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　　［摘要］　目的　证明氢分子对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导氧化损伤的大鼠脊髓神经元具有保护效应，并初步探讨其相关机

制。方法　将纯化培养７ｄ后的大鼠脊髓神经元分为４组：（１）常规培养液（ＮＭ）对照组：以ＮＭ培养；（２）富氢培养液（ＨＭ）
组：以 ＨＭ培养；（３）ＮＭ＋Ｈ２Ｏ２ 组：以 ＮＭ 培养２ｈ后，加入１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 和１５μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２继续培养；（４）ＨＭ＋

Ｈ２Ｏ２ 组：以 ＨＭ培养２ｈ后，加入１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 和１５μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２继续培养。各组处理后每６ｈ更换各自培养液及氧

化剂，在１２ｈ后停止处理并检测神经元胞内活性氧（ＲＯＳ）生成的水平、细胞凋亡情况，以及糖元合成激酶３β（ＧＳＫ３β）和

ｐＧＳＫ３β的表达水平。结果　与ＮＭ相比，ＨＭ可降低 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后神经元胞内ＲＯＳ尤其是羟自由基（ＨＯ·）的生成

（Ｐ＜０．０１），减少神经元凋亡的数量（Ｐ＜０．０１），下调ｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｐ＜０．０１），促进 ＧＳＫ３β的磷酸化（Ｐ＜０．０１）。结

论　氢分子对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤的神经元具有保护效应，其机制与降低神经元胞内ＲＯＳ尤其是 ＨＯ·的生成、减少神经元凋亡
的数量和抑制凋亡信号通路的激活以及促进ＧＳＫ３β的磷酸化利于神经元生长有关。

　　［关键词］　氧化损伤；过氧化氢；活性氧；氢；神经元；细胞凋亡；糖原合成激酶３β
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ｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（３）：２３３２３９］

　　原发性创伤性脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，

ＳＣＩ）破坏血脑屏障和神经轴突，导致血流中断、出

血、水肿以及神经轴突横断后神经元的退行性反应，

而在随后几分钟至数小时内即可因组织损伤引发细

胞内线粒体功能失调、组织破坏，从而产生大量活性

氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），如超氧阴离子

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎ，Ｏ２－）、过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒ

ｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）、羟自由基（ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ，ＨＯ·）

等［１２］。ＲＯＳ被认为是导致继发性ＳＣＩ的关键因素，

可诱发一系列级联反应，致使神经元功能障碍、死

亡、凋亡的情况恶化［３］，因此抗氧化是创伤性ＳＣＩ后

进行脊髓保护的关键环节。氢分子被证实是一种安

全有效的新型抗氧化剂［４５］，由于氢气对ＨＯ·、过氧

亚硝酸盐阴离子（ｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ，ＯＮＯＯ－）等具有选

择性清除的能力且不干扰代谢性氧化还原反应，并

且具有穿透生物膜的特性从而可扩散至胞质、线粒

体、细胞核等部位，所以在抗氧化的过程中，氢分子

与大多数已知的抗氧化剂相比具有相对较小的不良

反应［４，６７］。动物实验发现，吸入氢气或腹腔注射饱

和氢气生理盐水可有效清除 ＨＯ·和 ＯＮＯＯ－等

ＲＯＳ，从而对抗脑、肝、心肌、小肠等组织缺血再灌注

诱发的氧化应激损伤［４，８１０］。我们的前期研究也发

现，建立大鼠ＳＣＩ模型后，腹腔注射饱和氢水可促进

其下肢运动功能的恢复［５］。然而氢分子是否可对氧

化损伤后的神经元产生显著神经保护作用及其相关

机制尚未见报道。本研究通过离体实验，观察富氢

培养对Ｆｅｔｏｎ反应所致氧化损伤神经元的保护效

应，并初步探讨其作用机制，为氢分子在脊髓保护中

的临床应用提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物与主要试剂　新生１ｄ的ＳＤ大鼠由

第二军医大学实验动物中心提供。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培

养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＵＮＥＬ细

胞凋亡检测试剂盒、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、２’，７’二氯荧光

素二酯酸盐（ＤＣＦＤＡ）、ＤＨａｎｋｓ液均购自碧云天

生物技术研究所；羟苯基荧光素 （ＨＰＦ）购 自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胰蛋白酶、神经生长因子（ＮＧＦ）、

Ｈ２Ｏ２、ＦｅＣｌ２均购自Ｓｉｇｍａ公司；兔抗糖原合成激酶

３β（ＧＳＫ３β）抗体、兔抗ｐＧＳＫ３β抗体购自Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；兔抗βａｃｔｉｎ抗体、兔抗ｃａｓｐａｓｅ３抗体、

羊抗兔ＩｇＧ 二抗均购自 Ａｂｃａｍ 公司。多聚甲醛

（ＰＦＡ）、ＰＢＳ等其他常用试剂均由第二军医大学基

础部神经生物学教研室提供。

１．２　脊髓神经元培养　参照肖伟等［１１］方法，新生

１ｄ的ＳＤ 大鼠剪头处死，浸入７５％乙醇１５ｍｉｎ，

ＤＨａｎｋｓ液冲洗２次，无菌条件下暴露脊髓后完整

分离脊髓，取出后于预冷ＤＨａｎｋｓ液中显微镜下剥

除表面纤维血管膜，再将其剪碎成１ｍｍ３大小颗粒，

以０．２５％胰蛋白酶消化２０ｍｉｎ，终止消化后离心

（１０００ｒ／ｍｉｎ，离心半径为１３．５ｃｍ）５ｍｉｎ弃上清。

以含２０％ ＦＢＳ及１０ｎｇ／ｍＬＮＧＦ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２

培养液重悬，以约５×１０５个／ｍＬ密度接种于内置

１ｃｍ２盖玻片的１２孔板内（预先以２５ｍｇ／ｍＬ多聚

赖氨酸包被），每孔加入３００μＬ，补足培养液至

１ｍＬ。置于３７℃、５％ＣＯ２的孵箱内。每２ｄ更换培

养液，７ｄ后给予不同处理。

１．３　富氢培养液（ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｍｅｄｉｕｍ，ＨＭ）的

制备　以特殊高压设备将氢气以０．４ＭＰａ的压力溶

解在常规培养液（ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ，ＮＭ）中６ｈ，使氢

气达到过饱和状态［５］，高压设备由第二军医大学潜

水医学研究所提供。ＨＭ 于正常大气压下，密封储

存于４℃冰箱中，每周重新制备１次。在密封静置状

态下７ｄ内以及抽取进行细胞培养（静置）６ｈ内可

保证氢气浓度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ以上（氢气含量以气相色

谱分析法进行检测［４］）。

１．４　实验分组及处理　将培养纯化培养７ｄ后的脊

髓神经元分为４组，并分别换液进行以下处理：（１）

ＮＭ对照组：以 ＮＭ 继续培养；（２）ＨＭ 组：以 ＨＭ

继续培养；（３）ＮＭ＋Ｈ２Ｏ２ 组：以 ＮＭ 培养２ｈ后，

加入１００μｍｏｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ２ 和１５μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２（即

Ｆｅｔｏｎ反应）继续培养；（４）ＨＭ＋Ｈ２Ｏ２ 组：以 ＨＭ
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预处理２ｈ后，加入１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和１５μｍｏｌ／Ｌ

ＦｅＣｌ２继续培养。处理后每６ｈ更换各自培养液及添

加试剂，在１２ｈ后停止处理并检测神经元胞内ＲＯＳ

生成水平、细胞凋亡情况以及ＧＳＫ３β和ｐＧＳＫ３β
的表达水平。

１．５　细胞内ＲＯＳ的检测

１．５．１　ＤＣＦＤＡ检测胞内ＲＯＳ　按１１０００以无

血清培养液稀释ＤＣＦＤＡ，使终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。

各组处理１２ｈ后，移除培养液，用ＤＨａｎｋｓ液冲洗１

次后，加入０．５ｍＬ稀释好的ＤＣＦＤＡ，于３７℃孵箱

内放置２０ｍｉｎ。再用无血清培养液洗涤３次，以充

分去除未进入细胞内的ＤＣＦＤＡ。其后在荧光显微

镜下（×４００；ｆｌｕｏｖｉｅｗ３００；Ｏｌｙｍｐｕｓ）直接观察并

拍照，比较荧光强度。

１．５．２　ＨＰＦ特异性检测胞内 ＨＯ·　各组处理１２

ｈ后，移除培养液，用ＤＨａｎｋｓ液冲洗１次后，加入

０．５ｍＬ１０μｍｏｌ／ＬＨＰＦ（稀释方法同ＤＣＦＤＡ），于

３７℃孵箱放置３０ｍｉｎ，余同ＤＣＦＤＡ。

１．６　神经元凋亡的检测

１．６．１　ＴＵＮＥＬ染色　各组处理１２ｈ后移除培养

液，以ＰＢＳ洗涤１次后，用４％ＰＦＡ固定３０ｍｉｎ。再

以ＰＢＳ洗涤２次，加入含有０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的

ＰＢＳ，冰浴２ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤２次后置于甲醇配制的

０．３％Ｈ２Ｏ２ 溶液中室温孵育２０ｍｉｎ，随后用ＰＢＳ洗

涤３次。加５０μＬＴＵＮＥＬ检测液（配制方法：ＴｄＴ

酶２０μＬ，荧光标记液４８０μＬ，ＴＵＮＥＬ检测液５００

μＬ），３７℃避光孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次后，用抗

荧光淬灭封片液封片后于荧光显微镜下（×４００）观

察拍照，比较阳性细胞百分比。

１．６．２　Ｃａｓｐａｓｅ３染色　细胞接种于玻片，贴壁后

用于实验；各组处理１２ｈ后移除培养液，ＰＢＳ洗涤

１次后，用４％ＰＦＡ固定２０ｍｉｎ。再以ＰＢＳ洗涤５

ｍｉｎ。０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００穿孔１５ｍｉｎ后，用ＰＢＳ

漂洗２次。１％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ后，加入１％ＢＳＡ

稀释的兔抗ｃａｓｐａｓｅ３一抗，于３７℃孵育２ｈ。ＰＢＳ

漂洗２次后，加入１％ＢＳＡ稀释的 ＴＲＩＴＣ羊抗兔

ＩｇＧ二抗，于３７℃孵育１ｈ。ＰＢＳ漂洗２次后，加入５

μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ染色２ｍｉｎ。封片后于荧光显微镜

下（×４００）观察、拍照，比较荧光强度。

１．７　ＧＳＫ３β和ｐＧＳＫ３β表达水平的检测　采用

蛋白质印迹法检测ＧＳＫ３β和ｐＧＳＫ３β表达水平。

各组处理１２ｈ后移除培养液，用ＰＢＳ洗涤２次，加

入１００μＬＲｉｐｐａ蛋白裂解液（含１％ＰＭＳＦ蛋白酶

抑制剂），于４℃反应２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径１３．５ｃｍ）离心３０ｍｉｎ，吸取上清备用。根据样

品数量，将ＢＣＡ 试剂 Ａ 和ＢＣＡ 试剂Ｂ按体积比

５０１配制适量ＢＣＡ工作液，充分混匀。ＢＣＡ工作

液室温２４ｈ内稳定。用ＰＢＳ完全溶解蛋白标准品，

并稀释至终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ。将标准品按０、１、

２、４、８、１２、１６、２０μＬ加到９６孔板的标准品孔中，加

标准品稀释液补足至２０μＬ。加适当体积样品到９６

孔板的样品孔中，加标准品稀释液补足至２０μＬ。各

孔加入２００μＬＢＣＡ工作液，３７℃放置３０ｍｉｎ。在

５６２ｎｍ处测定光密度值（Ｄ５６２），根据标准曲线计算

出蛋白浓度。用Ｒｉｐｐａ蛋白裂解液调整每管蛋白浓

度至均值，加入含２巯基乙醇和溴酚蓝的１×蛋白上

样缓冲液，９５℃共孵育１０ｍｉｎ，取出置于－２０℃备

用。将３０％聚丙烯酰胺按８％分离胶与５％浓缩胶

配制，蛋白上样后电泳约２ｈ（ＢｉｏＲａｄｐｒｏｔｅｉｎ３电泳

仪），随后将凝胶中的蛋白转移至ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ

ｔｒａｎｓｂｌｏｔ电转仪）。ＰＶＤＦ膜用脱脂奶粉封闭１ｈ

后，加入１１０００一抗（兔抗 ｐＧＳＫ３β或兔抗

ＧＳＫ３β或兔抗βａｃｔｉｎ），于４℃孵育过夜。用ＰＢＳＴ

洗膜３次后，加入１２０００羊抗兔二抗，室温孵育

２ｈ。再用ＰＢＳＴ洗膜３次，稍干后按１１加入ＡＢ

显影液，在 ＢｉｏＲａｄ的化学发光成像仪（ＢｉｏＲａｄ

Ｃｈｅｍｉｄｏｘ）上显影。然后分析灰度值，再比较灰度系

数比。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学处

理，实验数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析

和ＳＮＫｑ检验分析组间差异，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＭ对氧化损伤后神经元胞内ＲＯＳ含量的影

响　加入 Ｈ２Ｏ２（１００μｍｏｌ／Ｌ）和ＦｅＣｌ２（１５μｍｏｌ／Ｌ）

诱导氧化损伤１２ｈ后，通过ＤＣＦＤＡ和 ＨＰＦ荧光强

度的测定检测胞内ＲＯＳ水平。ＲＯＳ总量（以ＤＣＦＤＡ

染色表示，图１）及ＨＯ·的含量（以ＨＰＦ染色表示，图



·２３６　　 · 第二军医大学学报　２０１４年３月，第３５卷

２）在ＮＭ组与ＨＭ组之间差异无统计学意义；Ｆｅｔｏｎ

反应使ＮＭ培养的神经元内ＲＯＳ总量及 ＨＯ·的含

量明显增加（Ｐ＜０．０１），而 ＨＭ可降低氧化损伤后神

经元内ＲＯＳ以及ＨＯ·的含量（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＨＭ对氧化损伤后神经元胞内ＲＯＳ含量的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＭｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｉｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｉｎｊｕｒｅｄｎｅｕｒｏｎｓ

ＮＭ：Ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ；ＨＭ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｍｅｄｉｕｍ；ＤＣＦＤＡ：２’，７’ｄｉｃｈｌｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｉｎｊｕｒｙｗａｓｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙ１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ａｎｄ１５μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ２ｆｏｒ１２ｈ．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｉｎｇｌｅＨＭｇｒｏｕｐｓ，ｂｕｔｔｈｅ

ｔｏｔａｌａｍｏｕｎｔｓｏｆＲＯＳｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙＨ２Ｏ２（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｆｉｃａｎｌｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙＨＭ （Ｐ＜０．０１）．

Ａ：ＤＣＦＤＡｓｔａｉｎｅｄｐｉｃｔｕｒｅｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ；Ｂ：ＤａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＤＣＦＤＡ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＮＭ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＮＭ＋Ｈ２Ｏ２．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图２　ＨＭ对氧化损伤后神经元胞内ＨＯ·含量的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＭｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＨＯ·ｉｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｉｎｊｕｒｅｄｎｅｕｒｏｎｓ

ＮＭ：Ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ；ＨＭ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｍｅｄｉｕｍ；ＨＰＦ：Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎ

ｔｒｏｌａｎｄｓｉｎｇｌｅＨＭｇｒｏｕｐｓ，ｂｕｔａｆｔｅｒ１２ｈＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅｔｏｔａｌａｍｏｕｎｔｓｏｆＨＯ· ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜

０．０１），ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙＨＭ （Ｐ＜０．０１）．Ａ：ＨＰＦｓｔａｉｎｅｄｐｉｃｔｕｒｅｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ；Ｂ：Ｄａｔａｗｅｒｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＨＰＦ．Ｐ＜０．０１ｖｓＮＭ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＮＭ＋Ｈ２Ｏ２．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＨＭ 对氧化损伤后神经元凋亡的影响　由

ＴＵＮＥＬ检测结果（图３）可知，Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤

使ＮＭ培养的神经元内凋亡细胞百分比增加（Ｐ＜

０．０１），而 ＨＭ可降低氧化损伤后神经元凋亡细胞

百分比（Ｐ＜０．０１）。由凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的

表达结果（图４）可见，Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤上调ＮＭ

培养的神经元ｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｐ＜０．０１），而 ＨＭ

可降低氧化损伤后神经元ｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｐ＜

０．０１）。

２．３　ＨＭ 对氧化损伤后神经元ＧＳＫ３β和ｐＧＳＫ

３β表达水平的影响　如图５所示，Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化

损伤后，神经元 ＧＳＫ３β的总表达量在组间差异无
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统计学意义。然而，其磷酸化失活状态即ｐＧＳＫ３β
的比例在 Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤后降低（Ｐ＜０．０１）。

ＨＭ可使氧化损伤后神经元ｐＧＳＫ３β的比例升高

（Ｐ＜０．０１）。

图３　ＨＭ对氧化损伤后ＴＵＮＥＬ阳性神经元数量的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＭｏｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｉｎｊｕｒｙ
ＮＭ：Ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ；ＨＭ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｍｅｄｉｕｍ．Ａｆｔｅｒ１２ｈＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕ
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３　讨　论

　　ＳＣＩ后短时间内即可因组织破坏引发线粒体功

能失调产生大量ＲＯＳ［１２］。ＲＯＳ被证实是导致继发

性ＳＣＩ的关键因素，可诱发一系列级联反应，加重神

经元功能障碍、死亡，并诱导神经元凋亡［３］。氢分子

作为一种新型抗氧化剂，仅与性质活跃造成细胞损

伤的主要分子 ＨＯ·、ＯＮＯＯ－等自由基反应，ＨＯ·

和ＯＮＯＯ－均是强氧化剂，可导致核酸、脂类以及蛋

白质变性，这种选择性清除的能力，使其不干扰机体

正常的代谢性氧化还原反应，不良反应小［４，６７］。由

于氢气具有易燃易爆的性质，将其制成过饱和的氢

气溶液不但在给药时更加安全便捷，而且氢分子的

浓度更高［４５］。已有研究表明，氢分子对氧化应激造

成损伤的脑、肝、心肌、小肠等组织均具有保护作

用［４５，８１０］，但其是否可降低氧化损伤后神经元的凋

亡并促进神经元的生长少有报道。本研究中我们采

用体外纯化培养的大鼠脊髓神经元，证明富氢培养

可降低 Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤后神经元胞内ＲＯＳ尤

其是 ＨＯ·的生成、降低神经元凋亡的数量和抑制

凋亡信号通路的激活，以及促进ＧＳＫ３β的磷酸化，

从而利于神经元生长与修复。

　　目前对氢气具有器官保护作用的研究中，明确

了的作用机制限于其对氧自由基的清除作用，尤其

是对羟自由基和过氧化硝酸盐的选择性清除；氢分

子具有细胞保护作用的其他可能机制包括增加超氧

化物歧化酶、过氧化氢酶等从而产生抗氧化作用、抑

制ｃａｓｐａｓｅ３抗凋亡、降低炎症因子抑制氧化应激诱

发的炎症等［１２］，但对具体的信号通路均没有深入研

究。本研究以 Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤模拟ＳＣＩ后出现

氧化应激的病理状态。Ｈ２Ｏ２不但可以穿透生物膜，

并且可在亚铁离子的催化下生成大量 ＨＯ·（即Ｆｅ

ｔｏｎ反应），胞内 Ｈ２Ｏ２ 和 ＨＯ·均可导致细胞损

伤［１３］。通过实验我们发现，富氢培养确实可以降低

氧化损伤诱导１２ｈ后神经元胞内ＲＯＳ（ＤＣＦ荧光

强度）特 别 是 ＨＯ· （ＨＰＦ 荧 光 强 度）的 产 生

（ＨＭ＋Ｈ２Ｏ２组ｖｓＮＭ＋Ｈ２Ｏ２组，Ｐ＜０．０１），从而

降低氧化应激造成的细胞损伤。氧化应激可激活细

胞凋亡信号通路，ｃａｓｐａｓｅ３是主要的细胞凋亡信号

分子之一，在细胞凋亡信号通路中起着不可替代的

作用［１４］。我们也观察到富氢培养降低Ｈ２Ｏ２诱导氧

化损伤１２ｈ后神经元凋亡的数量，ＴＵＮＥＬ阳性的

神经元比例下降（Ｐ＜０．０１）；同时富氢培养还下调

了氧化损伤后神经元ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平（Ｐ＜

０．０１），也证实 ＨＭ 可抑制氧化应激导致的神经元

凋亡。

　　此外，我们还发现氢分子可促进神经元胞内信

号分子 ＧＳＫ３β的磷酸化。ＧＳＫ３β是降解βｃａｔｅ

ｎｉｎ的激酶，磷酸化（即ｐＧＳＫ３β）是 ＧＳＫ３β的失

活状态。当胞质中βｃａｔｅｎｉｎ含量较高时，βｃａｔｅｎｉｎ
发生核易位与转录抑制因子———Ｔ细胞因子结合，

可激活ｃｙｃｌｉｎＤ１使细胞Ｇ１期缩短进入ＤＮＡ合成

期，同时激活ｃｍｙｃ使细胞快速进入Ｓ期从而促进

细胞的生长、增殖和分化［１５１６］。因此正常比例的ｐ

ＧＳＫ３β／ＧＳＫ３β控制了细胞过度增殖和分化并维

持细胞的生长与更新。Ｄｉｌｌ等［１６］经研究证实，ＧＳＫ

３β的失活（即ｐＧＳＫ３β／ＧＳＫ３β比例升高）促进了

中枢神经系统神经元轴突的生长和恢复。值得注意

的是，ＲＯＳ正是抑制 ＧＳＫ３β失活的一个重要因

素［１７］。因此，ＲＯＳ可以通过抑制 ＧＳＫ３β失活（即

磷酸化水平降低）影响中枢神经系统的轴突生长与

修复。本研究中，我们也观察到了 Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化

损伤１２ｈ后神经元ｐＧＳＫ３β／ＧＳＫ３β的比例降低

（Ｐ＜０．０１），而ＧＳＫ３β的总表达量组间差异无统计

学意义，这可能是因为ＲＯＳ尚没有从基因水平改变

ｐＧＳＫ３β的表达，但是却对快速调节的磷酸化反应

造成了抑制。而富氢培养可提高 Ｈ２Ｏ２诱导氧化损

伤后神经元ｐＧＳＫ３β／ＧＳＫ３β的比例（Ｐ＜０．０１），

说明氢分子可能通过抑制 ＧＳＫ３β的活性，促进神

经元的生长与修复。

　　结合我们的前期研究［５］，以上结果表明对氧化

损伤的神经元产生保护效应，是氢分子促进ＳＣＩ后

大鼠下肢运动功能恢复机制的一部分。目前，在动

物模型上给予氢分子基本上通过两种给药途径来实

现，即腹腔注射（２．５～７．５ｍＬ／ｋｇ）饱和氢水以及吸

入２％的氢气，对不同给药方式的疗效比较以及剂

量效应关系，仍需进一步探讨。此外，ＳＣＩ后还可造

成其他不利于轴突再生与修复的影响，如破坏血脑

屏障、激活小胶质细胞导致炎症扩大化，以及激活星

形胶质细胞形成胶瘢痕等［１，１８］。氢分子的脊髓保护

作用是否与抑制上述病理变化有关及相关机制，也

值得进一步研究，相关研究将为氢分子应用于临床
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进行脊髓保护、促进功能恢复提供更多的理论依据。
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