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·基础研究·

高压氧对两种实验性脑出血大鼠模型出血灶
周围水肿及水通道蛋白-4表达的影响

房金勇1 李红玲1,4 纪庆红2 陈玉燕3

摘要

目的:探讨高压氧（HBO）对两种实验性脑出血大鼠模型血肿周围水肿及水通道蛋白-4（AQP-4）表达的影响。

方法：将126只健康雄性SD大鼠随机分为5组：①假手术组6只（SHG）；②自体血诱导脑出血（A-ICH）对照一组30

只；③胶原酶诱导脑出血（C-ICH）对照二组30只；④A-ICH模型加高压氧治疗（A-ICH+HBO）实验一组30只；⑤

C-ICH模型加高压氧治疗（C-ICH+HBO）实验二组30只，后4组又随机分为术后24h、48h、72h、5d、7d五个时间点组，

每组6只大鼠。高压氧治疗自术后24h开始，1次/d。于相应时间点将大鼠处死，进行脑水肿和AQP-4的测定。

结果: A-ICH模型成功率为65%,C-ICH模型成功率为75%。两对照组和两实验组大鼠脑组织含水量各时间点均高

于假手术组，（A-ICH+HBO）经高压氧治疗后各时间点（24h、48h、72h、5d、7d）含水量均低于（A-ICH组），差异除24h

组外均有显著性意义（P<0.05）。（C-ICH+HBO）经高压氧治疗后仅在ICH后48h和5d两个时间点与C-ICH对照组差

异有显著性意义（P<0.05）。A-ICH+HBO和C-ICH+HBO组相比，前者水肿改善更早、更明显，尤其在72h时，差异显

著（P<0.05）。脑出血后大鼠脑组织中AQP-4在各组均有表达，假手术组呈低表达状态，A-ICH和C-ICH两个对照

组在脑出血后24h开始升高，48h达到高峰，72h后开始逐渐降低，7d时表达水平同假手术相近，但仍高于假手术组，

A-ICH组与C-ICH组相比AQP-4表达更显著，但除72h组外其他时间点两组间无显著性差异（P>0.05）。（A-ICH+

HBO）组各个时间点脑出血周围 AQP-4 的表达与 A-ICH 比较显著降低，差异具有显著性意义（P<0.05）。但

（C-ICH+HBO）组AQP-4低表达仅在48h和72h与C-ICH组有差异（P<0.05）。A-ICH+HBO 组与C-ICH+HBO组相

比AQP-4改善的较早、且明显，尤其在48h和72h差异显著（P<0.05）。
结论：HBO通过下调AQP-4的表达可有效减轻脑水肿。比较两种ICH模型发现，A-ICH模型在高压氧治疗中的敏

感性更高，更适合高压氧在治疗脑出血水肿方面的研究。
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Abstract
Objective:To study the effects of hyperbaric oxygen (HBO) on brain edema and expression of aquaporin-4

(AQP-4) surrounding brain tissue of hemorrhagic focus following experimental intracerebral hemorrhage(ICH) in

two kinds of rat models.

Method:A total of 126 rats were randomly divided into five groups:sham-operated group(SHG,6 rats);control-1

group(autologous blood induced intracerebral hemorrhage model,A-ICH,30 rats), control-2 group(collagenase-in-

duced intracerebral hemorrhage model, C-ICH, 30 rats), trial-1 group(A-ICH+HBO,30 rats),trial-2 group(C-ICH+

HBO,30 rats).HBO therapy was intervened at 24h after operation,once a day.All rats were sacrificed at 24h, 48h,
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脑出血（intracerebral hemorrhage，ICH）是指非

外伤性脑实质出血，致死率及致残率较高，是一种严

重危害人民健康的疾病。脑出血后继发的脑水肿是

脑出血患者急性期病情恶化和死亡的主要原因之

一。高压氧（hyperbaric oxygen，HBO）疗法是指机体

处于高气压的环境中，呼吸与环境等压的高压纯氧

或高压混合氧（97%O2+>3%CO2）从而达到治疗各种

疾病的目的[1]。临床上应用HBO治疗缺血缺氧性脑

病已经得到认同[2]，但在治疗脑出血方面仍存有不

同见解。新近研究发现HBO可以显著的减轻脑出

血患者脑水肿的程度和范围，连续HBO治疗可有效

减轻迟发性脑水肿，从而有利于患者神经功能的恢

复[3]，但其具体机制尚未明确。本研究就高压氧对

两种实验性脑出血大鼠血肿周围水肿及水通道蛋白

（aquaporin, AQP-4）表达情况进行观察，以探讨高

压氧治疗脑出血的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂：Ⅶ型胶原酶（美国Sigma公司），兔抗大

鼠多克隆AQP-4抗体（美国Santa Cruze 公司），大

鼠SP试剂盒（北京中杉生物工程有限公司），DAB试

剂盒（河北博海生物工程有限公司），其他试剂来自

北京化工厂和天津化学试剂厂。

1.1.2 主要仪器：医用单体婴幼儿氧舱YL0.5/1.2型

（武汉船舶设计研究所），BX41显微照相仪（日本

OLYMPUS公司），医用光学显微镜（日本OLYMPUS

公司），立体定向仪（美国STOELTING公司），石蜡切

片机（德国Leica公司），HM-200电子天平（日本三

洋公司），100μl微量注射器（北京博奥森试剂有限

公司），SZ 双重纯水整流器（上海亚荣生化），

WH-43 电热恒温干燥箱（天津泰斯特仪器公司）。

1.1.3 实验动物选择：健康成年雄性SD大鼠126

只，体重350—380g，由河北医科大学动物实验中心

提供，清洁级别，在恒温20—25℃环境中，分笼饲养

于河北医科大学第二医院动物实验中心，以标准饲

料喂养并饮用自来水。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组：将126只健康雄性SD大鼠随

机分为5组：①假手术组6只（SHG）；②自体血诱导

脑 出 血（autologous blood induced intracerebral

hemorrhage, A-ICH）对照一组30只；③胶原酶诱导

脑 出 血（collagenase induced intracerebral hemor-

rhage, C-ICH）对照二组30只；④（A-ICH+HBO）实

72h, 5d,7d post operation（each time point 6 rats）. Brain edema and expression of AQP-4 were tested.

Result:The success rates of A-ICH model and C-ICH model were 65% and 75% respectively. Brain edema con-

tent of A-ICH, C-ICH, A-ICH+HBO and C-ICH+HBO groups were significant higher than that of SHG group(P<
0.05）.The cerebral edema of A-ICH+HBO and C-ICH+HBO groups alleviated obviously compared with A-ICH

and C-ICH groups, and the difference was significant respectively at 48h,72h,5d,7d and 48h,5d post operation（P<
0.05）. The brain edema of A-ICH+HBO group alleviated more early and obviously than that of C-ICH+HBO

group, especially at 72h post operation(P<0.05）.The expression of AQP-4 appeared in all rats brain tissue,but ex-

pression of AQP-4 in SHG group was lower.That of A-ICH and C-ICH groups started rising at 24h post opera-

tion,the peak appeared at 48h,then dropped at 72h,but there were still significant different compared with SHG

group at 7d post operation(P<0.05）.The difference between A-ICH group and C-ICH group was significant at 72h

post operation(P<0.05），and the difference between A-ICH+HBO group and A-ICH group was significant at all

time points post operation(P<0.05）. but the difference between C-ICH+HBO group and C-ICH group was signifi-

cant only at 48h and 72h post operation(P<0.05）. Compared with C-ICH +HBO group, expression of AQP-4 in

A-ICH+HBO group was more obvious and early,especially at 48h and 72h post operation(P<0.05）.
Conclusion:HBO might play neuroprotection role by relieving brain edema and down-regulating AQP-4 expres-

sion. A-ICH model was more fit for brain edema study of ICH rat.

Author's address Department of Rehabilitation, The Second Hospital of the Hebei Medical University, Shijia-

zhuang, 050000
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验一组30只；⑤（C-ICH+HBO）实验二组30只，后4

组又随机分为术后24h、48h、72h、5d、7d五个时间点

组，每组6只大鼠。

1.2.2 动物模型的建立方法：①A-ICH模型:参照张

祥建[4]等的方法，将大鼠用水合氯醛麻醉后，固定在

立体定向仪上，暴露前卤，在前卤前0.5mm，中线右

侧旁开 3mm 钻一小孔，用微量注射器取动脉血

50μl，插入钻好的小孔内，进针深度5.8mm（尾状核

位置）,注射时间10min，留针5min，之后用骨蜡密封

进针孔，缝合皮肤后消毒。②C-ICH模型：方法同自

体血注入模型，但注入脑内的是胶原酶（浓度为

0.2U/μl生理盐水）2.5μl。③假手术组模型：方法同

自体血注入模型，但注入脑内的只是生理盐水

50μl。

1.2.3 高压氧处理：采用单体婴幼儿高压氧舱对实

验组大鼠（术后24h）进行高压氧暴露，加压时间为

15min，治疗压力为0.10MPa，容器内氧浓度控制在

90%以上，持续吸氧60min，减压时间为25min，每日

一次，治疗次数依实验时间点而定，舱内温度控制在

24℃左右。对照组不做高压氧治疗。

1.2.4 神经功能评定：术后24h对各组大鼠应用改

良的Longa分级法[5]进行行为学评分：0分，无神经缺

陷症状；1分，不能伸展手术对侧前肢；2分，手术对

侧前肢屈曲；3分，轻度向手术对侧转圈；4分，严重

向手术对侧转圈；5分，向手术对侧跌倒。得分1分

以上为实验模型成功。

1.2.5 脑组织含水量测定：采用干湿重法测定脑出

血灶周围脑组织含水量：去除额极后，取病变侧

2mm厚脑组织测定其含水量。①将脑组织放入事

先称重的锡纸（A）中，然后立即称重，将其重量用

（B）表示，B-A即是脑组织湿重；②将脑组织用锡纸

包裹，放入烤箱内100℃烘干24h后取出，恢复到室

温称重（C），用C-A即是其干重。③将数据代入公

式：脑组织含水量=（脑组织湿重-脑组织干重）/湿

重×100% 用字母表示为：（B-C）/（B-A）×100%。

1.2.6 脑组织标本处理：将实验所用动物按照不同

的处死时间，用水合氯醛麻醉后，取各组大鼠脑组

织，用4%的多聚甲醛固定后，以0.01M PBS冲洗，在

常规梯度乙醇溶液中脱水，二甲苯透明，经石蜡包埋

制备蜡块，用组织切片机制备厚度为5μm组织切

片。

1.2.7 脑组织中AQP4的测定：采用免疫组化ABC

法进行染色，其操作步骤严格按照说明进行。每只

大鼠选择三张脑组织片，每张免疫组化染色切片在

400倍镜下随机选择取5个不同视野进行观察，对阳

性细胞（AQP-4阳性表现为胞浆呈棕黄色，）进行计

数，并计算其在脑组织中的阳性细胞表达率。

1.3 统计学分析

对所有资料录入微机，建立数据库，采用

SPSS13.0统计软件进行统计分析。计量资料所有数

据以均数±标准差表示，P＜0.05即认为有显著性意

义，应用ANOVA对多组计量资料间均数进行方差

分析。

2 结果

2.1 实验动物模型制备的成功率

A-ICH模型成功率为65%,C-ICH模型成功率

为75%，相对高于A-ICH模型。实验动物死亡时间

多为模型制备后的 48—72h，死亡率高达 25%—

35%。

2.2 脑组织含水量的测定

对照组和实验组大鼠脑组织含水量各时间点均

高于假手术组，对照组自术后24h开始出现脑水肿，

48（A-ICH组）—72h（C-ICH组）水肿达高峰，5d后

开始减轻，但7d时仍不能完全恢复正常。对照组

C-ICH脑组织含水量好像较A-ICH组数值高，但无

显著性意义（P>0.05）。实验组（A-ICH+HBO）经高

压氧治疗后脑水肿明显减轻，各时间点（24h、48h、

72h、5d、7d）含水量均低于对照组（A-ICH组），差异

除 24h 组外均有显著性意义（P<0.05）。实验组

（C-ICH+HBO）经高压氧治疗后脑水肿同样出现减

轻，但不如A-ICH+HBO组显著，仅在ICH后48h和

5d两个时间点与C-ICH对照组差异有显著性意义

（P<0.05），72h 水肿仍改善不著。A-ICH+HBO 和

C-ICH+HBO组相比，前者水肿改善更早、更明显，尤

其在术后72h时，差异显著（P<0.05），见表1。

2.3 脑组织出血灶周围AQP-4表达的测定

脑出血后大鼠脑组织中AQP-4在各组中均有

表达，假手术组呈低表达状态，对照组在脑出血24h

后开始升高（见图1—2），48h达到高峰，72h后开始
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逐渐降低，术后7d时表达水平同假手术相近，但仍

高于假手术组，A-ICH组与C-ICH组相比AQP-4表

达更显著，但除72h组外其他时间点两组间无显著

性差异（P>0.05）。实验（A-ICH+HBO）组各个时间

点脑出血周围AQP-4的表达与对照组A-ICH比较

显著降低，差异具有显著性意义（P<0.05）。但实验

（C-ICH+HBO）组AQP-4表达降低的不是太明显，

仅在术后 48h 和 72h 与 C-ICH 对照组有差异（P<
0.05）。A-ICH +HBO 组与 C-ICH +HBO 组相比

AQP-4改善得较早、且明显，尤其在术后48h和72h

差异有显著性意义（P<0.05）。见表2及图3—4。

表1 不同组别术后不同时间点大脑含水量比较 （x±s，%）

组别

SHG
A-ICH

A-ICH+HBO
C-ICH

C-ICH+HBO
注：①各组与假手术组比P<0.05；②实验组（A-ICH+HBO，C-ICH+HBO）与对照组（A-ICH，C-ICH）相比P<0.05；③实验组之间（A-ICH+HBO，
C-ICH+HBO）相比P<0.05

24h

76.83±2.61
83.14±3.29①

81.26±3.37①

84.51±1.15①

82.15±2.97①

48h

76.83±2.61
86.12±2.10①

83.05±1.09①②

87.92±2.34①

84.78±2.01①②

72h

76.83±2.61
85.58±4.74①

80.55±2.85①②

88.12±1.93①

86.23±3.05①③

5d

76.83±2.61
82.78±3.84①

79.99±3.06①②

83.02±2.04①

80.48±3.65①②

7d

76.83±2.61
81.91±2.67①

77.30±4.67①②

82.20±3.80①

78.66±3.44①

表2 不同组别术后不同时间点AQP-4比较 （x±s，%）

组别

SHG
A-ICH

A-ICH+HBO
C-ICH

C-ICH+HBO
注：①各组与假手术组比 P<0.05；②实验组（A-ICH+HBO，C-ICH+HBO）与对照组（A-ICH，C-ICH）相比 P<0.05；%对照组之间（C-ICH与
A-ICH）相比P<0.05；③实验组之间（A-ICH+HBO，C-ICH+HBO）相比P<0.05

24h

39.45±5.67
45.06±3.36①

43.39±2.97①②

47.92±4.61①

46.93±0.56①②

48h

39.45±5.67
52.76±5.16①

46.64±3.08①②

60.47±5.38①

49.42±4.72①②③

72h

39.45±5.67
49.07±2.80①

44.59±1.95①②

57.83±3.51①

47.17±3.96①②③

5d

39.45±5.67
47.59±4.82①

42.49±4.78①②

53.72±4.07①

43.59±4.23①②③

7d

39.45±5.67
44.68±3.77①

39.87±2.60①②

46.88±5.63①

40.38±4.64①②

3 讨论

临床实验表明高压氧对于减轻脑出血后继发性

脑水肿有显著效果，但其作用机制尚不明确，缺乏循

证医学证据。朱向阳[6—8]等发现高压氧能减少ICH

患者血清基质金属蛋白酶-9、细胞间黏附分子-1和

高敏C反应蛋白的表达，降低血浆纤维蛋白原、D-

二聚体、神经元特异性烯醇化酶的浓度，改善脑出血

患者的血液流变性，减轻出血后的炎症激活程度，从

而减轻脑水肿。Qin[9]等采用自体血、凝血酶、二价铁

诱导大鼠ICH模型发现:高压氧能减少自体血诱导

的ICH模型中热休克蛋白-3的表达，从而起到减轻

脑水肿的作用，但是其治疗机制却与二价铁无关。

实验同时还显示，凝血酶诱导的脑出血模型经高压

氧治疗后其水肿程度不仅没减轻，反而加重了。因

此探讨高压氧治疗脑出血理论依据的条件首先是要

选择好适合于研究高压氧治疗的ICH模型。

目前用于研究脑出血的实验动物模型主要

有：自体血模型、胶原酶诱导模型、微球囊模型、自

发性出血模型。本研究选择目前应用最广泛的

A-ICH 和 C-ICH 模型。结果显示，A-ICH 模型成

功率为65%,低于国外（71%）和国内（79%）报道的

成功率[10—12]。C-ICH模型成功率为75%，相对于高

于A-ICH模型。本实验动物死亡时间多在模型制

备后的48—72h，即脑水肿最严重的时间段。影响

图1 A-ICH组在术后
24hAQP-4表达（×400）

图2 C-ICH组在术后24h
AQP-4表达（×400）

图3 A-ICH+HBO组在术后
5d AQP-4表达 (×400)

图4 C-ICH+HBO组在术后
5d AQP-4表达（×400）

990



www.rehabi.com.cn

2012年，第27卷，第11期

模型成功率的因素有[11—12]：麻醉药物的用量、注入脑

内的血液和胶原酶的多少，微量注射器的进针深度、

液体推注时间及速度，以及动物生存环境等。本实

验时间正好赶在炎热的夏季，试验室距高压氧治疗

地0.5h路程，因此，考虑环境因素也许是本研究模型

成功率下降的主要原因之一。

A-ICH模型的优点是采用了自体血，能较相似

的模拟人类脑出血，对出血后的病理生理变化能较

真实的反映出来，其缺点是注入过程中的凝血、注入

速度的控制、注入血量的多少、误入蛛网膜下腔等问

题会影响模型的成功率[10]。C-ICH模型优点是操作

简单，重复性好，血肿的大小、部位、形态较易控制，

其最大的缺点是采用了外源性胶原酶，形成的是一

个非完全的血肿，还可引起脑组织的炎症反应，从而

影响其同人类脑出血发生时在病理生理等方面的相

似性。但该模型在神经功能恢复和评价药物疗效方

面的优势，仍不失为一种理想模型的选择[13—14]。

目前高压氧在实验性大鼠脑出血方面的研究报

道尚鲜有报道，至于哪种ICH模型更适合高压氧环

境下对不同因子的研究尚无定论。在我们的实验

中，通过对大鼠脑组织水肿含量、出血灶周围

AQP-4表达的测定发现，A-ICH模型在脑水肿含量

及AQP4表达两方面较C-ICH模型更能较早、较明

显地反映出这两个指标的变化，说明在研究脑出血

导致的脑水肿方面，高压氧对A-ICH模型的敏感度

较高，可作为以后相关实验研究的一个理论依据。

从数据上看，C-ICH模型的脑水肿和AQP-4表达似

较A-ICH模型更明显，但统计学上未发现差异。而

经高压氧治疗后，C-ICH模型的水肿改善情况也不

如A-ICH模型敏感，分析可能原因是：C-ICH模型

产生的出血过程为渗血，引起的炎症反应较剧烈，同

时在脑血肿形成过程中，大鼠的血脑屏障被破坏，脑

水肿程度相对严重，进而影响AQP-4在脑组织中的

表达。

AQP-4是Agre在1988年从红细胞Rh蛋白中分

离出的一种功能蛋白，在1992[15]年被证实AQP-4是

一种介导细胞内外水转运的膜蛋白。其在脑组织中

的分布特点是：在星形胶质细胞足突形成的胶质界

膜和血管周围的星形胶质细胞表面表达最强烈[16]，

Warth A等[17—18]研究发现AQP-4在胶质细胞足突膜

上呈高极性表达分布，其在软脑膜区域的密度是神

经纤维网膜的几倍，在脑组织细胞膜上其分布同K+

通道的极性分布相一致。Venero JL等[19]还发现其

在脉络丛上皮细胞、脑室周围室管膜细胞、软脑膜的

表达同脑脊液的重吸收部位相一致。通过上述

AQP在脑组织中的分布特点，研究推断出AQP-4在

大脑中是脑脊液同细胞之间水转运的结构基础，具

有维持细胞内外水、钾离子浓度平衡，参与渗透压调

节的作用，是影响中枢神经系统水、电解质的关键因

素，从而也为进一步研究其与脑水肿的关系提供了

理论依据。

在脑缺血研究方面，Taniguchi等[20]通过MCAO

(大脑中动脉闭塞模型)发现在梗死后的1—7d，梗死

部位的皮质周围胶质细胞上AQP-4的表达水平增

高，其表达高峰同脑水肿高峰相一致，都在梗死后第

3 天出现，但在梗死灶中心并未见到表达，提示

AQP-4的表达上调参与了梗死后水肿的形成，梗死

后的病理改变可诱导其表达的增加。Zhao J等[21]通

过对脑损伤后AQP-4表达的测定同样发现在脑创

伤后的皮质和血脑屏障两侧AQP-4的表达增强，表

明了其在介导水分子通过血脑屏障过程中的作用。

因此大部分学者认为AQP-4的表达上调有加重脑

水肿或者诱导脑水肿形成的作用，可以通过某些途

径影响其表达的上调来控制水肿的产生。其中包括

对内环境的改变、大脑中某些蛋白质浓度的调节、外

源性的重金属、超低温、激素类药物、大分子的脂类、

外源性补体等，这些都能在一定程度上影响水通道

蛋白在脑内的表达，其具体影响的途径可能与细胞

内外的信号转导有关。King等[22]在研究水通道蛋白

时认为，脑组织对于外界环境的变化包括脑外伤、缺

氧、出血、缺血、炎症等，都被作为一种信号刺激而激

活AQP-4在血脑屏障、皮质胶质细胞膜上的受体，

使其自身发生磷酸化，其具体途径包括了钙离子信

号转导、电子的传递、蛋白激酶C的磷酸化等一系列

变化。由于其在细胞膜上的分布同K离子通道的存

在位点有一致性，在其改变细胞膜结构的同时也影

响了K离子通道对钾离子的摄取[23]，增加了细胞膜

的通透性，从而导致细胞水肿产生。

但是，由于研究条件及其他因素的影响，有一部

分研究者认为AQP-4在脑水肿周围组织中表达增
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强，对于受损的脑胶质细胞是一种保护性的适应过

程，而在脑水肿达高峰后，AQP-4的表达是为了增

加细胞内的水分，改变外环境引起的细胞内离子浓

度的变化，通过对细胞内渗透压的调节来维持细胞

内环境的稳定，从而对抗脑水肿的进一步加重。虽

然观点不同，但都说明了AQP-4的关键作用。

高压氧作为治疗脑水肿的一种有效手段，在国

内有报道称高压氧可通过抑制AQP-4的表达减轻

脑梗死、蛛网膜下腔出血和颅脑损伤后继发的脑水

肿[24—25]，但对脑出血后脑组织中AQP-4的表达有无

影响目前尚鲜见报道。本研究显示，高压氧对于两

种ICH模型脑水肿及出血灶周围AQP-4的表达都

有影响，通过下调AQP-4的表达可有效减轻脑水

肿。比较两种ICH模型发现，自体血注入ICH模型

在高压氧治疗中的敏感性更高，更适合高压氧在治

疗脑出血水肿方面的研究。但本研究不足之处是脑

组织中AQP-4未采用计算机图像分析技术测定，结

果的客观性可能会受到一定影响。
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