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氢气是体内一种重要的生理调节因子，能选择性降

低活性氧中的羟自由基和过氧亚硝基阴离子［1］，具有抗

炎、抗氧化、抗凋亡的作用［2-4］。在急性肺损伤中，TNF-α

等炎症介质表达是肺损伤的主要原因之一。已有研究

表明低浓度氢气对急性肺损伤有治疗作用，但具体机制

尚不清楚。本研究参照Jesmin等［5］采用内毒素即脂多

糖(LPS)腹腔注射的方法建立大鼠急性肺损伤(ALI)模

型，观察低浓度氢气吸入对TNF-α表达及p38丝裂原活

化蛋白激酶(MAPK)活化的影响，并探讨其可能的信号

调控机制，将进一步阐明氢气下调促炎细胞因子表达的

分子机制，为氢气治疗ALI提供理论依据。

1 材料

1.1 动物

健康清洁级SD雄性大鼠32只（体质量200~250 g），

由重庆医科大学动物实验中心提供。

1.2 主要试剂

氢气（纯度>99.999%）由JK-300H氢气发生器产生

（北京京科瑞达科技有限公司），LPS(E.coli, Sigma)，兔

抗大鼠p38 MAPK多克隆抗体和兔抗大鼠磷酸化p38

MAPK(p-p38 MAPK) 多克隆抗体均购自宜百康生物

科技股份有限公司，辣根酶标记山羊抗兔IgG 购自碧云

天生物技术研究所，TNF-α ELASA试剂盒购自北京四

正柏生物科技有限公司。

2 方法
2.1 大鼠LPS 性急性肺损伤模型和分组

采用随机数字表法将32只雄性SD大鼠（体质量

摘要：目的 探讨氢气对脂多糖（LPS）诱导急性肺损伤大鼠的肺保护作用及其可能的分子生物学机制。方法 采用腹腔注射LPS

法建立大鼠急性肺损伤模型。32只雄性SD大鼠（体质量200~250 g）随机分为4组（n=8）：生理盐水组（SA组）、氢气吸入组（SH

组）、急性肺损伤组（LA组）和急性肺损伤+氢气吸入组（LH组），氢气治疗为腹腔注射生理盐水或LPS后持续吸入混有低浓度

氢气（2%）的空气6 h，用Western blot 技术检测肺组织中p38 MAPK 的表达，用ELISA法检测肺组织及血清中TNF-α的浓度。

结果 氢气吸入可以使肺组织中的活化的p38 MAPK明显降低，同时降低其下游因子TNF-α在肺组织及血清中的浓度。结论

氢气吸入可下调肺组织及血清中TNF-α的表达，此作用可能与抑制肺组织中p38 MAPK活化有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of hydrogen inhalation on lipopolysaccharide (LPS)-induced acute lung injury
(ALI) and the underlying molecular mechanisms. Method Thirty-two male SD rats were randomly divided into 4 groups (n=
8), namely the normal saline group (SA), saline with 2% hydrogen gas inhalation group (SH group), ALI group, and ALI with
hydrogen inhalation group (LH group). In the two ALI groups, ALI was induced by intraperitoneal injection of 15 mg/kg LPS.
Treatments with inhalation of 2% hydrogen gas for 6 h was administered after the injection of LPS or saline. The concentrations
of tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the lung tissue and serum were examined with ELISA. The expression of p38 MAPK in
the lung tissue was detected by Western blotting. Results Hydrogen inhalation decreased the expression of p-p38 MAPK in the
lung tissue, and significantly reduced TNF-α content in the lung tissue and serum of rats with ALI. Conclusion Hydrogen
inhalation can decrease the expression of TNF-α in the lung tissue and serum, and this effect may be related with reduced p38
MAPK expression and inhibition of p38 MAPK activation.
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200~250 g）随机分为4组（n=8）：生理盐水组（腹腔注射

生理盐水+空气吸入）（SA组）、氢气吸入组（腹腔注射生

理盐水+2%Vol氢气吸入）（SH组）、急性肺损伤组（腹腔

注射脂多糖+空气吸入）（LA组）和急性肺损伤+氢气吸

入组（腹腔注射脂多糖+2%Vol氢气吸入）（LH组），LA

组和LH组由腹腔注射LPS 15 mg/kg，SA组和SH组腹

腔直射等同剂量的生理盐水，腹腔注射完毕后立即暴露

于不同的实验环境。SA组和LA组大鼠常规饲养6 h

（吸入空气），SH组和LH组大鼠置于低浓度氢气环境

（2%Vol氢气+空气）饲养6 h。

2.2 标本制备

各组动物观察6 h后，用水合氯醛（300 mg/kg，腹

腔注射）麻醉，下腔静脉采血 1 ml，离心（4000 r/min，

10 min），取上层血清冻存于-20 ℃低温冰箱。同时快速

剖胸取肺，在冰盘上迅速分离肺叶，右肺取出后立即置

于 -80 ℃低温冰箱保存待测 p38 MAPK 和 p-p38

MAPK。左肺下叶置于4%多聚甲醛中固定，石蜡包埋

切片，用于光镜观察，其余肺组织冻存于-20 ℃低温冰

箱用于测定TNF-α含量。

2.3 肺组织形态学观察

取左肺下叶石蜡包埋，切片，HE染色后，光镜下观

察病理学结果。

2.4 肺组织及血清TNF-α含量的测定

采用酶联免疫吸附测定（ELISA)法检测血清和肺

组织中TNF-α的含量，试剂盒由北京四正柏生物科技有

限公司提供。

2.5 Western blotting 法检测肺组织 p38 MAPK 和

p-p38 MAPK 的表达

取肺组织20 mg匀浆，经RIPA 裂解液提取蛋白，

再用BCA法测定蛋白含量。测定蛋白含量后，计算含

50 μg蛋白的溶液体积为上样量上样，经8% SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE) 分离后，用湿法将蛋白条

带电转至硝酸纤维素膜上，5% 脱脂奶粉封闭1.5 h，兔

抗大鼠p38 MAPK 多克隆抗体( 1∶1000) 或兔抗大鼠

p-p38 MAPK 多克隆抗体( 1∶1000) 4 ℃孵育过夜，辣根

酶标记山羊抗兔 IgG( 1∶1000) 37 ℃孵育1.5 h，采用化

学发光法显色，暗室中曝光、显影。抗兔GAPDH作为

内参照校正加样蛋白浓度。采用Quantity One 4.6.2 软

件进行蛋白条带灰度分析，以反映p38 MAPK和p-p38

MAPK 表达水平。

2.6 统计学处理

采用SPSS 19.0 软件进行统计学分析，数据以均

数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析。

3 结果

3.1 光镜结果

SA组和SH组HE 染色肺组织结构清晰，肺泡形态

未见异常；LA组肺组织可见弥散性水肿区，肺泡壁增

厚，炎性细胞增多；LH组肺组织较LA组肺组织上述损

伤程度减轻，见图1。

3.2 肺组织及血清中TNF-α含量

ELISA检测表明，在LPS刺激后，TNF-α在肺组织

以及血清中的含量明显增加，和SA组大鼠肺组织及血

清中TNF-α含量相比，肺组织及血清中TNF-α含量在

SH组大鼠中均明显降低（P<0.05）；在给LPS刺激大鼠

持续吸入低浓度氢气6 h后，肺组织及血清中TNF-α含

量较LA组大鼠肺组织及血清中TNF-α含量均明显降低

（P<0.05，表1）。

3.3 肺组织中p38,p-p38及GAPDH（内参）表达

与SA组比较，SH组肺组织中p38 MAPK 及p-p38

MAPK表达水平均降低。经LPS刺激后，LA组及LH

组大鼠肺组织中 p38 MAPK 及 p-p38 MAPK水平较

SA组提高，而相比于LA组大鼠肺组织中p38 MAPK

及p-p38 MAPK水平，LH组大鼠肺组织中p38 MAPK

及p-p38 MAPK水平均明显降低（图2）。

4 讨论

急性肺损伤是临床上常见的危重病，是全身炎症反

应综合征中最常见的器官组织损伤，虽然对其治疗已有

很大进步，但死亡率仍高达35%~40%［6］。LPS是革兰氏

阴性菌细胞壁组成成分，可通过激活多种效应细胞（如中

性粒细胞）引起一系列级联反应，从而导致ALI的发生。

在本试验中，大鼠经腹腔注射LPS(15 mg/kg, IP)

后，光镜下大鼠肺泡壁增厚，结构明显破坏，炎症细胞浸

润明显增多，这些组织学变化提示大鼠发生了ALI。在

给大鼠持续吸入低浓度氢气6 h后可以使上述指标明显

改善，说明氢气明显抑制了肺部炎症细胞的浸润，改善

了肺功能，对急性肺损伤有一定的保护作用。

在ALI早期，TNF-α被认为是炎症反应中释放最早

和最重要的内源性介质。TNF-α可诱导肺泡上皮细胞

产生多种细胞因子，介导炎症细胞浸润并产生肺组织损

伤［6］。大鼠经LPS刺激后，肺组织及血清中TNF-α含量

明显增加，说明TNF-α可导致ALI的炎症反应。本实验

不仅证实了持续吸入低浓度氢气（2% Vol）能有效抑制

ALI引起的炎症反应，同时也证实氢气对急性肺损伤的

保护作用是通过降低肺组织及血清中TNF-α含量（表

1），这充分提示氢气对脂多糖性急性肺损伤的保护作用

与降低肺组织及血清中TNF-α的含量相关。

己证实MAPK信号通路在介导细胞外应激引起的

细胞反应中起重要作用［7］。p38 MAPK是MAPK家族

重要组成之一。有研究显示，LPS 诱导 ALI 时，p38

MAPK被激活，这提示p38 MAPK通路有可能共同参

与了炎症过程［8］。同样有研究发现，氢气对脓毒血症导

致的肺损伤具有保护作用［9-14］，这种保护机制可能与抑
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制p38 MAPK活性有关［15］。本实验提示在LPS导致的

ALI中，p38 MAPK被激活，这也提示p38 MAPK通路

有可能参与了炎症反应过程，但关于氢气减轻急性肺损

伤中炎症反应的机制缺少系统的解释。本实验采用采

用LPS导致的急性肺损伤模型，结果表明持续吸入低浓

度氢气（2% Vol）可抑制 p38 MAPK 激活及其下游

TNF-α表达并减轻肺部炎性粒细胞浸润，这表明氢气可

能通过抑制p38 MAPK激活，减少其下游TNF-α表达，

从而减轻肺部炎性粒细胞浸润，发挥抗炎作用。另外本

实验还意外地发现，持续吸入低浓度氢气可以降低肺组

织内p38 MAPK的表达，其具体机制仍有待进一步研究。

综上所述，持续吸入2%低浓度氢气可有效减轻内

毒素所致急性肺损伤，对肺具有一定的保护作用，这种

效应可能与其抑制p38 MAPK通路激活而下调其下游

TNF-α表达，从而抑制炎性细胞在肺组织的聚集、激活

有关。
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图1 实验处理6 h大鼠肺组织病理学改变
A: 生理盐水组大鼠肺组织病理切片HE染色光镜图; B: 氢气吸入组大鼠肺组织病理切片HE染色光镜图; C: 急性肺损

伤组大鼠肺组织病理切片HE染色光镜图; D: 急性肺损伤+氢气吸入组大鼠肺组织病理切片HE染色光镜图

Fig.1 Pathological changes of the lung tissues at 6 h (HE staining, original magnification: ×100).

A B

C D

肺组织
（pg/mg）

血清
（pg/ml）

SA组

9.25±0.28

19.53±2.07

SH组

6.77±0.25**

9.94±0.37**

LA组

16.27±0.39

159.42±3.03

LH组

12.54±0.28*

40.07±1.99*

表1 血清及肺组织中TNF-α含量
Tab.1 Content of TNF-α in the lung tissue and serum
(Mean±SD)

与SA组比较, **P<0.05; 与LA组比较, *P<0.05

P38

Phospho-P38

GAPDH

1 2 3 4

图2 Western blotting检测肺组织中p38、p-p38、GAPDH蛋白
的表达
1: 生理盐水组; 2: 氢气吸入组; 3: 急性肺损伤组; 4: 急性肺损伤+氢气

吸入组

Fig.2 Expressions of p38, p-p38 and GAPDH in the lung
tissue detected by Western blotting.
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部位深在，空间有限，巨大瘤体往往遮掩载瘤动脉及其

分支而无法采用临时阻断技术。Lawton［9］报告的60例

深低温停循环下行颅内巨大动脉瘤手术的病例中，有

54例位于后循环，平均停循环时间为11 min，时间为7~

53 min。由于深低温停循环技术操作复杂，费时，并发

症多，阻碍了其广泛开展，但对于后循环的巨大动脉瘤

的手术治疗，是一个值得注意的方向。Levati等［10］报告一

组12例手术，停循环时间为（26.5±13.9）min，半年随访

无死亡，9例恢复良好，1例轻度神经功能障碍，2例重度

神经功能障碍。

根据有限的经验，我们认为，颅内巨大动脉瘤的手

术治疗是对手术医师全方面的考验。为达到良好的治

疗效果，手术医师必须具备两种能力：一是对各种形态

的瘤夹的认识及空间想象力。在术中需备齐各种形态

的瘤夹，手术医师对瘤颈的形态和瘤夹形态的适形做出

最佳选择，是单夹、多夹、串列夹、并排夹等，并根据上夹

的情况作出调整，直至达到最满意的夹闭效果。二是具

备血管重建的能力。应熟练掌握动脉吻合和动脉缝合

的技巧，以应对术中意外情况时的血管重建。
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