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高氧液对兔脊髓缺血再灌注损伤的保护作用

巩固  张英民  陈敏  熊利泽  雷毅  郑恒兴  曾毅

[摘要]  目的  研究高氧液对兔脊髓缺血再灌注损伤的保护作用及对HSP90表达的影响。方法  雄性新西兰大白兔20只，随机分成对照组(C组，n=10)及高氧液组（H组，n=10）。夹闭腹主动脉肾下段20min，建立兔脊髓缺血模型。H组于缺血前20min持续以20mL/kg/h恒速静脉输入高氧液,直到再灌注后20min；C组则采用同种方法静脉输入等容量生理盐水。再灌注后4、8、12、24和48h分别对动物后肢运动功能评分。再灌注48h后，处死动物取脊髓（L5），石蜡包埋切片行组织病理学观察及免疫组织化学染色，并按照McCarthy等的方法对免疫组化染色结果进行分析。结果  高氧液组神经功能评分在各时间点均明显高于对照组 (p<0.05)；与对照组相比，高氧液组脊髓前角正常神经细胞数明显增多(p<0.01)，HSP90的表达高氧液组明显多于对照组（P<0.01）。结论  高氧液对兔脊髓缺血再灌注损伤有显著的保护作用，这种保护机制与脊髓缺血后皮质HSP90表达增多有关。
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Protective effects of hyperoxia liquid on spinal cord ischemia-reperfusion injury in rabbits  Gong Gu, Zhang Ying-Min,Chen Min, et al. Department of Anesthesiology, Xijing Hospital, Fourth Military Medical University, Xi’an 710032 
[Abstract]  Object  To investigate the effect and HSP90 expression of hyperoxia liquid on spinal cord ischemic-reperfusion in rabbits.Method  Twenty male New Zealand white rabbits were randomly divided into two groups: Control group (Group C, n=10) and Hyperoxia liquid group (Group H, n=10).The spinal cord ischemia rabbit model was made by occluding infrarenal abdominal aorta for 20min. In Group H, hyperoxia liquid was administered intravenously 20min before clamping at the rate of 20ml/kg/h and in Group C, saline was used in place as Group H. Spinal cord ischemia was induced by occluding infrarenal abdominal aortic for 20min. Hindlimb neurological functions was determined with the Tarlov criteria(in which 4 is normal and 0 is paraplegia) at 4h,8h,12h,24h and 48h after reperfusion. All animals were sacrificed at 48h after reperfusion and the spinal cords (L5) were removed immediately for study of histopathology and immunohistochemistry. Results  All the animal survived the experiment. The neurological function scores at each observe interval in H group were higher than those in control group (p<0.01); Compared to C group , there were more normal neurons in anterior horn of spinal cord in H group (p<0.01) and HSP90 expression of H group was significantly stronger than that of C group at 48h after reperfusion (p<0.01). Conclusion  Hyperoxia liquid could protect rabbit spinal cord injury resulting from ischemia -reperfusion, this effect was related with the increases of HSP90 expression.
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脊髓缺血损伤所致瘫疾是胸腹主动脉手术后的常见并发症，发生率4％～38％[1]。某些技术性和药物性防护措施均没有稳定的疗效。因此，寻找新的防护手段是一项丞待解决的课题。急性缺血再灌注损伤可触发一系列的生化反应。本试验旨在探讨高氧液对脊髓缺血的保护作用，以及采用免疫组化的方法研究高氧液对脊髓缺血后热休克蛋白90（Heat shock protein 90, HSP90）表达的影响。

材料和方法

一、材料  20只雄性新西兰大白兔，由第四军医大学实验动物中心提供，体重2.5±0.3kg，随机分成2组：对照组（C组，n=10）和高氧液组(H组，n=10)。高氧液用西安高氧医疗设备有限公司研制的“GY-1型高氧医用液体治疗仪”制备，用量子化溶氧机制以生理盐水为载体，溶氧后可制成氧分压达到90～100kPa及臭氧浓度为10～20mg/L的高氧液体。
二、动物模型制作  所有动物术前禁食过夜，自由饮水。H组于腹主动脉夹闭前20min用微量泵（3M，Moedel600）以20mL/kg/h 的速率经耳缘静脉恒速泵入高氧液，直到灌注后20min；C组采用同样方法给与等容量生理盐水。参照Dong等[2方法制作兔脊髓缺血模型。静脉给予戊巴比妥钠30mg/kg麻醉后，分别经耳动脉及股动脉置管以监测心率、近端动脉压及远端动脉压；0.25%布比卡因（2ml）局部浸润麻醉, 沿腹正中线自剑突下两横指剪开皮肤，逐层剪开腹膜，温盐水纱布包被肠管，移动肠管向右侧，暴露左侧肾脏及腹主动脉。用组织钳钝性分离腹主动脉、肾动脉分支周围，1％普鲁卡因浸润血管周围，沿左肾动脉分支下腹主动脉下方1cm处穿入一较小直径硅胶管，并将两端自一较大直径硅胶管中穿出，形成套环装置。利用拉紧或松开套环装置实现腹主动脉的阻断与开放。阻断时，以股动脉压力波形消失，压力监测值MAP≤10mmHg（1.33kPa）为准，缺血持续时间20min。腹主动脉阻断前经耳缘静脉给予150U/kg肝素预防血栓形成。阻断腹主动脉20min后去除套环装置，恢复血流灌注。检查血管无损伤后关腹。

三、监测指标  术中持续监测动脉血压（Spacelab,90206A，美国）及直肠温度（509监护仪，美国）。  用烤灯维持动物体温38～39℃。分别于缺血前20min 、缺血后10min和再灌注20min经兔耳动脉采血监测PaO2、PaCO2、 Glu及pH。术中持续静脉输注平衡盐液(4ml/kg/h)至术毕。手术结束后，切口周围用0.25%布比卡因(1ml)浸润行术后止痛，肌注庆大霉素40,000U以预防感染。动物于手术结束后放回笼中进行观察, 室温保持30℃左右。视神经功能障碍的严重程度，每天定时挤压膀胱两次以避免尿潴留。神经功能评分   在缺血再灌注后4、8、12、24和48h分别对动物后肢运动神经功能评分。评分参照Tarlov[6]标准，分为5级：0级，后肢完全瘫痪；1级，可觉察的后肢关节运动；2级，后肢可自由运动但无法站立；3级，可站立但无法行走；4级后肢运动功能完全恢复，能正常跳动。

四、组织病理学观察   缺血再灌注48h后，用40mg/kg戊巴比妥钠深麻醉动物，自胸骨处剪开胸腔，暴露心脏，自主动脉根部插入灌注针头并用0.9%肝素生理盐水1000ml灌注，继之以4%多聚甲醛1000ml经心脏灌注固定脊髓组织。待灌注固定完毕后，自背侧暴露脊髓，并将腰膨大(T5)部位脊髓组织取出，浸泡于10%福尔马林溶液中过夜，行石腊包埋后切片（6μm厚），HE染色，由一不了解分组情况的观察者在光镜下（200×）观察并对脊髓前角正常运动神经元计数。行免疫组织化学测定标本用石腊切片机切成20μm，制成组织芯片，采用两步间接法进行免疫化学染色：即将切片在系列梯度酒精和二甲苯中脱蜡，然后把切片浸入兔抗HSP90多克隆抗体（1：25）孵育48h（4℃），经0.01MPBS漂洗30min（10min,3times）, 浸入辣根过氧化物酶标记 ，羊抗IgG多克隆抗体（1:100）室温孵育3h，再经PBS充分漂洗后，采用DAB法显色，空气中干燥 ，酒精梯度脱水、透明、中性树胶封片。每小组各有一张切片用0.1%PBS取代HSP90单克隆抗体，作为免疫组化阴性对照，光镜下观察染色结果。应用图像分析系统测定HSP90阳性细胞数：各试验组取同部位切片，在表达区任选6个视野，测定HSP90阳性细胞数。结果以 EQ \x\to(X) ±s表示 。
统计学处理   生理学参数以均数±标准差（ EQ \x\to(X) ±s）表示，统计学处理采用t检验分析。后肢运动功能评分（神经功能学评分）和脊髓前角正常神经数采用非参数秩和检验(Kruskal-Wallis test)。P<0.05表示有统计学差异。

结  果

一、生理学指标   心率、平均动脉压、动脉氧分压、血糖、pH和二氧化碳分压均在正常范围，生理学参数在各时间点组间比较无明显差异(P>0.05)。见表1。

二、神经功能评分  高氧液组后肢神经功能评分在各时间点均明显高于对照组（p<0.05）。缺血20min再灌注48h，对照组所有动物表现为后肢瘫痪，高氧液组均能站立或正常跳动（表2）。

三、免疫组化结果  对照组及高氧液组脊髓皮质均可见HSP90的表达。高氧液组HSP90表达明显增加，免疫阳性细胞大致正常，分布密集，整个细胞呈现棕色；对照组皮层区仅有少量免疫阳性细胞，分布稀疏，染色较浅；高氧液组阳性细胞数及百分率与对照组比较有显著差别(表3，4)。

四、组织病理学观察  对照组光镜下显示，腰膨大段脊髓有明显的改变，损伤严重，呈液化性坏死，形态正常的脊髓前角运动神经元细胞稀少，核固缩，部分核发生裂解，神经细胞周围有许多空泡形成。高氧液组光镜下显示，腰膨大段脊髓组织损伤明显减轻，形态基本正常的脊髓前角运动神经元细胞较多, 胞体呈多角形, 核仁清晰,可见尼氏体。

讨  论

本结果显示，H组缺血再灌注后4，8，12，24及48h时的神经功能评分明显高于C组；与C组相比，H组脊髓组织损伤较轻，形态基本正常的脊髓前角运动神经元较多，表明高氧液对兔脊髓缺血再灌注损伤有明显的保护作用。我们以前的研究表明高氧液能够明显增高血浆中PGI2的含量，降低TXA2的含量，改善脊髓缺血再灌注后血浆TXA2- PGI2平衡失调，从而扩张脊髓微血管，改善脊髓微循环，增加脊髓区域血流量[2]。氧液对脊髓缺血再灌注损伤后皮质HSP90表达的变化尚未见报道。

近年来，研究一致认为HSP是生物在长期进化过程中保留下来的自我保护机制，具有极重要的“分子伴侣”作用。在细胞应激后HSP基因与变性蛋白结合，通过调节ATP酶，维持蛋白质的四级结构，促进正常核糖体装配、合成，加速核仁形态恢复，提高细胞对应激的耐受性，起到保护细胞的作用。这一保护作用现已在肝、肾、肺和心脏等组织细胞中得到证实。在正常状态下，某些HSP具有一定量的基础表达，可帮助新合成蛋白质的折叠、移位；在应激状态下，HSP表达明显增多，可使变性蛋白质复性或促进严重损伤蛋白质的降解，因而能保护抵抗各种损伤[3]。验结果表明，高氧液的保护机制与脊髓缺血再灌注损伤后脊髓皮质HSP90表达上调有关。推测HSP90通过以下途径发挥作用：与靶蛋白的活性功能集团结合，使其维持所谓“无活性稳态”，避免这些结构与胞浆中的其它生物分子形成聚合体而失活。HSP90与受体功能的维持、细胞信号传递具有密切的关系[4]，能使在各种应激反应中积累的误折叠蛋白再折叠，并可促进已产生突变的蛋白质降解。此外，还参与激素受体、其它转录因子、信号途径和翻译起始阶段的激酶及一氧化氮合酶的成熟、胞内转运和活性调节[5]等作用。虽然目前关于HSP90对神经组织缺血再灌损伤是否有保护作用仍无定论，但许多研究表明HSP90在神经元中早期有效聚集，是其能耐受缺血损伤而得以生存的一个重要标志，在缺血晚期如HSP90基因在神经元中仍持续表达，则造成细胞其它重要蛋白合成受影响，这可能是造成延迟性神经细胞死亡的一个重要原因。

高氧液是氧气通过高氧医用液体治疗仪活化后，溶入生理盐水制成氧分压达到90～100kPa及臭氧浓度为10～20mg/L的高氧液体。高氧液中臭氧浓度为10～20mg/L，此浓度临床使用，安全性高，对微循环有显著的改善作用[6]。其作用的可能机制是：1、高氧液含有活性氧成分，研究认为[7]，在细胞外给予活性氧可提高细胞的抗氧化能力，并提高SOD的活性；2、高氧液可减少NO的含量，活性氧作为第二信使几乎与所有信号传导途径相关，但其具体细胞外作用途径尚不清楚[8]。高氧液减少NO的含量可能是通过某种信号传导途径而抑制NOS的活性。3、高氧液本身所具有的高分压氧的作用不可忽略。缺血再灌注损伤时组织所产生的病理性氧依赖[9]，使得神经元细胞对氧需求增加，高氧液中的高分压氧比动脉血中血氧分压高5到6倍，且其释放不受组织酸中毒的影响，为神经元细胞提供足够的氧需求，加快了顿抑神经元的恢复等。但具体的机制尚待进一步研究。
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表1生理学参数（
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±S,n=10）

	分组
	近端 MAP

(mmHg)
	远端MAP

(mmHg)
	心率
	肛温
(ºC)
	PaO2
(mmHg)
	PaCO2
(mmHg)
	血糖

(mg/dl)

	H组
	
	
	
	
	
	
	

	缺血前20min
	83±12
	74±1.1
	258±22
	38.1±0.5
	25.9±1.5
	4.9±0.4
	136±18

	缺血 10min
	95±12
	10±2
	239±17
	38.0±0.4
	28.3±2.5
	4.8±0.3
	139±16

	再灌注 20min
	81±14
	72±12
	247±16
	38.3±0.5
	29.0±2.8
	4.6±0.5
	142±11

	C组
	
	
	
	
	
	
	

	缺血前 20min
	74±1.8
	66±1.3
	255±13
	38.2±0.4
	25.3±1.9
	5.1±0.5
	133±15

	缺血 10min
	86±14
	1.0±2
	239±16
	38.0±0.5
	28.1±2.3
	4.9±0.6
	135±16

	再灌注 20min
	72±16
	64±1.4
	243±13
	38.2±0.4
	29.2±2.5
	4.6±0.7
	138±12


表2 再灌注后兔4，8，12，24，48h神经功能评分(n=10)

	再灌注时间（h）
	组别
	神经功能评分
	总评分

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	

	4
	对照组
	3
	4
	3
	0
	0
	10

	
	高氧液组
	0
	3
	3
	4
	0
	21**

	8
	对照组
	3
	2
	3
	2
	0
	14

	
	高氧液组
	0
	0
	5
	5
	0
	25**

	12
	对照组
	5
	2
	3
	0
	0
	6

	
	高氧液组
	0
	0
	4
	4
	2
	28**

	24
	对照组
	5
	5
	0
	0
	0
	5

	
	高氧液组
	0
	0
	4
	4
	2
	28**

	48
	对照组
	6
	4
	0
	0
	0
	4

	
	高氧液组
	0
	0
	3
	4
	3
	30**


注：与对照组比较**<0.01

表3  再灌注48小时脊髓前角正常神经细胞计数(n=10)

	组别
	动物序号
	    中位数

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	

	对照组
	9
	13
	12
	18
	9
	20
	10
	14
	11
	8
	11(8-20)

	高氧液组
	48
	43
	59
	63
	70
	35
	51
	38
	47
	45
	47(35-70)**


注：与对照组比较**<0.01

表4  再灌注48h后脊髓皮质HSP90阳性细胞数(n=10)
	组  别
	阳性细胞数
	比率（%）

	对照组
	115.06±25.9
	0.47

	高氧液组
	2923.66±18.7
	4.38**


注：与对照组比较**<0.01
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