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摘 要
: 【目的」探讨早期和延迟高压氧 ( H B O) 治疗对缺氧缺血性脑损伤 ( IH B D )新生大鼠的远期影响

。

【方法 ] 7 日龄大鼠 3 7 只随机分为对照组 (
n二 1 0

,

假手术处理 )
、

H I B D 组 (
n = 9 )

、

E H B o 组 (
n = 9

,

H I B D 模型后 0
,

5 -

l h 开始 2 个绝对大气压 H B o 治疗
,

稳压 3 0
n l i可次

,

l司隔 2 4 h
,

连续 2 次 )和 LH B O 组 (
n = 9

,

H I B D 模型后 4 8一 7 2

h 开始 2 个绝对大气压 H B o 治疗
,

稳压 30 m in /次
,

间隔 24 h
,

连续 5 次 )
,

以大鼠远期的学习记忆功能 ( M
o

irr
s

水

迷宫实验 )和海马形态组织学 (海马锥体细胞层结构和 C IA 区存活神经元数 )来判断干预效果
。

【结果 1 IH B D

组大鼠的学习记忆功能严重不 良伴海马结构严重受损
,

与对照组相比
,

水迷宫实验中平均逃逸潜伏期延长

(5 6 35
5

与 2 3 07 5 ,

P< 0
.

0 5 )
、

搜索时间和搜索路程缩短 (分别为 2 9
.

2 9 5

与 5 1
.

2 2 5 ,

5 4 8
c m 与 98 9 c m

,

均 P<

.0 05 )
、

海马存活神经元减少 ( 100 个m/ m 与 183 个 m/ m
,

P< .0 05 )
;早期 H B O 治疗明显减轻 IH B D 大鼠的学习记忆

功能障碍 (潜伏期
: 3 9

.

17 5

与 5 6
.

3 5
5 ;搜索时间

: 3 6名 4 5

与 2 9
.

2 9
5 ;搜索路程

: 65 6
。 m 与 5 4 5

。 m
,

入 。
一

0 5 )
,

并使

海马存活神经元增多 ( 13 1个m/ m 与 100 个m/ m
,

P< .0 05)
,

延迟 H B O 治疗不能减轻 IH B D 大鼠的学习记忆功能

障碍 (潜伏期
: 56

.

2 5 、
与 5 6

.

3 5
5 ;搜索时间

:
3 0

.

1 1 8

与 2 9
.

2 9
5 ;搜索路程

:
5 7 2 e m 与 5 4 8

e m
,

p > 0
.

0 5 )
,

海马存活

神经元无增多 ( 95 个m/ m 与 10 0 个m/ m
,

p >0
.

0 5) ;大鼠在水迷宫实验中的逃逸潜伏期与海马锥体细胞层存活神

经元数呈直线负相关 (二
一

0
.

8 19
,

P< .0 01 )
。

t结论 ] 早期 H B O 治疗可减轻 IH B D 程度
,

并可改善 IH B D 所引起的

远期学习记忆功能缺陷
,

延迟 H B O 治疗对 IH B D 无效
。
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围产期缺氧缺血性脑损伤 ( h y p o x i e 一 is e h e m i e

b r a i n i nj
u 刁

,

H I B D )是儿童期智力
、

行为障碍的常见

原 因
,

目前缺乏特效治疗
。

高压氧 ( h y p er b盯ic

o x y g e n th e r a p y
,

H B O ) 因能明显提高血氧分压和迅

速缓解组织的缺氧状态在国内被广泛应用于临床

治疗有 H BI D 的新生儿
。

事实上
,

在新生动物 H BI D

模型中
,

H B o 多于 IH B D 后数小时内开始使用
,

而

临床上
,

H B O 均于新生儿 IH B D 的恢复期开始使

用
,

此两者存在明显的不同
。

因此
,

本研究在制备新

生大鼠 H BI D 模型后于不 同时间点开始 H B O 处

理
,

评价早期 H B o 治疗和延迟 H B O 治疗对 IH B D

新生大鼠远期学习记忆功能和脑海马结构的影响
,

以期更好地指导临床
。

1 材料与方法

1
.

1 动物及模型制备

S D 清洁级大鼠
,

7 日龄
,

雌雄不限
,

体质量 1 2 -

18 9
,

共 37 只
,

2 00 3 年 9 月至 20 04 年 6 月由中山

大学医学动物实验中心提供 ; 参照文献 l[] 制备

H BI D 模型
:
大鼠乙醚麻醉下

,

游离左颈总动脉并

永久结扎
,

术后 1一 Z h 置人 37 ℃容器
,

输人含体积

分数 8%氧气的混合气体 Z h
。

1
.

2 实验分组及 H B O 治疗方法

大鼠随机分成 4 组
:

①对照组
: 10 只

,

假手术

处理 : ② HI B n 组
: 9 只

,

制备 Il x B D 模型 ; ③E H B O

组 : 9 只
,

早期 H B O 治疗组
,

I l l B D 模型后 0 5 一 I h

开始 H B o 治疗 ;④ L H B o 组
: 9 只

,

延迟 H B O 治疗

组
,

H I B D 模型后 4 8一 7 2 h 开始 H B O 治疗
。

H B O 治

疗方法
:
采用 Y L c .o 5一 1 婴儿氧舱 ( 中国船舶工业

总 公 司 生 产 )
,

2 个 绝 对 大 气 压 ( at m os p he er

a b s o l u te s ,

A T A )
,

稳压 3 0 m i nj
一

次
,

间隔 2 4 h
,

连续 2

次 ( E H B O 组 )或 5 次 ( L H B O 组 )
。

1
.

3 学习记忆功能的测评一加Ior ir s 水迷宫实验

M o irr S
水迷宫由圆形水池

、

平台和记录装置组

成 ;水池直径 120
c m

,

池壁标记 4 个人水点将水池

均分为 4 个象限
,

其一象限放置隐藏平台 (低于水

面 1 c
m)

,

即平台象限
。

实验前 l d
,

大鼠自由游泳
2 m in 熟悉环境

。

测试包括
: ①定位航行实验

:

实验

1一 s d
,

每天分上
、

下午 2 时段各测试 4 次
,

分别记

录大鼠从 4 个人水点人水后找到平台并四肢爬上

平台的时间
,

即逃逸潜伏期 (
e s e a p e l a te n e y

,

E )L
。

②
空间探索实验

:
第 5 天下午

,

撤离平台
,

记录大鼠从

同一水点人水后 1 20
5
内的游泳轨迹

、

原平台象限

的搜索时间和搜索距离
、

总搜索距离
。

取 4 次实验

的平均值作为每时段的平均 E L
,

搜索速度 c( 毗 )
=

总搜索距离 1/ 20
。

大鼠于 3 -7 41 d 龄时完成水迷宫

实验
。

1
.

4 脑组织病理学测评

大鼠 42 d 龄时取脑
,

参照 Pax i n
os 图谱

,

取前

自后 2
.

8一 3
.

3 m m 海马块
,

行 4 协m 连续冠状切片
十

H E 染色
,

10 x
40 光镜下观察海马锥体细胞层结构

、

计数 .3 3 m m 海马平面 C A I 区每毫米长度锥体细

胞层中的存活神经元数
,

每一标本取 5 张切片的平

均值纳人统计分析
。

1
.

5 统计学分析

所有数据输人 S SP S n
.

0 统计软件分析处理
,

实验结果以均数
土
标准差表示

,

水迷宫逃逸潜伏期

的 比较采用重复测量数据方差分析 + oB nfe rr ior 多

重比较
,

海马 c A I 区锥体细胞数与水迷宫实验第 9

时段 ( bl oc k g) 的平均 E L 作相关分析
,

其余数据多

组之间的比较采用单因素方差分析+
NS K一 q 检验

,

a = .0 05 为显著性水准
。

2 结 果

2
·

1 M o r r i s 水迷宫实验
2

.

1
.

1 定位航行实验 该实验以 E L 判断学习能
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以 )

os

O7O6ǎ的咨一升
é

力
,

E L 长
,

即找到平台的时间长
,

提示学习能力下

降
。

各实验组动物每一时段的平均 E L 均为对照组

最短
,

H BI D 组和 L H B O 组最长
,

E H B O 组处于中间

水平
,

s d 平均 E L 在对照组
、

H IB D 组
、

E H B o 组 和

L H B O 组分别为 ( 2 3土 26 )
S 、

( 5 6士2 2 )
S 、

( 3 9士2 1 )
s 和

( 56 玖3 )
s ,

方差分析
+
多重比较显示

,

E L 在不同实

验组之间的差异有显著性 ( =F 16
.

70
,

P< .0 0 0 1 )
,

为对照组 < E H B O 组 < H I B D 组 和 L H B O 组 ( P <

0
.

0 5 )
,

而 H I B D 组 和 L H B O 组之间无差异 ( p >

0
.

0 5 ) 见图 l 和表 l
。
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4 组平均逃逸潜伏期结果

C o m Pa ir s o n o f m e a n e sc a eP la et n c y o f th e 4 g r o u sp

表 1 4 组平均逃逸潜伏期的比较

T a b l
e l C

o m p a ir s o n o
f m e a n e s e a p e l a t e n e y i n t h

e 4 gor u p s

G or
u P

C o n tor l

H I B D

E H B O

L H B O

n

l 0

9

B l o e k l

5 5士 1 1

8 2士 18

6 9士 12

8 4土 16

B l o e kZ

4 0士 10

7 9士 1 9

5 6士 1 7

8 1士 1 7

Bl o e
k 3

2 9土 9

7 2士 16

4 6土 1 9

7 5士 1 9

B l
o e k4

1 7士 7

5 9士 18

3 7士 1 9

5 6土 15

B lo e k s

1 6士6

4 9士 14

3 1士 2 1

4 9土 10

B lo e k6

1 4土 6

4 3士 16

3 1土 17

4 2士 18

B lo e k7

1 2士5

4 1士 1 3

2 9土 16

4 2士 15

B l o e k s

1 1士5

3 9士 1 3

2 7土 14

4 0士 14

x( 幻
, t / s

)

B lo e
k g

1 1士7

3 8士 14

2 8士 1 3

3 9士 15

F = 16
.

70 1卜 0 0 1

2
.

1 2 空间探索实验 该实验以平台象限搜索时

间和搜索路程判断记忆能力
,

数值小
,

提示记忆能

力下降
。

撤除平台后
,

对照组采取以平台为 目标的

搜索性游泳轨迹
,

IH B D 组和 L H B o 组采取随机性

游泳轨迹
,

E H B O 组游泳轨迹趋向对照组
,

平台象

限搜索时间和搜索路程均为对照组 > E H B O 组 >

H I B n 组和 H B O 组 ( P< 0
.

0 5 )
,

而 H IB D 组与 L H B O

组之间无差异 ( p >0 .0 5 ) ;各组游泳速度无差异 ( =P
0

.

3 7 1 )
,

见图 2 和表 2
。
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图 2 4 组空间搜索实验中的运动轨迹图
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.

2 R e P r e se n st it v e s初 m P a t hS o f t h e 4 g r o u SP i n P or be t e s t

表 2 4 组搜索时间
、

搜索路程及搜索速度的比较

T a b l
e 2 C

o m p a ir s o n o
f p or b

e t im e ,

p m b e
I

e n gt h
, a n

d Por b
e

s p e e d in t h e
4 脚

u P s

x(
土、

)

G
r o u P n

C
o n tor l 10

HI B D g

E HB 0 9

LHB O g

F

P

orP b e t im e
(

s
) orP b e

l
e n廖h (

e m ) Por b
e sP e e

d〔e

ln/
s

)

5 1士5

2 9士6

3 7士4

3 0土5

4 l

< 0
.

0 5

9 8 9土 10 1

5 4 8土9 2

6 8 6士7 6

5 7 2士9 2

4 7
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.
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2
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2 海马锥体细胞层结构和 C A I 区存活神经元

显微镜下显示
,

对照组海马锥体神经元呈多层

分布
,

细胞排列整齐
,

无神经元缺失区 ; IH B D 组和

L H B O 组锥体细胞层不同程度变薄
、

细胞层数减

少
,

有明显的神经元缺失区
,

有些锥体细胞层见大

量死亡神经元堆积
,

残存少许存活神经元 ; 而

E H B o组海马锥体细胞层表现为斑点状神经元缺失

(图 3 )
。

海马 C A I 区每毫米长度锥体细胞层内存活

神经元定量计数显示
,

存活神经元数为对照组 >

ù
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斗
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高压氧对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠的远期影响 6 6 7

E H B O组 > H IB D 组和 L H B O 组 ( P< 0
.

0 5 )
,

而 H I B D

组与 L H B O 组之间无差别 (尸 > .0 05 )
,

见表 3
。

表 3

T a b l
e

3

4 g or
u P s

G or u P

C o n t r o l

H I B D

E H B O

L H B O

F

4 组 C AI 区锥体细胞层存活神经元数的比较

C
o m p a ir s o n o f s u

vr i v a l i n C A I er g io n o
f th e

1 8 3士7

10 0土 2 6

13 1士2 5

9 5士 2 5

3 2
.

7 8

(x 岛
,

m m
-

R i g h t

18 5士 7

I, < 0
.

0 5 < 0
.

05
~

.

一一一
-

圈 J 4 组 4 2 目解盯姆勺 t A I 匹锥件琐月砚层塌州

R g
.

3 S t
cur ot r e Of P y r a n止d al l a y e r a t P D 42 i n ih Ppo

·

c

am P us o f ht e 4 g r o
uP

s ( H E
,

4 0 0
x

)

A : s h o w e d t h e s t ur e t u er of v y r a m id al la y e r i n C o n ror l ; B :

s h o w e d l e s s e n a n d lo s e
(

a

owrr ) of n e u or n s i n H IB D 脚
u p an d L H BO

脚
u p ; C : s h o w e d s t川 e t o er of p y ar m id a l la y e r i n E H B O 脚

。 p ; D :

s h、 e d d e ad n

euonr
s

(

~
) in H I B D 『 ou v an d LH BO g r o u p

.2 3 相关分析

各组动物的实验结果分析显示
,

海马 c AI 区每

毫米长度锥体细胞层中的存活神经数与第 9 时段

的平均 E L 存在直线负相关 (
厂= 一 .0 8 19

,

=y
一 2

.

1 5+x

18 7
.

5
,

P< 0
.

0 5 )
。

3 讨 论

H B O 治疗指机体处在高于 1AT A 环境中呼吸

与环境等压纯氧的一种治疗方法
。

H B O 在 H BI D 中

的应用及其疗效一直存在争议
:
动物实验报导缺氧

缺血后 24 h 内 ZA TA
一3 A TA

,

稳压 30
一

90 而可次
,

连续 2 一 7 次的 H B O 治疗可能通过改善脑血流
、

增

加缺血周围的脑组织氧供给
、

减少神经细胞的凋亡

及防止脑细胞能量衰竭等机制起保护作用 12阎
,

也可

能通过增加氧自由基的产生和脑血管的强烈收缩

而加重脑损伤网 ;临床上
,

H B O 多作为综合治疗的

一部分在新生儿缺氧缺血性脑损伤后的恢复期开

始使用
,

其单独疗效很难评价
。

因此本研究在复制

新生大鼠 H BI D 模型后于不同时间点采用 2 A TA
,

3 0 m i可次
,

间隔 2 4 h
,

连续 2 次或 5 次的 H B O 治

疗
,

主要评价早期和延迟 H B O 治疗对 IH B D 新生

大鼠的远期单独疗效以指导临床
,

现将结果讨论如

下
。

3
.

1 新生动物 H I B D 模型问题

新生动物 H BI D一 iR c e
模型

,

因其操作简便
、

能

稳定复制与结扎颈总动脉同侧的半边脑损伤模型
、

动物能长期存活便于对远期效果进行观察等优点

而被广泛采纳
。

该模型中
,

海马是 lH B D 的敏感区
,

可作为评价干预效果的窗口 ll(
。

本研究从该模型观

察到新生大鼠 IH B D 后 5 周的海马区仍有明确的

组织病理学改变
,

在 M O
爪

s
水迷宫试验中的学习记

忆功能显著下降
,

与文献报导是一致的8[]
,

表明本模

型的复制是成功的
,

可作为后续研究的基础
。

3
.

2 海马与学习记忆功能及 M or ir s 水迷宫实验

大量临床资料显示海马结构损伤可导致记

忆的缺失 ;而 M O
城

s
水迷宫是检测大鼠空间学习记

忆功能的经典行为学测试系统
,

是更适于建立以

海马为实验对象的实验
,

该系统利用动物的本

能一求生欲作为刺激
,

对动物所引起的反应要比

其它检测空间学习记忆能力所用的电击刺激小得

多
,

其检测结果能比较理想地反映大鼠的空间学

习记忆能力 9[]
。

3
.

3 早期 H B O 治疗对 H I B D 新生大鼠远期海马

组织病理学和学习记忆功能的影响

H E 染色后光学显微镜下显示
,

对照组海马锥

体细胞层的结构完整
,

IH B D 组海马损害严重
,

表现

为锥体细胞层变薄
,

细胞层数减少及明显的神经元

缺失
,

甚至整个锥体细胞层堆满了死亡神经元
,

C IA 区存活神经元数显著低于对照组
,

而 E H B O 组

大鼠的海马损害相对较轻
,

多为锥体细胞层轻度变

薄和散在斑点状神经元缺失
,

c IA 区存活神经元总

数高于 H BI D 组
,

但仍低于对照组
。

这些结果提示

IH B D 通过不同的机制介导了大量神经元死亡
,

致

存活神经元减少
,

早期 H B O 治疗在一定程度上减

轻了神经元的死亡
,

最终减轻脑病理缺损
。

究竟早
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期 HB O治疗通过何种机制减少神经元的死亡
,

本

实验未进行相关研究
。

文献报道在人类因窒息死亡

或死产新生儿及多种新生动物 H BI D 模型中
,

坏死

和凋亡是新生动物 IH B D 后神经细胞死亡 的两种

重要形式
:

IH B D 后 3一6 h
,

遭受缺氧缺血性损伤的

脑组织即呈现以坏死为主
、

凋亡和坏死并存的细胞

损伤 ;神经元坏死多见于梗塞灶的中心 区域
,

是不

可逆的
,

而凋亡是基因调控下的程序性细胞死亡
,

多见于梗塞灶的周边区域
,

是可逆的 10[] ; 而 C al ve rt

等 4[] 在制备新生大鼠 IH B D 模型后 l h 开始予

3 ATA H B O 治疗 l h
,

发现 H B O 治疗组的脑组织于

H IB D 后 2 4 h
、

7 2 h 和 1 周均未能检测到 T U N E L

标记的凋亡细胞
,

这些研究提示早期 H B O 治疗很

可能减少或阻止了 IH B D 所引发的早期神经细胞

凋亡
。

在定位航行实验中
,

各组动物的平均 E L 均随

训练时段的增多而逐渐缩短
,

至第 7一 9 时段时不再

缩短
,

提示动物对水下平台的空间定位学习能力不

断提高并趋稳定
,

但各组平均 E L并不相同
,

IH B D

组的 E L 显著延长
,

表明其学习能力下降 ;在空间

探索实验中
,

对照组经训练学习后的游泳轨迹是趋

向平台的
,

因而能迅速找到平台
,

即使撤除平台后

仍能凭借记忆在原平台周围搜索
,

而 IH B D 组的游

泳轨迹却是随机的
,

因而不能迅速准确地定位平

台
,

撤除平台后也不能凭借记忆在原平台周围搜

索
,

因此
,

平台象限搜索时间和搜索路程远远不如

对照组
,

表明 H BI D 组大鼠的记忆能力下降
,

而

E H B O 组在水迷宫实验中的相关检测结果比 IH B D

组有所改善
,

但不能达到对照组水平
,

表明早期

H B O 治疗在一定程度上可改善动物在水迷宫试验

中因 H BI D 所引起的远期学习记忆功能的下降 ; 而

相关分析结果表明
,

早期 H B O 治疗对 IH B D 新生

大鼠的脑保护作用在海马组织病理学与学习记忆

功能的改善是平行的
。

值得注意的是
,

所有缺氧缺血动物在水迷宫实

验中的游泳速度与对照组 比较均无差异
,

表明该

H BI D 模型对动物的远期运动能力的影响不足以妨

碍其完成水迷宫试验
,

因此认为这些动物在水迷宫

试验中的表现不良很可能就是由于海马结构受损

和学习记忆能力下降所导致的
。

.3 3 延迟 H B O 治疗对 H I B D 新生大鼠远期海马

组织病理学和学习记忆功能的影响

本实验显示
,

L H B O 组在脑海马锥体细胞层结

构
、

C A I 区存活神经元数和远期学习记忆功能的检

测上与 IH B D 组比较均未呈现优势
,

有些结果甚至

不如 IH B D 组
,

但统计学上无差异性
。

这些结果表

明
,

晚期 H B O治疗对新生大鼠 H BI D 无远期的脑

保护作用
,

也未加重脑损伤
,

其是否与干预时间较

晚而不能阻止 IH B D 所引起的早期神经元凋亡有

关
,

值得进一步探讨研究
。

综上所述
,

缺氧缺血后 .0 5一 l h 开始 2 A T A
,

30

m i可次
,

间隔 2 4 h x Z 次的 H B O 治疗能改善 H I B D

新生大鼠的远期学习记忆能力和减轻脑海马组织

病理学缺损 ; 缺氧缺血后 4 8 ~ 7 2 h 开始 2 A T A
,

30

而可次
,

间隔 24 h xs 次的 H B O 治疗未出现远期的

脑保护作用
,

也未加重脑损伤
。

提示早期 H B O 治疗

对 IH B D 新生大鼠有一定的治疗价值
,

延迟 H B O

治疗不能改善 IH B D 新生大鼠的远期预后
。

因此
,

临床上对有缺氧缺血性脑损伤的新生儿于恢复期

才开始使用 H B O 治疗是否有价值
,

值得进一步研

究探讨
,

对这些患儿可否尝试尽早的 H B O 干预仍

需要更多重复有效性实验的支持
。
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膜型基质金属蛋白酶
一 1 在肝癌组织中的表达及意义 6 9 5

的关键环节可能是在转录后水平进行
。

eS iik 等
’ ` l

的研究发现 M IT 一M M P 前蛋 白肤的 C 末端具有一

特定的氨基酸序列 ( R x K R )
,

若该序列被相关蛋白

酶切割
,

则能诱导 M IT
一M M F 活化

,

提示 M IT
-

M M P 的调控可能是在转录后水平进行
。

我们的实

验结果印证了上述结论
。

综上所述
,

我们认为 M IT
一 M M P 蛋 白表达增强

是大肝癌生物学行为较小肝癌更为恶性的重要影

响因素
。

如果在肝癌瘤体直径达到 3 c m 之前
,

在转

录后水平对 M IT
一 M M P 进行干扰

,

阻滞肝癌病程的

恶性进展
,

有可能对肝癌患者 的治疗起到积极作

用
。
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