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氢气饱和生理盐水对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　研究氢气饱和生理盐水对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用及作用机制。方法　采用大鼠大
脑中动脉栓塞模型（ＭＣＡＯ），２４ｈ后断头取脑，用ＴＴＣ染色法检测脑组织梗死体积，干湿法测定脑组织含水量，尼氏染色观察

大鼠大脑皮质细胞损伤程度，ＥＬＩＳＡ法测定脑组织内ＩＬ１β、ＴＮＦα含量。结果　与对照组相比，氢饱和生理盐水组能够减
少 ＭＣＡＯ脑梗死体积、减轻皮质区水肿、增加神经元尼氏小体，明显减少脑组织ＩＬ１β和ＴＮＦα含量 （Ｐ＜０．０５）。结论　氢
气饱和生理盐水能减轻脑组织缺血再灌注损伤程度，其机制可能与其抑制炎症反应有关。
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　　缺血性脑血管病是患者致死、致残的最主要疾

病之一，缺血再灌注损伤是缺血性脑血管病最重要

的病理生理过程。研究表明，氧化应激和炎症是缺

血再灌注损伤产生的重要因素［１］。脑缺血再灌注损

伤后，神经胶质细胞、内皮细胞和炎症细胞激活并释

放大量活性氧和炎症因子，炎症反应与氧化损伤相

互促进，共同造成组织损伤［２３］。

　　最近日本学者Ｏｈｓａｗａ等［４５］发现，氢气能特异

性中和羟自由基和过氧亚硝基阴离子，能治疗动物

脑组织和肝脏缺血再灌注损伤，这引起了人们的关

注［６８］。我们前期研究也发现，呼吸２％氢气对新生

大鼠大脑缺血缺氧有明显保护作用［９］。此后进一步

证明腹腔注射氢气饱和生理盐水对新生大鼠缺血缺

氧同样有保护作用［１０］。本实验采用经典的线栓法制

作大鼠大脑中动脉阻塞脑缺血再灌注模型，研究氢

气饱和生理盐水治疗脑缺血再灌注损伤的作用及抗
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炎症机制。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）

大鼠，体质量２５０～２８０ｇ，由中国科学院上海分院实

验动物中心提供。动物中心许可证号：ｓｃｘｋ（沪）

２００７０００５。氢气购于上海基量标准气体有限公司。

氢气饱和生理盐水的制备：在０．５ＭＰａ压力下加压

暴露４ｈ，将纯氢气溶解于正常生理盐水中达到饱和

水平，４℃贮存。氯化２，３，５三苯基四氮唑（ＴＴＣ）购

自美国Ｓｉｇｍａ公司。考马斯亮蓝蛋白定量试剂盒、

ＩＬ１β试剂盒、ＴＮＦα试剂盒均由南京建成生物工程

研究所提供。其他试剂均为国产分析纯。

１．２　分组与给药方法　ＳＤ大鼠７２只，随机分为假

手术组、模型组、氢水治疗组，每组２４只。其中８只

行ＴＴＣ染色，８只行组织切片Ｎｉｓｓｌ染色，８只行脑

组织匀浆制备测ＩＬ１β、ＴＮＦα。氢水治疗组大鼠于

再灌注的同时腹腔注射给药，每１００ｇ体质量１ｍｌ。

假手术组、模型组腹腔注射等体积生理盐水。

１．３　脑缺血再灌注模型的建立　手术方法参照

ＺｅａＬｏｎｇａ等［１３］线栓法加以改良。１０％水合氯醛

（每１００ｇ０．３ｍｌ）腹腔内注射麻醉后，大鼠自主呼

吸，手术过程中必要时追加麻醉药物。一个温度传

感器插入颞肌下用来监测颅骨膜温度，手术过程中

用加热毯保持颅骨膜温度在３７～３８．７℃。尾动脉插

入套管针，持续监测血压和血糖、血气等指标。大鼠

取仰卧位固定在手术台上，取右侧颈旁正中切口，钝

性分离皮下组织，暴露并游离出颈总动脉、颈内动

脉、颈外动脉，将颈外动脉主干缝扎，然后将颈总动

脉近心端结扎，颈内动脉用微动脉夹夹闭。在颈总

动脉的近颈外动脉起始部剪一小口，将准备好经过

处理的碳素线头端插入颈内动脉，松开微动脉夹，将

尼龙线缓缓上推，直至大脑中动脉开口处，约为

（１．８±０．５）ｃｍ。此时可感到栓线稍有阻力。在切口

稍上方结扎，逐层缝合切口。栓线与皮肤外留５ｍｍ
左右。缺血９０ｍｉｎ后拔除尼龙线，造成缺血再灌损

伤模型。待大鼠完全清醒后送回动物房饲养、观察。

采用Ｌｏｎｇａ评分标准 ，评分在１～３分的大鼠认为

模型制作成功，纳入实验分组；将出血较多，提前死

亡，取脑时发现蛛网膜下隙出血的大鼠剔除。假手

术组栓线不插入颈内动脉颅内段，其余同上。

１．４　脑组织含水量测定　术后２４ｈ快速断头取

脑，分别取右脑半球，在精确电子秤上称质量，然后

放入１０５℃的烤箱内４８ｈ。４８ｈ后，样本再次称质

量。脑含水量用Ｅｌｌｉｓ公式计算：脑含水量＝［（湿质

量－干质量）／湿质量］×１００％。

１．５　ＴＴＣ染色　术后２４ｈ用１０％水合氯醛每１００

ｇ０．４５ｍｌ腹腔注射麻醉后断头取脑。将脑组织于

－２０℃中１５ｍｉｎ内取出，切去额端１ｍｍ，由前向后

每隔２ｍｍ作冠状切片，共切５片。置于１％ＴＴＣ
磷酸缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）中，３７℃避光孵

育，每隔１５ｍｉｎ翻面，共孵育３０ｍｉｎ。正常组织染

成红色，梗死组织染成白色。染色后４％多聚甲醛溶

液固定２４ｈ，数码相机拍照，利用ＩｍａｇｅＪ软件分析

计算梗死体积百分比。

１．６　Ｎｉｓｓｌ染色　石蜡切片常规脱蜡入水，甲苯胺
蓝染液预热至５０℃，染５ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ漂洗５ｍｉｎ，

９５％乙醇分化（镜下控制分化程度），ｄｄＨ２Ｏ漂洗，

３７℃烘干，中性树胶封片。

１．７　ＩＬ１β和ＴＮＦα含量检测　术后２４ｈ断头取
脑，将右侧（患侧）大脑匀浆取上清，用ＥＬＩＳＡ法检
测脑组织中ＩＬ１β、ＴＮＦα含量。具体操作按照说明
书进行。

１．８　统计学处理　染色切片经德国Ｌｅｉｃａ系统照相，
所得计量数据均采用珔ｘ±ｓ表示，统计学分析应用

ＳＰＳＳ１１．０软件，两两间比较采用ＳＮＫｑ（Ｓｔｕｄｅｎｔ
ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ）检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

２　结　果

２．１　脑水肿情况　与假手术组（７７．６９±０．６０）％相比，

模型组缺血再灌注侧（右侧）脑组织含水量（８４．０５±

０．９６）％显著增加（Ｐ＜００１）。氢气生理盐水治疗组
（７８．８２±１．０９）％与模型组相比显著减少（Ｐ＜０．０５）；但

仍高于假手术组（Ｐ＜０．０５）。结果表明，氢气生理盐水

组可显著减轻缺血侧脑半球脑水肿。

２．２　ＴＴＣ染色　缺血再灌注后２４ｈ，模型组缺血

侧脑组织有明显梗死（２３．９９±３．５９）％，氢气生理盐

水组梗死体积（７．２７±３．５７）％明显减少（Ｐ＜００１），

见图１。结果表明，氢气生理盐水治疗可减少大鼠脑

缺血再灌注损伤后脑梗死。

２．３　Ｎｉｓｓｌ染色　Ｎｉｓｓｌ染色结果显示，假手术组神

经元胞体较大、胞质蓝染、核圆呈空泡状，胶质细胞

呈细小蓝色颗粒状。模型组神经元萎缩深染、细胞

间隙增宽、部分神经元消失，坏死区胶质细胞增生明

显。氢气生理盐水治疗组正常神经元数目明显多于

模型组，神经元胞质内尼氏体增多，见图２。
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图１　各组ＴＴＣ染色结果

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｓａｌｉｎｅｏｎＴＴＣｓｔａｉｎｉｎｇａｔ２４ｈｏｕｒａｆｔｅｒｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ

图２　各组Ｎｉｓｓｌ染色结果

Ｆｉｇ２　Ｎｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ，Ｄ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｆ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｙｄｒｏｇｅｎｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｃ，Ｄ），ｍｏｒｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎＭＣＡＯ

ｇｒｏｕｐ（Ｂ，Ｅ）ｗｅｒｅｓｈｒｕｎｋｗｉｔｈｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｓｐａｃｅｅｎｌａｒｇｅｄａｎｄｈａｄｄｅｅｐｃｏｌｏｒｓｔａｉｎｉｎｇ（ａｒｒｏｗｓｐｏｔ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＣ）；×２００
（ＤＦ）

２．４　氢水对 ＭＣＡＯ大鼠脑组织ＩＬ１β和 ＴＮＦα
含量的影响　假手术组、模型组和氢水治疗组ＩＬ１β
含量分别为（１８．０５±５．２６）、（４６．８９±６．１２）、
（２５．７０±１．７）ｐｇ／ｍｇ。ＴＮＦα含量在假手术组是
（７．３２±１．６７）ｐｇ／ｍｇ，模型组是（３０．４１±７．３９）ｐｇ／

ｍｇ，氢水治疗组是（９．７２±１．４４）ｐｇ／ｍｇ。氢水治疗组
与模型组和假手术组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

３　讨　论

　　缺血性脑血管病的治疗原则是及时恢复血流，
临床上可通过溶栓等治疗手段及时恢复缺血区血液

供应，但随着血流的恢复，反而产生更严重的创伤，

也就是缺血再灌注损伤。缺血再灌注损伤的发生机
制比较复杂，目前认为，自由基增多、炎症反应、神经
元兴奋毒性、钙超载、内皮细胞损伤、细胞凋亡增加
等多种因素均参与缺血再灌注损伤，在这些因素中，
缺血再灌注后脑组织内过度的炎症反应越来越受到

重视。针对缺血再灌注损伤，目前仍缺乏特别有效
的治疗手段。

　　Ｏｈｓａｗａ等［４］发现，呼吸２％的氢气能有效改善
大鼠缺血后脑梗死体积，并抑制小胶质细胞增生。

Ｆｕｋｕｄａ等［５］发现呼吸氢气对肝脏的缺血再灌注损

伤有保护作用。Ｈａｙａｓｈｉｄａ等［１０］实验证明，呼吸氢
气可以改善心脏的缺血再灌注损伤。我们［１２］采用

腹腔注射氢气饱和生理盐水，发现氢气可治疗新生大
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鼠缺血缺氧损伤［１１］，此外氢气饱和生理盐水对心脏的
缺血再灌注损伤的保护作用类似 Ｈａｙａｓｈｉｄａ等

［１０］的

研究结果。考虑到腹腔注射生理盐水比呼吸氢气更
加安全、方便，本实验旨在研究腹腔注射氢气饱和生
理盐水是否同呼吸氢气一样，对大鼠缺血再灌注损伤
有治疗作用，实验结果与我们的预期一致。

　　脑水肿是脑缺血的特征性表现，其发生机制可
能与脑缺血再灌注过程中，内皮细胞间隙紧密连接
疏松开放，通透性增高；细胞膜 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活
性下降，细胞内钠离子潴留；或是缺血再灌注引起大
量自由基生成，造成生物膜损伤。采用干湿重法，本
研究发现模型组脑组织含水量明显高于假手术组，
应用氢水治疗后，缺血侧脑组织含水量显著低于模
型组，提示氢水可有效治疗脑水肿。研究还发现，氢
水治疗后脑梗死体积明显减小，形态学发现脑组织
结构清晰、尼氏体明显增多。结果表明，氢饱和生理
盐水对脑缺血再灌注损伤具有治疗作用。

　　参与炎症反应的细胞因子非常多，目前认为，

ＴＮＦα和ＩＬ１β是参与损伤的重要代表。脑缺血再
灌注可诱导ＴＮＦα表达，在缺血脑损伤早期ＴＮＦα
由神经细胞，晚期由单核／巨噬细胞分泌。ＴＮＦα
通过与细胞表面受体结合启动细胞凋亡和死亡，也
可促进炎症反应。ＩＬ１β主要来源于星形胶质细胞、
少突胶质细胞、神经元和血管内皮细胞。此外小胶
质细胞和外周入侵的巨噬细胞可分泌ＩＬ１β。ＩＬ１β
大量释放后，可通过诱导黏附分子表达，促使大量中
性粒细胞进入中枢神经系统，导致过度炎症；可激活
内皮细胞产生多种活性物质，导致脑缺血加重；促进
脑内兴奋性氨基酸和自由基等神经毒性物质的产生

和释放引起组织损伤。这种炎症反应产生以及对组
织造成损伤的机制可能与大脑缺血再灌注后会产生

大量的自由基有关，大脑缺血再灌注后产生的氧自
由基和其他信使激活内皮细胞和胶质细胞等，产生
炎症反应，释放细胞因子、黏附分子，吸引白细胞贴
壁并进入脑实质，炎症本身也产生大量的自由基，形
成恶性循环。氧自由基可损伤ＤＮＡ，进而和其他机
制最终导致细胞凋亡。Ｂｕｃｈｈｏｌｚ等［１４］发现，呼吸氢
气可明显减弱肠移植后肺组织中中性粒细胞的募集

反应。另有实验发现，氢气饱和生理盐水可明显减
少肠缺血再灌注后肺组织中ＩＬ１β和 ＴＮＦα含
量［１５］。本研究发现，氢气饱和生理盐水可使缺血侧
脑组织中ＩＬ１β和ＴＮＦα含量明显下降，说明氢气
饱和生理盐水具有对抗脑缺血后炎症反应的作用，
这可能是氢气饱和生理盐水治疗脑缺血再灌注损伤

的重要原因。

　　总之，氢气饱和生理盐水可减少缺血再灌注损伤

后的脑组织水肿，减少脑组织梗死体积，降低ＩＬ１β、

ＴＮＦα的含量，对缺血脑组织具有明显的保护作用。
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