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液态氟碳纳米粒在大鼠蛛网膜下腔出血中对低氧诱导因子１α的抑制作用

许　伟，朱　继　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外科）

　　［摘要］　目的　初步探讨液态氟碳（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｏｃｔｙｌｂｒｏｍｉｄｅ，ＰＦＯＢ）纳米粒对蛛网膜下腔出血后早
期脑损的保护作用及其与低氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）的关系。方法　健康雄性 ＳＤ大鼠１００只分为
５个组：假手术组（Ｓｈａｍ）、蛛血组（ＳＡＨ）、蛛血 ＋安慰剂组（ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ）、蛛血 ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组
（ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ）和蛛血＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组（ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ），每组２０只。采用颈内动脉穿
刺法制作ＳＡＨ模型。造模后２４ｈ对每组大鼠进行神经行为功能缺损评分，检测脑含水量和血脑屏障
（ＢＢＢ）通透性，末端脱氧核苷酸介导的ＸｄＵＴＰ缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测神经元凋亡，免疫组化和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α蛋白表达情况。结果　ＰＦＯＢ纳米粒能够显著降低早期脑损伤，包括改善神经
功能缺失、减轻脑水肿、降低血脑屏障通透性和减少神经元凋亡，且ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组降低效果明
显高于ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组（Ｐ＜０．０５）。ＰＦＯＢ在降低早期脑损伤的同时能够显著抑制ＨＩＦ１α蛋白
表达，且ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组抑制效果明显高于 ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组（Ｐ＜０．０５）。结论　液态氟
碳纳米粒对蛛网膜下腔出血后早期脑损伤的保护作用可能与抑制ＨＩＦ１α蛋白表达有关。
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　　动脉瘤性蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒ
ｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）是一种高发病率和高病死率的毁灭性疾
病［１］。早期脑损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）被认为是
导致 ＳＡＨ患者高风险死亡和不良预后的主要因
素［２－３］。尽管对于ＳＡＨ后ＥＢＩ的发病机制尚不清楚，
但是大多数学者认为 ＳＡＨ后颅内压急剧升高和脑血
流量减少导致的急性脑缺血在 ＥＢＩ中发挥重要作
用［４］。低氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，
ＨＩＦ１α）是缺血缺氧条件下广泛存在哺乳动物和人体
内的一种转录因子，能够激活下游多种基因的表达，从

而调节机体对外界刺激的应答反应［５］。大量研究报

道，在大鼠 ＳＡＨ模型的脑实质内可见 ＨＩＦ１α表
达［６－９］，同时通过不同的方式抑制ＨＩＦ１α可以减轻脑
水肿、血脑屏障通透性和神经元凋亡等 ＥＢＩ表现［１０］。

因此抑制ＨＩＦ１α可能为ＥＢＩ治疗提供新思路。
　　液态氟碳（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｏｃｔｙｌｂｒｏｍｉｄｅ，ＰＦＯＢ）属于新三
代全氟碳化合物（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｃａｒｂｏｎ，ＰＦＣ），具有性质稳
定、良好的携氧功能、低表面张力、低毒性等独特的性

质，使其广泛应用于临床治疗、新型造影剂、靶向药物

载体等领域［１１－１２］。而纳米粒级的ＰＦＯＢ直径更小、半
衰期更长、循环时间更长、更易穿过血管内皮间隙等特

点［１３］。本课题组前期初步证实 ＰＦＯＢ纳米粒对 ＳＡＨ
后ＥＢＩ有神经保护作用［１４］，但是其发挥作用具体机制

还不清楚。因此我们提出假设：ＰＦＯＢ纳米粒对 ＥＢＩ
的神经保护作用，可能与抑制 ＨＩＦ１α蛋白表达相关。
本研究采用颈内动脉穿刺法建立ＳＡＨ模型，给予不同
剂量ＰＦＯＢ纳米粒干预，观察ＰＦＯＢ对ＳＡＨ后ＨＩＦ１α
的影响。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
　　液态氟碳购自ＡｌｌｉａｎｃｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ公司，于重庆
医科大学超声影像学研究所乳化成纳米粒；ＴＵＮＥＬ试
剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司；免疫组化试剂盒（ＰＶ９００１）和
ＤＡＢ显色剂购自中杉金桥公司；ＨＩＦ１α（ａｂ５１６０８）蛋白
抗体购自Ａｂｃａｍ公司。ＧＡＰＤＨ内参购自博奥森公司。
其余试剂由重庆医科大学附属第一医院实验中心提供。

１．２　实验对象及分组
　　健康雄性 ＳＤ大鼠１００只，由重庆医科大学动物
实验中心提供，体质量为（３００±２０）ｇ，分为５个组：假
手术组（Ｓｈａｍ）、蛛血组（ＳＡＨ）、蛛血＋安慰剂组（ＳＡＨ＋
ｖｅｈｉｃｌｅ）、蛛血 ＋５ｇ／ｋｇ液态氟碳纳米粒组（ＳＡＨ＋
５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ）和蛛血 ＋１０ｇ／ｋｇ液态氟碳纳米粒组
（ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ）。ＳＡＨ组采用颈内动脉穿刺法
制作模型；Ｓｈａｍ组同ＳＡＨ组，但不刺破动脉；ＰＦＯＢ纳

米粒造模成功后１ｈ尾静脉注射，安慰剂组注射等量
的生理盐水。

１．３　ＳＡＨ模型制作
　　采用改良颈内动脉穿刺法制作 ＳＡＨ模型［１５－１６］。

大鼠经１０％水合氯醛（３．５ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉，仰卧位
固定于手术架上，取颈部正中切口，分离一侧颈总动脉

颈内动脉和颈外动脉，将２０单股尼龙线由一侧颈外
动脉进入，导入同侧的颈内动脉，刺入１８～２０ｍｍ后
感觉阻力存在，继续插入约３ｍｍ，刺破大脑中动脉和
大脑前动脉分叉处，抽出细线，缝合颈部皮肤。假手术

组除了不刺破血管，其余步骤与ＳＡＨ组相同。如建模
过程中出现大鼠死亡情况，及时补充新的大鼠以保证

每组２０只。
１．４　神经行为功能缺损评分
　　在ＳＡＨ造模后２４ｈ，对各组大鼠进行神经行为功
能缺损评分，主要根据 Ｙａｍａｇｕｃｈｉ神经评分系统［１７］，

按照表１评分标准，评分越高，表明神经行为功能损伤
越明显。

表１　神经行为功能缺损评分标准

项目　　　 行为活动　　 评分

进食量 吃完所给食物 ０

吃了所给食物的一部分 １

没有吃 ２

活动力 在笼子里自由行走 ０

在刺激下才走 １

几乎不动 ２

功能缺损 无功能缺损 ０

行走不稳 １

不能行走 ２

１．５　脑水肿测定
　　造模２４ｈ后每组各取 ５只大鼠，１０％水合氯醛
（３．５ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉端头处死后，迅速取出脑组织
并立即称重（湿质量）。然后将所有脑组织至于１０５℃
烤箱，４８ｈ后再次称量（干质量）。脑水肿可用公式求
得：［（湿质量－干质量）／湿质量］×１００％。
１．６　血脑屏障通透性检测
　　血脑屏障通透性的定量分析是通过伊文思蓝渗透
率的表现的。股静脉注射 ２％伊文思蓝（ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，
ＥＢ）染料，１ｈ后，麻醉大鼠并用ＰＢＳ灌注取脑，脑组织
称重后超声匀浆破碎，４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
收集上清，重复３次。取上清测定６２０ｎｍ条件下的
光密度值［Ｄ（６２０）］，标准曲线上获取ＥＢ含量（ｍｇ／ｇ）。
１．７　原位细胞凋亡检测技术（ＴＵＮＥＬ）
　　大鼠经用１０％水合氯醛麻醉，先后用磷酸盐缓冲

２５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



液（ＰＢＳ）和４％多聚甲醛灌注，迅速取出脑组织置于
４％多聚甲醛固定４８ｈ，切除小脑及前三分之一的脑组
织，剩余脑组织石蜡包埋，并取冠状位连续切４μｍ薄
片贴敷于载玻片，选取海马结构完整的切片经常规、水

化；０．４％ Ｔｒｉｔｏｎ室温下破膜１０ｍｉｎ，滴加ＴＵＮＥＬ试剂
１和试剂２（１∶９）、３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色、复染、
盐酸酒精分化、返蓝、脱水、中性树胶封片。各组选取

位置在相同范围内的切片各５张，光学显微镜下观察
大鼠海马神经细胞，以棕黄色颗粒的有核细胞为阳性

细胞，每张切片高倍镜（１０×４０）下随机选择５个不同
的视野（均取自海马 ＣＡ１区），运用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软
件计数每个视野阳性细胞率，取其平均值。

１．８　实时荧光定量ＰＣＲ分析
　　每组选取５只大鼠，麻醉后迅速取脑组织并分离
出海马，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取各组总 ＲＮＡ，并用紫外
分光光度计测浓度，然后运用 ＡＭＶＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
试剂盒 （ＳＫ２４４５）和 ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测系
统将 ＲＮＡ反转录 ｃＤＮＡ。根据检测目的基因，通过
ＧｅｎｅＢａｎｋ设计引物序列，ＨＩＦ１α：上游：５′ＧＴＣＡＧＴ
ＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＧＣＡＡＣＴＧ３′，下游５′ＣＴＧＴＣＴＧＧＴＧＡ
ＧＧＣＴＧＴＣＣＧＡ３′，ＧＡＰＤＨ：上游：５′ＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡ
ＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′，下游：５′ＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ
ＣＡＧＴＴＴ３′。ＰＣＲ反应条件：第１步，９５℃变性３０ｓ，
第２步，９５℃变性５ｓ、５８℃退火３４ｓ，共４０个循环；
绘制溶解曲线的条件为９５℃变性１５ｍｉｎ、６０℃退火
６０ｓ、９５℃变性１５ｓ。数据运用公式 ＲＱ＝２－ΔΔＣｔ的方
法进行分析，以２－ΔΔＣｔ表示相关基因的 ｍＲＮＡ表达水
平，实验重复３次。
１．９　免疫组化检测ＨＩＦ１α蛋白表达
　　采用 ＰＶ９００１两步法：取含有海马完整海马结构
的石蜡切片，经常规脱蜡、水化、抗原修复；３％Ｈ２Ｏ２室
温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后孵育一抗（ＨＩＦ１α１∶５０）
４℃过夜；ＰＢＳ冲洗后滴加试剂１、室温下孵育２０ｍｉｎ；
ＰＢＳ冲洗再次冲洗后滴加试剂 ２、室温孵育 ２０ｍｉｎ、
ＰＢＳ冲洗后 ＤＡＢ显色、复染、盐酸酒精分化、返蓝、脱
水、中性树胶封片。各组选取位置在相同范围内的切

片各５张，光学显微镜下观察大鼠海马神经细胞，以胞
质或胞核内出现鲜艳的棕黄色颗粒的有核细胞为阳性

细胞，每张切片高倍镜（１０×４０）下随机选择５个不同
的视野（均取自海马 ＣＡ１区），运用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软
件计数每个视野阳性细胞率，取其平均值。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α蛋白表达
　　每组随机取５只大鼠，麻醉后取脑组织并分离出
海马组织，置于细胞裂解液中，再加入蛋白酶抑制剂，

低温匀浆，静置４０ｍｉｎ，４℃ １２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取

上清，分装－８０℃保存备用。ＢＣＡ测蛋白浓度，根据
蛋白浓度取等量蛋白，加 ５×ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
（ＳＤＳＰＡＧＥ）上样缓冲液煮沸５ｍｉｎ，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶粉、
１ｇ／Ｌ吐温２０的 ＴｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）封闭液
置摇床上封闭 ２ｈ，经 １×ＴＢＳＴ充分漂洗（５ｍｉｎ，
３次），ＨＩＦ１α单克隆抗体按照１∶１０００稀释，４℃孵
育过夜，充分漂洗后加山羊抗兔二抗按照１∶２０００稀
释，室温孵育 １ｈ，ＥＣＬ发光，暗室胶片显影。通过
Ｆｕｓｉｏｎ软件分析图像，以ＨＩＦ１α蛋白条带的灰度值与
ＧＡＰＤＨ蛋白条带的灰度值的比值表示目的蛋白的相
对表达水平。

１．１１　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软
件，组间比较采用方差分析和ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＦＯＢ对神经行为功能缺失的影响
　　Ｓｈａｍ组没有神经行为功能缺失。ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋
ｖｅｈｉｃｌｅ组中大鼠神经行为功能缺失评分明显高于
Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５），而这两组之间差异并无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。给予ＰＦＯＢ（５ｇ／ｋｇ和１０ｇ／ｋｇ）纳米粒
的干预治疗后，神经行为功能缺失与ＳＡＨ组相比明显
降低，且１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组降低较５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组更明
显（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。
２．２　ＰＦＯＢ对脑水肿和血脑屏障通透性的影响
　　与Ｓｈａｍ组相比，在ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组中脑
水肿和伊文思蓝渗出率明显增加（Ｐ＜０．０５）。而予以
ＰＦＯＢ纳米粒干预后，脑水肿和伊文思蓝渗出率较ＳＡＨ
组明显降低，且 ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组降低程度较
ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组更明显（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、Ｃ）。
２．３　ＰＦＯＢ对神经元凋亡的影响
　　ＴＵＮＥＬ染色结果显示，在造模２４ｈ后 Ｓｈａｍ组海
马区少量ＴＵＮＥＬ阳性染色细胞，而在ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋
ｖｅｈｉｃｌｅ组的海马区明显见到大量 ＴＵＮＥＬ阳性细胞标
记的凋亡细胞。给予 ＰＦＯＢ（５、１０ｇ／ｋｇ）治疗干预后，
在海马区 ＴＵＮＥＬ染色的凋亡细胞较 ＳＡＨ组明显减
少，且ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组较 ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ
组减少更明显（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．４　荧光定量ＰＣＲ检测ＰＦＯＢ对ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的影响
　　ＨＩＦ１αｍＲＮＡ在Ｓｈａｍ组表达量极低。相比之下，
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ在 ＳＡＨ组和 ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组表达量明
显增加（Ｐ＜０．０５）。而在造模１ｈ后予以ＰＦＯＢ纳米粒
干预，并不能降低ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水平（图３）。

３５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组：３：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；４：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；５：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组比较

图１　各组大鼠神经行为功能缺损评分（Ａ）、脑含水量（Ｂ）、伊文思蓝渗出量（Ｃ）比较
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Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＳＡＨ组；Ｃ：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；Ｄ：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；Ｅ：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；Ｆ：半定量分析
结果　１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组：３：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；４：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；５：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组　ａ：Ｐ＜
００５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组比较

图２　ＴＵＮＥＬ染色观察各组大鼠海马ＣＡ１区神经元凋亡情况
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；４：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇ
ＰＦＯＢ组；５：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比
较

图３　荧光定量ＰＣＲ检测各组ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达变化

２．５　免疫组化检测ＰＦＯＢ对ＨＩＦ１α表达影响

　　在脑组织海马中，ＨＩＦ１α主要在神经元表达，既

可以在细胞核中，也可以在胞质中表达。Ｓｈａｍ组海马

区仅见少量的ＨＩＦ１α阳性染色细胞的表达，且主要表

达在胞质。与Ｓｈａｍ组相比，在造模２４ｈ后 ＳＡＨ组和

ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组中海马区的神经元ＨＩＦ１α阳性染色细

胞明显增多。在造模１ｈ后给予ＰＦＯＢ（５、１０ｇ／ｋｇ）纳米

粒干预，海马区ＨＩＦ１α阳性细胞数目较ＳＡＨ明显减少

（Ｐ＜０．０５），且ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组阳性细胞减少较

ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组更明显（Ｐ＜０．０５，图４）。

４５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＳＡＨ组；Ｃ：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；Ｄ：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；Ｅ：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；Ｆ：半定量分析
１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；４：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组；５：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组比较

图４　免疫组化观察各组大鼠海马ＣＡ１区神经元ＨＩＦ１α的表达

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＦＯＢ对ＨＩＦ１α蛋白的影响
　　造模２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 Ｓｈａｍ组
海马区ＨＩＦ１α蛋白表达量很低。相比之下，在 ＳＡＨ
组和ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组中 ＨＩＦ１α蛋白表达量明显升高
（Ｐ＜０．０５）。而在造模１ｈ后予以 ＰＦＯＢ治疗能够明
显降低 ＨＩＦ１α蛋白表达，且 ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组
降低程度明显高于 ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组（Ｐ＜０．０５，
图５）。

３　讨论

　　ＳＡＨ是具有高病死率和致残率的临床重症，占所
有脑卒中的５％，约３０％的存活者留有不同程度的残
疾［１］。目前研究认为 ＥＢＩ是导致 ＳＡＨ患者病死率较
高和决定预后的首要因素。ＥＢＩ是指 ＳＡＨ后７２ｈ之
内整个脑组织发生的直接损伤，涉及迟发性脑血管痉

挛出现前（３ｄ至３周）脑组织内发生的所有病理生理
过程，包括脑水肿、血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）
破坏、脑细胞死亡等［３］。虽然对于 ＥＢＩ的发病机制尚
不清楚，但是多数学者认为ＳＡＨ后颅内压急剧升高和
脑血流量锐减导致的急性脑缺血在ＥＢＩ中发挥重要作
用。因此，对 ＥＢＩ的干预成为能够改善 ＳＡＨ预后的
关键。
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ｖｅｈｉｃｌｅ组；４：ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇ
ＰＦＯＢ组；５：ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＡＨ组和 ＳＡＨ＋
ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜００５，与ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组比较
图５　液态氟碳纳米粒对大鼠ＳＡＨ后２４ｈ海马区ＨＩＦ１α

蛋白表达的影响

　　ＨＩＦ１是１９９２年 Ｓｅｍｅｎｚａ等［１８］在 Ｈｅｐ３Ｂ细胞提
取物中发现。它是由对氧敏感的 α亚基和稳定表达
的β亚基组成的异源二聚体，而ＨＩＦ１α既是ＨＩＦ１的

５５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）



调节亚基又是活性亚基，因此 ＨＩＦ１的生物效应是由
ＨＩＦ１α亚基实现的。大量研究证实 ＨＩＦ１α与脑外
伤、脑缺血和脑出血性疾病密切相关［１９－２０］。Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ
等［６］首先报道 ＳＡＨ模型 ２４ｈ后大鼠脑实质内可见
ＨＩＦ１α高表达。Ｗａｎｇ等［８］研究发现大鼠 ＳＡＨ后大
量表达的ＨＩＦ１α通过调节水孔蛋白４和金属基质蛋
白酶９在ＳＡＨ后脑水肿的发生中发挥重要作用。随
后胡强等［２１］研究报道，ＨＩＦ１α在大鼠 ＳＡＨ后大量表
达，并且在１２ｈ明显增多，２４ｈ达高峰，７２ｈ显著下
降；同时ＨＩＦ１α参与早期脑损伤中的神经元凋亡。因
此，他们认为ＨＩＦ１α参与ＥＢＩ的发生，而抑制ＨＩＦ１α
能够发挥神经保护作用。同时 Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ等［６］研究发

现高压氧治疗能够减轻ＳＡＨ后早期脑损伤，部分原因
是其抑制ＨＩＦ１α及其下游的 ＶＥＧＦ和 ＢＮＩＰ３蛋白表
达。Ｗｕ等［１０］研究报道通过 ＨＩＦ１α的抑制剂 ２ＭＥ２
干预 ＳＡＨ，在不影响颅内压、脑灌注压和脑血流量的
情况下，能够减轻脑水肿和神经元凋亡等早期脑损伤

的表达。这些研究都进一步证实在 ＳＡＨ后 ＥＢＩ中通
过不同的方式抑制 ＨＩＦ１α及其下游靶基因蛋白的表
达，能够发挥神经保护作用。

　　ＰＦＯＢ属于安全无毒全氟碳化合物（ＰＦＣ）的一种，
具有高度稳定性和良好的携氧功能，经过乳化的

ＰＦＯＢ能够达到最小直径９０ｎｍ，使其更容易通过血管
内皮细胞间隙，并使停留在血管内时间大大延长，同时

大大增加了ＰＦＯＢ的携氧能力和穿透能力。从最初利
用ＰＦＣ特殊的理化性质，到后来发现 ＰＦＯＢ具有抗氧
化应激损伤［２２］，再到 ＰＦＯＢ具有抗炎症反应［２３］等作

用，ＰＦＯＢ已经广泛应用于临床的各个领域，也越来越
受到医学研究工作者的重视。在神经外科领域，ＰＦＣ
被用于颅脑外伤后的意识恢复、脊髓外伤后神经保护

和预防出血性梗死等疾病中［２４－２５］，但是对于 ＰＦＯＢ纳
米粒作用于ＳＡＨ的研究目前尚处于起步阶段。本团
队前期实验通过视交叉前池注血法建立ＳＡＨ模型，经
尾静脉注射ＰＦＯＢ纳米粒对ＳＡＨ大鼠干预发现，ＰＦＯＢ
纳米粒能够减轻脑水肿、神经元凋亡等早期脑损伤表

现，发挥神经保护作用［１４］。但是对于 ＰＦＯＢ纳米粒发
挥神经保护作用机制还不清楚。本实验采用颈内动脉

穿刺法建立ＳＡＨ后早期脑损伤的模型，于术后１ｈ经
尾静脉予以（５、１０ｇ／ｋｇ）不同剂量 ＰＦＯＢ纳米粒干预，
结果发现脑水肿、血脑屏障通透性、海马 ＣＡ１区神经
元凋亡等早期脑损伤表现较ＳＡＨ组明显减轻，神经行
为功能缺损明显改善，且ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组作用
效果比ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组更明显。因此，进一步
证实了ＰＦＯＢ纳米粒对ＳＡＨ后ＥＢＩ的神经保护作用。
同时于造模２４ｈ采取大鼠海马组织，分别采用免疫组

化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α蛋白表达情况，发现在
ＳＡＨ组ＨＩＦ１α蛋白的表达较Ｓｈａｍ组明显升高，予以
ＰＦＯＢ纳米粒干预后 ＨＩＦ１α蛋白表达显著下降，同样
ＳＡＨ＋１０ｇ／ｋｇＰＦＯＢ组抑制效果较 ＳＡＨ＋５ｇ／ｋｇ
ＰＦＯＢ组更明显。上述实验表明 ＰＦＯＢ纳米粒在 ＥＢＩ
中能够抑制 ＨＩＦ１α表达，而这种抑制作用可能与
ＰＦＯＢ的神经保护作用密切相关。但是对于 ＰＦＯＢ纳
米粒作用于ＨＩＦ１α的是从调节 ｍＲＮＡ水平还是翻译
和翻译后水平，目前还不清楚。而本试验结果显示，

ＰＦＯＢ并不能改变 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达。因此，我们认
为可能的机制是：ＰＦＯＢ纳米粒含有高浓度氧，能够改
善脑组织的缺血缺氧状态，进而激活ＨＩＦ１羟化酶，使
得ＨＩＦ１α被羟化，羟化的ＨＩＦ１α可与希佩尔林道病
肿瘤抑制蛋白结合，结合后的 ＨＩＦ１α能够被 Ｅ３泛素
化蛋白识别，从而导致ＨＩＦ１α被２６Ｓ蛋白酶泛素化降
解，从而达到降低ＨＩＦ１α在胞质中的积累。当然这只
是假设的机制之一，仍需进一步研究证实和明确具体

的作用机制，为推动ＰＦＯＢ纳米粒尽早应用于临床，提
供可靠的理论依据。
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