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摘要

目的：观察不同介入时间的高压氧（HBO）治疗对实验性脑出血大鼠出血（ICH）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185只雄性Wistar大鼠随机分为正常组（5只）、假手术组（60只）、

脑出血对照组（60只）和高压氧治疗组（60只），高压氧治疗组按高压氧介入时间不同分为6h介入组、1d介入组、2d

介入组和 3d介入组 4个亚组，每组 15只，再按不同的治疗次数分为高压氧治疗后 1d、3d、5d组，每个时间点各 5只

鼠，高压氧治疗压力2.0ATA，稳压吸氧60min，1次/d，与末次高压氧治疗结束后24h处死。所有大鼠饲养在相同环

境中，正常组饲养3d后处死，脑出血对照组与假手术组大鼠不进行任何治疗，参照高压氧治疗组进行分组，并于相

应时间点断头取脑，采用干湿比重法测定脑组织的水含量，免疫组化法测定AQP4的表达。

结果：高压氧治疗组及脑出血对照组大鼠脑组织的水含量均高于正常组及假手术组（P<0.05）；高压氧治疗组较脑

出血对照组大鼠脑水含量减少（P<0.05）；高压氧治疗组间比较6h介入组较其他治疗组明显减少（P<0.05）；高压氧

治疗组及脑出血对照组大鼠出血灶周围AQP4的表达均高于正常组及假手术组（P<0.05）；高压氧治疗组较脑出血

对照组大鼠出血灶周围AQP4表达减少（P<0.05），高压氧治疗组间比较6h介入组较其他组减少明显（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，介入治疗时间以6h为最优。
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Abstract
Objective：To study the effect of different therapeutic intervention time of hyperbaric oxygen(HBO) on perihe-

matomal edema and expression of aquaporin-4(AQP4) in rats with intracerebral hemorrhage(ICH).

Method：A total of 185 male Wistar rats were randomly divided as normal group(n=5), sham operation group

（n=60）, ICH control group (n=60) and HBO therapy group(n=60). The collagenase- induced method was used

to set up the intracerebral hemorrhage rat models. The HBO therapy was applied at different intervention times

(6h,1d,2d or 3d in 4 intervention time subgroups，each subgroup 15 rats) after operation. The HBO therapy

was administered by using 100% oxygen at 2.0 ATA in a steady pressure for 60min, once daily. Rats were sac-

rificed at 24h after 1,3,5 sessions of HBO therapy. The other groups hadn't any treatment. Each intervention

time point had 5 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 HBO therapy group and ICH
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脑出血（intracerebral hemorrhage, ICH）是脑卒

中的一种类型，世界范围内每年约2百万人发病，在

亚洲脑出血占脑卒中的 20%—30%，且具有高死亡

率[1]（发病1个月内约40%），即使幸存的患者常存在

严重的神经功能障碍，因此，脑出血的治疗是目前临

床脑卒中治疗的重点。脑水肿是 ICH后神经元经受

第 2次打击的中心环节，也是 ICH后继发性脑损伤

的主要标志，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，因而脑水肿是脑出

血患者病情恶化的关键因素[2]。因此，减轻脑水肿

是临床上脑出血治疗的关键环节[3]。目前脑出血的

临床治疗主要包括药物治疗和手术治疗，特别是早

期手术减压治疗作为脑出血后挽救患者生命的一种

治疗手段已广泛被大家接受，但并没有明确的循证

医学证据证明药物及手术对脑出血的治疗是明确有

效的[4—5]。因此，脑出血的治疗成为当今医学面临的

一项难题。

1994年，美国科学家Agre教授分离发现了水通

道蛋白-4（aquaporin-4, AQP4）[6]。在中枢神经系统

中水通道蛋白4主要分布在星形胶质细胞和室管膜

细胞的细胞膜上，其次，也丰富的表达在下丘脑的室

旁核、视上核以及口渴中枢的区域[7]。AQP4主要功

能是参与脑组织内水的转运过程[8]，在脑水肿中起

着重要作用[9]。Yan-ting Gu[10]等通过自体血建立大

鼠脑出血模型，发现AQP4参与脑出血后脑水肿的

形成，应用AQP4抑制剂可以减轻血肿周围的脑水

肿。

高压氧治疗脑出血在临床和基础研究方面已经取

得了较好的效果，但其具体的作用机制仍不清楚[11]。

临床研究显示，HBO治疗 ICH有肯定疗效，可明显

减轻脑出血后患者脑水肿的程度，促进了患者神经

功能的恢复，提高了患者的生存质量[12]，是 ICH临床

辅助治疗重要手段。研究显示[13]，高压氧治疗对缺

血再灌注模型大鼠最佳时间窗为6h，但高压氧介入

治疗脑出血的时机问题尚存在争议。大多数学者主

张出血2周后开始治疗。目前关于高压氧介入治疗

脑出血的时机问题基础研究较少。

本课题组前期研究显示[14—15]，高压氧预处理和

不同压力的高压氧治疗均可通过调节AQP4减轻脑

水肿，但目前有关高压氧不同介入时间对脑出血后

出血灶周围脑水含量和AQP4表达的影响尚未见报

道。本实验通过建立大鼠的脑出血模型，研究不同

时间点介入高压氧治疗对脑水含量及AQP4变化的

影响，以探讨高压氧治疗脑出血的最佳介入时间，并

探寻其可能的作用机制，为高压氧治疗脑出血的时

机选择提供实验数据。

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AQP4抗体（博奥森生物工程有限公

司）、免疫组化试剂盒及 DAB 显色试剂盒（中杉金

桥）、医用光学显微镜及BX41显微照相仪。

1.2 实验动物与分组

成年健康雄性 Wistar 大鼠 185 只（模型未成功

者已除外），体重 230—250g，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。185只大鼠于相同环境中饲养3d后随机分

为正常组（5 只）、假手术组（60 只）、脑出血对照组

（60只）和高压氧治疗组（60只）。假手术组、脑出血

对照组与高压氧治疗组，按不同的高压氧治疗介入

control group were higher than that in the normal group and the sham group(P<0.05). HBO therapy group sig-

nificantly reduced the brain water content and AQP4 level in the perihematomal area compared with ICH con-

trol group (P<0.05), however, the effect of HBO, which applied at 6h intervention time point, was superior to

that applied at 1d, 2d, and 3d intervention time points after ICH(P<0.05).

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

The effect of HBO, intervention 6h,was superior to that at 1d, 2d and 3d.

Author's address The Second Hospital of Hebei Medical University，Shijiazhuang City，050000
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时间分为 6h介入组、1d介入组、2d介入组、3d介入

组4个亚组，每组15只，再按不同的治疗次数分为高

压氧治疗后1d、3d、5d组，每个时间点各5只，制模成

功后按不同的介入时间放入高压氧舱内进行治疗，

高压氧组进行吸氧治疗，1次/d。余各组不进行任何

治疗。正常组大鼠于饲养3d后处死，余各组大鼠分

别于不同时间点高压氧治疗结束24h后断头取脑。

1.3 大鼠脑出血模型制备

采用胶原酶Ⅶ定位注射诱发大鼠尾壳核脑出血

模型[16]。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（尾壳核位

置），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。假手术组大鼠

制备同脑出血大鼠，右侧尾壳核只注入 3μl生理盐

水。

在大鼠脑出血模型制备后 6h观察大鼠行为学

变化，按Longa FZ评分法进行评分[17]：0分，无体征；

1分，不能完全伸展进针对侧肢体（左侧）；2分，进针

对侧肢体瘫痪，向进针对侧转圈，有追尾现象；3分，

不能站立向进针对侧倾倒；4分，有意识障碍。2分

以上认为造模成功。同时有大鼠脑出血大体标本和

病理学证据。见图1—2。

1.4 高压氧治疗

高压氧治疗组大鼠于术后 6h评分确定造模成

功后于相应的介入时间进舱治疗。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，采用直排式给氧，流量

为 10L/min，实验前给氧 5min后在出气口测得氧浓

度为 90%。将木箱置于舱内，压力设定为 2.0ATA，

加压 30min,稳压吸氧 60min，吸氧减压 30min，匀速

加减压，速率约为 0.01MPa/min，1 次/d。通过观察

窗观察舱内动物行为。

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

各组大鼠于相应时间点处死，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 Im-

age 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，检验

水准取α=0.05，P<0.05即认为有显著性意义，应用 t

检验对两组间的计量资料间均数进行检验，应用

图1 大鼠右侧基底核区出血灶

图2 脑出血6h后，大鼠脑出血灶有大量红细胞浸润
（HE，×400）

812



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第9期

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

假手术组各时间点虽较正常组脑组织水含量

（73.49%±0.89%）有升高趋势，但无显著性意义（P＞

0.05）。而脑出血（对照组和高压氧组）后各时间点

大鼠脑组织水含量均高于正常组（73.49%±0.89%），

差异有显著性意义（P<0.05）。脑出血对照组可观察

到脑出血后大鼠的脑组织水含量在脑出血 1d开始

升高，3d达到高峰，之后逐渐下降。高压氧治疗组

较脑出血对照组各时间点脑水含量减少，比较差异

有显著性意义（P<0.05）。高压氧治疗组之间的比

较：6h介入组在高压氧治疗 1d后，脑组织水含量明

显减轻，且这种差异一直持续到高压氧治疗 3d、5d

后，与1d介入组、2d介入组、3d介入组比较差异均有

显著性意义（P<0.05）；1d 介入组在高压氧治疗 1d

后，脑组织水含量同样明显减轻，并持续到高压氧治

疗3d和5d后，与2d介入组、3d介入组比较差异均有

显著性意义（P<0.05）；但2d介入组与3d介入组脑组

织水含量虽然整体有减轻趋势，但两组间差异不明

显（P＞0.05）。见表1。

2.2 大鼠脑组织AQP4表达的变化

假手术组各时间点虽较正常组AQP4表达OD

值（0.0758±0.0108）有升高趋势，但无显著性意义

（P＞0.05）。而脑出血（对照组和高压氧组）后各时

间点大鼠正常组 AQP4 表达 OD 值均高于正常组

（0.0758±0.0108）及假手术组，差异有显著性意义

（P<0.05）。由脑出血对照组可观察到脑出血后大鼠

的脑组织AQP4表达在脑出血术后 1d开始升高，3d

达到高峰，之后逐渐下降（图 3）。高压氧治疗组各

时间点AQP4的表达较对照组减少，差异有显著性

意义（P<0.05）。

高压氧治疗组之间比较：6h介入组在高压氧治

疗1d后，AQP4表达明显减少，且这种差异一直持续

到高压氧治疗 3d、5d后，与 1d介入组、2d介入组及

3d介入组比较差异均有显著性意义（P<0.05）；1d介

入组在高压氧治疗1d后，AQP4表达明显减少，并持

续到高压氧治疗 3d、5d后，与 2d介入组、3d介入组

比较差异均有显著性意义（P<0.05）；但2d介入组与

3d介入组比较AQP4的表达减少，差异无显著性意

义（P＞0.05）。高压氧治疗 3d 后，各高压氧治疗组

间的AQP4表达的变化见图4。见表2。

3 讨论

本研究显示，假手术组与正常组比较脑水含量

及AQP4表达有升高趋势但无显著性差异。表明假

手术组大鼠的脑组织虽有一定创伤，但未形成明显

脑水肿。而脑出血对照组大鼠脑水含量从脑出血后

第 1天开始升高，出血后 3d达到峰值，之后逐渐下

降。AQP4表达与脑组织水含量有较好的一致性，

各组于脑出血后1d开始升高，出血后3d达到峰值，

之后逐渐下降。进一步验证了AQP4参与脑出血后

脑水肿的形成，并与脑水肿密切相关。而高压氧治

表1 不同组别脑水含量在高压氧
治疗不同时间点比较 （x±s，n=5，%）

组别

HBO 6h组
control+6h
假手术6h组
HBO 1d组

control+1d组
假手术1d组
HBO 2d组

control+2d组
假手术2d组
HBO 3d组

control+3d组
假手术3d组

①与相应高压氧治疗组比较 P<0.05；②与 HBO+1d，HBO+2d 及
HBO+3d比较P<0.05；③HBO+2d及HBO+3d比较P<0.05

高压氧治疗1d

77.02±0.53②

81.17±0.56①

74.35±0.46
80.57±0.56③

84.80±0.57①

74.39±0.46
82.74±0.78

85.26±0.61①

74.41±0.61
83.03±0.60

84.28±0.72①

74.35±0.54

高压氧治疗3d

78.17±0.47②

85.38±0.59①

74.41±0.63
79.36±0.87③

84.16±0.69①

74.36±0.66
80.58±0.52

83.81±0.63①

74.28±0.63
81.07±1.09

82.42±0.58①

74.19±0.73

高压氧治疗5d

76.33±0.76②

83.30±0.59①

74.27±0.57
77.92±0.71③

82.01±0.65①

74.19±0.64
78.76±0.38

81.54±0.55①

74.07±0.38
79.35±0.61

80.60±0.77①

73.87±0.80

表2 不同组别AQP4表达OD值在
高压氧治疗不同时间点比较 （x±s，n=5）

组别

HBO 6h组
control+6h
假手术6h组
HBO 1d组

control+1d组
假手术1d组
HBO 2d组

control+2d组
假手术2d组
HBO 3d组

control+3d组
假手术3d组

①与相应高压氧治疗组比较 P<0.05；②与 HBO+1d，HBO+2d 及
HBO+3d比较P<0.05；③HBO+2d及HBO+3d比较P<0.05

高压氧治疗1d

0.1525±0.0124②

0.2311±0.0112①

0.0780±0.0127
0.2220±0.0137③

0.2959±0.0130①

0.0790±0.0112
0.2821±0.0127

0.3036±0.0134①

0.0792±0.0114
0.2845±0.0154

0.2938±0.0120①

0.0787±0.0123

高压氧治疗3d

0.2033±0.0113②

0.3055±0.0112①

0.0796±0.0119
0.2164±0.0158③

0.2917±0.0126①

0.0785±0.0114
0.2460±0.0129

0.2714±0.0140①

0.0772±0.0113
0.2497±0.0102

0.2561±0.0139①

0.0779±0.0104

高压氧治疗5d

0.1569±0.0121②

0.2742±0.0114①

0.07815±0.0105
0.1727±0.0100③

0.2569±0.0111①

0.0778±0.0105
0.1958±0.0113

0.2409±0.0127①

0.0762±0.0113
0.1980±0.0105

0.2291±0.0144①

0.0763±0.0106
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疗组较脑出血对照组的脑组织水含量及AQP4表达

明显减少（P<0.05）。表明高压氧治疗可以抑制脑出

血大鼠模型出血灶周围AQP4的表达，减轻出血灶

周围脑组织的水含量，有利于减轻脑出血后脑水

肿。Qin等[9]通过动物实验发现，高压氧治疗可以减

轻脑出血灶周围的脑水肿，考虑其机制可能与热休

克蛋白表达水平有关。而Qing WG等[18]则认为可

能与 HBO 抑制出血灶周围 AQP4 的表达水平有

关。本实验结果进一步验证了高压氧对脑出血后脑

水肿有明显的治疗作用，支持上述研究。

本实验发现早期（6h）介入高压氧治疗可明显减

轻脑出血后脑水含量，降低AQP4的表达水平，减轻

脑水肿。Wang等[19]关于脑外伤大鼠模型的研究中，

发现在脑外伤后3h和6h后分别开始单次高压氧治

疗，压力为 3.0ATA，吸氧时间为 60min，可明显减轻

脑损伤，延长到 12h后开始高压氧治疗减轻脑损伤

的作用较3h和6h开始高压氧治疗的治疗作用减弱，

而在脑外伤1d、2d或3d后开使单次高压氧治疗未见

明显脑保护作用，因此，脑外伤后进行高压氧治疗时

间越早越好。本实验发现，HBO 6h介入组及HBO

1d介入组脑水含量及AQP4表达量较HBO 2d介入

组及 3d介入组明显减少，且 6h组减少较 1d组更明

显，说明脑出血后 6h 介入高压氧治疗较脑出血后

1d、2d或3d介入高压氧治疗对脑出血后脑水肿的治

疗效果好。本实验结果亦显示早期介入高压氧治疗

效果明显优于晚期介入治疗组，其机制可能是早期

高压氧治疗抑制 AQP4 的表达，降低 AQP4 对血脑

屏障的破坏作用[20]，减轻因血脑屏障破坏而引起的

血管源性脑水肿有关。因此早期介入高压氧治疗有

利于减轻脑出血后的二次损伤。此外，本研究还发

现，高压氧2d介入组与3d介入组在高压氧治疗1d、

3d和5d后其脑水含量及AQP4表达无明显差别，表

明脑出血2d后介入高压氧与脑出血后3d介入高压

氧治疗减轻脑水肿的作用基本相同，说明随着高压

氧介入时间的延迟，其作用效果逐渐减弱。其机制

可能随着介入时间的延长，AQP4的大量表达引起

血脑屏障的破坏，导致血管源性脑水肿形成[21]，此时

高压氧治疗减轻脑水肿的作用减弱。研究发现[22—23]

早期高压氧治疗可以抑制脑组织损伤急性期促炎因

子的释放，抑制凋亡基因的表达，增加超氧化物歧化

酶的含量，加快自由基的清除，同时还可以增加血管

内皮生长因子的生成，促进血管和神经的再生，减轻

神经的损伤，促进脑损伤后的神经功能的恢复。另

外，高压氧治疗可有效提高脑出血后血肿周围缺血

半暗带的氧供，增加线粒体有氧氧化的能力，减轻因

无氧代谢增加产生的酸中毒，有利于逆转神经细胞

图3 脑出血对照6h组大鼠脑出血灶周围AQP4免疫组化图片 （×400）

脑出血术后(1d) 脑出血术后(3d) 脑出血术后(5d)

图4 高压氧治疗3天后，高压氧治疗组间大鼠出血灶周围AQP4免疫组化图片 （×400）

高压氧治疗（6h组） 高压氧治疗（1d组） 高压氧治疗（2d组） 高压氧治疗（3d组）
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的损伤[24]。Wang等[19]研究发现脑外伤1d，2d后进行

高压氧治疗，可通过增加高压氧治疗的疗程，明显增

加神经元的数量，改善脑外伤大鼠的受损的神经功

能。在脑梗死模型中 Jun Mu等[25]研究发现即脑梗

死后48h开始高压氧治疗，增加治疗次数，可以减少

梗死灶的体积，提高神经功能评分，并且提高了大鼠

的空间记忆能力。因此在脑损伤的治疗中，如开始

高压氧治疗的时间较晚可通过增加高压氧的治疗次

数，增加高压氧治疗的疗效。

综上所述，AQP4 参与了脑出血后脑水肿的形

成过程，高压氧作为脑出血的辅助治疗，特别是对于

脑出血后继发的脑水肿的治疗方面疗效肯定，且早

期介入高压氧治疗可明显减轻脑出血后脑水肿，其

机制可能与降低了出血灶周围 AQP4 表达水平有

关。关于HBO治疗脑出血的理想治疗疗程和稳压

时吸氧时程本课题组将在后续研究中进行探讨，为

临床上HBO在脑出血治疗中的应用提供循证医学

证据。
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