制主要有两个方面，一方

面是降低氧自由基的生成，增加自由基清除剂ＳＯＤ和ＧＳＨ的

水平达到减少神经损伤的效应；另一方面，其抑制细胞凋亡的

机制是因为其可以显著升高凋亡抑制基因ｂｃｌ２的表达，并降

低凋亡基因ｃａｓｐａｓｅ３的表达，从而抑制神经细胞的凋亡。
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