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文章亮点：

1高压氧预处理增加了大鼠损伤脊髓组织中 Bcl-2蛋白表达，同时减少了 Bax蛋白表达，抑制脊髓损伤

后神经细胞凋亡，从而发挥脊髓保护作用。

2实验特点在于证实了高压氧预处理对脊髓损伤的保护机制，为高压氧预处理临床使用预防脊髓损伤的

发生，减少脊柱手术风险提供实验基础。
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摘要

背景：研究表明高压氧治疗可通过减少脊髓损伤后神经细胞凋亡，促进脊髓神经功能的恢复，但其抑制凋亡

的机制还不清楚。

目的：探索高压氧预处理对脊髓损伤后 Bcl-2和 Bax表达的影响及意义。

方法：将 66只健康成年雄性 SD大鼠随机分为假手术组 6只、模型组和高压氧预处理组各 30只。假手术组

仅行椎板切除；模型组根据 Allen’s打击原理制作脊髓损伤模型，不做任何治疗；高压氧预处理组在 10 d内

对大鼠进行 5次，每次 1 h的高压氧(0.25 MPa，纯氧)治疗后，再建立脊髓损伤模型。

结果与结论：免疫组化检测显示假手术组大鼠脊髓组织中 Bcl-2和 Bax表达较少；模型组和高压氧预处理组

大鼠脊髓组织中均可见不同程度的 Bcl-2和 Bax阳性表达，其中 Bcl-2表达高峰出现在损伤后第 7天，而 Bax
表达高峰出现在损伤后第 3天；而经高压氧预处理的大鼠脊髓组织中 Bcl-2表达增加(P < 0.05)，而 Bax表达

减少(P < 0.05)。提示高压氧预处理能够增强 Bcl-2的表达同时降低 Bax的表达。

Effect of hyperbaric oxygen preconditioning on expression of Bcl-2 and Bax after
spinal cord injury

Zhang Yu-qiang1, Li You2, Cao Yang1, Dong Ming-yan1, Lü Gang1 (1Department of Orthopedics,
2Department of Ophthalmology, the First Affiliated Hospital of Liaoning Medical University, Jinzhou 121000
Liaoning Province, China)

Abstract
BACKGROUND: Studies have shown that hyperbaric oxygen preconditioning can reduce neuronal apoptosis and
improve neurologic dysfunction after spinal cord injury. However, the mechanism of inhibiting apoptosis is still
unclear.
OBJECTIVE: To study the effect and significance of hyperbaric oxygen preconditioning on expression of Bcl-2
and Bax protein after spinal cord injury in rats.
METHODS: Sixty-six male adult Sprague-Dawley rats were divided into sham operation group, model group, treatment
group at random. Animals in the sham group were six, and animals in the model and treatment groups were 30,
respectively. Animals in the treatment group received hyperbaric oxygen preconditioning at 2.5 MPa (100%O2), once for
1 hour and totally five times within 10 days before establishment of spinal cord injury models. In the sham operation
group, only laminectomy was done. In the model group, a spinal cord injury model was prepared using Allen’s method.
RESULTS AND CONCLUSION: The results of immunochemistry indicated that there were few Bcl-2 and
Bax-positive cells in the sham operation group; a number of Bcl-2 and Bax-positive cells were visible in the model
and treatment groups. Bcl-2 and Bax expressions reached the peak at day 7 and 3, respectively, after injury. After
treatment with hyperbaric oxygen preconditioning, Bcl-2 positive cells decreased significantly, while Bax-positive
cells decreased significantly (P < 0.05). It indicates that the hyperbaric oxygen preconditioning can increase Bcl-2
expression but decrease Bax expression.

Subject headings: hyperbaric oxygenation; spinal cord injuries; apoptosis; immunohistochemistry

Zhang YQ, Li Y, Cao Y, Dong MY, Lü G. Effect of hyperbaric oxygen preconditioning on expression of Bcl-2 and
Bax after spinal cord injury. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(46):8018-8023.
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0 引言 Introduction

高压氧治疗可通过减少脊髓损伤后神经细胞凋亡，

促进脊髓神经功能的恢复[1]。近年很多研究显示高压氧

预处理同样也是预防心、脑和脊髓等脏器损伤的有效预

处理方法[2-4]。有研究报道糖尿病大鼠进行高压氧预处理

后可通过上调糖尿病大鼠心肌细胞内的Bcl-2表达，同时

下调Bax，Caspase-3及细胞色素C的表达抑制正常及糖

尿病大鼠心肌细胞的凋亡[2]。高压氧预处理可通过抑制

线粒体途径的凋亡，抑制脑缺血再灌注损伤后神经细胞

凋亡，从而对缺血程度不同的区域发挥不同程度的保护

作用[3]。高压氧预处理促进脊髓缺血再灌注损伤后脊髓

组织中反应性氧自由基的生成，从而促进抗氧化物酶、

低氧诱导因子1，Bcl-2等耐缺血缺氧蛋白的表达[4]。但

目前，关于高压氧预处理对脊髓损伤后Bcl-2和Bax蛋白

表达影响的研究尚未见报道。实验拟通过检测高压氧预

处理对大鼠脊髓损伤后Bcl-2和Bax蛋白表达的影响，为

临床脊柱手术术前进行高压氧预处理减少术中脊髓损

伤提供理论依据。

1 材料和方法 Materials and methods

设计：随机分组对照实验。

时间及地点：实验于2012年11月至2013年6月在辽

宁医学院附属第一医院骨组织工程实验室完成。

材料：

实验动物：6月龄雄性SD大鼠66只，体质量250-
300 g，由辽宁医学院实验动物中心(动物许可证号：

SCXK(辽)2003-0007号)提供。实验符合动物伦理学的

要求。

脊髓组织中Bcl-2和Bax表达检测使用的主要试剂及仪器：

实验方法：

动物分组：66只大鼠随机分为假手术组(n=6)、模型

组(n=30)和高压氧预处理组(n=30)。
高压氧预处理：根据文献[2-3]介绍的方法进行高压氧

预处理。研究显示0.15-0.30 MPa间为高压氧预处理的

安全有效压力，0.20 MPa和0.25 MPa下高压氧预处理

减轻局灶性脑缺血-再灌注缺血损伤能力优于0.15 MPa
和0.30 MPa；且0.20 MPa和0.25 MPa间，0.15 MPa和
0.30 MPa间的检查结果差异无显著性意义[2]。实验中高

压氧预处理的压力选择0.25 MPa。其具体方法：用纯氧

洗舱20-25 min，待舱内氧体积分数度达95%以上，缓

慢加压至0.25 MPa，放入大鼠维持1 h，随后缓慢减压

至常压，1次/2 d，共5次10 d，最后一次高压氧预处理

后1 d，大鼠用于制作脊髓损伤模型。假手术组和模型

组大鼠置于空气中常规饲养。

脊髓损伤模型制备：根据改良Allen’s原理制作大鼠脊

髓损伤模型[5]。大鼠麻醉利用体积分数10%的水合氯醛

根据其体质量，通过腹腔注射完成，背部剪毛，常规碘

伏消毒，铺无菌巾。通过计数大鼠肋骨方法，选择以T9
为中心，长度1.5-2.0 cm纵行切口，逐层切开皮肤及皮

下组织，尖刀剥离椎旁肌肉，暴露棘突和椎板，用咬骨

钳咬除T8-10椎板，暴露硬脊膜。将15 g重锤自10 cm高

度自由落下撞击脊髓，造成150 g•cm的损伤。以脊髓出

现水肿、出血和鼠尾痉挛性摆动为造模成功标准。生理

盐水冲洗后逐层缝合，再次碘伏消毒。术后腹腔注射青

霉素预防感染，1次/d，连用1周。术后常规饲养，每天

人工辅助排尿便3次，持续至大鼠取材的各个时间点。

假手术组仅切除大鼠脊椎椎板。

脊髓的取材及标本制作：造模后8 h，造模后1，3，7
和14 d。采用心脏灌注方法进行取材。其具体步骤为：

大鼠用体积分数10%的水合氯醛麻醉，打开胸腔，暴露

心脏，利用20号输液器针进行左心室-主动脉插管，用

眼科剪剪开右心耳放血，用生理盐水灌注至右心耳流出

液澄清，再用40 g/L多聚甲醛溶液灌流至大鼠四肢僵硬。

沿原手术切口逐层切开，暴露损伤部位脊髓，切取损伤

中心周围1.0 cm范围的脊髓组织。将切取的脊髓段浸入

40 g/L多聚甲醛溶液内继续固定4 h，然后将组织转移到

20%蔗糖溶液内至其沉底。采用OCT胶进行包埋，将包

埋成功的组织放在冰冻切片机上进行横向连续切片，片

厚8 μm，将切片放入片盒，-20℃冰箱保存，以备后续

的Bcl-2和Bax免疫组化染色。

免疫组化染色检测损伤脊髓组织中Bcl-2和Bax的表达：

免疫组化染色按SABC试剂盒说明书上步骤完成：每个

时间点取10张冰冻切片，室温干燥30 min，PBS洗3次，

经体积分数3%过氧化氢处理后用血清进行封闭；滴加

兔抗大鼠Bcl-2和Bax(浓度均为1∶200)一抗，对照组利

用PBS作为阴性对照；4 ℃孵育过夜，第2天滴加羊抗

兔IgG室温孵育20 min，SABC室温孵育20 min，以上各

步骤间均用PBS漂洗3次，每次5 min，进行DAB显色，

复染、脱水、透明、封固。显微镜下进行观察。以细胞

浆或胞膜棕黄色着色为阳性细胞，每张切片分别于灰

质、白质各取5个视野(×400)，分别计数每个视野的阳

性细胞数。

试剂及仪器 来源

水合氯醛

多聚甲醛

兔抗大鼠 Bcl-2和 Bax多克隆抗体

羊抗兔 IgG，SABC免疫组化染色试剂盒、

DAB显色试剂盒

高压氧舱

电子天平

显微成像系统

辽宁医学院附属第一医院

天津科密欧公司

美国 Santa Cruz公司

武汉博士德公司

上海杨圆医用氧舱厂

德国赛多利斯公司

日本 Nikon公司
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主要观察指标：免疫组化法测定实验大鼠脊髓中的

Bcl-2和Bax表达情况。

统计学分析：数据用
_

x±s表示，利用SPSS 17.0软
件包进行数据的统计分析，各组Bcl-2和Bax阳性细胞数

量比较采用方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果 Results

2.1 实验动物数量分析 纳入SD大鼠66只，其中7只
大鼠因术后感染死亡，并进行了补充，在进入结果分析

时无脱失。

2.2 高压氧预处理对大鼠损伤脊髓中Bcl-2表达的影响

免疫组化染色显示，Bcl-2阳性表达的特征为神经元和胶

质细胞胞浆或/和胞膜见棕黄色颗粒。假手术组脊髓组织

中可见少量Bcl-2阳性细胞，见图1A。模型组脊髓灰质

和白质中均可见Bcl-2阳性细胞，脊髓损伤8 h仅有少量

Bcl-2阳性细胞，损伤第1天时Bcl-2阳性细胞开始增多，

损伤第3天Bcl-2阳性细胞数进一步增加，损伤第7天达

高峰，损伤后第14天仍可见大量Bcl-2阳性细胞，见图

1B。高压氧预处理组脊髓灰质和白质均表达Bcl-2，表

达高峰亦出现在伤后第7天，但高压氧预处理组大鼠脊

髓中Bcl-2阳性细胞数量均显著高于模型组(P < 0.05)，
见图1C，表1。

2.3 高压氧预处理对大鼠损伤脊髓中Bax表达的影响

免疫组化染色显示，Bax阳性表达的特征为神经元和胶

质细胞胞浆或/和胞膜见棕黄色颗粒。假手术组脊髓组织

中可见少量Bax阳性细胞，见图2A。模型组脊髓灰质和白

质中均可见Bax阳性细胞，脊髓损伤8 h仅有少量Bax阳性

细胞，损伤第1天时Bax阳性细胞开始增多，损伤第3天Bax
阳性细胞数量达高峰，而后逐渐下降，损伤后第14天仍可

见大量Bax阳性细胞，见图2B。高压氧预处理组脊髓灰质

和白质均表达Bax，表达高峰出现在伤后第3天，以后逐

渐下降，且高压氧预处理组大鼠脊髓中Bax阳性细胞数量

均显著低于模型组(P < 0.05)，见图2C，表2。

图 1 大鼠脊髓组织中 Bcl-2的表达(免疫组化染色，×400)

Figure 1 Bcl-2 expression in rat spinal cord
(Immunohistochemical staining, ×400)

A：假手术组 B：脊髓损伤 7 d

注：脊髓损伤导致 Bcl-2表达增加，而高压氧预处理则能进一

步增加损伤脊髓组织中 Bcl-2的表达。

表 1 大鼠脊髓组织中 Bcl-2阳性细胞的数量

Table 1 Expression of Bcl-2 in rat spinal cord
(

_

x±s, n=6, cells per 400-fold visual field)

与假手术组相比，aP < 0.05；与模型组相比，bP < 0.05

注：脊髓损伤导致 Bcl-2表达增加，而高压氧预处理则能进一步增加损伤脊

髓组织中 Bcl-2的表达。

组别
造模后

8 h 1 d 3 d

假手术组 18.46±4.21
模型组 38.74±4.59a 43.27±5.87a 51.34±7.54a

高压氧预处理组 46.79±5.5ab 54.87±9.31ab 67.92±6.48ab

组别
造模后

7 d 14 d

假手术组

模型组 62.15±4.93a 49.37±5.41a

高压氧预处理组 75.44±6.23ab 56.28±7.36ab

C：高压氧预处理组 7 d

图 2 大鼠脊髓组织中 Bax的表达(免疫组化染色，×400)

Figure 2 Bax expression in rat spinal cord
(Immunohistochemical staining, ×400)

A：假手术组 B：脊髓损伤 3 d

注：脊髓损伤导致 Bax表达增加，而高压氧预处理则能减少损

伤脊髓组织中 Bax的表达。

C：高压氧预处理组 3 d
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3 讨论 Discussion

高压氧预处理有助于脊髓损伤后神经功能的恢复。

高压氧预处理增加了脊髓组织中一氧化氮水平，缩短了

脊髓损伤后运动诱发电位和感觉诱发电位的潜伏期，激

活了神经元和神经胶质细胞的自噬作用，减轻了脊髓损

伤后的氧化应激反应，减少神经细胞的凋亡，促进脊髓

损伤后轴突再生[6-48]。高压氧预处理可减少了心、肾、

脑和脊髓损伤后的细胞凋亡。不同压力下高压氧预处理

均可不同程度降低脑损伤后脑缺血半暗带凋亡细胞数

和Caspase-3阳性细胞数，其Bcl-2表达水平不同程度增

高；他们认为高压氧预处理通过上调抗氧化酶活性，从

而减轻局灶性脑皮质缺血-再灌注缺血半暗带的自由基

损伤和神经元凋亡；高压氧预处理可能通过下调皮质缺

血半暗带神经元线粒体水平的凋亡反应减轻大鼠脑缺

血-再灌注损伤[3]。高压氧预处理与低氧预处理显著改善

了脊髓损伤后的神经功能。脊髓损伤后运动诱发电位和

感觉诱发电位的潜伏期显著延长，但高压氧预处理与低

氧预处理组的潜伏期缩短。与对照组相比，高压氧预处

理与低氧预处理明显减少了凋亡细胞数量，增加了

nestin阳性细胞数量，从而增强脊髓损伤后轴突再生，

Lu等[9]认为高压氧预处理通过抑制脊髓损伤后细胞凋亡

促进神经功能恢复。李洪鹏等[49]报道高压氧预处理5 d
的脊髓全横断模型，术后8 h和术后1 d高压氧预处理组

脊髓后角神经元凋亡细胞数较对照组明显减少，认为高

压氧预处理保护了损伤脊髓后角神经元，且术后1 d内
的效果明显最显著。

Bcl-2和Bax是参与凋亡调控的重要因子，Bcl-2抑制

细胞凋亡，而Bax促进细胞凋亡；高压氧预处理对Bax
和Bcl-2表达影响的研究是目前的研究热点。谷莉娜等[2]

在研究高压氧预处理对正常和糖尿病大鼠缺血再灌注

心肌细胞凋亡及Bcl-2和Bax蛋白的影响时发现高压氧

预处理后正常大鼠和糖尿病大鼠的凋亡指数均明显降

低，Bax蛋白表达均明显降低，而Bcl-2蛋白表达均显著

升高；他们认为高压氧预处理对正常及糖尿病大鼠均有

抗心肌细胞凋亡的作用，但对正常大鼠保护作用更强，

其保护机制可能与下调Bax蛋白表达，上调Bcl-2蛋白表

达有关。Li等[50]研究发现脑的缺血再灌注损伤前高压氧

预处理可减轻脑水肿，减少脑梗死面积，促进神经功能

的恢复。高压氧预处理降低了细胞色素C水平，降低了

caspase酶的活性，增大了Bcl-2/Bax比值，减少了缺血

组织的凋亡。高压氧预处理通过抑制线粒体的细胞凋亡

途径保护脑组织免于缺血再灌注损伤。高压氧预处理增

加了脊髓缺血再灌注损伤后组织中过氧化物酶和过氧

化氢酶活性，增强了线粒体中Bcl-2的表达，引起线粒体

中的过氧化物和过氧化氢减少，再灌注1 h后细胞色素C
释放进入细胞液减少，随后激活了 caspase-3和
caspase-9。高压氧预处理提高了神经功能的评分，减

少了脊髓缺血1 d后腰段脊髓灰质前中后部的神经细胞

凋亡，高压氧预处理同时增加了一氧化氮的产生。他们

认为高压氧预处理通过增加过氧化物酶，过氧化氢酶和

Bcl-2抑制线粒体凋亡途径减轻了脊髓缺血再灌注损伤，

同时一氧化氮也参与脊髓的神经功能保护[51]。

实验结果显示高压氧预处理组Bcl-2蛋白表达在脊

髓损伤后显著升高，伤后8 h可见Bcl-2阳性细胞，伤后

第1，3天时Bcl-2阳性细胞明显增多，伤后第7天Bcl-2
表达达高峰，伤后第14天仍可见大量Bcl-2阳性细胞，

其各时间点Bcl-2阳性细胞数量较假手术组和模型组显

著增加(P < 0.05)。而高压氧预处理组Bax蛋白表达在脊

髓损伤后明显降低，脊髓损伤后8 h即可见Bax阳性细

胞，伤后第1天Bax阳性细胞数显著增加，伤后第3天时

Bax阳性表达到高峰，伤后第7天开始逐渐下降，伤后第

14天仍有阳性表达，但在伤后各个时间点高压氧预处理

组脊髓灰质和白质内Bax阳性细胞数均少于对照组(P <
0.05)。说明高压氧预处理增加了损伤脊髓组织中Bcl-2
蛋白表达，减少了Bax蛋白表达，抑制了损伤脊髓组织

中的细胞凋亡，从而减轻了脊髓的继发性损伤。因此，

推测脊柱手术术前进行高压氧预处理可能对减少手术

导致的脊髓或神经损伤起到一定的保护作用。
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表 2 大鼠脊髓组织中 Bax阳性细胞的数量

Table 2 Expression of Bax in rat spinal cord
(

_

x±s, n=6, cells per 400-fold visual field)

与假手术组相比，aP < 0.05；与模型组相比，bP < 0.05。

注：脊髓损伤导致 Bax表达增加，而高压氧预处理则能减少损伤脊髓组织

中 Bax的表达。

组别
造模后

8 h 1 d 3 d

假手术组 17.46±6.72
模型组 50.42±6.48a 59.47±7.97a 68.35±9.31a

高压氧预处理组 42.27±7.96ab 49.78±8.53ab 57.24±5.78ab

组别
造模后

7 d 14 d

假手术组

模型组 56.43±9.50a 47.84±6.43a

高压氧预处理组 51.37±6.72ab 39.42±4.32ab
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