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·基础研究·

高压氧对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑组织
小窝蛋白-1、基质金属蛋白酶-9表达的影响*

赵 红1 张倩茹1 卢晓梅2 张海鹏2 陈学新3

摘要

目的：研究高压氧（HBO）对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑组织小窝蛋白-1（Cav-1）、MMP-9表达的影响。

方法：雄性Wistar大鼠，随机分成假手术组、脑缺血再灌注组(IR)、IR+HBO、HBO组。复制局灶性脑缺血再灌注模

型。HBO和IR+HBO组经0.25MPaHBO治疗5次。采用比色法、免疫组化法及Western 印迹法检测血脑屏障的通透

性和Cav-1、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）蛋白的表达。

结果：IR组第4、12、24、48、72小时脑组织伊文思蓝(EB)的含量与第0小时组相比明显增加，再灌注后第4小时EB的

含量最高。IR+HBO组脑组织EB的含量明显低于IR组。IR组第4、12、24、48、72小时 Cav-1、MMP-9蛋白表达明

显高于0小时组。IR+HBO组与IR组相比脑组织Cav-1、MMP-9蛋白表达显著减低。

结论：HBO降低了脑缺血再灌注时增高的脑微血管内皮细胞Cav-1蛋白和MMP-9的表达。这可能是HBO对脑缺

血再灌注时血脑屏障通透性起保护作用的机制之一。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of hyperbaric oxygen (HBO) on caveolin-1(Cav-1) and matrix metalloprotein-

ase-9(MMP-9) in brain tissues after cerebral focal ischemia-reperfusion in rats.

Method: Male Wistar rat were randomly assigned into sham, ischemia-reperfusion (IR), HBO, and IR + HBO

groups. On cerebral focal ischemia-reperfusion models, 0.25MPa HBO were applied 5 times, and 2% Evens blue

(EB) was injected into tail veins 1h before execution. Expressions of Cav-1 and MMP-9, contents of EB in brain

tissues were determined by Western blot technique, immunohistochemistry, and spectrophotometer, respectively.

Result: In IR group, EB content in brain tissues increased significantly compared with 0h, reached it's peak at

the 4th h(P<0.01). EB content in IR+HBO group was significantly lower than that in IR group. While expressions

of Cav-1 and MMP-9 augmented significantly by IR injury at the 4thh, 12thh, 24thh, 48thh, and 72ndh. Compared

to IR group, HBO intervention reduced their corresponding expressions levels.

Conclusion: HBO intervention can reverse the increase of Cav-1 and MMP-9 caused by IR injury, which maybe

one of the mechanisms for the protective effect of HBO on the permeability of blood-brain barrier in IR injury.
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脑缺血再灌注是严重威胁人类健康的高发的疾

病之一，其损伤过程主要是在脑缺血再灌注中伴随

着细胞因子，黏附分子的表达,最终导致使缺血性损

伤向炎症性损伤转变，通过炎症反应导致脑毛细血

管内皮细胞及其基底膜损害，破坏血脑屏障

(blood-brain barrier, BBB)的完整性，导致BBB的通

透性增加[1—2]。血脑屏障通透性增高是缺血再灌注

性脑损伤重要的病理生理基础，并且是脑缺血再灌

注早期死亡的主要危险因素之一[3—4]。因此，研究脑

缺血再灌注时血脑屏障通透性的变化,以及可能的

保护机制对脑缺血再灌注的治疗具有重要的意义。

高压氧（hyperbaric oxygenation，HBO）作为治疗

缺血性脑血管疾病中的一种非创伤性手段在临床上

正得以应用[5—6]。它具有改善组织缺氧，维持细胞能

量代谢，减轻脑水肿作用，但HBO在脑缺血再灌注

损伤中对血脑屏障的影响研究甚少。

BBB是由毛细血管内皮细胞、基膜(细胞外基质)

和星形胶质细胞足突三层结构组成,其主要作用是

将中枢神经系统与外界分隔。物质通过BBB的途

径一般有两种：细胞旁路和跨细胞途径。在BBB通

透性增加的实验研究中,关于紧密连接介导的细胞

旁路研究比较多,作用比较肯定,而跨细胞途径方面

的研究较少。跨细胞途径主要由内源性的运载体介

导,其中caveolae介导的内化途径是经典的跨细胞途

径之一[7]。小窝蛋白-1（caveolin-1，Cav-1）是一种

分子量为21—24kDa 的整合膜蛋白,是 caveolae 的

主要结构成分和唯一功能载体,是胞膜窖中的标志

性分子[8]。基质金属蛋白酶（matrix metalloprotein-

ases, MMPs）是基质降解代谢的主要酶类，几乎能降

解细胞外基质和基底膜的所有成分，其中基质金属

蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9,MMP-9)在脑

缺血再灌注损伤导致BBB通透性的变化起重要的

作用[9]。新近发现，Cav-1与MMP-9在胞膜窑中共

定位[10]。本研究通过复制脑缺血再灌注模型，经

HBO治疗5次，旨在探讨HBO对脑缺血再灌注大鼠

BBB通透性的影响和可能的相关机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性Wistar大鼠,3—4月龄，体重为（250±

30）g（由中国医科大学动物部提供）。动物随机分为

假手术组（60只）、脑缺血再灌注组（180只）、HBO+

脑缺血再灌注组（60只）、HBO组（60只）。

1.2 方法

1.2.1 脑缺血再灌注动物模型的复制：采用大脑中

动脉线栓法，大鼠以10%水合氯醛腹腔麻醉，在右侧

颈部切开，暴露右侧颈总动脉，分离迷走神经。结扎

翼腭动脉和颈外动脉，将末端圆钝的420尼龙丝线

依次通过颈外动脉和颈内动脉小心插至大脑前交通

动脉，插入约118—210cm，阻塞右侧大脑中动脉，

120min后，拔出尼龙线形成再灌注。对照组为假手

术组，仅结扎颈外动脉，造成与实验组同样的手术损

伤。

1.2.2 实验鼠的HBO处理：HBO组与HBO+脑缺血

再灌注组于术后第0、2、9、21、45、69小时进入HBO

舱内，待动物进舱后，先用纯氧洗舱10min，使舱内

O2浓度＞90%，加压速率为0.0125MPa/min，加压至

0.25MPa，在高压氧状态下停留60min，其间用纯氧

通气10min。停留毕，以20min匀速减至常压。假手

术组与脑缺血再灌注组亦置于舱内，模拟除压力，氧

浓度外的类同实验组的其他处理过程和环境条件。

1.2.3 脑组织伊文思蓝（Evans blue, EB）测定：参

考Baskawa MK[3]用甲酰胺测定皮肤EB含量的方法

加以改进。在处死动物（60只/组,10只/时间点,无动

物死亡）前1h经尾静脉注入2%EB生理盐水（1ml/

kg）,在摘取脑组织前20min经心脏灌注生理盐水直

至流出清亮的液体为准。处死大鼠, 在冰盘上取右

侧脑组织, 用电子天平精确称重，投入中试管中，分

别加入3ml甲酰胺，加盖后于45℃水浴箱孵育48h

轻轻摇匀，离心15min(3000转/min),取上清液在分光

光度计比色（λ=632nm）。

EB含量=OD×103U/g脑组织蛋白

1.2.4 免疫组化检测脑缺血再灌注脑组织微血管内

皮细胞Cav-1蛋白的分布和表达变化: 大鼠于再灌

注后第0、4、12、24、48、72小时（10只/时间点），用水

合氯醛麻醉后，沿胸骨左侧剪开胸腔，从左心室灌注

预冷生理盐水（10ml/min），无血污后改滴4%多聚甲

醛（5—10ml/min）, 约250ml, 断头取脑；取缺血再灌

注侧的海马组织在4%多聚甲醛固定24h后，依次放

入15%、20%、30%蔗糖溶液中脱水；OTC包埋，冰冻
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切片机冠状连续切片，厚度为10μm，进行免疫组化

染色。免疫组化结果用Motic Images Advanced 3.2

图像分析系统采集照片，并进行定量分析。

1.2.5 Western印迹法检测脑缺血再灌注脑组织微

血管段 Cav-1、MMP-9蛋白表达的变化（60只/组,10

只/时间点）：分离脑缺血再灌注脑组织微血管段，加

入裂解液后匀浆，4℃，15000g离心15min，制成蛋白

质抽提液，取上清20μl，用考马斯亮蓝G-250结合

法进行蛋白定量；10%SDS-PAGE分离后，转印到硝

酸纤维素膜上的Cav-1、MMP-9一抗稀释度均为1∶

500（Santa Cruz Biotechnology），β-actin 抗体的稀

释度为1∶5000，4℃孵育过夜；相应二抗室温孵育

3h；ECL试剂反应，示出活性的Cav-1、MMP-9位于

蓝色背景上的透亮带。采用 Chemi Imager 5500

2.03软件扫描胶片，Fluor Chem 2.0图像分析仪对

条带积分光密度进行定量分析。

1.3 统计学分析

用SPSS13.0进行统计学处理。组间均数比较

用ANOVA进行统计学分析。P<0.05为差异有显著

性意义。

2 结果

2.1 HBO对脑缺血再灌注大鼠脑组织中EB含量的

影响

见表1。脑缺血再灌注组第4、12、24、48、72小

时脑组织EB的含量与相应时间假手术组相比明显

增加（P<0.01）,并以再灌注后4h渗出最多。HBO+脑

缺血再灌注组于第4、12、24、48、72小时EB渗出明

显低于相应时间的脑缺血再灌注组（P<0.05,P<
0.01）。HBO组不同时间EB渗出与相应时间假手术

组相比无明显差异（P>0.05）。
2.2 脑缺血再灌注不同时间脑组织微血管段内皮

细胞Cav-1蛋白表达

见图1。从图中可见，Cav-1蛋白在不同时间脑

缺血再灌注组大鼠脑组织中均沿血管呈阳性表达。

免疫组化结果显示随着再灌注时间延长Cav-1的表

达量增加，与再灌注第0小时组相比，再灌注第4、

12、24、48、72 小时组 Cav-1 的表达水平显著增加

（P<0.01），见表2。

2.3 HBO对脑缺血再灌注不同时间脑组织微血管

段Cav-1蛋白表达水平的影响

Western 印迹结果显示（表2），Cav-1蛋白的表

达变化趋势与免疫组化结果一致，即随着再灌注时

间延长Cav-1蛋白表达量增加，与脑缺血再灌注第0

小时相比，缺血再灌注第4、12、24、48和72小时组

Cav-1蛋白表达水平均显著增加（P<0.01）。HBO+

IR组与IR组相比Cav-1蛋白表达水平均显著下降

（P<0.01）。第72小时 HBO组与假手术组相比没有

显著差异（P>0.05）。
2.4 HBO对脑缺血再灌注大鼠脑组织MMP-9蛋白

表达变化的影响

Western 印迹结果（表2）显示，MMP-9蛋白的

表1 HBO对脑缺血再灌注小鼠不同时间点脑组织中EB含量的影响量级 （x±s，U/mg）

组别

假手术组
脑缺血再灌注组

HBO组
脑缺血再灌注+HBO组

与同期假手术组比较①P<0.01，②P>0.05; ③与同期脑缺血再灌注组比较P<0.01

例数

60
60
60
60

再灌时间
第0小时
0.1±0.02
0.12±0.01
0.11±0.01
0.1±0.02

第4小时
0.1±0.01

1.14±0.07①

0.1±0.02②

0.76±0.06③

第12小时
0.1±0.02

0.78±0.06①

0.1±0.01②

0.63±0.04③

第24小时
0.1±0.02

0.61±0.06①

0.1±0.02②

0.52±0.04③

第48小时
0.1±0.02

0.52±0.05①

0.12±0.01②

0.41±0.03③

第72小时
0.1±0.02

0.38±0.06①

0.1±0.01②

0.21±0.03③

图1 I/R组不同时间脑组织微血管段内皮细胞Cav-1蛋白表达 （TUNEL染色，×400）

第0小时 第4小时 第12小时 第24小时 第48小时 第72小时
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表达变化，缺血再灌注第72小时组 MMP-9蛋白

表达水平显著增加（P<0.01）。从表3可见，HBO+IR

组第72小时与IR组相比MMP-9蛋白表达水平均显

著下降（P<0.01）。HBO组与Sham组相比没有显著

差异（P>0.05）。

3 讨论

脑缺血再灌注损伤导致血脑屏障的开放，在本

研究中，建立局灶性脑缺血再灌注模型，经HBO治

疗5次，观察HBO对大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑

屏障通透性变化的影响。发现与对照组再灌注0h

相比，再灌注第4、12、24、48、72小时缺血再灌注区

脑组织EB含量显著增加；HBO+IR组第4、12、24、

48、72小时的EB含量与对照组同时点相比显著下

降，HBO组第4、12、24、48、72小时的EB含量与对照

组同时点相比无显著差异，研究结果提示，HBO对

脑缺血再灌注时血脑屏障通透性具有保护作用。

脑微血管内皮细胞是血脑屏障的重要组成部

分，内皮细胞质膜表面含有丰富的内陷囊状结构，即

胞膜窑，它们在细胞膜上或平铺，或管状，或形成分

离的小泡，并且融合成直径为 50—100nm 的结构
[11]。 Cav-1是胞膜窖的主要结构成分，在内皮细胞

的功能有：跨细胞转运作用，入胞作用，调节内皮组

织通透性，致动脉粥样硬化，并参与G-蛋白介导的

信号转导等功能。近年来发现，Cav-1与脑功能的

生理或病理变化有关，在神经发育、突触可塑性以及

神经退行性疾病中起着重要的作用[12]。但Cav-1在

脑缺血再灌注损伤中导致血脑屏障通透性的改变研

究的甚少。本实验中，我们利用免疫组织化学及免

疫印迹方法观察了Cav-1在不同再灌注时间的变

化。结果表明，Cav-1随着缺血再灌注时间的延长，

其蛋白表达明显增加，同时伴有血脑屏障通透性的

改变，提示Cav-1在缺血再灌注损伤导致血脑屏障

通透性增高中起着一定的作用。

MMPs是一组依赖Zn+的金属蛋白内切酶家族，

可以降解绝大部分细胞外基质成分。MMPs, 特别

是MMP-9在脑缺血再灌注损伤中的作用尤为重

要。本实验观察到MMP-9在脑缺血再灌注72h损

伤中表达最高，表明增高的MMP-9可以通过促进缺

血再灌注过程中脑组织毛细血管破坏，特别是血脑

屏障微血管基底膜的损伤，从而导致缺血再灌注后

续发性血脑屏障通透性的改变。

20世纪60年代以来，国内外广泛应用HBO治

疗脑血管疾病，取得了显著疗效。其提高血氧分压、

增加氧代谢、预防能量衰竭等优势越来越被临床所

认可 [13]。为了了解 HBO 在缺血再灌注损伤对

Cav-1、MMP-9蛋白表达的影响，我们对不同时间的

HBO及HBO+IR组Cav-1、MMP-9蛋白表达进行了

分析。结果发现，高压氧能显著降低缺血再灌注损

伤中Cav-1、MMP-9蛋白表达，而对正常的脑组织作

用不明显。从而进一步丰富了高压氧在治疗脑血管

表2 脑缺血再灌注不同时间点大鼠脑组织中Cav-1和MMP-9蛋白表达的变化及HBO对Cav-1影响 （x±s）

组别

Cav-1平均光密度值
脑缺血再灌注组

Cav-1蛋白含量（%）
假手术组

脑缺血再灌注组
脑缺血再灌注+HBO组

HBO组
MMP-9蛋白含量（%）
①再灌注不同时间与第0小时比较P<0.01; ②脑缺血再灌注第72小时同第4、12、24、48小时比较P<0.01; ③再灌注不同时间与相应时间假手
术组比较P<0.01; ④再灌与相应时间脑缺血再灌注组比较P<0.01; ⑤与相应时间假手术组比较P>0.05 ；⑥脑缺血再灌注第72小时同第0、4、
12、24、48小时比较P<0.01

例数

60

60
60
60
60
60

再灌注时间
第0小时

121.16±3.53

1.72±0.81
1.71±0.83
1.72±0.82
1.07±0.80
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1.71±0.83⑤
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160.21±7.0⑥

表3 高压氧对脑缺血再灌注第72小时大鼠
MMP-9蛋白含量的影响 （x±s）

组别
假手术组

脑缺血再灌注组（IR组）
脑缺血再灌注+HBO组

HBO组
①与假手术组比较P<0.01; ②与IR组比较P<0.01; ③与假手术组比
较P>0.05

例数
10
10
10
10

MMP-9（%）
152.43±4.312
187.52±5.224①

163.12±5.304②

159.47±4.104③
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