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含氢饱和生理盐水对急性一氧化碳中毒性
迟发性脑病的神经保护作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究含氢饱和生理盐水对急性一氧化碳(CO)中毒迟发性脑病的神经保护作用及可能机制。 方

法摇 雄性 SD 成年大鼠随机分为空白对照组、CO + 生理盐水组、CO + 氢生理盐水组。 制备一氧化碳中毒模型,含氢

饱和生理盐水或者生理盐水以 10 mg / kg 剂量间隔 8 h 连续给药 6 次,观察一氧化碳中毒后 5 天内神经元凋亡指

数,检测脑组织内 Caspase鄄3 活性、丙二醛含量、超氧化物歧化酶活性和肿瘤坏死因子 琢、白细胞介素 6、8鄄羟基脱氧

鸟嘌呤水平。 结果摇 饱和氢生理盐水明显减少细胞凋亡,降低丙二醛、肿瘤坏死因子 琢、白细胞介素 6 及 8鄄羟基脱

氧鸟嘌呤含量,抑制 Caspase鄄3 及超氧化物歧化酶活性。 结论摇 饱和氢生理盐水通过抗凋亡、抗炎及抗氧化作用降

低急性一氧化碳中毒迟发性脑损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the nenuroprotective effects of hydrogen鄄rich saline on brain injury of acute car鄄
bon monoxide (CO) poisoned rats. 摇 摇 Methods摇 Adult male Sprague鄄Dawley rats were randomly assigned to the follow鄄
ing groups: normal group, CO + saline group and CO + hydrogen salinegroup. 摇 Hydrogen鄄rich saline or normal saline was
given intraperitoneally in the dose of 10 mg / kg with an interval of 8 hours for six consecutive times. 摇 The normal group rats
were used as normal controls. 摇 At 5 days after CO poisoning, terminal deoxynucleotidyl transferase鄄mediated dUTP鄄biotin
nick end labeling assay (TUNEL) staining, the activity of caspase鄄3, superoxide dismutase (SOD) and the content of ma鄄
londialdehyde (MDA), the level of tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢), interleukin鄄6 (IL鄄6) and 8鄄oxo鄄7,8鄄dihydro鄄2忆de鄄
oxyguanine (8鄄OHdG) were conducted in established acute carbon monoxide poisoned rats. 摇 摇 Results摇 TUNEL鄄poisitive
cells, the content of MDA, the level of TNF鄄琢, IL鄄6 and 8鄄OHdG, decreased the activity of caspase鄄3 and SOD were ap鄄
parently reduced by hydrogen鄄rich saline. 摇 摇 Conclusion摇 Hydrogen鄄rich saline reduced CO encephalopathy through its
antioxidant, anti鄄apoptopic and anti鄄inflammatory actions.

摇 摇 急性一氧化碳( carbon monoxide,CO)中毒后,
有 3% ~30%的患者会出现以痴呆、精神症状和锥

体外系症状为主的神经系统疾病,称之为 CO 中毒

迟发性脑病[1],但其发生机制并不清楚。 氧化应激

和炎症反应被认为是 CO 中毒迟发性脑病的重要原

因。 近期研究证明氢气具有清除氧自由基、降低炎

症反应、抑制细胞凋亡等特性,对于与氧化应激及

炎症相关疾病如动脉粥样硬化、帕金森、脑梗死等

具有预防或治疗效果[2鄄4],其作用机制为氢气选择

性中和羟自由基和亚硝酸阴离子[4]。 本实验建立

急性 CO 中毒模型,从炎症、凋亡、氧化损伤方面观

察含氢饱和生理盐水对急性 CO 中毒迟发性脑病的
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保护作用以及可能的机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 原位细胞凋亡检测 ( terminal deoxynucleotidyl
transferase鄄mediated dUTP鄄biotin nick end labeling as鄄
say,TUNEL)试剂盒、肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis
factor鄄琢,TNF鄄琢)试剂盒、白细胞介素 6( interleukin鄄
6,IL鄄6)试剂盒、8鄄羟基脱氧鸟嘌呤(8鄄oxo鄄7,8鄄di鄄
hydro鄄2忆 deoxyguanine, 8鄄OHdG) 试剂 盒 购 自 德 国

Boehringer Marmheim 公司,Caspase鄄3 / CPP32 荧光检

测试剂盒购自美国 BioVision 公司,超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、丙二醛 (malondialde鄄
hyde,MDA)检测试剂盒购自南京建成生物工程研

究所,二喹啉甲酸(bicinchoninic acid,BCA)蛋白浓

度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所。
1郾 2摇 实验动物及分组

健康雄性 Sprague鄄Dawley( SD)大鼠,体重 250
~ 280 g,由中国科学院上海分院实验动物中心提

供。 术前禁食 12 h。 50 只大鼠随机分成 3 组:空白

对照组((n = 10)、CO + 生理盐水组(n = 20)、CO +
氢生理盐水组(n = 20)。
1郾 3摇 含氢饱和生理盐水制备

将纯度 99郾 9%氢气注入铝制密封生理盐水袋,
再将其袋放置密闭容器内, 在 4 atm ( 1 atm =
101郾 325 kPa)、4益条件下加压 4 h。 根据 Ohsawa 方

法[4]检测袋内溶解的氢气含量可到 0郾 86 mmol / L。
然后放置到 4益冰箱,每次使用前用气相色谱仪(日
本岛津 QP5000 气相色谱仪)测定氢气含量达 0郾 86
mmol / L 才可使用。
1郾 4摇 一氧化碳中毒模型

在密闭的容器(DWC450鄄1150 型动物实验高压

氧舱)内,大鼠呼吸 2 000 mL·L - 3 的 CO 气体 40
min,然后再呼吸 3 000 mL·L - 3的 CO 气体 20 min,
直至意识丧失,再呼吸空气直至意识恢复。 出仓后

0、6、12、18 h 给予 10 mL / kg 氢水或生理盐水。 CO
中毒 5 天后断头取材做病理切片和组织匀浆。
1郾 5摇 细胞凋亡染色

4 滋m 脑冠状切片,烤片,恒温烤箱内 60益放置

1 h;梯度脱蜡,二甲苯浸洗 3 次,每次 10 min,浸洗

梯度(100% 、95% 、85% 、75% )乙醇各 1 次,每次 3
min;按罗氏凋亡试剂盒说明书操作,切片放入 3%
H2O2 的甲醇溶液中,10 min 后进行渗透处理,蛋白

水解酶 K 21 ~ 37益孵育 15 ~ 30 min,PBS 漂洗切片

2 次;然后用吸水纸将样品周围区域水分吸干,在样

品上加入 50 滋L TUNEL 反应混合物,放入湿盒中,
37益避光孵育 60 min;然后用 PBS 漂洗切片 3 次,每
次 5 min,TSM1 处理 5 min,TSM2 处理 5 min;用
TSM2 溶液配制 NBT / BCIP 显色液,室温下避光显色

3 min,双蒸水多次洗涤;脱水、透明,中性树胶封片。
显微镜下观察各组大鼠损伤侧神经凋亡细胞情况,
随机选取 6 个放大 400 倍视野(0郾 6 mm2)计数阳性

细胞数,取平均值。
1郾 6摇 Caspase鄄3 活性的检测

应用 Caspase鄄3 / CPP32 荧光检测试剂盒测定。
将各组样品按每孔 20 ~ 200 滋g 加入 96 孔板,然后

依次加入 2 倍稀释的反应缓冲液,1 mmol / L DEVD鄄
APC 酶 5 滋L,37益避光孵育;设定 400 nm 激发波和

505 nm 发射波,记录各实验组相对荧光值( relative
fluorescence unit,RFU)。
1郾 7摇 MDA 和 SOD 含量测定

断头取双侧大脑皮层,置冰冷生理盐水洗去浮

血,按脑重与匀浆介质体积比 1 颐 9 制备 10% 匀浆,
经 3 000 r / min 离心 10 min,取上清液,用 BCA 法测

定各样品中蛋白质含量,按试剂盒说明书测定脑组

织 SOD 活性和 MDA 含量。
1郾 8摇 8鄄OHdG、TNF鄄琢、IL鄄6 含量测定

取脑组织,生理盐水冲洗,保存在 4益。 匀浆取

上清,保存于 - 80益。 按试剂说明用酶联免疫吸附

法(enzyme鄄linked immunosorbent assay,ELISA)检测

8鄄羟基脱氧鸟嘌呤、TNF鄄琢、IL鄄6 含量,用酶标仪测

定吸光值,绘制数据曲线。
1郾 9摇 统计学处理

实验结果用 SPSS 11郾 0 统计软件,数据均采用

x 依 s 表示,组间差异用单因素方差分析(One Way
ANOVA),显著差异用 SNK鄄q 检验进行比较。 P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TUNEL 阳性细胞计数

摇 摇 空白对照组皮层中可见少量凋亡细胞。 CO +
生理盐水组、CO +氢生理盐水组皮层中阳性细胞明

显增多。 胞体中染色体浓聚,一部分神经元形成凋

亡小体,形状各有不同,最具特征性的是三角形的

小体(图 1)。 仅仅清楚深染的神经元细胞被作为

TUNEL 阳性细胞计数。 CO 中毒后神经元细胞凋亡

增多,与 CO + 生理盐水组比较,CO + 氢生理盐水组

神经元细胞凋亡明显减少(P < 0郾 01;表 1)。
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图 1. CO 中毒 5 天后凋亡染色( 伊 10)
Figure 1. TUNEL staining at fifth day after CO poisoning ( 伊10)

2郾 2摇 脑组织匀浆 Caspase鄄3 活性

CO +生理盐水组脑组织内 Caspase鄄3 活性显著

升高,与 CO + 生理盐水组比较,CO + 氢生理盐水组

Caspase鄄3 活性显著降低(P < 0郾 01;表 1)。

表 1. 各组 TUNEL阳性细胞计数、Caspase鄄3活性比较(x 依 s)
Table 1. Comparison of the numbers of TUNEL positive
cells and Caspase鄄3 activity among three groups (x 依 s)

分摇 组
TUNEL 阳性细胞

(个)
Caspase鄄3 活性

(RFU)
空白对照组 40郾 62 依 1郾 75 0郾 28 依 0郾 08
CO +生理盐水组 77郾 43 依 11郾 78 1郾 16 依 0郾 18
CO +氢生理盐水组 50郾 52 依 9郾 65a 0郾 74 依 0郾 24a

a 为 P < 0郾 01,与 CO + 生理盐水组比较。

2郾 3摇 脑组织匀浆 MDA 含量和 SOD 活性

与 CO + 生理盐水组比较,CO + 氢生理盐水组

脑组织内 SOD 活性显著升高,MDA 含量显著降低

(P < 0郾 05);CO + 氢生理盐水组与空白对照组比较

无显著差异(表 2)。 提示氢饱和生理盐水可降低氧

化损伤作用。

表 2. 各组 MDA 含量、SOD 活性比较(x 依 s)
Table 2. Comparison of malondialdehyde and superoxide
dismutase among three groups (x 依 s)

分摇 组
MDA

(滋mol / g 蛋白)
SOD

(ku / g 蛋白)
空白对照组 4郾 14 依 0郾 96 120郾 00 依 20郾 59
CO +生理盐水组 11郾 41 依 3郾 74 86郾 59 依 15郾 76
CO +氢生理盐水组 7郾 63 依 2郾 22a 139郾 00 依 29郾 62a

a 为 P < 0郾 05,与 CO + 生理盐水组比较。

2郾 4摇 脑组织匀浆 TNF鄄琢、IL鄄6、8鄄OHdG 含量

CO 中毒后 TNF鄄琢、IL鄄6、8鄄OHdG 含量升高,CO
+氢生理盐水组 TNF鄄琢、IL鄄6、8鄄OHdG 含量显著低

于 CO +生理盐水组(P < 0郾 01),与空白对照组比较

无显著差异(表 3)。

表 3. 各组脑组织内 TNF鄄琢、IL鄄6 和 8鄄OHdG 的变化( x 依 s,
pg / g)
Table 3. Comparison of TNF鄄琢, IL鄄6 and 8鄄OHdG among
three groups(x 依 s,pg / g)

分摇 组 TNF鄄琢 IL鄄6 8鄄OHdG

空白对照组 5郾 10 依 0郾 93 2郾 16 依 0郾 67 2郾 40 依 0郾 64
CO + 生理盐水组 7郾 31 依 1郾 21 6郾 24 依 1郾 14 6郾 41 依 1郾 29
CO + 氢生理盐水组 4郾 67 依 0郾 84a 3郾 27 依 0郾 81a 3郾 81 依 1郾 14a

a 为 P < 0郾 01,与 CO + 生理盐水组比较。

3摇 讨摇 论

实验结果显示氢饱和生理盐水可显著抑制 CO
中毒后神经元细胞凋亡,增强抗氧化作用,减少氧

化损伤,阻断炎症反应,从而有效降低 CO 中毒迟发

性脑损伤。
CO 中毒迟发性脑病具体机制不很明确,CO 中

毒迟发性脑病与氧化应激损伤有密切关系。 在急

性 CO 中毒时,由于缺氧及能量代谢障碍,存在着内

皮细胞肿胀,微血管收缩,部分毛细血管闭塞,微循

环障碍等病理生理改变。 在随后给予的常压或者

高压氧治疗过程中,随着微循环的改善,组织供氧

的恢复,组织存在着“缺血鄄再灌注冶的病理过程,在
此过程中,出现脑血管和脑细胞严重损伤,自由基

生成增多,脂质过氧化增强[5],而脑组织更易受氧

自由基的损伤,因此,最大程度降低自由基氧化损

伤可防止急性一氧化碳中毒脑病的发生。 丙二醛

含量常可反映机体内脂质过氧化的程度,超氧化物

歧化酶能清除超氧阴离子自由基,保护脑细胞免受

损伤。 8鄄羟基脱氧鸟嘌呤是 DNA 损伤后的氧化产

物,直接反映细胞损伤程度。 本实验检测 CO 中毒 5
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天后脑组织内丙二醛含量、8鄄羟基脱氧鸟嘌呤水平、
超氧化物歧化酶活性,结果显示氢饱和生理盐水显

著降低脑组织中丙二醛及 8鄄羟基脱氧鸟嘌呤含量,
提高超氧化物歧化酶活性,从而增强机体对抗氧化

损伤,减轻 CO 中毒脑病损伤程度。
此外,研究表明一氧化碳可以直接诱导神经细

胞凋亡[6,7],其在急性一氧化碳中毒及迟发性脑病

的病理过程中可能起着重要作用。 神经细胞凋亡

是脑缺血再灌注损伤的重要环节,Caspase鄄3 是细胞

凋亡信号途径中最关键的效应酶,在细胞凋亡过程

中处于核心位置,凋亡的最后实施是通过 Caspase鄄3
的激活而实现;Caspase鄄3 的活化预示着细胞凋亡执

行阶段的开始。 本实验结果显示氢饱和生理盐水

可抑制 Caspase鄄3 活性,阻断细胞凋亡程序,减少神

经元细胞凋亡。
近几年免疫反应被认为是 CO 中毒后脑组织损

伤的一种重要机制[8]。 CO 中毒后脑组织缺血缺氧

引起髓鞘碱性蛋白变性及氧化丙二醛产生以及血

浆中的髓过氧化物酶活化[9] 等,最终导致巨噬细胞

和淋巴细胞浸润、中性粒细胞和血小板聚集等免疫

反应的发生,促进 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄1 等炎症因子产

生与分泌,诱导一系列炎症反应损伤。 在我们的模

型,检测到一氧化碳中毒后大鼠脑组织中炎症标志

物 TNF鄄琢、IL鄄6 含量显著提高,表明大量炎症在 CO
中毒后脑组织损伤发展中起到了重要的作用。 在

给予氢饱和生理盐水处理后,脑组织内 TNF鄄琢、IL鄄6
含量显著降低,抑制了炎症反应,从而降低 CO 中毒

性脑损伤。 我们前期研究证明,氢饱生理盐水可改

善 CO 中毒大鼠学习记忆能力,降低髓鞘蛋白变性,
抑制 IL鄄6、TNF鄄琢、IL鄄1茁 表达[10]。 Wang 等[2] 通过

对疾病模型的行为学指标和细胞学改变以及参与

自由基反应的重要金属离子的改变三方面阐述了

氢水的治疗作用。 而我们的研究除了观察凋亡的

改变之外,从脑部炎症的角度进一步探索了氢水对

CO 引起的炎症的直接调节。 我们在组织水平的研

究取得了初步结果,但是其中具体的细胞以及分子

机制尚待进一步深入研究。
众所周知,氧化应激导致低密度脂蛋白氧化,

同时刺激内皮细胞炎性因子和黏附因子释放,加剧

动脉硬化斑块炎症反应,总之,氧化应激贯穿于动

脉硬化斑块形成、发展及破裂出现并触发血管事件

的始终[11,12]。 Ohsawa 等[13]研究采用载脂蛋白基因

敲除小鼠证明,饮用含氢水降低了主动脉的氧化应

激水平,阻止了动脉粥样硬化的发生;其后 Song

等[14]在细胞水平证实氢气可能通过抑制核因子 资B
(nuclear factor鄄kappa B,NF鄄资B)活性,减少炎症因子

诱导凝集素样氧化低密度脂蛋白受体 1( lectin鄄like
oxidized low鄄density lipoprotein receptor鄄1,LOX鄄1)表

达,发挥抗动脉粥样硬化作用。 因此新型抗氧化剂

氢气将为抗动脉粥样硬化基础和临床研究开辟一

种新的思路。
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