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摘要

目的：探讨高压氧对脑出血大鼠脑内血管新生的作用机制。

方法：将120只SD大鼠随机分为假手术组、脑出血组和高压氧组。采用组织切片HE染色显微镜下观察各组大鼠血

肿周围脑组织新生血管形成情况；采用免疫组织化学分析方法检测各组大鼠脑内缺氧诱导因子（HIF）1-α、血管内皮

生长因子（VEGF）的蛋白表达含量；采用荧光定量RT-PCR方法测定各组大鼠脑组织HIF1-α mRNA、VEGF mRNA

的表达水平。

结果：血肿周围脑组织切片经HE染色后光镜下观察可见，随着出血后时间延长，高压氧组血肿已基本吸收，较脑出

血组可见大量分布的血管样结构和微血管，新生血管数目明显增多，假手术组未见明显血肿及新生血管的病理改

变。脑出血组和高压氧组HIF1-α和VEGF蛋白表达在第 14、21、28天比较差异均有显著性意义（P＜0.01）。三组

（假手术组、脑出血组、高压氧组）比较，高压氧组HIF1-α mRNA、VEGF mRNA表达值分别高于脑出血组和假手术

组，HIF1-α mRNA在第14、21、28天时三组比较差异均有显著性意义（P＜0.05）；VEGF mRNA在第21、28天时三组

比较差异均有显著性意义（P＜0.05）。

结论：高压氧能增加脑出血大鼠脑内HIF1-α、VEGF蛋白和mRNA表达水平，促进新生血管形成，加快血肿吸收，改

善脑出血大鼠损伤神经功能，促进其康复。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of hyperbaric oxygen (HBO) on intracephalic angiogenesis in rats with in-

tracerebral hemorrhage (ICH).

Method: One hundred and twenty healthy SD rats were randomly divided into 3 groups as sham operation

group, ICH group and HBO group. The angiogenesis in brain tissue of rats in each group were observed by

HE staining. The protein expressions of hypoxia inducible factor 1-α（HIF1-α） and vascular endothelial growth

factor（VEGF） in rat's brain were measured by immunohistochemistry, while the mRNA expression levels of

HIF1-α and VEGF were determined using quantitative real-time PCR.

Result: A large number of vessel-like structures and microvessels were observed in perihematomal brain tissues

in HBO group, with a trend of significant increase of microvessel counts. There were significant differences in

HIF1-α and VEGF protein levels between HBO and ICH groups at the 14th, 21st and 28th days (P＜0.01);

Similarly, the expression levels of HIF1-α and VEGF mRNA in HBO group were significantly higher than that

in sham operation and ICH groups. At the 14th, 21st and 28th days, the expression levels of HIF1-α mRNA

in the 3 groups differed significantly from each other (P＜0.05). At the 21st and 28th days, the expression lev-
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脑出血（intracerebral hemorrhage, ICH）后新生

血管形成增加受损脑组织的供血供氧，有利于脑组

织修复[1]。高压氧（hyperbaric oxygen, HBO）可增加

脑组织的供氧，改善微循环，促进损伤组织血管再

生，促进神经功能恢复[2]。但国内外关于高压氧对脑

出血血管新生影响机制的研究较少，机制尚不清楚。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

健康清洁级 SD 大鼠（中南大学医学实验动物

中心提供），免疫组化染色试剂盒（武汉博士德），脑

内缺氧诱导因子（hypoxia inducible factor, HIF）-lα

抗体（Bioworld 公司），血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor, VEGF）抗体（Bioworld公

司），DAB 显色试剂盒（武汉博士德），dNTPs（Gen-

View 公司），随机引物（北京鼎国），动物实验氧舱

（武汉七零一），图像采集与分析系统（ChemiGenius

公司），荧光定量PCR仪（美国ABI），激光共聚焦显

微镜（Zeiss公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组：健康清洁级SD大鼠120只随

机分为假手术组、脑出血组、高压氧组，每组 40只。

分别于术后第4、7、14、21、28天随机抽取各组大鼠8

只进行各项检测，每组5只进行免疫组化实验；每组

3只进行荧光定量PCR实验。

1.2.2 造模：10%水合氯醛（400g/kg）经腹腔麻醉大

鼠后，将大鼠固定在鼠脑立体定位仪上，按无菌操作

原则局部消毒，手术刀纵向切开皮肤暴露颅骨，确定

前囟，参照文献中的实验方法 [3]，选择在前囟后

1.40mm，矢状缝向右3.20mm钻孔，以微量注射器缓

慢垂直进针 5.60mm，定位于近内囊的苍白球内，注

入 2.5μl以生理盐水配制的 0.2U/μl Ⅶ型胶原酶，匀

速将溶液 2min注完，留针 5min，退 0.50mm，再留针

5min后拔出针头，缝合皮肤并消毒。假手术组以同

样方法在此点注入等体积灭菌生理盐水。

1.2.3 高压氧处理：将高压氧组大鼠在模型制作3h

后置于动物舱内，关紧舱门，以5—8L/min氧流量均

匀变速加压，加压时间为 15min，当舱内压力达到

0.20MPa时开始稳压，稳压时氧浓度85%以上，稳压

60min后匀速减压，减压时间为 15min，总治疗时间

为 90min[4]。脑出血组和假手术组大鼠也置于动物

舱内90min，不加压，吸空气。三组大鼠均每日1次，

连续4d、7d、14d、21d、28d。

1.2.4 动物取材：大鼠经腹腔注射 10%水合氯醛

（400mg/kg）进行麻醉。大鼠仰卧位，在剑突下切开

一横切口，剪断两侧肋骨，充分暴露心脏，于心尖与

躯干纵轴成 45°—60°向上进针，待针头插入升主动

脉（同时钳夹腹主动脉），用止血钳固定针头，迅速剪

开右心耳。①组织学取材：快速滴入 37℃预热生理

盐水100ml，继以250ml灌注固定液灌入，先在5min

内快速滴入约100ml，余液在25min内滴完。剥开颅

骨，取全脑，去小脑，入前灌注液固定24h后，石蜡包

埋，切片机上连续切片，片厚约为5µm。②分子生物

学取材：快速滴入 4℃预冷生理盐水 100ml，断头开

颅取脑，将脑组织置于冰盘上焦碳酸二乙酯

（DEPC）水处理的培养皿上，分离右侧脑组织，取以

苍白球（血肿）为中心的基底核部分脑髓质约100mg

置于冻存管中，浸入液氮后，转移至-80℃保存备用。

1.2.5 HE染色：切片脱蜡至水，梯度酒精脱水，苏木

精液染胞核 3min，1%盐酸酒精分化 30s，1%氨水反

蓝 30s，1%伊红复染胞浆 1.5min，梯度酒精脱水，二

甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下观察血肿周围脑

组织新生血管形成情况。

1.2.6 免疫组织化学分析：切片脱蜡至水，放于 3%

H2O2/甲醇溶液中室温处理 15min，0.01mol/l的枸橼

酸盐缓冲液微波抗原修复30min，PBS洗5min，滴加

els of VEGF mRNA in the 3 groups differed significantly from each other (P＜0.05).

Conclusion: HBO can significantly promote the expressions of HIF1-α and VEGF at both mRNA and protein

levels in rats with ICH, promote the formation of new blood vessels, accelerate the absorption of hematoma,

hence resulting in a rapid rehabilitation.
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正常山羊血清封闭液 37℃孵育 30min，甩去多余液

体，滴加一抗工作液，4℃冰箱孵育过夜，然后滴加生

物素化二抗工作液（山羊抗兔 IgG），37℃孵育

45min，再滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液 37℃
孵育30min，二氨基联苯胺（DAB）显色5min，蒸馏水

充分冲洗后苏木素轻度复染，酒精梯度脱水，二甲苯

透明，中性树胶封片。光学显微镜下观察结果，

HIF1-α、VEGF阳性表达为由浅至深棕黄色着色，主

要表达定位于细胞浆和细胞膜。在显微镜下对图像

进行拍摄，再通过图像采集与分析系统获得每组平

均光密度值，然后进行比较判定。

1.2.7 免疫荧光定量逆转录聚合酶链反应（RT-

PCR）：引物委托鼎国昌盛生物技术有限责任公司合

成，具体的引物序列见表1。按Trizol试剂说明书操

作提得各标本总 RNA，并溶解于 20μl 去 RNA 酶的

灭菌双蒸水（DEPC处理双蒸水）中，经1%琼脂糖凝

胶电泳检测总RNA的完整性，并测定A260/A280比

值在 1.7—2.0 之间，说明总 RNA 样品纯度理想，其

余放在-80℃冰箱中保存备用。cDNA的合成严格按

照逆转录试剂盒说明书进行操作。逆转录反应体系

含 5×缓冲液（Buffer） 4μl，DEPC处理双蒸水 8.5μl，

10mmol/L dNTPs 1μl，RNA 酶抑制剂 lμl，200U/μl

MMLV逆转录酶1μl，随机引物0.5μl，50μm/L Oligo

(dT)18 lμl，总 RNA 4μl，共 20μl。反应条件为 30℃
10min，42℃ 60min，99℃ 5min，4℃ 5min。-20℃保

存备用。PCR 反应体系：cDNA 产物 1μl，l0μmol/L

目的基因上下游引物各 0.5μl，2×Mix 12.5μl，10×

Sybr Green I 1μl，灭菌蒸馏水 9.5μl，共 25μl。PCR

反应条件：94℃预变性 2min，94℃变性 30s，[β-肌动

蛋白（actin）基因 61℃，VEGF基因 60℃，HIF-α基因

63℃]退火 30s，72℃延伸 30s，共 40个循环，最后 4℃
冷却。反应在ABI PRISM 7700PCR仪上进行，定

量结果以CT值给出，计算样本的2-ΔΔCT值，目的基因

各组最终值以内参基因为基准，取相对值后再进行

比较。

1.3 统计学分析

各项指标测定结果用均数±标准差表示，统计

分析软件 SPSS 20.0 及 Excel 2007 进行数据分析。

两组间比较采用成组设计均数 t检验，多组间比较

采用完全随机设计资料的单因素方差分析，方差齐

者采用LSD检验进行均数间多重比较，而方差不齐

者采用Tamhane's T2法进行分析。

2 结果

2.1 实验信息评价

本研究共有120只大鼠进入实验，假手术组有2

只，脑出血组有4只，高压氧组有4只大鼠分别在麻

醉及造模过程中死亡，均于其后予以补充。高压氧

处理过程中未出现动物死亡，也未出现不良反应（如

氧中毒、减压病和气压伤等）。假手术组未见明显神

经功能缺损症状与体征。

2.2 HE染色结果

见图 1。光镜下可见血肿周围脑组织存在水

肿，变性和坏死，可见大量的炎症细胞浸润。出血后

第7天与第4天相比，脑出血组与高压氧组均可见水

肿较之明显减轻，可见较多的血管样内皮细胞，但高

压氧组可见更多的血管样结构和微血管（箭头）。第

14—28 天，脑出血组血管样结构和微血管较多出

现，而高压氧组脑组织已无水肿，可见大量分布的血

管样结构和微血管，新生血管数目明显增多。假手

术组未见明显血肿及上述各时段的病理改变。

2.3 免疫组化结果

2.3.1 HIF1-α表达：见图 2。假手术组动物脑内未

见HIF1-α的阳性表达。脑出血组第 4天后，血肿周

围即出现HIF1-α阳性表达的微血管（箭头），持续至

第14天未见明显增加；高压氧组第4天起HIF1-α血

肿周围也出现阳性微血管表现，但第14天后即可见

高压氧组HIF1-α阳性表达微血管数目较脑出血组

明显增多，差异有显著性意义（P＜0.01）。见表2。

2.3.2 VEGF 表达：假手术组动物脑内未见 VEGF

的阳性表达。脑出血组 4 天后，血肿周围即出现

VEGF阳性表达微血管（箭头），脑出血组第21天后，

血肿周围VEGF表达的阳性微血管数目未见增多；

高压氧组第4天血肿周围也出现VEGF表达阳性微

表1 引物信息

目的基因

β-actin

VEGF

HIF-α

引物序列

F:ACAGCAACAGGGTGGTGGACR:
TTTGAGGGTGCAGCGAACTT

F:TAGACCTCTCACCGGAAAGACR:
CAGGAATCCCAGAAACAAAAC

F:TGTCTCCATTACCTGCCTCTGR:
GATTCTTCGCTTCTGTGTCTTCA

产物长度(bp)

252

277

297
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图2 脑组织HIF1-α免疫组化染色图

图3 脑组织VEGF免疫组化染色图

图1 每组不同时间点脑组织切片HE染色图
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表2 脑出血组和高压氧组HIF1-α、VEGF蛋白表达 （x±s）

组别

脑出血组

高压氧组

与同时间点脑出血组比较：①P＜0.01；与各时间点脑出血组比较：②P＜0.01

HIF1-α

第4天

30.39±5.11

32.03±4.37

第7天

26.74±4.97

35.76±3.70

第14天

16.88±1.63

49.74±4.68①

第21天

6.01±2.65

31.39±2.53①

第28天

5.70±2.07

20.74±4.04①

VEGF

第4天

9.68±2.52

10.36±4.05

第7天

22.88±1.92

26.43±2.13

第14天

32.39±2.08

47.74±5.06②

第21天

23.41±3.07

63.05±3.59②

第28天

8.37±4.02

26.41±2.55②

血管，未较脑出血组有明显增多（P＞0.05），而高压

氧组第 21 天后 VEGF 表达阳性微血管数目较脑出

血组明显增多，微血管呈扩张形态。差异均有显著

性意义（P＜0.01）。见表2。

2.4 免疫荧光定量RT-PCR结果

2.4.1 HIF1- α mRNA 表 达 ：假 手 术 组 HIF1- α

mRNA 表达值不随时间增加而改变，数值较小；在

第 14、21、28天时间点三组比较差异均有显著性意

义（P＜0.05），高压氧组与脑出血组比较差异均有显

著性意义（P＜0.05）。见表3。

2.4.2 VEGF mRNA表达：假手术组VEGF mRNA

表达值不随时间增加而增加，数值较小；在第21、28

天时三组比较差异均有显著性意义（P＜0.05），高压

氧组与脑出血组比较差异均有显著性意义（P＜

0.01）。见表3。

表3 三组HIF1-α mRNA、VEGF mRNA的表达 （x±s）

组别

假手术组

脑出血组

高压氧组

与同时间点假手术组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；与同时间点脑出血组比较：③P＜0.05；④P＜0.01；与同时间点假手术组比较：⑤P＜0.05；⑥
P＜0.01；与同时间点脑出血组比较：⑦P＜0.01

HIF1-α mRNA

第4天

0.02±0.01

0.49±0.29

0.54±0.33

第7天

0.02±0.01

0.41±0.22

0.60±0.38

第14天

0.02±0.01

0.40±80.1①

0.68±0.17②③

第21天

0.02±0.01

0.39±0.21①

0.94±0.22②④

第28天

0.02±0.01

0.38±0.10①

0.87±0.21②④

VEGF mRNA

第4天

0.04±0.02

0.38±0.30

0.69±0.34

第7天

0.04±0.02

0.53±0.13

0.72±0.52

第14天

0.04±0.02

0.52±0.31

0.77±0.59

第21天

0.04±0.02

0.34±0.13⑤

0.85±0.16⑥⑦

第28天

0.04±0.02

0.32±0.05⑤

1.00±0.22⑥⑦

3 讨论

脑出血是中老年人的常见病，发病急、致残率高[5]。

脑出血的预后受多种因素影响[6]，其中在缺血半暗

带诱导新生血管形成[7]，及时恢复受累脑组织的再

灌注和供氧，是影响脑出血预后的关键因素[8]。

3.1 高压氧与脑出血的脑内血管新生

脑新生血管形成有助于恢复脑组织的供血和供

氧，对抗缺氧缺血损伤和促进组织与神经细胞的修

复，从而挽救濒死的神经细胞，在治疗脑出血与降低

脑出血患者病死率及致残率中起重要作用[9]。高压

氧可改善损伤组织氧供，纠正酸中毒，改善微循环，

促进损伤组织血管新生，加速侧支循环建立，从而有

利于损伤组织的修复和伤口愈合[10]。本研究图1结

果可见，脑出血后第7天与第4天相比，脑出血组与

高压氧组均可见较多的血管样内皮细胞，但高压氧

组可见更多的血管样结构和微血管。第14—28天，

脑出血组血管样结构和微血管较多出现，但高压氧

组可见大量分布的血管样结构和微血管，新生血管

数目明显增多。这说明高压氧能增加脑血肿周围脑

组织的氧供，改善脑组织和细胞缺氧，促进血管内皮

细胞增殖与再生，促使血管样结构和微血管的形成，

进一步促进脑出血血肿周围脑组织血管的新生。

3.2 高压氧对脑出血血管新生调节因子的影响

3.2.1 HIF1-α的表达影响：HIF-1α是低氧诱导细胞

所产生的一种转录因子，是氧调控信息传递通路中

的重要因子[11]。在脑出血发生后，脑出血灶周围脑组

织中 VEGF 高表达，与 HIF-1α存在正相关关系 [12]。

HIF-1可增加VEGF mRNA的稳定性并增加VEGF

的转录活性，改善血管通透性，消除组织水肿[13]。本

实验中表 2，图 2 结果显示，在高压氧处理第 14 天

时，HIF1-α蛋白的含量继续增加并达到高峰，其后才

逐渐下降，且14天HIF1-α阳性表达微血管数目也明

显增多，两组在第14、21、28天比较差异有显著性意

义，这机制可能为反复暴露在高压氧环境中，使得

HIF1-α的生成量大大增加，并足以对抗泛素的降解，

目前已有研究证实[14]高压氧可增加一氧化氮及一些
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自由基的含量，这些物质能诱导HIF1-α表达上调。

本实验表3结果也显示，高压氧组HIF1-α mRNA的

表达量在第 4—21天时逐渐增加，直到第 21天时达

到高峰值。三组在第 14、21、28天时比较差异均有

显著性意义，高压氧组与脑出血组比较差异均有显

著性意义，这说明高压氧可持续促进HIF1-α mRNA

的表达，从而提高HIF1-α蛋白含量。

3.2.2 VEGF 的表达影响：VEGF 是细胞因子的一

种，分布于血管内皮细胞、巨噬细胞、霍夫包细胞及

滋养层细胞表面。VEGF在与血管内皮细胞增生相

关的病理生理机制中占中心调控地位 [15]。缺氧时

HIF-1α与VEGF基因的HRE结合后，促进VEGF转

录和表达，进而作用于血管内皮细胞表面的 VEG-

FR-1和VEGFR-2，从而激活了一系列的缺血转导通

路，诱导新生血管的形成。本研究表2结果显示，高

压氧组 VEGF 蛋白的表达在第 4—21 天一直增加，

在第21天才达到高峰，VEGF mRNA的表达也是如

此（表 3），直到第 28天仍然表达增高。高压氧组第

21天VEGF表达阳性微血管数目也较脑出血明显增

多。脑出血组和高压氧组比较，VEGF 和 VEGF

mRNA的表达值在第 14、21、28天差异均有显著性

意义。本实验结果显示，这与高压氧促进HIF1-α和

HIF1-α mRNA的表达相对应，能进一步加强诱导脑

血肿周围新生血管的形成。高压氧处理能增加

VEGF表达在Khan M等[16]研究中得到了证实。

总之，高压氧治疗可以促进血管新生相关因子

HIF1-α、VEGF的表达，促进血肿周围大量形成血管

样结构和微血管，使新生血管数目明显增多，从而增

加局部脑血流，改善脑组织及神经细胞的缺血缺氧，

促进脑血肿的吸收，促进脑出血受损神经功能的恢

复。
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