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　　［摘要］　目的　观察含氢保存液对大鼠供心保存过程中氧化应激和炎性损伤的影响。方法　３２只ＳＤ大鼠随机分４
组（ｎ＝８）：对照组（保存液为 ＨＴＫ液），Ｈ１组（保存液为含氢浓度约０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＴＫ液），Ｈ２组（保存液为含氢浓度约

０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＴＫ液），Ｈ３组（保存液为含氢浓度约０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＴＫ液）。采用Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体大鼠心脏灌注法，心

脏分别在各组保存液中冷存（４℃）６ｈ，复灌后硫代巴比妥酸法检测心肌组织中 ＭＤＡ含量，黄嘌呤氧化酶法检测心肌组织中

ＳＯＤ活力，ＥＬＩＳＡ法检测心肌组织中８羟基脱氧鸟苷、ＴＮＦα、ＩＬ６含量。结果　供心冷保存（４℃）６ｈ后，Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３组
ＭＤＡ含量低于对照组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。Ｈ２、Ｈ３组ＳＯＤ活力高于对照组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；对照组８羟基脱氧鸟苷水

平高于 Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３组（Ｐ＜０．０１），对照组ＴＮＦα、ＩＬ６含量也高于 Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结论　含氢保存液
能降低供心保存过程中的心肌氧化损伤，减少炎性细胞因子的产生。
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　　供心保存质量是影响移植成功的重要因素［１］。
心脏保存后功能丧失或降低的主要原因之一是缺血

再灌注损伤，氧化应激和炎性反应是导致缺血再灌
注损伤的重要机制之一［２３］。因此，改进及完善心脏
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保存液，从而减轻移植过程中供体心脏的缺血再灌
注损伤，成为临床上的迫切要求。氢具有抗氧化作
用，可以选择性中和自由基中毒性最强的羟自由基
和过氧亚硝基阴离子，减轻缺血再灌注损伤［４］。Ｈａ

ｙａｓｈｉｄａ等［５］研究发现，呼吸氢气可以减少大鼠缺血
再灌注后心肌梗死面积，抑制病理性左室重塑。

Ｚｈｅｎｇ等［６］证实氢可以减轻小肠缺血再灌注的炎性

损伤，降低炎性因子ＴＮＦα和ＩＬ６水平。本研究应
用含不同浓度氢及不含氢的 ＨＴＫ（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｋｅｔｏ

ｇｌｕｔａｒａｔｅｔｒｙｐｏｐｈａｎ）液作为供心保存液，采用离体
大鼠心脏灌注模型，观察氢对大鼠供心保存过程中
氧化应激和炎性反应的影响，为改善供体心脏保存
的效果提供一个新思路。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及实验动物　超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒为南京建成生物工程
研究 所 产 品，大 鼠 ＴＮＦα 酶 联 免 疫 吸 附 实 验
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒、大鼠ＩＬ６ＥＬＩＳＡ 试剂盒为美国

ＲａｐｉｄＢｉｏＬａｂ 公司产品，大鼠 ８羟基脱氧鸟苷

ＥＬＩＳＡ试剂盒为美国ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司产品。ＳＰＦ
级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（２５０～３５０ｇ）３２
只，由第二军医大学实验动物中心提供，动物许可证
号为ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。适应性饲养７ｄ，喂养在
大鼠实验饲养室，温度（２５±２）℃，湿度４０％～６０％，
光照１２ｈ明暗交替，普通鼠粮喂养，自由饮水。

１．２　含氢 ＨＴＫ保存液的制备　ＨＴＫ液是一种低
钾型细胞内液型保存液，是目前欧洲应用最广泛的
器官保存液［７］。本研究参照文献［６］方法制备含氢
至饱和的 ＨＴＫ 液：５００ｍｌＨＴＫ 液灌注３０ｍｌ氢
气，在高压（０．４ＭＰａ）６ｈ条件下，使氢气溶解于

ＨＴＫ液中。制备后置４℃常压保存，于２ｄ内使用。
采用气相色谱仪检测其氢的含量，含氢浓度约为０．８
ｍｍｏｌ／Ｌ，平均（０．８１１±０．０３７）ｍｍｏｌ／Ｌ。含氢饱和
的 ＨＴＫ液作为 Ｈ３组 ＨＴＫ液。Ｈ１组 ＨＴＫ液：
使用前将 Ｈ３组 ＨＴＫ液在密闭条件下与不含氢的

ＨＴＫ液按１３混合，经气相色谱仪检测，含氢浓度
约为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，平均（０．１９８±０．００７）ｍｍｏｌ／Ｌ。

Ｈ２组 ＨＴＫ液：使用前将 Ｈ３组 ＨＴＫ液在密闭条
件下与不含氢的 ＨＴＫ液按１１混合，经气相色谱
仪检 测，含 氢 浓 度 约 为 ０．４ ｍｍｏｌ／Ｌ，平 均 为
（０．４０３±０．０１０）ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．３　实验分组及模型制备　３２只ＳＤ大鼠随机分
为４组，每组８只。对照组：应用 ＨＴＫ液作为供心
保存液。Ｈ１组：含氢量约０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＴＫ液

作为供心保存液。Ｈ２组：含氢量约０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＨＴＫ液作为供心保存液。Ｈ３组：含氢量约０．８
ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＴＫ液作为供心保存液。大鼠称重后，
经腹腔注射戊巴比妥钠６５ｍｇ／ｋｇ麻醉，仰卧固定于
实验台上。经尾静脉肝素３ｍｇ／ｋｇ抗凝后，迅速开
胸，在主动脉和右锁骨下动脉交界处切断肺动、静
脉，取出心脏，立即放入０～４℃ ＫＨ缓冲液中，冲洗
掉残留在主动脉内的血液。迅速将离体鼠心移至

Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌注模型的灌注针上，经主动脉用ＫＨ
缓冲液灌注，灌注压维持在７５ｃｍＨ２Ｏ（１ｃｍＨ２Ｏ＝
０．０９８ｋＰａ），９５％ Ｏ２和５％ ＣＯ２混合气体平衡，温
度维持在３７℃。肺动脉根部切开，使冠状动脉回流
液充分引流。从开胸取心至灌注开始要在５０～７０ｓ
内完成，超过７０ｓ应放弃实验。灌注３ｍｉｎ后，切开
左心耳，经左心房、二尖瓣，将连接有测压导管的心
室球囊送入左心室，另一端连接多导生理记录仪。
往心室球囊内缓慢注射适量生理盐水（４０～６０μｌ），
使左心室舒张末压为１０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３
ｋＰａ）。约１５ｍｉｎ后，心脏搏动可达到稳定状态，逐
渐降低灌注温度至３０℃以下，经主动脉根部分别灌
注４℃的各组心脏保存液使心脏停跳，每只心脏分别
在各自心脏保存液中密闭低温浸泡保存６ｈ。６ｈ
后，重新开始心脏灌注，逐渐恢复灌注温度至３７℃，
心脏搏动达到稳定状态后，切取心肌组织进行各项
指标检测。

１．４　各项指标的观察

１．４．１　心肌组织中 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活力的检测　
取左心室心尖部分心肌组织０．５ｇ，４℃条件下用生
理盐水制成１０％组织匀浆，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
取上清液于－８０℃冻存。采用考马斯亮蓝法测定上
清液蛋白含量，然后严格按 ＭＤＡ试剂盒、ＳＯＤ试剂
盒说明书操作，硫代巴比妥酸法测定心肌组织 ＭＤＡ
含量，用黄嘌呤氧化酶法测定心肌组织ＳＯＤ活性。

１．４．２　心肌组织中８羟基脱氧鸟苷、ＴＮＦα、ＩＬ６
含量检测　取左心室部心肌组织０．０５ｇ，用磷酸盐
缓冲液（ｐＨ７．４）在４℃条件下匀浆，１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，取上清液于－８０℃冻存。严格按试剂盒说
明书步骤操作，采用ＥＬＩＳＡ法检测８羟基脱氧鸟
苷、ＴＮＦα、ＩＬ６含量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，
数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　氢对心肌组织中８羟基脱氧鸟苷、ＭＤＡ含量
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和ＳＯＤ活力的影响　结果（表１）表明：Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３
组 ＭＤＡ 含量低于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），Ｈ３组和 Ｈ１组相比降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ２、Ｈ３组ＳＯＤ活力
高于 对 照 组，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５），但 Ｈ１组和对照组相比差异无统计学意

义；Ｈ３组与 Ｈ１、Ｈ２组相比增高，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。对照组８羟基脱氧鸟苷水平高于

Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），Ｈ３
组和 Ｈ１ 组 相 比 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠心肌组织８羟基脱氧鸟苷、ＭＤＡ含量和ＳＯＤ活力的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ８ＯＨｄＧａｎｄＭＤＡｌｅｖｅｌｓａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｔｉｓｓｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ８ＯＨｄＧ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＭＤＡ
ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２４．１３±６．３４ １１．４１±２．０９ ９１．８５±３０．５１
Ｈ１ １７．２８±５．１３△ ９．５１±１．８１△ １１４．６９±３６．４６△△

Ｈ２ １５．２５±３．９７ ８．４２±１．７０ １４３．９５±３３．０３△△

Ｈ３ １２．１４±３．４４ ７．６３±２．２６ ２２３．３６±７６．１１

　Ｈ１：ＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．２ｍｍｏｌ／Ｌｈｙｄｒｏｇｅｎ；Ｈ２：ＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．４ｍｍｏｌ／Ｌｈｙｄｒｏｇｅｎ；Ｈ３：ＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．８ｍｍｏｌ／Ｌｈｙｄｒｏｇｅｎ；８ＯＨｄＧ：８ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｏｘｙｇｕｎｏｓｉｎｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｄｅｈｙｄｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨ３ｇｒｏｕｐ

２．２　 氢对心肌组织中 ＴＮＦα、ＩＬ６ 含量的影
响　结果（表２）表明：对照组ＴＮＦα、ＩＬ６含量高于

Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５）；Ｈ３组和 Ｈ１组相比降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组大鼠心肌组织中ＴＮＦα、ＩＬ６含量的比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ６

ｌｅｖｅｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｔｉｓｓｕｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
［ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα ＩＬ６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６６．２１±１８．９０ ７５．３４±１４．１５
Ｈ１ ４９．６８±１１．５０△ ５７．２５±１２．５１△

Ｈ２ ４１．８１±８．８６ ５２．３９±９．７８

Ｈ３ ３５．６７±６．６２ ４３．２２±８．７９

　Ｈ１：ＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．２ｍｍｏｌ／Ｌｈｙｄｒｏｇｅｎ；Ｈ２：

ＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．４ｍｍｏｌ／Ｌｈｙｄｒｏｇｅｎ；Ｈ３：ＨＴＫ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｂｏｕｔ０．８ ｍｍｏｌ／Ｌ ｈｙｄｒｏｇｅｎ． Ｐ ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＨ３ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　供心保护不完善所造成的心肌缺血再灌注损伤
是导致心脏移植早期功能衰竭的主要原因［８］。因
此，减少供心保存过程中的心肌缺血再灌注损伤是
提高心脏移植成功率的主要策略之一［９］。自由基损
伤是缺血再灌注损伤的病理基础之一［２］。正常情况
下，机体内存在着自由基清除系统，如Ｏ２－、Ｈ２Ｏ２可
以被超氧化物歧化酶、过氧化物酶等有效降解；缺血

再灌时，由于组织缺氧、呼吸链抑制等原因，自由基
无法及时清除，大量自由基攻击核酸、蛋白质和各种
生物膜，导致心肌细胞功能障碍。羟自由基和过氧
亚硝基阴离子的毒性最强，是导致细胞氧化损伤的
重要介质［１０］，却又缺乏有效地针对性的抗氧化酶进
行降解［１１］。目前氢被证实可以选择性中和自由基
中毒性最强的羟自由基和过氧亚硝基阴离子，具有
抗氧化作用，能够减轻缺血再灌注损伤［４］。并且因
为氢是脂溶性小分子，很容易穿透各种生物膜，进入
细胞核与线粒体。在脑［１２１３］、心肌［５，１４］和肝［１５］的缺

血再灌注损伤动物模型中，均具有良好的保护作用。

８羟基脱氧鸟苷是羟自由基氧化ＤＮＡ中脱氧鸟苷
的产物，可作为细胞核内氧化应激的敏感标志
物［１６］。本研究显示，氢减少了心肌组织中８羟基脱
氧鸟苷的水平，降低了 ＭＤＡ含量，并且提高ＳＯＤ
的活性。结果表明，氢能够减少细胞核内 ＤＮＡ氧
化损伤，降低生物膜的脂质过氧化水平，提高内源性
抗氧化酶活性，这可能是氢减轻供心保存过程中心
肌氧化应激损伤的机制。

　　缺血再灌注损伤本质上也是一种强烈的炎性损
伤过程［３］，炎性细胞因子在其中发挥重要作用［１７］。
供心保存过程中，由于发生缺血再灌注，导致

ＴＮＦα、ＩＬ６等炎性介质释放，介导炎症反应和炎症
细胞的浸润，造成心肌的损伤，影响其功能［１８］。自
由基一方面可以直接损伤机体，另一方面可以通过
分子间相互作用影响炎症的发生发展［１９］，抑制这些
自由基可减少炎症的严重程度。已有研究证实吸入
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氢可以抑制小肠移植发生的炎症反应［２０］，并且氢生
理盐水可以显著减轻小肠缺血再灌注炎性损伤，降
低ＴＮＦα和ＩＬ６水平［６］。本研究结果也表明，在
供心保存过程中，含氢 ＨＴＫ液可以明显减少ＴＮＦ
α和ＩＬ６的生成，从而减轻炎性损伤，对心肌起到保
护作用。氢的抗炎作用可能是选择性中和自由基中
毒性最强的羟自由基和过氧亚硝基阴离子造成的。
在实验过程中我们还发现一个现象，各组含氢 ＨＴＫ
液的抗氧化应激和抗炎效应基本上是随着浓度的增

加而增加，联系到氢可以选择性中和毒性最强的自
由基的特性，我们认为，氢的抗氧化应激和抗炎效应
可能具有剂量效应。

　　本研究通过大鼠离体心脏灌注模型，研究氢在
供心保存过程中的保护作用，证实含氢 ＨＴＫ液可
能通过减少氧化应激和炎性反应，减轻缺血再灌注
损伤，从而对低温保存期间的离体大鼠心脏起到保
护作用，为临床器官移植的保护提供了一个新思路。
然而，更加详尽的机制以及有哪些信号通路参与了
保护作用，仍需要进一步研究。
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