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· 论著 ·

高压氧调控AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路对急性一氧化碳中毒

迟发性脑病大鼠神经元损伤的影响

戈蕾1，赵玉晓2，李姣1，王晓娜1，王欢欢3，武婧月3

（1. 河北北方学院附属第一医院康复医学科，河北  张家口  075000； 2. 张家口市第一医院康复医学科，河北  张家口  075000； 3. 河北北方学院
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摘要  目的 探讨高压氧 （HBO） 调控单磷酸腺苷活化蛋白激酶 （AMPK） /沉默信息调节因子2同系物1 （SIRT1） /氧化物酶体增

殖物激活受体γ共激活剂1α （PGC-1α） 信号通路对急性一氧化碳中毒迟发性脑病 （DEACMP） 大鼠神经元损伤的影响。方法  构

建DEACMP大鼠模型，并将其分为DEACMP组，HBO组 （建模1 h后，按2.0 ATA、稳压时间60 min进行HBO治疗），HBO+Compound 

C组 （HBO治疗+腹腔注射2 mg/kg AMPK抑制剂Compound C）。对各组大鼠进行mNSS评分，用Morris水迷宫实验检测神经功能缺

损，ELISA检测血清白细胞介素 （IL） -1β、肿瘤坏死因子α （TNF-α）、IL-6水平，HE染色检测海马组织CA1区病理组织变化，TUNEL

染色观察海马组织神经元凋亡，Western blotting检测海马组织蛋白表达。结果  DEACMP组大鼠海马组织CA1区可见神经元核皱

缩、细胞数量减少、排列紊乱等损伤； HBO组海马组织CA1区损伤明显减轻； HBO+Compound C组海马组织CA1区损伤进一步加

重。DEACMP组mNSS评分、逃避潜伏期、IL-1β、TNF-α、IL-6水平及凋亡率高于NC组，跨越平台次数、AMPK、SIRT1、PGC1α表达

低于NC组 （P < 0.05）； HBO组mNSS评分、逃避潜伏期、IL-1β、TNF-α、IL-6水平及凋亡率低于DEACMP组，跨越平台次数、AMPK、

SIRT1、PGC1α高于DEACMP组 （P < 0.05）； HBO+Compound C组mNSS评分、逃避潜伏期、IL-1β、TNF-α、IL-6水平及凋亡率高于

HBO组，跨越平台次数、AMPK、SIRT1、PGC1α低于HBO组 （P < 0.05）。结论  HBO可能通过激活AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路改

善DEACMP大鼠的神经元损伤。
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Abstract  Objective To explore the effect of hyperbaric oxygen （HBO） treatment on neuronal damage in rats with delayed encepha-
lopathy after acute carbon monoxide poisoning （DEACMP），mediated by the regulation of the adenosine monophosphate activated protein 

kinase （AMPK） /silent mating type information regulation 2 homolog 1 （SIRT1） /peroxisome proliferator activated receptor γ coactiva-
tor-1α （PGC-1α） signaling pathway. Methods  DEACMP model rats were induced and separated into the DEACMP，HBO （HBO therapy 

performed with 2.0 ATA and stable pressure for 60 min 1 h after modeling），and HBO+Compound C （HBO therapy was performed with 

intraperitoneal injection of 2 mg/kg AMPK inhibitor Compound C） groups. Rats in each group were scored using the mNSS. The Morris 

water maze test was applied to measure neurological deficits. ELISA was conducted to measure serum IL-1β，TNF-α，and IL-6 levels. HE 

staining was conducted to detect pathological changes in the hippocampal tissue. TUNEL staining was applied to observe neuronal apop-
tosis in the hippocampal tissue. Western blotting was used to measure the AMPK，SIRT1，and PGC1α proteins in hippocampal tissue. 

Results  The DEACMP group showed damage in the hippocampal tissue，including neuronal nucleus shrinkage，reduced cell count，

and disordered arrangement. The HBO group showed a significant reduction in this hippocampal tissue damage，while damage to the hip-
pocampal tissue in the HBO+Compound C group was further worsened. The DEACMP group had higher mNSS scores，escape latency，
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IL-1β，TNF-α，IL-6 levels，and apoptosis rate，as well as a lower number of platform crossings，AMPK，SIRT1，and PGC1α than the NC 

group （P < 0.05）. The HBO group had a lower mNSS score，escape latency，IL-1β，TNF-α，IL-6 levels，and apoptosis rate，as well as a 

higher number of platform crossings； and AMPK，SIRT1，and PGC1α levels than the DEACMP group （P < 0.05）. The HBO+Compound 

C group had a higher mNSS score，escape latency，IL-1β，TNF-α，and IL-6 levels，and apoptosis rate，as well as lower number of platform 

crossings； and AMPK，SIRT1，and PGC1α levels than the HBO group （P < 0.05）. Conclusion  HBO may improve neuronal damage in 

DEACMP rats by activating the AMPK/SIRT1/PGC1α signaling pathway.

Keywords  hyperbaric oxygen； adenosine monophosphate activated protein kinase； silent mating type information regulation 2 homolog 

1； peroxisome proliferator activated receptor γ coactivator-1α； delayed encephalopathy after acute carbon monoxide poisoning； neuronal 

damage

急性一氧化碳中毒 （acute carbon monoxide poiso-

ning，ACOP） 是由过量一氧化碳 （carbon monoxide，CO） 

吸入引起的缺氧疾病，是中毒相关死亡的最常见原

因之一，全球ACOP累计发病率为137/1 000 000，死

亡率为4.6/1 000 000［1］。急性一氧化碳中毒迟发性脑

病 （delayed encephalopathy after acute carbon monoxide

poisoning，DEACMP） 是ACOP最常见和最严重的并

发症之一，发病率为13%~50%，死亡率可达31%［2］。

DEACMP与神经元损伤密切相关［3］。高压氧 （hyper

baric oxygen，HBO） 是DEACMP综 合 治 疗 策 略 的 核

心，能有效缓解DEACMP患者的症状，减少脑白质病

变［4］。单磷酸腺苷活化蛋白激酶 （adenosine monophos-

phate activated protein kinase，AMPK） 是调节生物能

量代谢的关键分子，可通过激活沉默信息调节因子

2同系物1 （silent mating type information regulation 2 

homolog 1，SIRT1），上调氧化物酶体增殖物激活受体

γ共激活剂1α （peroxisome proliferator activated recep-

tor γ coactivator-1α，PGC-1α） 的表达，在调节线粒体

生物发生中至关重要［5］。研究［6］表明，AMPK/SIRT1/

PGC-1α信号通路的激活可促进线粒体生物发生，

从而改善阿尔茨海默病患者的认知障碍和神经元

损伤。因此，本研究拟探讨HBO调控AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路对DEACMP神经元损伤的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物：雄性成年SPF级Wistar大鼠 （6~8

周龄，体重180~230 g） 48只，购自维通达 （固安） 生物

技术有限公司，生产许可编号SCXK （冀） 2024-002。

在标准条件下饲养，室温18~23 ℃，12 h明暗循环，自

由饮水和摄食。本研究获得维通达 （固安） 生物技术

有限公司动物伦理委员会批准 （WTD-2024071267）。

1.1.2 主要试剂与仪器：AMPK抑制剂Compound C 

（货号154127-19-2，北京孚博生物科技有限公司）；

肿瘤坏死因子α （tumour necrosis factor-α，TNF-α）、白

细胞介素-1β （interleukin-1 β，IL-1β） ELISA试剂盒

（货号SND-R635、SND-R418，滁州仕诺达生物科技有

限公司）；HE染色试剂盒 （货号F4713，上海远慕生物

科技有限公司）；TUNEL染色试剂盒 （货号F4708-50D，

上海岑特生物科技有限公司）；β肌动蛋白 （β-actin）、

AMPK、SIRT1、PGC1α、辣根过氧化物酶（货号ab184705、

ab271188、ab32441、ab313559、ab6721，英国abcam公司）；

酶标仪 （K3 Pro，广东丹利科技有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型制备、分组和HBO治疗：采用改良式

间隔腹腔注射法构建DEACMP大鼠模型，36只大鼠

腹腔注射CO气体 （120 mL/kg，纯度99.99%） 后，按该

剂量的2/3追加注射3次。另选择12只大鼠作为对照

组 （NC组） ，用同样方式注射等量空气。染毒后1 h开

始连续监测3次 （间隔4 h监测1次） 大鼠尾静脉血碳

氧血红蛋白 （carbonyl hemoglobin，COHb） 浓度>50%，

染毒后5 d进行Morris水迷宫实验，大鼠出现认知

障碍，判定模型构建成功［7］。将建模成功的大鼠分

为DEACMP组，HBO组 ［建模1 h后，按2.0 绝对大气

压 （atmosphere absolute，ATA），稳压时间60 min进行

HBO治 疗［8］］，HBO+Compound C组 （HBO治 疗+腹 腔

注射2 mg/kg Compound C ［9］），每组12只，每天治疗和

注射1次，共20 d。

1.2.2 改良神经损伤严重程度评分 （modified neuro-

logical severity score，mNSS）评估神经功能：治疗结

束后，采用mNSS从3个方面 （运动、感觉、肢体反射） 

对各组大鼠神经功能进行评估，最高为18分。

1.2.3 Morris水迷宫实验检测神经功能缺损：治疗

结束后进行Morris水迷宫实验。将大鼠随机从4个地
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点置于水迷宫中，学习如何找到逃生平台 （4次/d）。

若未在2 min内找到逃生平台，则将其放置在逃生平

台上10 s。5 d后，选择2 min内能找到逃生平台的大

鼠进行后续实验。

1.2.4 ELISA检测血清IL-1β、TNF-α、IL-6水平：麻醉

大鼠收集腹主动脉血，分别按相应ELISA试剂盒说

明书进行检测。

1.2.5 HE染色检测海马组织CA1区病理变化：麻醉

处死大鼠，取海马组织CA1区，于4%多聚甲醛中固

定过夜，制成5 μm厚切片，经HE染色后在光学显微

镜下观察。

1.2.6 TUNEL染色观察大鼠海马组织神经元凋亡：

取大鼠海马组织切片，加入蛋白酶K，37 ℃孵育

30 min，用PBS洗涤后，将TdT酶反应液和链霉亲和

素-HRP表位液分别在37 ℃无光的条件下作用于切

片30 min，用PBS洗涤，DAB染色，经脱水、清理、中性

树脂封片后，在光学显微镜下观察。

1.2.7 Western blotting检测海马组织中蛋白表达：用

RIPA裂解液处理海马组织，离心取上清，采用BCA法

测定蛋白浓度。蛋白上样行15% SDS-PAGE。转膜，

用10%脱脂牛奶室温封闭2 h。加β-actin （1 ∶ 1 000）、

AMPK （1 ∶ 1 000）、SIRT1 （1 ∶ 20 000）、PGC1α 

（1 ∶ 1 000） 一抗4 ℃孵育过夜。用二抗 （1 ∶ 2 000） 

孵育1 h。ECL可视化，用ImageJ软件进行分析。

1.3 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计学分析。符合正态

分布的计量资料以x-±s表示，多组间及组间两两比

较采用单因素方差分析和SNK-q检验。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 HBO对DEACMP大鼠mNSS的影响

DEACMP组mNSS （14.17±1.76） 高于NC组 （0.00±

0.00），HBO组mNSS （5.38±1.05） 低 于DEACMP组，

HBO+Compound C组mNSS （11.29±1.47） 高于HBO组，

差异均有统计学意义 （均P < 0.05）。

2.2 HBO对DEACMP大鼠认知能力的影响

DEACMP组逃避潜伏期高于NC组，跨越平台

次 数 低 于NC组 （P < 0.05）；HBO组 逃 避 潜 伏 期 低

于DEACMP组，跨越平台次数高于DEACMP组 （P < 

0.05）；HBO+Compound C组逆转HBO组上述变化 （P < 

0.05）。见表1。

表1  各组大鼠逃避潜伏期、跨越平台次数比较

Tab.1  Comparison of the escape latency and the number of platform crossings in rats of each group

Group n Escape latency （s） Number of platform crossings

NC 12 9.15±2.26 14.49±1.72

DEACMP 12 62.39±6.351）     3.15±0.831） 

HBO 12 15.27±3.112） 12.06±1.372） 

HBO+Compound C 12 49.18±5.263）   5.47±0.963） 

1） P < 0.05 vs. NC group；2） P < 0.05 vs. DEACMP group；3） P < 0.05 vs. HBO group.

2.3 HBO对DEACMP大鼠血清IL-1β、TNF-α、IL-6水

平的影响

DEACMP组血清IL-1β、TNF-α、IL-6水平高于NC

组，HBO组血清IL-1β、TNF-α、IL-6水平低于DEACMP

组，HBO+Compound C组逆转HBO组的上述作用，差

异均有统计学意义 （均P < 0.05）。见表2。
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表2  各组大鼠血清IL-1β、TNF-α、IL-6水平比较 （pg/mL） 

Tab.2  Comparison of the levels of IL-1β，TNF-α and IL-6 in the serum of rats in each group （pg/mL） 

Group n IL-1β TNF-α IL-6
NC 12   45.19±8.31 18.73±3.05   4.11±1.73

DEACMP 12 128.74±13.191） 56.92±5.971） 27.85±2.971） 

HBO 12   61.48±10.022） 22.05±4.322）   6.29±1.922） 

HBO+Compound C 12 103.52±12.483） 48.31±5.123） 19.02±2.343） 

1） P < 0.05 vs. NC group；2） P < 0.05 vs. DEACMP group；3） P < 0.05 vs. HBO group.
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2.4 HBO对DEACMP大鼠海马组织CA1区病理变化

的影响

NC组海马组织CA1区结构清晰，神经元排列整

齐；DEACMP组海马组织CA1区出现神经元核皱缩、

细胞数量减少、排列紊乱等损伤；HBO组海马组织

CA1区损伤明显减轻；HBO+Compound C组海马组织

损伤进一步加重。见图1。

2.5 HBO对DEACMP大鼠海马组织神经元凋亡的

影响

DEACMP组凋亡率 （23.10%±2.48%） 高于NC组 

（1.29%±0.31%），HBO组凋亡率 （8.19%±1.23%） 低

于DEACMP组，HBO+Compound C组凋亡率（16.21%±

1.79%） 高于HBO组 （均P < 0.05）。见图2。

2.6 HBO对DEACMP大鼠海马组织中AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达的影响

DEACMP组AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达低

于NC组，HBO组AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达高

于DEACMP组，HBO+Compound C组AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达低于HBO组，差异均有统计学意义 

（均P < 0.05）。见图3。

A，NC group；B，DEACMP group；C，HBO group；D，HBO+Compound C group.

图1  各组大鼠海马组织CA1区病理变化  HE×400

Fig.1  Pathological changes in the CA1 area of hippocampus of rats in each group  HE×400

A，NC group；B，DEACMP group；C，HBO group；D，HBO+Compound C group.

图2  各组大鼠海马组织神经元凋亡情况  TUNEL×400

Fig.2  The apoptosis status of neurons in the hippocampal tissues of rats in each group  TUNEL×400

1，NC group；2，DEACMP group；3，HBO group；4，HBO+Compound C group. *P < 0.05 vs. NC group；#P < 0.05 vs. DEACMP group；△P < 0.05 vs. HBO 

group. n = 12.

图3  HBO对各组大鼠海马组织中AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达的影响

Fig.3  The  influence of HBO on  the protein expression of AMPK，SIRT1 and PGC1α  in  the hippocampal  tissue of  rats  in each 

group
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3 讨论

DEACMP是ACOP最常见的并发症之一［10］，其

特征是在ACOP 2~60 d后出现认知功能障碍、人格

改变、精神障碍等神经和精神症状［11］。CO与血红

蛋白的亲和力比氧与血红蛋白的亲和力强200~300

倍，从而阻碍了氧的输送和利用，导致全身组织缺

氧［12］。中枢神经系统神经元尤其易受缺血和缺氧的

影响，缺氧可诱导神经元损伤和死亡，损害神经元

功能［13-14］。本研究通过构建DEACMP大鼠模型发现，

DEACMP大鼠海马组织出现神经元损伤，mNSS增

加，逃避潜伏期延长，血清IL-1β、TNF-α、IL-6水平及

细胞凋亡率升高，跨越平台次数减少，提示DEACMP

后缺氧导致细胞炎症反应，进一步引起神经元凋

亡，导致神经受损。

CO中毒的治疗包括从COHb中排出CO，补充氧，

以及一般支持治疗。HBO治疗可以加速COHb的消

除，常压下给予100%氧气后，COHb的消除半衰期 

（在室内空气中约为320 min） 缩短约5倍，能有效缓

解DEACMP患者的症状［15］。HBO在减轻缺血缺氧

损伤、减少炎症反应和细胞凋亡方面具有明确的作

用［4，16］。HBO治疗可有效改善DEACMP患者的认知

功能、日常行为能力、精神行为症状及整体状态变

化，改善患者预后［17］。本研究结果发现，HBO可降低

DEACMP大鼠炎症反应，改善神经元损伤，但其具体

分子机制尚不清晰。

AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路可介导线粒体

功能，通过调节多种生物学行为，减轻神经元损

伤［6，18］。研究［19］发现，激活AMPK/SIRT1/PGC1α信号

通路可通过拮抗氧化应激和维持线粒体功能，减

少神经元凋亡，改善七氟烷麻醉老龄大鼠的认知功

能，减轻神经元损伤。ELESAWY等［20］发现，依泽

替米贝通过激活AMPK/SIRT-1/PGC1α信号通路，增

强细胞自噬，减弱细胞凋亡，对鱼藤酮诱导的帕金

森病具有神经保护作用。另有研究［21］发现，小鼠产

前暴露于丙戊酸盐会导致焦虑和自闭症样行为，这

可能是由于AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路被抑制所

致。胡滨等［22］发现，川穹嗪通过上调偏头痛大鼠模

型的SIRT1/AMPK/PGC1α信号通路，抑制炎症反应，

减少神经元凋亡，改善神经元损伤。本研究发现，

DEACMP大鼠海马组织中AMPK/SIRT1/PGC1α信号

通路蛋白低表达，而HBO处理可激活AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路，改善大鼠神经元损伤，而AMPK抑

制剂可抵消上述保护效应，提示激活 AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路是HBO发挥神经保护作用的重要机

制。

综上所述，本研究发现，HBO可能通过激活AMPK/

SIRT1/PGC1α信号通路，改善DEACMP大鼠海马神经

元损伤，其具体机制有待进一步研究。
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