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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。方珐 采用大鼠大 

脑中动脉栓塞模型 (MCAO)，24 h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，El ISA法测定脑组织内 II 一18、TNF-c~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 II 一18和 TNF n含量 (P<O．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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[-Abstract] Objective To study the protective effect of saturated hydrogen saline against cerebral ischemia—reperfusion 

inj ury and the related mechanism．Methods Rat middle cerebral artery occlusion(MCAO)models were established by thread 

ligation of the middle cerebral artery．The rats were sacrificed 24 h 1ater．The cerebral infarction volume was determined bv 

TTC staining。the water content in brain tissue by dry—wet weight method。the degree of cerebral cells by Nissl staining．and 

the levels of IL 1 8 and TNF Q in the ischemic cerebral tissues by E1 ISA．Results Compared with control group，hydrogen 

saline decreased the brain water content and cerebral infarction volume，and increased the quantity of nissel’S body in the 

cortex；meanwhile，it also significantly decreased the concentrations of IL一1B and TNF一Ⅱin brain tissue(P％ 0．05)．Conclusion 

Hydrogen saline can alleviate the cerebral ischemia—reperfusion injury，probably by inhibiting the inflammation response． 

[-Key words] saturated hydrogen saline；brain ischemia；reperfusion ini ury 

[Acad J Sec Mi1 Med Univ，2010，31(3)：238-241] 

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 。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 。 

最近日本学者 Ohsawa等 。j 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 ]。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 ]。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n 。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 250～280 g，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 0．5 MPa压力下加压 

暴露 4 h，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 2，3，5一三苯基四氮唑(TTC)购 

自美国 Sigma公 司。考马斯亮蓝蛋 白定量试剂盒 、 

II 一1G试剂盒、TNF—a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一113、TNF～a。氢水治疗组大鼠于 

再灌注的同时腹腔注射给药，每 100 g体质量 1 ml。 

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等口 线栓法加以改 良。1O 水合氯醛 

(每 100 g 0．3 m1)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 5 mm 

左右 。缺血 90 rain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 l～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 24 h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 

放人 105℃的烤箱内 48 h。48 h后，样本再次称质 

量。脑含水量用 Ellis公式计算：脑含水量一[(湿质 

量一干质量)／湿质量]×100 。 

1．5 TTC染色 术后 24 h用 1O 水合氯醛每 1O0 

g 0．45 ml腹腔注射麻醉后断头取脑。将脑组织于 

～

2O℃中 15 min内取出，切去额端 1 mm，由前向后 

每隔2 mm作冠状切片，共切 5片。置于 1 TTC 

磷酸缓 冲液 (0．2 mol／L，pH 7．4)中，37nC避光 孵 

育，每隔 15 min翻面 ，共孵育 30 min。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 24 h，数码相机拍照 ，利用 Image J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。C，染 5 min，ddH O漂洗 5 min， 

95 乙醇分化 (镜 下控制 分化程度 )，ddH O漂洗 ， 

37|C烘干 ，中性树胶封片。 

1．7 IL一1p和 TNF—d含量检测 术后 24 h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II 一1t?、TNF— 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 ±S表 示，统计 学分 析应用 

SPSS 11．0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(Pdo．05)；但 

仍高于假手术组(P<o．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 24 h，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．O1)， 

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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圈 l 各 组 T T C 染 色 结 果

F i g 1 E f f e c t o f h y d r o g e n s a l i n e o n T T C s t a i n i n g a t 2 4 h o u r a f t e r m i d d l e c e r e b r a l a r t e r y o c c l u s i o n

A ：C o n t r o l g r o u p ； B ： H y d r o g e n s a l i n e g r o u p

图 2 各 组 N i s s l 染 色 结 果

F i g 2 N i s s l s t a i n i n g r e s u l t s

A ， D ：S h a m g r o u p i B 。 E ： C o n t r o l g r o u p ；C ， F ： H y d r o g e n s a l i n e g r o u p ． C o m p a r e d w i t h h y d r o g e n s a l i n e g r o u p ( C ． D ) ． m o r e n e u r o n s i n M C A O

g r o u p ( B ， E ) w e r e s h r u n k w i t h i n t e r c e l l u l a r s p a c e e n l a r g e d a n d h a d d e e p c o l o r s t a i n in g ( a r r o w s p 0 1 ) ． O r i g i n a l m a g n i f i c a t i o n ： × 1 0 0 ( A — C ) ； × 2 0 0

( D — F )

2 ． 4 氢 水 对 M C A ( ) 大 鼠 脑 组 织 I L — l B 和 T N F —

d

含 量 的 影 响 假 手 术 组 、 模 型 组 和 氢 水 治 疗 组 I L 一 1 J3

含 量 分 别 为 ( 1 8 ． 0 5 ± 5 ． 2 6 ) 、 ( 4 6 ． 8 9 ± 6 ． 1 2 ) 、

( 2 5 ． 7 0 ± 1 ． 7 ) p g ／m g 。 T N F ～

a 含 量 在 假 手 术 组 是

( 7 ． 3 2 ± 1 ． 6 7 ) p g ／m g ， 模 型 组 是 ( 3 0 ． 4 1 ± 7 ． 3 9 ) p g ／

m g ， 氢 水 治 疗 组 是 ( 9 ． 7 2
- 1-

1 ．4 4 ) p g ／m g 。 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 ． 0 5 ) 。

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 。

O h s a w a 等 。 。’

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 。

F u k u d a 等∞ ’

发 现 呼 吸 氢 气 对 肝 脏 的 缺 血 再 灌 注 损

伤 有 保 护 作 用 。 H a y a s h i d a 等 ‘”“
实 验 证 明 ， 呼 吸 氢

气 可 以 改 善 心 脏 的 缺 血 再 灌 注 损 伤 。 我 们 『1。0
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 ，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 。。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 a和 IL一18是参与损伤的重要代表。脑缺血再 

灌注可诱导 TNF— 表达，在缺血脑损伤早期 TNF—a 

由神经细胞 ，晚期 由单 核／巨噬细胞 分 泌。TNF—a 

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 。II ll3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一1l3。IL一1f3 

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 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一18和 TNF— 含 

量_】 。本研究发现 ，氢气饱和生理盐水可使缺血侧 

脑组织中 IL一1J3和 TNF a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-I~、 

TNF_ 的含量 ，对缺血脑组织具有明显的保护作用。 
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