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静脉注射含饱和氢气生理盐水减轻 

小鼠肾脏缺血再灌注损伤 

宋少华 沈筱芸 傅志仁 刘芳 郭闻渊 傅宏 王正昕 丁国善 

【摘要】 目的 研究静脉注射含饱和氢气生理盐水对小鼠肾脏缺血再灌注(IR)损伤的保护作 

用及其机制。方法 健康、雄性的C57BL／6小鼠随机分为 3组，每组 1()只。假手术组(SO组)小鼠 

仅接受中线开腹、双侧肾蒂游离及关腹操作；缺血再灌注组(IR组)小鼠用无损伤动脉夹同时钳夹双 

侧肾蒂，阻断 45 min，制成肾脏 IR损伤模型，并于肾脏缺血同时经尾静脉注射生理盐水，5 mt／kg；实 

验组小鼠制成肾脏 IR损伤模型，并于肾脏缺血同时经尾静脉注射含饱和氢气生理盐水，5 ml／kg。各 

组小鼠于肾脏再灌注 6 h时检测血清尿素氮(BUN)和肌酐(Scr)；检测肾组织中丙二醛(MDA)和髓 

过氧化物酶(MPO)的含量；观察肾脏组织形态学变化并检测肾小管上皮细胞的凋亡情况；观察肾组 

织中巨噬细胞的浸润情况；检测各组小鼠肾组织中肿瘤坏死因子 (TNF_a)、白细胞介素 6(IL 6)、1L广 

1B和 II『17 mRNA的水平。结果 实验组血清 BUN和 Scr水平明显低于 IR组(P<()．05)。实验组 

肾组织病理改变较 IR组明显减轻 ，其肾小管损伤评分明显低于 IR组(P<O．01)，。 小管上皮细胞凋 

亡明显轻于 IR组(P<()．05)。实验组肾组织内 MDA含量低于 IR组(P<0．05)。实验组小鼠肾组 

织内中性粒细胞和巨噬细胞的浸润较 IR组减少(P<0．(15)。实验组 TN a、IL-6、I 1G和 IL一17 

mRNA的水平均低于 IR组(P<0．05)。结论 静脉注射含饱和氢气生理盐水能够在一定程度上减 

轻。肾脏 IR损伤，其机制可能与抑制。肾脏 IR后炎症反应有关。 
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[Abstraetl Objective To evaluate the protective effect of hydrogen-rich saline on renal 

ischemia／reperfusion(1／R)in mice．Meth0ds Thirty C57 HI ／6 mice were randomly divided into 3 

groups：sham-operated(S())group，I／R group(mice were injected with 5 ml／kg saline by tail vein 

jUSt before ischemia induction)and hydrogen-rich saline group(mice were injected with 5 ml／kg 

hydrogen-rich saline)．At the 6th h after reperfusion，the sera and renal samples subject to IR injury 

were collected．The Scr and BUN levels in serum were determined and renal histological changes were 

also examined． The apoptosis of renal tubular epithelial cells was measured by terminal 

deoxynucleot．dyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay． M alondialdehyde (MDA ) 

contents in renal samples were measured using specific kits． The infiltration of F4／80 positive 

macrophages and neutrophils was assayed by using immunohistochemistry．The mRNA expression of 

TNF_Ⅱ，I 6，I 1 8 and IL_1 7 was detected by using rea1 time reverse transcription PCR．Results As 

compared with IR group。at the 6th h following reperfusion the levels of Scr and BUN were 

significantly reduced (P< 0．05)，histological changes obviously alleviated (P< 0．01)，apoptosis of 

renal tubular epithelial cells and MDA contents was decreased (P< ()．()5)in hydrogen-rich saline 

group．Moreover，the infiltration of macrophages and neutrophils，and the mRNA expression of 

TNF_a，I 6，IL_18 and IL_17 in renal tissue in hydrogen rich saline group were also declined as 

compared with IR group(P<()．()5)．Conclusion Hydrogen-rich saline can ameliorate renal IR injury 

to some extent，which iS associated with inhibition of inflammatory response induced by reperfusiork 
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移植肾缺血再灌注(IR)损伤是引起急性肾功 

能衰竭(ARF)最主要的原因之一『1]。肾脏 IR损伤 

后炎症反应会促进肾脏细胞坏死及凋亡，是始动及 

促进肾功能损伤的重要机制，并且坏死细胞释放的 

细胞内毒性成分会进一步加重炎症反应E2,33。因 

此，抑制 IR诱导的炎症反应可能是减轻肾脏 IR后 

ARF的有效途径。氢气作为自由基清除剂能够选 

择性地降低组织和细胞内的活化氧簇，抑制器官再 

灌注后炎症反应l4_ 。研究显示，静脉注射含饱和氢 

气的生理盐水对动物模型的心脏、肠道以及肺脏 IR 

损伤均有明显的保护作用 “ 。本研究旨在观察静 

脉注射含饱和氢气的生理盐水对小鼠肾脏 IR损伤 

的保护作用，现报告如下。 

材料与方法 

一

、实验动物 

8～ 10周龄的健康、雄性 C57BI ／6小鼠(H一 

2 )，体重为23~25 g，购于第二军医大学实验动物 

中心，于无特殊病原体(SPF)级环境饲养，自由进 

食、饮水。 

二、含饱和氢气生理盐水的制备 

按Mao等_1”]的方法制备，经 7射线杀菌。实 

验使用时新鲜制备，以维持稳定的氢气含量。 

三、小鼠肾脏 IR损伤模型的制作 

参照 Basile等[1l_I的方法进行，腹腔注射 10 g／L 

戊巴比妥钠(40~45 mg／kg)麻醉小鼠，取腹正中切 

口暴露双侧肾脏，仔细游离双侧肾蒂，用无损伤动脉 

夹同时钳夹双侧肾蒂，阻断 45 min后松开动脉夹。 

小鼠肾脏颜色在数秒钟内由暗褐色逐渐变为鲜红 

色，提示血供恢复，再灌注良好。 

四、实验分组 

用随机数字表法将小鼠分为 3组，每组 1()只。 

假手术组(SO组)小鼠仅接受中线开腹、双侧肾蒂 

游离及关腹操作；缺血再灌注组(IR组)小鼠制成肾 

脏 IR损伤模型，并于肾脏缺血同时经尾静脉注射 

生理盐水，5 ml／kg；实验组小鼠制成肾脏 IR损伤模 

型，并于肾脏缺血同时经尾静脉注射含饱和氢气生 

理盐水，5 ml／kgc ” 。 

五、检测样本的获取 

各组小鼠于肾脏再灌注 6 h时再次麻醉并处死， 

获取下腔静脉血及肾脏。血液样本于37℃恒温箱静 

置 1 h，4℃冰箱过夜后以 2000×g离心 10 rain，分 

离、获取血清，置于一80℃下保存，待用。取部分肾 

组织，用体积分数 10 甲醛溶液固定，石蜡包埋，用 

于形态学观察。另取部分肾组织迅速置人液氮中，于 
一 80℃冰箱保存，用于提取核酸及蛋白质。 

六、检测指标 

1．各组小鼠肾功能的检测：用 LX20型自动化 

分析仪(加拿大和美国Beckman公司产品)检测各 

组小鼠血清尿素氮(BUN)和肌酐(Cr)。 

2．各组小鼠肾组织中丙二醛(MDA)含量的检 

测：用 MDA含量检测试剂盒(南京凯基生物科技有 

限公司产品)进行测定。 

3．各组小鼠肾组织中髓过氧化物酶(MPO)活 

性的检测：用 MPO活性检测试剂盒(南京凯基生物 

科技有限公司产品)进行测定。MPO为中性粒细胞 

特异性酶，其活性可以反映肾组织内中性粒细胞的 

浸润情况。 

4．各组小鼠肾组织中巨噬细胞浸润情况的检 

测：用免疫组织化学法进行检测。包埋于TissueTeck 

组织冷冻保存液的冰冻肾组织样本切成 4 ffm薄片， 

用多聚甲醛固定，100 g／L牛血清白蛋白(BSA，封闭 

1 h，加入大鼠抗小鼠 F4／80一抗 (加拿大及美国 

SanDiego公司产品)，4℃下孵育过夜，加入 2 过氧 

化氢孵育 10 min(清除内源性过氧化物酶)，加入辣根 

过氧化物酶(HRP)偶联的羊抗大鼠二抗，并加入底物 

二氨基联苯( )显色。在×400高倍镜视野(hpf) 

下计数 F4／80阳性细胞数，每组检测 4只小鼠，每只 

小鼠每个样本计数 5个视野。 

5．各组小鼠肾组织中炎症介质 mRNA水平的 

检测：用实时定量逆转 录酶聚合酶链反应 (RT— 

PCR)法测定肾组织内肿瘤坏死因子 a(TNF_a)、自 

细胞介素 6(IL-6)、IL_18和 IL-17 mRNA的水平。 

取冻存的肾组织约 10 mg，研磨器研磨后，用 Trizol 

试剂提取总 RNA。RT-PCR反应体系中，TNF-~ 

上游引物为 5’。AAGCCTGTAGCCCACGTCGTA- 

3’，下 游 引 物 为 5 GGCACCACTAGTTGGTT 

GTCTTTG3 ；IL-6 上 游 引 物 为 5’一ACAAC 

CACGGCCTTCCCTACTT-3’，下游 引物 为 5 

CACGATTTCCCAGAGAACATGTG-3’；IL-1 l3上 

游引物为 5，l_ACACCAGCCTGGCTTCCATC一3’， 

下游 引 物 为 5’一TTGGAGCTGGAGCTGCTTAT 

AGTTG一3’；IL-17上游引物为 5’一GGACTCTC 

CACCGCAATGA一3’，下 游 引物 为 5’一GACCAG 

GATCTCTTGCTGGA一3’；肌动蛋白 I3(~-actin)上 

游引物为 5，_GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’， 
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B i o s y s t e m s 公 司 产 品 。 目 的 基 因 m R N A 表 达 水 平

采 用 2
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方 法 计 算 ， 并 以 相 应 标 本 内 ~3
-

a c t i n

m R N A 为基 准进 行标 准化 1 ]引
。

6 ． 各组 小 鼠 肾组 织 的形 态 学 观 察 ： 肾组 织 样 本

切 成 1 c m x 1 C l l l X 1 c m 小 块 ， 保 存 于 体 积 分 数

1 ( ) ％中性 甲 醛 溶 液 内 ， 检 测 时 切 成 5 肚m 薄 片 ， 行

H E 染 色 ， 于 光 学 显 微 镜 下 观 察 ， 按 J a b l o n s k i 评分

方 法 分 析 肾小 管上 皮 细胞 的损 伤程 度 [ 1引
。

7 ． 各 组 小 鼠 肾小 管上 皮 细 胞 凋 亡 的 检测 ：采用

原 位 末端脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 介 导 的 d U T P 缺 口 末

端 标 记 法 ( T U N E I 。 ) 对 肾脏 凋 亡 细 胞 进 行 测 定 。 按

$ 7 1 0 0 型 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 ( 美 国 C h e m i c o n 公 司

产 品 ) 说 明 书 操 作 。 计 数 X 4 ( )() 高 倍 镜 视 野 下

T U N E I 。 阳性 细胞 数 ， 每组 检 测 4 只 小 鼠 ， 每 只 小 鼠

每个 样本计数 5 个视 野 。

七 、 统计 学 分 析

数据 应 用 S P S S 统 计 软 件 ( 1 6 ． 0 版 ) 分 析 ， 计 量

资料 用 均 数 ± 标 准 差 ( z ± s ) 表 示 ， 多 组 问样 本 均 数

的 比较 采用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 组 问 的 比 较 采 用 最

小 显 著性 差 异 法 ( L S D 检 验 ) ， P ％ o ． 0 5 为 差 异 有 统

计学 意 义 。

结 果

一

、 各 组 小 鼠 肾功 能 的变 化 情 况

各 组 小 鼠再 灌注 后 6 h 时 血 清 B U N 和 C r 水平

见 表 1 。 I R 组 血 清 B U N 和 Q 水 平 明 显 高 于 S O 组

( P < ()． 0 1 ) ， 实 验 组 血 清 B U N 和 D 水 平 明 显 低 于

I R 组 ( P < ()． (／5 ) 。

表 1 各 组 小 鼠血 清 B U N 和 Q 水 平 ( z ± N )

注 ：与 S O 组 比较 ，

“ P ％ O． 【11 ；与 I R 组 比 较 ，

0 P ％ O． 0 5

二 、 各 组 小 鼠
。

肾组 织 的形 态 学 变 化

再 灌 注 6 h 时 ， 小 鼠 肾组 织 的 形 态 学 变 化 见 图

1 。 S O 组 肾小球 、 肾小 管结 构 清 晰 ， 无 明 显 病 变 ；I R

组 可 见
。

肾小 球轮 廓 尚清楚 ， 肾小 管 上 皮 细 胞 f{J 现 明

显 的空 泡 、 滴状 变性 ， 部分 上 皮细 胞 坏 死 、 脱落 ， 基 底

膜暴露 ， 大量 炎 症 细 胞 浸 润 ；实 验 组 病 理 改 变 较 I R

组 明显 减 轻 ， 部 分 肾 小 管 上 皮 细 胞 缘 脱 落 ， 出 现 空

泡 ， 部 分 管腔 扩 张 。

S O 组 l R 组 实验组

图 1 再 灌 注 6 h 时 小 鼠 肾脏 组 织 形 态 学 改 变 ( H E X 4 ( )( 1)

各 组 肾小 管损 伤 的半 定 量 评 分结 果 见 罔 2 。 I R

组 肾小 管损伤评 分 明显 高 于 S O 组 ( P < ()
． 0 1 ) ， 实验

组 肾小 管损伤评 分 明显 低 于 1R 组 ( P < ()． 0 1 ) 。

錾iLLL

豳 斛 黼
S O 组 I R 组 实验 组

图 3 各组 小 鼠 肾小 管上 皮 细胞 凋 亡情 况 (
’

I
'

U N E I 。
× 4 0 0 )
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四 、 各组 小 鼠肾组 织 内 M D A 的 含量

I R 组 肾组 织 内 M D A 含 量 明 显 高 于 S ( ) 组 ( P
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< ()． 0 5 ) ， 实验 组 肾组 织 内 M D A 含 量 则 低 于 I R 组

( P < o ． 0 5 ， 图 5 ) 。

图 5

五 、 各组 小 鼠 肾组 织 内炎症细胞 的浸 润 情 况

S 0 组 小 鼠 肾 组 织 内仅 存 少 量 巨 噬 细 胞 ( 每 高

倍镜下 4 ． 2 ± f j．5 个 细 胞 ) ， I R 组 小 鼠 肾组 织 内有 大

量 巨 噬 细胞 浸 润 ( 每高倍镜 下 4 5 ． 5 ± 7 ． 2 个 细胞 ) ， 二

者相 比 ， 差 异有统计学 意 义 ( P < 0
． 0 1 ) ；实 验 组 小 鼠

肾组 织 内每高倍镜 下 有 1 8 ． 3 ± 3 ． 8 个 巨 噬 细 胞 ， 明显

少 于 1R 组 ( P < ()． 0 5 ， 图 6 、 7 ) 。

粼 粼 燃
s O 组 I R 组 实验 组

图 6 各组 小 鼠肾组 织 巨 噬 细胞 的浸 润情 况 ( × 4 0 0 )
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S O 组 I R 组 实验组

图 7 各组 小 鼠 肾组 织 巨 噬 细胞 数 目的 比较

I R 组 肾组 织 内 M P O 活 性 明显 高于 8 0 组 ( 尸<

()． 0 5 ) ， 实验 组 M P 0 活 性 则 低 于 l R 组 ( P < ()． 0 5 ， 图

8 ) 。
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S O 组 I R 组 实验 组

图 8 各 组 小 鼠 肾组 织 M P O 活 性 的 比较

六 、 各组 小 鼠肾组 织 内炎症介质 的表达情况

1R 组 肾 组 织 内 T N F —

a 、 I I ．

一 6 、 I I ．

一 1 13 和 1I 。

一 1 7

m R N A 的 表 达 明显 高 于 S O 组 ( P < ()． 0 1 ， P < ( )． () 1 ，

P < ()． () 1 ， P < o ． 0 5 ) ， 而 实 验 组 上 述 炎症 介质 m R N A

的水 平 均低 于 1R 组 ( P < () ． 0 5 ， 图 9 ) 。
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讨 论

氢气是 电荷 中性 、 较 氧气分 子 更 小 的分子 ， 与水

溶性抗 氧化制剂 不 同 ， 氢 气分 子 具 有 更 好 的 生 物 膜

通 透 性 ， 更 易通 过 细 胞 膜 进 入 细 胞 及 细胞 器 ， 尤其是

产生 活 化 氧 簇 的 主 要 细 胞 器 — — 线 粒 体 。 因 此 ， 氢

气 能够有 效 地 清除 活 细胞 内 的 羟 基 ， 抑 制 活 化 氧簇

产 生 __4]
。

M D A 是 非 饱 和 脂 质 过 氧 化 反 应 的 终 产

物 ， 其含 量 能够反 映脂质过 氧化 反 应 的程 度及 水平 。

本研 究 结果 显 示 ， 肾脏 I R 损 伤 后 ， 组 织 内 M D A 含

量 显 著升 高 ， 而 注 射 含 饱 和 氢 气 生 理 盐 水 能 降 低

M D A 含 量 ， 即 能够减轻组 织 的过 氧化损 伤 。

既 往 研 究 显 示 ， 急 性 炎 症 反 应 在 器 官 、 组 织 I R

损 伤 中具 有 重 要 作用 。 大量 的效应 细胞 活 化并 浸 润

至 损 伤部位 ， 产 生 并 分泌 大量 的炎性 介质 ， 引起 局 部

及 全 身 的 器 官 损 伤 。‘“ “ ]
。 巨 噬 细 胞 和 中性 粒 细 胞

在 I R 诱 导 的 炎 症 反 应 中 扮 演 至 关 重 要 的 角

色 1 ]“ " j
。 巨 噬 细 胞 引 发 并 加 重 组 织 再 灌 注 损 伤 的

机 制 包括 ： ( 1 ) 在 再 灌 注 早期 巨 噬 细 胞 活 化并 分 泌 大

量 炎 性 因子 [ ’。]
；( 2 ) 在 肝 脏 发 生 再 灌 注 损 伤 时 ， 大 量

的 巨 噬 细 胞 浸 润会 加 重 微循 环 障碍 。 中性 粒 细 胞 在

再 灌注 早 期 即 开 始 向损伤部位 浸 润 ， 并 于 再 灌 注 2 4

h 左 右达 到 高 峰 ， 通 过 释 放 活 化 氧 簇 以 及 多 种 蛋 白

水解 酶加 重 细 胞 损 伤 l l钆 。”j
。 本 研 究 中 ， 再 灌 注 6 h

时 I R 组 小 鼠 肾组 织 内有 大 量 巨 噬 细 胞 浸 润 ， 而 实

验 组 巨 噬 细 胞 浸 润 有 所 减 轻 。 实验 组 注射含饱 和 氢

气生 理 盐 水 后 肾组 织 内 M P O 的 活 性 也 有 所 降低 ，

即是 中性 粒 细胞 的浸 润有所 减轻 。

T N F —

a 被认 为是 再 灌 注 后 炎 症 反 应 的 核 心 因

子 之 一

， 通 过 T N F -

a 受体信号 转 导途 径诱 导 多 种炎
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症介质的基因表达，进而加重炎症反应[2 。IL-6和 

IL-1／3是急性炎症反应最重要的介质，参与了炎症 

时多种细胞活动，包括细胞增殖、分化和凋亡等。与 

其他组织细胞相比，肾小管上皮细胞表达较高水平 

的IL-6受体，IL-6与受体结合后活化 Janus激酶／ 

信号转导子和转录激活子(JAK／STAT)信号通路， 

促进调亡相关分子半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 

(capase)一1及 capase-3表达升高，进而诱导肾小管 

上皮细胞凋亡，而且，巨噬细胞、中性粒细胞和部分 

T淋巴细胞、B淋巴细胞亚群也表达 IL厂6受体，再 

灌注时大量内源性 IL-6与受体结合后活化此类免 

疫细胞，促进其向炎症部位聚集，进而加重组织损 

伤 。临床研究也发现，细胞因子 IL-6和 IL-I~ 

对肾脏 IR损伤有明显的加重作用[ 。I 17在 IR 

损伤中的作用逐渐受到研究者重视，Edgerton等发 

现 T淋巴细胞浸润程度与组织损伤呈明显正相关， 

共聚焦显微技术表明，浸润的 T淋巴细胞为 IL厂17 

分泌性 T淋巴细胞；而 IL一17合成障碍的 IL-23基 

因敲除小鼠，其小肠 IR损伤明显减轻，进一步研究 

表明，IL一17可能介导了 T淋巴细胞在 IR损伤中的 

致病作用 。本研究中，实验组注射含饱和氢气生 

理盐水处理后，上述炎症介质的表达均低于 IR组。 
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