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[摘要] 目的 探讨高压氧对急性脊髓损伤（ASCI）模型大鼠运动功能的影响并分析其作用机制。方法 选取 24只

SD大鼠为实验对象，采用随机数字法将其分为假手术组、模型组和高压氧组，均为 8只。模型组及高压氧组采用改

良Allen’S法建立ASCI模型，假手术组仅切除胸 10及其上下的棘突和椎板，不进行脊髓打击。高压氧组于术后 6 h

采用高压氧舱进行纯氧治疗，连续治疗 7 d。三组大鼠分别于术后 1 d、3 d、7 d 采用脊髓损伤行为学评分（BBB）评

估运动功能；术后 7 d处死大鼠，苏木精-伊红（HE）染色观察各组大鼠脊髓组织形态学变化、焦油紫染色法测定神

经细胞内尼氏小体染色阳性数目、采用免疫荧光法观察脊髓组织中 Laminin、BrdU染色光密度值、应用免疫印迹反

应测定脊髓组织中脑源性神经营养因子（BDNF）及酪氨酸激酶受体B（TrkB）表达水平。结果 高压氧组和模型组

术后 1 d、3 d、7 d BBB评分低于假手术组（t分别=156.53、111.66、57.88；215.50、121.62、61.06，P均＜0.05），且高压氧

组术后 1 d、3 d、7 d BBB评分高于模型组（t分别=2.85、3.21、5.75，P均＜0.05）。HE染色病理切片显示，术后 7 d，假

手术组未见明显结构异常；模型组脊髓损伤区域可见病理改变，高压氧组病理改变均较模型组减轻。术后 7 d，高

压氧组和模型组尼氏小体阳性细胞数目、Laminin光密度及 Laminin/Brdu共表达光密度低于假手术组，BDNF、TrkB

蛋白表达水平高于假手术组（t分别=-3.33、-5.57、-4.38、4.68、6.02、-7.62、-2.63、-2.73、4.45、4.47，P均＜0.05），高压

氧组尼氏小体阳性细胞数目、Laminin光密度及 Laminin/Brdu共表达光密度，以及BDNF、TrkB蛋白表达水平均高于

模型组（t分别=4.74、4.47、2.82、2.77、3.56，P均＜0.05）。结论 高压氧治疗有利于促进ASCI大鼠运动功能恢复，其

机制可能与影响BDNF/TrkB信号通路、上调BDNF及其受体 TrkB表达水平有关。
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[Abstract] Objective To explore the effect of hyperbaric oxygen on the motor function of acute spinal cord injury

（ASCI）rats and its mechanism. Methods Twenty four SD rats were randomly divided into three groups including sham

group，model group，and hyperbaric oxygen group，with 8 rats in each group.The model group and hyperbaric oxygen group

used modified Allen's method to establish ASCI model.The sham group only excised thoracic vertebra 10 and its spinous

process and lamina，without spinal cord strike.Hyperbaric oxygen group recevied pure oxygen treatment for 6 hours after

operation，continuous treatment for 7 days.One day，three days and seven days after the operation，the motor function of

the three groups were evaluated by the behavioral score of spinal cord injury（BBB）.Seven days after the operation，the

morphological changes of spinal cord tissue were observed by HE staining，the Nissl bodies of nerve cells were stained

with tar violet，Laminin and BrdU in spinal cord tissues were stained with immunofluorescence and the brain-derived

neurotrophic factor （BDNF） in spinal cord tissue.

The expression levels of BDNF and TrkB were mea-

sured by Western blot. Results BBB scores of the

hyperbaric oxygen group and model group at one

day，three days and seven days after the operation

were lower than the sham group（t=156.53，111.66，

57.88，215.20，121.62，61.06，P＜0.05），and BBB
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score of the hyperbaric oxygen group at one day，three days and seven days after the operation was higher than the model

group（t=2.85，3.21，5.75，P＜0.05）.On the 7th day after operation，HE staining showed that no obvious structural abnor-

mality was found in the sham group，pathological changes were found in the spinal cord injury area in the model group，

and the pathological changes in the hyperbaric oxygen group were milder than those in the model group.At the meanwhile，

the number of Nissl bodies positive cells，the optical density of Laminin，and the optical density of Laminin/BrdU co-ex-

pression in hyperbaric oxygen group and model group were lower than those in sham group，the protein expression levels

of BDNF and TrkB were higher than those in sham group（t=-3.33，-5.57，-4.38，4.68，6.02，-7.62，-2.63，-2.73，4.45，

4.47，P＜0.05）.These parameters in hyperbaric oxygen group were higher than the model group（t=4.74，4.47，2.82，2.77，

3.56，P＜0.05）. Conclusion Hyperbaric oxygen therapy can promote the recovery of motor function in ASCI rats，and

its mechanism may be related to the influence of BDNF/TrkB signal pathway and up-regulating the BDNF and TrkB ex-

pression.

[Key words] hyperbaric oxygen； acute spinal cord injury； rats； motor function； brain-derived neurotrophic fac-

tor； tyrosine kinase receptor B

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）已成为一种

常见病，严重威胁患者的健康和生活质量[1]。目前，

高压氧用于辅助治疗 SCI的效果已经得到证实[2]，但

作用机制尚未完全明确。脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）是神经营

养因子家族的信号分子之一，主要由神经元或胶质

细胞分泌，它能以旁分泌或自分泌的方式与邻近膜

上的特异性受体酪氨酸激酶受体B（tyrosine kinases
B，TrkB）结合以发挥其功能，被认为是神经元发育、

突触传递、细胞和突触可塑性的重要调节因子。研

究表明，脊髓损伤后的功能恢复和适应性可塑性通

常与BDNF及其受体 TrkB表达水平的上调有关[3,4]。

为此，本次研究通过构建急性脊髓损伤（acute spi⁃
nal cord injury，ASCI）大鼠模型，探讨高压氧的治疗

效果，并从调节BDNF及其受体TrkB表达水平方面

分析其作用机制。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 实验动物 于 2019 年 1月至 2019 年 6月在温

州医科大学附属第二医院康复医学重点实验室

完成研究。选取 24 只清洁级成年雄性健康 SD
大鼠（由温州医科大学实验动物中心提供），合格

健康，体重 180～220 g，8周龄，每笼饲养 4只，共

计 6笼，12 h明暗交替，维持适当温度 20 ℃～24 ℃、

相对湿度 50％，自由进食、饮水。实验前受试大鼠

有1周时间适应环境，1周后开始实验。

1.2 方法

1.2.1 分组及ASCI大鼠模型构建 采用随机数字

法将 24只大鼠分为假手术组、模型组及高压氧组，

每组 8只。模型组、高压氧组采用改良Allen’S法建

立ASCI大鼠模型，具体操作如下：腹腔注射麻醉，

于皮肤、皮下肌筋膜作长约2 cm的切口，暴露胸9至
胸 11棘突，将肌肉分离至关节突，咬除胸 10 棘突、

椎板及部分胸 9～胸 11 棘突与椎板，暴露脊髓背

侧硬膜，止血；打击杆瞬间坠落打击胸 10 段脊髓

背侧，大鼠迅速出现摇尾反射，双后肢及躯体回缩

扑动后双后肢瘫痪，提示撞击成功。假手术组大

鼠仅切除胸 10 及其上下的棘突和椎板，不进行脊

髓打击。高压氧组于术后 6 h 开始采用高压氧舱

（由山东潍坊华信氧业有限公司生产）进行纯氧治

疗，先纯氧洗舱 5 min，后逐渐升压至 2 ATA（1ATA
=101.325 kPa），稳压纯氧治疗 90～100 min，中间暂

停 15 min，最后在 15～20 min 内逐渐减压出舱，治

疗时应始终保持舱内氧浓度＞95％，每次 120 min，
每日一次，连续治疗 7 d，治疗结束后送回动物房内

常规饲养。

1.2.2 运动功能评价 采用脊髓损伤行为学评分

（basso-beattie-bresnahan，BBB）分别于术后1 d、3 d、
7 d评估大鼠运动功能：在直径 2 m的圆形平台中，

观察记录大鼠后肢的关节活动、负重、爬行及躯体

平衡能力，满分 21分，分数越高说明大鼠运动功能

越正常。

1.2.3 组织切片及苏木精-伊红（hematoxylin-eo⁃
sin staining，HE）染色 术后 7 d，对大鼠进行 BBB
评分后，每组随机抽取 4只大鼠，腹腔注射 10％水

合氯醛（0.4 ml/100 g）行深度麻醉后，经主动脉先

快速灌注 0.9％氯化钠注射液 200 ml，后用 4％的多

聚甲醛磷酸缓冲液灌注，取脊髓腰 4～6组织，置于

4％多聚甲醛内后固定，标本经梯度乙醇脱水、石蜡

包埋后连续冠状面切片，厚为 5 μm；将组织标本石

蜡切片后，放在冷水中用普通玻片捞取，放 60 ℃烤
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箱 1 h，紧密贴合切片与玻片；按照HE染色常规步

骤进行染色，酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片，置于显微镜下观察大鼠脊髓的病理改变情况。

1.2.4 焦油紫染色法对神经细胞尼氏小体染色

将切片置于 0.06％焦油紫液中后，于 56 ℃温箱内

染色 60 min；以蒸馏水洗去浮色，置于 70％酒精中

分化；于显微镜下观察时，以背景无色、尼氏小体与

细胞出现明显的轮廓为度；采用无水酒精急速脱水

5 s，置入氯仿 5 s，二甲苯透明，中性树胶封固、尼氏

小体为紫色。

1.2.5 免疫荧光法对脊髓组织中 Laminin、BrdU 染

色 行二甲苯脱蜡后、于梯度乙醇下脱水后进行抗

原修复；将切片置于 0.1 mol/L、pH=6.0的枸橼酸液

修复液中，采用微波炉以中火加热6 min，反复4次直

至微沸腾后停止加热，自然条件下冷却 30 min；采
用 5％BSA对特异性抗原封闭进行封闭，滴加一抗

（1∶300）过夜；于过夜的组织切片上加入带荧光的二

抗（1∶400）进行染色；细胞核均采用DAPI染色；最后

以含抗荧光淬灭剂的封片液进行封片，于显微镜下

观察结果。

1.2.6 免疫印迹反应测定大鼠脊髓组织 BDNF、
TrkB 表达水平 术后 7 d，取每组剩余的 4 只大

鼠，灌注管针经左心室插入主动脉，剪肝后进行

心脏灌注处死；取损伤区约 1 cm 脊髓，提取总蛋

白；制胶、上样，SDS-PAGE 电泳 90 min；湿转至聚

偏氟乙烯膜，BDNF 35 min、TrkB 90 min、内参 tubu⁃
lin 50 min；转膜结束后，用5％脱脂奶粉室温下封闭

2 h；漂洗 5 min，3次，孵育兔源性BDNF、TrkB、tubu⁃
lin一抗，4 ℃摇床孵育过夜；孵育一抗结束后 TBCT
洗膜 5 min，3次，室温下辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔 IgG二抗孵育 1 h；漂洗 5 min，3次，显影；用

AlphaE-ascFC软件进行分析显影蛋白条带，BDNF、

TrkB表达水平以灰度值与内参 tubulin灰度值比值

表示。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 20.0统计分析软件处

理。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比

较采用方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验。设 P
＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组受试大鼠术后不同时刻运动功能比较见

表1
表1 三组受试大鼠术后不同时刻BBB评分比较/分

组别

高压氧组

模型组

假手术组

术后1 d

1.63±0.35*#

1.19±0.26*

21.00±0.00

术后3 d

3.63±0.44*#

2.94±0.42*

21.00±0.00

术后7 d

6.88±0.69*#

4.81±0.75*

21.00±0.00

注：*：与假手术组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05。
由表1可见，三组不同时间的BBB评分比较，差

异均有统计学意义（F分别=35.18、22.35、18.19，P均

＜0.05）；高压氧组和模型组术后 1 d、3 d、7 d BBB
评分低于假手术组（t 分别=156.53、111.66、57.88；
215.50、121.62、61.06，P均＜0.05），但高压氧组术后

1 d、3 d、7 d BBB 评分高于模型组（t 分别=2.85、
3.21、5.75，P均＜0.05）。
2.2 三组大鼠术后7 d脊髓组织形态学观察结果比

较见封二图1
由封二图 1可见，术后 7 d，假手术组大鼠脊髓

组织未见明显结构异常。模型组脊髓损伤区域可

见细胞结构模糊，胞体肿胀，间隙增大，胞核固缩

溶解等病理改变。高压氧组病理改变较模型组

减轻。

2.3 三组受试大鼠术后7 d尼氏小体计数及免疫荧

光染色结果比较见表2
表2 三组受试大鼠术后7 d尼氏小体计数及免疫荧光染色结果比较

组别

高压氧组

模型组

假手术组

n

4

4

4

尼氏小体计数/个

62.13±9.20*#

37.22±5.10*

87.51±12.18

Laminin光密度

1.04±0.21*#

0.50±0.12*

1.61±0.38

Laminin/BrdU共表达光密度

0.40±0.10*#

0.21±0.09*

0.73±0.22

BDNF

1.10±0.22*#

0.78±0.07*

0.56±0.07

TrkB

1.24±0.22*#

0.81±0.10*

0.56±0.05

注：*：与假手术组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05。
由表 2 可见，三组受试大鼠尼氏小体细胞数

目、Laminin 光密度、Laminin/BrdU 共表达光密度、

BDNF、TrkB 蛋白表达水平比较，差异均有统计学

意义（F 分别=30.28、20.44、15.87、16.30、15.11，P 均

＜0.05）；术后 7 d，高压氧组和模型组尼氏小体细胞

数目、Laminin光密度及Laminin/BrdU共表达光密度

低于假手术组，BDNF、TrkB蛋白表达水平高于假手

术组（t 分别=-3.33、-5.57、-4.38、4.68、6.02、-7.62、
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-2.63、-2.73、4.45、4.47，P均＜0.05），高压氧组尼氏

小体细胞数目、Laminin 光密度及 Laminin/BrdU 共

表达光密度，以及 BDNF、TrkB 蛋白表达水平均

高于模型组（t 分别=4.74、4.47、2.82、2.77、3.56，P均

＜0.05）。
2.4 三组受试大鼠术后 7 d Laminin、BrdU 免疫荧

光染色封二图2~4
由封二图 2可见，Laminin荧光染色结果：假手

术组大鼠组织中可见绿色荧光大量分布，模型组与

高压氧组较之减弱，高压氧组较模型组增强；由封

二图 3可见，BrdU荧光染色结果：假手术组大鼠组

织中可见红色荧光极少量分布，模型组与高压氧组

较之增强。由封二图 4可见，将二者荧光融合发现，

绿色荧光的 Laminin 与红色荧光的 BrdU 融合为

黄色。

3 讨论

鉴于缺血是 SCI 后继发性损伤最重要的机制

之一，从理论上讲，增加损伤脊髓氧分压的治疗方

式有助于改善 SCI 后的恢复。研究表明，无论是

在脊髓损伤前（预处理）还是在脊髓损伤后，高压

氧治疗对于 SCI 的治疗都有积极的作用：Sun等[5]、

Meng 等[6]研究团队以 SCI大鼠为实验对象，得出相

同结论，即高压氧治疗可通过改善损伤部位的缺氧

状态、发挥促进脊髓损伤神经元功能恢复的效果。

Pan等[7]指出，经高压氧预处理的 SCI大鼠细胞凋亡

明显减少，并提出高压氧预处理可保护神经元、减

少 SCI大鼠运动功能的丧失。本次研究结果显示，

术后 1 d、3 d、7 d，高压氧组BBB评分高于模型组（P
均＜0.05），且HE染色病理切片显示，术后 7 d，高压

氧组脊髓损伤区域病理改变较模型组减轻，尼氏小

体染色显示，高压氧组尼氏小体阳性细胞数目高于

模型组，提示高压氧治疗可改善ASCI大鼠运动功能

及脊髓组织形态、抑制神经细胞凋亡，与 Falavigna
等[8]研究结论基本一致。Laminin 荧光染色及 BrdU
荧光染色结果显示，高压氧组大鼠术后 7 d Laminin
光密度值及Laminin/BrdU共表达光密度值均高于模

型组（P均＜0.05），提示高压氧处理使得正在增殖期

的许旺氏细胞数目增多，增加的许旺氏细胞可能通

过分泌神经营养因子、细胞外基质及黏附因子等多

种活性物质维持神经纤维的存活、生长及再生，促

进SCI大鼠运动功能的恢复。

BDNF是经典的神经营养因子，SCI后，BDNF的

表达广泛分布于损伤脊髓局部区域的各种细胞。

大量的研究表明，BDNF-TrkB信号通路对神经系统

的生长和损伤后的恢复具有重要作用[9]。He 等 [1]指

出，BDNF能促进中枢损伤后轴突再生和修复，加速

肢体功能恢复。近年来，研究指出高压氧辅助治疗

可通过提高脑出血患者血清BDNF水平从而提升治

疗效果：涂钰林等[10]发现，在药物治疗的基础上联合

高压氧可进一步提高脑出血患者血清BDNF水平，

改善患者血管内皮功能；陈霞婵等[11]指出，高压氧联

合神经节苷脂可有效提升BDNF水平、改善患者认

知功能；毕庆国等[12]以脑缺血再灌注损伤大鼠模型为

研究对象，发现阿替普酶联合高压氧具有显著的保

护作用，并提出其保护机制与上调BDNF及其受体

TrkB的表达水平相关。为此，本次研究对各组大鼠

BDNF、TrkB蛋白表达情况进行测定，发现术后7 d模
型组、高压氧组BDNF、TrkB蛋白表达水平均高于假

手术组（P均＜0.05），提示模型组与高压氧组大鼠在

发生SCI后启动了自我修复机制，即当发生神经元外

源性损伤时，可引起BDNF及其受体TrkB表达水平

增加，从而发挥维持与保护神经元的正常功能与结

构的作用；此外，本次研究中高压氧组BDNF、TrkB蛋

白表达水平高于模型组（P均＜0.05），由此可以推断

高压氧的干预作用上调了上述蛋白表达水平，从而

对机体修复神经损伤起到进一步的促进作用，与

Meng等[6]和Xing等[13]研究结论基本一致。

综上所述，高压氧治疗有利于促进ASCI大鼠运

动功能恢复，其机制可能与影响BDNF/TrkB信号通

路、上调BDNF及其受体TrkB表达水平有关。本次

研究存在不足之处，未对大鼠基因方面或其他通路

抑制药物进行全面研究，今后将进一步更加全面深

入探索该领域。
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