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高压氧对急性有机磷中毒大鼠
氧自由基及海马HIF-1α mRNA的影响
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【摘要】 目的 探讨高压氧(HBO)对急性有机磷中毒脑损伤的保护机制。方法 健康雄性SD大鼠60只，

随机分为正常对照组、中毒组、常规治疗组和高压氧治疗组，正常对照组6只，其余3组各18只，建立大鼠急性有

机磷中毒脑损伤模型。中毒组、常规治疗组和高压氧治疗组分别于建模后1、3、7 h (每个时间点6只)下腔静脉采

血检测丙二醛(MDA)的含量和超氧化物歧化酶(SOD)的活性，荧光定量PCR检测海马组织HIF-1α mRNA的表

达。结果 与中毒组比较，高压氧治疗组的海马组织HIF-1α mRNA的表达和血清MDA含量逐渐下降(P<0.05)，

而血清SOD活性逐渐升高(P<0.05)。结论 高压氧对急性有机磷中毒性脑损伤的保护机制与抗氧化损伤和抑

制HIF-1α的表达有关，且高压氧干预越早越好。
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【Abstract】 Objective To investigate the mechanism of hyperbaric oxygen (HBO) on brain injury caused by

acute organophosphate poisoning. Methods Sixty healthy male SD rats were randomly divided into four groups: con-

trol group (n=6), poisoning group (n=18), routine group (n=18) and hyperbaric oxygen group (n=18). All rats were sac-

rificed 1 h, 3 h, 7 h after model establishment (six rats at each time point), and the blood samples were taken from in-

ferior caval vein, followed by the measurement of malondialdehyde (MDA) content and superoxide dismutase

(SOD) activity. The quantitative real time PCR was used to detect the expression of HIF-1α mRNA in the hippocam-

pus. Results After the treatment of hyperbaric oxygen, the expression of HIF-1α mRNA and serum MDA content

were significantly lower than that of both in the poisoning group (P<0.05). Meanwhile, the serum SOD activity was

significantly higher (P<0.05). Conclusion The mechanism of hyperbaric oxygen intervention against AOPP-induced

brain injury may be the antioxidation and the inhibition of HIF-1α expression. The best efficacy will be achieved by

the intervention immediately after the brain injury.
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·论 著·

急性有机磷农药中毒(AOPP)引起的中枢神经系

统损伤表现为不同程度的惊厥、抽搐、意识障碍，其发

病机制尚不完全清楚，且无特效治疗药物[1]。HBO在

颅脑外伤、一氧化碳中毒性脑病、缺血缺氧性脑病等

脑损伤的治疗中已取得了显著的临床效果[2-5]，故本

研究旨在通过大鼠急性有机磷中毒脑损伤模型，观察

高压氧(HBO)对大鼠血清氧自由基和海马中缺氧诱

导因子-1 mRNA表达的影响，探讨HBO对急性有机

磷中毒性脑损伤的保护机制。

1 材料与方法

1.1 动物及分组 雄性健康SD大鼠60只，体重

(290±20) g，购自第三军医大学实验动物中心。随机分

为正常对照组、中毒组、常规治疗组和高压氧治疗组，

正常对照组6只，其余三组各18只。中毒组、常规治疗

组和高压氧治疗组分3个时间点(建模后1、3、7 h)进行

标本采集和检测，每个时间点各6只。
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1.2 急性有机磷中毒脑损伤模型的建立和HBO

治疗 取77.5%敌敌畏乳油0.516 g，溶于100 ml蒸馏

水，配置 0.4%敌敌畏溶液(4 mg/ml)。参考相关文献

并结合前期预实验[6-7]，采用颈背部皮下累计注射法，

每次敌敌畏用量 4 mg/kg，待大鼠抽搐停止后再予同

等剂量皮下注射，一共注射 5次，保证大鼠不间断抽

搐3 h，即造模完成。动物出现惊厥样抽搐、共济失调

或翻正反射消失即判断为脑损伤。中毒组不予任何

治疗，常规治疗组立即予长托宁 0.12 mg/kg、氯解磷

定30 mg/kg肌肉注射，高压氧治疗组在常规治疗后，

立即将大鼠置于动物用实验高压氧舱内，进行高压氧

治疗一次。具体方法如下 [8]，加压 5 min 至 0.12 Mpa

(1.2 ATA)，同时纯氧洗舱，之后在5 min内使舱内压升

至0.2 Mpa (2 ATA)，稳压吸氧40 min，减压10 min，舱

内氧浓度保持在95%以上。

1.3 标本采集 各组于建模完成后 1、3、7 h处

死大鼠。腹腔注射10%水合氯醛麻醉(0.3 ml/100 g)，

固定并暴露腹腔，下腔静脉取血，离心分离血清，用于

MDA、SOD的检测；断头取脑，在冰上迅速分离海马

组织，放入去酶冻存管中，置入-80℃冰箱供提取总

RNA。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 脑组织 HIF-1α mRNA 的表达 采用荧

光定量PCR检测，按说明书操作主要步骤如下：①总

RNA提取；②反转录；③荧光定量PCR，HIF-1α上游

引物 5'-CCAGATTCAAGATCAGCCAGCA-3'，下游

引 物 5'-GCTGTCCACATCAAAGCAGTACTCA -3'，

扩增产物长度100 bp。④基因相对定量=2-△△CT，计算

出各样本HIF-1α mRNA的相对表达量。

1.4.2 血清SOD活性的检测 采用黄嘌呤氧化

法，严格按照试剂盒说明书操作。

1.4.3 血清 MDA 含量的检测 采用硫代巴比

妥酸比色法，按照测试盒说明书操作。

1.5 统计学方法 应用软件SPSS19.0软件进行

数据统计分析，实验数据中的计量数据以均数±标

准差(x-±s)表示，多组产间比较采用单因素方差分

析，两两比较用 LSD 法，以 P<0.05 认为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 大鼠海马HIF-1αmRNA 的相对表达量 海

马HIF-1α实时荧光定量PCR结果表明：中毒组各时

间点mRNA表达明显高于正常对照组(P<0.05)；常规

治疗组1 h、3 h mRNA表达高于正常对照组(P<0.05)；

常规治疗组各时间点与中毒组各时间点比较，mRNA

表达均降低(P<0.05)；高压氧治疗组各时间点与中毒

组各时间点比较，mRNA 表达均明显降低(P<0.05)，

与常规治疗组比较，1、3 h mRNA表达降低(P<0.05)，

见表1。

2.2 血清中超氧化物歧化酶(SOD)活性的变

化 与正常对照组比较，中毒组SOD活性依次下降，

差异有统计学意义(P<0.05)；与中毒组比较，常规治

疗组和高压氧治疗组SOD活性依次升高，差异有统

计学意义(P<0.05)；与常规治疗组比较，高压氧治疗

组 SOD 活性依次升高，1 h 差异有统计学意义 (P<

0.05)，3 h、7 h差异无统计学意义(P>0.05)，见表2。

2.3 血清中丙二醛(MDA)含量的变化 与正常

对照组比较，中毒组 MDA 含量依次增高，差异有统

计学意义(P<0.05)；与中毒组比较，常规治疗组和高

压氧治疗组MDA含量依次降低，差异有统计学意义

(P<0.05)；与常规治疗组比较，高压氧治疗组MDA含

量依次降低，1 h、3 h差异有统计学意义(P<0.05)，7 h

差异无统计学意义(P>0.05)，见表3。

组别

正常对照组

中毒组

常规治疗组

高压氧治疗组

F值

1 mRNA

0.99±0.12

1.63±0.14a

1.37±0.20a，b

1.10±0.09b，c

4.974

3 h mRNA

2.15±0.19a

1.16±0.15a，b

1.05±0.10b，c

6.138

7 h mRNA

1.92±0.13a

1.07±0.16b

0.95±0.07b

5.871

表2 各组大鼠血清中SOD活性的变化(x-±s)

组别

正常对照组

中毒组

常规治疗组

高压氧治疗组

F值

1 h (U/ml)

171.22±10.12

119.48±15.05a

135.84±17.10ab

151.74±16.14abc

5.837

3 h (U/ml)

102.66±14.13a

148.26±20.13ab

157.40±17.13b

5.097

7 h (U/ml)

99.26±14.84a

160.19±19.07b

166.12±0.08b

6.819

注：a与正常对照组比较，P<0.05；同一时间点，b与中毒组比较，P<0.05；
c与常规治疗组比较，P<0.05。

表3 各组大鼠血清中MDA含量的变化(x-±s)

组别

正常对照组

中毒组

常规治疗组

高压氧治疗组

F值

1 h (nmol/ml)

6.09±0.12

9.48±0.05a

8.84±0.10ab

7.74±0.14abc

4.053

3 h (nmol/ml)

11.56±0.13a

8.26±0.13ab

7.40±0.13abc

5.308

7 h (nmol/ml)

12.26±0.14a

6.19±0.07b

6.12±0.08b

7.015

注：a与正常对照组比较，P<0.05；同一时间点，b与中毒组比较，P<0.05；
c与常规治疗组比较，P<0.05。
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3 讨 论

缺氧诱导因子-1 (HIF-1)是目前所知的最重要的

缺氧感受因子，是一个调节低氧时机体反应的关键基

因 [9]。在不同细胞、不同缺氧时期和不同缺氧程度

时，HIF-1α的功能也不尽相同的，既可发挥神经保护

作用，也可导致神经毒性损伤[10]。还有研究亦表明，

低氧可导致血管通透性升高，可引起血管源性水肿，

并可引起HIF-1α的表达水平升高[11]。因此，HIF-1α
可以作为脑组织缺氧缺血的标志物。

缺血缺氧是急性有机磷中毒性脑损伤的发病机

制之一[12]。本实验研究发现，与正常对照组比较中毒

性脑损伤后海马HIF-lα mRNA的表达均明显增高，

并呈现一定的规律。损伤后1 h即出现表达增加，3 h

达高峰，随着有机磷毒性的减弱和缺氧改善、复氧开

始，通过泛素-蛋白溶解酶体通路降解，7 h就发现其

已经开始下降，但仍高于正常对照组。因损伤区海马

是对缺血缺氧较敏感的组织，HIF-lα mRNA表达的

增高，表明急性有机磷中毒性脑损伤发生与缺血缺氧

有关。给予HBO治疗后，HIF-1α mRNA在 1 h就明

显下降，低于中毒组及常规治疗组，3 h、7 h时间点继

续下降。实验结果与相关的文献报道亦相符[13]，HBO

能通过增加缺血缺氧组织的氧含量，使得缺氧诱导的

HIF-1α表达明显下调，起到脑保护作用，且越早应用

疗效越好。

MDA是脂质过氧化损伤的最终代谢产物，SOD

被认为是清除超氧阴离子自由基的主要抗氧化剂[14]，

检测两者在血清中的变化，可间接反映氧自由基的释

放与清除情况。本研究发现，急性有机磷中毒时血清

中MDA含量逐渐增多，同时SOD活性逐渐下降，表

明机体发生了氧化应激反应，导致抗氧化酶大量被消

耗，超过机体的清除能力，造成组织损害，且神经细胞

更易受损[15]。高压氧治疗组中毒大鼠血清MDA含量

下降、SOD活性升高，表明HBO治疗能增强机体抗氧

化能力，降低神经细胞受氧自由基攻击的损伤程度。

综上所述，HIF-1α参与了急性有机磷中毒性脑

损伤的病理生理过程，HBO能通过改善脑组织缺血

缺氧，使得缺氧诱导的 HIF-1α mRNA 表达明显下

调，并上调抗氧化酶的表达，清除氧自由基，减轻神

经细胞水肿，从而发挥脑保护作用，且越早干预效果

越好。
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