
• 新技术新方法 •

高原脑水肿小鼠模型的建立与鉴定*
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【摘要】  目的　建立高原脑水肿（high altitude cerebral edema, HACE）动物模型， 探寻能导致明显HACE临床表征的

海拔条件，为进一步研究HACE的发病机制和干预策略奠定基础。方法　选取8周龄雄性BALB/c小鼠，分为对照组

（Control）和HACE组。Control组常压常氧处理（10只）；HACE组置于低压低氧舱内，模拟4 000 m、5 000 m、6 000 m海拔高

度，分别处理6 h、12 h、24 h、48 h、72 h，每个海拔高度每时点处死10只。HE染色观察脑组织形态学改变，以选择合适的模

拟海拔建立显著的HACE模型并鉴定造模结果。HACE模型鉴定方法：称重检测脑水肿，Evans blue（EB）检测血脑屏障

（brain-blood barrier, BBB ）通透性、免疫荧光染色检测细胞凋亡情况。结果　 海拔4 000 m和5 000 m时无小鼠死亡，海拔

6  000 m时小鼠死亡率为12.2%。HE染色显示脑组织形态和结构在海拔4  000 m无明显改变；在海拔5  000 m的48 h、

72 h组可见少许脑细胞水肿。海拔6 000 m构建的HACE模型最为显著，各组HE染色均出现脑细胞体积增大、肿胀，以24 h、

48 h、72 h为甚，并出现细胞排列紊乱、间隙增大及核固缩；模型鉴定示海拔6 000 m构建的HACE模型小鼠脑水肿和EB通

透率12 h后增加，各时点无明显细胞凋亡。结论　用低压低氧舱模拟海拔6 000 m（气压47.19 kPa、氧分压9.73 kPa）可有效

建立HACE模型。
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【Abstract】   Objective　To  establish  an  animal  model  of  high-altitude  cerebral  edema  (HACE),  to  explore  the

altitude and oxygen partial pressure conditions that can lead to obvious clinical manifestations of HACE, and to lay the

foundation  for  further  research  of  the  pathogenic  mechanisms  and  intervention  strategies  of  HACE. Methods　Male

BALB/c mice of 8 weeks old were randomly assigned to Control and HACE groups. The Control group (n=10) was treated

with normobaric and normoxic conditions, while the HACE groups were placed in hypobaric hypoxic (HH) chambers for

the  durations  of  6  h,  12  h,  24  h,  48  h  and  72  h,  respectively,   receiving  treatments  of  simulated  HH  conditions  at  the

altitudes of 4 000 m (n=10 for each group receiving different durations of HH treatment), 5 000 m (n=10 for each group

receiving different  durations of  HH treatment),  and 6 000 m  (n=10 for  each group receiving different  durations of  HH

treatment).  HE  staining  was  performed  to  observe  the  morphological  changes  of  the  brain  tissue  and  the  appropriate

simulated altitude conditions were selected accordingly for the construction and evaluation of the best HACE model. The

HACE model was evaluated in the following ways, the mouse brain was weighed and the cerebral edema was measured

accordingly,  Evans  blue  (EB)  was  injected  to  determine  the  permeability  of  the  blood-brain  barrier  (BBB),  and  the  cell

apoptosis was determined by immunofluorescence staining. Results　There were no deaths in the groups treated with the

HH conditions of the altitudes of 4 000 m and 5 000 m, while the mortality in the 6 000 m altitude treatment groups was

12.2%. HE staining showed no significant changes in brain morphology or structure in the group receiving HH treatment

for the altitude of 4 000 m. A small amount of brain cell edema was observed in the groups receiving 48 h and 72 h of HH

treatment  for  the  altitude of 5 000 m.  The groups  receiving HH treatment  for  the  altitude of 6 000 m demonstrated the

most  prominent  modeling  effect.  HE  staining  showed  increased  volume  and  swelling  of  brain  cells  in  all  the 6 000 m

groups, especially in the 24 h, 48 h and 72 h treatment groups. In all the 6 000 m groups, cell arrangement disorder, gap

enlargement, and nuclear contraction were observed. Evaluation of the modeling effect demonstrated that, in the HACE

mice model constructed with the HH conditions for the altitude of 6 000 m, cerebral edema and EB permeability increased 
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after  12  h  HH  treatment  and  there  was  no  obvious  apoptosis  in  the  modeling  groups  receiving  different  durations  of
treatment. Conclusion　The  HACE  model  can  be  established  effectively  by  simulating  conditions  at  the  altitude  of
6 000 m (the atmospheric pressure being 47.19 kPa and the oxygen partial pressure being 9.73 kPa) with a HH chamber.

【Key words】　　Altitude sickness　　High-altitude cerebral edema　　Blood-brain barrier　　Hypobaric
hypoxia

  

急性高原病（acute  high a l t i tude disease/acute

mountain sickness, AMS）是指由平原进入高原或由高原

进入更高海拔地区时，人体在数小时至数天内对低压低

氧不适应，引起代偿功能失调后出现的一类高原疾病，其

患病率与海拔呈正相关，海拔2  500～3  000 m患病率为

29.5%，海拔4  000～4  500 m患病率为40%～60% [ 1 ]。

AMS发病诱因不明确，有研究提示与进驻高海拔的速

度、劳动强度、气温、上呼吸道感染、紧张焦虑等因素有

关[2-4]。临床上AMS分为轻型和重型，轻型是指急性轻症

高原反应（acute mild altitude disease, AMAD），重型包括

高原肺水肿（high altitude pulmonary edema, HAPE）和高

原脑水肿（high-al t i tude cerebral  edema,  HACE）。

H A C E是A M S发展最终的结果，致死率高，在海拔

4  0 0 0  m以下很少发生，海拔4  0 0 0  m以上患病率为

0.5%～1.5%[1]。HACE无特异临床表现，病情进展迅速，

病程1～2 d内可出现昏迷，甚至死亡。

建立稳定的动物模型是明确HACE的发病机制进而

降低患病率和死亡率的基础，常用的建立HACE模型的方

法有以下三种：一、应用低压低氧舱，有研究报道应用此

方法模拟海拔6 000 m（大气压46.7 kPa，氧浓度6%～7%），

24 h内小鼠的脑水含量和血脑屏障通透率明显增加，同

时出现脑组织的严重损伤[5]；二、高原实地模型建立；三、

低压低氧结合力竭运动，研究显示此法比单纯应用低压

低氧舱更易引起HACE，且其所需模拟的海拔高度更低[6]。

到目前为止，尚无通用且有效的HACE动物模型建立方

法，为此本研究拟采用低压低氧舱建立HACE动物模型，

着重探寻能导致明显HACE临床表征的海拔与氧分压条

件，为进一步研究HACE的发病机制和干预策略奠定基础。

 1     材料与方法

 1.1    实验动物

本研究通过西藏大学伦理审查委员会批准（批件编

号：2023SQ008)。实验动物选取8周龄BALB/c雄性小鼠

200只，体质量（21.935±0.244） g，购自成都达硕动物实验

有限公司，执行号SCXK（Chuan）2020-0030。

 1.2    主要试剂及仪器

试剂：生理盐水、体积分数4%多聚甲醛、异氟烷、石

蜡、不同浓度的酒精、无水乙醇、苏木素、1%盐酸、

0.1%～0.5%伊红、2% Evans blue（EB）、二甲苯、rTdT孵

育缓冲液、标准的柠檬酸钠盐（SSC）、磷酸盐缓冲液

（PBS）。仪器：模拟海拔高度真空舱（南京天辰有限公司，

HE-ZK-500）、低压氧舱（南京天辰有限公司，XF-3CL）、

麻醉仪（Matrx 公司）、动物电子秤。

 1.3    实验分组和模型建立

将200只BALB/c雄性小鼠随机分为Control组和

HACE组，Control组常压常氧处理，HACE组置于低压低

氧舱内，模拟4 000 m（大气压61.64 kPa，氧分压12.7 kPa）、

5 000 m（大气压54.02 kPa，氧分压11.1 kPa）、6 000 m（大气

压47.18 kPa，氧分压9.73 kPa）海拔高度以建立HACE模

型，HACE实验小鼠分别处理6 h、12 h、24 h、48 h、72 h，

先观察一般情况，测量体质量，后取出脑组织行HE染色

以鉴定其形态学改变，通过不同HACE组小鼠的脑水肿形

成情况以确定HACE模型构建的海拔高度。造模过程中

若出现小鼠死亡则进行递补，HACE组每个海拔、每时点

各选取10只小鼠（共150只），Control组选取10只小鼠进入

后继实验。HE染色观察脑组织形态学改变，以选择合适

的模拟海拔建立显著的HACE模型并鉴定造模结果。

HACE模型鉴定方法：称重检测脑水肿，Evans blue（EB）检

测血脑屏障（brain-blood barrier, BBB ）通透性、免疫荧光

染色检测细胞凋亡情况。

 1.4    小鼠脑组织形态学检查（HE染色）

取Control组和各海拔HACE组小鼠，麻醉后的各小

鼠仰卧位固定，剪开胸腔，使心脏充分暴露；用眼科镊将

心脏轻轻托起，用注射器针尖刺入左心室缓慢注射生理

盐水，心脏隆起时剪开右心耳，继续推注生理盐水（约

20 mL）至流出的液体变清亮后更换为充满体积分数

4%多聚甲醛的注射器，继续推注至四肢和尾部僵直、肝

脏变白；迅速取出脑组织，使其浸泡于体积分数4%多聚

甲醛中4 ℃固定72 h。矢状位后约6 mm切除固定的脑组

织，冠状位以前囟和视交叉连线前约2 mm处切除前面的

脑组织，放入石蜡包埋盒中，用水洗去除多余的多聚甲

醛；进行梯度脱水、二甲苯透明、再行HE染色、光学显微

镜采集图片。

 1.5    脑水肿检测

取Control组和海拔6000 m HACE组小鼠，用异氟

烷麻醉后取出脑组织，用电子秤测量脑湿质量并记录
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（精确到0.1 mg），后用恒温干燥箱100 ℃烘干脑组织，

测量脑干质量（两次质量差不大于0.2 mg，即为脑干质

量）。Elliot't formula法测量脑质量，以脑质量间接反映

的脑水肿情况。脑质量计算公式为：（脑湿质量－脑

干质量）/脑湿质量×100%。由于小鼠在低压低氧舱内

食欲降低且舱内温度较高导致脱水，故小鼠体质量出

现明显降低。因此，在计算脑水含量时，不能忽略体

质量改变对其结果的影响，在采用Elliot't formula法计

算脑湿质量时并未将体质量作为校正因素，因而本研

究采用脑湿质量（实验后）/体质量（实验后）的比值来

间接反映脑水肿情况。

 1.6    BBB通透性实验

取Control组和海拔6 000 m HACE组小鼠，经尾静脉

注入约50 μL 2%EB，注射后约30 min可见小鼠眼睛、四肢

皮肤呈现蓝色，待EB在血液循环1 h 后麻醉小鼠，迅速剪

断并取出脑；将脑组织置于1.5 mL的离心管中，加入甲酰

胺溶液1 mL，用眼科剪将脑组织充分剪碎；加盖避光置于

54 ℃水浴箱中，放置24 h后1 000×g，离心15 min；取上清

液1～2 μL，用分光光度测620 nm处吸光值(A值)，同时测

定已知不同梯度标准EB的A值，绘制标准曲线，根据标准

曲线计算出待测样品的EB含量。结果以每克脑组织中

EB含量计算（μg/g）。

 1.7    TUNEL染色

取Control组和海拔6 000 m HACE组小鼠脑组织石蜡

切片进行免疫荧光检测，观察不同时间点大脑皮质细胞

凋亡情况。PBS冲洗切片5 min，重复3次；画阻水圈并去

除切片和组织内的液体，随后在各组织中加入100 μL

rTdT孵育缓冲液覆盖，放入湿盒避光，在湿盒底部放入适

量水，在37 ℃水浴箱中处理60 min；加入足量ddH2O稀释

的2×SSC，室温放置15 min以终止反应；PBS洗涤5 min，重

复3次。切片擦干后加入DAPI，ddH2O清洗切片，每次

5 min，重复3次；擦干多余水分；加荧光猝灭剂后盖上盖

玻片后在荧光显微镜下观察。凋亡指数计算方法为每张

切片中凋亡细胞数占正常细胞数的百分比（每张切片至

少数500个细胞）。

 1.8    统计学方法

x̄± s

用倒置显微镜对HE染色切片观察并采集图像，并由

两名有资历的病理医师随机选取10个高倍视野进行独立

阅片后用分光光度计测光密度值，酶标仪采集EB荧光含

量；荧光图像由两名有资历的医师进行判读并使用Image

J分析。计量资料以  表示，资料符合正态分布、方差

齐性，两组间比较采用t检验；资料符合正态分布、方差不

齐，两组间比较用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计

学意义。

 2     结果

 2.1    一般资料

海拔4 000 m时HACE组各时点均无小鼠死亡，刺激

反应、活动度及进食量均无明显改变，体质量较

Control组无明显差异，表明小鼠能耐受模拟海拔4 000 m

的低压低氧环境。海拔5  000 m时HACE组小鼠也无死

亡，但刺激反应和活动度稍降低，进食量减少，48 h和72 h

处理组小鼠的体质量分别同Control组相比减轻（P<

0.05），可见小鼠在模拟海拔5 000 m的低压低氧环境下出

现了缺氧症状，且随处理时间的延长，症状越重。在海拔

6 000 m时小鼠出现死亡（死亡率为12.2%），存活小鼠的刺

激反应、活动度及进食量明显降低，表现为呼吸急促，且

随低压低氧处理时间的逐渐延长体质量明显减轻，6 h组

小鼠的体质量与Control组比较，差异无统计学意义（P>

0.05），其余各处理组小鼠的体质量分别同Control组比

较，差异有统计学意义（P<0.05），以24～72 h组最明显，表

明在模拟海拔6 000 m的低压低氧环境下出现了明显的缺

氧症状，见表1。
 

表 1    不同海拔梯度的小鼠不同处理时间点体质量变化情况

Table 1    Difference in the body mass of mice receiving hypobaric
hypoxic (HH) treatment for different altitudes for different
periods of time

 

Time Control group
(n=10)

HACE group

4 000 m# 5 000 m# 6 000 m#

0 h 21.935±0.244  − 　　　 − 　　　 −

6 h − 21.433±0.367 21.567±0.476 20.767±1.035

12 h − 21.567±1.098 21.067±0.216 19.583±0.700**

24 h − 22.500±0.548 20.333±0.516 18.242±0.692**

48 h − 22.500±0.834 20.333±1.211* 17.267±0.963**

72 h − 22.667±0.516 20.333±0.516* 17.983±0.697**

x̄± s　The data are expressed by . # n=10 for each group receiving different
durations of treatment. * P<0.05, ** P<0.05, vs. Control group.
 

 2.2    不同海拔小鼠脑组织形态学改变（HE染色）

HE染色观察发现，与Control相比，海拔 4000 m时

HACE组小鼠脑的形态和结构无明显改变；海拔5 000 m

处理6 h、12 h、24 h时HACE组小鼠脑的形态和结构无明

显改变，48 h、72 h时可见脑细胞水肿、细胞间隙扩大及

血管扩张；在海拔6 000 m各时点均可见HACE组小鼠脑

细胞排列紊乱、细胞水肿、细胞间隙扩大、血管扩张和核

固缩，以24 h、48 h、72 h组尤为明显（图1），可见在海拔

4 000 m HACE发生率低，海拔6 000 m较海拔5 000 m脑水
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肿出现时间早且程度重。

 2.3    模拟海拔6 000 m建立并鉴定小鼠HACE模型

由以上结果可见海拔6 000 m较海拔4 000 m、5 000 m

更易形成脑水肿，遂本研究选择模拟海拔6  000 m建立

HACE模型并鉴定造模结果。

 2.3.1    脑水肿检测

 2.3.1.1    Elliott formula法测量脑质量

Control组的脑质量（0.807±0.042）与海拔6000 m

HACE的6 h组（0.833±0.023）、12 h组（0.828±0.010）、

48 h组（0.830±0.017））、72 h组（0.808±0.042）脑质量比较

差异均无统计学意义（P>0.05）（图2），说明用此方法反映

HACE脑水肿情况时，各HACE组无明显改变。

 2.3.1.2    脑水含量/实验后体质量

由于Control组（0.033±0.005）与海拔6 000 m HACE各

组分别比较，6 h组（0.037±0.005）差异无统计学意义（P >

0.05）；12 h组（0.043±0.005）、24 h组（0.045±0.005 ）、48 h组

（0.048±0.004 ）、72 h组（0.048±0.005）差异有统计学意义

（P < 0.05）（图3），说明低压低氧舱处理时间≥12 h后，脑水肿

形成。

 2.3.2    BBB通透性改变

从鼠尾静脉注射EB染色剂后小鼠眼珠和四肢变蓝

（图4），表明EB注射成功。≥12 h后EB浓度显著增加，说

明海拔6  000 m建立的HACE模型，BBB通透率在实验后

12 h增加。Control组A值（5.930±1.753）分别同海拔

6 000 m HACE各组比较，6 h组（7.571±0.722）差异无统计

 

4 000 m

6 h

12 h

24 h

48 h

72 h

5 000 m
HACE group

6 000 m

Control group

 
图 1  HE染色观察不同海拔HACE小鼠脑组织形态学改变

Fig 1  H&E staining was performed to observe the morphological changes
of the brain tissue in HACE mice receiving HH treatment for
different altitudes

Black arrows show cell edema, while red arrows show nuclear shrinkage.

Scale, 50 μm.
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图 2  海拔6 000 m HACE小鼠脑质量变化（Elliot't formula法）

Fig 2  Changes in the brain dry weight and wet weight of HACE mice
receiving HH treatment for 6 000 m altitude (Elliott formula)

n=10.
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图 3  海拔6 000 m HACE小鼠脑水肿变化趋势

Fig 3  Changes in brain wet weight in HACE mice receiving HH
treatment for 6 000 m altitude

BWC is brain water content; BW is the body weight after the experiment.

n=10. * P<0.05, ** P<0.01, vs. Control group.

 

A B
 
图 4  海拔6 000 m HACE小鼠Evans blue注射前后小鼠四肢及眼珠变化

Fig 4  Changes in the limbs and eyes of 6 000-m treatment HACE mice
injected with Evans blue (EB) before and after injection

A shows that the eyes of the mice were red, and the tail and limbs were pink

before injection. B shows that the eyes, the tail, and the limbs of the mice after EB

injection have turned blue, indicating that EB has been successfully injected into

the blood circulation.
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学意义（P>0.05），而12 h组（9.552±1.954）、24 h组

（11 .590±2 .478）、48  h组（11 .790±2 .560  ）、72  h组

（11.400±2.620）差异有统计学意义（P<0.05）（图5）。
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图 5  海拔6 000 m HACE小鼠Evans blue通透性试验

Fig 5  Permeability test with Evans blue in HACE mice receiving HH

treatment for 6 000 m altitude
n=10. * P<0.05, ** P<0.01, vs. Control group.

  

 2.4    TUNEL染色检测大脑皮质细胞凋亡

用石蜡切片进行免疫荧光检测观察不同时间点大脑

皮质细胞凋亡情况，发现模拟海拔6 000 m建立HACE模

型时，各时间点均无明显的凋亡，凋亡指数在各组间差异

无统计学意义（图6）。

 3     讨论

急性高原病最常见于海拔2 500 m及以上，但少数极

易感个体在海拔2  500 m以下时也可发生。现今约有

1.4亿人居住在高海拔地区 [7]，青藏高原是我国最主要的

高海拔地区，海拔3 000 m以上世居人口达6 000万人[8-9]。

随着经济的发展和国防建设的需要，越来越多的人进入

高海拔地区，因而 AMS和HACE的发病率逐年升高。

建立有效稳定的HACE动物模型并进行研究，是降低

HACE发病率和死亡率的关键基础。低压低氧是高原地

区最显著的气候特点，使用低压低氧舱建立动物模型是

目前最常用的研究方法。多数学者模拟的海拔高度在

7 000～8 000 m，但生活在海拔5 000 m以上尤其进驻6 000 m

以上人群更少，因此本研究模拟海拔最高限值定为

6  000 m。由于4  000 m以下HACE发病率低，下限定为

4 000 m，从而设置3个海拔梯度（4 000 m、5 000 m、6 000 m）。

另外在缺氧缺血研究中发现雄性较雌性更易引起脑损

伤 [ 1 0 ]，所以本次研究选用雄性BALB/c小鼠作为研究

对象。

本次研究发现海拔4 000 m小鼠脑组织形态和结构无

明显改变，小鼠在舱内一般情况良好，在海拔5 000 m时小

鼠呼吸频率稍增快，对刺激反应减弱，活动度和进食量降

低，体质量降低，处理48 h、72 h脑组织出现细胞水肿、细

胞间隙扩大及血管扩张等形态学改变，表明在海拔5 000 m

小鼠出现明显的缺氧症状和脑损伤，这与杨晓文等[11]的

研究结果相符。在海拔6 000 m小鼠呼吸频率明显增快，

对刺激反应、活动度、进食量及体质量明显下降，在处理

12 h后体质量下降最显著，这与HUANG等[5]的研究结果

一致。另外在6 000 m海拔各实验点的脑组织均可见细胞

排列紊乱、脑细胞水肿、细胞间隙扩大及血管扩张，甚至

可见核固缩等变化，尤以24 h、48 h、72 h组的形态学变化
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图 6  免疫荧光检测海拔6  000 m HACE小鼠大脑皮质细胞凋亡情况

(×200)   

Fig 6  The apoptosis of cerebral cortex cells of HACE mice receiving HH
treatment for 6 000 m altitude was determined by immunofluorescence
(original magnification×200)

n=10.
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更显著，这与常鹏飞等[12]的研究报道一致。本研究发现

在海拔4  000 m时小鼠未发生明显的脑水肿，表明小鼠

HACE患病率在海拔4 000 m以下较低，而WU等[13]的研究

显示 HACE主要发生在海拔4 205～4 568 m，其患病率为

0.26%，这可能与不同物种对缺氧易感性不同所致。在海拔

6 000 m HACE模型研究中未见Wistar或SD大鼠的死亡报

道，而本实验发现在海拔6 000 m小鼠死亡率为12.2%，在

低压低氧12～24 h时死亡率最高，达10.57%，这可能与不

同种属动物对低压低氧的耐受性不同有关。童世君等[14]

的研究发现人类HACE的总死亡率为14.29%，在非高原习

服人群死亡率高达19.04%；SINGH等[15]和DICKISON[16]

研究发现HACE死亡率分别为13%和12.8%，可见HACE在

人类具有较高的致死率，且与本研究中海拔6 000 m小鼠

高死亡率的结果较一致。

郭平等[17]报道SD大鼠置于模拟海拔4 000 m的低压低

氧舱内，进行力竭运动2 d，再将海拔升至8 000 m低压低

氧处理3 d，发现脑水含量较正常组明显升高；郭文静[18]

报道Wistar大鼠置于模拟海拔5 000 m、6 000 m低压低氧

舱内处理24 h、48 h后脑组织含水量较海拔1 500 m明显

升高，而此次研究中海拔6 000 组小鼠脑组织含水量无明

显升高，三者检测方法均采用Elliot't formula法，分析结果

不同的原因可能为：第一，低压低氧处理时间不同，前两

者的研究中低压低氧处理时间较长；第二，实验动物的种

属不同，对低压低氧易感性不同；第三，郭平等[17]的研究

中除使用低压低氧舱处理外，还结合了运动，加大了机体

的耗氧量，故加重了脑水肿的程度。另外在本次实验中

小鼠呼吸频率增快，处于过度通气状态，伴食欲降低，体

质量下降，加之舱内温度较高，故小鼠有不同程度的脱

水，从而影响了脑湿质量的检测结果。基于此，本实验进

一步采用：脑湿质量（实验后）/体质量（实验后）比值来间

接反映脑水肿情况，发现处理12 h后脑水肿增加，48 h后

增加更显著。HUANG等[5]同样采用这一方法，发现模拟海拔

6 000 m C57BL/6小鼠于12 h后脑水含量明显增加，这与本

次结果一致。

HACE病理生理复杂，HACKETT等[19]研究证实血管

源性脑水肿和细胞毒性脑水肿均参与了HACE的形成，

其中多数研究者发现血管源性脑水肿是HACE发生的中

心环节[20]，BBB结构破坏引起通透性增高可导致高原性脑

水发生，本次实验发现EB通透性于12 h后明显增高，这与

GLOOR等[21]的研究结果一致。本次实验中HACE小鼠脑

组织无明显凋亡发生，HACE发病可能与细胞凋亡无关。

综上所述，应用低压低氧舱模拟海拔6 000 m可建立

稳定且有效的HACE小鼠模型，为进一步研究相关机制提

供参考。
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