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摘要 目的：探讨不同介入时间和不同疗程高压氧治疗对脑出血大鼠动物学行为及促血管新生因子表达的影响。方法：240只 SD

大鼠随机分为假手术组、脑出血组、高压氧组，每组各 80只。采用胶原酶诱导建立脑出血大鼠模型，建模成功后根据高压氧介入

时间分为 6 h介入组、1 d介入组、2 d介入组、3 d介入组等亚组。分别治疗 1周、2周、3周、4周，采用 Longa评分法、平衡木评分

法、Berderson评分法评估大鼠动物学行为，采用 qRT-PCR检测大鼠脑组织血管内皮生长因子（VEGF）、缺氧诱导因子 -1琢
（HIF-1琢）mRNA表达。结果：不同介入时间、不同疗程，脑出血组、高压氧组脑出血大鼠动物学行为评分、脑组织 VEGF mRNA与

HIF-1琢 mRNA表达均高于假手术组（P<0.05）。治疗 1周、2周、3周、4周，不同介入时间高压氧组脑出血大鼠动物学行为评分低

于脑出血组，脑组织 VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA表达高于脑出血组（P<0.05）。高压氧介入时间越早，治疗疗程越长，脑出血大鼠
动物学行为评分越低，脑组织 VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA表达越高，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论：高压氧治疗能够改善
脑出血大鼠动物学行为、促进促血管新生因子表达，且以脑出血后 6 h介入、疗程 4周效果最佳。

关键词：脑出血；高压氧治疗；动物学行为；促血管新生因子

中图分类号：R-33；R743.3；R459.6 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）21-4045-06

Effects of Different Intervention Time and Course of Hyperbaric Oxygen
Therapy on Animal Behavior and the Expression of Angiogenic Factors in

Rats with Cerebral Angiogenesis*

To investigate the effects of different intervention time and different courses of hyperbaric oxygen therapy

on animal behavior and the expression of angiogenic factors in rats with cerebral angiogenesis. 240 SD rats were randomly di-

vided into sham operation group, cerebral hemorrhage group and hyperbaric oxygen group with 80 rats in each group. The rat model of

cerebral angiogenesis was established by collagenase induction. After successful modeling, according to the time of hyperbaric oxygen

intervention, the rats were divided into several subgroups of 6-hour intervention group, 1-day intervention group, 2-day intervention

group and 3-day intervention group. 1 week, 2 weeks, 3 weeks, 4 weeks after treatment, Longa score, Balance beam score and Berderson

score were used to evaluted animal behavior of the rats, qRT-PCR was used to detect the mRNA expressions of vascular endothelial

growth factor (VEGF) and hypoxia inducible factor-1琢 (HIF-1琢) in rats' brain. With different intervention time and different

course of treatment, the animal behavior score, VEGF mRNA and HIF-1琢 mRNA expression in brain tissue of rats in cerebral hemor-

rhage group and hyperbaric oxygen group were higher than those in sham operation group (P<0.05). After treatment for 1 week, 2 weeks,
3 weeks and 4 weeks, the animal behavior score of rats with cerebral hemorrhage in hyperbaric oxygen group with different intervention

time was lower than that in cerebral hemorrhage group, and the expression of VEGF mRNA and HIF-1琢 mRNA in brain tissue was high-

er than that in cerebral hemorrhage group (P<0.05). The earlier the time of hyperbaric oxygen intervention, the longer the course of treat-
ment, the lower the score of animal behavior, and the higher the expression of VEGF mRNA and HIF-1琢 mRNA in brain tissue of rats

with cerebral hemorrhage(P<0.05). Hyperbaric oxygen therapy can improve the animal behavior and promote the expression

of angiogenic factors in rats with cerebral angiogenesis. When the hyperbaric oxygen therapy was started 6 hours after cerebral angiogen-

esis and the course of treatment was 4 weeks, the treatment effect was the best.
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前言

自发性脑出血是临床常见急危重脑血管疾病，脑水肿是其

主要继发性病理生理改变，不仅可导致脑组织缺血缺氧性损

伤，也是患者预后不良的主要原因。高压氧治疗是指将患者置

入高压氧舱中、使其吸入纯氧以治疗缺氧性疾病的方法，能够

有效减轻脑出血患者脑水肿程度，促进神经功能恢复[1,2]。然而，

高压氧介入治疗的时间、压力、疗程等尚无统一标准，一定程度

影响了其在自发性脑出血患者中的应用[3,4]。

相关研究表明，脑出血患者均伴有脑组织微循环障碍，促

进缺血缺氧区新生血管形成是治疗脑出血的一个 "靶点 "[5,6]。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）、

缺氧诱导因子 -1琢（hypoxia inducible factor-1琢, HIF-1琢）均为促
血管新生因子，是判断脑出血预后的关键指标[7,8]。然而，高压氧

是否通过促进血管新生发挥治疗效果，目前尚缺乏足够的文献

报道。因此，本研究通过建立大鼠脑出血模型，以探讨高压氧最

佳的介入治疗时间及疗程，同时对其可能作用机制进行分析并

报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 兔抗 VEGF多克隆抗体、免抗 HIF-1琢多克隆抗
体（美国 Santa Cruz Bio公司），Ⅶ型胶原酶（辽宁味邦生物制药

有限公司），PCR引物（上海博亚生物技术有限公司）。

1.1.2 实验动物 健康雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠，8-10周

龄，体质量 250-300 g。饲养条件：架式分笼饲养，12 h/12 h明暗

交替环境，温度 20-22℃，湿度 50%-60%。购于医学动物中心，

许可证号：SCXK(陕)2018-001。本次研究经伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 分组 240只 SD大鼠随机分为假手术组（80只）、脑出

血组（80只）、高压氧组（80只）。高压氧组根据高压氧治疗介入

时间分为 6 h介入组、1 d介入组、2 d介入组、3 d介入组等四

个亚组，每亚组各 20只。各亚组分别于治疗 1周、2周、3周、4

周后，各取 5只进行试验。假手术组、脑出血组分组方法同高压

氧组。

1.2.2 实验性脑出血模型制备 参照文献资料[9]，采用胶原酶

Ⅶ定位注射诱发大鼠尾壳核脑出血模型。大鼠称重后，腹腔注

射 10%水合氯醛（0.4 mL/100 g）麻醉，常规消毒，俯卧固定于脑

立体定位仪上。颅正中矢状切开 1.5 cm，清晰暴露前囟，根据脑

立体定位图谱，于前囟后 1mm、矢状线右侧 3mm钻直径约 1mm

孔。将 0.4 U胶原酶Ⅶ缓慢推注大鼠脑组织（推注 5 min、留针

10 min、退针 5 min），骨蜡封闭颅孔，缝合皮肤，消毒创处。假手

术组相同方法注入等体积生理盐水。制模 12 h后采用 Longa[10]

评分观察大鼠行为变化，分值 0-4分，2分以上判断为造模成功。

1.2.3 高压氧治疗 高压氧组根据介入治疗时间进行高压氧

治疗：大鼠置于特制木箱中送入高压氧舱内；温度 22-24℃，10

L/min氧流量纯氧洗舱 5 min，关闭舱门；5-8 L/min氧流量加压

15 min，舱内压力至 0.2 MPa（绝对压 2 ATA），稳压吸氧 60 min；

吸氧结束后 15 min匀速降至常压。脑出血组、假手术组同样置

于高压氧舱中，常压下吸空气。1次 /d，连续治疗 1周、2周、3

周、4周等不同疗程。

1.3 观察指标

1.3.1 动物学行为评分 治疗 1周、2周、3周、4周后，分别采

用 Longa评分法[10]、平衡木评分法[11]、Berderson评分法[12]评估

大鼠神经功能、平衡能力、关节活动情况。其中 Longa评分 0-4

分，平衡术评分 0-5分，Berderson评分 0-3分，总分 0-12分，分

值越高说明动物行为学越差。

1.3.2 脑组织促血管新生因子 治疗 1周、2周、3周、4周，麻

醉后采用心脏放血法处死大鼠，迅速断头开颅取脑，取血肿周

围基底节脑髓质 100 mg。qRT-PCR法提取 RNA。引物系列：

VEGF，上游 TAGACCTCTCACCGGAAAGAC，下游 CAC-

GAATCCCAGAAACAAAAC；HIF-1琢， 上 游 TGTCTCCAT-

TACCTGCCTCTG，下游 GATTCTTCGCTTCTGTGTCTTCA。

VEGF（目的基因）PCR循环参数：94℃预变性（2 min）、94℃变

性（30 s）、60℃退火（30 s）、72℃延伸（30 s），40个循环。HIF-1琢
（目的基因）PCR循环参数：94℃预变性（2min）、94℃变性（30 s）、

63℃退火（30 s）、72℃延伸（30 s），40个循环。获取分析 CT值，

计算样本 2-△ △ CT，相对内参标准进行比较[13]。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 21.0软件进行统计学分析，动物学行为评分、促

血管新生因子等计量资料用（x± s）表示，两组间比较采用成组
t检验，多组间比较采用单因素方差分析、组间两两比较采用

LSD-t检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 动物行为学

不同介入时间、不同疗程，脑出血组、高压氧组脑出血大鼠

动物学行为评分均高于假手术组（P>0.05）；治疗 1周、2周、3

周、4周，不同介入时间高压氧组脑出血大鼠动物学行为评分

均低于脑出血组（P<0.05）；介入时间越早、治疗时间越长，高压
氧组脑出血大鼠动物学行为评分越低，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1、图 1。

2.2 促血管新生因子

不同介入时间、不同疗程，脑出血组、高压氧组脑出血大鼠

脑组织 VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA 表达均高于假手术组

（P<0.05）；治疗 1周、2周、3周、4周，不同介入时间高压氧组脑

出血大鼠脑组织 VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA表达均高于脑

出血组（P<0.05）；介入时间越早，治疗时间越长，高压氧组脑出
血大鼠 VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA表达水平越高，差异均有

统计学意义（P<0.05）。见表 2、图 2、表 3、图 3。

3 讨论

自发性脑出血是一种非外伤性脑实质内出血，脑出血后血

肿的占位性压迫及周围细胞释放血管活性物质均会诱导缺血

缺氧性脑组织损伤，而继发性缺氧会加重出血灶周围脑组织水

肿程度。脑水肿是脑出血后神经元经受 2次打击的中心环节，

也是继发性脑损伤的标志[14]。防治或减轻脑水肿的发生是治疗

脑出血的关键。高压氧能够提高血氧含量与血氧分压，改善缺

血脑组织缺氧状态，拮抗脑细胞凋亡[15]。也能改善血脑屏障通

透性，阻断脑缺氧 -脑水肿循环，减轻脑水肿[16]。有文献研究认

4046窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.21 NOV.2021

图 1 不同介入时间及不同疗程各组大鼠动物行为学评分柱状图

Fig.1 Histograms of behavioral scores of rats in different intervention time and course of treatment

Note: 1）, compared with the same subgroup of intervention time in sham operation group, P<0.05; 2）, compared with the same subgroup of intervention

time in cerebral hemorrhage group, P<0.05; 3）, compared with rats treated for 1 week in the same group, P<0.05; 4）, compared with rats treated for 2 weeks

in the same group, P<0.05; 5）, compared with rats treated for 3 weeks in the same group, P<0.05; 6）, compared with 1-day intervention group, P<0.05; 7）,

compared with 2-day intervention group, P<0.05; 8）, compared with 3-day intervention group, P<0.05.

为，高压氧可通过纠正钙超载等途径降解血管活性物质的释

放，抑制神经毒性与氧化损伤，促进神经功能恢复，矫正脑出血

后行为学改变[17,18]。本文研究发现，高压氧组脑出血大鼠动物学

行为评分低于脑出血组，与王风波等[19]文献报道基本相似，提

示高压氧可以改善脑出血后的脑功能状态。

表 1 不同介入时间及不同疗程各组大鼠动物行为学评分比较（x± s）
Table 1 Comparison of behavioral scores of rats in different intervention time and course of treatment（x± s）

表 2 不同介入时间及不同疗程各组大鼠脑组织 VEGF mRNA表达情况比较（x± s）
Table 2 Comparison of VEGF mRNA expression in brain tissue of rats in different intervention time and course of treatment（x± s）

Groups n 1 week 2 week 3 week 4 week

Sham operation group

6-hour intervention group 5 0.038± 0.011 0.038± 0.013 0.040± 0.011 0.040± 0.013

1-day intervention group 5 0.036± 0.015 0.036± 0.012 0.037± 0.012 0.038± 0.015

2-day intervention group 5 0.035± 0.012 0.036± 0.016 0.035± 0.014 0.036± 0.012

3-day intervention group 5 0.035± 0.012 0.035± 0.015 0.036± 0.016 0.036± 0.022

Groups n 1 week 2 week 3 week 4 week

Sham operation group

6-hour intervention group 5 0.60± 0.55 0.60± 0.55 0.40± 0.55 0.40± 0.55

1-day intervention group 5 0.60± 0.55 0.80± 0.45 0.80± 0.45 0.60± 0.55

2-day intervention group 5 0.60± 0.55 0.80± 0.45 0.40± 0.55 0.60± 0.55

3-day intervention group 5 0.60± 0.55 0.60± 0.55 0.40± 0.55 0.80± 0.45

Cerebral hemorrhage group

6-hour intervention group 5 5.20± 0.451）6）7）8） 4.20± 0.451）3）6）7）8） 3.20± 0.451）3）4）6）7）8） 2.20± 0.451）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 6.20± 0.451）7）8） 5.40± 0.551）3）7）8） 4.40± 0.551）3）4）7）8） 3.40± 0.551）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 7.20± 0.451）8） 6.20± 0.451）3）8） 5.40± 0.551）3）4）8） 4.40± 0.551）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 8.20± 0.451） 7.40± 0.551）3） 6.40± 0.551）3）4） 5.20± 0.451）3）4）5）

Hyperbaric oxygen group

6-hour intervention group 5 4.20± 0.451）2）6）7）8） 3.20± 0.451）2）3）6）7）8） 2.20± 0.451）2）3）4）6）7）8） 1.40± 0.551）2）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 5.20± 0.451）2）7）8） 4.20± 0.451）2）3）7）8） 3.20± 0.451）2）3）4）7）8） 2.40± 0.551）2）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 6.20± 0.451）2）8） 5.20± 0.451）2）3）8） 4.20± 0.451）2）3）4）8） 3.40± 0.551）2）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 7.20± 0.451）2） 6.40± 0.551）2）3） 5.40± 0.551）2）3）4） 4.20± 0.451）2）3）4）5）
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Note: 1）, compared with the same subgroup of intervention time in sham operation group, P<0.05; 2）, compared with the same subgroup of intervention

time in cerebral hemorrhage group, P<0.05; 3）, compared with rats treated for 1 week in the same group, P<0.05; 4）, compared with rats treated for 2 weeks

in the same group, P<0.05; 5）, compared with rats treated for 3 weeks in the same group, P<0.05; 6）, compared with 1-day intervention group, P<0.05; 7）,

compared with 2-day intervention group, P<0.05; 8）, compared with 3-day intervention group, P<0.05.

图 2 不同介入时间及不同疗程各组大鼠脑组织 VEGF mRNA表达情况柱状图

Fig.2 Histograms of VEGF mRNA expression in brain tissue of rats in different intervention time and course of treatment

Cerebral hemorrhage group

6-hour intervention group 5 0.611± 0.0081）6）7）8） 0.565± 0.0071）3）6）7）8） 0.472± 0.0051）3）4）6）7）8） 0.438± 0.0071）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 0.585± 0.0071）7）8） 0.532± 0.0111）3）7）8） 0.453± 0.0081）3）4）7）8） 0. 426± 0.0071）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 0.565± 0.0071）8） 0.514± 0.0121）3）8） 0.434± 0.0061）3）4）8） 0.415± 0.0081）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 0.541± 0.0111） 0.499± 0.0041）3） 0.420± 0.0051）3）4） 0.401± 0.0061）3）4）5）

Hyperbaric oxygen group

6-hour intervention group 5 0.725± 0.0121）2）6）7）8） 0.743± 0.0081）2）3）6）7）8） 0.784± 0.0111）2）3）4）6）7）8） 0.865± 0.0091）2）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 0.696± 0.0121）2）7）8） 0.721± 0.0151）2）3）7）8） 0.761± 0.0101）2）3）4）7）8） 0.834± 0.0111）2）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 0.623± 0.0141）2）8） 0.668± 0.0141）2）3）8） 0.736± 0.0121）2）3）4）8） 0.785± 0.0181）2）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 0.602± 0.0091）2） 0.630± 0.0121）2）3） 0.678± 0.0171）2）3）4） 0.704± 0.0141）2）3）4）5）

脑出血脑水肿因发生机制不同分为细胞毒性脑水肿、血管

源性脑水肿，其中细胞毒性脑水肿为早期（24 h内）细胞能量代

谢障碍所致，血管源性脑水肿为后期（24 h后）血管屏障结构发

生改变所致[20]。另外，由于缺血半影区脑组织形成致死性损伤

也仅为 3-4 h（即治疗时间窗），因此，早期给予高压氧治疗能够

拮抗脑出血后病灶周围炎性因子、自由基等诱导的细胞毒性反

应，进而阻断血脑屏障通透性增加导致的有害物质侵入所致血

管源性脑水肿形成[21,22]。有研究认为，早期脑水肿体积增大将加

重神经功能缺损严重程度，短期治疗（疗程短）难以纠正神经功

能缺损，需要通过时间累积效应发挥治疗效果[23]。彭小岭等[24]研

究报道，高压氧早期治疗组（3 h、6 h）治疗 10 d、20 d、30 d后，

大鼠神经功能评分均低于晚期治疗组（1 d、2 d、3 d）的相对应

疗程组，且治疗时间越长，脑出血大鼠神经功能改善程度越好。

本研究中，以高压氧介入时间（6 h、1 d、2 d、3 d）、高压氧治疗疗

程（1周、2周、3周、4周）进行分组，通过比较各亚组动物学行

为评分所得研究结论也支持上述文献观点，说明高压氧治疗效

果与介入治疗时间、治疗疗程有关。

血管新生是血管内皮细胞通过原位增殖逐渐形成新血管

的过程，新生血管的形成能够增加组织供血供氧，拮抗缺血缺

氧性损伤[25]。VEGF作为广泛存在于脑内的二聚糖蛋白，可通过

促进内皮细胞增殖、毛细血管增生、重建侧支循环等多种方式

改善脑组织缺血缺氧状态，营养神经元和胶质细胞，促进神经

功能恢复[26]。HIF-1琢是血管发育缺氧调节的转录调节元件，也
是在低氧环境中调控细胞信息传递的关键基因，低氧环境下可

通过诱导异二聚体结合 DNA蛋白分子，诱导 VEGF转录活

性，参与血管新生重建过程，消除组织水肿[27]。高压氧能够改善

损伤组织氧供，改善组织缺氧状态，启动细胞与血管修复机制，

促进损伤组织血管新生，建立侧枝循环，改善脑损伤组织神经

功能[28]。本研究中，高压氧组不同介入时间脑出血大鼠脑组织

VEGF mRNA、HIF-1琢 mRNA表达均高于脑出血组，说明高压

氧治疗能够提高促血管新生基因蛋白含量，继而增加新生血管

数目、促进神经细胞增殖与再生，并进一步恢复脑出血受损神

经功能、矫正脑出血后动物学行为。另外研究还发现，介入治疗

时间越早（3 d-6 h），疗程越长（1周 -4周），脑出血大鼠脑组织

VEGFmRNA、HIF-1琢 mRNA表达增加越明显。提示我们，在使

用高压氧治疗脑出血时，应尽可能早期启动治疗，并给予足够

的治疗时间。

本研究结果表明，早期介入、长疗程高压氧治疗有助于改
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Note: 1）, compared with the same subgroup of intervention time in sham operation group, P<0.05; 2）, compared with the same subgroup of intervention

time in cerebral hemorrhage group, P<0.05; 3）, compared with rats treated for 1 week in the same group, P<0.05; 4）, compared with rats treated for 2 weeks

in the same group, P<0.05; 5）, compared with rats treated for 3 weeks in the same group, P<0.05; 6）, compared with 1-day intervention group, P<0.05; 7）,

compared with 2-day intervention group, P<0.05; 8）, compared with 3-day intervention group, P<0.05.

图 3 不同介入时间及不同疗程各组大鼠脑组织 HIF-1琢 mRNA表达情况柱状图

Fig. 3 Histograms of HIF-1琢 mRNA expression in brain tissue of rats in different intervention time and course of treatment

Groups n 1 week 2 week 3 week 4 week

Sham operation group

6-hour intervention group 5 0.017± 0.007 0.016± 0.008 0.015± 0.005 0.015± 0.004

1-day intervention group 5 0.017± 0.008 0.017± 0.005 0.016± 0.007 0.015± 0.006

2-day intervention group 5 0.018± 0.005 0.016± 0.010 0.017± 0.006 0.016± 0.008

3-day intervention group 5 0.018± 0.007 0.017± 0.006 0.016± 0.010 0.016± 0.009

Cerebral hemorrhage group

6-hour intervention group 5 0.463± 0.0131）6）7）8） 0.433± 0.0101）3）6）7）8） 0.403± 0.0111）3）4）6）7）8） 0.378± 0.0151）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 0.443± 0.0101）7）8） 0.415± 0.0111）3）7）8） 0.384± 0.0101）3）4）7）8） 0.358± 0.0081）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 0.416± 0.0121）8） 0.382± 0.0121）3）8） 0.357± 0.0161）3）4）8） 0.331± 0.0081）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 0.389± 0.0081） 0.361± 0.0101）3） 0.335± 0.0091）3）4） 0.315± 0.0071）3）4）5）

Hyperbaric oxygen group

6-hour intervention group 5 0.550± 0.0211）2）6）7）8） 0.676± 0.0391）2）3）6）7）8） 0.840± 0.0451）2）3）4）6）7）8） 0.915± 0.0341）2）3）4）5）6）7）8）

1-day intervention group 5 0.516± 0.0141）2）7）8） 0.622± 0.0161）2）3）7）8） 0.679± 0.0271）2）3）4）7）8） 0.726± 0.0161）2）3）4）5）7）8）

2-day intervention group 5 0.487± 0.0201）2）8） 0.537± 0.0191）2）3）8） 0.633± 0.0191）2）3）4）8） 0.693± 0.0221）2）3）4）5）8）

3-day intervention group 5 0.454± 0.0141）2） 0.489± 0.0151）2）3） 0.544± 0.0211）2）3）4） 0.599± 0.0251）2）3）4）5）

表 3 不同介入时间及不同疗程各组大鼠脑组织 HIF-1琢 mRNA表达情况比较（x± s）
Table 3 Comparison of HIF-1琢 mRNA expression in brain tissue of rats in different intervention time and course of treatment（x± s）

善脑出血大鼠动物学行为，可能与促进促血管新生因子

VEGF、HIF-1琢表达等因素有关。需要指出的是，本研究中，高
压氧治疗介入时间、治疗疗程设置较少，且未进行血管新生因

子、动物学行为改变与介入时间、治疗疗程的相关性分析，并且

样本量有限；同时高压氧通过何种路径、机制等影响血管新生

因子，本研究也尚未深入探索。因此，均有待后续进一步深入

研究。
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