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大鼠脑损伤后非损伤区域缺氧诱导因子与乳酸的变化研究
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摘要 目的：研究大鼠脑损伤后非损伤区域缺氧诱导因子(hypoxia-inducible factor -1α，HIF-1α)与乳酸的表达变化。方法：取雄性

SD 大鼠 36 只，体重 200-300g，参照统计学随机数字表将大鼠随机平均分为正常对照组（6 只）、假手术组（6 只）、造模组（24 只），3
组，造模组分四个时间点 12h、72h、1w、2w 处死动物（每时间点 6 只）。使用立体定位仪和液压打击装置，靶向打击大脑中动脉，造

大鼠脑外伤模型。采用免疫组织化学法检测脑外伤后不同时间点损伤临近区域脑组织中 HIF-1α蛋白表达及乳酸含量的变化。结
果：正常组和假手术组脑组织神经细胞 HIF-1α表达和乳酸含量无明显变化，而模型组损伤临近区域 HIF-1α的表达及乳酸含量

的变化规律基本一致，12 h 时增多，72h 时达到高峰，1w 表达下降至 2w 时恢复正常。造模组 12h、72h、1w3 个亚组与正常对照组

比较差异具有统计学意义 p<0.01，造模组 2w 亚组与正常对照组比较差异无统计学意义 p＞0.01。结论：脑外伤后非损伤区域也有

缺血、缺氧的改变，可能与脑外伤后的脑萎缩有相关性。
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ABSTRACT Objective: To study the expression of hypoxia induced factor and Lactate in non damage area of traumatic brain in-
juried rat. Methods: 36 male SD rats, weight 200-300g, by statistical random number table, were randomly divided into normal control
group (6), sham operation group (6), model group (24), rat of the third group were sacrificed in four time points 12h, 72h, 1w, 2w. The
third group is injuried with stereotaxic apparatus and hydraulic blow device, targeted blow middle cerebral artery. At different time
points examined HIF1-α and Lactate in the area surrounding injuried. Results: Expression of HIF1-α and lactate in normal group and
sham operation group showed no significant change, contrast with the third group, increased in 12h, reached peak in 72h, decreased in
1w and resume to normal in 2w. Groups of 12h, 72h and 1w compared with the control group was statistically significant difference
p<0.01. Conclusion: Non-injury regions after traumatic brain injury have ischemia, hypoxia changes and may be related to brain atrophy
after traumatic brain injury are related.
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前言

创伤性颅脑损伤（Traumatic Brain Injury TBI）是临床上常

见的疾病，以年轻人和儿童多见，也是造成死亡的重要原因。大

量临床资料显示[1,2]，颅脑损伤后脑缺血的发生，与颅脑损伤后

脑血管的直接损伤有密切的关系，损伤后 1-2 个月有脑萎缩症

状。因此本课题试图研究脑外伤后脑缺血的变化规律，反映脑

缺血的变化，以期对脑外伤后缺血性损害有更深度的认识。在

任何氧浓度降低的情况下，如全身缺氧、脑外伤导致脑缺血，都

可能诱导 HIF-1α及乳酸的快速大量表达[3]，我们通过实验发

现：大鼠脑缺血早期两者表达水平显著增高（P<0.05），于第 3

天达到高峰，持续约 1 周后，开始持续缓慢降低，2 周恢复正

常。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 取雄性 SD 大鼠 36 只，体质量 200-300g，购自

新疆医科大学。
1.1.2 主要仪器与试剂 脑立体定位仪、液压打击装置、分光比

色计、注射器、手电筒、2%戊巴比妥钠、水门汀、磨牙钻、标本包

埋机、AO-8205 型轮转切片机、多功能光学显微镜、乳酸试剂

盒、SP 试剂检测盒、DAB 显色剂。
1.2 方法

1.2.1 动物分组 取雄性 SD 大鼠 36 只，体质量 200-300g，参照

统计学随机数字表将大鼠随机平均分为正常对照组（6 只）、假
手术组（6 只）、造模组（24 只），3 组，造模组分四个时间点 12h、
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72h、1w、2w 处死动物（每时间点 6 只）。
1.2.2 建立动物模型 采用大脑中动脉液压靶向打击装置[4]，SD
大鼠称重后，以 2%戊巴比妥钠腹腔麻醉后，（40mg/kg 体重）待

动物掐尾反射消失后，大鼠取俯卧位固定，备皮，消毒手术视

野，消毒范围前至大鼠两眼内眦连线，后至枕骨大孔水平，左右

两侧至外耳道上缘。头部正中做一直切口约 4cm，分离肌肉及

骨膜，用棉签向两侧分开，暴露冠状缝和人字缝及其间的顶骨。
在冠状缝后方 3.6mm，距中线 3.5mm 的左侧颅骨处钻孔，孔径

3mm。保持硬脑膜完整，钻孔后用生理盐水冲洗术区，纱布吸

干，安装打击管，以大脑中动脉的分叉部位为目标，打击管与颅

骨成约 80 度角，牙托粉密封固定，液压冲击压强为 2.6-3.3 个

大气压（atm）,时限 21-23ms，打击管连接液压致伤装置打击致

伤动物。
1.3 检测指标

每只大鼠尽量保持取材部位相同，免疫组化检测损伤临近

区域 HIF-1α的表达，将脑组织行固定、脱水、石蜡包埋处理后

进行连续切片，片厚约 2-3um 每个蜡块切片 3 张，按试剂盒说

明书并结合实验室老师的指导，检测损伤临近区域 HIF-1α的

表达，HIF-1α表达的阳性细胞在光镜下细胞浆或细胞核呈棕

黄色或棕褐色颗粒。阳性细胞计数，在光学显微镜下观察每张

切片的每个网格的 HIF-1α阳性细胞并计数，每个部位各观察

5 个视野取其均值作为该区域的阳性细胞数。
每只大鼠尽量保持取材部位相同，各标本取 5ug，匀浆后，

加 1ml 蒸馏水稀释，采用比色法测定乳酸含量。
1.4 统计学分析

采用 SPSS13.0 统计软件包对数据进行处理。计量资料数

据用 表示，行单因素方差分析，P＜0.05 为有显著性。

2 结果

正常组和假手术组脑组织神经细胞 HIF-1α表达无明显

变化（图 1），而模型组 HIF-1α 的表达于 12 h 时增多（图 2），

72h 时达到高峰（图 3），1w 表达下降（图 4）至 2w 时恢复正常。
造模组 12h、72h、1w3 个亚组与正常对照组比较差异具有统计

学意义 p<0.01（表 1），造模组 2w 亚组与正常对照组比较差异

无统计学意义 p＞0.01。乳酸含量变化与 HIF-1α表达变化基

本一致（表 2）。

注: 与空白组比较, *P < 0. 01；与假手术组比较, #P < 0. 01

Note :Compared with the control group, * P <0. 01; compared with the sham group, # P <0. 01

表 1 各组间缺氧诱导因子阳性细胞数比较(个,x±s )
Table 1 Comparison of number of HIF positive cells in each group

Group 0h 12h 3d 1w 2w

Control group 1.65±0.17 -- -- -- --

Sham group 1.76±0.18 -- -- -- --

Operation group -- 19.21±1.08*# 28.69±2.14*# 17.70±1.05*# 2.11±0.14

注: 与空白组比较, *P < 0. 01；与假手术组比较, #P < 0. 01

Note: compared with the control group, * P <0. 01; compared with the sham group, # P <0. 01

表 2 各组间乳酸含量的比较(mmol/gprot, x±s)
Table 2 Comparison of lactic acid levels in all groups

Group 0h 12h 3d 1w 2w

Control group 0.51±0.04 -- -- -- --

Sham group 0.56±0.06 -- -- -- --

Operation group -- 2.05±0.16*# 3.16±0.23*# 1.45±0.12*# 0.65±0.12

图 1 HE 染色假手术组无明显变化 (40×)

Fig. 1 HE no changes in the sham group(40×)
图 2 免疫组化 12h 阳性细胞开始表达（100×）

Fig. 2 12h immunohistochemical positive cells began to express (100×)
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3 讨论

HIF 是缺氧的敏感因子, 很大程度上提示了病情的发展及

预后[5]。HIF 既有神经保护的作用[6，7]，又有促神经细胞凋亡的作

用[8-10]，它既可以致病，也可以抑制疾病的进一步发展。明确 HIF
在缺血性脑血管病中的双重作用为缺血性脑血管病的治疗提

供了新的靶点。HIF 的运用已成为疾病基因治疗新手段，调控

HIF 的影响因子从而达到调节 HIF 的目的，可获得较为满意的

临床效果。其中值得注意的是，HIF 与 VEGF 表达的关系十分

密切，VEGF 既可增加新生血管的通透性加重脑损伤[11]，也可通

过改善血流对脑组织起到保护作用。HIF 可以刺激 VEGF 的分

泌[12]，同时 VEGF 通过负反馈影响 HIF 的表达。因此，针对 HIF
的治疗的同时，也应该兼顾针对 VEGF 的治疗，需熟悉两者表

达的初始时间、高峰时间、消除时间，水肿高峰期适当加大脱水

药物的用量，尽量减低其损伤作用，积极促进期保护作用，可能

会产生事半功倍的疗效。但是如何适时地进行干预或诱导，以

及干预或诱导药物使用的最佳剂量和使用时间有待于大量临

床实验的进一步研究和证实。
同样在缺血、缺氧的情况下，由于组织中氧气含量减少，有

氧氧化减弱，糖酵解相对增加，来满足机体的对能量的需求，因

此组织中乳酸的含量增加。乳酸是对氧含量变化的敏感指标。
适量的乳酸可以提高肌肉对运动刺激的适应，加速运动过程中

氧自由基清除，延长运动致疲劳的时间，局部伤口高浓度的乳

酸促进血管再生及透明质酸分泌[13]。但是，大量的乳酸乳酸水

平升高可影响食欲，由于热量限制进一步引起乳酸水平相对升

高，造成恶性循环，导致恐慌和焦虑的产生和酸中毒[14,15]。
大量实验证明脑损伤区域 HIF1-α和乳酸大量表达，本实

验重点对脑损伤的临近区域进行研究，研究发现 HIF1-α和乳

酸在损伤的临近区域，同样显著表达，并且具有一致性，72 小

时达到高峰，1 周后开始下降，此周期变化与脑外伤后脑水肿

的变化周期基本一致，进一步说明了两者是对缺氧、缺血变化

的敏感指标，就其在损伤临近区域表达的原因还需进一步研

究。笔者个人认为可能与大脑中动脉的直接损伤有关，大脑中

动脉的供血区域，血量减少导致 HIF1-α和乳酸的表达。上文

已提到 HIF1-α和乳酸大量表达对组织产生损伤作用，从而引

起细胞坏死，促进细胞凋亡，最终导致脑萎缩。所以临床对脑外

伤的治疗应该重视针对 HIF1-α和乳酸的治疗，最低限度的减

轻脑萎缩。另外本实验不足之处，应当采用 TUNEL 染色法分

析神经元细胞凋亡，以便更加直观的证明神经元细胞凋亡，还

应增加非损伤区域的检测范围，全面的了解整个脑组织是否同

样存在缺血缺氧，整个脑组织是否发生脑萎缩。
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图 3 免疫组化 72h 阳性细胞大量表达（100×）

Fig. 3 A large number of positive cells the expression of 72h (100×)
图 4 免疫组化 1w 阳性细胞逐渐减少（100×）

Fig. 4 After 1w positive cells decreased gradually
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