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高压氧预处理对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及对其海马 BDNF

和 GDNF基因表达的影响 *
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（空军军医大学第一附属医院心身科 陕西西安 710032）

摘要 目的：探讨高压氧预处理（Hyperbaric oxygen preconditioning, HBO - PC）对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及对其海马脑

源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor, BDNF）、胶质细胞源性神经营养因子（glialcellline - derivedneurotrophicfactor,

GDNF）基因表达的影响。方法：将 32只 SD雄性大鼠随机分为对照组（Sham组）、高压氧对照组（HBO组）、模型组（MCAO组）、

高压氧预处理 +模型组（HBO + MCAO组），对 HBO组和 HBO + MCAO组连续给予高压氧预处理 5天，随后对MCAO组和

HBO + MCAO组进行右侧颈内动脉栓线术，建立大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion, MCAO）模型，其他两组行假手

术，于术后第 7天对各组大鼠进行Morris水迷宫行为学检测和神经功能评分，检测结束后处死大鼠，进行神经功能缺损评分及氯

化三苯基四氮唑（2,3,5-triphenyltetrazolium chloride , TTC）染色；通过蛋白免疫印迹法（Western Blot）检测大鼠海马组织 BDNF和

GDNF的基因表达情况。结果：（1）神经功能评分提示：Sham组和 HBO组均未出现神经功能障碍，MCAO组大鼠出现明显的神经

功能障碍，MCAO + HBO组神经功能评分明显高于MCAO组（P< 0.05）。（2）TTC检测提示：Sham组和 HBO组脑组织损伤一侧

均未出现梗死灶，MCAO组出现较大的梗死面积比（25.45依8.75）%，MCAO + HBO组的梗死面积比（18.84依10.55）显著小于
MCAO组，差异具有统计学意义（P < 0.05）。（3）Western Blot检测显示：MCAO组 BDNF与 GDNF基因表达水平显著低于 Sham

组和 HBO组，差异具有统计学意义（P < 0.05），而MCAO+HBO组可以逆转这一效应，差异具有统计学意义（P < 0.05）。结论：高

压氧预处理可以通过调节 BDNF、GDNF基因表达，改善MCAO模型大鼠神经功能和认知水平，发挥神经保护作用。
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Protective Effect of Hyperbaric Oxygen Pretreatment
and the Expression of BDNF and GDNF Genes in

Hippocampus of Rats after Cerebral Ischemia Reperfusion*

To investigate the protective effect of hyperbaric oxygen conditioning (HBO - PC) on cerebral

ischemia-reperfusion injury in rats and the expression of brain - derived neurotrophic factor (BDNF) and glial cell - derived neurotrophic

factor (GDNF) genes. 32 Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: control group (sham group),

hyperbaric oxygen control group (HBO group), model group (MCAO group), hyperbaric oxygen pretreatment + model group (HBO +

MCAO group). HBO group and HBO + MCAO group were given hyperbaric oxygen pretreatment for 5 consecutive days, MCAO group

and HBO + MCAO group were given right internal carotid artery embolization to establish middle cerebral artery occlusion (middle

cerebral artery occlusion). The other two groups received fake surgery. Morris water maze behavior test and nerve function score were

performed on the 7th day after operation. After the test, the rats were killed, the nerve function defect score and 2,3,5-triphenyltetrazolium

chloride were performed, the gene expression of BDNF and GDNF in rat hippocampus were detected by Western blotting. (1)

the neurological function score showed that there was no neurological dysfunction in sham group and HBO group, and there was

significant neurological dysfunction in MCAO group. The neurological function score in MCAO + HBO group was significantly higher

than that in MCAO group (P < 0.05). (2) TTC showed that there was no infarct on the injured side of brain tissue in sham group and HBO

group, and the ratio of infarct area in MCAO group was (25.45依 8.75)%, and that in MCAO+HBO group was (18.84依10.55) significantly
lower than that in MCAO group, the difference was statistically significant (P < 0.05). (3) Western blot showed that the gene expression

level of BDNF and GDNF in MCAO group was significantly lower than that in sham group and HBO group, the difference was

statistically significant (P < 0.05), but MCAO + HBO group could reverse the effect, the difference was statistically significant (P < 0.05).

Hyperbaric oxygen pretreatment can improve the neural function and cognitive by regulating the expression of BDNF and
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Project Expression and score

Spontaneous Activity 3, Normal; 2, slightly affected; 1, severely affected; 0, no movement

Symmetry in the Movement of Four Limbs 3, move symmetrically; 2, move slowly; 1, minimal movement; 0, forelimb, no movement.

Forepaw Outstretching 3, symmetrical outreach; 2, outstretched less than other side; 1, moved minimally; 0, no outreaching.

Climbing 3, normal climbing; 2, impaired and climbing or grip than other side; 1, faile to climb.

Body Proprioception 3, symmetrical response; 2, weak response than other side; 1, no response.

Response to Vibrissae Touch 3, symmetrical response; 2, weak response than other side; 1, no response.

前言

脑卒中是全世界范围内仅次于冠心病和癌症的第三大致

死原因[1]。近年来已成为我国的主要致死原因，占全世界脑卒中

死亡总数的近三分之一[2]。目前唯一有效的溶栓治疗，因其治疗

时间窗窄，禁忌症多，治疗效果不尽如人意[3]，脑卒中的高致死

率和高致残率，加重了社会及患者家庭的经济负担[4]。因此，目

前亟需寻找新型的急性脑卒中治疗手段。

1996年Wada等首次发现高压氧预处理疗法可增加热休

克蛋白 -72（heat shock protein - 72, HSP-72）合成，使海马 CAI

区神经元增加，发挥脑保护作用[5]，此后高压氧预处理疗法的脑

保护作用取得突飞猛进的进展。近年来，高压氧预处理疗法在

许多实验性急性脑损伤模型中均显示出预防神经元死亡和改

善神经功能的作用[6，7]。但高压氧预处理对缺血性脑卒中模型大

鼠的保护作用机制尚不清楚。

BDNF是重要的脑源性神经营养因子之一，可以促进神经

元分化、迁移或调节突触活动等[8，9]。研究指出，BDNF可以增加

神经元重塑，减少脑卒中后梗塞面积并改善运动功能[10]。此外，

GDNF也已被证实可以促进周围神经元分化和迁移，提高凋亡

细胞存活力，修复损伤神经元，减少缺血性脑损伤后的脑水肿

程度和梗死面积，发挥神经保护作用[11-13]。

为了解决这一问题，本研究选择MCAO模型，探讨高压氧

预处理对脑缺血再灌注模型大鼠的保护作用及其作用机制，为

临床高压氧预处理在缺血性脑卒中的应用提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料

(1)动物：实验动物选择体质量在 280 - 320 g的 Sprague -

Dawley大鼠，由第四军医大学动物实验中心提供。根据随机数

字表法将大鼠随机分为 4组：对照组（Sham组）、高压氧对照组

（HBO组）、模型组（MCAO组）、高压氧预处理 +模型组（HBO

+ MCAO组），每组 8只。动物饲养条件为室温（23依1）℃，湿度
50% - 55%，12h/12h（8:00 - 20:00）明暗控制。实验已经被第四军

医大学动物研究伦理委员会批准。

(2) 主要试剂和仪器：BDNF 抗体（EPITOMICS 公司）、

GDNF抗体（EPITOMICS公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组步骤 将大鼠随机分为对照组（Sham组）、高

压氧对照组（HBO组）、模型组（MCAO组）、高压氧预处理 +模

型组（HBO + MCAO组），对 HBO组和 HBO + MCAO组连续

给予高压氧预处理 5 天，随后对 MCAO 组和 HBO+MCAO

组进行右侧颈内动脉栓线术，建立大脑中动脉闭塞（middle

cerebral artery occlusion, MCAO）模型，其他两组行假手术，于

术后第 7天对各组大鼠进行 Morris水迷宫行为学检测和和神

经功能评分，检测结束后处死大鼠，进行神经功能缺损评分及氯

化三苯基四氮唑（2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, TTC）染色；

通过Western Blot实验检测 BDNF和 GDNF的基因表达情况。

1.2.2 高压氧预处理方法 使用动物高压氧舱（中国烟台冰轮

高压氧舱有限公司，型号 NG90-IIC），纯氧洗舱 10 分钟，保

持舱内氧浓度在 98 - 100%、2.5绝对压（atmospheres absolute，

ATA)，增压和减压的速度为 0.2 atm/min，将大鼠放置舱内 1小

时，连续 5天。使用血氧计监测氧浓度，保持舱内温度在 23 -

26℃之间。对照组大鼠在同一个房间的常压空气下。

1.2.3 大鼠 MCAO 再灌注模型制备 将大鼠用戊巴比妥钠

（40 mg/kg）腹腔内注射麻醉，随后将其放置在加热垫上以保持

大鼠体温。取颈中线切开，逐层分离暴露右侧颈总动脉和颈外

动脉并结扎近端。从颈总动脉分叉处下方的切口向颈内动脉插

进 3 - 0圆形尖端尼龙单丝缝合线（Ethicon，1893G），直到区域

脑血流（CBF）降低到低于基线水平的 16%，从而阻塞大脑前动

脉的基底部、大脑中动脉和后交通动脉。缺血诱导后 2小时，缓

慢拔丝，血流恢复至≥ 75%的基线水平。使用激光多普勒血流

测定仪（Perimed AB，PeriFlux System 5000）监测同侧 CBF，并

监测直肠温度（Spacelabs Medical，90303B），将体温维持在

37.0-37.5℃。Sham组合 HBO组大鼠接受相同的手术，不进行

MCAO造模。

1.2.4 动物模型造模成功标准及神经功能评分 根据 Garcia

大鼠神经功能评分标准评估大鼠的神经功能缺损[14]，详见表 1。

最低神经功能评分结果为 3，最高神经功能评分结果为 18，代

表正常情况。

GDNF genes, and play a neuroprotective role of cerebral ischemia-reperfusion.

Hyperbaric oxygen pretreatment; Cerebral ischemia-reperfusion model; BDNF; GDNF

表 1 Garcia大鼠神经功能评分标准

Table 1 Garcia neurological scales for cerebral ischemia rats
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Groups Amount(n) Neural function scores Infarction Volume

Sham 6 18.78依1.10★ 0

HBO 6 18.56依1.13★ 0

MCAO 6 8.67依2.00 25.45依8.75

HBO + MCAO 6 15.33依1.87★ ★ 18.84依10.55★ ★

Note: compared with the MCAO group, ★ P < 0.01; compared with the MCAO group, ★ ★ P < 0.05.

图 1各组大鼠 TTC染色情况的比较

Fig.1 Comparison of TTC staining in each group

Note: A, Sham group. B, HBO group.

C, MCAO group, D, MCAO+HBO group

1.2.5 TTC染色 将大鼠快速断头取脑，放置于 -20℃冰箱中

速冻 15分钟后，随后进行切片，片厚 2 mm，置于 2%的 TTC溶

液中染色 60 min，未染色区域定义为梗死区域染色结束后换用

多聚甲醛固定 2h，拍照，使用 ImagePro Plus 5.1软件计算梗死

面积。

1.2.6 Western blot检测 断头法处死大鼠后取出海马，制备

蛋白样品。按照 BCA 蛋白质定量结果，各泳道蛋白上样为

40 滋g。凝胶电泳后将蛋白转移至 PVDF 膜；以封闭液 (25

mmol/L TBS溶液，5 g/L脱脂奶粉，1 mL/L吐温 -20) 室温封闭

1 h。经 TBS漂洗 3伊8 min，孵育一抗（BDNF、GDNF），4℃冰箱
过夜。第二日室温复温 30 min，TBS漂洗 3伊8 min。入二抗，室
温孵育 1 h。TBS洗膜 3伊8 min，滴加化学荧光试剂，在暗室中用
X光胶片压片成像。扫描各免疫印迹条带并进行分析，用 Image

J软件测出条带的灰度，计算出 BDNF和 GDNF条带与其对应

的 茁-actin条带的灰度比值。
1.3 统计学分析

采用 SPSS23.0进行数据统计分析，数据资料用 x依s 表
示。各组之间的比较用单因素方差分析，两两数据比较前进行

方差齐性检验，满足方差齐性则采用 LSD-t检验，方差不齐则

采用 Dunnett T3检验。设 P < 0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠神经功能评分

Sham组大鼠无神经功能损伤症状，模型组大鼠与对照组

大鼠的 7天神经功能评分比较具有统计学意义（P < 0.05），天

麻素组大鼠神经功能评分优于模型组大鼠，差异具有统计学意

义（P < 0.05）。见表 2。

表 2 大鼠神经功能评分和脑梗死容积(x依s)
Table 2 Comparison of Neurological Scores and Infarct Volumes(x依s)

2.2 TTC染色

TTC染色和梗死面积计算结果显示，Sham组和 HBO组

未出现梗死。MCAO 组出现较大的梗死面积比（25.45依
8.75）%，MCAO + HBO组的梗死灶（18.84依10.55）显著小于
MCAO组，差异具有统计学意义（P < 0.05）。见图 1。

2.3 各组大鼠海马内 BDNF与 GDNF的表达情况

MCAO组 BDNF水平明显低于 Sham组和 HBO组，差异

具有统计学意义（P < 0.05），而 MCAO + HBO组可以逆转这一

效应。同时，MCAO组 GDNF水平明显低于 Sham组和 HBO

组，差异具有统计学意义（P < 0.05），而 MCAO + HBO组亦可

以逆转这一效应，差异具有统计学意义（P< 0.05）。见图 2。

3 讨论

《中国脑卒中防治报告 2018》概要指出，我国脑卒中疾病

负担呈爆发式增长，40 岁以上脑卒中患者达到 1200 万人以

上，每年有 196万人脑卒中患者死亡[15]，而脑卒中其最有效的

治疗方式为超早期使用重组组织型纤溶酶原激活剂静脉溶栓

治疗，但因时间窗窄，现阶段国内诸多医疗机构尚未建立有效

且及时的的静脉溶栓绿色通道，严重限制了静脉溶栓的应用[16，17]。

寻找新的防治手段成为急性缺血性脑卒中治疗的当务之急。

高压氧疗法因其安全性高 [18]，已被应用于如一氧化碳中

毒、空气栓塞甚至风湿免疫等多种疾病[19，20]，既往研究发现，高

压氧预处理可以提高抗氧化水平，减少 IL-1、IL-6、TNF-琢等炎
症因子表达，诱导细胞自噬，激活缺氧诱导因子，抑制神经细胞

凋亡等，发挥神经系统保护作用[21，22]，但具体机制尚不清楚。我

们前期研究显示，高压氧预处理可以改善 MCAO模型大鼠脑

梗死面积及神经功能评分[23]。本研究采用 MCAO法制备急性
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图 2各组大鼠 BDNF和 GDNF表达情况的比较

Fig.2 Comparison of the apoptosis of rat myocardial cells among different groups

Note: # P< 0.005, compared withother group.

脑卒中模型[24]，使用脑梗死面积比和神经功能评分，从组织损

伤角度和运动功能角度评价缺血性脑卒中病情严重程度[25]。本

实验研究结果显示，MCAO模型组大鼠出现大面积脑梗死，而

高压氧预处理后可以逆转这一效应，与既往研究结果一致[23, 26]。

为了探讨具体的作用机制，我们观察了 HBO - PC对MCAO模

型大鼠 BDNF和 GDNF水平影响。

脑源性神经营养因子主要分布于中枢神经系统的皮层和

海马中，对中枢神经元的再生、分化和防止神经元凋亡方面均

有重要意义，发挥着重要的神经保护和神经营养作用[27，28]。脑缺

血发生后，BNDF在缺血区 6小时内表达增强，在 48小时达到

高峰[29]，因此，脑缺血后 BDNF增多有利于神经元的修复。已有

研究发现，高压氧治疗可以提高急性脑缺血患者血浆中 BDNF

含量[30]。此外，GDNF可以激活MAPK通路，促进星形胶质细胞

的增殖和分化，并对神经干细胞的表达和增殖起到正反馈作

用[13]。本研究亦显示MCAO术后 BDNF和 GDNF水平与对照

组相比明显下降，经过 HBO - PC可以逆转这一损伤。

综上所述，本研究证实 HBO-PC对MCAO模型大鼠具有

神经保护作用，这可能与 BNDF和 GDNF基因水平表达有关。

但本研究具有一定的局限性，未进行不同氧气压力或不同时间

HBO干预对MCAO的影响的检测，亦缺乏 HBO - PC脑保护

作用深层机制的研究。
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