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前言

基质金属蛋白酶 -9（matrix metalloproteinases-9，MMP-9）

通过对细胞外基质（extracellular matrix，ECM）成分的降解，破

坏细胞 -基质间相互作用，诱导神经细胞死亡，以及髓鞘脱失，

白质损伤[1,2]。急性一氧化碳（carbon monoxide, CO）中毒可引起

小鼠海马神经细胞凋亡[3]。大鼠海马皮层分为 CA1、CA2、CA3

和 CA4区，CA4紧邻齿状回，CA1 与下托相连接 [4]。高压氧

（hyperbaric oxygen，HBO）预处理能够通过降低 MMP-2 与
MMP-9的表达量，减轻神经功能缺损[5,6]。在我们初步的研究中

发现，在急性一氧化碳中毒后，大鼠大脑皮层和海马区的神经

细胞都发生了凋亡现象，在海马区的凋亡现象与 MMPs家族的
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摘要 目的：通过研究高压氧（HBO）治疗急性 CO中毒大鼠海马不同分区神经细胞凋亡情况，探讨 HBO治疗急性 CO中毒的应用

及机理。方法：利用雄性 SD大鼠，建立急性 CO中毒模型。应用免疫组织化学以及免疫荧光的方法，测定在染毒和 CO中毒 HBO

治疗后 1 d、3 d、7 d、14 d和 21d Bcl-2、caspase-3、NeuN、BAX和 MMP-9的表达水平的变化。结果：海马 CA3区神经细胞对急性
CO中毒与 HBO治疗比 CA1和 CA2区更加敏感；急性 CO中毒后，海马各区神经细胞凋亡程度随 1 d、3 d、7 d、14 d和 21 d时间

延长而加重；BAX、caspase-3和 Bcl-2等凋亡相关因子的表达水平与 MMP-9的变化趋势一致：在 1d开始增多，3d达到最大值，7d

开始减少，14 d与 21 d与正常组类似；CO中毒大鼠进行 HBO治疗后，海马各区 MMP-9、BAX、caspase-3和 Bcl-2的表达水平明

显降低；且 HBO治疗 7 d后，海马各区这些凋亡相关因子的表达降低最为明显。结论：海马 CA3区神经细胞对急性 CO中毒及
HBO治疗敏感；海马神经细胞凋亡可能与神经细胞表达MMP-9降解神经细胞周围的基质，表达 BAX、caspase-3和 Bcl-2等凋亡
相关因子促进凋亡发生有关；HBO治疗可降低 MMP-9以及 BAX、caspase-3和 Bcl-2等凋亡因子的表达，抑制神经细胞的凋亡；
HBO治疗 7d对神经细胞凋亡的抑制作用最明显。
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Effects of HBO Therapy on Neuronal Apoptosis of Rat Hippocampus after
Acute CO Poisoning *

To investigate the effects and mechanism of hyperbaric oxygen (HBO) therapy on neuronal apoptosis in

different hippocampal areas after acute carbon monoxide (CO) poisoning. The animal model of acute CO poisoning was

established. Then the SD rats were treated with hyperbaric oxygen therapy. Immunohistochemistry and immunofluorescence were used to

determine the expression levels of Bcl-2, caspase-3, NeuN, MMP-9 and BAX at 1 d, 3 d, 7 d, 14d and 21 d. Neurons of CA3
area were more sensitive than those of CA1 and CA2 after acute CO poisoning and HBO therapy; after acute CO poisoning, the apoptosis

of hippocampal neurons was aggravated at 1d, 3d, 7d, 14d and 21d with prolonged days. The expressions of BAX, caspase-3 and Bcl-2

regulating neuronal apoptosis were consistent with the level of MMP-9: it began to increase at 1 d, reached to the maximum at 3d, started

to decrease at 7d, and it was similar to the normal control group at 14 d and 21 d; for the CO poisoning rats treated with HBO therapy, the

expressions of MMP-9, caspase-3, BAX and Bcl-2 in hippocampus were obviously decreased. On day 7, the inhibitory effect of HBO
therapy was the most obvious. Neurons of hippocampal area CA3 is more sensitive than CA1 and CA2 for the treatment of

acute CO poisoning and HBO; the apoptosis may be related with matrix degradation of MMP-9 and the pro-apoptosis function of BAX,

caspase-3 and Bcl-2; HBO therapy can reduce the expressions of MMP-9 and BAX, caspase-3 and Bcl-2, then inhibit neuronal apoptosis.
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表达有关[7]。为了更好的研究此种凋亡现象发生的部位和急性

一氧化碳中毒后迟发性脑病的发生机理，我们详细研究了急性

CO中毒以及 HBO治疗后不同时间、海马不同分区的细胞凋

亡程度和 MMP-9的表达关系。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物和分组 成年健康雄性 Sprague-Dawley（SD）

大鼠 90只，由第四军医大学实验动物中心提供，清洁级，体质

量（190± 10）g，合格证编号为 SCXK（军）2002005。实验期间动
物自由进食进水。预饲养 7 d后，随机分为三组：正常对照组
(Normal control, NC 组，未进行任何处理)，急性 CO 中毒组

（Carbon monoxide poisoning, CO组，分为 1 d、3 d、7 d、14 d、21

d组）和染毒后 HBO治疗（Hyperbaric oxygen therapy, HBO组，

分为 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d组）；每组每个时间点 6只动物。
1.1.2 实验仪器和试剂 上海 DWC450-1150型动物实验舱；
OlympusBX51双目显微镜；莱卡 CM1900冰冻切片机；兔抗大

鼠 NeuN多克隆抗体（Millipore，ABN78）；小鼠抗 MMP-9单克

隆抗体（Millipore，IM37）；兔抗 Bcl-2单克隆抗体（Millipore，
AB1722），小鼠抗 caspase-3多克隆抗体（abcam，AB47131），小

鼠抗 Bax单克隆抗体（Santa cruz，sc7480），生物素化羊抗兔
IgG；生物素化羊抗鼠 IgG；SABC免疫组化染色试剂盒。
1.2 方法
1.2.1 急性一氧化碳中毒模型 建立急性 CO中毒模型（参照
Stephen等[8]的方法）。将清醒大鼠置于动物实验高压氧舱内（每

次 6 只），加入 1000 ppm CO 浓度下染毒 40 min，追加 2000

ppm CO后继续染毒 20 min（染毒过程中随时观察），20 min后

开舱，通空气。染毒组于染毒后 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d分别取

材。

1.2.2 高压氧治疗方案 参照任杰等[9]的方法对急性 CO中毒

的大鼠进行高压氧治疗，每天治疗 1次，分别治疗 1 d、3 d、7 d、
14 d、21 d。治疗过程：20 min内表压升至 0.15 MPa，稳压吸氧 1

h，20 min内减至常压后大鼠出舱。治疗结束后取材。
1.2.3 标本制作和切片 对各组大鼠进行麻醉，腹腔注射戊巴

比妥钠（20 g/L，60 mg/kg体质量）。暴露胸腔，用生理盐水（9
g/L，200 mL）经左心室灌注冲洗 10 min,再用多聚甲醛（4 %，
300 mL）缓慢灌注 30 min，剥离取脑。将取出的脑组织浸入多聚

甲醛（4 %）中固定 4-6 h。固定好的材料转入 30 %蔗糖溶液中

脱水。冰冻切片，片厚 10 滋m，-20℃保存。
1.2.4 HE染色 石蜡切片脱蜡至水洗，其具体步骤为：二甲苯

Ⅰ 10 min,二甲苯Ⅱ 10 min，纯酒精 1 min，80 %酒精 1 min，70

%酒精 1 min，自来水洗 5 min。而后常规 H-E染色，具体步骤

为：苏木精 3 min，自来水洗 1 min，盐酸酒精分化 20 s，自来水
洗 5 min，蒸馏水洗 1 min，伊红 2 min，自来水洗 3 min，85 %酒

精 30 s，90 %酒精 30 s，95 %酒精Ⅰ 1 min，95 %酒精Ⅱ 1 min，纯

酒精Ⅰ 2 min，纯酒精Ⅱ 2 min，二甲苯Ⅰ 2 min，二甲苯Ⅱ 2 min，

二甲苯Ⅲ 2 min，中性树脂封片。
1.2.5 免疫组织化学染色 检测 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d

MMP-9、Bcl-2、BAX、caspase-3的表达变化。免疫组化步骤包

括：PBS漂洗；封闭；加入适当稀释的一抗（MMP-9抗体稀释为

1:500，Bcl-2抗体稀释为 1:3000，caspase-3抗体稀释为 1:6000，
BAX抗体稀释为 1:1000)；4℃冰箱孵育过夜；加生物素化二抗

和 ABC复合物孵育；DAB加硫酸镍铵显色。
1.2.6 免疫荧光双标染色 检测 1d、3d、7d、14d、21d时间组中
MMP-9与 NeuN在海马的表达变化和定位。步骤包括: PBS漂

洗；封闭；同时加入两种适当稀释的一抗（MMP-9抗体稀释为
1：500，NeuN抗体稀释为 1:1000）。
1.2.7 统计学分析 免疫组化染色对每个部位选 6个高倍视

野计数其阳性细胞(包括MMP-9，Bcl-2，BAX，caspase-3染色的
阳性细胞)。采用 SPSS17.0软件包进行统计学处理，计量资料

以均数± 标准差（x± s）表示，两组比较采用单因素方差分析，P
< 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 海马区神经细胞凋亡程度观察
HE染色后可以看出：正常组，神经细胞呈圆形或椭圆形，

核膜完整，核仁清晰可见，细胞核呈淡蓝色，细胞层厚度正常，

细胞排列紧密，形态正常。染毒（CO中毒）组，神经细胞凋亡情

况在 7d最严重，出现大量变性、坏死的神经元，主要表现为神

经元胞体皱缩，细胞周围出现空隙，胞浆呈强烈嗜伊红，核仁深

染偏位，甚至发生核固缩，胞质与胞核凝结在一起，界限不清，

出现红色细胞或黑色细胞。高压氧治疗（HBO）组，在 7d恢复明

显，随治疗时间延长，治疗效果越好；在 14d，大部分神经细胞

的形态正常。这说明 CO中毒能够造成神经细胞凋亡，HBO对
CO中毒所致的神经细胞凋亡有治疗效果。见图 1。

2.2 正常大鼠海马 CA1、CA2及 CA3区 MMP-9的表达定位

用免疫组化染色观察发现，在正常的大鼠海马 CA1、CA2、
CA3区，MMP-9表达量都非常小，能够被染色的细胞数目非常

少。见图 2。

图 1 7d组大鼠海马不同区 HE染色（400× ）

Fig.1 H-E staining of CA1, CA2 and CA3 in 7d group rats (400× )

注：A-1为 NC组 CA1，A-2为 NC组 CA2，A-3为 NC组 CA3；B-1为

CO组 CA1，B-2为 CO组 CA2，B-3为 CO组 CA3；C-1为 HBO组

CA1，C-2为 HBO组 CA2，C-3为 HBO组 CA3

Note: A-1, A-2, A-3 represents the CA1, CA2, CA3 in NC group,

respectively; B-1, B-2, B-3 represents the CA1, CA2, CA3 in CO group,

respectively; C-1, C-2, C-3 represents the CA1, CA2, CA3 in HBO group,

respectively.
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图 2正常大鼠海马 CA1、CA2和 CA3区MMP-9的表达（400×）

Fig.2 MMP-9 expression of CA1, CA2 and CA3 in normal control rats

(400× )

注：A为 CA1区，B为 CA2区，C为 CA3区。

Note: A: CA1; B: CA2; C: CA3.

2.3 急性 CO 中毒和 HBO 治疗后海马 CA1、CA2 及 CA3 区
MMP-9的表达变化

在 CO中毒组，从 1 d就能够看出，在 CA1 和 CA2 部位，
MMP-9 表达和凋亡细胞都比正常对照组多，比 CA3 少；在
CA3区，能够表达更多的 MMP-9，能够被染色的细胞数目比其

他两个部位多；MMP-9的表达随着中毒时间延长而增多，表达

MMP-9的细胞数目也增多；CA3区，CO中毒后 1 d、3 d和 7 d，
MMP-9 的表达均呈现增多，其中 3 d 最多(P<0.05)(表 1，图 3

A-1, B-1, C-1)。

在 HBO组，与 CO组相比，海马每个区的 MMP-9的表达
都降低，尤其以 CA3区降低明显(P<0.05)(表 1，图 3 A-2, B-2,
C-2)。

推测 CO 中毒后 MMP-9的表达与神经细胞的活性有关，

在 3 d组，虽然有凋亡现象发生，但不明显，因此表达出了最多

的 MMP-9；7 d组由于 MMP-9和其他相关因子的作用，降解了

神经细胞周围的基质，使得凋亡程度严重，活性已受到严重损

伤，不能再表达出更多的MMP-9；此外，由于 MMP-9定位在细

胞膜上，MMP-9的作用使得细胞膜破裂，致使神经细胞最终凋

亡。也可以看出，高压氧治疗对 MMP-9的表达有抑制作用，在

治疗 1 d时就有非常明显的效果，尤其是治疗 7 d 时，海马
MMP-9的表达已几乎与正常一致。见表 1。

Group 1 d 3 d 7 d 14 d 21 d

NC CA1 5.0± 1.5811 5.2± 1.3038 4.6± 1.1402 5.8± 1.4832 4.8± 0.8367

CA2 5.8± 1.3038 6.6± 1.1402 6.0± 1.5811 6.6± 1.8166 5.6± 1.6733

CA3 5.4± 1.1402 5.6± 0.8944 6.2± 1.3038 6.4± 1.6733 5.6± 1.5166

CO CA1 18.0± 2.2361* 22.4± 2.0736* 10.8± 1.4832* 6.0± 2.2361 4.6± 1.5166

CA2 14.4± 1.6733* 16.6± 2.3021* 15.8± 1.9235* 5.6± 1.3416 6.2± 1.9235

CA3 44.2± 4.8683* 61.6± 4.3359* 46.8± 3.9623* 5.2± 1.3038 6.2± 1.4832

HBO CA1 3.4± 1.1402△ 9.6± 2.4083△# 5.8± 1.3038△ 4.0± 1.5811 5.2± 1.9236

CA2 14.2± 1.4697# 8.4± 1.6733△# 5.0± 1.5811△ 5.8± 1.3038 5.4± 1.5166

CA3 14.4± 1.6733△# 12.8± 1.4832△# 6.4± 1.6733△ 6.4± 0.8944 5.4± 1.6733

表 1急性 CO中毒和 HBO治疗后海马不同分区MMP-9的表达比较( x± s, n=6)

Table 1 Comparison of expression levels of MMP-9 in CO group and HBO group in CA1, CA2 and CA3(x ± s, n=6)

注：与 NC组比较：* P<0.05；与 CO组比较：△P<0.05；与 NC组比较，#P<0.05。

Note: Comparison with NC group:* P<0.05; Comparison with CO group: △ P<0.05; Comparison with NC group:#P<0.05.

图 3急性 CO中毒和 HBO治疗后 1 d, 3 d和 7 d大鼠海马 CA3区

MMP-9的表达(400× )

Fig.3 MMP-9 expression level of CA3 at 1 d, 3 d and 7 d of CO and HBO

groups(400× )

注：A-1为 CO中毒 1 d组，A-2为 HBO 1 d组；B-1为 CO中毒 3 d组，

B-2为 HBO 3 d组；C-1为 CO中毒 7 d组，C-2为 HBO 7 d组

Note: A-1, B-1, C-1 represents the 1 d, 3d and 7 d in CO group,

respectively; A-2, B-2, C-2 represents the 1 d, 3 d and 7 d in HBO group,

respectively

2.4 海马不同分区 MMP-9与神经细胞活性变化的关系

用MMP-9与 NeuN免疫荧光双标染色，观察 MMP-9与神
经细胞之间的关系，可以发现：在 CA1和 CA2区，无论神经细

胞活性怎样，MMP-9的表达均非常少，与免疫组化结果一致。

在 CA3区，随着时间的延长，CO中毒后神经细胞凋亡程度越

来越严重，MMP-9的表达在 1 d、3 d和 7 d时均很高(图 4 B-1,

C-1, D-1)；在 14 d和 21 d时，可以看到大量神经细胞由于细胞

内物质降解，导致染色后出现明显空腔，进而发生细胞死亡(图
4 E-2, F-2)，MMP-9表达非常少(图 4 E-1, F-1)，趋势与神经细胞

死亡一致。此外，也可以看出 MMP-9的表达在 3d最多，之后越

来越少(图 4 A-1, B-1, C-1, D-1, E-1, F-1)。经过 HBO治疗的大

鼠(图 5)，CA3区 MMP-9的表达均非常少，尤其在 7 d最明显，

几乎与正常大鼠一致，这说明经过 7 d的 HBO治疗，对抑制
CO中毒后神经细胞凋亡有非常明显的效果(图 5)。
2.5 海马不同分区 MMP-9 与 Bcl-2、BAX、caspase-3 的表达变

化关系

观察 7 d组，可以看到：在正常对照组，不论是 CA1区、
CA2区还是 CA3 区，MMP-9的表达都非常少，Bcl-2、BAX 和
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caspase-3表达也非常少，几乎没有(图 6 A-1, B-1, C-1；表 2)。

当 CO中毒后，CA1区和 CA2区，Bcl-2和 caspase-3表达
与正常对照组无显著差异；BAX表达增多明显，与正常对照组
有显著差异(P<0.05)；MMP-9 表达增多明显，与正常对照组有
显著差异 (P<0.05)。在 CA3区，与正常对照组相比，MMP-9、
Bcl-2、BAX和 caspase-3表达均增多明显，与正常对照组相比
均有显著差异(P<0.05)(图 6 A-2, B-2, C-2；表 1，表 2)。可以看出
CO中毒后，CA3区神经细胞比 CA1 和 CA2区更敏感；CO中
毒能够造成海马神经细胞凋亡发生。

对 CO中毒大鼠进行 HBO治疗后，CA1区和 CA2 区，与
CO中毒组比较 Bcl-2和 caspase-3表达有所降低，但差异没有
统计学意义（P>0.05）；BAX降低明显，与 CO中毒组相比差异
有统计学意义(P<0.05)。在 CA3区，MMP-9表达比 CO中毒组

降低明显 (P<0.05)，最后几乎与正常对照组无差别(P>0.05)；

Bcl-2、BAX和 caspase-3表达比 CO中毒组降低明显，有显著

差异 (P<0.05)，与正常对照组无显著差异（P>0.05）(图 6 A-3,
B-3, C-3；表 2)。可以看出经过 7d的高压氧治疗后，对抑制神经

细胞凋亡的产生有非常明显的效果。

3 讨论

在中枢神经系统中，细胞外基质(extracellular matrix，ECM)

保持中枢神经系统结构的完整性，参与细胞增殖、分化和迁移

等过程，处于产生和降解的动态平衡。已有研究表明，细胞外基

质在脑创伤的急性期被破坏，在恢复期重塑[10]。基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)通过对 ECM成分的降解，

影响了 ECM降解与重组的动态平衡[11]。MMP-9是基质金属蛋
白酶家族重要的成员之一，与 MMP-2同属于明胶酶，能够降解
Ⅳ型胶原[10]。MMP-9敲除的小鼠能够抵抗创伤性的脑损伤，以

图 4急性 CO中毒大鼠海马 CA3区 MMP-9在不同时间的表达

(400× )

Fig.4 MMP-9 expression level of CA3 at different time points after acute

CO poisoning (400× )

注：其中红色为MMP-9，绿色为 NeuN，双色为Merge。A为 NC组，B

为 CO中毒 1 d组，C为 CO中毒 3 d组，D为 CO中毒 7 d组，E为 CO

中毒 14 d组，F为 CO中毒 21 d组）。

Note: Red is MMP-9, Green is NeuN, Double colored is Merged. A is NC

group; B-F represents the group of 1 d, 3 d, 7 d, 14 d, 21 d, respectively

after acute CO poisoning.

图 5 HBO治疗后大鼠海马 CA3区MMP-9在不同时间的表达(400× )

Fig.5 MMP-9 expression level of CA3 at different time points in HBO

group(400× )

注：其中红色为 MMP-9，绿色为 NeuN，双色为Merge。A为 NC组，B

为 HBO治疗 1 d组，C为 HBO治疗 3 d组，D为 HBO治疗 7 d组，E

为 HBO治疗 14 d组，F为 HBO治疗 21 d组）

Note: Red is MMP-9, Green is NeuN, Double colored is Merged. A is

normal control group; B-F represents the group of 1 d, 3 d, 7 d, 14 d, 21 d,

respectively after HBO therapy
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及中枢和周围神经系统的脑局部缺血[12]。TIMPs对脑损伤后神

经细胞凋亡有抑制作用，能够使大鼠弥漫性轴索损伤后海马区

脑组织中的MMP-9表达下降[13]。有大量实验证明，永久或短暂

性脑缺血后，病变区 MMP-2与 MMP-9表达增加，同时有 ECM

中的片蛋白、纤维连接蛋白与 IV型胶原的消失、毛细血管通透

性增加，注射 Evans蓝可见外溢 [14-16]。缺血后 3～ 4 h缺血区

MMP-9表达开始增加，12 h明显增高，4～ 5 d达到高峰，一直

持续到缺血后 15 d表达恢复至基础水平[17,18]。

已有研究表明，急性 CO中毒可引起小鼠大脑皮质、海马、

纹状体等部位脑细胞凋亡,凋亡情况在中毒 3 天后明显增加,

5～ 7天达到高峰，14天后恢复正常[3,19]。神经行为学研究和免

疫组织荧光染色发现，在全脑缺血后 72小时，神经细胞凋亡增

加[20]。核磁共振发现，神经细胞凋亡的发生机制可能与神经细

胞脱髓鞘改变有关[21]，髓磷脂碱性蛋白（myelin basic protein，

MBP）是髓鞘的主要成分，是 MMP-9的作用底物[22]，MMP-9特

异性的降解MBP，对其他髓鞘蛋白 PLP和 DM20无降解作用，

在MMP-9敲除的基因鼠脑缺血后MBP降解显著的减少[23]。脑

创伤后MMP-9活性升高，可降解 MBP，以致髓鞘脱失，白质损

伤，脑功能损害[24]。Yoshiteru等[25]对高压氧预处理 5d的大鼠，

使用 50 %的葡萄糖进行急性高血糖诱导后缺血再灌注，结果

发现高压氧预处理能够通过降低 HIF-1琢、MMP-2 与 MMP-9

的表达量，减轻高血糖造成的神经功能缺损，心肌梗塞量和出

血量。Ostrowski等[20]研究发现，高压氧预处理能够减少全脑缺

血后的神经细胞死亡。

从以上结果可以看出，现阶段对大鼠脑创伤后神经细胞损

伤的研究处于起步阶段。在急性 CO中毒后，大鼠海马详细分

区神经细胞凋亡的研究尚不明确；HBO治疗对急性 CO 中毒

后海马神经细胞的调节作用研究也不清楚。因此，本研究基于

以上研究结果，对急性 CO中毒以及 HBO治疗后，大鼠海马各

区神经细胞的情况与基质之间的相互作用进行了比较深入的

研究。可以得出以下结果：

第一，急性 CO中毒后，神经细胞的变化在 CA3区比 CA1

和 CA2区明显，无论是 Bcl-2、caspase-3、BAX，还是 MMP-9、
NeuN，在海马 CA1和 CA2区的表达变化都不明显，而在 CA3

区表达变化非常明显，HBO 治疗对 CA3 区也有更明显的效

果。因此推测：海马 CA3区神经细胞对急性 CO中毒与高压氧

治疗反应比 CA1和 CA2区更加敏感。

第二，荧光染色可以看出急性 CO 中毒后，神经细胞形态

随 1 d、3 d、7 d、14 d 和 21 d时间延长，越来越不清晰，细胞活

性越来越低。在 14 d、21 d，神经细胞形成空腔，细胞膜形态模

糊。因此推测：急性 CO中毒后，海马各区神经细胞随 1 d、3 d、

图 6不同组大鼠海马 CA3区 BAX、Bcl-2和 caspase-3的表达(400× )

Fig. 6 Expressions of BAX, Bcl-2, caspase-3 of CA3 in different groups

(400× )

注：其中 A-1为 NC组 Bcl-2表达，A-2为 CO组 Bcl-2表达，A-3为

HBO组 Bcl-2表达。B-1为 NC组 BAX表达，B-2为 CO组 BAX表

达，B-3为 HBO组 BAX表达。 C-1为 NC组 caspase-3表达，C-2为

CO组 caspase-3表达，C-3为 HBO组 caspase-3表达

Note: A-1, A-2, A-3 represents the expression of Bcl-2 in normal control,

CO poisoning and HBO group, respectively; B-1, B-2, B-3 represents the

expression of BAX in normal control, CO poisoning and HBO group,

respectively; C-1, C-2, C-3 represents the expression of caspase-3 in

normal control, CO poisoning and HBO group, respectively.

Group NC CO HBO

Bcl-2 CA1 3.0± 0.7071 3.8± 1.3038 3.0± 1.0000

CA2 1.8± 0.8367 4.2± 1.6431 3.0± 1.4142

CA3 2.2± 1.3038 42.8± 2.1679* 2.0± 0.7071△

BAX CA1 2.6± 1.1402 12.8± 2.5884* 9.2± 1.3038△#

CA2 3.2± 1.3038 13.2± 1.4832* 6.8± 1.4832△#

CA3 1.8± 0.8367 70.4± 2.3022* 5.2± 0.8367△#

Caspase-3 CA1 5.6± 1.1402 8.6± 1.1402 6.4± 1.1402

CA2 7.4± 1.1402 8.6± 1.1402 6.2± 1.3038

CA3 3.8± 0.8367 26.6± 1.8166* 5.4± 1.1402△

表 2 大鼠 7d组海马 CA1、CA2和 CA3区 Bcl-2、BAX、caspase-3的表达变化关系( x± s, n=6)

Table 2 Comparison of expression levels of Bcl-2, BAX and caspase-3 of CA1, CA2 and CA3 in 7d group ( x± s, n=6)

注：与 NC组比较，* P<0.05；与 CO组比较，△ P<0.05；与 NC组比较，＃P<0.05。

Note: Compared with NC group: * P<0.05; Compared with CO group:△ P<0.05; Compared with NC group: ＃P<0.05.
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7 d、14 d和 21 d时间延长，凋亡程度加重。

第三，急性 CO 中毒后，海马各区尤其是 CA3区，MMP-9

的表达在 1 d就出现，在 3 d达到高峰，7 d开始降低，至 14d和
21 d降低到更低的水平。同时，可以看到 caspase-3、BAX、Bcl-2

的表达趋势与 MMP-9一致，在 3 d达到高峰，7 d开始降低，至

14 d和 21 d降低到更低的水平。这种降低与神经细胞的活性

相关。前期的研究结果显示：在急性 CO中毒后，MMP-9表达

除了总体增高外，胞质内非激活型 pro-MMP-9向胞膜上激活

型 MMP-9转化，降解细胞基质，造成神经细胞脱髓鞘，最终导

致神经细胞凋亡[7]。因此推测：在前期（如 1 d、3 d、7 d时）神经

细胞活性较好，细胞能够表达较多的 MMP-9（包括非激活型
pro-MMP-9向胞膜上激活型 MMP-9），有更多的 MMP-9锚定

在细胞膜上；后期神经细胞周围基质降解，凋亡发生，细胞膜降

解，神经细胞活性因此降低直至消失；神经细胞凋亡程度严重

后，细胞已不能维持原本的功能，也就不能表达更多的蛋白，如

MMP-9、caspase-3、BAX、Bcl-2等。

第四，经过 HBO治疗后，与 CO中毒组相比，同一时间组

的神经细胞空腔出现更少，细胞染色活性更好。因此推测：HBO

治疗能够减轻 CO中毒后神经细胞凋亡发生。

第五，经过 HBO治疗后，与 CO中毒组相比，细胞凋亡相

关蛋白，如 MMP-9、caspase-3、BAX、Bcl-2等的表达降低非常

明显，尤其以 CA3区最明显。与 CO中毒组相比，随 HBO治疗

时间由 1 d、3 d、7 d延长至 14 d、21 d，这些蛋白的表达水平也

随之降低；在 HBO 治疗 1 d 和 3 d 时，各蛋白表达明显比 CO

组低，但仍比正常对照组高，在治疗 7 d时，这些蛋白的表达水

平已与正常对照组水平相差不多。因此推测：HBO对急性 CO

中毒后的治疗，可能是通过抑制凋亡相关蛋白 MMP-9、cas-
pase-3、BAX、Bcl-2等的表达，进而抑制神经细胞的凋亡。同时，
HBO治疗 7 d时对急性 CO中毒后海马神经细胞凋亡的治疗
效果最明显。

综合实验结果可以看出，海马 CA3区神经细胞对急性 CO

中毒与高压氧治疗反应比 CA1和 CA2区更加敏感；急性 CO

中毒后，海马各区神经细胞随 1 d、3 d、7 d、14 d和 21 d时间延
长，凋亡程度加重；caspase-3、BAX和 Bcl-2等凋亡相关因子调
节神经细胞凋亡的发生；MMP-9的表达水平与神经细胞凋亡
程度有关；HBO治疗能够减轻 CO中毒后神经细胞凋亡发生，
这种作用可能是通过抑制凋亡相关蛋白 MMP-9、caspase-3、
BAX、Bcl-2等的表达，进而抑制神经细胞的凋亡。同时，HBO

治疗 7 d时对急性 CO中毒后海马神经细胞凋亡的治疗效果最
明显。
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