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高压氧对成年大鼠脑梗死灶体积和基质金属蛋白酶的影响

潘钰  张朝东

≈摘要  目的 探讨高压氧k���l对成年大鼠持续性局灶脑缺血梗死灶体积的影响及其可能的作用机制 ∀方法 应用血管内

细丝线栓堵大脑中动脉k � ≤ �l制作持续性脑缺血大鼠模型 o用 ��� ku qs �× �l治疗后 o观察 � ≤ �缺血后 y «!uw «!w{ «!zu «!tus

«和 ts §各组大鼠脑梗死灶体积 !基质金属蛋白酶k°¤·µ¬¬ ° ·̈¤̄ ²̄³µ²·̈¬±¤¶̈ o� � °l � � °2u和 � � °2|的变化 ∀结果 与缺血组相

比 o��� 组大鼠 tus «和 ts §梗死灶体积减小 o缺血 w{ ) tus « � � °2|蛋白表达减少 o� � °2u蛋白表达无明显变化 ∀结论 ���

能减小脑缺血梗死灶体积 o其作用可能与 ��� 下调 � � °2|蛋白表达有关 ∀
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Εφφεχτ οφ ηψπερβριχ οξψγεν ον ινφαρχτ ϖολυµε ανδ µ ατριξ µεταλλοπροτεινασε αφτερ περµ ανεντ φοχαλ χερεβραλισχηεµια ιν αδυλτ ρατσ ΠΑΝ

Ψυ , ΖΗΑΝΓ Χηαο2δονγ . Φαχυλτψ οφ Ρεηαβιλιταιον οφ Χαπιταλ Υνιϖερσιτψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ , Βειϕινγ tsssy{ , Χηινα

[ Αβστραχτ] Οβϕεχτιϖε ×²¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈ ·«̈ ©̈©̈ ¦·²©«¼³̈µ¥µ¬¦²¬¼ª̈ ± k���l ²±¬±©¤µ¦·√²̄∏°¨¤±§µ̈¯̈ √¤±·° ¦̈«¤±¬¶° ¤©·̈µ³̈µ°¤2
±̈ ±·©²¦¤̄ ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤¬± ¤§∏̄·µ¤·¶qΜετηοδσ � ¤·°²§̈¯²©©²¦¤̄ ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤¬±§∏¦̈§¥¼¬±·µ¤̄∏°¬±¤̄ ©¬̄¤° ±̈·²¦¦̄∏¶¬²± ²© °¬§§̄¨

¦̈µ̈¥µ¤̄ ¤µ·̈µ¼ k � ≤ �l º¤¶∏¶̈§q ��� ku qs �× �l º¤¶¤³³̄¬̈§·² ��� ªµ²∏³q�±©¤µ¦·√²̄∏°¨o °¤·µ¬¬ ° ·̈¤̄ ²̄³µ²·̈¬±¤¶̈ u k � � °2ul ¤±§

� � °2| º µ̈̈ §̈·̈¦·̈§¤·y «ouw «ow{ «ozu «otus «¤±§ts §¤©·̈µ¬¶¦«̈ °¬¤qΡεσυλτσ ×«̈ ¬±©¤µ¦·√²̄∏°¨²¥√¬²∏¶̄¼ §̈¦µ̈¤¶̈§¤·tus «

¤±§ts §¤±§ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© � � °2| ²̄º µ̈̈§¤·w{ ) tus «¬± ��� ªµ²∏³¶q ×«̈ µ̈ º¤¶±²¶¬ª±¬©¬¦¤±·¦«¤±ª̈ ¬± � � °2u qΧονχλυσιον ���

¦¤± µ̈§∏¦̈ ¬±©¤µ¦·√²̄∏°¨¤©·̈µ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤o º«¬¦« °¤¼ ¥̈ µ̈ ¤̄·̈§·²§²º±µ̈ª∏̄¤·¬²± ²© � � °2| ¯̈ √¨̄¶q

[ Κεψ ωορδσ] «¼³̈µ¥µ¬¦²¬¼ª̈ ± k���l ~©²¦¤̄ ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤~°¤·µ¬¬ ° ·̈¤̄ ²̄³µ²·̈¬±¤¶̈ k � � °l

中图分类号 }� wx| qy 文献标识码 }� 文章编号 }tssy2|zztkusswltu2szuy2sv
≈本文著录格式   潘钰 o张朝东 q高压氧对成年大鼠脑梗死灶体积和基质金属蛋白酶的影响≈�  q中国康复理论与实践 oussw o

tsktul }zuy ) zu{ q

局灶性脑缺血引起的组织缺氧是神经元直接或间

接死亡的主要原因≈t  ∀因此 o提高局部梗死组织氧的

供给 o一直被认为是有潜力的治疗方法≈t  ∀研究表明 o

高压氧k«¼³̈µ¥µ¬¦²¬¼ª̈ ± o���l能有效增加血浆中的

氧含量 o减小梗死灶体积 o减轻神经系统症状 o改善预

后≈t ou  ∀但 ��� 治疗脑缺血的确切机制尚不清楚 ∀

近年来人们发现 o基质金属蛋白酶k°¤·µ¬¬ ° ·̈¤̄ ²̄³µ²2

·̈¬±¤¶̈ o� � °l与脑血管病关系密切 o其中 � � °2u和

� � °2|是 � � °家族的重要成员 o参与缺血性脑血管

病的血脑屏障k¥̄²²§¥µ¤¬± ¥¤µµ¬̈µo���l开放和血管源

性脑水肿形成≈v  ∀国内有学者报道 o��� 有降低脑缺

血再灌注小鼠 � � °2|活性和 ���通透性的作用≈w  ∀

本研究采用血管内细丝线栓堵大脑中动脉k °¬§§̄¨

¦̈µ̈¥µ¤̄ ¤µ·̈µ¼ o� ≤ �l制成大鼠持续性局灶脑缺血模

型 o采用组织病理学和免疫组织化学方法 o观察经

���治疗后 o脑梗死灶体积及 � � °2u !� � °2| 蛋白

的变化 o探讨 ���对持续性局灶脑缺血梗死灶的影响

及其可能的作用机制 ∀

1 材料与方法

作者单位 }t qtsssy{ 北京市 o首都医科大学康复医学院k潘钰l ~u q

ttssst 辽宁沈阳市 o中国医科大学第一临床学院神经内科k张朝东l ∀

作者介绍 }潘钰kt|zv2l o女 o辽宁沈阳市人 o博士研究生 o主治医师 o主要

研究方向 }神经康复及脑血管病康复 ∀

1 q1 实验材料

1 q1 q1 动物及分组  健康雄性 ≥⁄大鼠 zs只 ow ) x月

龄 o体重 t{s ) uus ªo随机分为 w 组 }正常对照组

k± � xl ~假手术组k± � xl ~缺血组k± � vsl ~��� 组k±

� vsl ∀后两组又分别分成 y «!uw «!w{ «!zu «!tus «

和 ts §等时间点 o每个时间点 x只 ∀

1 q1 q2 主要试剂  兔抗 � � °2u !� � °2|多克隆抗体

k天津博士德公司产品l ~过氧化物酶标记链霉卵白素2

亲和素 ≥°试剂盒k北京中山生物技术公司产品l ~枸橼

酸钠缓冲液 !⁄��k天津博士德公司产品l ∀

1 q2 方法

1 q2 q1 大鼠持续性局灶脑缺血模型制作  按照 �¤ª¤2

¶¤º¤等报道的方法加以改进≈x  ∀假手术组只分离颈

总及颈外动脉 o不插入尼龙线 ∀选择苏醒后行走向右

旋转或右侧肢体瘫痪的大鼠为栓堵成功鼠进行实验 o

否则视为栓堵失败 o弃之不用 ∀栓堵成功的大鼠按规

定时间断头取脑 ∀

1 q2 q2 ���治疗  ��� 组大鼠缺血后 u «送入单人

高压氧舱 ∀先用纯氧充分洗舱 ts °¬±o使舱内 �u浓度

� |s h o加压至 s qus � °¤k速率 s qstux � °¤r°¬±l o停

留 ys °¬±o期间用纯氧通风 ts °¬±∀停留毕 o以 us °¬±

匀速减压至常压后出舱 ~每天进行 t次 ∀

1 q2 q3 病理标本制作  正常对照组大鼠在实验开始 !

假手术组大鼠在术后 uw «!缺血组和 ���组大鼠分别

在缺血后 y «!uw «!w{ «!zu «!tus «和 ts §常规取
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材 ∀

沿冠状位将大鼠脑切成 v °° 厚的组织块 o用

s qt � °�≥洗 v次 o快速脱水 o低温石蜡包埋 ∀取有大

体病变的组织块从额侧开始切取冠状组织片 o切片厚

度 y Λ° ∀每个组织片每隔 uss Λ°连续取 v张 o分别

做常规 �∞染色 !� � °2u和 � � °2|蛋白免疫组化及

阴性对照染色 ∀每个组织块取 x组 ∀

1 q2 q4 梗死灶体积定量  梗死灶确定 }以 �∞染色显

示的脑组织坏死区为梗死灶 ∀梗死灶计算 }常规 �∞

染色切片用 �̈¬¦¤ ±xzs图像分析系统检测 o计算每张

冠状切片上梗死灶的面积 ∀每个组织块梗死灶体积按

下列公式计算 }∂ �·tk�t n �ulru n·uk�u n �vlru n ,

n·±p tk�±p t n �±lruk注 }∂ �体积 ~·�两相邻冠状面

的间距 ~� �每一冠状面上梗死灶面积 ~± �冠状面序

列号l ∀分别将每个鼠脑标本的所有含梗死灶组织块

的梗死灶体积相加 o做为该标本的梗死灶体积值 ∀

1 q2 q5 � � °2u !� � °2|蛋白免疫组化检测  石蜡切

片采用 ≥°法进行免疫组织化学染色 ∀在 ws 倍物镜

下 o于每张切片梗死灶边缘区取相互不重叠的 {个视

野 o计数其中的 � � °2u !� � °2|免疫阳性细胞 o每组

大鼠所有切片阳性细胞数的k hξ ? σl作为该组动物梗

死灶边缘区 � � °2u !� � °2|免疫组化阳性细胞值 o以

阳性细胞数rts ≅ ws视野表示 ∀

1 q2 q6 统计学处理  所有结果应用 ≥°≥≥软件进行统

计学处理 o组间比较采用 ·检验 ∀

2 结果

2 q1 脑梗死灶体积  持续性局灶脑缺血 6 « �∞染色

光镜下见 � ≤ � 供血区的皮层和皮层下白质染色浅 o

细胞核固缩 o神经纤维网呈空泡化 o缺血边界较清楚 o

形成梗死灶 ∀ uw «的梗死灶体积明显 � y «k ° �

s qstl o梗死灶基本固定 ~uw ) tus «的梗死灶体积无显

著变化 ~ts §的梗死灶体积明显 � tus «k ° � s qstl ∀

���组 tus «和 ts §的梗死灶体积缩小 o与缺血组有

非常显著性差异k ° � s qstl o见表 t ∀
表 1  脑缺血梗死灶体积(µ µ 3 , hξ ? σ)

组别 y « uw « w{ « zu « tus « ts §

��� 组 |y qu ? w q| tuw qz ? y q| tuy qx ? y qw tu{ qw ? z qu |y q| ? x q{¤ zw qu ? w q|¤

缺血组 tsu qt ? x q{ tvv qv ? | qx¥ tvz qx ? { qw tv{ qz ? { qt ttx qy ? z qw |u qy ? x qw¦

  注 }¤}与缺血组比较 o° � s qst ~¥}与 y «比较 o° � s qst ~¦}与 tus «比较 o° � s qst ∀

2 q2 � � °2u !� � °2|蛋白免疫组化检测  正常对照

组和假手术组可见较少量 � � °2u免疫组化阳性细胞

表达 o无 � � °2| 免疫组化阳性细胞 ∀缺血组脑缺血

y «在缺血区边缘可见部分 � � °2u !� � °2|免疫组化

阳性细胞 o� � °2u蛋白的表达在 uw «增多 otus «达

高峰 ots §时减少 ~� � °2|蛋白在 w{ «达高峰 o维持

至 tus «仍有较高表达 ots §时减少 ∀微血管周围也

可见阳性细胞 ∀阳性细胞以胞浆染色为主 ∀对照组

�∞染色显示 o� � °2u !� � °2|阳性细胞为神经细胞 !

小胶质细胞及内皮细胞 ∀ ��� 组与缺血组相比 o

� � °2|免疫组化阳性细胞在 w{ ) tus «各时间点减

少 o差异有显著性意义k ° � s qsxl ~� � °2u免疫组化

阳性细胞无明显变化k ° � s qsxl o见表 u ∀
表 2  脑梗死后 ΜΜΠ22 !ΜΜΠ29 阳性细胞密度比较

项目 组别 y « uw « w{ « zu « tus « ts §

� � °2u ���组 tt ? vw ut ? x vs ? { v{ ? z wz ? | ux ? w

缺血组 tw ? w u{ ? z vz ? | wx ? tt xz ? tu vu ? {

� � °2| ���组 us ? w uz ? y vy ? |¤ vs ? y¤ uy ? z¤ tx ? x

缺血组 uy ? w ws ? y x| ? tu xs ? ts wu ? { ut ? v

  注 }¤}与缺血组比较 o° � s qsx ∀

3 讨论

���自 us世纪 ys年代开始应用于临床 o被认为

是治疗脑部疾病的一种有效的非损伤性方法 ∀ ���

能有效增加氧的弥散能力 o增大氧有效弥散范围 o促进

血管生成和侧枝循环建立 o活化缺血半暗带内的无效

细胞≈u  ∀ �¬±®等研究发现 o兔全脑缺血后 o��� 能提

高血脑屏障的完整性 o使脑血流量下降 o减轻脑水

肿≈y  ∀在局灶脑缺血和全脑缺血模型中 o��� 使梗死

灶体积缩小 o降低死亡率≈z2{  ∀本研究就 ��� 对大鼠

持续性局灶脑缺血梗死灶体积的影响进行观察 o发现

与缺血组相比 o��� 组缺血 tus «) ts §时的梗死灶

体积缩小 o提示脑缺血早期暴露于 ���可减小持续性

局灶脑缺血梗死灶体积 o减轻缺血损伤程度 ∀但 ���

对脑缺血神经系统保护作用的确切机制尚不十分清

楚 ∀

脑水肿和 ���通透性增高是缺血性脑损伤的重

要表现之一 ∀脑缺血可引起基底膜通透性和结构的变

化 o这种变化被认为是局灶性脑缺血所致 ���破坏 !

产生血管源性脑水肿的重要原因≈|  ∀近几年随着对

� � °研究的深入 o人们发现脑缺血及再灌注后 � � °

表达增加 ∀ � � °是一组含 �±u n的能降解细胞外间质

的蛋白酶 o在基底膜降解中起着主要作用 o尤其是

� � °2u 和 � � °2| 的表达增加与脑微血管通透性 !

���通透性 !���崩溃 !炎性细胞侵入和脑水肿密切相

关 ∀ � � °2u分子量 zu �⁄o活性分子量 yy �⁄~� � °2

|分子量 |u �⁄o活性分子量 {v �⁄∀纤溶酶原激活物

活化 � � °2|前体 o膜型 � � °在细胞表面活化 � � °2

u前体 ∀活化的 � � °一旦形成并释放到细胞外 o会破

坏细胞外间质的大多数成分 o而基底膜的破坏加重了

脑水肿和出血的危险 ∀ ƒ∏­¬°∏µ¤在局灶性脑缺血再灌
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注小鼠模型中发现 o活化 � � °2| 的早期出现导致

���破坏和血管源性脑水肿≈v  ∀本研究显示 o持续性

局灶脑缺血 y «缺血区及缺血边缘区即有部分 � � °2

u和 � � °2|阳性细胞表达 ∀ � � °2|在缺血后 w{ «达

高峰 o持续至 tus «ots§时减少 ~� � °2u缺血后 uw «

开始增加 otus «达高峰 ots §时减少 ∀ � ²°¤±¬¦报道 o

大鼠局灶性脑缺血后 tu « � � °2|明显增加 ouw «达

高峰 o持续至第 x §otx §时表达消失 ~� � °2u缺血后

uw «明显增加 ox §达高峰≈ts  ∀国内学者报道 o局灶性

脑缺血 z § � � °2u开始减少 ∀本研究结果与文献报

道相似 o不同之处在于 � � °2|出现高峰推迟至 w{ «o

推测可能与缺血模型及损伤程度不同有关 ∀

� � °可在不同细胞表达 ∀ ƒ∏­¬°∏µ¤发现在正常

星形胶质细胞中有 � � °2u表达 o缺血再灌注早期增

加 o并参与 ���的开放起始 o缺血 x §和 ut §有第二

次增加 o缺血区周边的细胞和坏死区残存的血管

� � °2u染色强阳性 ~正常脑中无 � � °2| o缺血 uw «血

管和浸润的中性白细胞上可见 � � °2| 表达≈v  ∀

°̄ ¤±¤¶发现 o� � °2|在神经元胞体 !神经胶质细胞和

内皮细胞表达 o� � °2u则在活化的小胶质细胞或星形

胶质细胞中表达≈tt  ∀而 � ²¶̈±¥̈µª等将 � � °2|定位

在内皮细胞 !嗜中性粒细胞和神经元上 o� � °2u定位

在缺血区周围活化的星形胶质细胞中≈tu  ∀本研究发

现 o� � °2u和 � � °2|阳性颗粒在神经细胞 !小胶质细

胞及少量内皮细胞均有表达 o提示 � � °2u和 � � °2|

与脑缺血后 ���通透性改变及血管发生损伤后组织

修复等过程有关 ∀

有研究表明 o脑缺血再灌注后 � � °2|表达增加

与脑梗死面积密切相关 ∀ �¬§§¤¼等研究发现 o� � °2|

基因敲除裸鼠脑梗死灶体积减小 vw h o用 � � °2|抑

制剂治疗的 ≤⁄2t 小鼠脑梗死灶体积减小 u{ h ≈tv  ∀

� ²°¤±¬¦等也发现 o选择性 � � °2|抑制剂能使大鼠脑
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