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　 　 【摘要】 　 目的　 观察不同介入时间的高压氧治疗对脑出血大鼠出血灶周围缺氧诱导因子￣１α (ＨＩＦ￣
１α)表达的影响ꎮ 方法　 采用胶原酶诱导法建立雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脑出血模型ꎬ将 １８５ 只大鼠按照随机数字

表法分为正常组(５ 只)、假手术组(６０ 只)、脑出血对照组(６０ 只)和高压氧治疗组(６０ 只)ꎮ 高压氧治疗组

再按不同的介入治疗时间分为 ６ ｈ 组、１ ｄ 组、２ ｄ 组和 ３ ｄ 组 ４ 个亚组ꎬ每组 １５ 只ꎮ 高压氧治疗压力

２.０ ＡＴＡꎬ稳压吸氧 ６０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎮ 所有大鼠均饲养在相同环境中ꎬ正常组和脑出血对照组不进行特殊

治疗ꎮ 正常组大鼠于饲养 ３ ｄ 后处死ꎬ其余各组分别于高压氧治疗 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 后断头取脑ꎬ每个时间点各

５ 只ꎮ 用免疫组化法测定 ＨＩＦ￣１α 的表达ꎮ 结果　 正常组大鼠脑组织 ＨＩＦ￣１α 吸光度值为(０.０７２５±０.０６４)ꎮ
与正常组和假手术组组间比较ꎬ脑出血对照组和高压氧治疗组术后各介入点的 ＨＩＦ￣１α 吸光度值均较高

(Ｐ<０.０５)ꎮ 与脑出血对照组同时间点比较ꎬ高压氧术后 ６ ｈ、１ ｈ 介入点的 ＨＩＦ￣１α 吸光度值较低ꎬ且持续至

治疗 ３ ｄ、５ ｄꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与高压氧治疗组术后 ６ ｈ 比较ꎬ高压氧治疗组术后 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ
介入点的 ＨＩＦ￣１α 吸光度值较高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　 高压氧治疗可以减少出血灶周围

ＨＩＦ￣１α 表达ꎬ且介入时间以 ６ ｈ 为佳ꎮ
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　 　 脑出血(ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎬ ＩＣＨ)是指原发的非外力

因素引起的脑实质内出血ꎬ在急性脑血管病中约有 ２０％ ~ ３０％
为脑出血患者ꎬ死亡率与致残率较高[１] ꎮ 脑水肿常伴随出现在

脑出血性疾病的整个病理生理过程ꎬ是 ＩＣＨ 后继发脑组织损伤

的关键因素ꎬ是导致患者死亡和遗留神经功能障碍的主要因素

之一[２￣３] ꎮ 如何减轻脑水肿成为脑出血治疗的关键[４] ꎮ 缺氧诱

导因子￣１α(ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ￣１αꎬＨＩＦ￣１α)广泛存在于哺

乳动物和人类细胞的核蛋白中ꎬ其主要作用是参与缺氧因子表

达的调控[５￣６] ꎮ 作为转录因子ꎬＨＩＦ￣１α 可以激活多种靶基因的

转录和翻译ꎬ提升组织细胞对缺血缺氧的适应能力[７] ꎮ 董静

等[８]研究发现ꎬ在高血压脑出血患者中ꎬＨＩＦ￣１α 的表达与脑水

肿的程度密切相关ꎬＨＩＦ￣１α 能够促进脑水肿的发生ꎮ
高压氧治疗脑出血患者的疗效确切ꎬ可明显改善脑出血患

者血肿周围脑血管的微循环ꎬ改善出血灶周围脑组织中血管的

舒张与收缩功能ꎬ从而增加脑组织的氧含量ꎬ促进患者受损神

经功能的恢复ꎬ提高脑出血患者的临床治疗效果ꎬ改善患者预

后ꎬ提高生存质量ꎬ但其具体的作用机制尚不清楚[９￣１０] ꎮ 有研究

报道ꎬ对脑出血大鼠进行高压氧预处理或出血后行高压氧治

疗ꎬ均可通过调节水通道蛋白￣４( ａｑｕａｐｏｒｉｎ￣４ꎬＡＱＰ￣４)减轻脑水

肿ꎬ且早期介入治疗效果较好[１１] ꎮ 本研究采用胶原酶诱导法建

立雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脑出血模型ꎬ研究在不同时间点介入高压氧

对大鼠出血灶周围 ＨＩＦ￣１α 表达的影响ꎬ以探寻高压氧治疗减

轻脑出血后脑水肿的可能作用机制ꎬ并为寻找高压氧介入治疗

脑出血的最佳时机提供依据ꎮ

材料与方法

一、实验仪器及试剂

大鼠脑立体定向仪(美国产)、ＹＣ３２００ / ２２ＶＩＩ 型高压氧舱

(中国烟台产)、尖头改锥(自制)、Ⅶ型胶原酶(美国 Ｓｉｇｍａ 公司

产)、兔抗大鼠多克隆 ＨＩＦ￣１α 抗体(中国博奥森生物工程有限

公司产)、免疫组化试剂盒及 ＤＡＢ 显色试剂盒(中国产)、医用

光学显微镜及 ＢＸ４１ 显微照相仪(日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司产)ꎮ
二、实验动物与分组

选取成年健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １８５ 只(造模失败者已除

外)ꎬ体重(２５０±２０)ｇꎬ由河北医科大学动物实验中心提供ꎬ分笼

饲养于河北医科大学第二医院神经病学实验室动物房内ꎬ以标

准饲料喂养并饮用自来水ꎮ １８５ 只大鼠于相同环境中饲养 ３ ｄ
后ꎬ按照随机数字表法分为正常组(５ 只)、假手术组(６０ 只)、脑
出血对照组(６０ 只)和高压氧治疗组(６０ 只)ꎮ 脑出血对照组与

高压氧治疗组再按不同的高压氧治疗介入时间分为 ６ ｈ 组、１ ｄ
组、２ ｄ 组、３ ｄ 组 ４ 个亚组ꎬ每组 １５ 只ꎮ

三、大鼠脑出血模型制备

参照参考文献[１２]ꎬ采用胶原酶Ⅶ定位注射诱导大鼠尾壳

核脑出血模型ꎬ见图 １ꎮ 大鼠称重后ꎬ用注射器将 １０％水合氯醛

(０.４ ｍｌ / １００ ｇ)注射入腹腔内麻醉ꎬ保证手术操作期间大鼠有

自主呼吸ꎮ 将大鼠俯卧位固定于立体定位仪上ꎬ使前后囟位于

同一水平ꎬ头顶常规备皮消毒ꎬ于颅正中矢状切开头部皮肤约

１.５ ｃｍꎬ盐水棉球擦拭使前囟清晰显露ꎬ依据立体定位图谱进行
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表 １　 各组大鼠术后不同时间点介入高压氧的 ＨＩＦ￣１α 吸光度值比较(ｘ－±ｓ)

组别　 　 　 例数 高压氧治疗 １ ｄ 高压氧治疗 ３ ｄ 高压氧治疗 ５ ｄ

正常组 ５ ０.０７２５±０.０６４ － －
假手术组

　 术后 ６ ｈ ５ ０.０７７４±０.００６６ ０.０８０３±０.００５９ ０.０７７２±０.００７２
　 术后 １ ｄ ５ ０.０７８０±０.００５８ ０.０７９０±０.００５７ ０.０７４５±０.００５１
　 术后 ２ ｄ ５ ０.０８０１±０.００７２ ０.０７７４±０.００５９ ０.０７４１±０.００５５
　 术后 ３ ｄ ５ ０.０７８９±０.００７０ ０.０７５５±０.００７５ ０.０７４０±０.００５０
脑出血对照组

　 术后 ６ ｈ ５ ０.１８３５±０.００９９ａｂ ０.３５５６±０.０１１５ａｂ ０.３２５０±０.０１０３ａｂ

　 术后 １ ｄ ５ ０.２５０１±０.０１４４ａｂ ０.３４２３±０.０１６３ａｂ ０.３１８６±０.０１５０ａｂ

　 术后 ２ ｄ ５ ０.３５１０±０.０１２３ａｂ ０.３２８２±０.０１３０ａｂ ０.２９３１±０.０１５０ａｂ

　 术后 ３ ｄ ５ ０.３４０４±０.０１５７ａｂ ０.３２３８±０.０１１０ａｂ ０.２９１３±０.０１０６ａｂ

高压氧治疗组

　 术后 ６ ｈ ５ ０.１４９８±０.０１１１ａｂｃ ０.１７５５±０.０１０５ａｂｃ ０.１６７７±０.０１１１ａｂｃ

　 术后 １ ｄ ５ ０.１７５５±０.０１０４ａｂｃｄ ０.２３５７±０.０１６３ａｂｃｄ ０.１７８８±０.０１０６ａｂｃｄ

　 术后 ２ ｄ ５ ０.３４１±０.０１６６ａｂｄ ０.３１６４±０.０１８１ａｂｄ ０.２８５０±０.０１２８ａｂｄ

　 术后 ３ ｄ ５ ０.３３７５±０.０１８０ａｂｄ ０.３１４７±０.０１２５ａｂｄ ０.２８４５±０.０１６５ａｂｄ

　 　 注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与假手术组同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与脑出血对照组同时间点比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与高压氧治疗组术后 ６ ｈ 比较ꎬｄＰ<
０.０５

定位ꎬ于前囟后 １ ｍｍ、矢状线右侧 ３ ｍｍ 处(尾壳核定位处)ꎬ以
尖头改锥钻 １ 个直径约 １ ｍｍ 的小孔ꎬ深达骨膜ꎮ 将含有 ０.４ Ｕ
胶原酶Ⅶ的 ２ μｌ 生理盐水微量注射器垂直固定于立体定位仪

上ꎬ使针头与小孔在同一直线上ꎬ进针约 ６ ｍｍ(尾壳核位置)ꎬ
然后缓慢匀速推注 ５ ｍｉｎꎬ留针 １０ ｍｉｎꎬ缓慢出针 ５ ｍｉｎꎬ共
２０ ｍｉｎꎮ 骨蜡封住颅孔ꎬ缝合皮肤切口ꎬ再次消毒创处ꎬ置于空

笼内待大鼠苏醒ꎮ

　 　 注:采用胶原酶Ⅶ制作大鼠脑出血模型并于 ６ ｈ 后处死ꎬ可见

右侧基底节区有明显血肿形成

图 １　 大鼠右侧基底节区出血灶大体标本

假手术组模型手术操作过程同脑出血大鼠模型的制作ꎬ定
位于大鼠尾壳核的位置ꎬ将固定于定位仪上的微量注射器缓慢

下降ꎬ进针深度为 ６ ｍｍꎬ缓慢推注 ２ μｌ 生理盐水ꎬ约 ５ ｍｉｎꎬ封
针 １０ ｍｉｎꎬ缓慢拔出针头约 １０ ｍｉｎꎮ 进针孔用骨蜡封闭ꎬ缝合切

口ꎬ将术后的大鼠放于笼内ꎮ
大鼠脑出血模型制备后 ６ ｈ 观察大鼠行为学变化ꎬ采用

Ｌｏｎｇａ 评分法[１３]进行评分:０ 分ꎬ无体征ꎻ１ 分ꎬ不能完全伸展进

针对侧肢体(左侧)ꎻ２ 分ꎬ进针对侧肢体瘫痪ꎬ向进针对侧转圈ꎬ
有追尾现象ꎻ３ 分ꎬ不能站立向进针对侧倾倒ꎻ４ 分ꎬ有意识障

碍ꎮ ２ 分以上认为造模成功ꎮ

四、高压氧治疗

术后 ６ ｈꎬ高压氧治疗组大鼠确定造模成功后ꎬ按不同的介

入时间(６ ｈ、１ ｄ、２ ｄ、３ ｄ)放入高压氧舱内进行吸氧治疗ꎮ 将动

物置入特制木箱中(为便于观察动物、上盖为玻璃)ꎬ箱底设供

氧管入口ꎬ对角箱底设出气口ꎬ采用直排式给氧ꎬ流量为

１０ Ｌ / ｍｉｎꎬ实验前给氧 ５ ｍｉｎ 后在出气口测得氧浓度为 ９０％ꎮ
将木箱置于舱内ꎬ压力设定为 ２. ０ ＡＴＡꎬ加压 ３０ ｍｉｎꎬ稳压

６０ ｍｉｎꎬ减压 ３０ ｍｉｎꎬ匀速加、减压ꎬ速率约为 ０.０１ ＭＰａ / ｍｉｎꎬ每
日 １ 次ꎮ 通过观察窗观察舱内动物行为ꎮ 脑出血对照组、假手

术组及正常组不进行高压氧治疗ꎮ
五、ＨＩＦ￣１α 的测定

正常组大鼠于饲养 ３ ｄ 后处死ꎮ 余各组分别于高压氧治疗

１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 后断头取脑ꎬ每个时间点各 ５ 只ꎬ经脑表面穿刺点冠

状切开标本ꎬ取穿刺点后 ３ ｍｍ 厚脑组织制备石蜡切片ꎬ采用免

疫组化法观察 ＨＩＦ￣１α 的表达ꎬ细胞膜或细胞浆呈棕黄色为阳性

细胞ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 全自动图像分析系统ꎬ测量每高

倍镜(１０×４０ 倍)视野内 ＨＩＦ￣１α 的吸光度ꎬ每只大鼠选择 ３ 张脑

组织片ꎬ每张切片选 ３~５ 个视野ꎬ计算各组的平均光密度值ꎮ
六、统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １３.０ 版统计学软件进行数据处理ꎮ 计量资料采

用(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ多组计量资料间的比较采用方差分析ꎬＰ<
０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

正常组大鼠脑组织 ＨＩＦ￣１α 含量较低ꎮ 与正常组和假手术

组组间比较ꎬ脑出血对照组和高压氧治疗组术后各介入点的

ＨＩＦ￣１α 吸光度值均较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与脑出血对照组同时间点比

较ꎬ高压氧术后 ６ ｈ、１ ｈ 介入点的 ＨＩＦ￣１α 吸光度值较低ꎬ且持续

至治疗 ３ ｄ、５ ｄꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与高压氧治疗组

术后 ６ ｈ 比较ꎬ高压氧治疗组术后 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ 介入点的 ＨＩＦ￣１α
吸光度值较高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 １ꎮ
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讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ假手术组大鼠脑组织中 ＨＩＦ￣１α 表达有

所增加ꎬ但与正常组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 脑出

血对照组和高压氧治疗组大鼠出血灶周围 ＨＩＦ￣１α 表达较正常

组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ与王爱岳等[１４] 研究结果相似ꎮ 分析其

机制ꎬ可能是出血后血肿的占位效应对周围组织造成机械性压

迫ꎬ导致血管应激反应性收缩、血液中活性因子释放及周围组

织脑血流下降ꎬ使血肿周围产生缺血缺氧半暗带ꎬ进而诱导

ＨＩＦ￣１α 表达增加ꎮ 有研究发现ꎬＨＩＦ￣１α 与肿瘤抑制因子 ｐ５３
结合ꎬ可以激活促凋亡的 Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 通路ꎬ进而诱导

细胞凋亡ꎻ而高压氧治疗则可通过减少 ＨＩＦ￣１α 蛋白表达ꎬ抑制

其下游凋亡基因和水通道蛋白表达ꎬ阻断细胞凋亡途径ꎬ继而

减轻水肿形成[１５￣１８] ꎮ Ｌｉ 等 [１８]建立大鼠脑梗死模型ꎬ建模 １ ｈ
后给予治疗组高压氧治疗ꎬ对照组不给予高压氧治疗ꎬ分别于

６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、９６ ｈ、７ ｄ 后处死ꎬ通过免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 等方法测定 ＨＩＦ￣１α 及神经细胞凋亡基因的变化ꎬ发现

治疗组大鼠脑梗死灶周围 ＨＩＦ￣１α、ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ￣９、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表

达较对照组减少ꎬ提示早期介入高压氧治疗可以抑制 ＨＩＦ￣１α
蛋白表达、减少神经细胞凋亡ꎮ Ｚｈｕｏ 等[１９] 研究发现ꎬ脊髓损伤

后６ ｈ介入高压氧可以改善大鼠的运动功能ꎬ抑制脊髓损伤组织

ＨＩＦ￣１α 表达ꎮ 本研究结果显示ꎬ脑出血后 ６ ｈ 介入高压氧治

疗ꎬ大鼠出血灶周围 ＨＩＦ￣１α 的表达水平较低ꎬ其机制可能是早

期介入高压氧改善了血肿周围脑血管的微循环及出血灶周围

血管的舒缩功能ꎬ改善了缺血半暗带的供血、供氧情况ꎬ抑制了

低氧环境诱导 ＨＩＦ￣１α 表达[１４] ꎮ
综上所述ꎬ早期介入高压氧治疗可以抑制出血灶周围组织

中的 ＨＩＦ￣１α 表达ꎬ减轻脑水肿ꎬ其介入时间以 ６ ｈ 为佳ꎮ 本研

究的不足之处为仅用免疫组化法观察高压氧治疗对 ＨＩＦ￣１α 表

达水平的影响ꎬ观察指标比较单一ꎬ在后续的研究中将进一步

改进ꎮ
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