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目的
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对比分析腹腔注射氢气"
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#和富氢生理盐水对高氧致新生大鼠肺损伤的作用%方法
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将
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#%于实验第
$2

天收集肺组织

和血清标本!苏木精
.

伊红"
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#染色后光镜下观察肺组织病理改变和辐射状肺泡计数"

N4J

#!碱水解法检测肺组织羟脯氨酸

"

[ L̀

#$血清丙二醛"

EP4

#$超氧化物歧化酶"

I_P

#水平!免疫组织化学
IL

法检测肌成纤维细胞表型标志
#
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平滑肌肌动蛋白"

#
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IE4

#表达%结果
!

与
4

组相比!

P

组
N4J

$血清
I_P

活力明显降低!

[ L̀

$

EP4

水平及
#

.IE4

表达均明显增加!
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1

干预可显

著缓解高氧所致上述变化!腹腔注射
[

1

较腹腔注射富氢生理盐水效果更佳%结论
!

[

1

可一定程度减轻高氧导致的肺氧化损

伤$发育受阻及纤维化指标!腹腔注射
[

1

较腹腔注射高氢生理盐水效果更佳%
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氧疗是重要的临床治疗手段'但持续高浓度的用氧会导致

肺损伤'以前期炎性反应及后期肺纤维化为主要表现'在新生

儿特别是早产儿还可影响肺发育'导致支气管肺发育不良
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康&已有大量研究报道了氢气#

[

1

$作为抗氧化剂'在氧化应

激相关的多种疾病中发挥保护作用+

$

,

&也有研究报道小剂量
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可减轻高氧导致的成年鼠肺损伤+

1

,

'在脂多糖#
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$诱导的新生鼠
3LP

模型中也观察到了
[

1

的保护

效应+

'
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1

较高的生物安全性及良好的生物膜通透性(组织

相容性等优点决定其可能成为
3LP

防治的新选择&本文以高

氧诱导的
3LP

模型为研究对象'观察
[

1

对高氧导致的新生

鼠肺损伤的干预作用'并对比分析腹腔注射富氢生理盐水及直

接注射
[

1

的效应差异'为
3LP

的防治寻求新方法'为
[

1

在

3LP

的应用提供一定的理论基础&
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级
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临产孕鼠'购自第三军医大学大

坪医院实验动物中心&
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试剂
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富氢生理盐水(

[
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#重庆朝阳气体公司$%丙二醛

#
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$检测试剂盒(超氧化物歧化酶#

I_P

$检测试剂盒#南京

凯基生物技术有限公司$%
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和
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显色试剂盒(羟脯氨酸

#
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$检测试剂盒&
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方法
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富氢生理盐水的制备
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按照第二军医大学孙学军等+
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,

的方法制作!即在
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压力下加压暴露
)A

'将纯
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充分

溶解于生理盐水中'制作过程无菌操作'生理盐水中溶解的
[

1

浓度达到
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实验分组
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临产孕鼠自然分娩'将新生大鼠分
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组#空气组$(
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富氢生理盐

水组$(
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1

组$(
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组#高氧组$(
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生理盐水组$和
]

组#高氧
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组$&
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组大鼠均置于氧

气#
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$体积分数为
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的动物氧舱中&
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干预!富氢生理盐

水组大鼠腹腔注射富氢生理盐水
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腹腔注射等量生理盐水&室温维持在
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'自由进食和

水'每日
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开箱'称体质量'进行清扫'对换高氧组与空气组

母鼠防止其氧中毒'开箱时间不超过
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&

!&#&#

!

肺组织和血清标本的收集
!

于实验第
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天'每组各取
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只大鼠肺组织和血清标本用于检测'腹腔注射
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水合氯醛
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$麻醉后'右肺组织取出置入液氮中速冻后'于
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保存'用于后续分子生物学实验'左肺用
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多聚甲醛

固定'
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过夜'次日制成
2
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C

石蜡组织切片%采用心脏取血

法取血后将血液缓慢注入消毒后的
$&2CXKL

管离心'取上

层血清分装'

S1%b

保存&
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肺组织苏木精
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伊红#
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$染色
!

将制成的石蜡组织切

片进行
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染色'光镜下观察肺组织病理学改变的同时随机取

2

个不重叠的视野#

1%%g

$进行辐射状肺泡计数#

N4J
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N4J

的测定参照文献+
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,'计数从呼吸性细支气管中心至最近纤维

隔或胸膜的垂线上的肺泡数&
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和
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的检测
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黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系

统产生超氧阴离子自由基#

_

1S

$'后者氧化羟胺形成亚硝酸

盐'在显色剂的作用下呈现紫红色&按照试剂盒说明书进行操

作'酶标仪检测
22%

(

2'1,C

处吸光度值'根据公式分别计算

I_P

活力和
EP4

水平&

!&#&F
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[ L̀

水平
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实验步骤按说明书进行'根据
[ L̀

在氧

化剂作用下产生的氧化产物与二甲基苯甲醛作用呈现紫红色'

酶标仪测定
22%,C

处吸光度值'根据公式计算
[ L̀

水平&

!&#&G
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表达
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采用免疫组织化学
IL

法'

P43

显色'

利用抗原与抗体特异性结合的原理'通过化学反应使标记抗体

的显色剂显色'对目的蛋白进行定性(定位研究&使用
OC6

?

:.

L9"LB8+)&%

专业图像分析软件系统采集图像'将肺组织各切

片随机取染色区域
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个高倍视野#

g0%%

$'测量并记录每个视

野阳性染色的平均积分吸光度#
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统计学处理
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采用
ILII$-&%

统计软件进行统计学分

析'计量资料用
Ia"

表示'多组间比较采用单因素方差分析'

两组间比较采用
N

检验'
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为差异有统计学意义&
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结
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肺组织病理学改变
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染色显示
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组新生鼠肺

泡多且小'肺泡间隔均一'排列规整&而
P

组肺泡融合'肺泡

间隔显著增厚'肺泡数量较
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3

(

J

组明显减少'大小不等'纤

维细胞增生显著&高氧加富氢生理盐水和
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干预后上述病

理变化均有所减轻'见图
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P
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大鼠肺组织典型病理学改变%
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值
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值无明显差异'
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K
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血清
EP4

水平和
I_P

活力
!

4

(

3

(

J

组大鼠血清
EP4

水平(

I_P

活力无显著差异'

P

组血清
EP4

水平较
4

组明显

增高(

I_P

活力较
4

组明显降低'

K

(

]

组血清中
EP4

水平较

P

组均明显降低(

I_P

活力较高
P

组明显增加'差异有统计学

意义#
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]

组较
K

组
EP4
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高氧及氢气干预对大鼠血清
EP4

水平和

I_P

活力的影响
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肺组织
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.IE4

表达
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J

组肺组织除大血管和气道

平滑肌有
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表达外'肺细支气管(肺泡表面和肺泡间隔均

有少量
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表达&
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组较
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组
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.IE4

表达明显增多'在肺

泡表面和肺泡间隔尤为明显'

K

(
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组
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表达较
P

组明显

减少'
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免疫组织化学法检测各组大鼠

肺组织
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J
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水平无显著
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肺湿重'

K
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]

组
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水平较
P

组明

显降低'差异有统计学意义#
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]

组较
K

组效果更好
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肺湿重'差异有统计

学意义'见图
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图
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!!

各组大鼠肺组织
[ L̀

水平

#

!

讨
!!

论

!!

3LP

是多因素导致的复杂疾病'氧疗是治疗新生儿缺氧

的常用手段'但持续高浓度氧疗会导致肺损伤(肺发育受阻'是

诱导
3LP

发生的主要原因之一&近年来新生儿医学和围生医

学的发展'使极低出生体质量儿存活率增加'

3LP

的发生率随

之增加'而对此目前仍无有效治疗手段'干细胞治疗现也仍处

于实验阶段+

0

,

&近年来
[

1

在多器官多系统的多种损伤模型

中均观察到了强大的保护效应+

$$.$0

,

&

E896C67+8

等+

$2

,发现

[

1

可通过减少炎症因子及毒性活性氧#

N_I

$的释放减少新生

大鼠
3LP

的发生'但其具体机制尚不完全清楚'抗氧化作用仍

被认为是其主要机制之一+

2

,

'而氧化应激与高氧诱导
3LP

关

系密切'

[

1

可能为
3LP

的防治带来新突破'因此
[

1

在高氧

致
3LP

中的作用值得进一步研究&

本研究结果显示高氧组
EP4

水平明显增高(

I_P

活力明

显降低'氧化损伤明显'抗氧化能力降低'肺组织
#

.IE4

表达

和
[ L̀

水平明显增多'肺纤维化明显&

[

1

干预后'高氧所导

致的上述变化均有明显改善'

[

1

在高氧所导致的肺组织氧化

损伤(肺纤维化过程中均发挥了保护效应&结果与其他研究较

为一致+

)

,

&同时'研究结果也显示
[

1

能明显减轻长时间使用

高浓度氧导致的肺氧化损伤'改善肺发育受阻和肺纤维化'这

对于改善
3LP

远期预后有重要意义&

[

1

摄入途径多样'有直接吸入
[

1

气体(饮用富氢水(注

射富氢生理盐水(氢水浴等'而
[

1

在各研究中的用量大相径

庭&既往研究发现只要给予小剂量
[

1

即可达到治疗效果'增

加
[

1

用量能否取得更好效果/

_A+6M6

等+

-

,研究发现吸入

1;

和
0;[

1

在大鼠脑缺血再灌注损伤时大脑梗死面积无显

著差异&有研究对比分析腹腔注射生理盐水和
[

1

对大鼠或

兔
[

1

代谢的影响'发现等量腹腔注射
[

1

也能快速提高机体

[

1

浓度'并较腹腔注射富氢生理盐水维持更长时间的
[

1

高

水平状态+

/.(

,

&且有研究发现腹腔注射
[

1

作为有效治疗手段

对心脏骤停兔的脑发挥保护效应+

$%

,

&为保证实验安全性及

[

1

用量的准确性'本研究采用腹腔注射富氢生理盐水的方式'

为进一步验证
[

1

的量效关系'本研究还采用了腹腔注射等体

积
[

1

'并对两种方式进行了对比分析&结果显示两种方式均

可明显改善高氧所致新生大鼠肺损伤'而腹腔注射
[

1

较腹腔

注射富氢生理盐水更为显著地降低了
EP4

和
[ L̀

水平'提
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示其保护效应可能存在一定的量效关系'但需进一步研究&

综上所述'

[

1

对高氧致肺损伤过程中肺组织的氧化应激

损伤(肺发育受阻及肺纤维化等过程均发挥了保护效应'腹腔

注射等体积
[

1

的
[

1

摄入量远大于腹腔注射富氢生理盐水'

在部分检测指标中观察到了更好的保护作用'提示其保护效应

可能存在一定的量效关系&

[

1

可能成为防治
3LP

的有效手

段之一'而目前
[

1

的研究多为动物实验'其临床效应有待进

一步验证'其用量(方式及具体作用机制有待更深入的研究&
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