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慢性缺氧对大鼠延髓呼吸中枢的损伤作用及其对氧化

应激和细胞凋亡的影响

田艳丽　 张辉

【摘要】 　 目的　 研究慢性缺氧对大鼠延髓呼吸中枢的损伤作用及对氧化应激与细胞凋亡的影响ꎮ
方法　 将同批次实验大鼠随机分为对照组和实验组两组ꎬ对照组接受空气实验ꎬ实验组接受慢性缺氧处

理ꎬ两组均连续处理 １４ ｄꎬ每天 ６ ｈꎮ 缺氧处理最后一天将实验组 ５ 只存活大鼠和 ５ 只对照组大鼠麻醉后

抽取动脉血 ０.２ ｍｌ 进行血气指标测定ꎬ评估慢性缺氧大鼠模型制备效果ꎮ 将 １０ 只大鼠处死后取延髓ꎬ采
用尼氏染色法评估慢性缺氧对大鼠延髓呼吸中枢的损伤情况ꎬ采用生物化学方法测定大鼠延髓丙二醛

(ＭＤＡ)和氧化物歧化酶(ＳＯＤ)评估慢性缺氧对氧化应激的影响ꎬ采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法检测分析延髓组织内

Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ以评估评估慢性缺氧对细胞凋亡的影响ꎮ 结果 　 实验组大鼠 ＰＯ２ 和

ＨＣＯ３
－低于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ两组 ｐＨ 和 ＰＣＯ２ 比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ实

验组大鼠 ｐｒｅ－ＢｏｔＣ、Ａｍｂ、ＮＴＳ、ＦＮ、ＨＮ 尼氏染色光密度值均低于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ实
验组大鼠 ＭＤＡ 低于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ两组 ＳＯＤ 比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＲＴ
－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别检测实验组大鼠 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达量低于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ两组 Ｂａｘ 表达量无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 慢性缺氧严重损伤大鼠延髓呼吸中枢系统ꎬ其机

制可能与影响大鼠氧化应激及细胞凋亡具有密切的联系ꎮ
【关键词】 　 慢性缺氧ꎻ　 延髓ꎻ　 呼吸中枢ꎻ　 损伤作用ꎻ　 氧化应激ꎻ　 细胞凋亡
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Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｕｌｌａ ｏｂｌｏｎｇａｔａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｅｄｕｌｌａ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＰＯ２ ａｎｄ ＨＣＯ３

－ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ
ｐＨ ａｎｄ ＰＣＯ２ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５). Ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｒｅ－ＰｏｔＣꎬ Ａｍｂꎬ ＮＴＳꎬ ＦＮꎬ ＨＮ
ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０. ０５). Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０. ０５)ꎬ
ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＳＯＤ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ－２
ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ (Ｐ<０.０５). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ Ｂａｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.
０５).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｄａｍａｇｅｓ ｔｈｅ ｍｅｄｕｌｌａｒｙ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｅｎｔｒａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｏｘｉａꎻ　 Ｍｅｄｕｌｌａ ｏｂｌｏｎｇａｔａꎻ　 Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｅｎｔｅｒꎻ　 Ｄａｍａｇｅ ｅｆｆｅｃｔꎻ　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 缺氧性脑损伤是急慢性缺氧性脑血管疾病的发
病基础ꎬ与阿尔茨海默病、血管性痴呆等疾病病理过
程具有密切的联系[１]ꎮ 缺氧性脑损伤病因较为复
杂ꎬ主要发病机制并不确定ꎬ目前的研究主要是围绕
缺氧导致的生化变化、组织病学及认知功能障碍展
开ꎬ然而至今也没有开发出有效的防止缺氧性脑损
伤的药物[２]ꎮ 在延髓有吸气中枢和呼气中枢ꎬ是维
持正常呼吸节律的基本的神经元ꎬ在桥脑则有呼吸
调整中枢和长吸中枢ꎮ 延髓呼吸中枢作为呼吸中枢
的一个部分ꎬ延髓中有产生节律性呼吸的基本中枢ꎬ
延髓呼吸中枢包括背侧呼吸组和腹侧呼吸组ꎬ这两
部位有部分重叠ꎬ在脑干不同平面横切时引起的呼
吸变化ꎬ如刺激呼气中枢ꎬ引起持续呼气动作[３]ꎮ 延
髓呼吸中枢功能的完整是维持正常呼吸所必须的ꎬ
缺氧可使延髓神经元的完整性受到损害而影响呼
吸[４]ꎮ 因此ꎬ深入研究缺氧性脑损伤疾病中延髓呼
吸中枢的损伤作用机制及其防治措施具有重要的现
实意义ꎮ 相关研究表示ꎬ成年动物在不同缺氧或低
氧环境下其延髓和呼吸调节相关神经元尼氏体及神
经核团均可能出现不同程度损伤[５￣６]ꎬ但是否有其他
可能机制参与其中尚不得而知ꎮ 本研究通过建立慢
性缺氧大鼠模型ꎬ旨在探讨慢性缺氧状态下大鼠延
髓呼吸中枢损伤发生的具体机制ꎬ同时分析该过程
中氧化应激及细胞凋亡行为的具体表现ꎬ为慢性缺
氧性疾病相关治疗方向的明确提供参考ꎮ

一、资料与方法
１.实验动物:选择常规饲养的健康雄性 ＳＰＦ 级

ＳＤ 品系大鼠(北京维通利华实验动物技术有限公司
提供)为研究对象ꎬ体重 ２５０￣３００ ｇꎬ６￣８ 周龄ꎬ饲养条
件:温度应保持在 ２０￣２５℃ꎬ相对湿度以 ５０％￣６５％为
宜ꎬ安静环境下分笼饲养ꎬ采用光照定时装置ꎬ提供

适当的(１２ ｈ 光照和 １２ ｈ 黑暗)昼夜光变化周期ꎬ提
供充足的饮用水及自由饮食ꎮ

２.动物分组和处理:实验组大鼠置于常压缺氧箱
中并持续通入氮气ꎬ０.５ ｈ 后使缺氧箱中氧气浓度由
正常浓度下降至 １０％ꎬ并在 ９. ５％￣１０. ５％范围内维
持ꎮ 缺氧箱中放入钠石灰和无水氯化钙吸收以吸收
二氧化碳和水蒸气ꎮ 连续缺氧处理 １４ ｄꎬ每天 ６ ｈꎮ
对照组大鼠放在同样的箱中ꎬ呼吸新鲜空气ꎬ不作缺
氧处理ꎮ 缺氧处理最后一天实验组 ５ 只大鼠存活可
进行后续实验ꎬ同时选取 ５ 只对照组大鼠进行后续
实验ꎮ

３. 实 验 材 料: 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)测试盒(浙江省杭州市太阳神专卖店
提供)ꎬ脑丙二醛(ＭａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)测试盒(上
海易利生物科技有限公司提供)ꎬ总 ＲＮＡ 提取试剂
盒(北京索莱宝科技有限公司提供)ꎬ逆转录试剂盒
(北京诺博莱德科技有限公司提供)ꎬＲＩＰＡ 裂解液
(碧云天提供ꎬＰ００１３Ｂ)ꎬＰＶＤＦ 膜(美国伯乐提供ꎬ
１６２０１１５)ꎬ ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 (博士德ꎬ
ＡＲ０１４６)ꎬＥＣＬ 化学发光液 (上海天能提供ꎬ１８０ －
５０１)ꎮ

４.观察指标:(１)血气分析:缺氧的最后一天在
接受后续实验的 １０ 只大鼠腹腔中注射 １０％的氨基
甲酸乙酯将大鼠麻醉ꎬ立即剪开胸腔、暴露心脏ꎬ使
用肝素化 １ ｍｌ 注射器吸取动脉血 ０.２ ｍｌꎬ测定大鼠
动脉 血 气 值: ｐＨ 值、 氧 气 分 压 ( Ｏｘｙｇｅｎ ｐａｒｔｉａｌ
ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＰＯ２)、二氧化碳分压(Ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ ｐａｒｔｉａｌ
ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＰＣＯ２ )、 盐酸氢根离子 ( Ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ ｉｏｎꎬ
ＨＣＯ３

－)浓度ꎮ (２)延髓组织尼氏染色:取血之后将
大鼠心脏暴露ꎬ取 ２００ ｍｌ 生理盐水由左心室快速注
入ꎬ直至右心耳流出清亮的液体之后使用多聚甲醛
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磷酸灌注 １ 小时ꎻ取延髓ꎬ之后使用多聚甲醛安磷酸
缓冲液固定 ４ ｈ 使用蔗糖脱水沉底ꎮ 通过恒冷箱切
片机起始于延髓尾端到头端连续冠桩切片ꎬ进行尼
氏染色ꎮ 使切片放到孵箱中添加酒精过夜ꎬ使用蒸
馏水反复冲洗直到透明ꎮ 在显微镜下观察延髓呼吸
相关核团前包钦格复合体( ｐｒｅ －Ｂｏｔｚｉｎｇｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ
ｐｒｅ－ＢｏｔＣ)、疑核( ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ｎｕｃｌｅｕｓꎬＡｍｂ)、孤束核
(ｎｕｃｌｅｕｓ ｔｒａｃｔｕｓ ｓｏｌｉｔａｒｉｕｓꎬ ＮＴＳ)、 面神经核 ( ｆａｓｉａｌ
ｎｕｃｌｅｕｓꎬＦＮ)、舌下神经核( ｈｙｐｏｇｌｏｓｓａｌ ｎｕｃｌｅｕｓꎬＨＮ)
尼氏染色的情况ꎮ 以大鼠脑立体定位图谱实现神经
核团的定位ꎬ拍摄照片ꎬ实现神经核团神经元染色平
均光密度值的测定[７]ꎮ (３)氧化应激指标:取出延髓
标本ꎬ按照重量和体积比 １ ︰ ９ 的比例加入冰生理盐
水ꎬ充分摇匀ꎬ于 ４℃条件下 ４０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取
上清液检测 ＭＤＡ 和 ＳＯＤꎮ ＭＤＡ 测定采用 ＴＢＡ 比色
法ꎬ试剂盒由上海易利生物科技有限公司提供ꎬ操作
方法按照试剂盒说明书进行ꎻＳＯＤ 测定选择经黄嘌
呤氧化镁法ꎬ试剂盒由浙江省杭州市太阳神专卖店
提供ꎬ操作方法严格按照试剂盒说明书进行ꎮ (４)ＲＴ
－ＰＣＲ 检测细胞凋亡相关因子 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ
表达水平:Ｔｒｉｚｏｌ 法提取延髓组织中的总 ＲＮＡꎬ取
１μｇＲＮＡ 和 ｃＤＮＡ 被 ＡＭＶ 逆转录酶转化ꎮ 见表 １ 的
ＰＣＲ 引物序列ꎮ 使用 β－ａｃｔｉｎ 作为内部参数ꎮ ＰＣＲ
扩增状态参数设置为 ９４ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎬ变性 ９４ ℃ꎬ４０
秒ꎬ６０ ℃ꎬ４０ 秒ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎬ７２ ℃延
伸 １０ ｍｉｎꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ 法分析延髓组织内 Ｂｃｌ－２
和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 蛋白的相对表达量ꎮ ( ５ ) Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 免疫蛋白印迹方法检测凋亡相关因子 Ｂｃｌ－２

和 Ｂａｘ 蛋白表达水平:延髓组织ꎬ组织蛋白提取试剂
盒获取组织总蛋白ꎬ放入液氮研钵中快速分解ꎮ 抽
提核蛋白和细胞质蛋白ꎮ 取蛋白样品进行聚丙烯酰
胺凝胶电泳ꎬ迁移至半干聚偏二氟乙烯膜(ＰＶＤＦ)ꎬ
加入 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白抗体(１ ︰ ５００ 溶液)ꎬ过夜孵
育ꎬ裂解膜洗涤ꎬＥＣＬ 显色ꎬ用凝胶图像拍照以与检
查所测蛋白质和 β－ａｃｔｉｎ 灰度比作为蛋白数值表达
水平ꎮ

５.统计学处理:采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计学软件进行
数据处理和分析ꎬ各组计量资料均用均数±标准差
(ｘ±ｓ)表示ꎬ两样本均数比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为
差异具有统计学意义ꎮ

二、结果
１. 两 组 动 脉 血 气 值 比 较: 两 组 大 鼠 ｐＨ 和

ＰＣＯ２ 值无明显差异( Ｐ> ０. ０５) ꎻ实验组大鼠 ＰＯ２

和 ＨＣＯ３
－值高于对照组ꎬ差异有统计学意义( Ｐ<

０.０５) ꎮ 见表 １ꎮ
　 　 ２.两组延髓呼吸相关核团尼氏染色光密度值比
较:实验组大鼠延髓呼吸相关核团 ｐｒｅ－ＢｏｔＣ、Ａｍｂ、
ＮＴＳ、ＦＮ、ＨＮ 尼氏染色光密度值均低于对照组ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 １　 两组大鼠动脉血气值比较(ｘ±ｓ)

组别 ｐＨ
ＰＯ２

(ｍｍＨｇ)
ＰＣＯ２

(ｍｍＨｇ)
ＨＣＯ３

－

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
对照组(ｎ＝ ５) ７.２７±０.０６ ８７.０±３.７２ ４５.３±１.９２ ２７.４±０.８０
实验组(ｎ＝ ５) ７.２８±０.０７ ５１.３±５.１６ ４３.２±３.８３ ２２.５±１.１９

ｔ 值 ０.２４３ １２.５４９ １.０９６ ７.６４１
Ｐ 值 ０.９２５ ０.０１０ ０.８６３ ０.０１６

表 ２　 两组大鼠延髓呼吸相关核团尼氏染色光密度值比较(ｘ±ｓ)
组别 ｐｒｅ－ＢｏｔＣ Ａｍｂ ＮＴＳ ＦＮ ＨＮ

对照组(ｎ＝ ５) ０.４４±０.０３ ０.４３±０.０３ ０.３９±０.０３ ０.４７±０.０４ ０.４３±０.０３
实验组(ｎ＝ ５) ０.３２±０.０４ ０.３５±０.０１ ０.３２±０.０１ ０.２７±０.０２ ０.３２±０.０２

ｔ 值 ５.３６７ ５.６５６ ４.９５０ １０.０００ ６.８２２
Ｐ 值 ０.０２５ ０.０２０ ０.０３１ ０.０１２ ０.０１８

　 　 ３.两组尼氏染色的结果:对照组大鼠延髓中核
团的神经元形态正常ꎬ尼氏体深染为虎斑状ꎬ并且分
布较为均匀ꎮ 实验组大鼠的部分神经元胞体水肿ꎬ
包浆具有空泡ꎬ尼氏体崩解ꎬ颜色较浅ꎮ 见图 １ꎮ

Ａ:对照组ꎻＢ:实验组

图 １　 延髓呼吸相关核团尼氏尼氏染色(×２００)

　 　 ４.两组氧化应激指标比较:实验组氧化应激指
标 ＭＤＡ 水平明显低于对照组ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ 两组 ＳＯＤ 比较ꎬ 差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎮ 见表 ３ꎮ

表 ２　 两组的氧化应激指标 ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平比较

(ｘ±ｓꎬｎｍｏｌ / ｍｇ ｐｒｏｔ)
组别 ＭＤＡ ＳＯＤ

对照组(ｎ＝ ５) ２.１２±０.２１ １２.４６±２.４５
实验组(ｎ＝ ５) ５.５７±０.２７ １２.８５±２.５２

ｔ 值 １１.４９６ ０.９３７
Ｐ 值 ０.０１３ ０.８９９

　 　 ５.两组细胞凋亡相关因子 Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ 和 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 表达水平比较:ＲＴ － ＰＣＲ 检测实验组大鼠
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Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ表达量低于对照组ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ两组 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达量比较ꎬ差异无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 见表 ４ꎮ

表 ４　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测细胞凋亡相关因子 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ
表达水平比较(ｘ±ｓ)

组别 Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ Ｂａｘ ｍＲＮＡ
对照组(ｎ＝ ５) ２.８９±０.３２ ２.３６±０.３４
实验组(ｎ＝ ５) １.８７±０.１６ ２.３５±０.４１

ｔ 值 ５.３８５ ０.８２６
Ｐ 值 ０.０２４ ０.７３３

　 　 ６.两组凋亡相关因子 Ｂｃｌ－２ 蛋白和 Ｂａｘ 蛋白表
达水平比较:内参 β－ａｃｔｉｎ 校正后ꎬ对照组大鼠延髓
Ｂｃｌ－２ 的相对表达量为(０.７９±０.０３)ꎬ实验组大鼠延
髓 Ｂｃｌ－２ 的相对表达量为(０.３５±０.０５)ꎬ实验组大鼠
延髓 Ｂｃｌ－２ 的相对表达量比对照组低ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 对照组大鼠延髓 Ｂａｘ 的相对表达
量表为(０.５９±０.１１)ꎬ实验组大鼠延髓 Ｂａｘ 的相对表
达量为(０.５７±０.０４)ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
见图 ２ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 免疫蛋白印迹方法检测凋亡相关

因子 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达

　 　 讨论　 脑内组织对氧缓解的感知及需求较为强
烈ꎬ一旦存在缺氧情况发生ꎬ脑组织则可能出现生理
性及病理学损伤ꎬ因多类原因导致的缺氧情况均可
能对脑组织产生不同程度危害ꎮ 大鼠缺氧后ꎬ脑电
图出现弥漫性慢波增多ꎬＮｉｓｓｌｅ 染色显示大鼠弥漫性
缺氧性脑损伤形成ꎬ病变累及海马、皮层、皮层下结
构等区域ꎬ这些部位的神经元排列紊乱、稀疏ꎬ肿胀、
变性、坏死ꎬ证明此方法处理的大鼠存在缺氧性脑损
伤[８￣９]ꎮ 脑缺氧是脑损伤的一种形式ꎬ可引起神经
细胞死亡ꎬ导致神经功能的缺失[１０] ꎮ 轻度缺氧时
血液中氧分压降低ꎬ刺激颈动脉体和主动脉体化学
感受器兴奋ꎬ通过窦神经和迷走神经传入延髓呼吸
中枢ꎬ引起中枢兴奋ꎬ呼吸加深加快ꎮ 呼吸中枢位
于大脑ꎬ基本的中枢位于延髓ꎬ因此部分颅内的病
变会影响到呼吸中枢ꎬ患者的呼吸频率、节律会发
生异常ꎬ呼吸的驱动、产生都来源于此ꎮ 研究认为ꎬ
慢性缺氧情况的发生可能对延髓呼吸中枢产生持
续性损伤ꎬ进而危害脑区功能[１１] ꎬ但目前临床研究
就延髓呼吸中枢缺氧状态下出现功能损伤的机制

还未有过多报道ꎮ
本研究对实验组大鼠进行了慢性缺氧环境模

拟ꎬ对照组大鼠进行了正常氧环境模拟ꎬ研究结果观
察到对照组大鼠神经元形态并未发生改变ꎬ尼氏体
经深染处理后分布正常ꎬ说明正常氧环境下大鼠延
髓组织功能基本正常ꎬ并不会产生异常变化ꎮ 实验
组大鼠神经元形态存在肿胀及其他异常改变现状ꎬ
尼氏体经深染处理后分布密度降低ꎬ且色度较浅ꎬ表
明慢性缺氧环境下大鼠延髓组织功能存在一定程度
损伤ꎬ区域内蛋白质合成功能明显降低ꎮ 既往研究
结果显示ꎬ慢性缺氧会提高延髓谷氨酸、一氧化
氮ꎬ通过电镜看到延髓股外侧的神经元出现了轴
突退化、树凸肿胀等病理性的改变ꎬ和本文研究结
果相同 [１２￣１３] ꎮ

ＭＤＡ 是氧化应激损伤后的产物ꎬ其水平变化主
要反映了细胞膜受损程度ꎬ该指标可在缺氧环境下
明显增加ꎬ因此大鼠缺氧症状越严重ꎬ其细胞受损程
度严重[１４]ꎮ ＳＯＤ 可对超氧化物阴离子自由基歧化
作用有较强的促进作用ꎬ可有效避免自由基在大鼠
体内大量积聚ꎬ大鼠处于缺氧环境下其 ＳＯＤ 活性变
化ꎬ因此无法对增加的超氧化物阴离子自由基进行
高效清理ꎬ最终导致延髓组织损伤情况发生[１５￣１６]ꎮ
相关研究表明ꎬ对慢性间歇性缺氧的大鼠进行抗缺
氧处理ꎬ大鼠海马体 ＳＯＤ 活性显著增加ꎬ而 ＭＤＡ 水
平明显下降[１７]ꎮ 本研究中实验组大鼠延髓 ＭＤＡ 表
达水平高于对照组大鼠(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＳＯＤ 指标两组
几乎无差异ꎬ提示大鼠在慢性缺氧环境下抗氧化与
氧化功能处于失衡状态ꎬ此类情况下大鼠自由基数
量增加ꎬ而机体清除自由基的能力基本维持不变ꎬ因
此在自由基的不断作用下导致了延髓呼吸中枢损
伤ꎮ 此外ꎬ缺氧诱导大脑中活性氧增加也可能是原
因之一ꎬ活性氧能够氧化脂质、蛋白质和 ＤＮＡꎬ引起
结构和功能细胞变化ꎬ最终导致神经元氧化损
伤[１８]ꎮ 活性氧与抗氧化系统(主要为 ＳＯＤ 等)的平
衡失调也会导致延髓呼吸中枢的损伤ꎮ

细胞的凋亡途径与 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 等调节蛋白相
关ꎬ这些蛋白在调节线粒体膜通透性、线粒体功能和
细胞色素 Ｃ 释放的作用中发挥关键作用[１９]ꎮ Ｂａｘ 和
Ｂｃｌ－２ 蛋白在正常氧环境下基本不会发生变化ꎬ而在
出现缺血及缺氧损伤后ꎬ神经元中的诸多类别蛋白
表达会出现不同程度改变ꎬ其中以作用细胞凋亡的
相关蛋白变化程度最为严重ꎮ Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白的
异常表达可能会导致相关细胞的受损程度逐渐严
重ꎬ且 Ｂｃｌ－２ 与 Ｂａｘ 蛋白的表达互相产生影响ꎬ最终
导致细胞死亡情况发生ꎬ因此组织功能也出现相应
损伤[２０]ꎮ 本研究中ꎬ对延髓 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 表达水平
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进行了检测ꎬ实验组大鼠延髓 Ｂｃｌ－２ 相对表达量比
对照组低ꎬ两组 Ｂａｘ 表达量无明显差异ꎮ Ｂｃｌ－２ 可以
稳定线粒体膜的屏障功能ꎬ并抑制凋亡诱导因子向
细胞核的转移ꎬ在缺血缺氧损伤、缺乏神经营养因子
的时候ꎬ可对细胞凋亡行为产生重要的抑制作
用[２１￣２２]ꎮ Ｂｃｌ－２ 指标表达水平的升高可有效避免细
胞组织的过度氧化[２３]ꎬ同时还对线粒体膜的通透性
具有较强的调节作用ꎬ避免细胞色素 Ｃ 进入胞质内
开启激活胱天蛋白酶级联ꎬ延缓或阻碍细胞的凋
亡[２４]ꎬ这说明 Ｂｃｌ－２ 在细胞氧化过程中可使相关的
神经元细胞在缺氧环境下维持正常的功能运作ꎬ避
免其受到损伤[２５]ꎮ Ｂａｘ 在细胞凋亡过程中发挥着重
要的促进作用ꎬ在慢性缺氧情况下氧自由基生成量
增加ꎬ自由基从线粒体的泄漏使神经元受到损伤的
同时也使 Ｂａｘ 高表达ꎬ最终启动并加重神经元细胞
的凋亡行为[２６]ꎮ Ｂｃｌ－２ 与 Ｂａｘ 的表达通过发挥自身
的抑制与促进作用来左右神经元细胞的状态ꎬ若 Ｂｃｌ
－２ 指标水平升高则可明显提升细胞的存活概率ꎬ而
Ｂａｘ 指标水平的升高则表明细胞存在较高的凋亡风
险[２７]ꎮ Ｂａｘ 在诱导细胞凋亡的过程中ꎬ若 Ｂｃｌ－２ 蛋
白水平逐渐增加ꎬＢａｘ / Ｂｃｘ 可加速分离ꎬ该状态下
Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 二聚体含量逐渐增加ꎬ细胞凋亡作用延
缓ꎬ最终可得到有效抑制[２８￣２９]ꎮ 研究显示ꎬ采用强抗
氧化剂对缺氧的 ＰＣ１２ 细胞进行处理ꎬ细胞 Ｂａｘ /
Ｂｃｌ－２比值降低ꎬ解除了缺氧对细胞的毒性[１９]ꎬ抑制
了细胞凋亡ꎮ

综上所述ꎬ慢性缺氧严重损伤大鼠延髓呼吸中
枢系统ꎬ其和氧化应激及细胞凋亡具有密切的联系ꎮ
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