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高压氧预处理对老龄大鼠全脑缺血再灌注损伤后神经可塑性的影响

邹　磊，刘丹彦，殷　薇，宋　云

（重庆医科大学附属第一医院麻醉科　４０００１６）

　　摘　要：目的　研究高压氧预处理对老龄大鼠全脑缺血再灌注损伤时轴突生长抑制因子（Ｎｏｇｏ）ｍＲＮＡ、ＮｏｇｏＡ蛋白表达

的影响，探讨其影响神经可塑性的机制。方法　将４２只雄性ＳＤ大鼠分为４组：对照组（Ｃ组，狀＝６）、高压氧组（Ｈ组，狀＝１２）、脑

缺血再灌注损伤组（Ｉ／Ｒ组，狀＝１２）、高压氧预处理＋脑缺血再灌注损伤组（ＨＯＰ组，狀＝１２）。Ｈ组和 ＨＯＰ组每天置于高压氧舱

内１ｈ，氧压为０．２ＭＰａ，连续５ｄ，最后１次高压氧处理后２４ｈ时Ｉ／Ｒ组和 ＨＯＰ组采用改良Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管闭塞法制备大鼠全

脑缺血再灌注损伤模型，全脑缺血１０ｍｉｎ，再灌注２４ｈ时 Ｈ组、Ｉ／Ｒ组和 ＨＯＰ组随机取６只大鼠断头取脑，分离大脑皮质，采用

实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＮｏｇｏｍＲＮＡ的表达水平，免疫印迹法检测ＮｏｇｏＡ蛋白的表达水平。各组大鼠分别行横断位及冠状

位Ｔ１ＷＩ、Ｔ２ＷＩ扫描。结果　Ｃ组、Ｈ组大脑未见明显缺血梗死灶，缺血组双侧皮质区可见明显弧形缺血梗死区，ＨＯＰ组双侧皮

质区也可见弧形缺血梗死区，面积较Ｉ／Ｒ组小。与Ｃ组比较，ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白表达上调（犘＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，

ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白表达下调（犘＜０．０５）。结论　高压氧预处理通过抑制大脑皮质ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白表达上

调，提高神经可塑性，能减少老龄大鼠急性全脑缺血后超急性期大脑皮质缺血梗死面积。
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　　研究表明，高压氧预处理可改善脑缺血再灌注损伤后大鼠

的神经功能，但其机制尚不清楚［１２］。缺血再灌注损伤后神经

功能降低与神经再生修复能力降低有关，而轴突生长抑制因子

（Ｎｏｇｏ）ｍＲＮＡ编码的ＮｏｇｏＡ蛋白被认为是迄今发现最强的

神经再生抑制物，其表达增强，损伤神经的再生修复能力降

低［３４］。因此本实验拟研究高压氧预处理对老龄大鼠全脑缺血

再灌注损伤时 ＮｏｇｏｍＲＮＡ、ＮｏｇｏＡ蛋白表达的影响以及从

形态学上观察脑组织损伤情况，以探讨其改善神经功能的可能

机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠４２只，月龄１４个月，体质量

４８０～５３０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供。分为４组：

３１１２重庆医学２０１４年６月第４３卷第１７期

 基金项目：重庆市卫生局科研基金资助项目（２００８２０９）；卫生部国家临床重点专科［财社（２０１１）１７０号］；重庆市医学重点学科［渝卫科教

（２００７）２号］。　作者简介：邹磊（１９８２－），硕士，住院医师，主要从事围术期器官功能能保护的相关研究。



对照组（Ｃ组，狀＝６）、高压氧组（Ｈ组，狀＝１２）、脑缺血再灌注损

伤组（Ｉ／Ｒ组，狀＝１２）和高压氧预处理＋脑缺血再灌注损伤组

（ＨＯＰ组，狀＝１２）。Ｈ 组和 ＨＯＰ组大鼠放入单个鼠笼置于

ＹＬＣ０．５／１Ａ型婴儿高压氧舱（武汉船舶设计研究所），密闭舱

门，调整进气与排气阀门，维持外界环境大气压，氧流量约５

Ｌ／ｍｉｎ洗舱５ｍｉｎ，关闭排气阀，调整进气阀使舱内压力在１０

ｍｉｎ内匀速上升至０．２ＭＰａ，稳压１ｈ，关闭进气阀打开排气

阀，为预防减压病以０．０１ ＭＰａ／ｍｉｎ速率匀速减压至０．１５

ＭＰａ，维持５ｍｉｎ后再匀速减压至外界环境大气压。连续５ｄ，

最后１次高压氧处理后２４ｈ时Ｉ／Ｒ组和 ＨＯＰ组采用改良

Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管闭塞法制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型。

１．２　方法

１．２．１　建立模型方法　参照文献［５］采用改良Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血

管闭塞法制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型。将大鼠用１０％的

水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉后，固定于单臂脑立体定位仪

（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司，美国）上，开颅，沿大鼠枕骨大孔向下，向两侧

分离肌肉和筋膜，充分暴露第一颈椎侧翼小孔，显微镜直视下

采用直径０．５ｍｍ电凝针灼断双侧椎动脉，造成永久性闭塞，

然后缝合切口，２４ｈ后再次麻醉大鼠，取仰卧位固定于自制手

术台上，颈前切口游离双侧颈总动脉，无创动脉夹夹闭１０ｍｉｎ

后松开行再灌注。逐层缝合肌肉、皮肤，充分消毒。手术过程

中用日光灯（１００Ｗ）照射，维持大鼠体温。大鼠自主呼吸存

在，双侧瞳孔散大，对光反射消失，脑电图显示呈等电位直线为

模型制备成功。

１．２．２　影像学检查　Ｃ组、Ｈ组麻醉后，Ｉ／Ｒ组、ＨＯＰ组在建

立急性全脑缺血模型１ｈ后进行影像学检查。大鼠取仰卧位

于固定板，３英寸环形表面线圈置于固定板上。先行３平面定

位扫描，然后分别行横断位及冠状位 Ｔ１ＷＩ、Ｔ２ＷＩ扫描。

Ｔ１ＷＩ：ＳＥ序列，ＴＲ＝３００ｍｓ，ＴＥ＝１０．０ｍｓ，层厚３ｍｍ，间隔

１ｍｍ，ＦＯＶ８ｃｍ×８ｃｍ，矩阵２５６×２２４。Ｔ２ＷＩ：ＦＲＦＳＥ序

列，ＴＲ＝３６００ｍｓ，ＴＥ＝１２３．８ｍｓ，层厚３ｍｍ，间隔１ｍｍ，

ＦＯＶ８ｃｍ×６ｃｍ，矩阵２５６×２２４。４组大鼠均按照上述方法

行 ＭＲＩ检查，观察梗死面积。

１．２．３　ＮｏｇｏｍＲＮＡ检测　Ｈ组、Ｉ／Ｒ组和 ＨＯＰ组于再灌注

２４ｈ时随机取６只大鼠，用１０％的水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻

醉后，快速断头开颅取全脑组织，在蒸馏水制成的冰面上分离

大脑皮质，用锡铂纸标记包裹后置于液氮中过夜，然后保存于

－７０℃超低温冰箱中待用。Ｃ组大鼠水迷宫实验后采集标

本。按照试剂盒（北京天根生化科技公司）操作说明提取

ＲＮＡ，Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计并合成目的基因及管家基因的上

下游引物。ＮｏｇｏＡｍＲＮＡ上游引物：５′ＧＣＴＣＴＧＧＡＧＣＴＧ

ＴＣＣＴＴＣＡＣＡＧＴＴ３′，下游引物：５′ＡＧＴＣＴＴＣＴＣＴＧＴ

ＴＡＴＡＡＴＴＴＧＧＧ３′，扩增产物３００ｂｐ；以ＲａｔＧＡＰＤＨ 为

内参，上游引物：５′ＴＣＡＣＣＡＣＣＧＴＧＧＡＧＡＡＣＧＣ３′，下

游引物：５′ＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＡＧＴＴＣＡ３′，扩增产物

２２９ｂｐ。首先进行常规一步法ＲＴＰＣＲ，将其产物作为母液做

１０个梯度稀释，取浓度最低的７个稀释样本运用 ＢｉｏＲａｄ

ＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪进行扩增，得到相对标准曲线。再从

变性到延伸整个过程共４０个循环，每个样本均重复３次。反

应完毕行融解曲线及凝胶电泳分析以明确目的扩增片段及产

物的特异性，最后得到相对标准曲线、融解曲线和样本的相对

定量拷贝数，所得数据由ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪自

带数据分析软件进行分析。

１．２．４　ＮｏｇｏＡ蛋白检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法采用北京博奥森

公司辣根过氧化物酶标记羊抗兔ＮｏｇｏＡ。取冻存脑组织用生

理盐水匀浆后，加入１ｍＬ蛋白裂解液，于４℃低温１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心（离心半径８ｃｍ）１５ｍｉｎ，取上清液，测定蛋白质的浓

度并调整为１～２μｇ／μＬ，进行蛋白质的凝胶电泳。整个过程

严格按照说明书进行，用凝胶图像处理系统分析目标条带的相

对分子质量和净光密度值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮｏｇｏｍＲＮＡ与ＮｏｇｏＡ蛋白表达　与Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组

和ＨＯＰ组ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白表达上调（犘＜０．０５）；

与Ｉ／Ｒ组比较，Ｈ组和 ＨＯＰ组 ＮｏｇｏｍＲＮＡ及 ＮｏｇｏＡ蛋白

表达下调（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组大鼠脑组织ＮｏｇｏｍＲＮＡ、ＮｏｇｏＡ蛋白

　　　表达的比较（狀＝６，狓±狊）

项目 Ｃ组 Ｈ组 Ｉ／Ｒ组 ＨＯＰ组

ＮｏｇｏｍＲＮＡ １．００±０．１８ １．１５±０．２５ｂ ２．８３±０．３５ａ １．８７±０．２３ａｂ

ＮｏｇｏＡ蛋白 １１．１０±１．２０ １１．００±２．００ｂ １９．５０±２．８０ａ １４．３０±２．１０ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较。

２．２　影像学结果　Ｃ组、Ｈ组大脑未见明显缺血梗死灶；Ｉ／Ｒ

组双侧皮质区可见明显弧形缺血梗死区，Ｔ１ＷＩ呈低信号；

Ｔ２ＷＩ呈明显高信号，ＨＯＰ组双侧皮质区也可见弧形缺血梗

死区，面积较Ｉ／Ｒ组小，Ｔ１ＷＩ呈等低信号，Ｔ２ＷＩ呈略高信号，

见图１。

　　Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｈ组；Ｃ：Ｉ／Ｒ组；Ｄ：ＨＯＰ组。

图１　　４组大鼠大脑皮质 ＭＲＩ检查结果
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３　讨　　论

本研究采用改良Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管闭塞法建立全脑缺血模

型［５］，成功地模拟了临床上休克、心功能不全、脑血管严重狭窄

或阻塞合并血液低灌流引起的脑血流循环障碍，以及由此造成

的不同程度脑组织急性缺血缺氧损伤。本实验选择阻断双侧

颈动脉的时间为１０ｍｉｎ，能造成中等程度脑缺血损害而又不

至于使所建立模型死亡率升高。参照文献［６］及预实验结果，

本实验选择连续５ｄ高压氧预处理（每天置于高压氧舱内１ｈ，

氧压为０．２ＭＰａ）的方法进行研究。

通过本研究 ＭＲＩ检查发现，给予连续高压氧预适应能减

少建模后老龄大鼠大脑皮质超急性期缺血梗死面积，从形态学

上证明高压氧预适应有脑保护作用。脑缺血预适应是指对脑

组织采用各种措施，如一次或多次短暂性缺血再灌注后，诱导

组织产生内源性保护机制，即机体对短暂缺血的适应性反应，

能增加组织细胞对再次缺血的耐受性［７］。研究表明，预处理能

激发脑组织产生自身内源性保护物质如神经营养因子和腺苷

受体激动剂［８］，增加神经源中热休克蛋白的表达等多种途

径［９］，从而产生脑保护作用。

研究表明，脑缺血再灌注损伤后神经可塑性的下降是影响

神经功能恢复的主要因素［１０］，而脑组织 ＮｏｇｏｍＲＮＡ表达上

调，使其编码的蛋白表达增加可导致神经再生修复能力降［４］。

正常情况下ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白主要在脑皮质、海马

等部位中等强度表达，在急性损伤（如缺血缺氧、脑挫伤等）后

表达上调［１１］。而大脑皮质对缺血最为敏感，因此，有研究推测

脑缺血损伤后脑皮质 ＮｏｇｏＡ表达上调，导致神经可塑性降

低，再生修复能力降低［１２１４］。本研究发现，Ｉ／Ｒ组ＮｏｇｏｍＲＮＡ

及ＮｏｇｏＡ蛋白表达上调，同时大脑缺血梗死面积增大。

有报道表明，缺血再灌注损伤后进行高压氧处理可下调

ＮｏｇｏＡ表达，促进损伤神经再生修复
［１５］。本研究结果显示，

与Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组和ＨＯＰ组脑皮质ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ

蛋白表达上调，提示高压氧预处理同样可能通过抑制脑皮质

ＮｏｇｏｍＲＮＡ及ＮｏｇｏＡ蛋白表达上调，改善脑缺血再灌注损

伤后老龄大鼠大脑的修复能力。本研究结果还提示，Ｃ组和 Ｈ

组脑皮质ＮｏｇｏｍＲＮＡ和 ＮｏｇｏＡ蛋白表达差异无统计学意

义，提示单纯高压氧虽然是一种非生理状态的刺激，但对老龄

大鼠脑的正常功能无影响。

综上所述，高压氧预处理通过抑制大脑皮质 ＮｏｇｏＡ蛋白

过度表达，提高神经可塑性，增加再生修复能力，从而减轻缺血

再灌注损伤时脑梗死程度。
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［１４］尹义臣，陈卓铭，杜志宏．卒中后认知功能康复与神经可

塑性［Ｊ］．中国康复医学杂志，２００５，２１（１５）：４７１４７４．

［１５］ＺｈｏｕＣ，ＬｉＹ，ＮａｎｄａＡ，ｅｔａｌ．ＨＢＯｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＮｏｇｏＡ，

ＮｇＲ，ｏｒＲｈｏＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｆｔｅｒ

ｇｌｏｂａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００３，

３０９（２）：３６８３７６．

（收稿日期：２０１３１１０８　修回日期：２０１４０１２２）
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