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【摘要】 目的  探讨氢盐水对心肺复苏（CPR）大鼠脑氧化应激的影响及机制。方法  将 18 只清洁级雄

性 SD 大鼠按照随机数字表法分为对照组（Con 组）、常规复苏组（ROSC 组）和氢盐水干预组（ROSC+HRS 组），

每组 6 只。采用气管夹闭法建立心搏骤停（CA）大鼠模型，使用心脏按压、电除颤及肾上腺素直至自主循环恢

复（ROSC）；ROSC+HRS 组在制模同时腹腔注射 2% 氢盐水（首次 5 mL/kg，以后每 2 h 注射氢盐水 3 mL/kg）；

Con 组仅行气管插管机械通气。ROSC 后 12 h 活杀大鼠取脑组织制备匀浆，测定丙二醛（MDA）、超氧化物歧化

酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）含量；用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测脑组织血红素氧合酶 -1（HO-1）

蛋白表达；用反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测脑组织 HO-1 mRNA 表达。结果  与 Con 组比较，ROSC

组脑组织 MDA 含量明显增高（nmol/mg：8.15±0.11 比 3.68±0.16，P＜0.05），SOD、CAT 活性明显下降〔SOD

（U/mg）：69.30±2.39 比 94.65±2.75，CAT（U/mg）：74.38±1.65 比 95.68±1.88，均 P＜0.05〕，HO-1 mRNA 表

达明显上调（灰度值：1.383±0.194 比 1.117±0.083，P＜0.05），HO-1 蛋白表达无差异（灰度值：0.350±0.049

比 0.175±0.026，P＞0.05）；与 ROSC 组比较，ROSC+HRS 组脑组织 MDA 含量明显下降（nmol/mg：4.72±0.28

比 8.15±0.11，P＜0.05），SOD、CAT 活性明显增高〔SOD（U/mg）：83.02±1.10 比 69.30±2.39，CAT（U/mg）：

85.07±1.94 比 74.38±1.65，均 P＜0.05〕，HO-1 mRNA 表达进一步上调（灰度值：3.200±0.200 比 1.383±0.194，

P＜0.05），HO-1 蛋白表达明显升高（灰度值：0.788±0.059 比 0.350±0.049，P＜0.05）。结论  氧化应激损伤是

CPR 脑损伤的重要机制；氢盐水可上调脑组织 HO-1 表达，降低氧化应激损伤，从而减轻 CPR 致大鼠脑损伤。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect and mechanism of hydrogen saline on oxidative stress damage 

in  rats  brain  tissues  after  cardiopulmonary  resuscitation  (CPR).  Methods  Eighteen  adult  male  pathogen-free 

Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into control group (Con group), conventional resuscitation group (ROSC 

group) and hydrogen saline treatment group (ROSC+HRS group), with 6 rats in each group. All rats were asphyxiated by 

tracheal clip method to establish cardiac arrest (CA) model, and received first aid with CPR, electric defibrillation and 

adrenaline until return of spontaneous circulation (ROSC). The rats in ROSC+HRS group were intraperitoneally injected 

with 2% hydrogen saline (5 mL/kg for the first time and 3 mL/kg every 2 hours). The rats in Con group were only tracheal 

intubated and mechanical ventilated. The rats were sacrificed after ROSC for 12 hours, and the brain tissue was harvested 

to  determine  the  contents  of  malonaldehyde  (MDA),  superoxide  dismutase  (SOD),  and  catalase  (CAT).  The  protein 

expression of heme oxygenase-1  (HO-1) was determined with Western Blot,  and  the mRNA expression of HO-1 was 

determined with reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).  Results  Compared with the Con group, 

the MDA was significantly elevated in ROSC group (nmol/mg: 8.15±0.11 vs. 3.68±0.16, P < 0.05), the SOD and CAT 

were  significantly  decreased  [SOD  (U/mg):  69.30±2.39  vs.  94.65±2.75, CAT  (U/mg):  74.38±1.65  vs.  95.68±1.88, 

both P < 0.05], HO-1 mRNA expression was  significantly  elevated  (gray value: 1.383±0.194 vs. 1.117±0.083, P < 
0.05), and HO-1 protein expression showed no significant change (gray value: 0.350±0.049 vs. 0.175±0.026, P > 0.05). 
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 近年来心肺复苏（CPR）后脑损伤受到人们的

关注，目前认为血流动力学紊乱是 CPR 后脑损伤的

始动环节。呼吸循环停止时的缺血缺氧、自主循环

恢复（ROSC）时的再灌注过程均可引起“氧自由基

爆发”, 对细胞活性具有广泛损伤。因此，氧化应激

反应是 CPR 后脑损伤的重要环节，可引起细胞坏死

及凋亡。有效减少氧自由基产生的氧化应激损伤是

治疗 CPR 后脑损伤的热点领域［1］。

 目前研究表明， 氢气具有维持细胞氧化 - 抗氧

化平衡、抑制凋亡、抗炎等多重生物活性，可以选择

性地减少活性氧自由基以发挥器官保护作用［2-3］。

本研究通过建立大鼠心搏骤停（CA）后脑损伤模型

并腹腔注射氢盐水进行干预，观察氢盐水对其的干

预作用并初步探讨其机制。

1 材料与方法

1.1  实验材料：丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）活性检测试剂盒均购于

南京建成生物工程研究所；血红素氧合酶-1（HO-1）

抗体（美国 Abcam 公司）；哈佛 687 单动物容量控

制呼吸机（北京创博环球生物科技有限公司）；小动

物胸外按压器（河北医科大学）；BL-420F 生物机能

实验系统（成都泰盟生物科技有限公司）。饱和氢气

生理盐水的制备：利用镁自然解离水发生装置制备

饱和氢气生理盐水，将镁条（AZ31，NakagawaMetal，

日本 , 包含 96% 镁、3% 铝和 1% 锌）置于 25 ℃蒸

馏水中 15～20 min，并将产生的氢气注入密闭瓶装

生理盐水中，浓度保持在 0.3～0.4 μmol/L。

1.2 动物模型的建立：健康清洁级成年雄性 SD 大

鼠18只，体质量250～400 g，由河北医科大学动物中

心提供，动物合格证号：SCXK（冀）2008-1-003。用

10% 水合氯醛（350 mg/kg）腹腔注射麻醉大鼠后固

定，在腹股沟区暴露股静脉建立静脉通路，常规心电

图监测，气管插管后行机械通气〔吸入氧浓度（FiO2）

为 0.21〕，频率 100 次 /min，潮气量 6 mL/kg，稳定 

15 min 后采用气管夹闭法建立大鼠 CA 模型，持续

约 5 min，开启胸外按压器，频率为 200 次 /min，深

度为胸廓前后径 1/3，同时机械通气 FiO2 改为 1.00，

给予肾上腺素 20 μg/kg，胸外按压 6 min 后予以双向

波 2 J 除颤，若除颤不成功再启动胸外按压和除颤，

直至自主循环恢复（ROSC）。所有实验过程和记录

参照 2004 国际 Utstein 模式。CA 判定指标：心电

图（ECG）呈心室纤颤（室颤）、停搏或无脉性电活动

（PEA）波形，收缩压（SBP）＜25 mmHg（1 mmHg＝

0.133 kPa）。ROSC 判定指标：ECG 呈自主节律波形。

制模期间采用 12 h 光照、12 h 黑暗循环，保证饮食

充足。本研究符合动物伦理学标准，严格遵循 SPF

级动物实验室操作规范。

1.3 动物分组及处理：采用随机数字表法将大鼠

分为 3 组。① 对照组（Con 组，n＝6）：气管插管后

行呼吸机辅助呼吸，在实验开始后 12 h 麻醉状态

下处死动物。② 常规复苏组（ROSC 组，n＝6）：按

照标准制备大鼠 CA 模型，同时腹腔注射生理盐水 

5 mL/kg，以后每 2 h 腹腔注射生理盐水 3 mL/kg，

在 ROSC 后 12 h 麻醉状态下处死动物。③ 氢盐水 

干预组（ROSC+HRS 组，n＝6）：按照标准制备 CA

模型，同时腹腔注射 2% 氢盐水 5 mL/kg，以后每 

2 h 腹腔注射 2% 氢盐水 3 mL/kg，同样在 ROSC 后 

2 h 麻醉状态下处死动物。

1.4 检测指标及方法：大鼠处死后快速解剖分离

脑组织，取左侧额叶大脑皮质，制成脑组织匀浆，检

测 MDA、SOD、CAT 含量。部分脑组织液氮冷冻， 

-80 ℃下保存， 用于 HO-1 的分子生物学实验。

1.4.1  脑组织 MDA、SOD、CAT 含量检测：具体操

作按照试剂盒说明书进行。

1.4.2 反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测脑组

织 HO-1 mRNA 表达：取适量脑组织，加 TRIzol 充

Compared with the ROSC group, the MDA was significantly decreased in ROSC+HRS group (nmol/mg: 4.72±0.28 vs. 

8.15±0.11, P < 0.05), the SOD and CAT were significantly elevated [SOD (U/mg): 83.02±1.10 vs. 69.30±2.39, CAT 

(U/mg): 85.07±1.94 vs. 74.38±1.65, both P < 0.05], HO-1 mRNA expression was significantly elevated (gray value: 

3.200±0.200  vs.  1.383±0.194， P  <  0.05),  and  the HO-1 protein  expression was  significantly  elevated  (gray  value: 

0.788±0.059  vs.  0.350±0.049,  P  <  0.05).  Conclusions  Oxidative  stress  damage  is  an  important  mechanism  of 

CPR brain damage. Hydrogen saline can increase the expression of HO-1 in brain tissue, and decrease oxidative stress 

damage of brain after CPR.
【Key words】  Brain damage;  Hydrogen saline;  Oxidative stress;  Heme oxygenase-1
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2.5 各组脑组织 HO-1 蛋白表达（图 2）：ROSC 组

脑组织 HO-1 蛋白表达较 Con 组升高差异无统计

学意义；ROSC+HRS 组脑组织 HO-1 蛋白表达较

ROSC 组及 Con 组明显升高（均 P＜0.05）。

分匀浆，提取总 RNA，利用 Primer Premier 5.0 软件

设计基因引物， 采用凝胶成像分析系统测定 HO-1 

mRNA 表达。

1.4.3 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测脑

组织 HO-1 蛋白表达：取脑组织进行匀浆，蛋白定

量后取 50 μg 蛋白，经变性、聚丙烯酰胺凝胶电泳、

转膜、6% 脱脂奶粉室温封闭、洗涤后， 分别加入兔

抗大鼠 HO-1（1：250）、辣根过氧化物酶结合的抗兔

IgG（1：4 000）作用，用化学发光试剂检测，X 线片

显影。采用分子生物学图像分析系统定量分析，以

HO-1 与内参照 β- 肌动蛋白（β-actin）的灰度值

比值代表 HO-1 的蛋白表达量。

1.5 统计学处理：采用 SPSS 11.5 统计软件进行数

据处理。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采

用单因素方差分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组脑组织 MDA 含量比较（表 1）：ROSC 组、

ROSC+HRS 组脑组织 MDA 均较 Con 组明显升高，

但 ROSC+HRS 组脑组织 MDA 较 ROSC 组明显下降

（均 P＜0.05）。

表 1 氢盐水对心肺复苏大鼠脑组织
MDA、SOD、CAT 水平的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

MDA

（nmol/mg）

SOD

（U/mg）

CAT

（U/mg）

Con 组 6 3.68±0.16 94.65±2.75 95.68±1.88

ROSC 组 6 8.15±0.11 a 69.30±2.39 a 74.38±1.65 a

ROSC+HRS 组 6 4.72±0.28 ab 83.02±1.10 ab 85.07±1.94 ab

注：MDA 为丙二醛，SOD 为超氧化物歧化酶，CAT 为过氧化氢

酶；Con 组为对照组，ROSC 组为常规复苏组，ROSC+HRS 组为氢盐

水干预组；与 Con 组比较，aP＜0.05；与 ROSC 组比较，bP＜0.05

注：HO-1 为血红素氧合酶-1；Con 组为对照组，ROSC 组为 

常规复苏组，ROSC+HRS 组为氢盐水干预组；与 Con 组比较， 
aP＜0.05；与 ROSC 组比较，bP＜0.05

图 1  氢盐水对心肺复苏大鼠脑组织 HO-1 mRNA 表达的影响

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，HO-1 为血红素氧合酶-1，

β-actin 为 β- 肌动蛋白；Con 组为对照组，ROSC 组为常规复苏组，

ROSC+HRS 组为氢盐水干预组；与 Con 组比较，aP＜0.05； 

与 ROSC 组比较，bP＜0.05

图 2  Western Blot 检测各组大鼠脑组织 HO-1 蛋白表达

2.2 各组脑组织 SOD 活性比较（表 1）：ROSC 组、

ROSC+HRS 组脑组织 SOD 均较 Con 组明显下降，

但 ROSC+HRS 组脑组织 SOD 较 ROSC 组明显升高

（均 P＜0.05）。

2.3 各组脑组织 CAT 活性比较（表 1）：ROSC 组、

ROSC+HRS 脑组织 CAT 均较 Con 组明显下降，但

ROSC+HRS 组脑组织 CAT 较 ROSC 组明显升高 

（均 P＜0.05）。

2.4 各组脑组织 HO-1 mRNA 表达比较（图 1）：

ROSC 组、ROSC+HRS 组脑组织 HO-1 mRNA 表达

均较 Con 组明显上调，且脑组织 HO-1 mRNA 表达

水平较 Con 组进一步上调（均 P＜0.05）。

3 讨 论

 随着急救医疗技术及各级急救体系的完善，

CPR 的成功率有了大幅提高。但 CPR 成功患者中

有 40%～50% 会因为缺血 / 再灌注（I/R）损伤而造

成脑水肿，并出现永久性认知功能障碍。CPR 后脑

损伤是复苏后患者最常见和最主要的死亡与神经致

残原因。在出现脑血管自动调节受损、有限性脑水
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肿、缺血后神经变性等病理改变后，可引起昏迷、抽

搐、肌肉阵挛、认知功能障碍、持续性植物状态、继

发性帕金森病、卒中和脑死亡等，严重影响了患者

的预后。

 目前认为氧化应激损伤是 CPR 后脑损伤的主

要机制。呼吸循环停止时脑细胞因缺血缺氧，细胞

线粒体内呼吸链的电子传递紊乱，缺氧致黄嘌呤脱

氢酶转化为氧化酶。两者加速氧化还原反应生成过

多的过氧化氢和氧自由基。ROSC 后的再灌注过程

引起“氧自由基爆发”，具有广泛的细胞活性损伤作

用，是 CPR 后脑损伤的重要环节，甚至引起细胞坏

死及凋亡［4］。因此，从机制着手寻找抗氧化应激，

减轻 CPR 后再灌注损伤的治疗方法已成为近些年

大家研究的热点。

 MDA 及 SOD 是体内重要的氧化还原体系 , 

MDA 是氧自由基攻击细胞膜产生的脂质过氧化

产物，可反映组织细胞受自由基攻击的严重程度。

SOD 是机体内抗氧化防御体系中重要的抗氧化酶，

能清除体内多种毒性或氧化性物质，从而消除这些

物质对 DNA 及生物功能蛋白的破坏，对机体的氧

化 - 抗氧化平衡起着至关重要的作用［5］。CAT 是

一种酶类清除剂，能促使过氧化氢分解为氧和水，清

除体内的过氧化氢，并保护 SOD 不被自由基灭活，

是生物防御体系的关键酶之一。因此，MDA、SOD、

CAT 能间接判定机体内的氧化应激水平［6］。本研

究发现，大鼠历经 5 min 气管夹闭窒息以及随后 

6 min 的 CPR，ROSC 后脑组织 MDA 含量明显增高，

而体内重要的抗氧化剂 SOD、CAT 明显下降。表明

CPR 后大鼠机体出现了明显的氧化应激损伤，体内

产生了大量氧化产物，抗氧化物质明显减少，两者之

间的动态平衡被完全打破［7］。因此，尽早干预 CPR

后的失控性氧化应激损伤可能会给患者带来益处。

 HO-1 是体内最易被诱导的应激蛋白之一，在

脑内广泛表达，并在短暂脑缺血时表达升高。当细

胞和组织处于应激状态时，HO-1 可作为保护性蛋

白被诱导，以防御体内细胞免受氧化应激、炎症、

异常增殖、凋亡的影响，维持内环境氧化还原的平 

衡［8］。HO-1 催化血红素底物生成一氧化碳（CO）、

亚铁离子、胆红素。CO 是继一氧化氮（NO）之后发

现的另一种具有重要生理功能的新型气体信使分

子，是体内重要的生物调节物质，它通过多个信号转

导途径调节氧化应激时机体细胞因子表达，具有抗

炎、抗氧化应激、抗细胞凋亡等生物学效应，与亚铁

离子、胆红素一起在氧化 - 抗氧化应激损伤的细胞

保护中起重要作用。用 HO-1 诱导剂或转基因技术

使组织 HO-1 表达增加 , 可增强组织的抗氧化损伤

能力，抑制炎症反应；HO-1 表达上调还可增加神经

元对氧化应激的耐受性，减轻 I/R 损伤。

 近年多项研究表明，H2 分子具有选择性抗氧化

作用，能选择性清除有害的活性氧自由基，减少 I/R、

移植、放疗等多种因素造成的器官功能损伤［9-11］。

2008 年，Buchholz 等［9］报道连续吸入 2% H2 可使大

鼠小肠移植物内脂质过氧化终产物 MDA 水平显著

下降。H2 能显著减轻氧化应激并减少炎性介质产

生，继而发挥抗炎、抗细胞凋亡作用。H2 抗氧化应

激作用具有选择性，在清除羟自由基和过氧亚硝基

阴离子等强氧化剂的同时，其作用不足以干扰体内

正常的氧化还原代谢反应及与活性氧相关的细胞信

号转导，不影响体内必需的生理过程［12-13］。H2 还可

以通过增加 CAT、SOD 或 HO-1 等抗氧化酶活性而

发挥抗氧化应激作用［14］。H2 的这种保护作用为我

们将其运用于 CPR 后脑损伤的抗氧化应激损伤治

疗提供了理论依据［15］。由于 H2 保存的不便性，且

国内外多个实验证实注射饱和氢盐水能达到与 H2

类似的抗氧化应激作用，且使用更安全［16］。因此本

研究选择饱和氢盐水腹腔注射干预氧化应激损伤。

 本研究通过将抗氧化应激的氢盐水腹腔注射给

CA 模型大鼠后，脑组织 CAT、SOD 水平较 ROSC 组

明显升高，MDA 显著下降，表明氢盐水可以抑制氧

化应激反应，改善机体的抗氧化能力，减轻氧自由基

对脑组织的损伤。但 ROSC+HRS 组脑组织 CAT、

SOD 水平仍与对照组有差异，说明氢盐水尚不能完

全抑制氧化应激。ROSC 组脑组织 HO-1 mRNA 较

Con 组升高；ROSC+HRS 组脑组织 HO-1 mRNA 及

蛋白表达均较 ROSC 组显著增高，表明 CPR 时补充

抗氧化剂氢盐水具有直接抗氧化作用，同时可以通

过上调抗氧化酶系统 HO-1 的表达，发挥 HO-1 抗

氧化损伤的保护作用，抑制氧化 - 抗氧化失衡，减轻

CPR 引起的氧化应激损伤。氢盐水用于 CPR 后大

鼠脑组织的氧化应激改变为其用于减轻 CPR 后继

发性脑损伤的治疗提供了一定的理论基础，其有效

性还有待临床研究来证实，其详细机制及信号转导

通路等尚有待于进一步探讨。
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吸入氙气对院外心搏骤停后昏迷存活患者大脑白质损害的治疗效果： 
一项随机单盲临床试验

  实验研究显示，吸入氙气能减轻缺血缺氧引起的脑损伤，但目前尚缺乏临床研究数据。为此，芬兰学者进行了一项随机

单盲的 2 期临床试验，旨在评价吸入氙气对院外心搏骤停（OHCA）后昏迷存活患者大脑白质损害的治疗效果。共有 110 例

OHCA 后昏迷存活患者被纳入该研究。受试对象被随机分为两组，治疗组（55 例）同时接受氙气吸入和低温治疗 24 h；对照

组（55 例）仅接受低温治疗。主要评价指标为心搏骤停（CA）后脑白质损害程度〔36～52 h 内磁共振成像（MRI）的各向异性

分数〕；次要评价指标为神经功能预后（改良 Rankin 量表评分，0～6 分表示无症状～死亡）及 6 个月病死率。结果显示：治

疗组患者总体的 MRI 各向异性分数为 0.433±0.028，对照组为 0.419±0.033。经过校正后，治疗组患者 MRI 各向异性分数较

对照组升高了 3.8%〔95% 可信区间（95%CI）＝1.1%～6.4%〕。伤后 6 个月共有 75 例（68.2%）患者存活，此时两组患者次要

评价指标无显著差异。两组患者改良 Rankin 量表评分均为 1 分（P＝0.68）。伤后 6 个月，治疗组患者病死率为 27.8%（15/54，

1 例被剔除），对照组为 34.5%（19/55），风险比为 0.49，95%CI＝0.23～1.01，P＝0.053。研究人员据此得出结论：吸入氙气能减

轻 OHCA 后昏迷存活患者大脑白质的损害程度，但并不能降低患者的病死率，该初步研究结果尚需进一步证实。

罗红敏，编译自《JAMA》，2016，315（11）：1120-1128


