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小胶质细胞在大鼠气压性中枢神经损伤中的作用
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［摘要］　目的：观察减压性中枢神经系统损伤及高压氧（ＨＢＯ）处理后小胶质细胞活性的变化，探讨小胶质细胞在减压性中枢

神经损伤中的作用及其可能的机制与 ＨＢＯ效用的机制。方法：动物分为正常对照组、安全减压对照组、致伤组、ＨＢＯ治疗

组。以不安全快速减压大鼠中枢神经损伤模型为实验对象，致伤后６ｈ给予 ＨＢＯ处理。观察活化小胶质细胞、ＴＮＦα／ＴＡＣＥ

免疫阳性细胞、神经细胞凋亡，组织内ＴＮＦα含量和脑脊液（ＣＳＦ）内ＴＮＦα的生物活性。结果：损伤后６ｈ就可见脑和脊髓

组织内ＩＢ４阳性活化小胶质细胞，数量的高峰出现在２４ｈ，活化的小胶质细胞出现形态改变。神经元凋亡在损伤后４８ｈ达到

高峰。小胶质细胞出现的区域与神经细胞凋亡出现的区域相同。损伤后６ｈ就可在ＣＮＳ组织中检测到ＴＮＦα，４８ｈ达到高

峰，与ＩＢ４阳性细胞及神经细胞凋亡指数呈正相关（Ｐ＜０．０５）。ＣＳＦ中ＴＮＦα的生物活性也出现相同的变化趋势。ＴＮＦα和

ＴＡＣＥ免疫阳性细胞形态和分布与ＩＢ４阳性细胞类似。ＨＢＯ治疗可显著减少中枢神经组织中活化小胶质细胞的数量，降低

组织和ＣＳＦ中ＴＮＦα的含量，减少神经细胞凋亡。结论：减压性损伤中枢神经组织内小胶质细胞迅速激活，后者增加毒性物

质的表达和分泌，介导继发损伤。ＨＢＯ能够抑制小胶质细胞反应，降低其活性，减少毒性物质的分泌，起到神经元保护作用。

［关键词］　气压性损伤；中枢神经系统；小胶质细胞；高压氧；神经元；肿瘤坏死因子α
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　　气压性损伤（ｄｙｓｂａｒｉｃｉｎｊｕｒｙ）可以分为减压病（ｄｅ
ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｃｋｎｅｓｓ，ＤＣＳ）和气压伤（ｂａｒｏｔｒａｕｍａｓ），是
不安全的高气压暴露对机体损伤的统称。其中，对中
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枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｅｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）损伤严重时，除
可造成中枢神经功能障碍外，甚至危及生命。高气压
暴露后不安全的快速减压（ｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ，ＦＤ），可
以影响动物脑血液流变学，损伤脑组织内的微血管及
周围组织，此时可观察到小胶质细胞集聚的特征性病
理变化［１］。小胶质细胞是ＣＮＳ中特有的巨噬细胞样免
疫活性细胞，在ＣＮＳ损伤时普遍激活，它也是ＣＮＳ中

ＴＮＦα等神经毒性因子的重要来源［２］。激活的小胶质
细胞合成和分泌ＴＮＦα还有一种特殊的基质金属蛋白
酶参与，ＴＮＦα转换酶（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｃｏｎ
ｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＴＡＣＥ）具有特异性裂解跨膜型ＴＮＦα
（ｍＴＮＦα）的作用，是释放可溶型ＴＮＦα（ｓＴＮＦα）的重
要环节［３］。ＴＮＦα是诱发神经元凋亡的重要物质之
一，而在中枢损伤和疾病中普遍观察到小胶质细胞激
活和神经元凋亡共存的现象。高压氧（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙ

ｇｅｎａｔｉｏｎ，ＨＢＯ）和再加压治疗是治疗中枢神经气压性
损伤的主要手段。但对于特殊异常减压形式，如大深
度快速减压导致的减压病，以及在军事潜水或高气压
暴露后未能得到及时治疗的患者，仅靠现有的治疗方
案尚显得十分不足。在应用理论方面，目前国内外尚
未见快速减压致中枢神经损伤后小胶质细胞活性变化

与神经损伤程度的关系的研究报道。本研究以ＦＤ形
成大鼠中枢神经损伤模型为实验对象，探讨小胶质细
胞在气压性中枢神经损伤中的作用及机制，并观察了

ＨＢＯ对其的治疗作用。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＯＰＴＯＮ光学显微镜（德国

ＺＥＩＳＳ公司）；动物加压舱（海军医学研究所）；酶标
仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）。医用纯氧、压缩空气（海军
医学研究所）；免疫组织化学染色试剂盒（美国Ｄａｋｏ
公司）；辣根过氧化物酶交联的ＧＳＡＩＢ４（美国Ｓｉｇ
ｍａ公司）；兔抗大鼠 ＴＮＦα、羊抗大鼠 ＴＡＣＥ多克
隆抗体（美国ＳａｎｔｅＣｒｕｚ公司）；生物素标记二抗
（北京鼎国生物公司），原位末端标记ＴＵＮＥＬ染色
试剂盒（美国Ｒｏｃｈ公司），大鼠ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂
盒（美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司）。

１．２　动物及分组　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠

８０只，购自第二军医大学实验动物中心，体质量

２５０～２８０ｇ。随机分为１０组：（１）正常对照组；（２）安
全减压组；（３）ＦＤ致伤不同时间组，根据致伤后的取
材时间不同分ＦＤ６ｈ、ＦＤ２４ｈ、ＦＤ４８ｈ、ＦＤ７２ｈ
组；（４）ＨＢＯ治疗不同时间组，根据与ＦＤ处理组相
同的取材时间分 ＨＢＯ６ｈ、ＨＢＯ２４ｈ、ＨＢＯ４８ｈ、

ＨＢＯ７２ｈ组。每组８只，４只用作形态学观察，４

只用于ＥＬＩＳＡ定量分析。

１．３　模型制备及 ＨＢＯ处理　大鼠模型的制备在
室温条件下进行，相对湿度６５％～８０％，快速减压
的高气压暴露采用空气３０ｓ匀速加压到１．０ＭＰａ，
停留５ｍｉｎ，用最快的速度（５５±５）ｓ减压出舱。安
全高气压暴露时舱内预置钠石灰，用空气加压到

１．０ＭＰａ，停留５ｍｉｎ，用８８ｍｉｎ阶段减压出舱，１５
ｍｉｎ空气通风１次，其他条件与快速减压致伤组相
同。ＨＢＯ治疗组动物快速减压处理后６ｈ，将大鼠
置于预置新鲜钠石灰的动物加压舱内，用纯氧（纯度

＞９９．２％）洗舱１０ｍｉｎ，使舱内氧浓度＞９８％，以

０．１ＭＰａ／ｍｉｎ的速率加压至０．２５ＭＰａ，高压下停留

６０ｍｉｎ，期间每１５ｍｉｎ用纯氧通风１０ｍｉｎ，使舱内
氧浓度维持在９６．３％以上（测氧仪），停留结束后，
以２０ｍｉｎ匀速减压出舱。

１．４　样品收集及处理　（１）动物用３ｍｌ的１％戊巴
比妥钠麻醉后取腹卧位，用一次性１ｍｌ注射器针头
经寰枕膜穿入，调整针头位置，让脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏ
ｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）在内压的作用下自然流出，收集
置－２０℃冰冻保存，用作测定 ＴＮＦα生物活性。
（２）采用灌流固定方法收集大鼠的大脑和脊髓。按
普通石蜡切片法处理，经组织连续冠状切片，片厚

５１μｍ，隔１００张连续取５张（ＨＥ、ＴＵＮＥＬ、ＴＮＦα
ＩＨＣ、ＴＡＣＥＩＨＣ、ＩＢ４各１张），共取２０张，转移到
载玻片上，处理后备用。（３）动物用３ｍｌ的１％戊巴
比妥钠麻醉后，取大脑和脊髓，擦拭去表面的血迹后
分别称量，脑组织加３ｍｌＰＢＳ，脊髓加１ｍｌＰＢＳ，电
动匀浆器匀浆１０ｍｉｎ，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集
上清，－２０℃冻存备用。

１．５　常规病理和免疫组织化学染色及观察　切片
分别进行常规 ＨＥ 染色和 ＥｎＶｉｓｉｏｎ法ＩＨＣ 染
色［４］；原位末端ＴＵＮＥＬ标记凋亡细胞染色步骤按
照试剂盒说明书进行操作；ＨＲＰ交联凝集素ＧＳＡ
ＩＢ４标记小胶质细胞参照文献［５］进行。病理图片采
用半定量图像分析，在２０倍物镜下每张切片随机取
相互不重叠的１０个视野，分别计数其中ＩＢ４、ＴＮＦα
和ＴＡＣＥ阳性细胞，每只大鼠所有切片阳性细胞数
量的平均值作为该只动物的ＩＢ４免疫阳性细胞密度
代表值，以阳性细胞数／（１０×２０）视野表示。凋亡细
胞计算平均阳性细胞百分数，即凋亡指数。

１．６　ＴＮＦα活性测定　脑和脊髓组织内ＴＮＦα浓
度的ＥＬＩＳＡ测定按试剂盒说明书进行操作；参照文
献［４］采用Ｌ９２９细胞的细胞毒性试验检测ＣＳＦ内

ｓＴＮＦα生物活性，以细胞杀伤率表示。

１．７　统计学处理　实验数据均用珚ｘ±ｓ表示，实验
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组间、实验组与对照组间分析采用方差分析和独立
样本ｔ检验，不同指标间进行Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结　果

２．１　ＦＤ致伤后动物行为状态和中枢神经组织的常
规病理变化　动物ＦＤ致伤后，出现明显肢体活动
迟缓，搔抓，共济失调，不安等症状；部分动物出现后
肢拖行的截瘫症状；部分出现全身瘫痪，随后可见呼
吸急促，心跳加速，直至死亡。常规 ＨＥ染色显示，
对照组和安全减压组大鼠脑组织结构完整，神经细
胞形态正常；ＦＤ组可见脑和脊髓组织中散在分布小
气泡，以脊髓为主，组织结构疏松，周围有炎细胞的
浸润；快速减压致伤２４ｈ组发现１只动物大脑中有
典型的梗死灶，可见明显的蛛网膜下腔出血（图１）。

图１　快速减压处理的动物中枢神经组织常规ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆ
ｒａｔｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｌｏｏｓｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｕｎｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ａｎｄｅｘｕｄａｔｉｏｎｏｆｅｒｙｔｈｒｏ

ｃｙｔｅ（×２０）；Ｂ：Ｔｙｐｉｃａｌｉｎｆａｒｃｔｅｄｆｏｃｕｓｉｎｐａｌｌｉｕｍ（ａｒｒｏｗ，×１０）

２．２　中枢神经组织内小胶质细胞的变化　ＩＢ４阳
性小胶质细胞主要分布于脊髓灰质、大脑皮质和海
马，脊髓中尤其在灰质与白质的交界处多见；形态有
圆形、椭圆形、分支状，以阿米巴样为主，核仁增大淡
染（图２）。正常对照组和安全减压组动物中枢组织
切片未标记出阳性细胞。ＦＤ６ｈ组动物脑组织可
见ＩＢ４阳性小胶质细胞，２４ｈ组明显增加，达到最高
峰，４８ｈ和７２ｈ组有所下降。ＦＤ６ｈ组脊髓组织出
现ＩＢ４阳性小胶质细胞，２４ｈ组明显增加，达到高
峰，４８ｈ和７２ｈ组虽有所下降，但与２４ｈ组比较没
有显著差异，仍然高于６ｈ组（Ｐ＜０．０１）。ＨＢＯ２４、

４８、７２ｈ组ＩＢ４阳性细胞数量较 ＦＤ组显著减少
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图３）。

图２　快速减压２４ｈ组大脑和脊髓组织ＩＢ４ＩＨＣ染色结果

Ｆｉｇ２　ＩＢ４ＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｒａｉｎａｎｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆｒａｔｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ２４ｈｇｒｏｕｐ（×４０）

Ａ：Ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ，ａｂｕｎｄａｎｔＩＢ４ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｍｉｃｒｏｇｌｉａ（ａｒｒｏｗｓ）；

Ｂ：ＩＢ４ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｏｃａｔｅｄａｔｔｈｅｅｄｇｅｏｆｇｒｅｙｍａｔｔｅｒｔｏ

ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ（ａｒｒｏｗｓ）

图３　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗后动物中枢神经组织ＩＢ４阳性小胶质细胞数量的变化

Ｆｉｇ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔ

ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｒａｉｎ；Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＦＤ２４ｈ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；

ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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２．３　中枢神经损伤后神经元的凋亡情况　从形态
学上看，ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞主要为神经元细胞，
分布比较广泛，在脑的梗死灶周围和脊髓的灰质比
较密集（图４）。正常对照组和安全减压组动物中枢
组织切片未标记出 ＴＵＮＥＬ阳性细胞。ＦＤ６ｈ组
脑组织仅见个别ＴＵＮＥＬ阳性细胞，２４ｈ组虽有增
加但无显著差异，４８ｈ组达到最高峰（Ｐ＜０．０１ｖｓ
ＦＤ６ｈ），７２ｈ组有所下降。脊髓组织神经细胞凋亡
的变化趋势与脑组织基本一致，但ＦＤ２４ｈ和４８ｈ
组脊髓的凋亡指数比同时间组脑组织凋亡指数显著

升高（Ｐ＜０．０５）。ＨＢＯ治疗后６ｈ组动物大脑和脊
髓组织的凋亡指数与ＦＤ６ｈ组无明显改变；２４ｈ组
开始减少但无统计学意义；４８ｈ组和７２ｈ组显著减
少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图５）。

图４　快速减压２４ｈ组中枢神经组织的ＴＵＮＥＬ染色结果
Ｆｉｇ４　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｒａｔｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ２４ｈｇｒｏｕｐ（×４０）
Ａ：Ｍａｎｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ（ｔｈｅｌｏｗｅｒａｒｒｏｗ）ｓｃａｔｔｅｒｅｄａｒｏｕｎｄｉｎｆｒａｃｔｅｄ
ｆｏｃｕｓ（ｔｈｅｕｐｐｅｒａｒｒｏｗ）；Ｂ：ＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｈａｄｍａｎｙｌｏｎｇ
ｐｒｏｔｕｂｅｒａｎｃｅｓａｓｎｅｕｒｏｎｓ（ａｒｒｏｗｓ）

图５　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗后动物中枢神经组织凋亡指数的变化

Ｆｉｇ５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｒａｉｎ；Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４　ＴＮＦα、ＴＡＣＥ的免疫组织化学观察　ＴＮＦα
免疫阳性细胞主要分布于脊髓灰质、脑皮质和海马。
形态上有典型的阿米巴样等改变，与活化小胶质细
胞的形态一致（图６Ａ）。早期ＴＡＣＥ阳性细胞形态
上类似活化的小胶质细胞，４８ｈ后细胞的形态较多
样，以胶质细胞为主，并且间质内出现明显的ＴＡＣＥ
免疫阳性反应（图６Ｂ）。正常对照组和安全减压组
动物中枢神经组织中未标记出ＴＮＦα和ＴＡＣＥ免
疫阳性细胞。ＦＤ致伤组动物大脑和脊髓组织中

ＴＮＦα和ＴＡＣＥ免疫阳性细胞的变化趋势基本相
同，高峰出现在２４～４８ｈ。ＨＢＯ６ｈ组脑组织

ＴＮＦα、ＴＡＣＥ免疫阳性细胞数量与ＦＤ６ｈ组无显
著差异，２４、４８ｈ比ＦＤ组显著减少（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０５），７２ｈ较ＦＤ少，但无显著差异。ＨＢＯ治疗
后，脊髓组织中ＴＮＦα及ＴＡＣＥ免疫阳性细胞数量
变化趋势与脑组织基本相同，仅ＴＡＣＥ免疫阳性细

胞开始减少的时间晚一些（图７、８）。

图６　快速减压２４ｈ组ＣＮＳ组织内ＴＮＦα和

ＴＡＣＥ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ６　ＴＮＦɑａｎｄＴＡＣＥＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ
ＣＮＳｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ２４ｈｇｒｏｕｐ（×４０）

ＴＮＦɑ（Ａ）ａｎｄＴＡＣＥ（Ｂ）ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｍｏｅｂｏｉｄ，ｔｈｅｓａｍｅａｓ

ｍｉｃｒｏｇｌｉａｓｈｏｗｅｄｉｎＦｉｇ４
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图７　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗后动物中枢神经组织ＴＮＦα免疫阳性细胞数量的变化

Ｆｉｇ７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＡＣＥｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）

ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｒａｉｎ；Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＦＤ２４ｈ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

图８　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗后动物中枢神经组织ＴＡＣＥ免疫阳性细胞数量的变化

Ｆｉｇ８　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＡＣＥｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）

ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｒａｉｎ；Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＦＤ２４ｈ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

２．５　ＣＮＳ内ＴＮＦα含量的变化　安全减压处理组

ＴＮＦα的含量与正常对照组比较没有显著差异。ＦＤ
致伤组大脑组织内 ＴＮＦα的含量明显增加（Ｐ＜
０．０５），４８ｈ组 ＴＮＦα含量达到高峰。脊髓组织内

ＴＮＦα含量随ＦＤ处理后的时间增加而增加，２４ｈ组
较６ｈ组有显著升高（Ｐ＜０．０５），在４８～７２ｈ达到高

峰。ＦＤ处理后的各个时间组的脊髓组织内ＴＮＦα浓
度均显著高于大脑组织（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。ＨＢＯ
治疗组动物脑组织中ＴＮＦα含量２４、４８和７２ｈ组与

ＦＤ致伤相应时间组均有显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１），脊髓组织中各时间组均有显著降低（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１，图９）。

图９　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗后动物中枢神经组织ＴＮＦα含量的变化

Ｆｉｇ９　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＮＦαｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）

ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｒａｉｎ；Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＦＤ２４ｈ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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　　ＦＤ致伤２４ｈ组动物ＣＳＦ内ＴＮＦα的生物活
性较６ｈ组显著升高（Ｐ＜０．０１），４８ｈ组达到高峰
（Ｐ＜０．０１），７２ｈ组虽有降低的趋势，但与４８ｈ组没
有显著差异。ＨＢＯ治疗组动物ＣＳＦ中ＴＮＦα生物
学活性在２４、４８和７２ｈ组与ＦＤ致伤相应时间组均
有显著降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５，图１０）。

图１０　快速减压（ＦＤ）处理及高压氧（ＨＢＯ）治疗

后动物脑脊液内ＴＮＦα生物学活性的变化

Ｆｉｇ１０　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＮＦαｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ＣＳＦｉｎｆａｓｔｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｎｇ（ＦＤ）ｇｒｏｕｐａｎｄ

ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＨＢＯ）ｇｒｏｕｐ
Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤ６ｈ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＦＤｇｒｏｕｐｗｉｔｈ

ｓａｍｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．６　ＦＤ致伤后ＩＢ４阳性小胶质细胞、神经细胞凋
亡、ＴＮＦα含量变化的时程关系　ＦＤ致伤后６ｈ就
可以看到活化小胶质细胞的存在，２４ｈ达到高峰，而
在６ｈ组仅非常少的ＴＵＮＥＬ阳性细胞，多出现于

ＦＤ致伤后２４ｈ，密度的高峰在４８～７２ｈ。ＩＢ４阳性
数量变化与神经细胞凋亡指数呈正相关（ｒ＝０．６４５，

Ｐ＜０．０１）。ＦＤ致伤后大脑和脊髓组织内凋亡指数
和ＴＮＦα含量变化趋势相同，均于４８ｈ达到高峰。
呈显著的正相关（ｒ＝０．８２２，Ｐ＜０．０５）。ＦＤ致伤后
大脑和脊髓组织内活化小胶质细胞数量变化趋势和

ＴＮＦα、ＴＡＣＥ免疫阳性细胞的变化趋势相同，并且
到达高峰的时间（２４ｈ）早于组织ＴＮＦα含量（４８～
７２ｈ），两者有显著的相关性（ｒ＝０．４５３，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　在气压性损伤发生中枢型ＤＣＳ时，中枢神经组
织内存在大量的气泡。这些气泡的产生主要是过饱
和的惰性气体在快速减压的过程中来不及经血循环

和呼吸系统安全排出体外，而在原地析出释放形成
的。但同时也有研究认为，动脉气泡可能不易从溶
解的气体中直接析出而形成，组织内的气泡可能是

病理标本制作中组织处理造成的“假象”，但严重的

ＤＣＳ时静脉系统内形成的大量气泡超过肺的气泡滤
过能力时可通过多种途径进入动脉［６］，并且在严重
的ＤＣＳ中通常可以检测到动脉气泡的存在［７］。本
研究观察到ＦＤ致伤动物中枢神经组织内弥漫性的
组织结构疏松、破坏和散在的软化灶，这种弥漫性的
病理变化更可能是由组织内过饱和惰性气体原地释

放形成广泛的组织内气泡诱发的损伤。组织内气泡
主要多见于脊髓的胸腰段，尤其是脊髓的白质。但
除了散在的气泡外，同时还观察到典型的梗死灶和
血管的充血。因此，我们认为ＦＤ引起的中枢神经
损伤既有组织内气泡的原因，也存在动脉气体栓塞。

　　神经元凋亡在许多ＣＮＳ疾病中可见。本研究
观察到神经元凋亡也参与了快速减压致中枢神经损

伤过程。脑损伤后神经元的死亡方式中凋亡和坏死
并存的观点已经得到大量的实验证实。认识到凋亡
方式的存在不仅提高了对脑损伤复杂的病理生理的

认识，而且对于相应疾病的预防和治疗的研究赋予
了新的内涵。近年来提出的“神经元凋亡治疗机会
窗”的概念为分层次综合治疗脑神经损伤提供了新
的思路。我们的研究发现快速减压致伤诱导的神经
元凋亡高峰期是在损伤后４８ｈ左右，这为快速减压
致中枢神经损伤的救治时程提供了理论见解。在本
研究中还观察到，脊髓的凋亡细胞主要存在于灰质
中，这与气泡多发于白质的定位不同。我们认为，灰
质中较富含神经元胞体，而白质中主要以较能耐受
缺血缺氧损伤的结缔组织和神经长突起为主，因此
几乎没有ＴＵＮＥＬ阳性细胞。有研究表明，传入和
传出神经纤维的破坏和断裂可以诱发神经元胞体的

程序性死亡［８］。快速减压诱导的脊髓白质的破坏可
损伤白质中的神经纤维，可以推测这也是在此病理
形态中诱发灰质神经元凋亡的原因之一。因此除加
压治疗外，阻断受损神经元的程序性死亡过程对治
疗气压性中枢神经损伤可能是有意义的。

　　小胶质细胞被认为是ＣＮＳ中巨噬细胞样的固
有的免疫活性细胞，正常情况下处于静息状态。已
经在几乎所有的中枢神经病理形态中观察到它的功

能状态的改变，包括形态学、免疫显形和增殖活性的
变化。它在中枢组织受到损伤时可以迅速激活，并
且快速增殖。激活的小胶质细胞能够攻击入侵的微
生物、清除细胞残骸、分泌生长因子促进组织的修
复。此外，小胶质细胞产生和分泌大量的细胞因子、
自由基和其他可能的细胞毒性物质，并且通过这些
物质起着继发性神经毒作用。本研究观察到，快速
减压造成中枢神经损伤时，小胶质细胞的反应是以
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高度增殖和活化、阿米巴样细胞密度增加为特征。
损伤后６ｈ就可见活化的小胶质细胞，其数量的高
峰出现在损伤后的２４～４８ｈ，主要位于大脑的皮质、
海马和脊髓的灰质。小胶质细胞的形态上也明显肥
大，呈阿米巴样改变。有研究证实，小胶质细胞的活
化和增殖是脑损伤后首先出现的胶质反应［９］。我们
认为，快速减压引起中枢神经损伤时小胶质细胞从
静息状态迅速激活并增殖，也可能是损伤后炎症反
应的启动因素。在没有外源性病原体的气体损伤条
件下，这些激活的小胶质细胞除了发挥吞噬损伤坏
死细胞残骸的功能外，还可能通过合成和分泌细胞
因子、自由基、谷氨酸等神经元毒性因子，起到继发
损伤的作用。本研究还观察到另一种现象，在快速
减压致中枢神经损伤动物中，虽然气泡多见于脊髓
的白质，但激活的小胶质细胞却主要出现在脊髓的
灰质内。这可能与突触传递机制有关，即启动了远
程小胶质细胞的激活作用，同时邻近受损神经元对
小胶质细胞直接联系也是其活化的可能机制［１０］。
提示快速减压除了灰质的直接损伤外，白质中神经
纤维的损伤可能通过突触和其他机制参与了灰质中

的小胶质细胞激活。

　　小胶质细胞合成和分泌的ＴＮＦα是ＣＮＳ组织
内ＴＮＦα的主要来源。本研究中观察到快速减压
致伤６ｈ后 ＴＮＦα在ＣＮＳ中的含量就显著增加，

ＴＮＦα免疫阳性细胞从形态上看主要为小胶质细
胞。其变化趋势与ＩＢ４阳性小胶质细胞相同。提示
在快速减压致中枢神经损伤时，活化的小胶质细胞
可能是中枢神经组织中ＴＮＦα合成和分泌增多的
主要来源。有研究证实 ＴＡＣＥ参与了小胶质细胞
分泌ＴＮＦα的过程，胶质细胞ＴＡＣＥ的表达导致了

ＴＮＦα的升高［１１］。本研究发现，快速减压致伤后６
ｈ就可以观察到ＣＮＳ组织中有ＴＡＣＥ阳性细胞的
出现，变化趋势与 ＴＮＦα阳性细胞和 ＴＮＦα含量
相同，说明ＴＡＣＥ在快速减压致伤导致的ＴＮＦα分
泌增加中起作用。ＴＮＦα可通过多种途径诱导神
经元的凋亡。本研究观察到，在快速减压致中枢神
经损伤后小胶质细胞迅速激活，而凋亡神经元出现
和达到高峰时间要滞后于小胶质细胞的激活，并与

ＣＮＳ组织中ＴＮＦα的含量变化趋势相同。提示快
速减压致伤作用可以通过活化小胶质细胞，增加后
者毒性因子的合成和分泌，从而诱导神经元凋亡。
说明小胶质细胞产生的ＴＮＦα是这些部位形成延
迟性细胞死亡的一个协同因子。

　　ＨＢＯ是目前治疗神经型气压性损伤的主要手
段之一。随着 ＨＢＯ对ＣＮＳ作用的深入研究，已知

ＨＢＯ能够通过增加血中氧的溶解量，改善缺血缺氧
组织的血供，增强微循环血液流变功能，加大脑组织
氧的有效弥散半径和椎动脉供血量等途径而起到神

经元保护作用［１２］。我们发现大鼠快速减压致伤处
理后６ｈ给予 ＨＢＯ治疗，在２４ｈ后就可见活化小
胶质细胞（ＩＢ４阳性）数量比快速减压致伤组显著减
少，４８ｈ和７２ｈ进一步降低。提示 ＨＢＯ治疗可以
降低快速减压损伤诱发的小胶质细胞增殖反应。同
时，ＨＢＯ治疗后，ＣＮＳ中的 ＴＮＦα和 ＴＡＣＥ的免
疫阳性细胞也显著减少，组织内 ＴＮＦα含量减少，

ＣＳＦ中 ＴＮＦα生物学活性降低。此外，还观察到

ＨＢＯ治疗后神经细胞凋亡指数显著下降。由此可
见，ＨＢＯ治疗还可降低小胶质细胞的活化程度，减
少毒性因子的分泌，起到对神经元的保护作用。
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