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　　［摘要］　目的　观察富氢林格液（富氢液）对延迟复苏严重烧伤大鼠肠组织的保护作用。方法　制备富氢液，采用随机
数字表法将３６只ＳＤ大鼠随机分为３组（每组１２只），即假烫组、烫伤＋普通林格液组和烫伤＋富氢液组，在后两组大鼠背部

造成占体表面积（ＴＢＳＡ）３０％ 的Ⅲ度烫伤，并于烫伤后７ｈ、９ｈ、１７ｈ，分别经腹腔补给相当于总补液体积１／２、１／４、１／４的普通

林格液或富氢液，假烫组不补液。２４ｈ后取小肠组织做 ＨＥ染色，观察病理变化，并检测肠组织中丙二醛（ＭＤＡ）含量和髓过

氧化物酶（ＭＰＯ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，以及促炎细胞因子ＩＬ１β和 ＴＮＦα的含量。结果　相对于普通林格液组，富
氢液组小肠黏膜损伤减轻，肠组织 ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０５）及 ＭＰＯ和ＳＯＤ活性均降低（Ｐ＜０．０１）；促炎细胞因子ＩＬ１β和ＴＮＦ

α含量在富氢液组均显著低于普通林格液组（Ｐ＜０．０１）。结论　富氢液对烧伤延迟复苏后肠组织具有保护作用，可能主要从
两方面体现：一是降低大面积烧伤及延迟复苏所带来的氧化损伤；二是抑制延迟复苏大鼠肠组织促炎因子ＩＬ１β和ＴＮＦα的

生成。

　　［关键词］　烧伤；小肠；延迟复苏；氢；炎症因子；脂质过氧化作用
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　　烧伤是致死和致伤的重要原因。全世界每年有 ３０００００人死于与烧伤有关的损伤［１］。在美国，每年
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大约有２００万烧烫伤患者，其中有２万名患者烧伤

总面积在２５％以上，约有６５００名患者因烧伤致

死［２３］。严重烧伤后肠道是常见的受累和损伤较重

的内脏器官，近年的研究表明它是烧伤后引起高代

谢、失控性炎症反应、多器官功能障碍综合征的始动

器官之一［４］，故肠道被称为创伤、休克后 ＭＯＤＳ发

生的“启动器官”［５］。以往的研究表明烧伤后肠道损

伤主要有两方面的原因：一是严重缺血缺氧造成肠

黏膜的直接损伤。因肠黏膜血管具有发夹状结构、

逆流交换机制及代谢活跃等因素，成为休克后缺血

最早、损伤最严重的部位。延迟复苏时的氧化应激

状态及氧自由基损伤是严重烧伤、创伤和休克共同

的病理生理基础，也是烧伤早期诱发肠道屏障损伤

的主要因素［６］。二是伤后肠道细菌移位、炎症介质

释放、细胞因子级联放大效应等造成的继发性损伤。

其最终结果是肠黏膜上皮细胞稳态被破坏，即生长

与丢失的动态平衡被打破，细胞丢失、萎缩，黏膜屏

障受损，功能障碍，如未得到纠正，则进入恶性循

环［７］。

　　最近，Ｏｈｓａｗａ等［８］在体内和体外试验中发现氢

分子作为一种有效的抗氧化剂以气体弥散的方式进

入组织和细胞，并可以有选择地消除组织和细胞内

毒性最强自由基中的·ＯＨ和·ＯＮＯＯ－，以减轻氧

化性损伤，从而有效地保护细胞。还有研究表明氢

气能够降低器官移植缺血再灌注所引起的炎症损

伤［９１０］，以及具有抗凋亡作用［１１］。Ｆａｎｇ等［１２］在关于

氢水治疗严重烧伤大鼠肺损伤的实验中发现腹腔给

烫伤大鼠富氢水可以通过减轻肺脏的氧化应激和炎

症反应从而提高肺功能。目前氢气正以各种形式如

口服或注射富氢水、呼吸氢气的方式作为一种抗氧

化和抗炎气体越来越多的用于各种与氧化应激有关

的疾病模型［１３１４］。

　　本研究设计了用富含氢气的林格液（富氢液）替

代普通的林格液进行大鼠烧伤延迟复苏的实验研

究，通过检测氧化应激指标和促炎细胞因子的水平

观察富氢液在严重烧伤后延迟复苏引起肠损伤中的

保护作用。

１　材料和方法

１．１　主要材料

１．１．１　实验动物准备　雄性ＳＤ大鼠３６只，体质量

为２２０～２４０ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。

实验前将大鼠适应性饲养７ｄ，光照条件：白天／黑夜

１２ｈ／１２ｈ循环，自由进食。所有实验操作均得到第

二军医大学动物伦理委员会同意。

１．１．２　富氢液制作　参见Ｃａｉ等［１５］的报道，运用自

制的装置把氢气在０．４ＭＰａ的高压下溶解于林格液

中以达到饱和，富氢液（氢浓度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ）在正常

气压下储存于４℃冰箱。为保证后续动物实验氢气

浓度，在实验前１ｄ准备富氢水并经γ射线消毒备

用。

１．１．３　试剂盒与仪器　戊巴比妥钠（美国Ｓｉｇｍａ），

大鼠超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、髓过

氧化物酶（ＭＰＯ）试剂盒均为南京建成生物工程研究

所产 品，ＩＬ１β 和 ＴＮＦα ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （美 国

Ｇｅｎｍｅｄ），ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），

ＥＬＸ８００型全自动酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司），超速

离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．２　实验分组及处理　大鼠随机分为假烫组（Ｓ
组）、烫伤＋普通林格液延迟复苏组（ＢＲ组）和烫

伤＋富氢林格液延迟复苏组（ＢＨ组），每组１２只。Ｓ
组动物用３７℃水浴模拟烫伤过程，不进行液体复苏；

ＢＲ组和ＢＨ组动物用１００℃水浴１２ｓ，在背部和双

侧腹部造成占体表面积（ＴＢＳＡ）３０％的Ⅲ度烫伤

（病理证实）。采用Ｐａｒｋｌａｎｄ公式（４ｍｌ·ｋｇ－１·％

ＴＢＳＡ－１）计算２４ｈ的补液量。ＢＲ组和ＢＨ组动物

于伤后７、９、１７ｈ分别经腹腔补给２４ｈ补液量１／２、

１／４、１／４的普通林格液或富氢林格液进行复苏［６］。

１．３　标本采集及检测

１．３．１　观察过程中大鼠总体情况及 ＨＥ染色　处

死大鼠后立即取出小肠约１ｃｍ，４℃生理盐水冲洗肠

管内容物后置于４％多聚甲醛液中固定２４ｈ，乙醇梯

度脱水，石蜡包埋，切片，常规做 ＨＥ染色，显微镜

下观察拍片。

１．３．２　肠组织 ＭＤＡ含量和 ＭＰＯ、ＳＯＤ活性的检

测　距胃幽门部５ｃｍ取小肠５ｃｍ，４℃生理盐水清

洗小肠并冲洗肠管内容物，滤纸吸干水分后立即置

液氮内，并在液氮冷冻状态下研磨成粉。取一定量

组织按 ＭＤＡ、ＭＰＯ和ＳＯＤ试剂盒的说明进行检

测。ＭＤＡ水平通过与硫代巴比妥酸反应显色的方

法进行检测，酶标仪５３５ｎｍ 读板，ＭＤＡ 含量用

ｐｍｏｌ／ｍｇ表示。ＭＰＯ与 Ｈ２Ｏ２反应生成复合物，再
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与供氢体生成黄色化合物，通过在４６０ｎｍ处读板测

定化合物的量来计算 ＭＰＯ活性，ＭＰＯ活性用 Ｕ／ｇ
表示。ＳＯＤ活性通过氮蓝四唑还原法即通过黄嘌呤

和黄嘌呤氧化酶系统还原亚硝酸盐。ＳＯＤ活性通过

ＩＣ５０来反映，ＩＣ５０即５０％抑制率所需的样品 ＳＯＤ
（μｇ／ｍｌ）。

１．３．３　肠组织促炎性细胞因子检测　取２００ｍｇ肠

组织溶于１ｍｌ组织裂解液，１２０００×ｇ，４℃离心１５

ｍｉｎ，取上清用高敏感的酶联免疫吸附法检测ＩＬ１β、

ＴＮＦα含量，酶标仪４５０ｎｍ读取光密度（Ｄ）值，根

据样品标准曲线计算ＩＬ１β、ＴＮＦα含量。用ＢＣＡ
法测样本蛋白浓度以标准化每ｍｇ蛋白ＩＬ１β、ＴＮＦ

α的含量。

１．４　统计学处理　所得数据采用ＳＰＳＳ１６．０统计

软件包处理，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间参数采用ｔ检

验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大体情况　３组大鼠实验过程中无一例死亡，

均进入分析结果。Ｓ组状态良好，活动自如。ＢＨ组

和ＢＲ组烫伤后静卧不动，背部弓起，抓握时大鼠无

尿或少尿，补液后活动增多，尿液多清亮。　　　　

２．２　伤后２４ｈ大鼠小肠病理学改变　Ｓ组大鼠小

肠绒毛排列规则，紧密，绒毛无充血、水肿（图１Ａ）。

ＢＲ组大鼠小肠腺体萎缩，绒毛内有充血，肠绒毛上

皮变性、坏死、脱落（图１Ｂ）。ＢＨ组大鼠小肠绒毛有

水肿，排列规则，上皮有少许坏死、脱落（图１Ｃ）。

图１　３组大鼠肠组织病理学改变（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

ＲａｔｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｉｉｎｇｒｏｕｐＳｗｅｒｅａｒｒａｎｇｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙａｎｄｃｌｏｓｅｌｙｗｉｔｈｏｕｔｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｅｄｅｍａ（Ａ）．Ｒａｔｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｇｌａｎｄｓｗｅｒｅｓｈｒｕｎｋｉｎｇｒｏｕｐ

ＢＲａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｄｒｏｐ，ａｎｄｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎｉｎｓｉｄｅｔｈｅｖｉｌｌｕｓ（Ｂ）．Ｒａｔｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｉｉｎｇｒｏｕｐ

ＢＨｐｒｅｓｅｎｔｅｄｅｄｅｍａ，ｉｎｅｒｒａｔｉｃａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ，ｗｉｔｈｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｄｒｏｐ（Ｃ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　伤后２４ｈ各组大鼠肠组织 ＭＤＡ 含量和

ＭＰＯ、ＳＯＤ活性　烫伤后２４ｈＢＨ组肠组织 ＭＤＡ
含量明显低于ＢＲ组（Ｐ＜０．０５）。相对于林格液复
苏，富氢液同样显著地降低了肠组织 ＭＰＯ和ＳＯＤ
活性 （Ｐ＜０．０１，表１）。

２．４　伤后２４ｈ各组大鼠肠组织ＩＬ１β、ＴＮＦα含
量　ＢＲ组和ＢＨ 组肠ＩＬ１β、ＴＮＦα的含量均高于

Ｓ组（Ｐ＜０．０１），ＢＨ 组肠组织ＩＬ１β、ＴＮＦα的含
量较ＢＲ组有所降低（Ｐ＜０．０１，图２）。

表１　３组大鼠肠组织 ＭＤＡ、ＭＰＯ和ＳＯＤ变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＤＡ，ＭＰＯａｎｄＳＯＤｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ（ｐｍｏｌ·ｍｇ－１） ＭＰＯｚＢ／（Ｕ·ｇ－１） ＳＯＤｃＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｓ ４３４．０±１５７．３ ０．８７±０．４７ １．４５±０．５７７

ＢＲ ９３２．１±１９８．３ ２．６６±１．０４ ６．４７±０．６３１

ＢＨ ６８１．８±２０４．１△ １．４５±０．４２△△ ３．５９±０．７２７△△

　Ｓ：Ｓｈａｍｂｕｒｎ；ＢＲ：ＢｕｒｎｐｌｕｓｎｏｒｍａｌｌａｃｔａｔｅｄＲｉｎｇｅｒ’ｓｓｏｌｕｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＢＨ：ＢｕｒｎｐｌｕｓｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｌａｃｔａｔｅｄＲｉｎｇｅｒ’ｓｓｏｌｕｔｉｏｎｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＲｇｒｏｕｐ
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图２　３组大鼠肠组织内ＩＬ１β（Ａ）和ＴＮＦα（Ｂ）的变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｏｆＩＬ１β（Ａ）ａｎｄＴＮＦα（Ｂ）

ｌｅｖｅｌｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０１；ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究证实了腹腔注射富氢液延迟复苏烫伤大

鼠，可以有效减轻肠组织的氧化应激损伤，并且抑制

肠组织内促炎因子ＩＬ１β和ＴＮＦα的升高，肠组织

病理学显示富氢液可保护肠黏膜。

　　氢气是大自然广泛存在的一种小分子气体，一

直被认为是像氮气一样的惰性气体，但最近发现氢

气在医学上有重要价值，氢分子进入体内能够自由

穿过细胞壁进入细胞内清除体内过量产生的毒性最

强的氧自由基·ＯＨ和·ＯＮＯＯ－，并且具有抗氧化

和抑制促炎因子产生的作用［８］。

　　在正常生理情况下，氧自由基以较低水平存在

于生物细胞组织中，其含量取决于自由基产生的速

率以及各种抗氧化物和酶清除自由基速率之间的平

衡［１６］。当烧伤时，机体在应激和组织损伤过程中产

生大量自由基对机体本身带来伤害，而当延迟复苏

时氧分子重新进入缺血肠组织，在一定的病理生理

条件下又再次产生大量氧自由基［１７］，肠的再氧化所

产生的氧自由基可以进一步引发肠的微血管损伤，

黏膜细胞坏死和凋亡的复杂过程，其严重程度依赖

于缺血的时间和程度［１８］。ＭＤＡ是氧化损伤和脂质

过氧化反应的良好指标，可反映烧伤的程度和范围。

许多研究表明在烧伤和再灌注损伤中 ＭＤＡ水平在

各种器官和组织中均有升高［１９２０］。在本研究中，我

们观察到：烧伤后富氢液组大鼠肠组织的 ＭＤＡ水

平显著低于普通林格液组，说明富氢液能减轻烧伤

延迟复苏造成的细胞膜脂质过氧化反应和氧化应激

损伤。

　　小肠缺血再灌注产生的大量氧自由基具有趋化

和活化中性粒细胞的能力［２１］。活化的中性粒细胞

浸润肠黏膜和黏膜下层，从而造成了肠通透性的显

著升高［２２］，使肠黏膜屏障丧失和肠内细菌产物的移

位，这些都参与了细胞因子的产生和炎症反应。

ＭＰＯ是已知的由中性粒细胞产生的氧化酶，产生次

氯酸破坏附近的组织，其占中性粒细胞干重的５％，

通常被用于评估白细胞浸润的程度［２３］，也常作为肠

损伤的指标。在本研究中，我们发现烧伤后富氢液

组大鼠肠组织的 ＭＰＯ活性显著低于普通林格液

组，此结果说明富氢液可使减少肠组织的炎细胞浸

润减轻炎症反应。本实验中用富氢液替代普通林格

液进行烧伤延迟复苏，观察到ＳＯＤ的ＩＣ５０（即５０％
抑制率所需的样品ＳＯＤ）值降低，说明ＳＯＤ活性增

高。ＳＯＤ等酶体系即为机体内存在着的抗氧化系

统之一，能特异地清除体内的氧自由基，使机体免受

氧自由基的损害。ＳＯＤ（ＩＣ５０）的高低可反映体内清

除自由基的能力，在实验中常作为清除自由基能力

的主要指标［２４］。

　　本研究还观察到：虽然富氢液组和普通林格液

组肠组织ＩＬ１β和ＴＮＦα水平均显著高于假烫组，

但富氢液组肠组织ＩＬ１β和ＴＮＦα的升高幅度显著

低于普通林格液组，提示给富氢液对促炎性细胞因

子的释放有抑制作用。正常循环中促炎因子和抗炎

因子处于平衡状态，大面积烧伤后，体内产生大量氧

自由基，从而激活巨噬细胞和中性粒细胞，二者产

生ＩＬ１β和ＴＮＦα
［２，２５２６］，ＩＬ１β是一种内源性的致

热源，对诱导急性期反应起重要作用；ＴＮＦα是炎

症反应的重要启动因子之一，也是介导系统性炎症

反应放大效应的细胞因子［２７］。

　　总的来说，富氢液对烧伤延迟复苏后肠组织的

保护作用主要从两方面来体现：一是降低大面积烧

伤及延迟复苏所带来的氧化损伤；二是抑制延迟复

苏大鼠肠组织中所产生的促炎因子ＩＬ１β和 ＴＮＦ

α，从而减轻肠损伤。鉴于富氢液有效、方便、成本低

的特点，富氢液可能成为用于烧伤延迟复苏的一种

良好的复苏液体。
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