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&&!摘&要"&目的&探讨多疗程的高压氧%RMW&治疗对 %" (时间窗的缺氧缺血性脑损伤%RCMS&新生大鼠的

保护作用) 方法&b 日龄 =043K9.PS3̂6.F大鼠 @@ 只#随机分为正常对照组%'W8&*RCMS组和 RMW组) RMW组根

据RMW治疗时间窗的不同分为 #R#G@R和 %"R组#即分别于RCMS后 ##G@ 和 %" ( 给予 RMW$各亚组又根据不同

疗程分成 ! 疗程组%RMWP!&*# 疗程%RMWP#& 和 L 疗程组 %RMWPL &) RMW组%压力为 # THT&每天给予RMW! 次#

连续 b 2为一疗程#休息 L 2后进入下一疗程) 各组待 %"R组的 L 疗程亚组完成全部疗程后#即鼠龄 L@ 2 %RCMS

后 L! 2&时一同处死) 采用HV8QU染色检测大脑皮层和海马'T! 区神经细胞凋亡$并采用 8=Q免疫组化方法检

测各组皮层神经元数量) 结果&

(

RCMS组凋亡细胞数量明显高于'W8组#同时8=Q阳性细胞明显少于'W8组

%5a$7$!&)

)

随着治疗时间窗的延迟#单疗程RMW对凋亡的抑制作用及对神经元的保护作用逐渐减弱)

*

在

G@R和 %"RRMW组#RMW对神经细胞凋亡的抑制作用及对神经细胞的保护作用随着疗程的增加而逐渐增强$但

#RRMW组经过一疗程 RMW治疗后#凋亡细胞数量已经减少至 'W8组水平#而且 8=Q阳性细胞数量增加也接近

'W8组#随着疗程增加不再有明显变化) 结论&

(

RCMS后 # (给予一疗程的 RMW治疗即可明显抑制神经细胞

的凋亡及保护神经元$

)

增加疗程可增强治疗窗延迟的RMW对神经细胞凋亡的抑制与对神经元的保护作用)

!中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GFG IGHC"

!关&键&词"&高压氧$缺氧缺血性脑损伤$疗程$新生大鼠
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&&缺氧缺血性脑病%RCQ&是儿童脑瘫*精神发育

迟滞*学习障碍和癫
!

的常见原因!!"

) 发病机制比

较复杂#细胞坏死和细胞凋亡是缺氧缺血性脑损伤

% RCMS&时脑细胞死亡的两种主要形式# 其中凋亡

主要发生在急性期过后以及缺血半影区#是 RCMS

后迟发性细胞损伤的主要方式!# nG"

)

目前认为高压氧% RMW&治疗 RCMS有较好的

疗效#可减轻脑损伤程度#促进脑功能重建!? n%"

) 但

是RMW治疗的时间窗对于损伤脑组织的恢复和重

塑很重要#大量的动物研究发现 RMW治疗新生大

鼠的最佳时间窗为RCMS后 " n#G (#时间窗延长则

效果不佳!!$ n!#"

)

临床工作中#部分病情较重的 RCQ患儿由于生

命体征不稳定#不能早期进行 RMW治疗#一般要在

生后 ? 2#甚至更晚才能开始治疗) 这样#治疗时间

窗的延迟可能会给 RCQ患儿的预后带来一定的影

响) 那么#在RMW治疗时间窗延迟的情况下#增加

RMW的疗程#延长 RMW治疗的时间是否能减轻神

经细胞凋亡#有助于弥补由于延误RMW治疗而对神

经系统造成的损伤呢. 目前国内外尚无这方面的文

献报道) 本研究就治疗时间窗延迟时增加 RMW疗

程对神经细胞凋亡的影响进行研究#希望能对临床

工作提供有力依据)

EP材料与方法

E7EP实验动物及分组

健康 b 日龄 =043K9.PS3̂6.F%=S&大鼠 @@ 只%清

洁级&#由中南大学实验动物中心提供#雌雄不限#

体重 !!7@ n!?7" K#平均 !L7# c!7? K) 采用完全随

机设计分为 !! 组%+ i@&#即正常对照组%'W8&#

RCMS组# RMW组%条件'压力为 # THT#稳压 ! (#每

天 ! 次#连续 b 2为一疗程#休息 L 2 后进入下一疗

程&) RMW组在RCMS模型制作后根据不同治疗时

间窗#分为 # ( RMW组%#R#在 RCMS后 # ( 开始给

予 RMW&*G@ ( RMW组 %G@R#RCMS后 G@ ( 给予

RMW&及 %" ( RMW组 %%"R#RCMS后 %" ( 给予

RMW&L 个亚组$各亚组又根据不同疗程分成 ! 疗程

组%RMWP!&*# 疗程%RMWP#&和 L 疗程组%RMWPL&)

对照组不做任何处理) 采用 :);.P53**9;;)法制成

RCMS模型!!L"

'乙醚吸入麻醉后分离左侧颈总动脉#

双线结扎从中剪断后再置于 @_低氧舱缺氧 # ( )

各组在RMW疗程完成后置于空气中喂养#待 %"R

组的 L 疗程亚组完成全部疗程后#即鼠龄 L@ 2

%RCMS后 L! 2&时一同处死)

E7BP标本采集

各组大鼠在 RCMS后 L! 2 时处死) 用 !$_水

合氯醛麻醉#麻醉成功后#打开胸腔#剪开右心耳#于

心尖部插管#注入 !$$ /U生理盐水#待流出液清亮

后#再注入 G_多聚甲醛 !$$ /U灌注固定#断头取

脑#于前囟中点处予美蓝标记#并在大脑皮层表面用

美蓝标记左侧大脑半球后#G_多聚甲醛固定 #G (

后石蜡包埋*固定*脱水后#切片机在前囟前 !7$ //

至d$7@ //开始冠状位连续切片#片厚 G

&

/#行

HV8QU法检测各组脑组织神经细胞凋亡) 并采用

8=Q免疫组化方法检测各组神经元数量)

EUQPS̀ [LR法检测大鼠神经细胞凋亡

玻片预先用多聚赖氨酸进行处理) 切片常规脱

蜡至水) 用新鲜配制 L_ R

#

W

#

#室温处理 !$ /)*)

蒸馏水洗涤 # /)* oL 次) 加 $7$! EHM= !v#$$ 新

鲜稀释 14,-.)*3A.ILbq消化 !$ /)*#$7$! HM= 洗

# /)* oL 次) 标本片加标记缓冲液%63>.6)*K>9DD.4&

#$

&

U]片#以保持切片湿润) 按每张切片取 HSH和

SCJP2PVH1各 !

&

U#加入 !@

&

U标记缓冲液中#混

匀) 甩去切片上多余液体后加标记液##$

&

U]片)

置样品于湿盒中#Lbq 标记 # () $7$! EHM= 洗

# /)* oL 次) 加封闭液 ?$

&

U]片#室温 L$ /)*#甩

掉封闭液) 用抗体稀释液 !v!$$ 稀释生物素化抗地

高辛抗体%取 ! /U抗体稀释液加生物素化抗地高

辛抗体 !$

&

U&#混匀后 ?$

&

U]片加至标本片上#置

样品于湿盒中#Lbq 反应 L$ /)*#$7$! EHM= 洗

# /)* oL次) 用抗体稀释液 !v!$$ 稀释 =TM''取

! /U抗体稀释液加 =TM'!$

&

U#混匀后 ?$

&

U]片加

至切片#Lbq 反应 L$ /)*#$7$! EHM= 洗 ? /)* o

G次) 取 ! /U蒸馏水#分别加入 STM试剂盒中T#

M#'试剂各一滴#混匀后加至标本片上#显色 !$ n

L$ /)* 左右#水洗#用苏木素轻度复染#$7$! EHM=

洗#蒸馏水洗) 脱水#透明#中性树胶封片后显微镜

观察#凋亡细胞染色呈棕黄色)

EUGP[8L免疫荧光染色检测神经元数量

石蜡切片脱蜡至水#用蒸馏水冲洗两遍#加入

$7$! E枸橼酸盐缓冲液%0Ri"7$&中#微波炉 %# n

%@q修复抗原 ? n!$ /)*#自然冷却到室温后#再抗

原修复一次#取出冷却至室温#磷酸盐缓冲溶液

%1M=&洗涤后#加入 # ER'6Lbq#L$ /)*#$7$G_胃

蛋白酶室温下 " /)*#待S8T变性后#?_ M=T血清

Lb q 封闭 ! (#加入兔抗大鼠 8=Q抗体%!v#$$#博

士德&#Lbq孵育 L$ /)*#Gq 冰箱过夜#$7$! E1M=

冲洗#!$ /)* oL 次#滴加 BCH'标记的山羊抗兔 CKJ

%!v!$$#北京中杉试剂公司&#避光条件下 Lbq 孵

(?"G(
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育 "$ /)*#$7!_ HM=%$7$! E1M= e$7!_ H4)-,*X

d!$$&冲洗 L 次#每次 !$ /)* 滴加甘油缓冲液封

片#Gq 冰箱避光保存#激光扫描共聚焦显微镜下观

察#每只大鼠取 G n? 个非连续的脑片计数#并计算

8=Q阳性细胞数平均值)

E7XP统计学分析

所有计量数据用平均数 c标准差%Kc@&表示#

全部资料采用 =1== !!7? 统计软件进行单因素方差

分析#组间比较采用R检验#5a$7$? 认为具有显著

性意义)

BP结果

BUEP6\;治疗对大脑皮层和海马 ?9E 区神经细

胞凋亡的影响

#7!7!&不同时间窗单疗程RMW对皮层神经细胞凋

亡的影响&&RMW治疗一疗程后##R组皮层凋亡

细胞数量接近 'W8组%5j$7$?&) 随着时间窗延

长#皮层凋亡细胞逐渐增多#其中 %"R组皮层凋亡

细胞数量明显高于 #R和 G@R组%5a$7$!&$提示

RMW对RCMS大鼠皮层神经细胞凋亡的抑制作用随

着时间窗的延长而逐渐减弱%图 ! n#&)
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&&图 E P6V\T后各时间窗单疗程 6\;各组皮层

S̀ [LR染色P

3'与 'W8组比较#5a$7$!$ >'与 RCMS组比较#

5a$7$!$ ;'与 #RRMWP! 组比较#5a$7$!$ 2'与 G@RRMWP! 组比

较#5a$7$!

&&图 BP6V\T后各时间窗不同疗程6\;各组皮层 S̀ [LR染色$ aGCC%P

'W8组无阳性细胞$RCMS组可见大量棕

色的凋亡阳性细胞) #RRMWP! 亚组几乎无凋亡细胞$G@RRMWP! 和 %"RRMWP! 亚组可见较多棕色的凋亡细胞#其中 %"RRMWP! 每

组凋亡细胞明显多于 G@RRMWP! 组) #R组中各疗程组均几乎无凋亡细胞$G@R组中随着疗程增加#凋亡细胞明显减少#其中RMWP#

和RMWPL 亚组则仅见散在几个凋亡细胞$%"R组中均可见较多棕色的凋亡细胞#但随着疗程的增加#凋亡细胞逐渐减少)

#7!7#&不同时间窗单疗程 RMW对海马 'T! 区神

经细胞凋亡的影响&&RMW治疗一疗程后##R组

海马'T! 区凋亡细胞数量接近'W8组%5j$7$?&)

随着时间窗延长#海马 'T! 区凋亡细胞逐渐增多#

其中 %"R组皮层凋亡细胞数量明显高于 #R和

G@R组%5a$7$!&$提示 RMW对 RCMS大鼠海马

'T! 区神经细胞凋亡的抑制作用随着时间窗的延长

而逐渐减弱%图 L nG&)

#7!7L&RCMS后各时间窗不同疗程 RMW治疗对大

脑皮层神经细胞凋亡的影响&&RCMS组皮层可见

大量棕色的凋亡细胞$ #R组各亚组之间以及与

'W8组之间皮层凋亡细胞数量无显著差别$ G@R组

中RMWP! 亚组凋亡细胞数量高于 'W8组#但明显

较RCMS组少%5a$7$!&#RMWP# 和 RMWPL 两个亚

(""G(
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组的凋亡细胞数量则明显少于RMWP! 亚组#与'W8

组差异无显著性#而且RMWP# 和RMWPL 两个亚组之

间差别也无显著性意义#说明在 RCMS后G@ ( 给予

RMW治疗#增加疗程也可有效抑制神经元凋亡)

%"R组中各亚组的凋亡细胞数量虽然较 'W8组明

显增多%5a$7$!&#但仍少于 RCMS组%5a$7$!&#

而且随着 RMW疗程的增加#凋亡细胞逐渐减少#

RMWP# 和RMWPL 两个亚组的凋亡细胞数量则明显

少于RMWP! 亚组%5a$7$!&#RMWP# 和RMWPL 两个

亚组之间差异也无显著性意义) 说明在RCMS后 %"

(开始RMW治疗#增加疗程可减轻凋亡的严重程度

%图 ##图 ?&)
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&&图 QP6V\T后各时间窗单疗程 6\;各组海马 ?9E

区 S̀ [LR染色P

3'与 'W8组比较#5a$7$!$ >'与 RCMS组比

较#5a$7$!$ ;'与RCMS组比较#5a$7$?$2'与 #RRMWP! 组比较#

5a$7$!$.'与 G@RRMWP! 组比较#5a$7$!

PP图 GP6V\T后各时间窗不同疗程6\;各组海马?9E 区 S̀ [LR染色$ aGCC%P

'W8组无阳性细胞$RCMS组可见

较多棕色凋亡阳性细胞) #RRMWP! 亚组几乎无凋亡细胞#G@RRMWP! 和 %"RRMWP! 亚组均可见少量棕色的凋亡细胞) #R组中各

疗程亚组几乎无凋亡细胞$G@R组中RMWP! 亚组可见少量阳性细胞#而RMWP# 和RMWPL 亚组则几乎无凋亡细胞$%"R组中RMWP! 亚

组可见少量阳性细胞#但随着疗程的增加#凋亡细胞逐渐减少)

#7!7G&RCMS后各时间窗不同疗程 RMW治疗对海

马'T! 区神经细胞凋亡的影响&&RCMS组海马

'T! 区的凋亡细胞较'W8组明显增多%5a$7$!&$

#R各亚组海马'T! 区凋亡细胞明显低于 RCMS组

%5a$7$!&#与'W8组差别无显著意义#而且 #R各

亚组之间差别无显著性#提示RCMS后 # (开始给予

RMW治疗可抑制海马凋亡的发生) G@R各亚组凋

亡细胞虽然高于 'W8组#但明显低于 RCMS组#而

且RMWP# 和RMWPL 两个亚组的凋亡细胞明显低于

RMWP! 亚组#差别有显著意义%5a$7$?&#但RMWP#

和RMWPL 两个亚组之间差别无显著性意义) 说明

在RCMS后 G@ (给予RMW治疗#增加疗程也可有效

抑制神经元凋亡) %"R组中 RMWP! 组的凋亡细胞

数量虽然较 RCMS组少#但差别无显著性意义) 而

随着RMW疗程的增加#凋亡细胞明显减少#RMWP#

和RMWPL 亚组的凋亡细胞明显低于 RMWP! 组和

RCMS组%5a$7$?&#但仍高于 'W8组%5a$7$?&)

提示在RCMS后 %" (开始RMW治疗#增加疗程可明

显减轻凋亡的程度%图 G#图 "&)

(b"G(
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&&图 X P6V\T各时间窗不同疗程 6\;各组皮层

S̀ [LR染色P

3'与 'W8组比较#5a$7$!$ >'与 RCMS组比较#

5a$7$!$;'与 G@RRMWP! 组比较#5a$7$!$ 2'与 %"RRMWP! 组比

较#5a$7$!
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&&图 FP6V\T各时间窗不同疗程 6\;各组海马 ?9E

区 S̀ [LR染色P

3'与 'W8组比较# 5a$7$!$ >'与 RCMS组比

较#5a$7$!$ ;'与 G@RRMWP! 组比较#5a$7$?$ 2'与 %"RRMWP!

组比较#5a$7$?$ .'与'W8组比较#5a$7$?

BUBP6V\T后各时间窗不同疗程6\;治疗各组皮

层[8L染色结果

#7#7!&各时间窗单疗程 RMW各组皮层 8=Q染色

结果&&RCMS组皮层8=Q阳性细胞明显低于'W8

组%5a$7$!&) #RRMWP! 组 8=Q阳性细胞明显增

加#显著高于 RCMS组#与 'W8组差异无显著性$

G@RRMWP! 和 %"RRMWP! 组的 8=Q阳性细胞数与

RCMS组差异无显著性#且随着时间窗的延长而逐

渐减少%图 b n@&)
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&&图 HP6V\T后各时间窗单疗程 6\;各组皮层 [8L

染色P

3'与 'W8组比较#5a$7$!$>'与 RCMS组比较#5a$7$!$

;'与#RRMWP! 组比较#5a$7$!

&&图 YP6V\T后各时间窗不同疗程6\;各组皮层[8L染色$ aGCC%P

'W8组可见大量8=Q阳性细胞$RCMS组阳性

细胞数量明显减少) #RRMWP! 亚组可见较多8=Q阳性细胞#G@RRMWP! 和 %"RRMWP! 亚组的阳性细胞数明显减少) #R组中各疗

程组的8=Q阳性细胞数量较多#与 'W8组差异无显著性$G@R和 %"R组中 RMWP! 亚组 8=Q阳性细胞数量明显减少#RMWP# 和

RMWPL亚组的8=Q阳性细胞数量逐渐增多)

(@"G(
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#7#7#&各时间窗不同疗程RMW治疗各组皮层8=Q

染色结果&&#R组三个亚组的 8=Q阳性细胞数量

明显高于RCMS组%5a$7$!&#与 'W8组差异无显

著性#而且随着 RMW疗程增加#8=Q阳性细胞数量

无明显变化$G@R组8=Q阳性细胞随着疗程增加逐

渐增多#其中 RMWP# 和 RMWPL 亚组高于 RMWP! 亚

组和RCMS组%5a$7$!&#但 RMWP# 与 RMWPL 亚组

之间差异无显著性$%"R组随着 RMW疗程的增加#

8=Q阳性细胞数量逐渐增加#RMWPL 亚组明显高于

RCMS*RMWP! 和 RMWP# 亚组) 提示在时间窗延长

的情况下#增加 RMW疗程对皮层神经细胞的保护

作用也逐渐增加%图 @ n%&)
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&&图 DP6V\T后各时间窗不同疗程6\;各组皮层[8L

染色PP

3'与 'W8组比较# 5a$7$!$ >'与 RCMS组比较#

5a$7$!$ ;'与 G@RRMWP! 亚组比较#5a$7$!$ 2'与 %"RRMWP! 亚

组比较#5a$7$!$ .'与 %"RRMWP# 亚组比较#5a$7$?

QP讨论

新生儿 RCQ是围生期最常见的脑损伤的原因#

也是引起儿童脑病*精神损害*惊厥和持续性运动障

碍的主要原因) 由于围生期缺氧缺血使神经细胞的

能量代谢发生障碍#其病理生理变化主要是神经细

胞的水肿*兴奋性氨基酸的释放和氧自由基的产生

增加最终引发了神经细胞的死亡) RCMS时脑细胞

死亡有两种形式#即细胞坏死和细胞凋亡) 在缺氧

导致的损伤中#凋亡占很大的比例#且持续时间较

长#是加重脑损伤的一个重要因素!!G"

) 有资料显

示#动物在RCMS后 #G (内即可发生早期的脑损伤#

并导致后期的脑萎缩) 而 RMW可抑制或减轻神经

元凋亡的发生) '36<.4-等!%"观察了 RCMS后 #G (

内皮层凋亡的变化#发现 b 日龄的 =S大鼠 RCMS损

伤后 " ( 脑组织中即可出现凋亡细胞#而且凋亡细

胞的数量呈时间依从性#!@ n#G ( 凋亡达高峰) 而

在 RCMS后 ! ( 即给予单次 RMW%L THT#! (&治

疗#则各个时间点的凋亡细胞明显减少#说明在

RCMS后早期给予 RMW治疗可有效抑制凋亡的发

生#对神经细胞有保护作用) 本实验发现 RCMS后

# ( 开始给予单个疗程 RMW治疗可完全阻止神经

细胞凋亡的发生#而增加疗程对这一作用并无增强$

RCMS后 G@ n%" (开始给予RMW治疗#凋亡细胞明

显增多#且随着时间窗的延长#凋亡情况越严重)

神经细胞凋亡是 RCMS过程中神经细胞死亡的

重要形式#关于其发生机制目前已有较多的研究)

资料显示#神经细胞的凋亡与相关基因表达有关#又

受到许多因素的调节#其中 M;6P##RCBP!3和 ;3A03A.

等因子起着重要的作用!!? n!b"

) RMW可提高脑损伤

部位的M;6P# 蛋白的表达#增加 M;6P#]M3[比例#保

护线粒体膜的完整性而发挥抗凋亡的作用!!@"

)

RCMS后脑组织中的 ;3A03A.PL 和 ;3A03A.P% 的表达

明显增加#而在 RCMS前给予 RMW预处理#则脑损

伤部位的 ;3A03A.PL 和 ;3A03A.P% 的表达明显减少#

同时凋亡细胞也明显减少#提示RMW预处理也可减

轻凋亡的程度#对脑组织有保护作用!L"

) 缺氧诱导

因子P!3可通过激活 ;3A03A.P% 和 ;3A03A.PL 途径#结

合肿瘤抑制因子 0?L 后#引起凋亡的发生) 缺血后

" (即在海马和皮层有 RCBP!3的增高#G@ n%" ( 达

高峰#同时出现 0?L# ;3A03A.P% 和;3A03A.PL 的增高)

而 RMW可减少这些因子的表达#并减少细胞死

亡!!%"

)

在临床上#部分 RCQ患儿由于病情危重#生命

体征不平稳#尚不能尽早给予 RMW治疗#其接受

RMW治疗的时间就会比较晚) 那么在治疗时间窗

延长的情况下#多疗程*长时间的 RMW治疗效果如

何. 目前还没有此方面的动物实验报道) 另外#在

一个疗程的 RMW治疗完成后#神经细胞是否还会

继续发生凋亡. 目前也还没有这方面的报道) 因此

我们的实验从临床实际情况出发#在时间窗延迟的

情况下通过增加 RMW疗程的方式#观察不同疗程

RMW对 RCMS后神经损伤的影响)

本实验发现#在 G@R和 %"R组中#单疗程亚组

的凋亡细胞明显多于二*三疗程组#说明神经细胞的

凋亡是一个持续时间较长的过程#虽然在 RCMS后

G@ 和 %" ( 给予单疗程 RMW干预#这种干预作用也

只是暂时性的#一旦停止 RMW治疗#神经细胞还是

会继续发生损伤凋亡) 于是我们在 RCMS后 G@ 和

%" (开始给予多疗程的 RMW疗程#发现 G@ ( 组在

增加 RMW疗程后#凋亡细胞明显减少至接近正常

组#说明 RCMS后 G@ ( 给予多个疗程的 RMW治疗

可有效抑制后期神经细胞的凋亡) 在 RCMS后 %" (

开始给予 RMW治疗#RMW一疗程亚组的神经元凋

亡细胞数量接近 RCMS组#而二*三疗程亚组的凋亡

(%"G(
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细胞虽然也较多#但较一疗程亚组和 RCMS组明显

减少) 说明在 RCMS后 %" ( 开始 RMW治疗#增加

RMW的疗程可以减轻后期神经细胞凋亡的严重程

度)

神经元特异性烯醇化酶%8=Q&是神经细胞能

量代谢过程中参与糖酵解过程的关键酶#是神经元

的特异性标记物) 本实验发现#RCMS组大鼠的大

脑皮层中 8=Q阳性细胞数量明显减少#RCMS后

G@ n%" (开始给予不同疗程的 RMW治疗后#随着

RMW疗程的增加#8=Q阳性细胞数量逐渐增加#神

经元破坏减少#这也说明在 RCMS后治疗窗延迟的

情况下#多疗程的 RMW有助于增强神经元细胞对

脑缺血缺氧损伤的耐受性)

总之#本研究发现 RCMS后 # ( 给予一疗程的

RMW治疗即可明显抑制神经细胞的凋亡及保护神

经元$随着开始治疗的时间窗的延迟#RMW的保护

作用逐渐减弱#但是#通过增加疗程可增强对神经细

胞凋亡的抑制与对神经元的保护作用)
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