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富 氢 盐 水 对 重 度 烫 伤 延 迟 复 苏

大 鼠 肝 脏 的 作 用

刘德贵 王晓娟 杨勇 蒋金恒 李先慧 薛刚

【摘要 】 目的探讨富氢盐水对重度烫伤延迟复苏大鼠肝脏的影响。 方法 取24只SD大

鼠，应用台式控温烫伤仪制成40％TBSA 111度烫伤模型，按随机数字表法分为富氢盐水组、乳酸钠林

格液组，每组12只。伤后6 h开始，2组大鼠分别采用富氢盐水(自制，浓度为0．6 mmol ／L) 、乳酸钠

林格液，均按4 mL·kg。。·％TBSA“进行腹腔注射补液，持续到伤后48 h，伤后第2个24 h补液量为

伤后第1个24 h的一半。伤后6(补液前) 、12、24、48 h，每组分别取3只大鼠行心脏采血，处死后取

肝组织。HE染色观察肝组织病理学变化，细胞计数板行肝组织中性粒细胞计数，全自动生化分析仪

检测血清AST、ALT水平，ELI SA法检测肝组织中TNF—d、I L—l B、I L一6以及8羟基脱氧鸟苷( 8-OHdG)

的含量，分光光度计检测肝组织中丙二醛的吸光度值并定量。对数据行重复测量方差分析和LSD—t

检验。 结果伤后48 h，与乳酸钠林格液组比较，富氢盐水组大鼠肝组织炎性细胞浸润减少，肝细

胞充血减轻。伤后12、24、48 h，富氢盐水组大鼠肝组织中性粒细胞数分别为( 25．3±1．8)×105、

(19．6 4- 0．6)×105、( 14．1 4- 3．2)×105个／mL，显著低于乳酸钠林格液组的( 31．9 4-2．0) ×105、

( 30．9 4-2．2)×105、( 23．8 4- 3．0) ×105个／mL( t值 分别为5．6、7．6、8．7，P值均 小于0．05)。伤 后6、

12 h，2组大鼠血清AST、ALT水平以及肝组织TNF一Ⅸ、I L一1 B、I L一6含量均相近( t值分别0．3～3．9与

0．9～3．8，P值均大于0．05)。伤后24、48 h，富氢盐水组大鼠血清AST与ALT水平分别为( 308 4- 24) 、

( 210 4-15)U／L与( 93 4- 7)、( 70 4- 5)U／L，显著低于乳酸钠林格液组的(541 4- 39)、( 505±18)U／L与

( 156 4- 9) 、( 166±21)U／L( t值分别为17．5、16．7与30．3、6．9．P值均小于0．05)。伤后24、48 h，富

氢盐水组大 鼠肝组织TNF—d、I L— l 8、I L- 6含量分别为( 20．7 4-1．6)、 (13．7 4-1．5) pg／mg，( 7．7 4-1．5)、

( 6．3±1．2)pg／mg与( 8．7±1．2)、( 6．0±2．0)pg／mg，显著低于乳酸钠林格液组的( 32．7 4- 5．0)、

( 25．7±4．0) pg／mg，( 16．3 4- 2．5)、(12．0 4- 2．7)pg／mg与( 14．7士2．I )、(13．3 4- 1．5)pg／mg( t值分

别为5．2、5．7，4．7、4．7与10．4、4．4，P值均小于0．05)。2组大鼠伤后6 h肝组织丙二醛水平及伤后

6、12 h肝组织8- OHdG水平均相近(￡值分别为0．1与0．7、4．3，P值均大于0．05)。富氧盐水组大鼠

伤后12、24、48 h肝组织丙二醛水平分别为( 15．3 4- 1．5)、(8．7 4- 1．2)、(6．7 4- 1．5)mmol ／mg，显著低

于乳酸钠林格液组的( 27．3 4-4．7)、 (20．3 4-1．5)、( 14．0 4- 1．0)mmoL／mg( t值分别为5．2、5．7、5．1，

P值均小于0．05)；伤后24、48 h肝组织8- OHdG水平分别为( 124±12)、(79 4- 10) pg／mg，显著低于 乳

酸钠林格液组的(19l 4- 10)、( 136±15)pg／mg( t 值分别为8．o与8．1，P值均小于0．05)。 结论

富氢盐水能够显著减轻重度烫伤延迟复苏大鼠肝脏中性粒细胞浸润，降低肝脏炎症因子水平，有效减

轻肝脏氧化应激反应，进而保护大鼠肝脏。
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Rat s i n groups RS and HS were respect i vel y resusci t at ed wi t h an i nt r aper i t oneal i nj ect i on of 4 mL·kg～·

％TBSA“of RS or HS( sel f - pr epar ed，wi t h concent rat i on of hydrogen 0．6 mmol／L) 6 hour s af t er i nj ur y up
to 48 hours af t er scal d．The i nf usi on vol ume of t he second 24 hour s af t er i nj ur y was a hal f of t hat of t he f i r st

24 hour s．At post scal d hour ( PSH) 6( befor e resusci t at i on)，12，24，and 48，bl ood was col l ect ed f r om t he

heart of 3 r ats i n each gr oup，and t hen t he r ats were sacr i f i ced f or harvest i ng l i ver t i ssue．The pat hol ogi cal

change i n l i ver t i ssue was observed wi t h HE stai ni ng．The number of hepat i c neut r ophi l s was count ed wi t h a

hemat ocyt omet er． Seruml evel s of AST and ALT were deter mi ned wi t h f ul l —aut omat i c bi ochemi cal anal yzer．

Content s of TNF—ot， I L一1 13， I L- 6，and 8- hydr oxy- 2’ 一deoxyguanosi ne( 8-OHdG) i n l i ver t i ssue wer e det er -

mi ned wi t h ELI SA．Absorbanee val ue of mal ondi al dehyde( MDA) i n l i ver t i s sue was det ect ed and quant i f i ed

wi t h spect r ophotomet er．Dat a were processed wi t h anal ysi s of var i ance of repeat ed measurement and LSD—t

t est ． Resul t s At PSH48，moder at e i nf i l t rat i on of i nf l ammat ory cel l s and hepat i c hyper emi a wer e observed

i n r ats of gr oup HS as compar ed wi t h gr oup RS．At PSH 1 2，24，and 48，t he number of neut rophi l s i n group

HS was r espect i vel y(25．3±1．8)×10’，( 19．6±0．6)×10’，and( 14．1±3．2)×10’cel l s per mi l i l i t re，and

t hey wer e si gni f i cant l y l ower t han t hose i n gr oup RS[ ( 31．9±2．0)×103，( 30．9±2．2)×103，and( 23．8士

3。0) x 10’cel l s per mi l i l i t r e，wi t ht val ues respect i vel y 5。6，7．6，and 8．7，Pval ues bel ow0．05] ，At PSH

6 and 12， t he ser uml evel s of AST and ALTand t he l evel s of TNF—d，I L·1 B，and I L- 6 i n l i ver t i s sue were

cl ose bet ween t he t wo gr oups(wi t ht val ues respect i vel y 0．3—3．9 and 0．9—3．8，P val ues above 0．05)．At

PSH24 and 48，t he ser uml evel s of AST and ALT i n group HS were respect i vel y( 308±24) and(210±

15) U／L and( 93±7) and( 70±5) U／L，whi ch wer e si gni f i cant l y l ower t han t hose i n gr oup RS[ ( 541±

39) and( 505±18) U／L，wi t ht val ues respect i vel y 17．5 and 16．7，P val ues bel ow0．05；( 156±9)and

(166±21)U／L，wi t h t val ues respect i vel y 30．3 and 6．9，Pval ues bel ow 0．05]．At PSH24 and 48，t he

l evel s of TNF—d，I L一1B，and I L一6 i n l i ver t i ssue i n gr oup HS were r espect i vel y( 20．7±1．6) and( 13．7±

1．5)pg／mg，( 7．7±1．5)and(6．3± i ．2)pg／mg，and(8．7 4- 1．2)and(6．0±2．0)pg／mg，whi ch
were si gni f i cant l y l ower t han t hose i n gr oup RS[ (32．7±5．0) and( 25．7±4．0)pg／mg，wi t h t val ues r e—

spect i vel y 5．2 and 5．7，Pval ues bel ow0．05；(16．3 4- 2．5) and( 12．0土2．7) pg／mg，wi t h t val ues bot h

as 4．7，Pval ues bel ow 0．05；( 14．7±2．1) and( 13．3±1．5) pg／mg，wi t h t val ues respect i vel y 10．4 and

4．4，P val ues bel ow0．05]．The l evel of MDA at PSH6 and l evel s of 8- OHdGat PSH6 and 12 i n l i ver t i s—

sue wer e cl ose bet ween t he t wo groups( wi t h t val ues respect i vel y 0．1，0．7，and 4．3，P val ues above

0．05)．I n group HS，t he l evel s of MDAin l i ver t i ssue at PSH 12，24，and 48 were r espect i vel y( 15．3±

1。5)，( 8．7±1．2)，and( 6．7±1．5)mmol ／mg，and t he l evel s of hepat i c 8- OHdG at PSH24 and 48 were

r espect i vel y( 124±12)and( 79±10) pg／mg，whi ch wer e si gni f i cant l y l ower t han t hose i n gr oup RS

[ ( 27．3±4．7) ，( 20．3±1．5)，and( 14．0±1．0)mmol ／mg，wi t h t val ues respect i vel y 5．2，5．7，and

5．1，P val ues bel ow 0．05；(191±10)and(136±15)pg／mg，wi t h t val ues respect i vel y 8．0 and 8．1，P

val ues bel ow0．05]． Concl us i ons Resusci t at i on wi t h HS coul d pr ot ect l i ver of sever el y scal ded r ats wi t h

del ayed resusci t at i on possi bl y by r educi ng i nf i l t rat i on of neut r ophi l s，t hus l ower i ng t he cont ent of i nf l ammat o—

ry cyt oki nes，and ef f ect i vel y al l evi at i ng oxi dat i ve st r ess．

【Key wor ds】 Bur ns；Li ver；Hydr ogen；Del ayed resusci t at i on

烧伤休克延迟复苏，是指烧伤休克已发生并持

续一段时间后才开始的液体复苏。对于40％TBSA

Ⅲ度烧伤大鼠而言，伤后6 h开始的液体复苏治疗

可视作延迟复苏‘11。缺血再灌注后的氧化应激反

应，是烧伤延迟复苏造成组织和器官损伤的主要原

因。研究表明，氢气可特异性中和氧自由基，降低氧

化应激反应和炎症反应，在多种氧化应激动物疾病

模型中显示出显著治疗作用嵋⋯。本研究探讨富氢

盐水对于重度烫伤延迟复苏大鼠肝脏的作用。

1材料与方法

1．1动物、主要试剂及仪器来源

无特殊病原体级雄性SD大鼠24只，8～10周

龄，体质量200～250 g，由第三军医大学实验动物中

心提供，许可证号：SCXK(渝) 2013加005。乳酸钠林
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格液购自四川科伦药业股份有限公司，大鼠中性粒

细胞分离液购白天津灏洋生物制品科技有限责任公

司，红细胞裂解液购自南京恩晶生物科技有限公司，

大鼠TNF．ot、I L．1 B、I L- 6 ELI SA检测试剂盒购自美国

R&D公司，丙二醛检测试剂盒购自南京建成生物工

程研究所，8羟基脱氧鸟苷(8-OHdG) ELI SA检测试

剂盒购自美国Cel l Bi ol abs公司。YLS—Q5型台式控

温烫伤仪由山东省医学科学院惠赠，细胞计数板购

自重庆蒲若生物科技有限公司，AU2700型全自动生

化分析仪购自日本Ol ympus公司，分光光度计购自

美国Bi oTek公司。

1．2富氢盐水配制

将氢气在0．4 MPa大气压下溶人250 mL软袋

生理盐水中4 h达到过饱和状态，1周后抽出袋内气

体再次在0．4 MPa大气压下注入氢气4 h达到过饱

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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和状态，制成富氢盐水溶液。应用气相色谱法¨1检

测，富氢盐水浓度为0．6 mmol ／L。

1．3模型制备及分组处理

取24只SD大鼠，实验前24 h剃除背部、腹部

毛发，单笼饲养。实验前12 h禁食禁水。用10 g／L

戊巴比妥钠腹腔注射( 40 mg／kg)麻醉后，应用台式

控温烫伤仪，选择4 cm2烫头以92℃在大鼠背部、腹

部致伤18 s，建立40％TBSA I I I度烫伤(经病理切片

证实)模型。采用随机数字表法将烫伤大鼠分为富

氢盐水组、乳酸钠林格液组，每组12只。伤后6 h

开始，2组大鼠分别采用富氢盐水、乳酸钠林格液均

按4 mL·kg一·％TBSA“(Parkl and公式)进行腹

腔注射补液，伤后6 h注射补液量的1／2，伤后9、

17 h各注射补液量的1／4；伤后第2个24 h补液量

是第1个24 h的一半(分别于伤后30、36、42 h注入 ，

注射比例同前)。

1．4标本采集

伤后6(补液前)、12、24、48 h，每组分别取3只

大鼠，每只心脏采血2 mL后，处死大鼠取肝组织，其

中伤后6、12、24 h各2 g，伤后48 h取4 g。将所采

血液分别加入肝素抗凝管，室温静置30 mi n，4℃下

以1 500×g离心10 rai n后取上清液备用。取2组

大鼠各时相点2 g肝组织，分别加入20 mL预冷的

PBS，电动匀浆器匀浆，匀浆组织液过200目铜网过

滤备用；将伤后48 h剩余2 g肝组织固定于40 g／L

多聚甲醛中备用。

1．5指标检测

1．5．1肝组织病理学变化 取多聚甲醛固定的

2组大鼠伤后48 h肝组织2 g，常规切片(厚度5 I xm)，

HE染色，光学显微镜下观察组织病理学变化。

1．5．2肝组织中性粒细胞数 取2组大鼠伤后

各时相点肝组织匀浆液5 mL，缓慢加入中性粒细胞

分离液中，500×g离心30 r ai n。吸取中性粒细胞层

及其下分离液层至离心管中，加入红细胞裂解液，

300×g离心5 mi n，取上清液即为大鼠中性粒细胞。

应用细胞计数板进行中性粒细胞计数。

1．5．3血清转氨酶水平 取2组大鼠伤后各时

相点血清，用全自动生化分析仪检测AST、ALT水平。

1．5．4肝组织炎症因子含量 取2组大鼠伤后

各时相点肝组织匀浆液2 mL，按照ELI SA检测试剂

盒说明书测定TNF- Ot 、I L一1B、I L一6含量。

1．5．5肝组织丙二醛含量 取2组大鼠伤后各

时相点肝组织匀浆液2 mL，考马斯亮蓝法测定蛋白

浓度。按照丙二醛试剂盒说明书加入试剂混匀，

95℃水浴40 mi n，冷却后，l 600×g离心10 mi n，取

上清液，应用分光光度仪检测532 nm波长处吸光度

值。组织中丙二醛含量(mmol ／mg)=(测定管吸光

度值一空白管吸光度值)÷(标准管吸光度值一空

白管吸光度值)×标准管浓度( 10 mmol ／mL) ÷蛋白

浓度( mg／mL)。

1．5．6肝组织8- OHdG含量 取2组大鼠伤后

各时相点肝组织匀浆液2 mL，按照ELI SA检测试剂

盒说明书测定8．OHdG含量。

1．6统计学处理

数据以x±s表示，采用SPSS 17．0统计软件行

重复测量方差分析和LSD．t 检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

2 结果

2．1 肝组织病理学变化与中性粒细胞数

伤后48 h，乳酸钠林格液组大鼠肝组织大量炎

性细胞浸润，肝细胞充血，肝小叶结构破坏；与之相

比，富氢盐水组大鼠肝组织少量炎性细胞浸润，肝细

胞充血减轻，肝小叶结构完整。见图l 。
’
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图1 2组大鼠伤后48 h肝组织病理学变化HE×

400。a．乳酸钠林格液组大量炎性细胞浸润( T)，肝细

胞充血( t )，肝小叶结构破坏( f )；b．富氢盐水组少量

炎性细胞浸润 ( f )，肝细胞充血减轻( t )， 肝小叶结构

完整( f )

曩 。 一■∥r．落 一
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表1 2组大鼠伤后各时相点肝组织中性粒细胞数比较(×105个／mL，x±s)

组别 鼠数(只) 伤后6 h 伤后12 h 伤后24 h 伤后48 h

乳酸钠林格液组 12 18．2±2 l 31．9 4-2．0 30．9±2．2 23．8±3．0

富氢盐水组 12 19．4±1．0 25 3± l 8 19．6±0．6 14．1±3．2

t但0．5 5．6 7．6 8．7

P但 >0．05 <0．05 <0．05 <0．05

注：处理因素主效应，F=286．63，P<0．05；时间因素主效应，F=24．89，P<0．05；两者交互作用，，=17．95．P>0．05

表2 2组大鼠伤后各时相点血清转氨酶水平比较(U／L，x土s)

组别 鼠数(只) 伤后6 h 伤后12 h 伤后24 h 伤后48 h

注：AST处理因素主效应，F=414．60，P<0．05；时间因素主效应，F=93．96，P<0．05；两者交互作用，F=9．50，P>0．05；ALT处理因素

主效应，F=157．66，P<0．05；时间因素主效应，F=39．50，P<0．05；两者交互作用，F=16．40，P>0．05；t l值 、P I 值，t 2值、P 2值分别为

组间AST、ALT比较所得

表3 2组大鼠伤后各时相点肝组织炎症因子含量比较( pg／mg，x±s)

注：TNF．Ot 处理因素主效应，F=8，32，P<0．05；时间因素主效应，F=13．88，P>0．05；两者交互作用，F=7．28，P>0．05；IL一1B处理因

素主效应，F=286．63，P<O．05；时间因素主效应，F=24．90，P<0．05；两者交互作用，F=17．95，P>0．05；I L-6处理因素主效应，F=

21 05，P<0．05；时间因素主效应，F=17．78，P>0．05；两者交互作用，F=14．27，P>0．05；t l值 、P l 值，t 2值、P 2值，t 3值、P 3值分别为

组问TNF一0【、I L- 1 B、I L- 6比较 所得

除伤后6 h( P>0．05)外，富氢盐水组大鼠其

余时相点肝组织中性粒细胞数显著少于乳酸钠林格

液组(P值均小于0．05)。见表l 。

2．2血清转氨酶水平

伤后6、12 h，2组大鼠血清AST、ALT水平相近

( P值均大于0．05)；伤后24、48 h，富氢盐水组大鼠

血清AST、ALT水平显著低于乳酸钠林格液组( P值

均小于0．05)。见表2。

2．3肝组织炎症因子含量

伤后6、12 h，2组大鼠肝组织TNF—d、I L一1 13及

I L一6含量相近( P值均大于0．05)；伤后24、48 h，富

氢盐水组大鼠肝组织TNF-Ot、I L一1B及I L一6含量显

著低于乳酸钠林格液组( P值均小于0．05)。见表3。

2．4肝组织脂质过氧化相关指标含量

伤后6 h，2组大鼠肝组织丙二醛含量相近

( P>0．05)；伤后12、24、48 h，富氢盐水组大鼠肝组

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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表4 2组大鼠伤后各时相点肝组织脂质过氧化相关指标含量比较( x±s)

t ．值

P．值

t 2值

尸2值

0． 1

>0．05

0．7

>0．05

5．2

<0．05

4．3

>0．05

5．7

<0．05

8．O

<0．05

5．1

<0．05

8．1

<O．05

注：丙二醛处理因素主效应，F=240．25，P<0．05；时间因素主效应，F=15．49，P>0．05；两者交互作用，F=10．53，P>0．05；8羟基脱氧

鸟苷( 8-OHdG)处理因素主效应，F=177．42，P<0。05；时间因素主效应，F=33．58，P<0．05；两者交互作用，F=9．14，P>0．05；t l 值、

P 1值，t 2值 、P2值分别为组间丙二醛、8-OHdG比较所得

织丙二醛含量显著低于乳酸钠林格液组( P值均小

于0．05)。伤后6、12 h，2组大鼠肝组织8-OHdG含

量相近( P值均大于0．05)；伤后24、48 h，富氢盐水

组大鼠肝组织8- OHdG含量显著低于乳酸钠林格液

组(P值均小于0．05)。见表4。

3讨论

烧伤休克延迟复苏患者MOF的发生率以及病

死率均很高，目前尚无有效的解决方案，是烧伤临床

上亟待解决的问题之一。研究表明，延迟复苏后缺

血再灌注过程加重氧化应激、诱发炎症反应，是造成

组织损伤的主要机制¨’“⋯。氢气作为一种选择性抗

氧化剂，不会过多消除细胞内必不可少的活性氧，能

够自由到达细胞内包括细胞核与线粒体的每一个角

落，几乎没有任何不良反应凹。10。。笔者推测，如果能

够将氢气有效应用于临床烧伤休克延迟复苏治疗，

将会对保护患者脏器及提高其存活率起到非常重要

的作用。

研究表明，烧伤后延迟复苏导致机体组织中大

量中性粒细胞浸润，与损伤内皮细胞高表达的细胞

间黏附分子1( I CAM．1)和I CAM一2黏附而活化，发

生呼吸爆破，产生大量氧自由基，发生严重的氧化应

激反应，从而导致机体器官以及组织的损害[ 83。 自

由基以及中性粒细胞释放的大量炎症因子，损伤血

管内皮细胞以及肝脏实质细胞，其中中性粒细胞浸

润是延迟复苏机体肝脏发生损伤的重要表现之一。

本研究显示，富氢盐水组大鼠伤后12、24、48 h肝组

织中性粒细胞浸润数目较乳酸钠林格液组显著减

少，提示富氢盐水能够有效减少自由基的产生。另

有文献显示，富氢盐水同样能够有效减轻烫伤大鼠

肺组织以及肠道的炎性细胞浸润¨1‘“1。

本研究进一步证实，富氢盐水组大鼠伤后24、

48 h血清AST、ALT水平显著低于乳酸钠林格液组，

提示富氢盐水复苏能够显著减轻肝细胞的损伤，从

而保护肝组织。

TNF-o【 、I L．1 B、I L一6是机体发生炎症反应的重要

炎症因子，是诱导烧伤后延迟复苏机体发生全身炎

症反应的重要因子，同时能够正反馈促进氧自由基

的释放，加重机体氧化应激损伤¨“。本研究提示，

富氢盐水组大鼠伤后24、48 h肝组织内的TNF一0【、

I L一1B、I L一6含量均显著低于乳酸钠林格液组，有效

减轻了肝脏的炎症反应。同样的保护作用在烫伤大

鼠肺脏中也得到了证实⋯1。

脂质过氧化以及DNA损伤是氧化应激的重要

损伤方式。丙二醛是氧化损伤的终产物，是脂质过

氧化的标志，而8-OHdG是由羟自由基损伤DNA中

脱氧鸟苷所形成，是评价体内细胞DNA氧化损伤的

高灵敏性生物标记物¨0|。本研究证实，富氢盐水组

大鼠伤后12、24、48 h肝组织丙二醛含量以及伤后

24、48 h肝组织8一OHdG含量均显著低于乳酸钠林

格液组，提示有效减轻了肝脏氧化应激损伤。

综上，本研究提示应用富氢盐水进行延迟复苏，

可能通过减少中性粒细胞浸润，进而减少自由基的

生成以及炎症因子的释放，有效减轻肝脏氧化应激

反应，从而保护重度烫伤延迟复苏大鼠的肝脏，这为

我们在临床救治中对烧伤患者进行肝脏保护提供了

一定的理论基础。
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