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[摘要] 目的　观察海水浸泡后创伤性脑损伤(TBI)小鼠运动功能和脑组织转录组学图谱的变化，探讨海水浸泡对

TBI的影响及其潜在机制。方法　将51只雄性C57/BL成年小鼠随机分为假手术组、TBI组和TBI+海水组，每组17只。在

损伤后1 d、3 d和7 d采用行为学测试(转棒和平衡木试验)检测小鼠耐力及运动协调能力的变化；于损伤后12 h和24 h进行

血脑屏障通透性检测[伊文思蓝(EB)染色]、脑组织病理检测(HE染色)；损伤后24 h采用Western blotting检测脑组织凋亡相

关蛋白Bcl-2和Bax的表达水平，进行脑组织转录组学检测并分析差异表达基因及其相关的信号通路。结果　损伤后1、3、

7 d的行为学测试显示，与假手术组和TBI组比较，TBI+海水组小鼠在转棒仪上的停留时间均明显缩短(P<0.001)，通过平

衡木的时间均明显延长(P<0.001)。EB染色结果显示，TBI+海水组EB渗透面积明显大于TBI组(P<0.05)；两组组内比较，

损伤后 24 h EB渗透面积均明显小于损伤后 12 h(P<0.05)。HE染色结果显示，与TBI组比较，TBI+海水组病理损伤加重。

Western blotting 检测结果显示，与 TBI 组比较，损伤后 24 h，TBI+海水组小鼠损伤区域脑组织 Bax 表达水平明显增高

(P<0.05)，而Bcl-2表达水平明显降低(P<0.05)。转录组学分析显示，与TBI组比较，TBI+海水组损伤区域脑组织有 625个

基因存在差异表达(P<0.05)，且p53相关基因和自然杀伤细胞相关基因的表达量均明显增高(P<0.05)；自然杀伤细胞免疫

调节、淋巴细胞免疫调节和细胞因子-细胞因子受体结合等通路显著富集(P<0.05)。结论　海水浸泡可促进TBI小鼠受损神

经细胞凋亡，导致小鼠运动协调能力和耐力受损，其机制可能与p53介导的内源性凋亡和自然杀伤细胞介导的免疫调节

有关。
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brain inury (TBI) by seawater immersion, and to explore its potential mechanism. Methods　A total of 51 male C57/BL adult mice were 

randomly divided into sham surgery group, TBI group and TBI+seawater group (17 mice in each group). Behavior tests (rotating bar and 

balance beam tests) were performed at 1 d, 3 d and 7 d after injury to detect the changes of endurance and motor coordination ability in 

mice. Blood-brain barrier permeability (Evans blue staining) and brain tissue pathological changes (HE staining) were detected at 12 h and 

24 h after injury. The expression levels of apoptosis-related proteins BCL-2 and Bax in brain tissues were detected with Western blotting 

24 h after injury, and carry out brain tissue transcriptomics detection and analyze the related differentially expressed genes and signal 

pathways. Results　Behavior tests showed that compared with the sham surgery group and TBI group, mice in TBI+seawater group had a 

significantly shortened time on the rotating bar (P<0.001) and spend a significantly prolonged time to pass through the balance beam

(P<0.001) on 1 d, 3 d, and 7 d after injury. Evans blue staining showed that the EB permeation area of TBI+seawater group was significantly 

larger than that of the TBI group (P<0.05), and the EB permeation area at 24 h after injury was significantly smaller than that at 12 h after 

injury in both groups (P<0.05). HE staining results showed that the pathological damage in TBI+seawater group was worsened compared 

with TBI group. Western blotting results showed that 24 h after injury, the expression of Bax in TBI+seawater group was significantly 

increased (P<0.05) while the expression of Bcl-2 was significantly decreased (P<0.05) in injured brain tissue compared with TBI group. 

Transcriptomic analysis showed that there were 625 differentially expressed genes in the injured brain tissue of TBI+seawater group 

compared with TBI group (P<0.05), and the expression levels of p53-related genes and natural killer cell-related genes were significantly 

increased (P<0.05). Pathway enrichment analysis showed that natural killer cell immune regulation, lymphocyte immune regulation, and 

cytokine-cytokine receptor binding pathways were significantly enriched (P<0.05). Conclusions　 Seawater immersion can promote 

apoptosis of damaged neural cells in TBI mice, leading to impaired motor coordination and endurance in mice. Endogenous apoptosis 

mediated by p53 and immune regulation mediated by natural killer cells may be associated with this phenomenon.

[Key words] traumatic brain injury; seawater; transcriptome; natural killer cell; tumor protein 53

创伤性脑损伤(traumatic brain injury，TBI)是一种

急性发展并可造成中枢神经系统不可逆性损伤的全球

性疾病，发病率约700/10万，并呈逐年上升趋势[1-3]。

在海上作业及海战条件下，TBI伤员可能面对海水浸

泡的环境。由于海水的特殊作用，如低温、高盐

(3.1%~3.4%)、 高 pH(8.0~8.4) 及 高 渗 透 压 (1250~
1350 mOsm/L)等，导致 TBI 的病理生理过程更为复

杂，使其防治面临更多难题[4-7]。以往针对海水浸泡+
TBI的研究显示，细胞凋亡的发生可使神经功能显著

下降[8-10]。本研究以神经科学领域广泛应用的C57小

鼠作为研究对象，观察海水浸泡对TBI小鼠运动协调

性、耐力以及脑神经组织病理损伤的影响，并基于基

因转录组图谱的变化特征探讨其潜在靶点与作用机

制，为海上环境TBI的救治研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器　转棒仪(意大利 Ugo Basile 公
司)；控制性脑皮质损伤 (controlled cortical impact，
CCI) 仪 ， KCl、 CaCl2、 NaCl、 MgSO4、 MgCl2、

NaBr、NaHCO3(分析纯) (美国 Sigma Aldrich 公司)；
电泳仪(美国Bio-Rad公司)。
1.2　实验动物与分组　51 只 10 周龄 SPF 级雄性

C57BL/6J 野生型小鼠，体重 20~22 g，购自斯贝福

(北京)生物技术有限公司[实验动物生产许可证号：

SCXK(京)2019-0010]。随机分为假手术组、TBI组和

TBI+海水组，每组 17只。实验动物饲养于 SPF级动

物实验室内鼠笼架[苏州猴皇动物实验设备科技有限

公司(规格：PEI)，SYXK(军)：2019-0004]中。实验

动物饲养单位为军事医学研究院军事认知与脑科学

研究所，研究方案经军事医学研究院实验动物中心

动物实验室实验动物管理与使用委员会审查批准

(IACUC-DWZX-2022-566)。动物饲养和实验过程中

均按照实验动物使用的3R原则给予人道关怀。

1.3　动物模型制备与各组小鼠处置　

1.3.1　人工海水的配制　按照国家海洋局第三海洋

研究所提供的海水配方，配制的海水盐浓度为

3.00%~3.55%。实验所用海水的主要指标：渗透压

(1250.00±11.52) mOsm/L， 钾 离 子 浓 度 (10.88±
0.68) mmol/L，钠离子浓度(630.00±5.33) mmol/L，氯

离子浓度(658.80±5.25) mmol/L。主要成分(mmol/L)：
NaCl 443.66，CaCl2 12.70，MgSO4 27.54，NaBr 0.81，
MgCl2 25.76， KCl 9.73， NaHCO3 2.40。 pH 值 约

为 8.2。
1.3.2　假手术组　小鼠按序号标注，完全麻醉后进

行去骨瓣手术，在此过程中持续监测其体温，确保

维持在37 ℃。若需要，将动物置于恒温毯上以保持

体温稳定。去骨瓣手术完成后，缝合头皮切口，待

生命体征平稳后，将小鼠放回其所在动物房继续

饲养。

1.3.3　TBI 组　小鼠按顺序编号，完全麻醉后实施

去骨瓣手术，持续监测体温并使其维持在37 ℃。使

小鼠呈俯卧位，头部固定于小动物立体定向仪上，

备皮后乙醇消毒，沿中线剪开1 cm头皮，分离骨膜，

暴露出人字缝、冠状缝和矢状缝。于冠状缝后方
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2 mm、中线旁开左侧 2 mm 处用牙科钻开出直径

5 mm的骨窗，注意勿伤及下方组织。然后转移固定

至 CCI 仪中进行 TBI 损伤制备，以深度 1 mm、速度

3.5 m/s、滞留时间 500 ms 进行 TBI 造模。需要时置

小鼠于复温毯上以保持体温恒定。缝合头皮切口，

待生命体征平稳后，放回动物房继续饲养。

1.3.4　TBI+海水组　TBI+海水组小鼠在 TBI 组处置

的基础上，暴露一侧大脑半球皮质，将输液器导管

末端部分用剪刀剪两个侧孔，侧孔面向损伤区域脑

组织，缝合皮肤切口中间部分，于脑表面形成两端

开放的皮下隧道，人工海水流经隧道，使损伤区域

脑组织持续浸泡30 min。余处置与TBI组相同。

1.4　行为学测试　每组取8只小鼠进行行为学测试。

1.4.1　转棒实验检测小鼠的耐力　在实验前3 d，先

将转棒仪以 10 r/min 恒速运行，对小鼠进行训练，

3次/d，每次间隔1 h，每次运行300 s。训练起始时，

小鼠易掉落，将小鼠再次放回转棒仪上，直至训练

结束。第 3天训练时，将可在转棒仪上停留 150 s 左
右的小鼠入组。小鼠在转棒仪上停留的时间越长，

提示其耐力越强。

1.4.2　平衡木实验检测小鼠的运动协调和平衡能

力　取一根长1 m、直径17 mm的圆柱状平衡木，将

小鼠置于平衡木起始段，其后放一强光束发射器，

根据小鼠喜阴暗的特点，诱导其爬行至终点暗箱；

之后让其休息 30 s，开始下一段训练。每天训练

3次，直至小鼠可以0.2~0.3 m/s的速度自行无停顿地

通过平衡木。TBI 伤后 1 d、3 d 和 7 d 验收结果，记

录小鼠从平衡木起始段到达终端所需的时间。耗时

越短，提示小鼠运动协调能力越好。

1.5　小鼠脑组织病理学检查

1.5.1　伊文思蓝(Evans-blue，EB)染色检测血脑屏障

通透性　每组取 3只小鼠用于EB染色，检测损伤后

12 h 及 24 h 血脑屏障通透性的变化。于小鼠死亡前

1 h尾静脉注射100 μl EB染液，处死后取脑组织，采

用 Image J软件分析损伤区域EB染料浸润面积。

1.5.2　HE染色观察小鼠脑组织病理形态　取损伤后

24 h 小鼠脑组织，每组 3 只，通过 4% 组织固定液固

定、蔗糖梯度脱水、石蜡包埋等步骤制备石蜡切片，

然后行HE染色，于全景扫描机下进行扫描，观察小

鼠脑组织病理形态学改变。

1.6　Western blotting检测小鼠脑组织B细胞淋巴瘤-2
(B-cell lymphoma-2，Bcl-2)蛋白和 Bcl-2 相关 X 蛋白

(Bax)表达水平　取损伤后 24 h 小鼠，每组 3 只，收

集脑损伤区域组织(1 g左右)，用裂解液裂解后置于

匀浆机上匀浆，冰上静置 15 min，待反应充分后离

心，取蛋白上清液以BCA法测定各蛋白总浓度，加

6×上样缓冲液，金属浴 10 min 变性。每条泳道上样

30 μg进行SDS-PAGE电泳，转膜2 h，封闭1 h。用兔

抗 Bcl-2、Bax 和 β-actin 一抗(1∶1000)4 °C 孵育过夜，

次日用HRP标记的二抗(1∶5000)室温孵育 1 h，采用

ECL 化学发光法显色。显影后，对原始胶片进行扫

描，通过 ImageJ 定量分析 Bax、Bcl-2 的相对表达量，

取Bax/Bcl-2的比值衡量样本间的凋亡情况。

1.7　转录组学分析小鼠脑组织差异表达基因和信号

通路　损伤后 24 h，取 4只TBI组小鼠和 5只TBI+海
水组小鼠的脑组织于液氮中保存，送至北京青莲百

奥生物科技有限公司进行转录组学检测。获取结果

后，通过R-package DEseq2以P<0.05和|log2变化倍数|
>1 为 标 准 对 其 进 行 差 异 性 分 析 。 随 后 使 用

ClusterProfiler 对 差 异 基 因 进 行 基 因 本 体 (Gene 
Ontology，GO)和 KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes)富集分析，筛选出差异明显(P<0.05)的
信号通路。基因集富集分析 (Gene Set Enrichment 
Analysis，GSEA)采用Broad Institute开发的GSEA软件

完成，nPerm=1000。
1.8　统计学处理　采用GraphPad Prism 8软件进行统

计分析并制图。计量资料均符合正态分布，以x±s表
示，多组间比较采用单因素方差分析 (one-way 
ANOVA)，进一步两两比较采用Turkey检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　海水浸泡对小鼠运动协调能力和耐力的影响　

平衡木实验与转棒实验结果显示，与假手术组和

TBI 组比较，损伤后 1、3、7 d，TBI+海水组小鼠通

过平衡木的时间均明显延长(P<0.001，图 1A)，在转

棒仪上停留的时间均明显缩短(P<0.001，图1B)。
2.2　海水浸泡对小鼠神经元凋亡相关蛋白表达的影

响　Western blotting 检测结果显示，与 TBI 组比较，

损伤后 24 h，TBI+海水组小鼠脑组织中促凋亡蛋白

Bax 与抑凋亡相关蛋白 Bcl-2 表达量的比值明显升高

(P<0.05，图2)。
2.3　海水浸泡对小鼠脑组织病理损伤的影响　EB染

色结果显示，TBI+海水组EB渗透面积明显大于TBI
组(P<0.05)；两组组内比较，损伤后 24 h EB 渗透区

域的面积均明显小于损伤后12 h(P<0.05，图3A)。
HE 染色结果显示，损伤后 24 h，TBI 组和 TBI+

海水组小鼠损伤区域脑组织缺损，蛛网膜和皮质连续

性破坏；与TBI组比较，TBI+海水组小鼠脑组织结构

损伤明显加重，坏死面积明显增大，胞周出现大量空

泡，呈弥漫性分布，伴有严重的神经元死亡缺失和反

应性胶质化，神经元结构排列紊乱，血管周围间隙明

显扩大(图3B)。
2.4　海水浸泡后小鼠脑组织转录组学差异表达基因
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分析　比较 TBI 组和 TBI+海水组小鼠脑组织转录组

学图谱的差异，得到 625 个差异表达基因(312 个基

因上调，313 个基因下调，P<0.05)，其中所标注的

基因参与了细胞凋亡或自身免疫调节(图 4A)。基因

聚类结果有明显差异(P<0.05，图 4B)。GO富集结果

显示，自然杀伤(natural killer，NK)细胞免疫调节、

细胞死亡及淋巴细胞免疫调节等免疫功能相关的通

路显著上调，基因丝组装、微管运动调节及纤毛运

动调节等与细胞增殖相关的通路显著下调(P<0.05，
图5A)。KEGG富集结果显示，差异表达基因主要参

与了补体与凝血级联反应、细胞因子-细胞因子受体

结合和神经激活配体-受体结合等通路，且这些通路

之间有着共同的基因差异表达，发生相互作用

(图5B)。
2.5　p53家族介导的内源性凋亡参与海水加重TBI小
鼠神经元损伤的过程　采用GSEA软件(Broad Institude)
进行基因组学分析显示，海水浸泡后 TBI 小鼠的脑

神经细胞凋亡过程受 p53 家族调控(图 6A)。对其相

关基因表达量进行聚类分析，结果显示，TBI+海水

组的脑神经组织p53相关基因表达明显增高(P<0.05，
图6B)。
2.6　基因集富集分析结果　通过 MsigDB 数据库筛

选出免疫相关的基因通路进行基因集富集分析，结

果显示，NK 细胞相关的免疫调节与 TBI+海水组关

系更密切(P<0.05，图 7A)。对各组小鼠脑组织中NK
细胞相关的基因表达量进行聚类分析，结果显示

TBI. 创伤性脑损伤；A．平衡木实验；B.转棒实验；与假手术组比较，(1)P<0.001；与TBI组比较，(2)P<0.001

图1　海水浸泡对TBI小鼠运动协调能力和耐力的影响

Fig.1　Effects of seawater immersion on motor coordination and endurance of TBI mice

TBI. 创伤性脑损伤；Bcl-2. B细胞淋巴瘤-2蛋白；Bax. Bcl-2相关X蛋白；A. Bax、Bcl-2表达水平；B. Bax与Bcl-2的比值；与假手术组比

较，(1)P<0.05；与TBI组比较，(2)P<0.05

图2　海水浸泡对TBI小鼠神经元凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax表达的影响(n=3)
Fig.2　Effects of seawater immersion on the expression of neuronal apoptosis related proteins (Bcl-2 and Bax) in TBI mice (n=3)
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TBI+ 海 水 组 表 达 水 平 明 显 高 于 TBI 组 (P<0.05，

图7B)。

3　讨　　论

TBI+海水浸泡常见于海战、海上作业等特殊环

境下，因海水独特的理化性质，可使TBI的病理生理

过程更加复杂。海水高渗、高钾、高钠的特点可使

TBI损伤区域离子通道异常开放，进而导致神经细胞

水肿，释放毒性神经递质，加剧脑组织的损伤程

度[6]；高pH的特点可加重TBI损伤组织血管上皮的损

TBI. 创伤性脑损伤；A. 伊文思蓝染色结果(n=3)；B. 损伤后24 h 脑组织病理损伤情况(HE，n=3)；与损伤后12 h比较，(1)P<0.05；与

TBI组比较，(2)P<0.05

图3　海水浸泡对TBI小鼠脑组织病理损伤的影响

Fig.3　Effects of seawater immersion on the pathological damage of brain tissue in TBI mice

TBI. 创伤性脑损伤；A. 差异表达基因的火山图(黄色代表上调的基因，蓝色代表下调的基因)；B. 差异表达基因的聚类分析热图

(|log2 fold change|>1，P<0.05)

图4　海水浸泡后TBI小鼠脑组织差异表达基因

Fig.4　Differential gene expression in brain tissues of TBI mice caused by seawater immersion
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A. GO富集分析结果；B. KEGG富集分析结果(下方连线示存在基因集共表达基因)

图5　海水浸泡TBI小鼠脑组织差异表达基因的GO和KEGG富集分析

Fig.5　GO and KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes in brain tissues of TBI mice caused by seawater immersion
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伤，引发内皮细胞胞质晶体渗透压增高，进而诱发钙

超载，激发神经系统的炎性反应，加速神经细胞的死

亡进程，导致神经功能缺损。本研究结果显示，海水

浸泡可明显降低TBI小鼠的运动协调能力和耐力，破

坏血脑屏障的完整性和通透性，加重浸泡区域脑组织

的病理损伤，而p53蛋白相关的凋亡通路与NK细胞

介导的免疫调节可能参与了海水浸泡诱发的损伤

过程。

海水浸泡可导致TBI的伤死率和致残率增高。既

往研究显示，TBI后神经功能缺失是神经元凋亡的结

果，而海水浸泡加重神经功能缺失是否是由凋亡介导

尚不清楚。Bax是细胞质中的凋亡相关蛋白，可诱导

线粒体膜通透性增高，释放c-fos等凋亡相关因子，促

进细胞凋亡的发生；Bax可与抑凋亡蛋白Bcl-2结合形

成异二聚体，影响其发挥清除氧自由基、恢复线粒体

膜电势等功效。Bax和Bcl-2是p53家族介导凋亡的常

见标志物。本研究的平衡木试验和转棒试验结果显

示，海水浸泡可明显降低TBI小鼠的运动协调能力和

耐力，Western blotting检测结果也显示海水浸泡可显

著增加凋亡相关蛋白Bax/Bcl-2的比值，提示海水浸

泡后神经功能缺损可能是由于细胞凋亡加重所致。

p53 基因是一种抑癌基因，与神经元凋亡有重要关

联[11]。Xu等[12]在TBI中发现，p53的表达呈时间依赖

性增高，且p53的激活可诱发线粒体代谢异常，释放

细胞色素 C 等，促进胱天蛋白酶(Caspase)的级联反

应，诱导神经元发生凋亡。肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor，TNF)-α等炎性因子与 p53 关系密切，

Shao等[13]发现，p53家族是TNF-α作用于TBI的关键

枢纽。本研究转录组学结果显示，p53介导的内源性

凋亡参与了海水浸泡后的TBI，提示p53可能是海水

浸泡促进TBI神经细胞凋亡的关键分子，可激活凋亡

相关通路，促进受损神经元发生凋亡，进而导致机体

神经功能受损。

血脑屏障是由脑微血管内皮细胞(brain micro-
vascular endothelial cell，BMEC)之间的紧密连接等构

成的天然免疫屏障，可阻挡外周免疫细胞的流入，维

持中枢神经系统的免疫稳态[14]。NK细胞是一种天然

免疫细胞，既往研究显示其主要在抗感染方面发挥作

用，近年来随着对TBI研究的深入，发现其与TBI也
有重要联系[15-16]。Kong 等[17]报道，人体外周循环的

NK 细胞数量与 TBI 的严重程度呈负相关；Al Nimer
等[18]报道，相比于正常对照组，TBI组损伤区域脑组

织NK细胞数量显著增高，提示TBI早期NK细胞可

释放促炎因子，趋化同类免疫细胞穿过血脑屏障到达

损伤区域，发挥炎症效应，对中枢神经系统造成损

害。在本研究中，经海水浸泡后TBI小鼠血脑屏障通

透性在损伤早期明显增高，导致外周免疫细胞进入中

枢神经系统发挥免疫效应，破坏中枢神经系统的免疫

稳态，进一步加重了损伤区域脑组织的病理损伤；脑

组织的转录组中NK细胞免疫调节通路显著富集，提

示海水浸泡后外周NK细胞可透过血脑屏障促进炎性

效应。此外，本研究还显示，凋亡和免疫相关富集通

路的基因表达产物水通道蛋白 11(aquaporin 11，
AQP11)上调，提示其可能是海水浸泡TBI 早期脑水

肿发生的关键调节因子之一。
综上所述，本研究结果显示，海水浸泡可增加

TBI. 创伤性脑损伤；A. 基因集富集分析(FDR<0.05，P<0.05)；B. p53家族相关差异基因表达量(|log2fold change|>1，P<0.05)

图6　p53家族对海水浸泡致TBI小鼠神经元内源性凋亡通路的调节

Fig.6　Endogenous apoptotic pathways regulated by p53 family in neurons of TBI mice with seawater immersion
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TBI小鼠血脑屏障的通透性，加重损伤区域脑组织的

病理损伤，导致机体神经功能下降；p53介导的内源

性凋亡和NK细胞介导的神经系统免疫调节可能与之

相关。海水浸泡加重TBI小鼠神经细胞损伤的关键靶

点和相关机制及免疫微环境的组成尚待进一步研究。
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