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徐其岭１，闫　莉
２

（１．郑州人民医院神经外科，郑州４５００００；２．河南省人民医院ＣＴ室，郑州４５００００）

　　摘　要：目的　探讨富氢生理盐水对大鼠重度颅脑损伤（ＳＴＢＩ）引起的氧化应激的保护作用。方法　将６０只健康的雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机分为假手术组、ＳＴＢＩ＋生理盐水（ＮＳ）组和ＳＴＢＩ＋富氢生理盐水（ＨＳ）组。通过皮质直接打击方法建立大鼠

ＳＴＢＩ模型。模型建立后５ｍｉｎ内分别给予ＳＴＢＩ＋ＮＳ组和ＳＴＢＩ＋ＨＳ组大鼠腹腔注射生理盐水和富氢生理盐水进行治疗。分

别于手术前，手术后１２、２４、４８ｈ检测３组动物血浆中丙二醛（ＭＤＡ）水平、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ

ＰＸ）的活性并进行比较分析。结果　ＳＴＢＩ＋ＮＳ组动物血浆 ＭＤＡ水平在术后２４ｈ和４８ｈ明显升高（犘＜０．０５），富氢生理盐水治

疗可以显著降低颅脑损伤后 ＭＤＡ的水平（犘＜０．０５）。ＳＴＢＩ手术组动物血中的ＳＯＤ及ＧＳＨＰＸ的活性在颅脑损伤后１２ｈ有所

升高，但在颅脑损伤２４ｈ和４８ｈ后显著降低（犘＜０．０５）。富氢生理盐水治疗可以显著增加颅脑损伤后ＳＯＤ及ＧＳＨＰＸ的活性

（犘＜０．０５）。结论　富氢生理盐水治疗在某种程度上可通过降低体内氧化应激水平而对大鼠ＳＴＢＩ具有保护作用。富氢生理盐

水治疗可能是治疗颅脑损伤的更有效治疗策略。
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　　颅脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是对脑组织的一种

物理性损伤，可引起暂时性或永久性脑功能损伤，继发性的脑

损伤被认为是患者病情加重的重要因素［１］。尽管一系列的医

疗干预措施如采用高压氧治疗、亚低温以及早期康复治疗在很

大程度上能降低颅脑损伤的病死率，改善预后，提高生存质量。

但目前仍然没有行之有效的治疗ＴＢＩ的神经保护药物
［２］。研

究表明ＴＢＩ后，坏死神经组织产生的炎性反应，如氧化应激产

生的大量活性氧自由基对脑组织具有损害作用，并在继发性脑

组织损伤和功能恢复中发挥重要作用。富氢生理盐水（ＨＳ）是

一种优质的选择性抗氧化剂，其在临床医学实验中的研究主要

集中于对缺血再灌注引起的肺脏、肠及脑损伤的保护作用。目

前关于ＨＳ对重度颅脑损伤（ｓｅｖｅｒｅｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＳＴ

ＢＩ）引起的机体氧化应激损伤的影响作用尚不明了，本研究通

过建立ＳＴＢＩ大鼠模型，给予ＨＳ治疗，检测大鼠血浆中丙二醛

（ＭＤＡ）水平、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨＰＸ）活性，探讨 ＨＳ对ＴＢＩ大鼠机体氧化应激水平的影

响作用。

１　材料与方法

１．１　动物选择　健康的雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠６０只，体质量２５０～

３００ｇ，由河南省动物实验中心提供。所有实验动物给予国家

标准啮齿类动物饲料喂养，自由饮食饮水，动物均在相同条件

下进行饲养。

１．２　大鼠ＳＴＢＩ模型的建立　根据参考文献资料，采用控制

性皮质撞击损伤进行大鼠ＳＴＢＩ模型的建立
［３４］。将大鼠用４０

ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠麻醉后固定于立体定向仪上。用硫化物脱

毛剂除去大鼠头顶部被毛，顶部皮肤用碘伏消毒后切开，分离

暴露颅骨。采用高速钻机行６ｍｍ颅骨切除术。致伤点选择

介于人字缝和前囱缝合线的右侧感觉运动皮质，用带有尖端直
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径５ｍｍ的气动活塞撞击器装置以４．０ｍ／ｓ的速度撞击脑部

达到３．０ｍｍ深度，并置于脑部１２０ｍｉｎ建立ＳＴＢＩ模型。手

术后，用骨蜡进行密封并缝合皮肤。假手术组仅进行颅骨开

窗，不做打击致伤。

１．３　ＨＳ的制备　ＨＳ的制备参考文献［５６］进行。将袋装

２５０ｍＬ医用生理盐水抽出５０ｍＬ，加入５０ｍＬ纯净的氢气（购

自上海基量标准气体有限公司，纯度为１００％）并充分混合。

将含氢的生理盐水置于０．４ＭＰａ压力下稳压１２～２４ｈ，达到

饱和状态，制备 ＨＳ，使氢气浓度保持在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ左右，经ｒ

辐射消毒灭菌后装于铝袋中常压４℃保存。ＨＳ的浓度采用

气相色谱法进行检测［７］。ＨＳ需要每周新鲜配制保证氢的浓

度不低于０．６ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．４　动物分组及实验方案　将６０只大鼠随机分为假手术组、

ＳＴＢＩ＋ 生理盐水（ＮＳ）组和 ＳＴＢＩ＋ＨＳ 组，每组 ２０ 只。

ＳＴＢＩ＋ＮＳ组在ＳＴＢＩ手术后５ｍｉｎ内经腹腔注射ＮＳ１０ｍＬ／

ｋｇ，ＳＴＢＩ＋ＨＳ组在ＳＴＢＩ术后５ｍｉｎ内经腹腔注射 ＨＳ１０

ｍＬ／ｋｇ。３组动物分别于ＳＴＢＩ术前和术后１２、２４、４８ｈ检测血

浆中 ＭＡＤ水平以及ＳＯＤ和ＧＳＨＰＸ的活性。

１．５　指标检测

１．５．１　血浆样本中 ＭＤＡ水平的检测　依据硫代巴比妥酸比

色法进行。按南京建成生物工程研究所试剂盒说明操作。其

中样品中 ＭＤＡ含量＝（测定管吸光度－测定空白管吸光度）／

（标准管吸光度－标准空白管吸光度）×１０ｍｍｏｌ／Ｌ×样本稀

释倍数。

１．５．２　血浆样本中ＳＯＤ活性的检测　依据黄嘌呤氧化酶法

进行。按南京建成生物工程研究所试剂盒说明操作。样品中

ＳＯＤ活性＝（对照管吸光度－测定管吸光度）×稀释倍数／对

照管吸光度×１／２。

１．５．３　血浆样本中ＧＳＨＰＸ活性的检测　依据５，５′二硫代

双硝基苯甲酸显色法。按南京建成生物工程研究所试剂盒说

明操作。ＧＳＨＰＸ活性＝（对照管吸光度－测定管吸光度）×

标准管浓度×样本稀释倍数。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据分析，

两组间比较采用狋检验，多组间比较采用方差分析。犘＜０．０５

说明差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血浆中 ＭＡＤ水平　与同组术前相比，ＳＴＢＩ＋ＮＳ组及

ＳＴＢＩ＋ＨＳ组的 ＭＤＡ水平在术后２４ｈ和４８ｈ明显升高（犘＜

０．０５）。与假手术组比较，ＳＴＢＩ＋ＮＳ组及ＳＴＢＩ＋ＨＳ组动物

血浆中 ＭＤＡ水平在术后２４ｈ和４８ｈ均明显升高（犘＜０．０５）。

与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组相比，ＳＴＢＩ＋ＨＳ组的 ＭＤＡ水平在术后２４ｈ

和４８ｈ明显降低（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　血浆中ＳＯＤ活性　与同组术前相比，ＳＴＢＩ＋ＮＳ组及

ＳＴＢＩ＋ＨＳ组的ＳＯＤ活性在术后１２ｈ有所增高（犘＜０．０５），

但在２４ｈ和４８ｈ明显降低（犘＜０．０５）。与假手术组比较，ＳＴ

ＢＩ＋ＮＳ组及ＳＴＢＩ＋ＨＳ组动物血浆中ＳＯＤ活性在术后２４ｈ

和４８ｈ均明显降低（犘＜０．０５）。与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组相比，ＳＴＢＩ＋

ＨＳ组的ＳＯＤ活性在术后２４ｈ和４８ｈ明显升高（犘＜０．０５）。

见表２。

２．３　血浆中ＧＳＨＰＸ活性　与同组术前相比，ＳＴＢＩ＋ＮＳ组

及ＳＴＢＩ＋ＨＳ组的ＧＳＨＰＸ活性在术后１２ｈ有所增高（犘＜

０．０５），但在２４ｈ和４８ｈ明显降低（犘＜０．０５）。与假手术组比

较，ＳＴＢＩ＋ＮＳ组及ＳＴＢＩ＋ＨＳ组动物血浆中 ＧＳＨＰＸ活性

在术后２４ｈ和４８ｈ均明显降低（犘＜０．０５）。与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组

相比，ＳＴＢＩ＋ＨＳ治疗组的ＧＳＨＰＸ活性在术后２４ｈ和４８ｈ

明显升高（犘＜０．０５）。见表３。

表１　　ＳＴＢＩ术前及术后不同时间点血浆中 ＭＤＡ水平比较（狓±狊，ｎｍｏｌ／ｍＬ）

组别 狀 术前 术后１２ｈ 术后２４ｈ 术后４８ｈ

假手术组 ２０ ３．２１±０．１３ ３．５６±０．０９ ３．６８±０．０８ ３．７９±０．１４

ＳＴＢＩ＋ＮＳ组 ２０ ３．４５±０．１６ ３．７２±０．０９ ８．２５±０．１１ａｂ １８．６９±０．０５ａｂ

ＳＴＢＩ＋ＨＳ组 ２０ ３．３４±０．０６ ３．６４±０．１２ ４．７１±０．１３ａｂｃ ５．６８±０．１６ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与同组术前比较；ｂ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组比较。

表２　　ＳＴＢＩ术前及术后不同时间点血浆中ＳＯＤ活性比较（狓±狊，Ｕ／ｍＬ）

组别 狀 术前 术后１２ｈ 术后２４ｈ 术后４８ｈ

假手术组 ２０ １３２．６１±８．９２ １３５．７９±０．０２ １３１．８６±８．９２ １３７．１３±１３．４２

ＳＴＢＩ＋ＮＳ组 ２０ １３８．２７±６．１３ １４５．６３±１１．２１ａ １０９．１２±７．６２ａｂ ９２．３７±１０．６１ａｂ

ＳＴＢＩ＋ＨＳ组 ２０ １３５．４２±９．２１ １５６．２５±５．４６ａ １２１．５９±１０．１３ａｂｃ １１０．２８±９．８９ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与同组术前比较；ｂ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组比较。

表３　　ＳＴＢＩ术前及术后不同时间点血浆中ＧＳＨＰＸ活性比较（狓±狊，Ｕ／ｍＬ）

组别 狀 术前 术后１２ｈ 术后２４ｈ 术后４８ｈ

假手术组 ２０ ０．５２±０．０１ ０．５４±０．０５ ０．５３±０．０６ ０．５１±０．０３

ＳＴＢＩ＋ＮＳ组 ２０ ０．４８±０．０２ ０．５５±０．０４ａ ０．４２±０．０３ａ ０．３９±０．０１ａ

ＳＴＢＩ＋ＨＳ组 ２０ ０．５３±０．０３ ０．５８±０．０１ａ ０．４８±０．０２ａｂ ０．４４±０．０５ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与同组术前比较；ｂ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组比较。
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３　讨　　论

氧化应激是由于各种内外因素的刺激引起机体组织内或

细胞内的氧自由基生成的增多和（或）清除能力降低，从而导致

氧自由基在体内或细胞内蓄积，体内过多的氧自由基攻击生物

膜中的多不饱和脂肪酸，出现脂质过氧化，造成细胞或组织氧

化损伤，从而引起细胞损伤或凋亡，加剧机体的炎性反应［８９］。

ＭＤＡ是氧自由基攻击细胞膜中多不饱和脂肪酸后生成的脂

质过氧化产物，其作为强交联剂，与蛋白质、核酸或脂类结成难

溶性物质，使生物膜通透性降低，继而引起细胞破裂和（或）死

亡，ＭＤＡ水平的变化间接反映体内脂质氧化及组织损伤程度

且性质较稳定。机体的抗氧化能力取决于脂质过氧化程度和

抗氧化保护的动态平衡，目前研究认为ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ是机体

中重要的抗氧化物酶。其中，ＳＯＤ在机体的氧化与抗氧化平

衡中起着关键作用，主要通过清除人体中超氧化物和 Ｈ２Ｏ２，

保护细胞生物膜结构和功能的稳定性。谷胱甘肽是一种低分

子自由基清除剂，可直接或间接清除 Ｈ２Ｏ２、·ＯＨ等，是外源

性和内源性的抗氧化剂。当机体血浆中出现 ＭＤＡ含量升高，

ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ下降，一般认为机体出现损伤，引起脂质过氧

化，产生了氧化性应激。

目前关于氢气抗氧化作用的研究日益成为国内外学者关

注的焦点［１０］。氢是无色、无嗅、无味具有低还原性的双原子气

体。而近年相关的研究认为，氢气不是生理性惰性气体，而是

一种理想的抗氧化物质，具有选择性抗氧化作用，可特异性中

和细胞内有害自由基，保护ＤＮＡ、蛋白质等不被破坏，维持线

粒体正常功能，阻止细胞凋亡［１１１３］。ＨＳ是将氢气通过高压溶

解于生理盐水中，关于氢气对机体各种外源性因素引起的氧化

应激的影响作用存在不一致的研究结果［１４］。任汉强等［１１］的

研究结果表明，ＨＳ对高糖所致内皮细胞氧化损伤具有保护作

用，可有效降低人脐静脉内皮细胞内ＲＯＳ的生成和抗氧化酶

减少，发挥抗细胞凋亡的作用。也有研究发现，腹腔注射 ＨＳ

可以显著提高大鼠腹部脏器如肝、肾等组织内的氢浓度，并对

脑、肠缺血再灌注损伤动物模型都有较好的保护作用。Ｍａｔ

ｃｈｅｔｔ等
［１５］研究结果发现，吸入２％氢气后对中度及重度新生

儿缺血缺氧脑病大鼠模型疗效不明显。但是Ｘｉｅ等
［１６］研究表

明，２％氢气吸入对严重脓毒血症小鼠具有保护作用。Ｊｉ等
［１７］

研究表明，吸入氢气可通过降低脑组织中氧化产物的产生及提

高抗氧化酶活性对ＴＢＩ大鼠具有显著保护作用。

大量的动物实验表明，ＴＢＩ后机体的氧自由基反应增强。

脑组织在生理情况下清除自由基主要依靠两类物质，酶和天然

的抗氧化剂。自由基的生成和清除之间保持动态平衡，以维持

机体功能的正常和结构完整，但在某种病理情况下，自由基的

生成超出机体清除能力时会造成机体的组织损伤。由于脑组

织脂质丰富，抗氧化能力较弱，因此极易受到自由基的攻击而

发生氧化应激损伤。控制性皮质撞击损伤模型作为复制局部

ＴＢＩ的成熟模型广泛用于小鼠和大鼠前后脑组织中细胞和分

子改变的研究中。因此，本研究采用控制性皮质撞击损伤诱导

的ＴＢＩ模型，结果表明，ＳＴＢＩ手术过程中存在一定程度的氧

化应激损伤。与术前相比，ＳＴＢＩ手术组动物血中 ＭＤＡ水平

在颅脑损伤２４ｈ和４８ｈ后显著升高；与术前相比，ＳＴＢＩ手术

组动物血中的ＳＯＤ及ＧＳＨＰＸ的活性在颅脑损伤后１２ｈ有

所升高，但在ＳＴＢＩ２４ｈ和４８ｈ后显著降低，提示ＳＴＢＩ手术

过程中机体受到刺激，生成大量氧自由基，引起了机体脂质过

氧化，发生了氧化性应激。与ＳＴＢＩ＋ＮＳ组相比，ＳＴＢＩ＋ＨＳ

治疗可以显著降低ＳＴＢＩ伤后 ＭＤＡ的水平，增加ＳＴＢＩ术后

ＳＯＤ及ＧＳＨＰＸ的活性。

综上所述，在大鼠ＳＴＢＩ模型中，ＨＳ治疗可有效降低神经

损伤引起的机体氧化产物的生成和抗氧化酶的减少，对氧化应

激损伤具有保护作用。采用新的抗氧化剂 ＨＳ治疗可能成为

治疗ＴＢＩ更有效的治疗策略。
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肾脏具有保护作用，能够抑制大鼠体内 ＡＧＥｓ生成，下调肾组

织中ＲＡＧＥ的表达，抑制氧化应激的发生
［２，９］。也有文献报

道，ＡＧＥｓ和其受体ＲＡＧＥ的相互作用可使ＮＦκＢ活化，引起

血管通透性增加和氧化应激，导致细胞间黏附分子１、血管细

胞黏附分子１、单核细胞趋化蛋白１、ＩＬ６等基因的过度表达，

启动炎性因子的发病机制［１０］。因此ＤＮＬ是否能降低糖尿病

大鼠肾脏中 ＮＦκＢ的活化，进而减少炎性因子ＩＬ６等的过多

表达是本文研究的重点。

ＮＦκＢ是一种具有多向性调节作用的蛋白质因子，由Ｐ５０

与Ｐ６５两个多肽链亚基组成的二聚体，细胞质中的 ＮＦκＢ以

无活性状态存在，而只有在细胞核的抽提物中才具有活性。在

静息细胞中，ＮＦκＢ的Ｐ６５亚基与抑制蛋白（ＩκＢ）结合，当细胞

受到外界刺激时，胞质内 ＮＦκＢ与ＩκＢ分离并活化进入细胞

核，进入细胞核内的ＮＦκＢ与ＤＮＡ结合启动基因转录，调控

ＩＬ６、ＩＬ８、干扰素β、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）等众多炎

性因子和细胞因子蛋白质表达，以此调节组织细胞病理、生理

反应［１１］。

ＩＬ６是活化Ｔ细胞和成纤维细胞产生的淋巴因子，糖尿

病患者长期处于高血糖状态下，使肾小球血管内皮细胞受损，

导致系膜细胞增生，ＩＬ６的产生会增加，增加的ＩＬ６会再刺激

系膜细胞增生，细胞外基质增多，最终导致肾小球硬化。因此，

ＩＬ６既参加糖尿病肾组织的损伤，同时又加速了肾病损伤的

发展［１２］。

本研究结果显示，与糖尿病组大鼠比较，ＤＮＬ组大鼠血

糖、尿素氮、２４ｈ尿蛋白明显降低，肌酐清除率明显增高，提示

ＤＮＬ有降低血糖，保护糖尿病组大鼠肾脏的功能，这与以往的

研究结果一致［２，８］。研究还发现糖尿病组大鼠肾脏内 ＮＦκＢ、

ＩＬ６的蛋白表达和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达显著高于健康对照组；

ＤＮＬ组大鼠肾脏ＮＦκＢ、ＩＬ６的蛋白表达和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表

达明显低于糖尿病组，结果说明ＤＮＬ能抑制糖尿病大鼠肾脏

ＮＦκＢ过多的激活，进而降低炎性因子的过度表达，从而起到

保护肾脏的作用，至于其是否是通过降低糖尿病大鼠血清

ＡＧＥｓ和其受体ＲＡＧＥ的相互作用来抑制 ＮＦκＢ的活化没有

直接证据，有待进一步研究。

综上所述，ＤＮＬ水提物可以通过抑制肾脏组织中 ＮＦκＢ

的活化，进而减少炎性因子ＩＬ６的表达，对糖尿病大鼠肾脏具

有保护作用。本实验研究重点是ＤＮＬ对糖尿病大鼠肾脏的保

护作用及其机理，因此，量效关系未出现，实验中ＤＮＬ水提物

的用量是根据文献［１３］和预实验设计。今后将进一步从分子

水平探讨ＤＮＬ对糖尿病大鼠肾脏的作用机制及其量效关系。
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