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［摘要］　目的：观察淡水淹溺大鼠脑组织形态及病理学改变，检测脑内低氧诱导因子（ＨＩＦ１α）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）

表达的变化，探讨淹溺治疗的新途径。方法：制备淡水淹溺大鼠模型，随机分为淹溺致死组、淹溺２ｍｉｎ后存活３、６、１２、２４、４０

ｈ组，分别于溺水２ｍｉｎ后相应时间点处死大鼠，另设正常对照组（ｎ＝１０）。测定各组大鼠脑指数；观察脑组织病理改变；免疫

组化法检测脑组织 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达，并分析二者相关性。观察淹溺２ｍｉｎ后存活大鼠不同时间点（１０、３０ｍｉｎ，１、３、６、

１２、２４、４０ｈ）血氧饱和度的动态变化。结果：淹溺致死组、溺水后存活２４、４０ｈ组脑指数明显高于正常对照组；溺水后存活３、

１２ｈ组明显低于淹溺致死组，但高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。淹溺后即刻血氧饱和度为（５９±５）％，以后逐渐上升，到１２ｈ已

基本恢复正常。脑水肿于淹溺后３ｈ出现，１２～２４ｈ逐渐加重，２４ｈ最重，４０ｈ水肿较前略有减轻。正常对照组脑组织无ＨＩＦ

１α表达，淹溺致死组表达较低，随淹溺时间的延长 ＨＩＦ１α表达逐渐上升，至淹溺后１２ｈ达高峰（Ｐ＜０．０５）；ＶＥＧＦ表达结果类

似。ＨＩＦ１α与ＶＥＧＦ表达呈正相关（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜０．０５）。结论：淡水淹溺易导致严重脑损伤，机体可能通过促进 ＨＩＦ１α合

成进而上调ＶＥＧＦ表达来发挥脑保护作用。
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　　近年来溺水死亡呈逐年上升趋势，已成为儿童

及青少年致死、致伤、致残的最主要原因之一。

ＷＨＯ报告显示每年全球有４５万人死于溺水［１］，非

致死性溺水的发生率比致死性溺水高出２倍以

上［２］。在我国，溺水是０～１４岁年龄组意外伤害致
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死的第一位死因。但目前国内关于淡水淹溺治疗的

深入研究并不多见。低氧诱导因子（ＨＩＦ１α）与血

管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是近年来研究较多的细胞

因子，主要用于肿瘤及心脑血管疾病的机制探讨及

治疗研究。本研究应用淡水淹溺大鼠模型，观察溺

水后脑损伤大鼠 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达的变化，探讨

二者可能的脑保护机制以及将其应用于溺水后脑损

伤治疗的可行性。

１　材料和方法

１．１　试剂　免疫组化试剂均购自武汉博士德生物

科技公司：磷酸盐缓冲试剂（编号 ＡＲ００２４）；ＶＥＧＦ
单克隆抗体（编号 ＢＡ２３３４）；ＨＩＦ１单克隆抗体（编

号ＢＡ０９１２）；ＳＡＢＣ试剂盒（编号ＳＡ１０２２）；ＤＡＢ显

色剂（编号 ＡＲ１０２２）。

１．２　动物来源及分组　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量

２００～２５０ｇ，由兰州大学动物实验中心提供。随机

分为７组：正常对照组、淹溺致死组、淹溺２ｍｉｎ后

存活３、６、１２、２４、４０ｈ组（ｎ＝１０）。

１．３　大鼠淡水淹溺模型的建立　除正常对照组外，

其余６组大鼠均复制淡水淹溺模型。实验选用自来

水，室温下放置２～３ｄ，水温１０℃。盛入一内壁光

滑的容器内。放入大鼠让其自由游泳并仔细观察，

待大鼠第一次呛水时按秒表计时。淹溺致死组大鼠

待大鼠呛水２～４ｍｉｎ时，接心电图肢体导联描记心

电图直至心跳停止，描记心电图时保持大鼠口鼻部

始终不离开水面。淹溺２ｍｉｎ后存活３、６、１２、２４、４０

ｈ组是待大鼠呛水２ｍｉｎ后，将其从水中取出，快速

清除口鼻内的液体、吹干皮毛并给予保温，分别于相

应时间点处死动物进行观察。

１．４　大鼠脑组织形态学观察及脑指数的测定　各

组动物断头后，在冰盘中迅速剥离全脑组织，称质量

后置于１０％甲醛溶液中固定２４ｈ，进行 ＨＥ染色，

观察脑组织病理变化，同时计算各组脑指数。脑指

数＝脑质量（ｇ）／体质量（ｋｇ）。

１．５　大鼠脑组织 ＨＩＦ１α及 ＶＥＧＦ蛋白表达　按

试剂盒说明进行免疫组织化学染色。ＶＥＧＦ 和

ＨＩＦ１α染色结果的判断：采用兼顾阳性染色强度和

阳性细胞数所占百分比的判断标准［３］。染色强度：０
分为阴性，１分为淡黄色，２分为棕黄色，３分为棕褐

色。阳性细胞所占百分比：０分为阴性，１分为阳性

细胞数＜２５％，２分为阳性细胞数２５％～４９％，３

分为阳性细胞数５０％～７５％，４分为阳性细胞数＞
７５％。将ａ×ｂ的乘积作为其染色的计数，当ａ×ｂ＞
３分记免疫反应阳性，并按乘积分数将染色结果分

为四个等级：－（０～２分），＋（３，４分），（６～８
分），（９～１２分）。

１．６　淹溺后大鼠血氧饱和度的监测　采用经皮心

电血氧饱和度监测仪于不同时间点动态监测淹溺后

存活４０ｈ组大鼠血氧饱和度（淹溺前，淹溺２ｍｉｎ取

出即刻，淹溺２ｍｉｎ取出后１０、３０ｍｉｎ及１、３、６、１２、

２４、４０ｈ共１０个时间点）。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件分析，

脑指数及血氧饱和度各组间差异采用方差分析；

ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α表达差异采用秩和检验；ＶＥＧＦ
和 ＨＩＦ１α的关系采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。以

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组大鼠脑指数比较　正常对照组、淹溺致死

组以及淹溺２ｍｉｎ后存活３、６、１２、２４、４０ｈ组脑指数

分别６．８７±０．７８、８．３４±０．８５、７．３２±０．５４、７．４４±

０．６５、７．３３±０．４６、８±０．４５和７．７７±０．６７。淹溺致

死组脑指数明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；溺水

后存活３、１２ｈ组明显低于淹溺致死组，但高于正常

对照组（Ｐ＜０．０５）；溺水后存活２４、４０ｈ组虽低于淹

溺致死组，但无统计学意义。

２．２　各组大鼠脑组织病理学观察　淹溺致死组：镜

下见脑膜及脑实质小血管扩张淤血，脑实质小血管

旁间隙及神经元周围间隙增宽，可见噬神经现象

（图１Ａ）。淹溺２ｍｉｎ后存活３ｈ组：部分区域蛛网

膜下腔有小片状出血，脑实质小血管旁间隙和神经

元周围间隙增宽，少数神经元变性并见多个噬神经

现象，脑实质内见有灶性出血 （图１Ｂ）。存活６ｈ
组：脑膜及脑实质小血管扩张充血，脑膜可见灶性出

血，脑组织疏松，脑实质内细胞周围及小血管旁间隙

增宽，神经元体积增大，部分神经元空泡变性，噬神

经现象增多（图１Ｃ）；存活１２ｈ组：病理改变基本同

６ｈ组；存活２４ｈ组：脑组织疏松明显，脑实质小血

管旁间隙及神经元周围间隙明显增宽，神经元肿胀，

尼氏体消失，脑实质内见有片状出血、液化坏死及胶

质结节形成，部分神经元空泡变性（图１Ｄ）；存活４０

ｈ组：脑水肿状况基本同２４ｈ组，血管内皮细胞轻度

增生。
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图１　淹溺致死组（Ａ）、淹溺后存活３ｈ（Ｂ）、６ｈ（Ｃ）、２４ｈ组（Ｄ）大鼠脑组织

Ｆｉｇ１　Ｃｅｒｅｂｒａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｄｒｏｗｎｅｄｒａｔｓ（Ａ），ｒａｔｓｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ３ｈｏｕｒｓ（Ｂ），

６ｈｏｕｒｓ（Ｃ），ａｎｄ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｄｒｏｗｎｉｎｇ（Ｄ）（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．３　大鼠血氧饱和度的变化　淹溺前正常时血氧
饱和度为（９７±２）％；淹溺后即刻、１０、３０ｍｉｎ、１、３、

６、１２、２４、４０ｈ的血氧饱和度分别为（５９±５）％、
（８１±４）％、（８７±３）％、（９０±３）％、（９２±２）％、
（９４±３）％、（９７±２）％、（９６±１）％、（９６±１）％。淹
溺后即刻血氧饱和度与正常组相比明显降低（Ｐ＜
０．０５）；淹溺后１２、２４、４０ｈ血氧饱和度与正常组相
比无显著差异。

２．４　各组大鼠脑组织 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达及二

者相关性分析　如表１所示，与正常对照组 ＨＩＦ１α
阴性表达相比，淹溺后存活３、６、１２、２４ｈ组 ＨＩＦ１α
表达阳性率明显升高，为１００％（Ｐ＜０．０５）。淹溺后
存活４０ｈ以及淹溺致死组大鼠有所降低（７０％，Ｐ＜
０．０５），但仍明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。淹溺
后存活１２、２４、４０ｈ组大鼠 ＶＥＧＦ表达明显高于正
常对照组、淹溺后存活３、６ｈ组以及淹溺致死组
（Ｐ＜０．０５）。ＶＥＧＦ阳性表达与 ＨＩＦ１α阳性表达程
度呈正相关（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜０．０５，表２）。

表１　ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ免疫组化结果

Ｔａｂ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ
ＨＩＦ１α

－ ＋   Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）
ＶＥＧＦ

－ ＋   Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０ ０ ０ ０ ２ ６ ２ ０ ８０
Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ３ｈ ０ ８ ２ ０ １００ ２ ３ ３ ２ ８０
Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ６ｈ ０ １ ６ ３ １００ １ ２ ４ ３ ９０
Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ１２ｈ ０ ０ ３ ７ １００ ０ １ １ ８ １００
Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ２４ｈ ０ １ ５ ４ １００ ０ １ ３ ６ １００
Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｏｒ４０ｈ ３ ６ １ ０ ７０ ０ ５ ５ ０ １００
Ｄｒｏｗｎｅｄｇｒｏｕｐ ３ ６ １ ０ ７０ １ ８ １ ０ ９０

表２　ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达相关性

Ｔａｂ２　Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ＨＩＦ１αａｎｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＨＩＦ１α
ＶＥＧＦ

－ ＋  
－ ３ ２ １ ０
＋ ９ １２ ５ ０

 ４ ６ ６ ３

 ０ ２ ６ １

３　讨　论

３．１　ＨＩＦ１α对淹溺后脑损伤的保护作用及其与

ＶＥＧＦ的相互关系　Ｍａｓｔｕｄａ等［４］研究发现脑组织

缺血缺氧均可导致脑缺血半暗带 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的
表达增加，进而诱导糖酵解基因的表达，促进无氧代
谢；诱导血管内皮生长因子的表达，促进血管生成；
诱导一氧化氮合酶及血红素氧化酶的表达而发挥扩

张血管的作用；并能激活红细胞生成素基因的表达，
促使红细胞生成增加，提高其携氧能力。同时在缺
氧组织中活性氧（ＲＯＳ）增加，ＲＯＳ能增强ＨＩＦ１α稳
定性，免于被迅速降解［５］。可见 ＨＩＦ１α的脑保护作
用是通过其靶基因的效应以及增加自身稳定性来实

现的。本研究发现，溺水后随着 ＨＩＦ１α表达的增
加，大鼠的精神、觅食、运动及反应情况逐渐好转，心
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率、血氧饱和度等生理指标也渐趋平稳。据此推测
其原因可能是：溺水后机体对急性缺氧产生应激反
应，脑内大量表达 ＨＩＦ１α，主要通过作用于相应的
靶基因发挥效应，从改善能量代谢、重建微循环、抑
制细胞凋亡等多方面来保护脑组织的结构和功能。
同时本研究还发现淹溺后２４ｈ脑病变程度较１２ｈ
加重。可能是由于溺水后机体立刻启动了 ＨＩＦ１α
抗缺氧保护机制，机体存活１２ｈ后随着呼吸功能的
改善，体内的氧含量逐渐增高，激活了 ＨＩＦ１α酶降
解系统，加速了 ＨＩＦ１α的分解使体内 ＨＩＦ１α表达
降低，到２４ｈ其所发挥的脑保护效能已明显下降。
而此时体内氧自由基损害、缺血再灌注损伤等损害
机制在脑内持续发挥作用，故脑细胞水肿、坏死及出
血病损程度加重。这也进一步反证了 ＨＩＦ１α有脑
保护作用。因而可以认为在临床救治淹溺患者过程
中即使缺氧状态得到纠正，仍适当给予外源性 ＨＩＦ
１α，以延长其保护效能对抗脑损伤不利因素，可能会
减轻淹溺后脑病变程度，对临床治疗后期的神经康
复治疗产生很大帮助。

　　Ｓａｌｃｅｄａ等［６］报道了低氧诱导转录因子１在低
氧诱导 ＶＥＧＦ表达中的作用，通过诱使 ＶＥＧＦ转
录，增加ＶＥＧＦ的表达。Ｊｉｎ等［７］通过免疫组化的方

法发现在同一缺血区域有 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ的同时
存在，提示了 ＨＩＦ１α通过调节ＶＥＧＦ的表达，在脑
缺血后血管的生成中发挥着重要作用。本实验结果
也显示 ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ在溺水后缺氧脑组织损害
区同时表达，ＶＥＧＦ阳性表达程度随着 ＨＩＦ１α阳性
表达程度增高而增高，到机体存活１２ｈ达到高峰，均
表达为，呈１００％阳性表达，１２ｈ后两者又都下降，
由此可见这两种细胞因子的表达在溺水后脑组织中

具有明显的时间一致性，并经统计学分析两者呈正
相关关系。这也证明了在淡水淹溺所致的急性缺氧
脑组织中存在着 ＨＩＦ１α通过调节 ＶＥＧＦ的表达以
降低脑细胞氧耗量，增强耐缺氧能力。

３．２　ＶＥＧＦ对溺水后脑损伤的直接保护作用　
Ｏｏｓｔｈｕｙｓｅ等［８］在对缺氧缺乏应答的实验研究后指

出ＨＩＦ１α的脑保护作用主要是上调ＶＥＧＦ的表达，
通过促进新生血管的形成，改善血管灌流来营养神
经细胞。但Ｓｕｎ等［９］证实在血管形成之前，ＶＥＧＦ
对神经系统起着直接保护作用，这有助于延长细胞
存活时间，直到新血管形成。ＶＥＧＦ的神经保护作
用机制可能通过阻止ｃａｓｐａｓｅ３活性，减少缺血神经
元的凋亡；促进了脑室周围区域原始神经细胞的增
生和游走；提高纹状体神经元的再生和新生神经元
的成熟［１０］。本实验研究表明大鼠在淹溺２ｍｉｎ时，

四肢不能站立或行走，肌肉颤动明显，呈叹气样呼
吸。个别大鼠会出现四肢躯干强直或呈角弓反张状
态。此种状态于淹溺后２～３ｈ已基本消失，生命体
征趋于平稳，觅食、精神反应情况基本正常。而组织
形态学提示淹溺后３ｈ未见血管内皮细胞增生，到

４０ｈ才见血管内皮细胞轻度增生，暂无新生血管形
成，大鼠的这种淹溺后神经功能的恢复状况与脑组
织血管内皮细胞增生和新生血管形成速度相差极

大，更证明了ＶＥＧＦ并不是单纯依靠新生血管灌流
来营养和保护神经的，可能通过分泌某种保护蛋白；
减少缺血神经元的凋亡；促进原始神经细胞的增生
和游走；提高神经元的再生等多重机制来产生直接
神经保护作用。所以，在溺水所致的急性缺氧脑损
害早期，ＶＥＧＦ可能主要是以直接的保护作用很快
地发挥效应。前面已经提到的本研究发现在淹溺后

１２ｈＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ均呈高峰表达，而到２４ｈ随
着两者表达的下降，脑组织病变呈现加重状况，这也
同样进一步从反面证明了ＶＥＧＦ对脑组织具有直接
保护作用。因此在临床救治淹溺时可考虑早期补充
外源性 ＶＥＧＦ 或通过外源性 ＨＩＦ１α上调体内

ＶＥＧＦ的表达，以减轻急性缺氧对神经细胞的损害
程度，保护脑组织。

３．３　ＶＥＧＦ对淹溺脑水肿的作用　ＶＥＧＦ另一个
重要特性是增加血管通透性。近年来对于ＶＥＧＦ的
产生能否促进脑水肿的结论不尽一致。如Ｂｅｌｌｏｍｏ
等［１１］发现，在沙鼠中应用 ＶＥＧＦ治疗脑缺血损伤，
可增加脑水肿。Ｂｒｕｇｇｅｎ的研究发现ＶＥＧＦ拮抗剂
可减轻脑组织缺血再灌注脑水肿，据此推测，ＶＥＧＦ
是导致水肿形成的因素之一。而 Ｈａｙａｓｈｉ等［１２］在大

鼠缺血再灌注脑组织表面应用外源性 ＶＥＧＦ后，能
减轻短暂性脑缺血时的脑水肿。Ｃｒｉｓｃｕｏｌｏ经颈动脉
给予 ＶＥＧＦ并未导致血清白蛋白外渗，因此认为

ＶＥＧＦ可能对血脑屏障具有保护作用，其原因在于
血脑屏障在结构和功能上均有别于外周血管系统。
本研究结果显示溺水后于３～６ｈ出现脑水肿，并逐
渐加重至２４ｈ最明显，４０ｈ时脑水肿略减轻但仍较
明显；同时，脑指数也提示于溺水后２４ｈ最高，而

ＶＥＧＦ的表达高峰期是在溺水后１２ｈ，以后逐渐下
降，其与脑水肿的发展过程存在时间不一致。此点
不支持ＶＥＧＦ是促进溺水脑损伤后脑水肿加重的理
论；再者因ＶＥＧＦ的半衰期较短（约６ｍｉｎ）［１３］，前期

１２ｈＶＥＧＦ的高表达在循环中很难维持较长时间，
故较难解释溺水后２４、４０ｈ的脑水肿状况是由前期

１２ｈＶＥＧＦ高表达作用的结果；并且高峰期过后

ＶＥＧＦ的少量表达更不好解释其是促进脑水肿加重
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的原因。相反，溺水后脑损伤组织在 ＶＥＧＦ表达高
峰期过后反而出现脑水肿加重的现象可能正是因为

失去了 ＶＥＧＦ对脑组织的保护作用所致。因此，

ＶＥＧＦ对溺水后因急性缺氧所致的脑水肿可能发挥
着抑制其发展的效应。值得注意的是，以往研究发
现应用外源性ＶＥＧＦ后对缺血缺氧所致的脑水肿会
产生不同的效果，这是否和 ＶＥＧＦ的应用剂量和应
用时期的不同有关还有待于进一步研究。
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　　本书系统地介绍了眼科常见病症外科手术的规范化操作方法，对各种手术的适应证、禁忌证、麻醉方法和体位、手术步骤

与配合、注意事项、术后处理等临床技能进行了详细讲解。尤其突出介绍了手术步骤的分解、术者与助手的配合、术中的规范

化操作等特点，内容丰富、图文并茂、简明实用，具有很高的科学性；与以往手术学不同的是，本书以图表的形式讲述手术步骤

与配合，直观易学、设计精巧，对于提高眼科医师的临床技术操作技能有重要的指导作用。适合眼科主治、住院医师，基层眼科
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