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【摘要】目的：探索低压低氧环境下弥散富氧对颅脑损伤小鼠的行为学以及海马CA1区的影响。方法：利用低压低氧舱模

拟海拔6 000 m环境，利用便携式膜法氧气机与 IVC笼构建弥散富氧笼。将21只雄性C57小鼠随机分为颅脑损伤（TBI）

平原组（Sham组）、TBI低氧组（TLO组）和TBI富氧组（THO组）。TLO组与THO组置于模拟舱内饲养1周（24 h/d），THO

组每天24 h富氧30%±3%（V/V），Sham组置于当地海拔约400 m同时饲养。1周后，对小鼠体质量、行为学指标进行测量，

并观察海马体结构。结果：实验前各组小鼠体质量无统计学差异（P>0.05）；实验后TLO组与THO组体质量显著降低（P<

0.05），且 THO 组较 TLO 组小鼠体质量显著上升（P<0.05）。与 Sham 组相比，TLO 组垂直活跃度显著降低（P<0.05）；与

TLO组相比，THO组水平活跃度及垂直活跃度显著增强（P<0.05）。TLO组海马锥体细胞胞核体积缩小，染色加深；THO

组海马锥体细胞结构损伤显著减轻，排列相对整齐。结论：模拟海拔6 000 m进行弥散富氧干预可有效减轻高原TBI小鼠

海马损伤，降低其烦躁和焦虑程度，提高空间探索能力。
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Abstract: Objective To explore the effects of diffuse oxygen enrichment on the ethology and the hippocampus CA1 area of

mice with traumatic brain injury (TBI) in hypobaric hypoxia. Methods The hypobaric hypoxic chamber was used to simulate

the special environment of high altitude at 6 000 m, while the portable membrane oxygen enricher and IVC cage were used to

construct a diffuse oxygen-enriched cage. Twenty-one male C57 mice were randomly divided into TBI plain group (Sham

group), TBI hypoxia group (TLO group) and TBI oxygen enrichment group (THO group). The mice in TLO group and THO

group were placed in the simulated chamber for 1 week (24 h/d); and those in THO group were enriched with oxygen for 24 h

every day (30%±3%, V/V). The mice in Sham group were raised at the local altitude (about 400 m). After a week of

experiment, the body weight and behavioral indexes of the mice were measured, and the structure of the hippocampus was

also observed. Results There was no significant difference in body weight among 3 groups before the experiment (P>0.05).

After the experiment, the mice in both TLO group and THO group had significantly lower body weight than those in Sham

group (P<0.05), and the body weight of the mice in THO group was significantly higher than that of the mice in TLO group

(P<0.05). Moreover, the vertical activity of the mice in TLO group was significantly inferior to that of the mice in Sham

group (P<0.05); and compared with those of the mice in TLO group, the horizontal activity and vertical activity of the mice in

THO group were significantly increased (P<0.05). In TLO group, the nuclei of hippocampal pyramidal cells were shrinked in

volume, and the staining was deepened. However, the structural damage of hippocampal pyramidal cells in THO group was

significantly alleviated, and the arrangement was relatively neat. Conclusion The diffuse oxygen enrichment can effectively

prevent TBI mice at high altitude from hippocampal damages, reduce their irritability and anxiety and improve their

capability for space exploration.
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前 言

在西藏、新疆等高原地区，交通事故导致的病死

率一直居高不下［1］，其中颅脑损伤（Traumatic Brain

Injury, TBI）致死率较高［2］。在平原地区，目前普遍认

为影响 TBI预后的关键因素是脑部缺血/缺氧［3］。高

原地区具有低压低氧的典型环境特征，而低氧会对

人的神经系统、循环系统和呼吸系统等造成持续性

损伤，导致TBI进一步恶化［3-4］。因此，突然暴露于高

海拔地区的TBI将会比平原地区更为复杂。

针对高原的低压低氧环境，富氧方法既可有效

改善急性高原反应，又可完全摆脱鼻导管的限制，易

于被人们接受。弥散富氧增氧的原理是通过提高使

用者周围环境的氧气浓度，以提高氧的绝对含量，并

且压力变化不作为提高氧分压的主要因素。目前已

有大量的研究证明富氧可有效改善高原人群的心

率、血氧饱和度、血气指标等［5-8］，但富氧是否对高原

TBI产生影响尚不明确，因此本实验构建了急进高原

TBI小鼠模型，施加富氧干预后对小鼠的运动水平进

行观察，并对海马区进行检测。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本实验采用 8周龄左右健康雄性C57小鼠，体质

量（21.40±1.58）g，均由空军军医大学动物实验中心

提供。领取小鼠后，在实验室饲养 3 d以使其适应环

境。实验室明暗交替时间为 12 h:12 h，采用空调 24 h

通风，温度控制在 20 ℃左右，相对湿度控制在

40%~60%。保证饮水充足，给食充足。

1.2 实验仪器

小型动物实验用环境模拟舱由空军军医大学军

事生物医学工程学系与苏州市利安特医疗设备有限

公司联合研制。该设备舱体为钢化玻璃，便于观察

记录舱内实验过程；通过控制真空泵，可对舱体进行

抽气；设置气源调节阀，可调整舱体进出气比例，以

模拟高原低压低氧环境；装配有指针式压力表和控

制显示面板（接舱内压力传感器），可双重监测舱体

内压力；装配有温湿度监测显示仪。

实验所用便携式膜法氧气机由空军军医大学军

事生物医学工程学系自主研制，主要由风机、过滤

网、真空泵、富氧膜组件和气体缓冲室组成。根据膜

法富氧技术，真空泵产生负压使空气通过富氧膜组

件后得到富氧空气，富氧浓度为 30%±3%（V/V），流

量为（6±1）L/min。

TBI造模用气动撞击装置为美国Hatteras公司生

产的PCI3000精细颅脑损伤器。

动物行为分析采用意大利 Ugo Basile 公司生产

的7420型小动物行为分析仪。

1.3 实验方法

1.3.1 实验分组 对 21只 C57小鼠分别编号、称体质

量、生成随机数，采用完全随机设计分组。主要设置

TBI平原组（Sham组）、TBI低氧组（TLO组）和TBI富

氧组（THO组），每组7只。

1.3.2 高原TBI模型的建立 在低压低氧舱内对TLO

组和 THO 组小鼠进行 3 d 饲养后，与 Sham 组小鼠同

时进行颅脑损伤造模。颅脑损伤模型的建立使用可

控的大脑皮质打击方法。小鼠以戊巴比妥钠进行腹

腔注射麻醉，麻醉后参照 Feeney 自由落体冲击造模

法：沿颅骨正中线纵行切开头皮分离至颅骨，于矢状

缝右旁2 mm、冠状缝后2 mm处用双氧水清理头部的

结缔组织后，使用打磨钻进行右侧颅骨开孔。以此

孔为中心，用显微镊挑开直径约 3 mm 的圆形骨窗，

深度至硬脑膜，但保持硬脑膜完整。随后使用气动

撞击装置配合直径 3 mm 的金属撞击头对小鼠头部

开孔部位进行撞击，造成右侧大脑皮质局限性脑挫

裂伤，然后将小鼠头皮缝合。模型建立相关参数为

撞击深度 1.02 mm，撞击持续时间 120 ms，撞击速度

2 m/s。

1.3.3 分组干预 将 TLO 组小鼠置于低压低氧舱内，

在模拟海拔 6 000 m缺氧环境下饲养 1周（24 h/d），不

施加任何干预。将 THO 组小鼠置于富氧饲养笼（富

氧饲养笼内进行 24 h有效富氧），同时将富氧饲养笼

置于低压低氧舱内，模拟海拔 6 000 m缺氧环境下饲

养 1周（24 h/d）。对Sham组小鼠不施加富氧干预，也

不置于低压低氧舱内，但置于当地（西安）海拔约

400 m 饲养 1周（24 h/d）。低压低氧舱中小鼠可自由

摄取食水。

1.3.4 小鼠体质量测量 分别在实验前和实验后对各

组小鼠的体质量进行测量并记录。

1.3.5 行为学分析 分别将每只小鼠放入分析仪中，

连续记录 5 min水平及垂直活跃度，用以检测小鼠行

为学指标。

1.3.6 小鼠海马CA1区锥体细胞病理观察 将小鼠脱

颈处死后，在冰上迅速分离全脑，浸泡于 4 %多聚甲

醛溶液内，待完全固定后对各组小鼠脑组织进行苏

木精-伊红染色（HE 染色），在光镜下观察其病理改

变。每组选取 5 个 400 倍海马 CA1 区视野进行拍照

并记录变性锥体细胞数。

1.4 统计学方法

实验数据以均数±标准差表示，用SPSS软件进行

统计学分析。方差齐性检验采用Levene检验。组间差
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异比较采用单因素方差分析（F检验）及SNK-q检验，检

验水准α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 体质量比较

实验前及实验 1周后各组小鼠的体质量见表 1。

实验前，3组小鼠体质量无统计学差异（P>0.05）。实

验 1 周后，与 Sham 组相比，TLO 组和 THO 组小鼠体

质量均显著降低（P<0.05）；THO 组较 TLO 组小鼠体

质量显著上升（P<0.05）。

表1 实验前后各组小鼠的体质量（g, x̄ ± s）

Tab.1 Body weight of mice in each group before
and after experiment (g, Mean±SD)

组别

Sham组

TLO组

THO组

n

7

7

7

实验前

19.57±0.98

19.67±1.73

19.67±1.15

实验后

21.53±1.00

18.18±1.06*

19.62±1.23*#

*表示与Sham组比较，P<0.05；#表示与TLO组比较，P<0.05

2.2 行为学指标比较

模拟海拔6 000 m低压低氧环境实验1周后，各组

小鼠行为学检测结果见表2。与Sham组相比，TLO组

与THO组水平活跃度均无统计学差异（P>0.05），但是TLO

组垂直活跃度显著降低（P<0.05）。THO组水平活跃度

及垂直活跃度较TLO组显著增强（P<0.05）。

表2 各组小鼠行为学测量结果（x̄ ± s）

Tab.2 Behavioral measurement results of mice
in each group (Mean±SD)

组别

Sham组

TLO组

THO组

n

7

7

7

水平活跃度

578.20±95.01

492.60±20.79

693.20±75.63#

垂直活跃度

65.00±9.57

38.40±13.09*

67.00±13.59#

*表示与Sham组比较，P<0.05；#表示与TLO组比较，P<0.05

2.3 小鼠海马CA1区锥体细胞病理观察

小鼠海马CA1区HE染色结果见图 1a。Sham组

海马锥体细胞形态规则，排列整齐密集，胞核大而

圆，染色呈均匀淡蓝色，核仁清楚，细胞质丰富，层次

及细胞线清晰。TLO 组海马锥体细胞排列散乱，胞

核体积缩小，染色加深，与胞质界线不清。THO组海

马锥体细胞结构损伤显著减轻，排列相对整齐，与

Sham组对照无明显差异。

每组选取 5 个 400 倍 CA1 视野进行拍照并记录

变性锥体细胞数后，行统计学分析，结果见图 1b。模

拟 6 000 m 海拔高原环境 TLO 组海马 CA1 区锥体细

胞变性数（63.10±9.37）明显多于 Sham 组（6.95±1.32）

（P<0.05）和 THO 组（7.39±1.21）（P<0.05），THO 组和

Sham组间差异无统计学意义（P>0.05）。

a：小鼠海马CA1区HE染色结果

Sham TLO THO
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b：锥体细胞变性数统计

图1 小鼠海马CA1区锥体细胞病理观察（400×）以及锥体细胞变

性数

Fig.1 Pathological observation of pyramidal cells in hippocampus
CA1 area of mouse (400×) and the number of

pyramidal cell degeneration
*表示与Sham组比较，P<0.05；#表示与TLO组比较，P<0.05

Sham

TLO

THO
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3 讨 论

高原地区的自然环境非常特殊，除低温、强紫外

线辐射以及干燥等气候特征外，尤属低氧对人体健

康造成的威胁最大。随着交通的日益便捷，人们进

入高原的频率增加，交通事故发生率也有所上升。

据目前的文献报道，在交通事故中 TBI 的致死率较

高，高原 TBI 的预后差，并且针对高原 TBI 尚无用氧

指导。因此，本研究针对弥散富氧对高原急性TBI的

影响进行了探究。

目前已有大量研究表明，高原的低压低氧环境

对体质量影响显著，可引起高山运动、训练等人体或

动物体质量的显著降低［9］。本实验同样发现，当处于

低压低氧暴露状态时，TLO组的体质量较 Sham组显

著降低，但 THO 组与 Sham 组相比无统计学差异，而

且 THO 组较 TLO 组体质量显著上升。高海拔环境

下体重减轻的机制尚不完全清楚，但已知的是机体

的能量平衡调节参与其中。能量平衡调节需要外周

激素和多种细胞因子参与［10］。当处于高原环境中

时，为适应低氧环境，机体内分泌和血液循环加快，

因此增加了能量的消耗。已有研究表明，在持续低

氧或间歇低氧暴露后，平均血清瘦素水平显著升高，

而瘦素是调节能量平衡的关键调节因子［11-12］。

Burke 等［13］对身体质量指数与 TBI 患者功能恢

复的相关性进行了研究，并未发现任何联系。本实

验中，TLO 组体质量较 Sham 组显著下降，水平活跃

度与 Sham 组相比无统计学差异，与 Burke 等［13］的研

究相似。但在本实验的结果中，TLO组与 Sham组相

比，不仅体质量下降，而且垂直活跃度显著减少，表

明颅脑损伤小鼠在小型低氧舱模拟海拔 6 000 m 高

原低氧环境下饲养 1周，小鼠的空间探索及水平自发

活动降低较明显。而富氧干预后的THO组的体质量

和垂直活跃度较 TLO 组均显著增加，表明颅脑损伤

小鼠在富氧后，小鼠空间探索行为明显改善。与

Sham组相比，TLO组和THO组小鼠的水平自发活动

虽有差异，但无统计学意义，表明颅脑损伤小鼠在小

型低氧舱模拟海拔 6 000 m 高原低氧环境下饲养 1

周，未出现烦躁、焦虑情绪，这可能与高原习服有关

及机体代谢有关［14］。而 THO 组较 TLO 组水平活动

活跃度显著增加，预示富氧有助于改善高原 TBI 预

后。TLO 组与 Sham 组、THO 组比较，垂直活跃度差

异显著，可能与低氧的环境刺激有关，影响了空间探

索和学习的恢复，而富氧可以有效改善该部分的功

能，这与已有的相关文献报道结果一致［15］。

认知能力指神经系统加工、储存和提取信息的

能力，包括记忆、语言、计算和理解等方面。认知障

碍指与学习记忆、思维判断有关的高级神经加工过

程出现异常的病理过程［16］。从神经生物解剖学和生

物化学的角度看，认知能力的实现必然与神经系统

的正常结构有关。为探究影响高原 TBI小鼠空间探

索行为学变化的可能原因，本实验选取了海马体部

分进行了观察，发现 TLO 组 CA1 区锥体细胞变异个

数显著增多，神经系统结构受到影响，而 Sham 组与

THO组无明显损伤。海马体是大脑边缘系统的重要

组成部分，主要负责记忆的存储转换、信息巩固和空

间定向等功能，是和学习记忆最为相关的结构［17］。

有研究表明，动物的双侧海马被破坏后，其空间学习

记忆能力会受到严重影响［18-19］。相关研究表明，急性

低氧暴露会影响海马组织的正常生理结构。马文科

等［20］、Piel［21］和 Trevlopoulou 等［22］ 通过低压舱模

拟 6 000 m海拔高原环境，对小鼠进行 1 h、3 h、7 d低

压低氧暴露，结果发现各低氧组小鼠海马 CA1 区都

出现细胞排列紊乱、核固缩等病理改变，但是低氧 7 d

组损伤较轻，说明 6 000 m 低氧暴露 1 d 即可损伤小

鼠海马组织的正常生理结构，而随着低氧暴露时间

的延长，低氧习服机制可能会缓解其继续恶化。而

本实验发现，模拟高原 6 000 m急性低压低氧环境暴

露 7 d后，TLO组小鼠海马CA1区出现锥体细胞排列

散乱、染色加深、形态变异等病理改变，且变性锥体

细胞数量显著增加，海马组织正常生理结构受损依

然较重，说明 TBI在低氧环境下进一步恶化，而采用

弥散富氧干预后能有效缓解低氧对神经系统的损

伤，从而在一定程度上保证了小鼠保持正常的空间

探索能力。

4 结 语

综上所述，本实验初步证明在模拟海拔 6 000 m

低压低氧环境下，低氧影响TBI小鼠海马组织的正常

生理结构以及行为学指标。采用便携式氧气机施加

富氧干预后，TBI小鼠烦躁和焦虑程度大大降低，空

间探索能力明显改善，对高原TBI的预后及脑功能防

护具有一定的促进作用。下一步课题组将对富氧改

善 TBI小鼠空间认知功能及海马 CA1区的分子机制

进行探究。
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