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不同压力高压氧对实验性脑出血大鼠出血灶
周围水肿及水通道蛋白4表达的影响

陈玉燕1 李红玲2，3 牛蕾蕾1 张会萍2

摘要

目的：观察不同压力高压氧对实验性脑出血大鼠出血灶周围水肿及水通道蛋白-4（AQP4）表达的影响。

方法：应用胶原酶诱导法建立大鼠脑出血模型，将90只雄性脑出血SD大鼠随机分为对照组（18只）、常压氧

（1.0ATA）治疗组（18只）和高压氧治疗组（54只），高压氧治疗组再按不同的高压氧治疗压力分为1.8ATA组、2.0ATA

组、2.2 ATA组3个亚组，每组18只，按不同治疗压力1次/d，对照组为脑出血模型组，不进行HBO/常压氧治疗，各组

分别于第1、3、5天断头取脑，每个时间点各6只。干湿比重法测定脑组织的水含量，免疫组织化学染色法测定AQP4

的表达。

结果：脑组织水含量：①常压氧治疗组较脑出血对照组减少，于各时间点比较差异均无显著性意义（P>0.05）；②高压

氧治疗各组较常压氧组及对照组水肿减轻明显，于第1天时2.0ATA组与常压氧组及对照组比较差异有显著性意义

（P<0.05）；于第3、5天时高压氧治疗各组与常压氧组及对照组比较均有显著性意义（P<0.05），但2.0ATA组较

1.8ATA组及2.2ATA组减轻明显（P<0.05）。AQP4表达：①常压氧治疗组较脑出血对照组表达减少，但于各时间点

比较差异均无显著性意义（P>0.05）；②高压氧治疗各组较常压氧治疗组及脑出血对照组表达减少，于各时间点比较

均有显著性意义（P<0.05），但于3d、5d时2.0ATA组较1.8ATA组及2.2ATA组表达减少更明显（P<0.05）。
结论：HBO治疗可减少出血灶周围脑组织水含量及AQP4表达，其中2.0ATA治疗压力优于1.8ATA及2.2ATA。
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Abstract
Objective:To study the effects of different atmosphere absolute(ATA) hyperbaric oxygen(HBO) on perihematomal

edema and expression of aquaporin-4 in rats with intracerebral hemorrhage(ICH).

Method:The collagenase-induced method was used to set up the rat models.A total of 90 male SD rats with ex-

perimental ICH were randomly divided as control group (n=18),ICH with normal baric(1.0ATA) oxygen treatment

group(n=18) and ICH with HBO therapy group(n=54).The rats in the HBO therapy group were again divided as

ICH with 1.8ATA HBO therapy sabgroup, ICH with 2.0ATA HBO therapy sabgroup and ICH with 2.2ATA HBO

therapy sabgroup,with 18 rats in each.The oxygen treatment was administered by using 90% oxygen at different

ATA in a steady pressure for 60min,once daily.Rats were sacrificed by decapitation at the time points of 1d,3d,5d.

Each time point had 6 rats.The water content of brain tissue was measured by dry-wet method,the expression of

AQP4 was detected by immunohistochemical staining.

Result:The brain water content and AQP4 level in the perihematomal area in 1.0ATA oxygen treatment group
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脑 水 肿 是 脑 出 血（intracerebral hemorrhage，

ICH）后最主要的继发性病理生理改变，有效治疗脑

水肿是减轻脑继发性损害、保护和促进神经功能恢

复的重要措施[1]。近年来国内外学者对HBO治疗脑

出血进行了较为广泛的研究，并且证实HBO有明确

的疗效，但对其作用机制尚不清楚[2]。水通道蛋

白-4（aquaporin-4, AQP4）是美国科学家Agre教授

于1994年分离发现的[3]。AQP4是脑组织中的主要

水通道蛋白，丰富表达在毛细血管、血管周围及软脑

膜所直接接触的胶质细胞上。近年研究表明AQP4

与脑水肿密切相关[4]。但是在不同压力HBO作用

下，出血灶周围脑组织的水含量及AQP4的表达情

况目前尚不明了。关于高压氧是否通过抑制AQP4

的表达来减轻脑水肿也鲜有报道。本研究的目的是

通过建立大鼠脑出血模型，观察不同压力高压氧治

疗对出血周围脑组织的水含量及AQP4表达的影

响，探索高压氧治疗脑出血的最佳治疗压力，并探讨

其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 主要器材及试剂

大鼠脑立体定向仪（美国STOELTING公司）、高

压氧舱（烟台冰轮高压氧舱有限公司 YC3200/

22VII）、尖头改锥（自制）、Ⅶ型胶原酶（美国Sigma公

司）、兔抗大鼠多克隆AQP-4抗体（武汉博士德生物

工程有限公司）、免疫组化试剂盒及DAB显色试剂

盒（河北世纪康为生物工程有限公司）、医用光学显

微镜及BX41显微照相仪（日本OLYMPUS公司）。

1.2 实验动物与分组

成年健康雄性SD大鼠90只(河北省实验动物中

心+1106019)（模型未成功者已除外），体重300—

350g，由河北医科大学动物实验中心提供，分笼饲养

于河北医科大学第二医院神经病学实验室动物房

内，以标准饲料喂养并饮用自来水。90只脑出血大

鼠随机分为对照组（ICH组）：仅为脑出血模型，不作

任何处理（18只）、常压氧治疗组（ICH+1.0ATA组）

（18只）和高压氧治疗组（54只），高压氧治疗组再按

不同的高压氧治疗压力分为ICH+1.8ATA组、ICH+

2.0ATA组、ICH+2.2 ATA组 3个亚组，每组18只。

各组分别于相应处理后1d、3d、5d断头取脑，每个时

间点各6只。制模成功后24h按不同治疗压力1次/

d，常压氧治疗组与高压氧治疗组除治疗压力不同

外，其余均在同一实验条件下吸浓度约为90%的氧

气，对照组不进行HBO/常压氧治疗。

1.3 大鼠脑出血模型的制备

依据参考文献[5—6]采用胶原酶Ⅶ定位注射诱发

大鼠尾壳核脑出血模型。大鼠称重后，10%水合氯

醛（0.4ml/100g）腹腔内注射麻醉，保证手术操作期间

大鼠有自主呼吸，俯卧固定于立体定位仪上，使前后

囟位于同一水平。头顶常规备皮消毒，于颅正中矢

状切开约1.5cm，盐水棉球擦拭使前囟清晰暴露。

依照立体定位图谱进行定位，于前囟后1mm、矢状

线右侧3mm处（尾壳核定位处）以尖头改锥于颅骨

上钻一直径约1mm的小孔，深达骨膜。将含有0.6U

胶原酶Ⅶ/3μl生理盐水微量注射器垂直固定于立体

定位仪上，使针头与小孔在同一直线上，进针约

6mm，然后缓慢匀速推注5min，留针10min，缓慢出

针5min，共20min。骨蜡封住颅孔，缝合皮肤切口,再

次消毒创处，置于空笼内待大鼠苏醒。

在动物模型制备后，24h后观察大鼠行为学变

化，按LongaFZ评分法[7]评分：0分，无体征；1分，不能

完全伸展对侧肢体（左侧）；2分，对侧肢体瘫痪，向

对侧转圈，有追尾现象；3分，不能站立倒向对侧；4

分，意识障碍。2分以上认为造模成功。

showed no significant difference as compared with that in control group at day 1,3 and 5 post-ICH(P>0.05).HBO

therapy significantly reduced the brain water content and AQP4 level in the perihematomal area compared with

control group and 1.0ATA oxygen treatment group at day 1, 3 and 5 post-ICH(P<0.05),however,the effect of HBO

with 2.0ATA was superior to that 1.8ATA and 2.2ATA at days3 and 5 post-ICH(P<0.05) .

Conclusion:HBO therapy can decrease the brain water content and AQP4 level in the perihematomal area.The ef-

fect of HBO with 2.0ATA was superior to that 1.8ATA and 2.2ATA.
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1.4 高压氧治疗

按照参考文献[8]，高压氧治疗组大鼠于术后24h

评分造模成功后进舱治疗。将动物置入特制木箱

（为便于观察动物，上盖为玻璃）中，箱底设供氧管入

口，对角箱底设出气口。将木箱置于舱内，压力根据

分组而定，加压30min,于压力稳压前5min采用直排

式给氧，流量为10L/min（实验前曾测试给氧5min后

在出气口测得氧浓度为90%左右）开始供氧，稳压吸

氧60min，之后停止供氧，开始匀速加减压（速率约

为0.01Mpa/min），减压时间30min，1次/d。实验者通

过观察窗可观察舱内动物行为。常压氧治疗组不予

加压，余与高压氧治疗组实验条件相同。对照组不

进行HBO/常压氧治疗。

1.5 脑组织水含量测定

采用干湿比重法测定出血灶周围脑组织水含

量：去除额极后，取病变侧2mm厚脑组织，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120℃烘干8h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%。

1.6 AQP4的测定

各组大鼠于出血后相应时间点采用摘眼球处死

动物法断头取脑，经脑表面穿刺点冠状切开标本，取

穿刺点后3mm厚脑组织制备石蜡切片，采用免疫组

化法观察AQP4的表达，阳性细胞为细胞膜或细胞

浆呈棕黄色。采用Image Pro Plus 6.0 全自动图像

分析系统，测每高倍镜（10×40倍）视野内AQP4的

吸光度，每只大鼠选择3张脑组织切片，每张切片选

3—5个视野，计算各组的平均光密度值OD。

1.7 统计学分析

实验结果用 SPSS13.0 统计软件进行分析处

理。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 大鼠脑组织水含量的变化

脑出血后大鼠的脑组织水含量在出血后3d达

到峰值，至出血后5d有所下降。常压氧治疗组较脑

出血对照组减少，但于各时间点比较差异均无显著

性意义（P>0.05）。各高压氧治疗组较常压氧治疗组

及脑出血对照组相比含水量减少，于第 1 天时

2.0ATA组与常压氧治疗组及脑出血对照组比较差

异有显著性意义（P<0.05）；于第3、5天时各高压氧

治疗组与常压氧治疗组及脑出血对照组比较均有显

著性意义（P<0.05），但 2.0ATA 组较 1.8ATA 组及

2.2ATA 组减少明显，且比较有显著性意义（P<
0.05），见表1，图1—2。

2.2 大鼠脑组织AQP4表达的变化

脑出血后大鼠的脑组织AQP4表达在出血后第

3天达到峰值，至出血后第5天有所下降。常压氧治

疗组较脑出血对照组表达减少，但于各时间点比较

差异均无显著性意义（P>0.05）。各高压氧治疗组较

常压氧治疗组及脑出血对照组表达减少，于各时间

点比较均有显著性意义（P<0.05），但于第3、5天时

2.0ATA组较1.8ATA组及2.2ATA组减少明显，且比

较有显著性意义（P<0.05）。见表2。

3 讨论

脑水肿是脑出血后神经元经受第2次打击的中

心环节及继发性脑损伤的标志，通过恶化脑组织的

血供和神经细胞内环境紊乱等加重神经细胞损伤,

其产生和发展是导致ICH病情恶化的关键因素[9]。

有研究表明，ICH早期(24h内)脑水肿为细胞能量代

表1 不同时间点脑组织水含量的比较 （x±s，n=6，%）

组别

ICH
ICH+1.0ATA
ICH+1.8ATA
ICH+2.0ATA
ICH+2.2ATA

③④⑤与①②比较，P<0.05；④与③⑤比较，P<0.05

第1天

81.28±2.21①

81.20±2.13②

79.72±1.70
78.80±1.56④

79.64±1.81

第3天

85.84±1.72①

85.74±1.72②

83.56±2.32③

81.44±1.73④

83.68±2.43⑤

第5天

83.42±1.54①

83.24±1.51②

81.30±1.86③

79.20±1.76④

81.26±1.69⑤

表2 不同组别AQP4表达OD值的比较 （x±s，n=6）

组别

ICH
ICH+1.0ATA
ICH+1.8ATA
ICH+2.0ATA
ICH+2.2ATA

注：每时间点n=6；③④⑤与①②比较，P<0.05；④与③⑤比较，P<
0.05

第1天

0.228±0.024①

0.222±0.027②

0.184±0.021
0.174±0.021④

0.186±0.021

第3天

0.304±0.018①

0.300±0.016②

0.264±0.017③

0.226±0.021④

0.262±0.024⑤

第5天

0.254±0.011①

0.250±0.016②

0.212±0.013③

0.180±0.022④

0.214±0.021⑤
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谢障碍导致的细胞毒性脑水肿,而后期(24h后)则是

血脑屏障(blood-brain barrier, BBB)破坏所致的血

管源性脑水肿,在ICH后病情的发展与转归中发挥

着重要作用[10]。因此脑水肿的防治是临床上脑出血

治疗的重点。

AQP是近10年来发现的一组膜通道蛋白,广泛

存在于各种生物的细胞膜上,介导水分子的跨膜转

运,调节BBB对水分子、K+的通透和神经细胞外间隙

的大小[11]。脑组织中的AQP主要为AQP4。AQP4蛋

白丰富表达在毛细血管周围及软脑膜所直接接触的

胶质细胞上，与脑水肿密切相关[4]。Venero JL及

Warth A等[12—13]研究发现AQP4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

吸收部位相一致以及其在脑组织细胞膜上的分布同

K+通道的极性分布相一致，可推断出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、电解质平衡的关键因

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[14]。

高压氧作为治疗脑血管病的一种有效手段，关

于其作用机制有较为广泛而深入的研究。陈晓明和

邵春芬等[15]研究发现高压氧在脑梗死的治疗中可通

过清除自由基、解除血管痉挛、促进有效侧支循环的

建立等减轻梗死后再灌注损伤以及使部分处于可逆

状态的脑细胞恢复功能。廉晓宇和姜海涛等[16—17]还

发现高压氧治疗可通过缓解蛛网膜下腔出血后脑血

管的痉挛程度及减轻血脑屏障的损伤而改善受损的

脑功能，起到脑保护的作用。脑水肿为脑血管病引

起脑损害的重要环节，研究表明[15]高压氧预处理可

能通过下调AQP-4的表达减轻脑水肿，从而起到增

强对脑出血的耐受和神经保护作用。国内有学位论

文报道称高压氧可通过抑制AQP-4的表达减轻蛛

网膜下腔出血和颅脑损伤后继发的脑水肿，但对脑

出血后脑组织中AQP-4的表达有无影响目前尚不

明确。

HBO作为脑卒中患者综合治疗方法之一，在缺

血性脑卒中的研究中的疗效已得到肯定[18]，但在出

血性脑卒中研究方面，以临床研究为多，基础研究方

面较为少见。在本实验中观察到：①各组脑组织水

含量和AQP4表达在出血后3d达到峰值，至出血后

5d 有所下降，有较好的一致性。进一步验证了

AQP4与脑出血后脑水肿的形成密切相关。②常压

氧治疗组脑组织水含量及AQP4表达较对照组减

少，于各时间点比较差异均无显著性意义（P>0.05），
说明常压氧治疗虽然可以在一定程度上减轻出血灶

周围水肿，但其疗效不如高压氧治疗确切；而高压氧

治疗各组较常压氧治疗组及对照组的脑组织水含量

及AQP4表达均有明显减少，其中于出血后第3天和

第5天最为明显（P<0.05）；高压氧治疗可通过增加

氧在脑组织内的弥散距离、提高血氧分压、促进侧支

循环建立以及减少脑血流量、降低颅内压等途径使

水肿组织的氧供及血流灌注得到显著改善，阻断脑

出血后脑缺氧-脑水肿-脑缺氧的恶性循环，从而降

低出血灶周围脑组织的水含量[19—20]；另外，高压氧治

图1 AQP4表达免疫组化图片

ICH(1d) ICH(3d) ICH(5d)

ICH+1.0ATA(1d) ICH+1.0ATA(3d) ICH+1.0ATA(5d)

ICH+1.8ATA(1d) ICH+1.8ATA(3d) ICH+1.8ATA(5d)

ICH+2.0ATA(1d) ICH+2.0ATA(3d) ICH+2.0ATA(5d)

ICH+2.2ATA(3d) ICH+2.2ATA(5d)ICH+2.2ATA(1d)

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

A-C、D-F、G-I、J-L、M-O分别对应对照组、常压氧治疗组、1.8ATA
高压氧治疗组、2.0ATA高压氧治疗组、2.2ATA高压氧治疗组的1d、
3d、5d。
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疗还可通过提高有氧代谢、降低组织酸中毒而改善

脑的内环境，使Na+-K+-ATP 酶的活性增高，降低脑

血管的通透性，减轻脑水肿。高压氧治疗组AQP4

表达的减少使得其改变BBB结构与功能破坏的作

用降低，从而减轻BBB破坏所致的血管源性脑水

肿。以上说明高压氧治疗可减轻出血灶周围脑水

肿，并且其机制与降低出血灶周围AQP4的表达有

关。③高压氧干预后1d高压氧治疗各组之间脑组

织水含量及 AQP4 的表达差异无显著性意义（P>
0.05）；干预后 3d、5d 时，2.0ATA 组较 1.8ATA 组及

2.2ATA组表达明显减少（P<0.05）；而1.8ATA组与

2.2ATA组之间差异无显著性意义（P>0.05）。以上

说明2.0ATA组优于1.8ATA组及2.2ATA组。Ohta

等[21]（1984年）测量了健康志愿者在高压氧环境下的

脑血流量发现氧压为2.0ATA时，脑血流量随动脉氧

分压增高而逐渐减少，当氧压高于2.0ATA时脑血流

量又重新呈增加趋势。1.8ATA组压力较低，虽然优

于常压氧治疗，但是未达到最好的治疗效果，说明

HBO治疗脑出血时，氧分压过低达不到应有的治疗

效果。而2.2ATA组治疗压力较高，可能因为抑制脑

对糖的摄取，影响糖代谢[22]；脑血流量也可能重新增

加而诱发脑出血；增加血浆解离氧的含量，影响脑细

胞代谢等原因使其治疗效果下降；临床上可见到，脑

血肿清除后的患者在大于2.0ATA压力治疗时，出现

头痛加重、手术减压窗处的张力增高，脑组织膨出明

显，当压力降至2.0ATA 后，上述情况好转。因此，

建议脑出血伴脑水肿的患者在HBO治疗时，其压力

不应大于2.0ATA[21]。关于高压氧治疗脑出血起效

的时间，一般认为高压氧治疗2—3d能明显见效[22]，

与本研究结果一致。但有关高压氧治疗脑出血的最

佳时机和疗程还有待于进一步研究。

本实验结果表明高压氧治疗对减轻出血性脑卒

中血肿周围脑水肿有明确疗效，其可能机制与降低

出血灶周围脑组织 AQP4 的表达有关，并且提示

2.0ATA的治疗压力优于1.8ATA、2.2ATA，为临床高

压氧治疗脑出血提供一定的理论证据。
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