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含氢溶液对四氯化碳诱导小鼠急性肝损伤的 

保护作用 

谢江 陈国庆 曹保轩 

四氯化碳(CCI )有较 强 的致肝 脏毒性 ，目前普 遍应用 

于诱导急性肝损伤模型。CC1 进入体 内后，经肝微粒体 

细胞色素 P450激活 ，产生活性 三氯 甲基 自由基 、二 氯 甲烷 

自由基和过氧化三氯 甲烷 自由基 ，这些 自由基可 与细胞 内 

和细胞膜的大分子发生共价结合，使酶功能失活，肝细胞 

膜脂质过氧化 ，破坏 细胞 膜结 构和 功能 ，进而 导致 肝细胞 

损伤 ]。CC1 还可激活库普弗细胞释放大量炎性因子，扩 

大炎性反应，进一步加重肝损伤。近年有研究发现，氢分 

子可有效抑制羟自由基，但并不影响其他具有重要生理调 

节作用的氧自由基，具有选择性抗氧化作用_2]。目前已有 

大量研究证实氢分子可明显减轻缺血再灌注弓l起的脑、 

肝、心、小肠氧化损伤，还可有效抑制结肠炎、药物性肝炎 

中的炎性损伤 。本研究通过观察饱 和含氢 0．9 氯化钠溶 

液对 CC1 诱导小鼠急性肝损伤的保护作用，并进一步探讨 

其对肝细胞氧化应激和炎性反 应的影 响，为 临床急性肝损 

伤的治疗提供新思路。 

一

、 材料 和方法 

1．含氢溶 液 的制 备方 法[3]：将 高压 氢 气 (输 出压力 

0．4 MPa)通入0．9 氯化钠 6 h以达 到饱和浓度，灭菌， 

4℃保存。气相色谱法检测其中氢浓度为 0．75 mmol／L， 

达 到了 0．6 mmol／L的有效氢治疗浓度。 

2．动物分组及处理：42只 C57BL／6小鼠(上海第二 

军医大学动物中心提供 )，溶 液体 重 2O～22 g，自由饲养 ， 

均分 为 3组 。正 常 对 照 组 腹 腔 注 射 花 生 油 ，1 h后 以 

5 ml／kg剂量腹腔注射 0．9 氯化钠 溶 液。模 型组腹 腔注 
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射 CC1 制作急性肝损 伤模型 ，1 h后以 5 ml／kg剂量腹腔 

注射 0．9 氯化钠溶液。治疗组造模方法同模型组，1 h后 

以5 ml／kg~{量腹腔注射含氢 0．9 氯化钠溶液 。16 h后， 

乙醚麻醉 ，取 眼球血 、切取 肝脏 。 

3．肝脏组织病理学检查 ：肝脏标本 甲醛固定 ，乙醇脱 

水，石蜡包埋 ，4 m切片，HE染色，光镜下观察组织形态 

学变化 。 

4．肝功能及肿瘤坏死 因子 (TNF_a)检 测 ：眼球 血凝 

固后，4℃ 离心 2O min，取上 清，全 自动 生 化分 析仪 

(HITACHI，日本)检 测血清丙 氨酸转 氨酶 (ALT)、天冬氨 

酸转氨酶 (AST)水 平 。按照 TNF一“EuSA试 剂盒 (美 国 

Invitrogen公司)说明书操作，用酶标仪(Thermo，芬兰)检 

测样本吸光度并通过标准曲线计算 TNF-a浓度。 

5．肝组织氧化应激及抗氧化指标检测：制备肝组织 

匀浆 ，离心后 取上 清 ，按丙 二醛 (mal0ndia1dehyde，MDA)、 

谷 胱 甘 肽 (glutathione， GSH)、超 氧 化 物 歧 化 酶 

(superoxide dismutase，SOD)、过 氧 化 氢 酶 (catalase， 

CAT)、谷胱甘肽还 原酶 (glutathione reductase，GR)、谷胱 

甘肽过氧化物 酶(g|utathione peroxidase，GPx)试剂 盒(均 

购自南京建成生物工程所)说 明书操作，用分光光度计 

(BioTek，美 国)在不 同波长下 检测各 样本吸 光度 变化 ，计 

算肝组织 中 MDA、GSH、SOD、CAT、GR、GPx含量 。 

6．统计学处理 ：结果以 ±S表示 。组间差异 比较采 

用单 向方 差 分 析 ，两样 本 均 数 间 比较 采 用 LSD-t检验 。 

P<O．05为差异有统计学意义。 

二、结果 

1．小鼠一般状况 ：注射 CCI 16 h后，模型组小鼠死 

亡 3只，治疗组及正常对照组 均存活 。与正常对照组 小 鼠 

比较，模型组小鼠毛发无光泽，易激惹，食欲差，精神萎靡，体 

重无明显改变。治疗组小鼠精神、食欲等状况明显改善。 

2．肝组 织形态 学变化 ：正 常对 照组 小 鼠肝 组织 结构 
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有效保护和治疗手段。 
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褪黑素干预重症急性胰腺炎肾损伤及 

其受体表达 

金尹 陈丽倩 张浩 吴建胜 高道键 孙学成 贾国葆 黄智铭 

急性胰腺 炎 (acute pancreatitis，AP)是 临床 常见 的急 

重症 ，其 中 1O ～ 2O 的 患 者 发 展 为重 症 急 性 胰 腺 炎 

(severe acute pancreatitis，SAP)l1]，病死率 高达 l5 ～ 

2o ]
。 胰外器官损伤中肾功能障碍发生率仅次于肺功 

能障碍 ，为 14 ～43 ]，且大多 同时伴有其他 器官系统 

的损害，发展至急性 肾功能衰竭 (ARF)后病死率高达 

8O％。褪黑素(melatonin，MT)是由哺乳动物松果体分泌 

的一种吲哚类激素 ，具有强 大的抗氧化作 用及免疫 调节作 

用 。本研究通 过对实验 性 SAP大 鼠应 用 MT后 ，探讨其 

对肾功能障碍的影响及 MT受体(MR)表达。 

一

、 材料和方法 

1．动物模型制备 ：健康 SD雄性大鼠 36只，体重 250 

～ 35O g，由上海实验动物 中心提供 。将 大鼠饲养 l周后 随 

机均分为 3组，予以造模。术前 12 h禁食不禁水，5 水合 

氯醛(1_3 ml／200 g～l_4 ml／200 g)腹腔内注射麻醉，无菌 

条件下经大鼠腹正中线人腹，确认胰管，采用 2O号静脉留 

置针经对侧的十二指肠插入肠 腔 ，留置针进入 十二指肠乳 

头后拔出内芯，同时在胆管出肝门处用无损伤小动脉夹夹 

闭，防止注入 药物 反流 入肝 脏 。正 常对 照组 (SO 组)仅 翻 

动几次 ；SAP组 注入 4 脱氧 胆酸钠 (0．1 ml／100 g)；MT 

组在诱导 SAP前 30 rain经腹腔注射 MT(50 mg／kg)，常 
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规关 腹 ，动 物 造模 后 于背 部 皮 下分 点 注 射 2．0 ml无 菌 

0．9 氯化钠溶液 ，补充 水分 。每组 分别 于术后 第 4和 12 

小时取 大 鼠 6只，经 下 腔 静 脉 取 血 ，离 心 留 取 上 清 液 

一

2O℃保存 供血 清淀 粉酶、尿素氮 、肌酐检测 ；取 胰腺组织 

和右侧肾脏组织分 两部分 ，一部 分放置 于 一7O℃保存 ，进 

行相关检测，另一部分经 4 多聚甲醛固定，石蜡包埋分别 

行 HE染色，免疫组化观察。 

2．试剂：MT(Ruibio)先以无水乙醇(<0．2 )；脱氧 

胆酸钠(Sigma公 司)，Trzol(Invitrogen公 司)，逆转 录试剂 

盒 (Fermantas公司 ，PCR Mix(Tiangen公司)，100 bp DNA 

Ladder(MBI公 司)。MR和 B—actin引 物 由上海 捷瑞 生物 

工程有限公司合成，MR1上游引物 5LTGCTAcATTTGc_ 

CACAGTCTCA一3 下游引物 5 r_CCAGCACAGGCAAAA- 

AGT 3 ，扩 增 片 段 长 375 bp。B—actin 上 游 引 物 5，_ 

CAAGTTCAACGGCACAGTCAA一3 下 游 引 物 5 一GTG— 

GTCATGAGCCCTTCCA一3 ，扩 增 片 段 长 590 bp。抗 羊 

MR多克隆抗体(适用于大 鼠)和 SABC免疫组化试剂 盒购 

于武汉博士德公 司。丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶 

(SOD)试 剂盒 购于南京建成生物工程公司 。酶联免疫吸附 

法(ELISA)试剂盒为 R&D公 司产 品。 

3．肾脏 MR免疫组 化染 色：肾组 织石 蜡包埋 后切成 

4“m厚切片 ，经 脱 蜡 、水 化、封 闭 后 ，加 入 抗 羊 MR 抗体 

1：100稀释后，4。C孵育过夜 ，二抗孵育 30 min，SABC孵育 

30 min，DAB显色 ，苏木精复染 ，盐酸 乙醇分化 ，氨水反蓝 ， 

最后 脱水 、透明 、封 片，镜检。 

4．RT—PCR检测肾组织 MR表达 ：按 Trizol法抽提总 

RNA，并行 RT PCR反应 ，反应条件为 95℃预变性 5 min， 


