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氢气生理盐水对创伤性胰腺炎大鼠氧化应激损伤作用的研究

骆助林，任建东，田伏洲△，汤礼军，汪　涛，闫洪涛，黄　竹，王　华

（成都军区总医院全军普通外科中心，成都６１００８３）

　　摘　要：目的　研究氢气生理盐水（ＨＳ）抑制氧化应激，减轻大鼠创伤性胰腺炎（ＴＰ）损伤的作用。方法　将２４只雄性Ｗｉｓｔａｒ

大鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ组）、ＴＰ组、生理盐水处理组（ＴＰ＋ＮＳ组）和氢气生理盐水处理组（ＴＰ＋ＨＳ组），利用压缩气流冲

击暴露的大鼠胰腺，建立大鼠ＴＰ模型，于术后１２ｈ取胰腺组织观察其病理学变化，并观察胰腺内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛

（ＭＤＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）变化。结果　与ＴＰ＋ＮＳ组比较，术后ＴＰ＋ＨＳ组胰腺组织病理损伤情况明显改善（犘＜０．０５），胰腺组

织 ＭＤＡ水平较低（犘＜０．０５），ＳＯＤ活性和ＧＳＨ含量较高（犘＜０．０５）。结论　ＨＳ能减轻大鼠ＴＰ损伤，其机制可能与抑制胰腺

创伤后氧化应激反应有关。
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　　急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）是胰酶在胰腺内被激

活后引起胰腺和周围组织自身消化、水肿、出血甚至坏死的炎

症反应。胰腺炎加重时导致胰腺出血坏死，常继发感染、腹膜

炎、休克等多种并发症，导致多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ），

其病死率明显升高［１］。ＡＰ发病的常见原因有胆管结石、感

染、肿瘤等［２］，胰腺损伤也是ＡＰ的重要原因之一，目前越来越

多的交通事故中腹部遭受钝性撞击，经常造成胰腺的创伤，由

创伤导致的胰腺炎通常称为创伤性胰腺炎（ｔｒａｕｍａｔｉｃｐａｎｃｒｅａ

ｔｉｔｉｓ，ＴＰ），但是目前 ＴＰ的发病机制和病理生理过程尚不明

确，因此研究ＴＰ的发病机制及其临床处理措施具有重要的临

床意义。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［３］，作者推测氢气生理盐水（ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｓａｌｉｎｅ，ＨＳ）在

ＴＰ氧化应激损伤中也起着一定的作用，因此本实验采用压缩

气体冲击大鼠胰腺制作的ＴＰ模型，对 ＨＳ在ＴＰ损伤中的作

用进行研究，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　成年健康雄性清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，体质量

（２００±５０）ｇ，由第三军医大坪医院动物中心提供，动物合格证

编号：ＳＣＸＫ（渝）２００２０００２；ＢＩＭⅢ型多功能生物撞击机由第

三军医大学大坪医院提供；ＨＳ（０．６ｍｍｏｌ／Ｌ）由第二军医大学

孙学军教授提供［４］，储存于密封的塑胶袋中４℃下保存，使用

前经γ射线消毒。

１．２　动物分组　将２４只大鼠分成４组，每组６只。假手术组

（ｓｈａｍ组）、ＴＰ组、生理盐水处理组（ＴＰ＋ＮＳ组）和氢气生理

盐水处理组（ＴＰ＋ＨＳ组）。ｓｈａｍ组动物只接受开腹、关腹手

术；ＴＰ＋ＮＳ组和ＴＰ＋ＨＳ组处理剂量为 ＨＳ（０．６ｍｍｏｌ／Ｌ，６

ｍＬ／ｋｇ）或者生理盐水（６ｍＬ／ｋｇ）在手术完成１５ｍｉｎ后经腹

壁注射入腹腔。

１．３　模型建立　大鼠腹腔注射２％戊巴比妥钠麻醉（２．５ｍＬ／

ｋｇ），麻醉成功后将大鼠仰卧固定于大鼠手术台，腹部正中切口

开腹找到胰腺后将一薄的硬质塑料垫片放置在胰腺下面提供

支持。采用２００ｋＰａ压缩空气一次冲击造模，气体冲击后仔细

复原腹部的器官组织，缝合关闭肌肉层和皮肤，术后大鼠自然

清醒并自由饮水。

１．４　检测指标及方法　术后１２ｈ处死大鼠，统一取大鼠部分

组织胰腺，用１０％甲醛固定并常规制作石蜡病理切片，苏木精

伊红（ＨＥ）染色法后由专门的病理学医师进行病理观察，剩下
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的胰腺组织０℃生理盐水中冰浴保存。胰腺组织内超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）活性，丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）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），通过使用

黄嘌呤（Ｘａｎｔｈｉｎｅ）／黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）体系生成超氧化物阴

离子，然后加入发色基团，发色基团可被由上述体系产生的氧

化物阴离子还原成为水溶性的黄色甲染料，这样ＳＯＤ活性通

过在波长５５０ｎｍ处吸光度（Ａ）值的减少来测定。ＧＳＨ 含量

测定采用化学比色法，是通过５，５′二硫硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）

与巯基化合物反应时生成一种黄色化合物，通过比色进行定

量，在波长４１２ｎｍ处比色测 Ａ值来测定。ＭＤＡ含量的检测

硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法测定 ＭＤＡ含量，在波长５８６ｎｍ处比

色测Ａ值来测定。

１．５　统计学处理　数据用狓±狊表示，用单因素方差分析和狋

检验做统计学处理。结果采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包分析，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胰腺的组织病理学变化　ｓｈａｍ组大鼠术后１２ｈ胰腺组

织结构清晰，无明显炎症细胞，肝细胞无变性坏死（图１Ａ）。

ＴＰ组和ＴＰ＋ＮＳ组大鼠术后１２ｈ胰腺细胞明显肿胀变性，其

间可见少量细胞坏死，胰腺组织结构疏松，部分组织结构不完

整，间质内炎症细胞浸润，以中性粒细胞为主，胰腺内出血明显

（图１Ｂ、Ｃ）；ＴＰ＋ＨＳ组大鼠术后１２ｈ胰腺细胞肿胀性，胰腺

组织结构完整，间质内少量炎症细胞浸润，胰腺内出血不明显

（图１Ｄ）。胰腺组织损伤评分由专门的病理学医师进行光学显

微镜下进行组织病理学评价。通过Ｒｏｎｇｉｏｎｅ等
［５］建立的评分

系统对胰腺组织水肿、炎症浸润、出血、坏死进行了评估。病理

学评分显示与 ＴＰ＋ＮＳ组（７．６±２．８）分比较，ＴＰ＋ＨＳ组

（４．９±１．４）分病理损伤较轻（犘＜０．０５），Ｓｈａｍ组、ＴＰ组分别

为０分和（７．７±２．２）分。

　　Ａ：ｓｈａｍ组；Ｂ：ＴＰ组；Ｃ：ＴＰ＋ＮＳ组；Ｄ：ＴＰ＋ＨＳ组。

图１　　各组术后１２ｈ胰腺织病理（ＨＥ×２００）

２．２　胰腺组织内ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ、ＭＤＡ含量的检测　ＴＰ

组、ＴＰ＋ＮＳ组与ＴＰ＋ＨＳ组动物于造模术后１２ｈ胰腺组织

内 ＭＤＡ含量明显升高，ＳＯＤ活性和ＧＳＨ含量下降；与ＴＰ＋

ＮＳ组比较，ＴＰ＋ＨＳ组术后胰腺组织内 ＭＤＡ含量较少（犘＜

０．０５），ＳＯＤ活性和ＧＳＨ含量较高（犘＜０．０５），见表１。

表１　　胰腺组织内ＳＯＤ活性和ＧＳＨ、ＭＤＡ

　　　含量的检测（狓±狊，狀＝６）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（ｐｍｏｌ／ｍｇ） ＧＳＨ（ｐｍｏｌ／ｍｇ）

ｓｈａｍ组 ３８．２±４．９ ２２．５±９．１ ２４９０±１６４

ＴＰ组 １０．９±２．２ ７９．４±１３．６ １０５４±１２７

ＴＰ＋ＮＳ组 １０．４±３．１ ８３．１±２０．８ １１７７±１８１

ＴＰ＋ＨＳ组 ２３．６±２．５△ ３８．５±１１．２△ １９６１±９３△

　　△：犘＜０．０５，与ＴＰ＋ＮＳ组比较。

３　讨　　论

目前ＡＰ发病时胰腺损伤和由此引起的失控全身炎症反

应的关系仍然不清楚，但是越来越多的证据证实，氧化应激损

伤是ＡＰ局部及全身性严重并发症的重要原因
［６７］。因此作者

推测 ＨＳ在ＴＰ发病过程中也能缓解氧化应激损伤，减轻胰腺

创伤时的局部和全身损害。但目前ＴＰ的动物模型存在致伤

因素不纯、致伤范围难以控制、稳定性和重复性差等特点［８］，使

ＴＰ的发病机制和临床救治研究难以深入展开。本研究使用

第三军医大学大坪医院研制的ＢＩＭⅢ型生物撞击机，以压缩

气体直接冲击大鼠暴露的胰腺，通过调整冲击气体的压力造成

不同程度的胰腺损伤来诱导ＴＰ的发生
［９］，经过反复试验，建

立了单纯、稳定的ＴＰ模型，并利用该模型探讨氢气减轻ＴＰ损

伤的作用及其机制。

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
［１０］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，氢气的选择性抗氧化作用引起广泛关注［１１１３］。

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、三磷腺苷（ＡＴＰ）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。Ｃｈｅｎ等
［１４］采用

ＨＳ处理Ｌ精氨酸（Ｌａｒｇｉｎｉｎｅ）诱导的大鼠胰腺炎模型，发现

ＨＳ能抑制氧化应激，减轻ＡＰ损伤作用，但尚无研究证实 ＨＳ

在胰腺创伤中的作用。本研究利用压缩气体冲击大鼠胰腺，建

立稳定的ＴＰ大鼠动物模型，能观察 ＨＳ在ＴＰ这类特殊胰腺

炎中的作用机制。

本研究中压缩气体冲击胰腺造模后，通过病理学评分显示

与ＴＰ＋ＮＳ组比较，ＴＰ＋ＨＳ组病理损伤明显较轻，说明 ＨＳ

处理能明确减轻ＴＰ病理损伤。ＳＯＤ和ＧＳＨ对机体的氧化与

抗氧化的平衡起着关键作用，能加速清除体内自由基和过氧化

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［１５］。与ＴＰ＋ＮＳ组比较，ＴＰ＋ＨＳ组术后

胰腺组织内 ＭＤＡ含量较少（犘＜０．０５），ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ 含

量较高（犘＜０．０５），提示 ＨＳ处理后的ＴＰ大鼠明显地改善了

氧化应激的损伤。本研究证实，ＨＳ能够通过抑制胰腺创伤后

的氧化应激反应，减轻ＴＰ损伤，但其具体过程和机制有待进

一步研究。
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［１０］ＯｈｓａｗａＩ，ＩｓｈｉｋａｗａＭ，ＴａｋａｈａｓｈｉＫ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎａｃｔｓ

ａｓａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｂｙｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｉｎｇｃｙｔｏ

ｔｏｘｉｃｏｘｙｇｅｎｒａｄｉｃａｌｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００７，１３（６）：６８８６９４．

［１１］ＷｏｏｄＫＣ，ＧｌａｄｗｉｎＭＴ．Ｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｎｈｉｇｈｗａｙｔｏｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００７，１３（６）：６７３６７４．

［１２］ＳｉｎｇｈａｌＡＢ，ＬｏＥＨ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｅｍｅｒｇｉｎｇｎｏｎｄｒｕｇｔｈｅｒ

ａｐｉｅｓｆｏｒａｃｕｔｅｓｔｒｏｋｅ２００７［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２００８，３９（１０）：２８９

２９１．

［１３］ＳｕｎＸＪ，ＺｈａｎｇＪＨ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎａｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ｉｎｔｈｅｂｏｄｙ［Ｊ］．ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（３）：

２３３２３５．

［１４］ＣｈｅｎＨ，ＳｕｎＹＰ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｓａｌｉｎｅａｍｅｌ

ｉｏｒａｔｅｓｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆＬａｒｇｉｎｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉ

ｔｉｓｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１０，３９３

（２）：３０８３１３．

［１５］ＴａｙｓｉＳ，ＣｉｋｍａｎＯ，ＫａｙａＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｘｉｄａｎｔｓｔｒｅｓｓ

ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｔａｔｕｓｉｎｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｏｆｒａｔｓ

ｆｅｄｗｉｔｈｚｉｎｃｄｅｆｉｃｉｅｎｔｄｉｅｔ［Ｊ］．ＢｉｏｌＴｒａｃｅＥｌｅｍ Ｒｅｓ，

２００８，１２３（１／３）：１６１１６７．

（收稿日期：２０１２０９０５　修回日期：２０１２１０２２）
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