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氢气生理盐水对大鼠肝缺血再灌注后
氧化应激损伤的保护作用

骆助林，汤礼军，汪　涛，罗　浩，黄　竹，王　华，田伏洲

【摘要】　目的　研究氢气生理盐水（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ-ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ， ＨＳ）抑制氧化应激，减轻大鼠肝缺血再灌注
损伤（ＩＲＩ）的作用。 方法　将 ３２只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ）、肝缺血再灌注组（ ＩＲ）、生理
盐水处理组（ＩＲ＋ＮＳ）和氢气生理盐水处理组（ＩＲ＋ＨＳ），制作 ７０％大鼠肝脏缺血再灌注模型，术后 １２ｈ处死
大鼠，检测各组大鼠血清丙氨酸转氨酶（ＡＩＲ）和天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平； 取肝组织观察其病理学变化，
并观察肝组织内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）变化。 结果　与 ＩＲ ＋ＮＳ组相比
较，术后 ＩＲ＋ＨＳ组肝组织病理损伤情况明显改善，血清 ＡＩＲ及 ＡＳＴ值较低（P＜０．０５），肝组织 ＭＤＡ水平明
显下降（P＜０．０５），ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ含量明显上升（P＜０．０５）。 结论　ＨＳ能减轻大鼠肝 ＩＲＩ，其机制可能与
抑制肝缺血再灌注后氧化应激反应有关。
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Protection effects of hydrogen-rich saline for hepatic ischemia-reperfusion injury
by reducing oxidative stress in rats
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ-ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉａ-
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒａｔｓ．Methods　Ｔｈｉｒｔｙ ｔｗｏ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｌｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ： ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｉｓｃｈｅｍｉａ －ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ （ ＩＲ） ｇｒｏｕｐ，ＩＲ ＋ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ（ ＩＲ ＋ＮＳ）
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＩＲ ＋ｈｙｄｒｏｇｅｎ-ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ （ＩＲ＋ＨＳ）ｇｒｏｕｐ．Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉａ-ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂ-
ｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ １２ ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅ ＡＩＲ ａｎｄ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ，ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕ-
ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ） ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Results　Ｔｈｅ
ｐａｎｃｒｅａｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ＩＲ ＋ＨＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＩＲ ＋ＮＳ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ ＡＩＲ，
ＡＳＴ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＩＲ ＋ＨＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＩＲ ＋ＮＳ ｇｒｏｕｐ（P＜０．０５）．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｌａｓ-
ｍａ ＭＤＡ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＩＲ ＋ＨＳ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＩＲ ＋ＮＳ ｇｒｏｕｐ（P＜０．０５）．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＩＲ ＋ＨＳ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＩＲ ＋ＮＳ ｇｒｏｕｐ（P＜０．０５）．Conclusion　Ｈｙｄｒｏｇｅｎ-ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ ｍａｙ ｒｅ-
ｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉａ-ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒａｔｓ．
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　　肝脏的缺血再灌注损伤（ ｉｓｃｈｅｍｉａ －ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ， ＩＲＩ） 是肝脏外科重要的临床病理生理过程，
导致肝叶切除、肝移植术后器官功能障碍和衰竭的
重要因素［１］ 。 因此在肝脏外科中如何采取措施，减
轻肝脏缺血再灌注损伤具有重要意义。 最近发现氢
气能抑制炎症相关的细胞因子、缓解炎症发展，抑制
氧化应激损伤，具有潜在的治疗炎症应激性疾病的

作用［２］ ，我们推测氢气生理盐水（ｈｙｄｒｏｇｅｎ-ｒｉｃｈ ｓａ-
ｌｉｎｅ，ＨＳ）在肝脏缺血再灌注损伤过程中氧化应激损
伤中也起着一定的作用，因此我们采用 ７０％大鼠肝
脏缺血再灌注模型，对氢气生理盐水在肝脏缺血再
灌注损伤中的作用进行研究，报告如下。

材料与方法

1　实验动物分组及处理
成年健康雄性清洁级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３２ 只，质量

（２００ ±５０）ｇ，第三军医大学大坪医院动物中心提供
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［动物合格证编号： ＳＣＸＫ（渝）２００２０００２］。 氢气生
理盐水（０．６ｍＭ）由第二军医大学孙学军教授提
供［３］ ，储存于密封的塑胶袋中 ４°Ｃ 下保存，使用前
经伽玛射线消毒。 将 ３２ 只大鼠均分成 ４组（ｎ＝８）：
（１） 假手术组（ ｓｈａｍ），动物只接受开腹关腹手术；
（２） 肝缺血再灌注组（ ＩＲ）； （３） 肝缺血再灌注 ＋
生理盐水处理组（ＩＲ ＋ＮＳ）； （４） 肝缺血再灌注 ＋
氢气生理盐水处理组（ＩＲ＋ＨＳ）。
2　动物模型制作

大鼠术前禁食 １２ｈ，自由饮水，乙醚吸入麻醉。
腹正中切口约 ２ｃｍ，用小血管夹夹闭左、中叶肝蒂，
造成 ７０％肝脏缺血动物模型［４］ ，保持肝右叶和尾状
叶血流通畅，４５ｍｉｎ 后取下血管夹恢复肝脏血供后
关腹。 氢气生理盐水（０．６ｍＭ，６ｍｌ／ｋｇ，ｐＨ ７．４）或
者生理盐水（６ｍｌ／ｋｇ）在肝脏缺血同时经尾静脉注
射。 假手术组仅开腹后游离肝脏周围韧带然后关
腹。 术后大鼠自然清醒并自由饮水。
3　检测指标及方法

术后 １２ｈ处死大鼠，统一取大鼠部分组织肝，用
１０％甲醛固定并常规制作石蜡病理切片，苏木精-伊
红染色（ＨＥ）后由专门的病理学医师进行病理观察，
剩下的肝组织 ０°Ｃ 生理盐水中冰浴保存。 大鼠血
清丙氨酸转氨酶（ＡＩＲ）和天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水
平采用全自动生化分析仪检测，肝组织内 ＳＯＤ 活
性、ＧＳＨ、ＭＤＡ含量均采用检测试剂盒（南京建成生
物制品公司）并按说明书进行操作。 ＳＯＤ 活性测定
采用黄嘌呤氧化酶法（羟胺法），ＧＳＨ含量测定采用
化学比色法，ＭＤＡ 含量的检测采用硫代巴比妥酸
（ＴＢＡ）法。
4　统计学处理

数据用（珋x ±s）表示，用单因素方差分析和 t 检
验做统计学处理。 结果采用 ＳＰＳＳ１３．０软件包分析，
P＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　果

1　肝组织病理学变化
钳夹肝蒂后，肉眼观察到被阻断的肝叶明显缺

血发暗，肝脏表面可见淤积斑块，开放后可见充血红
润。 各组肝组织病理变化见附图。 假手术组大鼠各
时点肝脏组织结构清晰，无明显炎症细胞，肝细胞无
变性坏死（图 １ａ）。 ＩＲ组和 ＩＲ＋ＮＳ组大鼠术后 １２ｈ
可见肝窦内瘀血及部分肝细胞变性坏死，汇管区大
量炎症细胞聚集，以中性粒细胞为主，肝脏组织结构
疏松，部分组织结构不完整（图 １ｂ、Ｃ）； ＩＲ ＋ＨＳ 组

大鼠术后 １２ｈ细胞肿胀变性，点状肝细胞坏死，肝脏
组织内炎症细胞浸润，以中性粒细胞为主，肝脏组织
结构基本完整（图 １ｄ）。

图 １　各组术后 １２ｈ肝脏组织病理变化（ＨＥ　 ×４００）

2　术后 １２ｈ血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ的检测
ＩＲ组、ＩＲ＋ＮＳ组与 ＩＲ＋ＨＳ组动物于造模术后

１２ｈ 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 明显升高； 与 ＩＲ ＋ＮＳ 组相比
较，ＩＲ ＋ＨＳ 组术后 １２ｈ 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 升高较少
（P＜０．０５）（表 １）。

表 １　术后 １２ｈ血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ （ ＩＵ／Ｌ，珋x±s，ｎ＝８）
分组 ＡＬＴ ＡＳＴ
ｓｈａｍ ２９ g．８８ ±４．８５ ９４ 枛．３８ ±１４．２７
ＩＲ ２６４ g．１３ ±２４．２９ ４２７ 枛．３８ ±１６．８１

ＩＲ＋ＮＳ ２２７ g．６３ ±１．４１ ４２０ 枛．５４ ±３５．１８
ＩＲ＋ＨＳ １０８ g．１３ ±２８．０６

△
２６５ 枛．５５ ±２７．６８

△

　　与 ＩＲ＋ＮＳ组相比较：△P＜０．０５

3　术后 １２ｈ肝组织内 ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ、ＭＤＡ含量
的检测

ＩＲ组、ＩＲ＋ＮＳ组与 ＩＲ＋ＨＳ组动物于造模术后
１２ｈ肝组织内ＭＤＡ含量明显升高，ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ
含量下降； 与 ＩＲ ＋ＮＳ 组相比较，ＩＲ ＋ＨＳ 组术后
肝组织内 ＭＤＡ含量升高较少（P ＜０．０５），ＳＯＤ活性
和 ＧＳＨ含量下降程度也较低（P＜０．０５）（表 ２）。

表 ２　术后 １２ｈ肝组织内 ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ、ＭＤＡ
含量的检测（珋x±s，ｎ＝８）

分组 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（ｐｍｏｌ／ｍｇ） ＧＳＨ（ｐｍｏｌ／ｍｇ）
ｓｈａｍ ３８  ．２ ±４．９ ２３ ǐ．５ ±７．１ ２６７５ ±１５７ u
ＩＲ １２  ．９ ±２．２ ８７ ǐ．４ ±１３．６ １２３４ ±１１３ u

ＩＲ＋ＮＳ １２  ．４ ±３．６ ８６ ǐ．７ ±２６．８ １２８７ ±１７５ u
ＩＲ＋ＨＳ ２１  ．６ ±２．５△ ３８ ǐ．４ ±１１．５△ １９７１ ±９６△

　　与 ＩＲ＋ＮＳ组相比较：△P＜０．０５

·８５１· 创伤外科杂志 ２０１３年第 １５卷第 ２期　Ｊ Ｔｒａｕｍａ Ｓｕｒｇ，２０１３，Ｖｏｌ．１５，Ｎｏ．２



讨　论

肝脏 ＩＲＩ的确切机制目前仍不清楚，氧自由基
的大量形成和脂质过氧化的增加是细胞损伤的主要

病理过程之一，氧化应激损伤在局部及全身炎性损
伤中起重要作用［５］ 。 器官、组织 ＩＲＩ 时发生急性炎
症反应，大量的炎症细胞活化并分泌大量的炎症递
质，引起局部及全身的器官损伤［６ －７］ 。 再灌注早期
中性粒细胞即开始向损伤部位浸润，通过释放 ＲＯＳ
以及多种蛋白水解酶（蛋白酶、弹性蛋白酶以及
ＭＰＯ等）加重细胞损伤［８ －９］ 。 Ｇｌａｎｔｚｏｕｎｉｓ 等［１０］发现

活性氧（ＲＯＳ）在肝脏氢气生理盐水中起非常重要的
作用。 当氧化应激发生时，ＲＯＳ 的产生与清除之间
的平衡将会被打破，导致抗氧化系统的衰竭或者氧
化物大量产生。 对于肝脏缺血再灌注进行某些处
理，如缺血预处理、热应激预处理、药物处理等，可以
降低中性粒细胞的浸润，提高细胞对应激原的耐受
性，阻止 ＲＯＳ，减轻肝脏损伤程度［１１］ 。
氢气是质量最轻的小分子气体，很容易扩散并

轻易地穿过细胞膜。 最近 Ｏｈｓａｗａ 等［２］研究发现氢

气的抗氧化特性，在临床治疗氧化应激损伤方面有
广阔的应用前景，为氢气的临床应用提供了方向。
将氢气溶解于细胞培养基中，则能防止细胞在氧化
损伤后出现的线粒体去极化、ＡＩＲ 缺乏、ＤＮＡ氧化、
脂质过氧化反应和细胞的坏死、凋亡，增强细胞活
力。 因此我们推测 ＨＳ 处理后，在缺血再灌注过程
中也能缓解氧化应激损伤，减轻肝缺血再灌注时的
局部和全身损害。
本研究采用 ７０％大鼠肝脏缺血再灌注模型，术

中经 ＨＳ经尾静脉注射，术后通过病理评分显示与
ＩＲ＋ＮＳ组相比较，ＩＲ＋ＨＳ组病理损伤明显较轻，说
明 ＨＳ处理能明确减轻 ＩＲ 病理损伤。 我们观察到
再灌注后 １２ｈ，肝脏组织内有大量中性粒细胞浸润，
而 ＨＳ明显降低了肝脏组织内中性粒细胞浸润。
ＳＯＤ和 ＧＳＨ对机体的氧化与抗氧化的平衡起着关
键作用，能加速清体内除自由基和过氧化物，降低脂
质过氧化物的生成，自由基和过氧化物对细胞和组
织的损伤。 ＭＤＡ 是细胞膜的重要成分 －非饱和脂
质过氧化反应的终产物，组织内 ＭＤＡ 含量是体内
氧化应激反应水平及程度的敏感指标［１２］ 。 与 ＩＲ ＋
ＮＳ组相比较，ＩＲ＋ＨＳ组术后肝组织内 ＭＤＡ含量升
高较少（P＜０．０５），ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ含量下降程度
也较低（P＜０．０５），提示 ＨＳ 处理后的 ＩＲ大鼠明显
的改善了氧化应激的损伤。 本研究证实，ＨＳ能够通

过抑制肝缺血再灌注后的氧化应激反应，减轻肝
ＩＲＩ，但其具体过程和机制有待进一步研究。
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