
www.rehabi.com.cn

2016年，第31卷，第11期

·基础研究·

不同吸氧时间高压氧治疗对脑出血大鼠
血肿周围AQP4和SOD表达的影响

赵 龙1 李红玲1,2 赵艳颖1 陈玉燕1

摘要

目的：探讨不同吸氧时间高压氧（HBO）治疗对脑出血（ICH）大鼠血肿周围水通道蛋白（AQP4）和超氧化物歧化酶

（SOD）表达的影响，从而探讨HBO治疗脑出血的最佳吸氧时间。

方法：正常组Wistar大鼠5只，胶原酶诱导法建立Wistar大鼠脑出血（ICH）模型125只，随机分为对照组（不用高压氧

干预，25只）和实验组（ICH后6小时给予高压氧干预，100只），实验组根据吸氧时间不同又分为 ICH+HBO 40min

组，ICH+HBO 60min组，ICH+HBO 80min组，ICH+HBO 100min组，共4个亚组，各25只。每组大鼠分别在行HBO

治疗第1、3、5、7、14天后于相同时间点处死，之后采用干湿比重法测定出血灶周围脑组织含水量，用免疫组化法检

测血肿周边脑组织中AQP4蛋白表达情况，黄嘌呤氧化酶法测定SOD活力。

结果：①出血灶周围脑水含量：实验组较对照组相比，各时间点脑组织水含量均减少且有差异（P＜0.05）。②大鼠脑

组织AQP4表达的变化：对照组大鼠的AQP4表达在 ICH术后第1天开始升高，第3天持续升高，第5天达到高峰，之

后逐渐下降直至第14天。HBO实验组各时间点AQP4的表达较对照组减少，差异有显著性意义（P＜0.05）。其中

ICH+HBO 60min组第7天下降的幅度最大，较其他三组相比具有显著性意义（P＜0.01）。③大鼠脑组织SOD表达

的变化：对照组和实验组SOD上调表达规律与AQP下调表达一致，其中 ICH+HBO 60min组回升幅度最大，其在第

14天表达的值与其他三组相比均有显著性差异（P＜0.01）。

结论：HBO可以减轻脑水肿，其中最佳吸氧时间是60min。其机制可能与降低了出血灶周围AQP4表达水平、提高

了SOD表达水平有关。
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Abstract
Objective: To study the effects of different oxygen uptake time of hyperbaric oxygen on perihematomal ede-

ma, expression of aquaporin- 4 and superoxide dismutase in rats with intracerebral hemorrhage, for exploring

the best oxygen uptake time of hyperbaric oxygen.

Method: 125 model rats were established by collagenase-induced cerebral hemorrhage and 5 Wistar rats served

as normal control. 125 ICH rats were randomly divided into the control group (without intervention with hyper-

baric oxygen after brain hemorrhage, n=25) and the experimental group (intervention with hyperbaric oxygen af-

ter brain hemorrhage, n=100) (divided into ICH+HBO 40min group, ICH+HBO 60min group, ICH+HBO 80min

group and ICH+HBO 100min group based on different oxygen uptake time, n=25 for each group ). After 1

day, 3 days, 5 days, 7 days or 14 days HBO therapy, rats in each group were executed at the same time
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point . The drying wet method was used to determine the moisture of brain tissue around the hemorrhagic fo-

cus. The immunohistochemistry and xanthine oxidase technique were used to detect the expression of AQP4

and SOD vitality, respectively.

Result: ①The water content of brain tissue around the hemorrhagic focus: The experimental groups has the

less water content of brain tissue when compared with the control groups at each time point (P＜0.05).②The

expression of AQP4: In the control, the expression of AQP4 increased at the 1st day after ICH and reached

the peak at the 5th day after ICH. After that, the expression of AQP4 presented decreased trend. At each time

point, the HBO experimental groups showed less expression of AQP4 compared with the control groups (P＜

0.05). There was the largest decline at the 7th day for the ICH+HBO 60min group, which produced the statisti-

cally significant difference compared with the other three groups(P＜0.01).③SOD content: For the control and

experimental groups, the SOD showed the increased trend that was consistent with the decreased trend of the

AQP4. The ICH+HBO 60min group has the largest rise and shows significant difference at the 14th day when

compared with the other three groups (P＜0.01).

Conclusion: HBO can reduce perihematomal edema and the best oxygenuptake time is 60 mins. It may be re-

lated to the decreased AQP4 expression and the increased SOD level.

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

zhuang, 050000

Key word hyperbaric oxygen; oxygen uptake time; intracerebral hemorrhage; brain edema; aquaporin-4; super-

oxide dismutase

脑 水 肿 是 脑 出 血（intracerebral hemorrhage,

ICH）后最主要的继发性病理生理改变 [1—2]，研究表

明高压氧（hyperbaric oxygen, HBO）可以通过减轻

ICH 后的脑水肿达到改善功能的目的[3—5]。水通道

蛋白（aquaporins, AQPs）是一种位于细胞膜上转运

水分子的膜蛋白，其中AQP4主要分布在脑组织中，

尤其在毛细血管、血管周围的胶质细胞上表达丰富。

目前发现水通道蛋白-4（aquaporin-4, AQP4）参与了

ICH后脑水肿的形成[6]，并且 ICH后脑水肿形成和继

发脑损伤与自由基氧化损伤亦有着密切联系[7—8]。超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）是一类

广泛分布于组织细胞内的金属酶，用于催化超氧阴离

子自由基（O2
-·）发生歧化反应，它对平衡机体氧化与

抗氧化系统、免除自由基损伤起着至关重要的作用。

目前临床上，有关脑出血的高压氧治疗方案多

种多样，如高压氧的治疗压力、高压氧介入的早晚以

及吸氧的时间等[9—12]，没有统一标准。我们课题组

前期研究显示[13—14,16]：经HBO预处理、在 2.0绝对大

气压（atmosphere absolute, ATA）压力、脑出血 6 小

时的介入时间行HBO干预等均可以通过下调 ICH

大鼠血肿周围AQP4的表达从而有效减轻脑水肿。

至于HBO治疗 ICH时的吸氧时间，临床应用多采用

40—100min不等，但到底多长时间的吸氧对脑出血

患者更有益，其作用机制又如何，目前尚鲜有报道。

本研究目的是通过建立大鼠脑出血模型，观察不同

吸氧时间HBO治疗对脑出血周围脑组织的水含量、

AQP4及SOD表达的影响，探索高压氧治疗脑出血

的最佳吸氧时间，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）、超氧化物歧化酶（SOD）（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

Wistar雄性大鼠（清洁级）130只（模型未成功者

已除外），体重在 245—265g，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
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自来水。5只作为正常组，125只制作成脑出血模型

后随机分组，分为实验组（100只，高压氧干预）和对

照组（25只，无高压氧干预）。实验组又根据稳压时

段的吸氧时间不同分为吸氧40min，60min，80min和

100min 4个亚组，每组 25只Wistar大鼠，均在脑出

血 6h 后行 HBO 治疗 [16]，压力均为 2.0ATA[14]，1 次/

日。每组中各取 5 只分别在 HBO 治疗第 1 天、第 3

天、第5天、第7天、第14天后处死，留取标本。正常

组和对照组大鼠在正常环境下饲养，不予任何处理，

处死时间与实验组相同，之后留取标本。

1.3 模型制备及大鼠神经功能障碍评分

依据参考文献[13,15]采用胶原酶Ⅶ定位注射诱发大

鼠尾壳核脑出血模型。在动物模型制备6h后观察大

鼠行为学变化，按Longa EZ评分法评分[15]：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。

1.4 高压氧治疗

高压氧治疗：高压氧治疗组大鼠于手术 6小时

后评分确定造模成功后进舱治疗。将动物放置于特

制的木箱中，将木箱置于高压氧舱内，压力设定为

2.0ATA，加压 30min，稳压前 5min 采用直排式给动

物箱内充氧，氧流量设定为10L/min（稳压时氧浓度

可达 85%），稳压吸氧时间根据试验组（40min、

60min、80min、100min）不同设定，然后减压，减压

20min，1次/日。

1.5 血肿周围AQP4和SOD测定

AQP4 测定参照本课题组的试验方法 [14,16]。

SOD测定：各组大鼠达到相应时间点，处死动物，开

颅取血肿周围脑组织一或两块称重，加生理盐水配

成质量浓度 30g/L脑组织匀浆，将匀浆以 4000r/min

离心 10min，取上清液于 -20℃下保存，成批检测

SOD，严格按使用说明书操作。

1.6 血肿周围脑组织水分含量测定

采用干湿比重法测定出血灶周围脑组织水含

量 [14,16]：脑组织含水量=（脑组织湿重-脑组织干重）/

湿重×100%。

1.7 统计学分析

实验结果采用SPSS 13.0软件进行统计分析处

理。所有数据采用均数±标准差表示，应用 t检验进

行两组间的比较，应用ANOVA对多组间的计量资

料均数进行方差分析。

2 结果

2.1 脑水含量比较

2.1.1 高压氧实验组与对照组间的比较：HBO实验

组和对照组各个时间点水含量均高于正常组

（74.35±0.67）%，差异有显著性意义（P＜0.05）。对

照组大鼠的脑组织水含量在 ICH第 1天开始升高，

第 3天达到高峰（与第 1天相比有显著性差异，P＜

0.05），第3天—第7天持续在较高水平（第3天和第

7天组间无显著性差异，P＞0.05），第14天时基本恢

复到第 1天水平（P＞0.05）。HBO各实验组不同时

间的变化趋势和对照组大致相同，只是脑组织水含

量比对照组更低，且第 14天时脑水含量仍在减少，

与第1天比有显著性差异（P＜0.05）。见表1。

2.1.2 高压氧实验组各亚组间含水量比较：在 ICH+

HBO 40min、60min、80min和 100min组含水量从第

3天开始减少，直至第14天，但只有在第7天时表现

明显，与第 1 天、第 3 天、第 5 天比较有显著性差异

（P＜0.05），而 ICH+HBO 60min组与其他三组比较

不同含水量较少的更明显，并可持续到第14天（P＜

0.05）。见表1。

2.2 AQP4表达变化的测定

2.2.1 高压氧实验组与对照组间的比较：正常组大

鼠的脑组织 AQP4 含量 8.93%±2.62%，对照组和高

压氧实验组各个时间点AQP4含量均高于正常组，

差异有显著性意义（P＜0.05）。对照组大鼠的AQP4

表达在 ICH术后第 1天开始升高，第 3天持续升高，

第 5天达到高峰，之后逐渐下降，第 7天回复到第 3

天水平，第14天时回复到第1天水平。高压氧实验

各组AQP4表达的变化规律与对照组大致相同，但

整体趋势较对照组的表达更低，尤其在第5天—第7

天AQP4下调明显，第14天时表达低于第1天组，差

异具有显著性意义（P＜0.05）。见表2。

2.2.2 高压氧实验组间的比较：ICH+HBO 40min、

60min、80min和 100min组AQP4表达从第 1天开始

上升，第 5天时最明显，第 7天时又开始回降，第 14

天时大部分降至第 3 天或第 1 天水平。其中 ICH+

HBO 60min组在第 7天下调AQP4的幅度最大，表
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达值较其他三组均低（P＜0.01），且随着高压氧治疗

时间延长AQP4持续下降，在第 14天时基本回复到

正常水平，ICH+HBO 80min组也有类似表达，但不

如 60min 组显著。第 14 天时 AQP4 的表达值 HBO

60min组与HBO 40min和HBO 60min组有显著性

差异（P＜0.05），与 ICH+HBO 80min组差异不明显

（P＞0.05）。见表2。

2.3 SOD表达变化

正常组大鼠脑组织SOD含量 125.60%±6.35%，

高压氧实验组和对照组各个时间点SOD含量均高

于正常组，差异有显著性意义（P＜0.05）。对照组脑

组织中 ICH后第 1天即有SOD表达，但第 3天时开

始下降，持续到第5天（第3天和第5天与第1天相比

均有显著性差异，P＜0.05），第7天至第14天逐渐回

升到第1天水平（第7天和第14天与第1天相比均无

显著性差异，P＞0.05）。高压氧实验组SOD变化与

对照组表达趋势一致，但其回升幅度明显，与对照组

相比差异显著（P＜0.01）。见表3。

验组各个亚组之间，大多在第14天时上调SOD

表达最明显，与第3天组及第5天组表达差异有显著

性意义（P＜0.01）。ICH+HBO 60min组在第5天—

第7天及第7天—第14天回升幅度相较于其他实验

组变化更明显，其在第14天表达的值与其他三组均

有差异且具有显著性意义（P＜0.01）。其余各组间

差异不明显，无显著性意义（P＞0.05）。见表3。

3 讨论

ICH后由于血肿对脑组织的直接压迫和血肿释

放血管的活性物质会诱发周围脑组织形成继发性的

缺血缺氧，这种继发性缺血缺氧是造成 ICH后脑组

表1 不同组之间脑组织水含量的比较 （x±s, n=3,%）

组别

ICH Control
ICH+HBO 40min
ICH+HBO 60min
ICH+HBO 80min
ICH+HBO 100min

正常组
①与 ICH Control相比(P<0.05)；②与同组内 ICH 1d group相比(P<0.05)；③与同组内 ICH 3d group相比(P<0.05)；④与同组内 ICH 5d group
相比(P<0.05)；⑤与同组内 ICH 7d group相比(P<0.05)；⑥其余3个7d实验组与 ICH+HBO 60min 7d group比(P<0.05)；⑦其余3个14d实验组
与 ICH+HBO 60min 14d group比(P<0.05)

1st day

83.32±2.13
80.70±1.85①

79.42±2.17①

79.47±1.73①

80.49±1.78①

74.22

3rd day

84.06±2.34
80.72±1.79①

80.08±1.77①

80.45±1.81①

80.22±1.76①

73.43

5th day

82.86±1.62②

79.98±1.74①

79.77±1.68①

79.87±1.69①

79.47±1.67①

74.17

7th day

82.59±1.71②

78.94±1.68②③⑥

77.92±1.55①②③④

78.46±2.27①③④⑥

78.93±1.74①②③⑥

74.69

14th day

82.49±2.25③④⑤

78.31±1.63①④⑤⑦

77.86±1.60①②③④

78.13±1.82①②③

78.73±1.75①

75.26

表2 不同组之间脑组织AQP4含量的比较 （x±s, n=3,%）

组别

ICH Control
ICH+HBO 40min
ICH+HBO 60min
ICH+HBO 80min
ICH+HBO 100min

正常组
①与 ICH Control相比(P<0.05)；②与同组内 ICH 1d group相比(P<0.05)；③与同组内 ICH 3d group相比(P<0.05)；④与同组内 ICH 5d group
相比(P<0.05)；⑤与同组内 ICH 7d group相比(P<0.05)；⑥其余3个7d实验组与 ICH+HBO 60min 7d group相比(P<0.01)；⑦其余3个14d实验
组与 ICH+HBO 60min 14d group相比(P<0.05)

1st day

14.89±1.33
13.76±5.22①

13.39±2.98①

13.59±3.19①

13.96±1.27①

8.53

3rd day

17.34±1.42②

14.12±7.44①

14.49±6.63①

14.17±3.94①

14.87±2.21①

9.24

5th day

19.89±1.28②③

16.96±2.08①②③

15.97±3.60①②③

16.12±3.43①②

16.21±2.01①②

7.78

7th day

18.18±1.18②

16.11±2.18①②③⑥

10.56±2.21①②③④

14.41±0.97①④⑥

15.56±3.29①②⑥

6.99

14th day

15.75±1.57③④⑤

14.32±5.45①④⑦

8.25±2.31①②③④⑤

10.38±2.28①②③

14.25±2.71①⑤⑦

8.15

表3 不同组之间脑组织SOD含量的比较 （x±s, n=3,%）

组别

ICH Control
ICH+HBO 40min
ICH+HBO 60min
ICH+HBO 80min
ICH+HBO 100min

正常组
①与 ICH Control相比(P<0.05)；②与同组内 ICH 1d group相比(P<0.05)；③与同组内 ICH 3d group相比(P<0.05)；④与同组内 ICH 5d group
相比(P<0.05)；⑤与同组内 ICH 7d group相比(P<0.05)；⑥其余3个7d实验组与 ICH+HBO 60min 7d group相比(P<0.05)；⑦其余3个14d实验
组与 ICH+HBO 60min 14d group相比(P<0.01)

1st day

106±14.74
115±12.68①

111±12.08①

113±13.19①

109±11.87①

121

3rd day

94±10.77②

98±16.59①②

101±16.63①②

102±13.84①②

99±12.45①②

117

5th day

95±12.46②

102±13.36①②

103±13.63①

101±13.87①②

100±12.21①②

132

7th day

99±15.12
105±12.21①②

108±12.21①③

105±17.95①②

103±3.29①

128

14th day

101±12.77
109±12.11①③④⑥

116±12.37①②③④⑤

110±12.78①③④⑥

107±15.76①③④⑥

130
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织水肿和神经功能障碍的关键因素[17]。

脑水肿是 ICH后颅内神经元经受第二次打击的

中心环节[18]，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。Zhao等[19]通过对脑损伤后AQP4

表达的测定发现在脑创伤后的皮质和血脑屏障两侧

AQP4的表达增强，表明其在介导水分子通过血脑

屏障过程中的作用。Warth A等[20]研究发现AQP4

表达水平的上调与血脑屏障通透性的增加和脑水肿

的形成有关。研究显示局灶性脑缺血及脑外伤引起

的血管源性脑水肿与AQP4表达水平的上调有关。

细胞毒性脑水肿是脑出血早期脑水肿主要的病理生

理改变并持续到血脑屏障完整性逐渐恢复，而

AQP4表达的升高促进了细胞毒性脑水肿模型脑组

织的肿胀。Gu YT 等 [21]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。其他

研究也发现[14,19]，HBO可以有效减轻脑组织脑出血

后出血灶周围的水肿，其机制可能与抑制脑组织出

血灶周围AQP4的表达水平有关。

本实验发现，各组大鼠 ICH后第1天AQP4表达

开始升高，出血后第 3天达到峰值，之后逐渐下降。

与水含量变化趋势一致，进一步验证了 AQP4 在

ICH后脑水肿的形成过程中发挥着重要的作用。而

高压氧治疗组较 ICH 对照组的脑组织水含量及

AQP4表达明显减少（P＜0.05）。表明高压氧治疗抑

制了 ICH大鼠模型出血灶周围AQP4的表达，减轻

了出血灶周围脑组织的脑水含量。其机制可能与高

压氧治疗抑制 AQP4 的表达，降低 AQP4 对血脑屏

障的破坏作用[12]，减轻因血脑屏障破坏而引起的血

管源性脑水肿有关。

有研究显示[22]，脑出血后脑水肿及周围缺血可

造成局部自由基水平增高，自由基氧化损伤可促使

脑水肿加重。自由基产生增加又导致脑出血后继发

脑损伤，使神经功能障碍进一步加重。SOD对平衡

机体氧化与抗氧化系统、免除自由基损伤起着至关

重要的作用。人体中SOD水平与自由基含量呈负

相关，其水平的高低可间接反映机体内自由基的含

量。有实验性研究表明高压氧可以通过调节 SOD

水平减少脑出血后自由基的产生[23—24]，抑制脑出血

后NO的过量生成，增强ATP酶活性，从而进一步减

轻脑水肿的发生。刘伟国等[25]探讨重型颅脑损伤患

者高压氧治疗对外周血红细胞SOD等的含量变化

及与预后关系的实验提示，高压氧能显著影响重型

颅脑损伤患者SOD含量，通过减少或抑制自由基产

生而实现其治疗效果，为临床上高压氧治疗在自由

基方面提供了理论基础。

在本实验中，SOD表达与AQP4呈现“负”一致

性，即各组在 ICH第1天SOD有所表达，ICH第3天

—第 5天时下降至谷底，之后缓慢上升。刚好和急

性期大量自由基的释放且SOD与之对抗消耗大量

SOD相一致，从实验组中可以看到，经高压氧治疗

后能迅速改善这种情况，提高SOD水平，对抗自由

基，防止进一步脑损伤。而正常大鼠SOD与AQP4

保持相对平衡稳定状态，变化基本不大。

研究发现[26]，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，

并且通过增加SOD的含量，加快自由基的清除，减

轻神经的损伤，促进脑损伤后的神经功能的恢复。

研究认为[5]，HBO治疗在对治疗脑水肿等方面

是很重要的保护剂，其机制可能在于快速到达受损

的脑组织，缓解脑组织缺氧状态。通过改善微循环，

减轻水肿，提高有氧代谢，调节SOD表达水平，提高

Bcl-2表达来起到抗自由基损伤与抗凋亡的作用。高

压氧已经在实验中和临床上证实可以在脑损伤后，

尤其是脑损伤早期可以改善预后[27]。姚维成等[28]的

脑出血动物模型在 HBO 治疗后 ICH 周围脑组织

AQP4的表达降低，脑水含量也下降，提示HBO在防

止急性和迟发性血脑屏障的破坏，维持血管通透性

的稳定及减轻脑水肿方面起到关键作用。我们前期

的研究也证实这一观点。

目前探究高压氧吸氧时间的文献较少，临床上

高压氧治疗脑外伤等吸氧时间多为 60—80min[12]，

在治疗急性缺血性脑卒中的研究中高压氧吸氧时间

大多为60min[12]。回顾性研究发现在颅脑损伤（trau-

matic brain injury, TBI）的治疗中1.5ATA条件下吸

纯氧60min是相对安全的[24]。

曾有文献通过观察不同时程HBO治疗对脑外

伤大鼠顶叶皮质神经元超微结构的影响 [11]，得出

30—60min吸氧时间优于吸氧时间90min，因为吸氧
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时间 90min大鼠神经元的超微结构仍有损伤，30—

60min吸氧时间大鼠神经元基本已恢复，考虑可能

因为吸氧时间较长和过氧化损伤有关。本研究发

现，虽然实验组大鼠各指标均优于对照组，但吸氧时

间相对短的 40min组各指标变化幅度不如其他组，

这可能与吸氧时间短即高压氧治疗时间短未达到最

佳的治疗效果有关；而吸氧时间相对较长的100min

组反而没 60min、80min组AQP4表达程度降低的幅

度大及SOD表达程度增加的幅度大，分析原因，可

能与上述研究提到的过氧化和氧化应激有关。但本

实验未做电镜下超微结构观察，只能根据AQP4和

SOD的表达进行推测，明确的原因还有待于进一步

研究。本研究发现 60min吸氧时间组中AQP4表达

程度相比于其他组最低，SOD表达程度相比于其他

组最高，提示在吸氧时间60min时，能更好地降低脑

水肿同时减轻自由基对脑组织的损伤，80min组在减

轻水肿、AQP4表达及增加SOD表达方面的变化，作

用次于60min组，但优于40min、100min吸氧时间。

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 的表达和提高 SOD 表达

有关，并且提示在脑出血 6h 行高压氧治疗，在

2.0ATA 治疗压力下，60min 吸氧时间优于 40min、

80min及100min吸氧时间。
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