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·基础研究·

高压氧和SB203580联合应用对大鼠脑缺血
再灌注紧密连接蛋白claudin-1的表达及
血脑屏障通透性的影响*

孙 涛1 马秀岩2 张倩茹3 赵 红3,5 陈学新4

摘要

目的: 探讨高压氧（HBO）和SB203580联合应用对大鼠脑缺血再灌注紧密连接蛋白claudin-1的表达及血脑屏障的

通透性影响。

方法:雄性Wistar大鼠，随机分成假手术组(sham)、脑缺血再灌注组(IR)、HBO+脑缺血再灌注组(HBO+IR)、脑缺血再灌

注组+SB203580 (IR+SB203580)、HBO+脑缺血再灌注+SB203580组 (IR+HBO+SB203580)。复制局灶性脑缺血再灌

注模型，IR+SB203580组和IR+HBO+SB20358组于脑缺血再灌注前30min经侧脑室注射100μl P38MAPK信号传导

通路抑制剂SB203580, HBO+IR组与IR+HBO+SB203580组并于再灌注期间行0.25MPa(2.5ATA) HBO治疗5次，在

处死动物前1h经尾静脉注射2%伊文思兰（EB），采用EB法检测缺血再灌注后血脑屏障通透性的变化。应用免疫组

织化学的方法和Western blot法分别观察claudin-1蛋白缺血再灌注72h后脑组织中的分布及claudin-1蛋白的表达

水平的变化。

结果:Claudin-1的蛋白表达与sham组相比于再灌注后72h表达显著降低（P＜0.01），同时伴有脑组织EB的含量显著

增高（P＜0.01）。HBO+IR组与 IR+ SB203580组较 IR组脑组织claudin-1蛋白表达水平明显增加（P＜0.01，P＜
0.05），脑组织EB的含量显著降低（P＜0.01）。IR+HBO+SB203580组相比脑组织中claudin-1蛋白表达与IR+HBO

组、IR+SB203580较比显著增加（P＜0.01），脑组织EB的含量显著降低（P＜0.01）。

结论:高压氧从蛋白水平可明显增加脑缺血再灌注脑组织中紧密连接相关蛋白claudin-1的蛋白表达，从而降低血

脑屏障通透性；高压氧与SB203580二者具有协同作用。
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Abstract
Objective: To investigate the effects of hyperbaric oxygen (HBO) and SB203580 on expressions of claudin-1 in

brain tissues and blood brain barrier (BBB) permeability after cerebral ischemia-reperfusion.

Method：Male Wistar mice were randomly assigned into sham, ischemia-reperfusion (IR), IR+HBO, IR+SB203580,

IR +HBO+SB203580 groups. After cerebral ischemia-reperfusion models were established, 0.25MPa (ATA) HBO

were applied 5 times during the reperfusion period, and 2% Evans blue (EB) was injected into tail veins 1h be-
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血脑屏障(blood brain barrier, BBB)破坏是缺血

再灌注性脑损伤重要的病理生理基础。血脑屏障主

要由内皮细胞和周细胞构成，星形细胞足突包围在

毛细血管外周[1]。随着研究的进展，Praveen等提出

血管内皮细胞之间的紧密连接是形成血脑屏障的关

键因素[1]。紧密连接的分子组成成分包括细胞之间

内在的跨膜蛋白，在不同细胞中发现的连接黏附分

子（JAMs）和若干胞质附着蛋白。其中跨膜蛋白

claudin对血脑屏障的紧密连接起着重要作用[2]。当

claudin蛋白出现结构和功能上的障碍时，血脑屏障

功能都会随之改变。Claudin-1是claudins基因家族

主要成员之一, 近来的研究表明claudin-1是决定体

内血脑屏障紧密连接的主要成分[3—4]。

丝裂原激活蛋白激酶（mitogen-activated pro-

tein kinase, MAPK ）信号通路是生物体内重要的信

号转导系统，参与介导细胞生长、发育、分裂和分化

等多种生理及病理过程[5]。P38丝裂原激活蛋白激

酶 （P38 mitogen-activated protein kinase,

P38MAPK）是丝裂原活化蛋白激酶的一种非常保守

的传导通路，P38MAPK信号传导通路在缺血再灌注

性组织损伤中被激活，并发挥重要的作用 [6]。

SB203580 作为 P38MAPK 特异性的抑制剂在研究

P38 MAPK信号传导通路的作用中被广泛的应用。

高压氧（hyperbaric oxygen，HBO）疗法作为无创

性治疗手段，在临床上已经得以应用。HBO可以增加

血氧分压，提高氧在组织内的弥散性，增大氧的弥散

距离，对改善组织内部微环境具有明显的作用[7—8]。

但其对血脑屏障的作用研究甚少，作用的确切机制

有待于进一步的研究。本研究通过复制脑缺血再灌

注模型，观察高压氧和SB203580对 claudin-1蛋白

的表达的变化，从而探讨HBO在血脑屏障保护作用

的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性 Wistar 大鼠, 3—4 月龄，体重为

（250±300）g（由中国医科大学动物部提供）。动物

随机分为假手术组（sham）（48只）、脑缺血再灌注组

（IR）（48只）、HBO+脑缺血再灌注组（HBO+IR）（48

只）、脑缺血再灌注+SB203580组（IR+SB203580）（48

只）和HBO+脑缺血再灌注组+ SB203580（HBO+IR+

SB203580）（48只）。

1.2 脑缺血再灌注动物模型的复制

采用大脑中动脉线栓法[9]，对照组为假手术组，

仅结扎颈外动脉，造成与实验组同样的手术损伤。

IR+SB203580与HBO+IR+SB203580组于再灌注前

30min经侧脑室注射SB203580 100μl。

1.3 实验鼠的高压氧处理

HBO+IR组和HBO+IR+SB203580组于术后0h、

2h、9h、21h、45h、69h（每组8只大鼠）进入HBO舱（型

号GB12130-2005）内，方法参见[8]。sham组、IR组和

IR+SB203580组亦置于舱内，模拟除压力，氧浓度外

的类同实验组的其他处理过程和环境条件。

1.4 脑组织伊文思兰（Evans blue, EB）测定

参考文献9。

1.5 免疫组化检测

免疫组化检测脑缺血再灌注脑组织微血管内皮

细胞claudin-1蛋白的分布和表达变化。大鼠于再

fore animals were executed. Expressions of claudin-1 and the contents of EB were determined by immunohisto-

chemistry, Western blot, and spectrophotometer, respectively.

Result：In IR group, the EB contents in brain tissue increased successively compared with sham group (P＜0.01).

While the expressions of claudin-1 decreased significantly consecutively in IR group, The protein expressions of

claudin-1 increased significantly and contents of EB decreased significantly in IR+HBO group and IR+SB203580

group compared with IR group (P＜0.01，P＜0.05). The protein expressions of claudin-1 in IR+HBO+SB203580

group increased as compared with IR+HBO group (P＜0.01) and IR+SB203580 group(P＜0.01).

Conclusion: HBO intervention can decrease the permeability of BBB via boosting the protein expressions of clau-

din-1. HBO and SB203580 have synergic effect.

Author's address Beijing Tiantan Hospital Affiliated to Capital Medical University, Beijing, 100076
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灌注后72h, 用水合氯醛麻醉后，沿胸骨左侧剪开胸

腔，从左心室灌注预冷生理盐水（10ml/min），无血污

后改滴4%多聚甲醛（5—10ml/min），约250ml，断头

取脑；将标本在4%多聚甲醛后固定24h，依次放入

15%、20%、30%蔗糖溶液中脱水；OTC包埋，冰冻切

片机冠状连续切片，厚度为10μm，进行免疫组化染

色。免疫组化结果用Motic Images Advanced 3.2图

像分析系统采集照片，并进行定量分析。

1.6 Western blot法检测

应用Western blot法检测脑缺血再灌注72h脑

组织微血管段claudin-1蛋白表达的变化。分离脑

缺血再灌注脑组织微血管段，加入裂解液后匀浆，

4℃，15000g离心15min，制成蛋白质抽提液，取上清

20μl，用考马斯亮蓝G-250结合法进行蛋白定量；

10%SDS-PAGE分离后，转印到硝酸纤维素膜上；

claudin-1 的一抗稀释度均为 1∶500（Santa Cruz

Biotechnology），β-actin 抗体的稀释度为 1∶5000，

4℃孵育过夜；相应二抗室温孵育3h；ECL试剂反

应，示出活性的claudin-1位于蓝色背景上的透亮

带。采用 Chemi Imager 5500 2.03 版软件扫描胶

片，Fluor Chem 2.0图像分析仪对条带积分光密度

进行定量分析。

1.7 统计学分析

用SPSS 13.0统计学软件进行统计学分析，所

有资料用平均值±标准差表示，两组均数间的比较

用 t检验。

2 结果

2.1 HBO和 SB203580对脑缺血再灌注72h大鼠脑

组织中EB含量的影响

从表1可见，IR组脑组织EB的含量与sham组

相 比 明 显 增 加（P＜0.01）。 IR + HBO 组 和 IR +

SB203580 组与 IR 组相比，EB 渗出明显减少（P＜
0.01，P＜0.05）。IR+HBO+SB203580组脑组织EB的

含量，与IR+HBO组相比显著增加(P＜0.01)，与IR+

SB203580组相比显著降低（P＜0.01）。

2.2 HBO和SB203580对脑缺血再灌注72h大鼠微

血管段claudin-1蛋白表达分布的变化

见图1—2，表2。从图1中可见，紧密连接蛋白

claudin-1 在各组大鼠脑组织中沿血管呈阳性表

达。图2 Western blot显示高压氧和SB203580对脑

缺血再灌注72h大鼠claudin-1蛋白表达的影响。免

疫组化和Western blot 显示一致的实验结果。脑组

织claudin-1的蛋白表达在IR组显著降低与sham组

相 比（P＜0.01），与 IR 组 相 比 IR + HBO 和 IR +

SB203580 组 claudin-1 的蛋白表达明显增加（P＜
0.01，P＜0.05）。 IR + HBO + SB203580 组脑组织

claudin-3的蛋白表达与IR+HBO组相比显著减少

（P＜0.01）；与 IR+SB203580组相比显著增加（P＜
0.01）。

表1 HBO和SB203580对脑缺血再灌注24h
大鼠脑组织中EB含量的影响 （x±s）

组别

sham组
IR组

IR+HBO组
IR+SB203580组

IR+HBO+SB203580组
注：与sham组比较①P＜0.01；与IR组比较②P＜0.01，③P＜0.05；与
IR+HBO组和IR+SB203580组相比④P＜0.01

例数

8
8
8
8
8

EB含量（μg/g脑组织）

0.12±0.009
0.53±0.028①

0.21±0.026②

0.33±0.043③

0.15±0.029④

表2 HBO和SB203580对脑缺血再灌注72h大鼠
claudin-1蛋白表达的影响 （x±s，%）

组别

sham组
IR组

IR+HBO组
IR+SB203580组

IR+HBO+SB203580组
注：与sham组比较①P＜0.01；与IR组比较②P＜0.01，③P＜0.05；与
IR+HBO和IR+SB203580相比④P＜0.01

例数

8
8
8
8
8

平均面密度值

0.22±0.011
0.02±0.003①

0.11±0.008②

0.13±0.006③

0.20±0.011④

平均光密度值

0.43±0.032
0.13±0.013①

0.22±0.015②

0.20±0.012③

0.33±0.022④

图1 HBO和 SB203580对脑缺血再灌注72h大鼠微血管段claudin-1蛋白表达 （免疫组化，×400）

sham组 IR组 IR+HBO组 IR+SB203580组 IR+HBO+SB203580组
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3 讨论

BBB是维持中枢神经系统内环境稳定的结构基

础，其结构与功能的变化也是多种神经系统疾病病

理变化的核心过程[1]。脑缺血再灌注损伤，主要是

指缺血脑组织恢复血液灌注后，脑组织损伤反而加

重，表现为其神经损害体征和形态学改变有时会较

前更加明显等[2]。血脑屏障的改变是脑缺血再灌注

损伤过程中重要的病理生理过程。通常以EB的含

量作为衡量血脑屏障通透性的检测指标,脑缺血再

灌注后EB的含量明显增加。

Claudins属于一类跨膜蛋白，目前已发现其有

24个家族成员，结构类似，分子量在17-27kDa之

间。其中claudin-1在1998年被认为是组成紧密连

接的必要组成部分。所以研究claudin-1在脑缺血

再灌注损伤中导致BBB变化是非常必要的[10—12]。研

究发现,缺血再灌注72h claudin-1的表达显著减少,

表明claudin-1在BBB后期的延迟开放中起到重要

的作用。

脑缺血再灌注损伤是常见的病理生理过程，近

来研究发现脑缺血再灌注导致MAPK家族的迅速激

活。MAPK家族在细胞信号转导中起着重要的作

用，参与细胞生长、发育、分化、凋亡等生理、病理过

程。P38MAPK 通路是 1993 年发现的一条信号

38MAPK通路，它是脑缺血损伤过程的重要信号系

统[8]。应用P38MAPK信号传导通路的特异性的抑制

剂SB203580后，结果显示脑缺血再灌注72h clau-

din-1的蛋白表达明显增加，同时伴有脑组织EB含

量的减少。表明P38MAPK信号传导通路脑缺血再

灌注损伤中导致claudin-1的蛋白表达的变化起一

定的作用。

HBO的效应主要是通过提高血氧张力、增加组

织中的氧储量和氧在毛细血管中的扩散距离、降低

血液黏滞性、激活体内有氧氧化等实现[7]。本实验

表明，HBO显著增加脑缺血再灌注claudin-1的蛋白

表达及降低脑组织EB含量，具有在脑缺血再灌注损

伤保护BBB的功能,HBO和SB203580二者具有协同

作用。
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图2 HBO和SB203580对脑缺血再灌注72h大鼠
claudin-1蛋白表达的影响（Western blot 蛋白图谱）

(a)sham组; (b)IR组; (c)IR+HBO组; (d)IR+SB203580组; (e)IR+HBO+
SB203580组

a edcb

claudin-1

β-actin
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