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【摘要】目的 探讨高压氧（HBO）治疗小鼠脊髓损伤的效果及机制。方法 将雌性 ICR小鼠45只随机分为3组：假手术组（n=
15）、模型组（n=15）、HBO组（n=15）。应用血管夹损伤脊髓组织制作脊髓损伤模型。模型组造模后常规护理，HBO组行HBO治

疗。造模后1、7、28 d采用BMS评分评估小鼠后肢运动功能；造模后7 d，采用免疫印迹法检测损伤脊髓组织Nrf2蛋白表达情况，

采用免疫荧光染色观察细胞核Nrf2移位情况。结果 假手术组BMS评分均为9分。造模后1 d，模型组和HBO组BMS评分均为0
分，后肢完全瘫痪。造模7 d，模型组BMS评分仍为0分；HBO组MBS评分明显高于模型组（P<0.05），但明显低于假手术组（P<
0.05）；造模后28 d，模型组和HBO组BMS评分均明显提高（P<0.05），HBO组提高更明显（P<0.05）。造模后7 d，免疫荧光染色显

示，假手术组没有发现Nrf2核移位，模型组可见少量Nrf2核移位，HBO组Nrf2核移位明显增多；免疫印迹法结果显示，模型组和

HBO组Nrf2表达水平明显增高（P<0.05），HBO组增高更明显（P<0.05）。结论 HBO治疗可显著促进小鼠脊髓损伤后神经功能恢

复，机制可能与促进Nrf2表达及核移位有关。
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Hyperbaric oxygen therapy promotes functional rehabilitation of mice after spinal cord injury
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【Abstract】Objective To explore the effect of hyperbaric oxygen (HBO) therapy on the spinal cord injury (SCI) in mice. Methods
Forty-five female ICR mice were randomly divided into 3 groups: sham operation group (n=15), injury group (n=15), and HBO group (n=
15). The spinal cord tissue was injured by the vascular clip to make the SCI model. The injury group received routine care after injury,
and the HBO group received HBO therapy. BMS score was used to evaluate the motor function of mice hind limbs 1, 7, and 28 days after
injury. Seven day after injury, the expression of Nrf2 protein in the injured spinal cord tissues was detected by Western blotting, and the
shift of nuclear Nrf2 was observed by immunofluorescence staining. Results Seven days after injury, the MBS score of the HBO group
was significantly higher than that of the injury group (P<0.05), but it was significantly lower than that of the sham operation group (P<
0.05). Twenty-eight days after injury, the BMS scores in the injury and HBO groups significantly increased (P<0.05), and the BMS score
in the HBO group was significantly higher than that in the injury group (P<0.05). Seven days after injury, immunofluorescence staining
showed that there was no nuclear translocation of Nrf2 in the sham operation group, a small amount of nuclear translocation of Nrf2 in the
injury group, and significant increase in the nuclear translocation of Nrf2 in the HBO group. The expression level of Nrf2 was
significantly higher in the HBO group than the injury group (P<0.05), which was significantly higher than the sham operation group (P<
0.05). Conclusion HBO therapy can significantly promote the recovery of nerve function after SCI in mice, which may be related to the
promotion of Nrf2 expression and nuclear translocation.
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高压氧促进小鼠脊髓损伤后功能恢复

廖小俊 李 兰 陈亚星 文泽贤

脊髓损伤包括原发性和继发性损伤，原发性损

伤不可逆，治疗重点在继发性损伤 [1]。高压氧治疗

（hyperbaric oxygen，HBO）可减少脊髓损伤后继发性

损伤[2]，机制主要有减轻炎症反应、抑制神经元凋亡、

减轻脊髓水肿、促进血管再生、促进轴突再生等 [3]。

Nrf2具有神经保护作用，是否参与HBO治疗脊髓损

伤的机制，目前尚不清楚。本研究拟采用小鼠脊髓

损伤模型，分析HBO治疗对小鼠脊髓损伤后Nrf2的
影响，进一步探讨HBO治疗脊髓损伤的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 45只成年雌性 ICR小鼠[购于

北京华阜康生物科技股份有限公司，体质量（24±2）
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g]按随机数字表法分为 3组假手术组（A组，n=15）、

模型组（B组，n=15）、HBO组（C组，n=15）。
1.2 动物模型建立 腹腔注射 4%水合氯醛（10 ml/
kg）麻醉小鼠，以 T11棘突为中心，在背部正中做长

约2 cm切口，依次切开皮肤、皮下组织，切开椎旁肌

向两侧分离，显露T9~L1椎体棘突及椎板。小鼠左

侧第13肋骨脊柱发出部位为T12与L1交界处，以此

判定T11脊椎位置。咬除T11椎体棘突及背侧椎板，

血管夹从左右两侧将T11节段脊髓压迫至0.2 mm[4]，

持续 15 s，保持脊膜完整，止血、缝合各层组织。假

手术组只打开椎板，不损伤脊膜及脊髓。术后置于

暖光灯下复苏，苏醒后BMS评分 0分判断为建模成

功。术后分笼饲养，每天挤压膀胱协助排尿2次。

1.3 HBO治疗方法及管理 将HBO组小鼠置于动物

实验高压氧仓，加压 10 min 使仓内压力达到 0.2
Mpa，仓内氧浓度达到 95%以上，稳压吸氧 40 min[5]，

每日1次，共7 d。造模后护理：每日按压膀胱排尿2
次，间隔12 h，直至小鼠排便功能基本恢复。

1.4 小鼠后肢运动功能评分 造模后 1、7、28 d采用

BMS评分法 [6]评估小鼠后肢运动功能恢复情况，每

组5只。将小鼠置于直径100 cm、高30 cm的塑料盆

持续观察，按评分标准相应判分，0分表示后肢完全

瘫痪，9分表示运动功能正常。

1.5 免疫荧光染色 造模后7 d取损伤部位脊髓组织

及假手术组相应部位脊髓组织行免疫荧光染色，

每组5只。以4%多聚甲醛溶液灌注固定后，分离脊

髓组织，4%多聚甲醛溶液4 ℃后固定24 h，30%蔗糖

溶液脱水过夜，取出脊髓组织，以损伤部位为中心，

前后各留取 5 mm，剪去多余脊髓，冰冻切片，厚度

14 μm。将切片于 50 ℃烤箱中烘烤 1 h，PBS漂洗，

4%多聚甲醛浸泡，1% Triton X-100 通透细胞膜，

10%正常山羊血清封闭，滴加兔抗Nrf2多克隆抗体

（1∶200，美国Abcam公司）4℃孵育过夜，滴加Cy3标
记山羊抗兔 IgG 抗体（1∶ 200，美国 Beyotime 公司）

37 ℃孵育 2 h，DAPI染色，抗荧光淬灭剂封片，激光

共聚焦显微镜观察结果。

1.6 免疫印迹法检测细胞核Nrf2蛋白表达 造模7 d，
取损伤部位脊髓组织及假手术组相应部位脊髓组

织，每组5只。小鼠麻醉后快速取出脊髓组织，以损

伤部位为中心，前后各留取 5 mm，剪去多余脊髓。

将脊髓标本以细胞核蛋白抽提试剂盒抽提蛋白，

BCA蛋白浓度测定试剂盒检测浓度，浓度调定一致

后等体积上样，SDS-PAGE电泳分离蛋白，湿转到

PVDF膜，封闭1 h，一抗4 ℃孵育过夜（Nrf2，1∶500）；

二抗孵育2 h，化学发光液显影，用 Image Lab软件分

析各条带相对值。

1.7 统计学方法 应用SPSS 20.0软件分析；计量资料

以x±s表示，行单因素方差分析；检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 各组小鼠后肢功能评分比较 假手术组各时间

点 BMS评分均为 9分，后肢运动功能无明显异常。

造模后 1 d，模型组和HBO组BMS评分均为 0分，后

肢完全瘫痪。造模 7 d，模型组BMS评分仍为 0分；

HBO组MBS评分明显高于模型组（P<0.05，表1），明

显低于假手术组（P<0.05，表 1）；提示后肢功能有所

恢复。造模后28 d，模型组和HBO组BMS评分均明

显提高（P<0.05，表 1），HBO组提高更明显（P<0.05，
表1）。

2.2 免疫荧光染色结果 免疫荧光染色显示细胞核

为蓝色，Nrf2为红色。激光共聚焦显微镜观察，各组

细胞核染色无差别，假手术组Nrf2染色较弱，模型组

Nrf2 染色明显增强，可见脊髓损伤后 Nrf2表达增

加。蓝色细胞核与红色荧光重叠表示Nrf2发生核移

位，假手术组未见明显Nrf2核移位，HBO组与模型组

均可见部分细胞核蓝色荧光与红色荧光重叠，存在

Nrf2核移位；而且，HBO组红色荧光更强，发生Nrf2
核移位更多，可见HBO明显促进Nrf2的表达及核移

位。见图1。
2.3 细胞核 Nrf2蛋白表达变化 HBO 组及模型组

Nrf2表达量均较假手术组明显增加（P<0.05，图 2），

而且HBO组细胞核Nrf2表达量明显高于模型组（P<
0.05，图 2）。这说明脊髓损伤后Nrf2被激活发生核

移位发挥生物学功能，HBO干预可进一步促进Nrf2
核移位。

3 讨 论

脊髓损伤后原发性损伤已不可逆转，积极干预

继发性损伤是提高疗效的关键。继发性损伤的机制

主要有炎症反应、氧化应激、钙超载、自由基形成等

表1 各组小鼠BMS评分比较（分）

注：与对照组相应值比，* P<0.05；与假手术组相应值比，#
P<0.05；与造模后1 d相应值比，& P<0.05

组别

假手术组

对照组

HBO组

造模后1 d
9.00±0.00
0.00±0.00#

0.00±0.00#

造模后7 d
9.00±0.00
0.00±0.00#

0.81±0.38*#&

造模后28 d
9.00±0.00
2.15±0.48#&

3.42±0.51*#&
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[7]。HBO治疗减轻神经继发性损伤包含多种机制：

抑制白细胞介素-1、肿瘤坏死因子-α、基质金属蛋

白酶-2、基质金属蛋白酶-9、核转录因子-κB等炎症

因子表达[8]，减轻炎症反应；抑制Caspase-3表达，减

少脊髓神经元凋亡[9]；促进血管内皮生长因子表达，

发挥神经保护作用[10]；促进脊髓损伤后轴突再生、损

伤区域血管重建、减轻脊髓水肿[11]。

Nrf2是一种细胞保护性转录因子，生理状态下，

与细胞骨架相关蛋白keap1结合，存在于细胞浆中，

无活性、易降解。当细胞受到自由基、化学性物质刺

激时，keap1被磷酸化或者Nrf2直接被磷酸化，Nrf2
与keap1解离进入细胞核，与抗氧化反应元件（anti-

图1 小鼠脊髓损伤后损伤脊髓组织Nrf2免疫荧光染色情况

A. 假手术组；B. 模型组；C. HBO组

图2 高压氧治疗对脊髓损伤小鼠损伤脊髓组织Nrf2表达的影响

A组. 假手术组；B组. 模型组；C组. HBO组；与假手术组比，* P<0.05；与模型组比，# P<0.05
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oxidative response element，ARE）启动子区域结合，调

控ARE下游抗氧化酶及解毒酶表达，发挥抗肿瘤、

抗炎、抗氧化、抗凋亡、清除自由基等作用[12]。另外，

Nrf2具有抑制炎症反应、减轻膜性结构氧化性损伤、

保护血脑屏障、减轻脑水肿等神经保护作用[13]。

本研究结果表明，小鼠脊髓损伤后HBO治疗明

显促进后肢运动功能恢复。这与既往文献报道一

致[14]。本文免疫荧光染色可见HBO组Nrf2核移位明

显增加，免疫印迹法检测发现HBO组细胞核Nrf2蛋
白含量明显增高。这与既往文献报道相符[15]。

总之，HBO治疗显著促进小鼠脊髓损伤后神经

功能恢复，机制可能与促进Nrf2表达及核移位有关。
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