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HBO对内皮素21诱导的大鼠局灶性脑缺血模型的疗效观察
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[摘要 ]　目的 :利用内皮素21 (endothelin21 , ET21)建立一种操作简单、稳定性和重复性好的大鼠局灶性脑缺血再灌注模型并

观察高压氧 (hyperbaric oxygen , HBO)治疗的效果。方法 :动物麻醉后 ,将 3μl ET21 (60 pmol/μl)注射到大鼠大脑中动脉附

近 ,建立大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。ET21 + HBO组大鼠术后 1 h给予 HBO[100 % O2 , 2. 5 atmosphere absolute (A TA) ,

2 h ]治疗 ; ET21组不予治疗。所有动物在术后 4、8和 24 h进行神经学评分 ,24 h断头取脑 ,测定左右半球脑含水量 ,进行 TTC

和 H2E染色。结果 : ET21诱导的大鼠局灶性脑缺血模型成功率较高 (20/ 24) ,梗死体积稳定 ,重复性好。经 HBO治疗后 ,ET2
1 + HBO组与 ET21组相比 ,4、8和 24 h的神经学评分均明显改善 (4 h和 8 h有 P < 0. 05 , 24 h有 P < 0. 01) ,脑含水量显著降

低 ( P < 0. 01) ,梗死体积显著缩小 ( P < 0. 05) , H2E染色示脑损伤明显减轻。结论 : ET21诱导的大鼠局灶性脑缺血模型是研

究人类脑缺血疾病较理想的实验动物模型 , HBO治疗能明显减轻缺血性脑损伤。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To establish a focal cerebral ischemia/ reperfusion ( FCI/ R) model with endothelin21 ( ET21) in rat s

and to observe the effectiveness of hyperbaric oxygen ( HBO) in t reatment of this model. Methods : Threeμl ET21 (60 pmol per

μl ) was injected into the site adjacent to rat middle cerebral artery ( MCA) under anesthesia to induce FCI/ R model. HBO

(100 % O2 , 2. 5 A TA for 2 h) was applied at 1 h after ET21 injection in ET21 + HBO group ; rat s in FCI/ R model group re2
ceived no treatment . Neurological scores were determined at 4 h , 8 h , and 24 h after injection. Animals were all killed at 24 h

to harvest brain tissues for water content assessment and TTC , H2E staining. Results : ET21 had a high successful rate in indu2
cing FCI/ R model in rat s , with stable inf raction area and good repeatability. Animals in ET21 + HBO group had better neurolog2
ical outcomes than controls at all the 3 time point s ( P < 0. 05 at 4 h and 8 h , P < 0. 01 at 24 h) . HBO treatment significantly de2
creased the brain water content ( P < 0. 01) , reduced the infarction areas ( P < 0. 05) , and obviously alleviated the cerebral le2
sions as showed by H2E staining. Conclusion : The ET212induced FCI/ R model p rovides an ideal model for studying human cere2
bral ischemia diseases. HBO (100 % O2 , 2. 5 A TA for 2 h) t reatment administ rated 1 h after focal cerebral ischemia can im2
prove the neurological outcomes of the model animals , reduce the infarction areas , and alleviate ischemic brain lesion.
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　　缺血性脑血管病是临床上常见的一类疾病 ,其

致残率和死亡率均较高。因此建立成功率高、梗死

部位恒定、重复性好的实验动物模型 ,是研究其病理

生理机制及防治措施的重要手段。Sharkey等[ 1 ]在

1993年最先应用内皮素21 (endot helin21 ,ET21)建立

大脑中动脉闭塞 ( middle cerebral artery occlusion ,

MCAO)动物模型 ,此法在国外应用较广泛 ,但国内

报道较少[2 ]。另外 ,许多研究显示 ,早期应用高压氧

(hyperbaric oxygen , HBO)治疗能减轻脑缺血性损

伤 ,具有神经保护作用。本实验在大鼠脑缺血后 1 h

给予 HBO[ 100 % O2 , 2. 5 绝对大气压 ( A TA) , 2

h ]治疗 ,观察 HBO在该 MCAO 模型中是否具有神

经保护作用 ,并初步探讨 HBO 治疗脑缺血性疾病

的作用机制。

1　材料和方法

1. 1　仪器和试剂　立体定向器 (江湾Ⅰ型 C) ,2502
500透明动物舱 (上海 701 所杨园医用氧舱厂) 。

ET21 ( Sigma 公司 ,用 0. 9 %生理盐水稀释至 60
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p mol/μl) ,氯化 2 ,3 ,52三苯基四氮唑 ( T TC ,国药集

团化学试剂有限公司 ;用 0. 2 mol/ L 磷酸缓冲液稀

释至 2 % ,p H 7. 4) ,其他试剂均为分析纯。

1. 2　实验动物及分组 　雄性 SD 大鼠 29 只 ,体质

量 280～320 g (第二军医大学实验动物中心提供) ,

随机分成 3组 : (1) Sham组 ( n = 5) :注射生理盐水 ;

(2) ET21组 ( n = 12) :注射 ET21 ; (3) ET21 + HBO组

( n = 12) :注射 ET21并在 1 h后给予 HBO治疗。大

鼠用 2 %戊巴比妥钠腹腔麻醉 (40 mg/ kg) ,俯卧位

固定于脑立体定向器上 ,下以保温床垫维持肛温在

(37. 5±0. 5) ℃,在颅顶沿正中线做一长约 1. 5 cm

的切口 ,暴露颅骨 ,以前囟为标志 ,向前 0. 9 mm ,向

左旁开 5. 2 mm ,向下 8. 7 mm植入 ET21 导管 (图

1) 。ET21 组和 ET21 + HBO 组将 3μl ET21 ( 60

p mol/μl)以 0. 6μl/ min 的速率注射到 MCA 附近 ,

留针 5 min ,缓慢拔针 ; Sham组以 3μl 的生理盐水

代替 ET21。ET21 + HBO组大鼠术后 1 h放入高压

氧舱内 ,纯氧洗舱 10 min ,并用新鲜钠石灰颗粒吸收

CO2。以 0. 5 A TA/ min匀速加压至 2. 5 A TA ,1 h

后以 0. 25 A TA/ min匀速减压至常压并出舱活动 ,

10 min后重复治疗 1次。总治疗时间为 2 h。其他

组均在同时段模拟进出舱活动。

图 1　ET21注射的组织学定位(前囟 , + 0. 9 mm)

Fig 1　Histological location of ET21

injection ( Bregma + 0. 9 mm)
ACa : Anterior commissural nucleus ; acb : Accumbens nucleus ; Acd :

Anterior cingulated cortes ( dorsal part ) ; Acv : Anterior cingulated

cortex ( vent ral part ) ; AIp : Posterior agranular insular area ; Cg :

Cingulum ; Cl : Claust rum ; CPu : caudate putamen ; EC : External

capsule ; en : Endopiriform nucleus ; GCC : Genu of t he corpus callo2

sum ; ig : Indusium griseum ; icm : Islands magna of Calleja ; LO T :

Lateral olfactory t ract ; l sv : Lateral septal nucleus ; LV : Lateral ver2
t ricle ; MFB : Medical forebrain bundle ; ms : Medial septal nucleus ;

PCa : Anterior part of prepiriform cortex ; Prcl : Lateral precent ral

area ; Prcm : Medical precernt ral area ; S1 : SensorimotorⅠ; S2 : Sen2
sorimotor cortex Ⅱ; SR : Rhinal sulcus ; TU : Olfactory t ubercle ;

2n : Optic nerve

1. 3　神经学评分 　参照 Ohlsson[ 3 ]和 Garcia 等[4 ]

描述的神经学评分方法并加以改进 ,评分于术后 4、

8、24 h进行。评分标准 (总分 15 分) : (1)平衡木试

验 :将大鼠放在一根长 84 cm ,宽 2. 4 cm的木条上 ,

看其能否走过去。0 分 :顺利走过 ;1 分 :能走过去 ,

偶尔打滑 ;2分 :能走过去 ,超过 50 %的步子打滑 ;3

分 :能走过去 ,但患侧后肢不起作用 ;4分 :在行走时

掉下来 ;5分 :能呆在上面 ,但不能走 ;6 分 :不能呆 ,

掉下来。(2)抓绳试验 :让大鼠前肢抓住一直径 2

mm的钢绳。0分 :抓住 5 s 以上 ,并有后肢攀上绳

子 ;1分 :能抓住 5 s ,但后肢不能攀上绳子 ;2 分 :能

抓住 3～4 s ;3分 :仅能抓住 0～2 s。(3)提尾行走试

验 :轻提大鼠尾巴末端 ,使后肢离地行走。0 分 :双

前肢对称伸展 ,沿直线协调行走 ; 1 分 :右前肢较左

前肢伸展少 ,稍向右倾行走 ;2分 :右前肢稍有伸展 ,

行走时向右打转 ; 3 分 :无法行走。(4)提尾悬空试

验 :轻提大鼠尾巴末端 ,使其悬空。0 分 :四肢协调

伸展 ;1分 :右侧肢体较左侧伸展少或慢 ;2 分 :右侧

肢体很少伸展 ;3分 :右侧肢体不伸展。

1. 4　脑含水量测定 　术后 24 h 快速断头取脑 ,除

去嗅球、脑干及小脑 ,分别取左右脑半球样本称量 ,

然后放入 105℃的烤箱内 48 h后再次称量。脑含水

量 = [ (湿重 - 干重) /湿重 ] ×100 %。

1. 5　T TC染色　术后 24 h 动物深度麻醉 ,经升主

动脉灌注 0. 9 %生理盐水 150 ml ,断头取脑 ,将脑组

织置于 0℃的冰生理盐水中 10 min ,由前极向后每

隔 2 mm 作冠状切片 ,置于 2 % T TC 磷酸缓冲液

(0. 2 mol/ L , p H 7. 4)中 ,37℃避光孵育 30 min ,正

常组织染成红色 ,梗死组织染成白色。染色后 4 %

多聚甲醛溶液固定 24 h ,数码相机拍照 ,利用

Image J软件分析计算梗死体积百分比。

1. 6　H2E染色　术后 24 h 动物深度麻醉后 ,经升

主动脉先灌注 0. 9 %生理盐水 150 ml ,再灌注 4 %多

聚甲醛 200 ml ,用 4 %多聚甲醛后固定 48 h ,20μl

冠状切片 ,常规 H2E染色 ,显微镜下观察损伤情况。

1. 7　统计学处理　实验数据均以珚x ±s形式表示 ,

统计学处理采用 SPSS 11. 0 for windows 软件包进

行 t检验和单因素方差分析。

2　结　果

2. 1　模型成功率　麻醉醒后出现明显神经学症状

(不能伸展右侧前肢 ,向右侧旋转或倾倒 ,意识丧失

等)且神经学评分在 6分以上视为模型成功 ,本研究

中模型成功率为83 . 3 %。ET21组有1只麻醉清醒
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前死亡 , HBO组有 1 只麻醉清醒后神经学评分低

于 6分 ,两组各有 1 只出现麻醉清醒后不停向左侧

翻滚抽搐的症状 ,此 4只视为模型不成功。

2. 2　神经学评分　ET21组和 ET21 + HBO组在 4、

8、24 h 的评分均较 Sham 组高 ( P < 0. 01 ) ,而

ET21 + HBO组在 4 h ( P < 0. 01) 、8 h ( P < 0. 05) 、24

h ( P < 0. 05)的评分均较 ET21组明显降低 (表 1) 。

表 1　缺血后再灌注不同时间点的神经学评分

Tab 1　Neurological scores of different time

points after ischemia2reperfusion

Group N
Time after ischemia2reperfusion ( t/ h)

4 8 24

Sham 5 1. 6±0. 5 1. 2 ±0. 4 0. 4±0. 5
ET21 10 12. 0±2. 1 △△ 10. 0±1. 8 △△ 8. 7±1. 8 △△

ET21 + HBO 10 10. 1±1. 7 △△3 7. 7±1. 6 △△3 6. 4±1. 1 △△3 3

△△P < 0. 01 vs sham group ; 3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 vs ET21 group

2. 3 　脑含水量 　左脑 : ET21 组为 ( 81. 04 ±

0. 34) % ,ET21 + HBO组为 (79. 58±0. 45) % ,均明

显高于较 Sham组 (78. 48±0. 21) %( P < 0. 01) ,而

ET21 + HBO 组较 ET21组显著降低 ( P < 0. 01) ;右

脑 : ET21组为 (78. 79±0. 37) % , ET21 + HBO组为

(78. 67±0. 22) % ,与 Sham组 (78. 56 ±0. 28) %相

比无统计学意义。

2. 4 　T TC 染色 　Sham 组无梗死区。ET21 组和

ET21 + HBO组的平均脑梗死体积分别为 (23. 14±

2. 3) %和 (13. 24±4. 32) %( P < 0. 05 ,图 2) 。

图 2　各组 TTC染色结果

Fig 2　TTC staining

T TC staining was negative in normal rat s ( Sham) . Positive staining

(white color) was observed in rat s undergone middle cerebral artery

occlusion and reperfusion ( ET21) at 24 h. HBO treat ment initiated at

1 h after MCAO markedly reduced infarction areas ( ET21 + HBO)

2. 5　H2E染色　Sham组未见明显的脑组织损伤 ;

ET21组脑组织缺血区染色浅 ,缺血区与正常组织分

界较清楚 ,形成梗死灶 ,梗死灶内可见明显的组织结

构疏松 ,神经纤维网空泡化 ,大量神经元丢失 ;

ET21 + HBO组脑损伤较 ET21 组明显减轻 ,神经纤

维空泡化和神经元丢失均较 ET21 组明显减少

(图 3) 。

图 3　各组 H2E染色结果

Fig 3　H2E staining results of all groups ( ×50)

Brain slides at hippocampal level show normal cortical neuron morphology in Sham animals (A) . Marked neuron loss is detected by H2E staining

24 h after ET21 application (B) . HBO treat ment 1 h after ET21 application greatly prevented neuton loss (C)

3　讨　论

　　本实验重点研究了 ET21 诱导的大鼠局灶性

MCAO模型的建立方法和相关指标的评估。与其

他的 MCAO模型相比 ,此模型具有许多优点 : (1)操

作简便 ,创伤小 ,无术后并发症 ,减轻了手术因素对

模型的影响。(2)纯种大鼠颅骨类型比较恒定 ,颅骨

标志与脑结构之间的关系也比较恒定 ,定位准确 ,模

型成功率高 (本研究中为 83. 3 %) ,稳定性和重现性

好。(3)在缺血的同时就开始再灌注 ,并且是逐步

的 ,与部分人类脑卒中发生过程相似[5 ]。(4)能在动

物意识清醒时诱发脑卒中[ 1 ]。
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　　自 20世纪 60年代初至今 , HBO 在临床上已经

用于治疗多种神经系统的疾病[6 ] ;许多临床和动物

实验研究显示 HBO 对脑梗死具有肯定的疗效。本

研究通过观察行为学评分、脑水肿程度、脑梗死体积

和病理学观察发现 ,经过 HBO治疗后 ,ET21 + HBO

组与 ET21组相比 ,脑水肿程度、行为学评分和病理

损伤均明显改善 ,也证实 HBO (100 %O2 , 2 A TA ,

2 h )治疗对 ET21诱导的脑缺血损伤具有神经保护

作用。另外 ,考虑到连续 2 h的 HBO治疗可能出现

氧的毒性作用 ,我们的治疗方案也有所改进 ,实行治

疗 1 h后出舱活动 10 min再治疗 1 h的方案 ,治疗

过程中没有一只动物出现氧惊厥等氧中毒症状。

　　HBO治疗缺血性脑血管病的机制尚未完全清

楚 ,各种研究发现 , HBO 可能通过以下几种机制起

神经保护作用 : (1) HBO通过提高氧张力、增加血液

和组织的氧含量、提高血氧的弥散距离来促进缺氧

脑区血液循环的恢复。Tyson 等[7 ]提出 MCAO后 ,

在额顶叶皮质缺血中心周围存在着称作“缺血半暗

带 (penumbra) ”的区域 ,这些区域可能还得到大脑

前动脉和大脑后动脉的供给 , 因此 MCAO 后仍有

一定血流供应。在这些区域中的神经元虽然电活动

终止 ,功能失活 ,但仍能维持跨膜离子平衡和结构上

的完整 ,能存活一段时间 ,若能及时恢复血供 ,有可

能被挽救回来。而 HBO 的主要作用之一就是能提

高缺血半暗带的供氧量[8 ] ,因此这可能是 HBO 具

有神经保护作用的主要因素之一。(2) HBO 可以改

善梗死区脑的代谢。研究发现 , HBO 能使缺血脑组

织的葡萄糖、丙酮酸盐和谷氨酸盐水平降至对照水

平 (即阻塞前水平) ,清除纹状体的代谢产物[9 ] ,下调

环氧合酶22 (COX22) [10 ] ,减少纹状体多巴胺 (DA)的

释放[ 8 ] ,这些研究提示 HBO 的神经保护作用可能

与其能改善缺血脑组织的代谢有关。(3) HBO 能改

善血脑屏障的通透性 ,减轻脑水肿[ 11 ] ,从而发挥神

经保护作用。(4) HBO能减轻梗死区炎症反应。中

性粒细胞在局灶性脑缺血过程中介导炎症反应已经

被证明[12 ] ,缺血再灌注过程中的中性粒细胞黏附、

集聚所产生的流变学效应可加重组织损伤。HBO

能减轻由于 PMN的激活和浸润导致的炎症反应介

导的继发性脑损伤[13 ] ,具体机制未明 ,可能是 HBO

提高 SOD 活性 , 减少了中性粒细胞和血管内皮自

由基的过量产生 , 从而抑制了中性粒细胞和血管内

皮的黏附[14 ]。(5) HBO 能抑制缺血脑组织的神经

元凋亡[15 ] ,这也是 HBO 减轻缺血性脑损伤的重要

机制之一。
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