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高溶氧水对急性缺氧小鼠的保护作用
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摘要：为了研究高溶氧水对急性缺氧小鼠脑组织的保护作用，该研究将 80只 SPF级雌性昆明种小鼠随机分为对照组和高溶氧水

组，处理 30 d后随机分为 4组，每组 10只，其中三组用于测定常压缺氧实验、亚硝酸钠中毒实验和急性脑缺氧实验的存活时间；剩

余 20只常压缺氧死亡后迅速摘取脑组织，检测其HIF-1α、VEGF的含量，HIF-1α、VEGF及AMPK的蛋白相对表达量和mRNA水

平。与对照组相比，高溶氧水组三种缺氧实验的存活时间均被延长，延长率分别为 6.79%、28.02%、10.83%，该组HIF-1α（P<0.05）

和VEGF（P<0.01）含量均明显减少，HIF-1α、VEGF蛋白表达量出现下调（P<0.05），HIF-1αmRNA水平增加（P<0.01）。研究结

果表明，高溶氧水可以在急性缺氧时促进细胞组织通过消耗HIF-1α来快速适应缺氧，同时调节HIF-1α的转录过程，多向发挥耐缺氧

作用。结论：短期饮用高溶氧水对急性缺氧小鼠的脑组织具有保护作用。
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Abstract: To investigate the protective effect of highly oxygenated water on the brain tissue of acutely hypoxic mice, 80 female Kunming

mice of SPF level were randomly divided into the control and the highly oxygenated water groups. After 30 days of treatment, they were

randomly divided into four groups with 10 mice in each group, respectively, of which three groups were used to determine the survival time in

the atmospheric hypoxia experiment, sodium nitrite poisoning experiment, and acute cerebral hypoxia experiment. Additionally, brain tissue

samples from the remaining 20 decapitating after atmospheric pressure hypoxia died, to detect the contents of HIF-1α and VEGF, the levels of

protein expression, and mRNA of HIF-1α, VEGF, and AMPK. The results show that, compared to the control group, the survival time of the

three hypoxia experiments in the highly oxygenated water group was extended by 6.79%, 28.02%, and 10.83%, respectively. Furthermore, there

was a significant reduction in the content of HIF-1α (P<0.05) and VEGF (P<0.01), and the protein expression of HIF-1α and VEGF was

down-regulated (P<0.05). Moreover, HIF-1α mRNA levels significantly increased (P<0.01). These results suggest that intake of highly

oxygenated water can promote the rapid adaptation of cells and tissues to hypoxia by consuming HIF-1α during acute hypoxia, at the same time

regulate the transcription process of HIF-1α, and exert a multi-directional hypoxia tolerance effect. Conclusion: Short-term consumption of

highly oxygenated water has a protective effect on the brain tissue of acutely hypoxic mice.

Keywords: highly oxygenated water; mice; anti-hypoxia; HIF-1α;VEGF

缺氧（Hypoxia）是指组织氧气来源减少或不能充分利用氧而导致形态结构、功能代谢异常的病理过程[1]。人

体缺氧可能会引发一系列的级联反应，导致自由基的产生、线粒体功能被破坏等[2]。细胞和组织为适应低氧环境

而诱导血管生成、铁代谢和糖代谢相关基因表达，以维持细胞增殖和存活，这一过程称为缺氧应激（Hypoxic Stress）。
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除低氧外，镉、镍、钴等重金属、砷、细菌脂多糖及部分细胞因子也可引起缺氧应激[3]。缺氧应激与肿瘤的生长

和转移、心脑血管疾病和神经退行性病变等密切相关[4,5]。

介导缺氧应激的关键分子是缺氧诱导因子 1（Hypoxia Inducible Factor-1，HIF-1），由 HIF-1α和 HIF-1β两种

亚基组成。在氧饱和时，HIF-1α亚基被泛素-蛋白酶体水解复合体降解，细胞中含量较低；而缺氧状态下，HIF-1α
亚基降解将受到显著抑制[6,7]。血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor，VEGF）是成人血管发育和

血液、淋巴管功能的主要调节因子，在新生血管的形成中有着关键作用。在缺氧调节 VEGF的信号通路中，HIF-1α
起中枢作用，不仅使 VEGF的mRNA稳定性增加，还能增强其转录活性[8,9]。而丝氨酸/苏氨酸激酶 AMP-激活蛋

白激酶复合物（Serine/Threonine Kinase AMP-activated Protein Kinase，AMPK）主要通过参与抵抗能量应激和线粒

体损伤、协调自噬等维护线粒体健康并维持细胞稳态[10,11]，当处于缺氧环境时，机体可激活 AMPK-mTOR信号通

路以促进心肌细胞和脑组织修复[12]。

溶氧水是指通过专门的设备和工艺，使饮用水的含氧量高于普通水，达到 20 mg/L以上[13]。最新的证据表明，

通过饮水来摄入氧气可望在某些情况下控制体内氧水平，由于肠上皮水通道蛋白可将溶解氧吸收到循环中[14]；

Kwon等[15]发现，比普通饮用水含有更多氧气的水能够增加大鼠癫痫发作的阈值并预防缺氧导致的神经元损伤，

推测可能是含氧水能够诱导大鼠脑组织产生血液内富氧环境并减少氧化应激，但具体机制尚不明晰。病理性的缺

氧常采用高压氧或静脉输入高氧液，但这些方法不适用于运动后缺氧、高原环境等日常需氧场景。前述研究结果

为口服补氧的可行性提供了理论基础，且口服补氧相对于其他方式具有显著便捷性。此外，目前关于高溶氧水耐

缺氧作用的研究仍聚焦于验证其功能性或在某种疾病中的辅助作用，鲜少涉及具体的细胞分子和相关机制。故该

研究以高溶氧水为研究对象，利用三种缺氧实验和相关分子通路探讨高溶氧水对昆明种小鼠的耐缺氧作用及分子

机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

钠石灰，上海纳辉干燥试剂厂；凡士林，天津市致远化学试剂有限公司；亚硝酸钠，上海麦克林生化科技有

限公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司；AMPK、HIF-1α、VEGF、β-actin抗体，艾

博抗（上海）贸易有限公司；实时荧光定量 PCR检测试剂盒，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；ELISA试剂

盒，艾博抗（上海）贸易有限公司。

1.2 主要仪器与设备

JPSJ-606L型溶解氧测定仪，上海仪电科学仪器股份有限公司；YHS-1000型高溶氧混合机，四川氧之蓝水业

有限公司；Multiskan Go全波长酶标仪，赛默飞世尔科技公司；1658033蛋白电泳系统，伯乐生命医学产品（上

海）有限公司；ChemiDoc XRS+化学发光成像系统，伯乐生命医学产品（上海）有限公司；QuantStudio 3实时荧

光定量 PCR系统，赛默飞世尔科技公司。

1.3 高溶氧水的制备

家兔从肠道吸收氧气的研究表明：胃内应用的含氧水需要超过 45 mg/L才能将氧气输送到腹腔和门静脉[16]。

在一项临床试点研究中，Gruber等证明饮用含氧水（60 mg/L）会导致氧自由基的瞬时和适度增加，但长期饮用会

减弱这种影响且饮用含氧水 28 d对肝脏、血液和免疫系统均没有影响[17]。故该研究以纯净水和 99.9%的医用级别

氧气为原料，使用高溶氧混合机 YHS-1000 制备了含氧量约为 60 mg/L 的溶氧水，约为普通饮用水（氧含量

6~7 mg/L[18]）的 10倍。

1.4 实验动物饲养及分组

SPF级雌性昆明种小鼠，体重 18~22 g，由北京华阜康生物科技股份有限公司提供，动物合格证号：SCXK（京）

2019-0008。饲养于四川大学华西公共卫生学院动物实验中心SPF级动物房，动物实验伦理批准号：No. Gwll2024029。
实验过程中动物自由摄食和饮用高溶氧水或普通纯净水，12 h照明/12 h黑暗，室温 20~25 ℃，相对湿度 44%~70%。
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实验动物经适应性喂养后，随机分为缺氧实验组和缺氧对照组两组，实验组和对照组分别自由饮用高溶氧水和普

通纯净水 30天，每天下午 5点更换饮水并对其饮水量进行记录，每周称一次体重。第 31天进行 3项缺氧实验（每

组 10只），剩余 20只常压缺氧死亡后迅速摘取脑组织探究其相关分子变化水平。

1.5 实验方法

1.5.1 常压耐缺氧试验

将小鼠放入装有5 g钠石灰的250 mL磨口广口瓶内（每瓶1只），用涂有适量凡士林的瓶塞盖紧瓶口，立即计

时，以呼吸停止为死亡指标，观察并记录小鼠因缺氧而死亡的时间。

1.5.2 亚硝酸钠中毒存活试验

通过腹腔注射给予小鼠亚硝酸钠（200 mg/kg.bw），注射完毕立即计时，观察并记录小鼠死亡的时间。

1.5.3 急性脑缺氧试验

将小鼠逐只断头处死，处死后立即开始计时并记录从断头到张口喘气停止的时间。

1.5.4 ELISA法检测HIF-1α、VEGF的含量

设置标准品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品50 μL，样本孔中加入小鼠脑组织匀浆50 μL，空白

孔不加。标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶标记的检测抗体（HIF-1α、VEGF）100 μL，用封板膜封住

反应孔，37 ℃恒温箱温孵育60 min。弃去液体后加满洗涤液，洗板5次。每孔加入底物A、B各50 μL，37 ℃避光

孵育15 min后每孔加终止液50 μL，15 min内在450 nm处测定各孔的OD值。以所测标准品的OD值为横坐标，标准

品的浓度值为纵坐标绘制标准曲线，计算样品的浓度。

1.5.5 Western Blot检测AMPK、HIF-1α、VEGF的蛋白相对表达量

提取小鼠脑组织总蛋白，BCA法测定蛋白质浓度，煮沸变性10 min；取20 μg蛋白进行SDS-PAGE凝胶电泳后

将其转移至PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭后加入AMPK、HIF-1α、VEGF、β-actin抗体，4 ℃孵育过夜，充分洗涤后

加入二抗室温孵育2 h，曝光显影，采用image J软件分析蛋白条带灰度值，以β-actin为内参计算蛋白表达水平。

1.5.6 RT-qPCR检测mRNA相对含量

提取小鼠脑组织总RNA，再将RNA逆转录为cDNA，以β-actin为内参，根据试剂盒说明进行PCR反应，相对

表 达 量 采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 。 AMPK 正 向 引 物 ： 5'-GGCACACCCTGGATGAATTA-3' ， 反 向 引 物 ：

5'-ATTGGGTCGGCTTTGACTT-3'； HIF-1α正向引物： 5'-AGCCCTAGATGGCTTTGTGA-3'，反向引物：

5'-TATCGAGGCTGTGTCGACTG-3'；VEGF正向引物：5'-GCCAGCACATAGAGAGAATGAGC-3'，反向引物：

5'-CAAGGCTCACAGTGATTTTCTGG-3'；β-actin正向引物：5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'，反向引物：

5'-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3'。反应条件：95 ℃预变性2 min，95 ℃保持30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃扩

增1 min，40个循环，72 ℃保持5 min后终止反应。

1.5.7 实验数据统计

各个指标数据使用均数±标准差（xs）表示。使用SPSS 25.0进行统计分析，实验数据满足正态分布且方差

齐的要求，采用两独立样本t检验，方差不齐则采用Wilcoxon秩和检验进行统计分析，使用GraphPad Prism 8.0.2绘
制统计图。

2 结果与讨论

2.1 高溶氧水对小鼠体重的影响

摄入高浓度氧带来的第一个担忧可能是氧化应激，有研究表明[19]，过氧化产生的活性氧可以抑制成脂祖细胞

的增殖，尽管未观察到细胞凋亡，但由于缺乏组织更新，会导致成熟脂肪细胞肥大，而肥厚性肥胖通常被认为比

增生性更有害。活性氧还可以直接抑制呼吸，促进脂质积累。然而在该研究中，高溶氧水和纯水喂养 30天后小鼠

体重变化趋势如图 1所示。显示在实验过程中，两组小鼠的体重均正常增长，末期实验组（38.94 g）与对照组

（39.09 g）的体重无显著差异（P>0.05），表明饮用高溶氧水喂养对小鼠的脂质代谢没有明显的影响。
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图1 高溶氧水对小鼠体重的影响

Fig.1 Effect of highly oxygenated water on body weight in mice (n=30)

注：CG：对照组；TG：高溶氧水组；以下同。

2.2 高溶氧水对小鼠体重的影响

越来越多的研究显示[20]，氧化应激与高血糖有着不可分割的联系，而血糖升高伴随着渗透压的增加，同时肾

脏对水的重吸收减少导致渗透性利尿，随着水分的丢失，中枢神经系统将提示机体补充水分，最终造成多尿多饮

的现象。在该研究中，高溶氧水和纯水喂养 30天后小鼠饮水量变化如图 2所示，虽然变化趋势有所不同，但实

验组（46.03 mL）与对照组（44.39 mL）的饮水总量无明显差异（P>0.05），表明高溶氧水喂养不影响小鼠的正

常饮水。结合体重变化情况，表明高溶氧水喂养并未导致小鼠出现病理性氧化应激，一定程度上显示了其安全性。

图2 高溶氧水对小鼠饮水量的影响

Fig.2 Effect of highly oxygenatedwater on water intake in mice (n=30)

2.3 高溶氧水对小鼠缺氧实验存活时间的影响

高溶氧水对小鼠缺氧实验存活时间的影响如表 1所示，实验组小鼠缺氧实验存活时间较对照组小鼠均明显延

长（P<0.05），延长率分别为：6.79%、28.02%、10.83%，表明经高溶氧水干预后，小鼠脑组织中的氧储备水平

提高，且组织细胞对氧的利用更加充分，所以能显著延长小鼠的存活时间。常压缺氧实验、亚硝酸钠中毒实验和

急性脑缺氧实验是研究物质耐缺氧作用的常用实验，其中两项实验阳性即可认为其具有耐缺氧作用[21]，故认为高

溶氧水对急性缺氧小鼠具有耐缺氧保护作用。

表1 高溶氧水对小鼠缺氧实验存活时间的影响

Table 1 Effect of highly oxygenated water on survival time of mice hypoxic experiments (n=10)

项目
常压耐缺氧试验 亚硝酸钠中毒存活试验 急性脑缺氧试验

CG TG CG TG CG TG

存活时间/s 1 208.00±62.12 1 296.00±77.59* 993.60±195.10 1 272.00±270.40* 16.50±1.42 18.30±2.21*

延长率/% - 6.79 - 28.02 - 10.83
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注：*、**分别表示与对照组相比 P<0.05、P<0.01。

2.4 高溶氧水对小鼠脑组织中HIF-1α和 VEGF含量的影响

高溶氧水对小鼠脑组织中HIF-1α和VEGF含量的影响如图3所示。与对照组相比，高溶氧水组HIF-1α（P<0.05）
和VEGF（P<0.01）含量均明显减少，高溶氧水可以促进急性缺氧的组织细胞急剧动员和消耗存量HIF-1α和VEGF
以提供相对富氧环境，导致其含量减少。当脑组织处于缺氧状态时，神经胶质细胞通过分泌MMP-9增加血脑屏障

中血管内皮细胞的通透性，从而引发脑水肿，而HIF-1α可以通过调控VEGF来抑制MMP-9的表达，从而减轻脑水

肿症状[22]。高溶氧水处理后急性缺氧小鼠脑组织中HIF-1α和VEGF的含量均降低，提示高溶氧水的耐缺氧保护作

用可能与改善屏障功能、减轻脑水肿有关。该作用机制与砭贴处理预防急性低压低氧环境中大鼠脑组织损伤的机

制类似[23]。

图3 高溶氧水对小鼠脑组织中HIF-1α和VEGF含量的影响

Fig.3 Effects of highly oxygenated water on HIF-1α and VEGF content inmouse brain tissues (n=10)

注：*与对照组相比 P＜0.05；**分别表示表示 P＜0.01。

2.5 高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGF蛋白相对表达量的影响

高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGF蛋白表达量的影响如图 4所示。与对照组相比，高溶氧水

组 HIF-1α、VEGF蛋白表达量明显下调（P<0.05），与 ELISA法检测的 HIF-1α和 VEGF含量的变化情况一致。

两组的AMPK蛋白表达量无明显差异（P>0.05）。缺氧可以阻断 HIF-1α的羟基化，导致HIF-1过表达，HIF-1通
过与下游靶基因相结合来调节由缺氧诱导的炎症反应、细胞凋亡、氧化应激等病理过程，从而使细胞组织适应缺

氧环境[24]。在该研究中，通过 ELISA和Western Blot证实了高溶氧水在小鼠脑组织中发挥耐缺氧作用时加速了

HIF-1α的消耗。这与龙胆提取物和自由基清除剂依达拉奉的作用机制类似[25,26]，均是通过抑制HIF-1α信号通路，

减少下游促炎因子的表达，同时诱导脑细胞适应缺氧环境，减少脑缺氧对机体造成的损害。

图4 高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGF蛋白相对表达量的影响

Fig.4 Effects of AMPK, HIF-1α and VEGF protein relative expression in brain tissues of mice with high dissolved oxygen (n=3)

注：*与对照组相比 P＜0.05。
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2.6 高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGF mRNA相对含量的影响

高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGF mRNA水平的影响如图5所示。与对照组相比，高溶氧水组

AMPK和VEGF无显著变化（P>0.05），但HIF-1α mRNA水平明显升高（P<0.01），说明高溶氧水不仅有助于细

胞适应，还能激活转录以提供充足的HIF-1α，这和红景天耐缺氧研究的结果具有相似性，然而红景天是通过激活

大鼠脑组织中HIF-1α/microRNA210/ISCU1/2（COX10）信号通路来维持线粒体呼吸和下游功能，从而保护大鼠神

经元免受低压缺氧诱导的细胞凋亡[27]，高溶氧水是否具有类似的机制还有待研究。结合蛋白相对表达情况，当组

织处于低氧应激状态时，高溶氧水能够调节HIF-1α的转录过程以增加其表达量，从而加快促红细胞生成素、糖酵

解酶等蛋白产物的生成，促进氧气输送或调节代谢以适应外界的缺氧刺激[28]。HIF与AMPK的激活密切相关，

AMPK对能量应激条件下维持能量稳态中有关键作用，但该研究中AMPK的蛋白表达和mRNA水平均未出现明显

变化，表明在该实验条件下未激活AMPK及相关通路导致明显的能量紊乱，亦提示高溶氧水喂养30 d对小鼠脑组

织的能量平衡和线粒体功能无显著影响[10,11]，进一步验证了其安全性。但高溶氧水是否对能量紊乱有改善作用、

对HIF-1α合成、降解过程的影响及是否形成介导低氧信号的通路需要进一步阐明。

缺氧与高血糖的发生密切相关，细胞缺氧可导致线粒体功能障碍，从而加剧氧化应激和高血糖。富氧水可通

过提高动脉血氧水平，对高血糖诱导的线粒体损伤起到一定的保护作用，这可能是缓解Ⅱ型糖尿病症状的辅助手

段[29]。此外，缺氧条件下红细胞的增多可直接或间接引起尿酸增高，其与与痛风、肾结石、慢性肾脏病等有密切

关联[30]。Fang等[18]利用动物实验证明，与给予普通水的大鼠相比，给予含氧水的高尿酸血症大鼠的尿酸代谢异常

的情况得到显著改善，说明含氧水是具有高尿酸血症预防作用的饮品。有研究提出通过饮用富氧水不仅能增加胃

和十二指肠内的氧浓度，其中的氧气还可以扩散至其他腹部组织为肝门静脉系统的富氧环境提供物质基础[31]，进

一步证明了口服补氧的可行性。目前，红景天、人参、黄芪等中药及其提取物已被证实具有治疗缺氧的作用[32]，

但由于相关资源稀缺、提取困难等原因导致价格昂贵，难以广泛应用，而高溶氧水可以弥补这一缺陷，提供了一

种经济、方便且有效的补氧方式。

图 5 高溶氧水对小鼠脑组织中AMPK、HIF-1α和VEGFmRNA相对含量的影响

Fig.5 Effects of highly oxygenated water on AMPK, HIF-1α, and VEGFmRNA relative content in mouse brain tissues (n=10)

注：**表示与对照组相比 P＜0.01。

3 结论

该研究证明了高溶氧水对急性缺氧小鼠脑组织的保护作用并初步探索了可能机制。根据研究结果，高溶氧水

喂养后小鼠的体重和饮水量均无明显变化，表明其未对小鼠的代谢和生长情况造成不良影响。三项缺氧实验结果

均为阳性，且与对照组相比，高溶氧水使存活时间明显延长，提示高溶氧水能够显著提高小鼠的耐缺氧能力。高

溶氧水组小鼠脑组织中HIF-1α和VEGF的含量和蛋白相对表达量均明显减少，表明出现急性缺氧时，高溶氧水加

速了组织细胞消耗HIF-1α、VEGF以维持相对富氧环境。同时，高溶氧水将通过调节HIF-1α的转录过程以应对外

界缺氧刺激，多方向发挥耐缺氧作用。该研究验证了高溶氧水的耐缺氧作用并探索相关分子机制，为有补氧需求

的人群提供了便利，同时为高溶氧水作为食品应用于改善机体缺氧环境提供理论依据。
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