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富氢液通过 ＰＩ３Ｋ 通路减轻大鼠脑缺血再灌注损伤

陈克研，董婉维

（中国医科大学实验动物部，沈阳　 １１０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨富氢液对大鼠脑缺血再灌注致海马神经元凋亡及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路表达的影

响。 方法　 采用线栓法阻塞大鼠大脑中动脉，建立大鼠局灶性脑缺血 ／再灌注（Ｉ ／ Ｒ）模型，ＳＤ 大鼠随机分为假手术

组（Ｓｈａｍ 组）、缺血 ／再灌注组（Ｉ ／ Ｒ 组）和富氢液处理组（ＨＲＳ 组），每组 １０ 只；各组于再灌注后 ２４ ｈ，ＥＬＩＳＡ 检测血

清中炎症因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃１β 的变化；ＨＥ 染色观察海马变化，ＴＵＮＥＬ 法观察脑组织细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测海马 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达变化。 结果　 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组锥体细胞排列疏松，
大量锥体细胞死亡，海马凋亡细胞增多，血清炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、表达显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），脑组织中 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达显著升高，ＦｏｘＯ１ 蛋白降低，两组间比较均具有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相比，
ＨＲＳ 组炎症因子显著降低；ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达水平均显著降低，，ＦｏｘＯ１ 蛋白升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 富氢

液可以减轻缺血再灌注导致的脑损伤，其机制可能与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路相关。
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　 　 对缺血脑组织进行及时再灌注是治疗脑卒中

的有效措施之一，在脑缺血再灌注时，缺血局部组

织会释放大量炎症因子，这些激活的炎症细胞会浸

润到局部组织，并激活相关的炎症信号通路，进而

导致脑组织发生更严重的炎症性损伤［１ － ３］。 此外，
有研究发现，缺血再灌注损伤会伴随着细胞凋亡的

发生，且细胞凋亡会随着缺血时间的延长而加重，
凋亡在缺血 ／再灌注损伤的病理过程中的作用不容

忽视［４］。 目前认为，缺血再灌注损伤导致的炎症反

应和凋亡与磷酸肌醇 ３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃
ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）及其下游蛋白 ＡＫＴ 信号通路的激活息

息相关［５］。 氢气通过特殊加压方式溶到生理盐水

而获得的富氢液（ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ，ＨＲＳ）是很好

的抗氧化物，集高氢量、弱碱性、负电位、小分子水

为一体， 平衡身体酸碱度， 可有效防止多种疾

病［６，７］。 已有报道显示 ＨＲＳ 在肝脏、肠缺血再灌注

中对相应脏器有保护作用，而有关 ＨＲＳ 在脑缺血再

灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）中是否具

有器官保护作用、其机制是否与抗炎性反应有关尚

缺少相关研究。 本研究通过建立大鼠缺血再灌注

损伤模型，采用富氢液进行预处理，探讨富氢液对

缺血再灌注大鼠脑损伤和 ＰＩ３Ｋ 通路蛋白表达的影

响，阐明富氢液对脑组织损伤的保护作用及分子机

制，旨在为富氢液治疗大脑缺血 ／再灌注损伤提供

依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物及分组

清洁级 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，２５０ ～ ３００ ｇ，源于中国

医科大学实验动物部 【 ＳＣＸＫ （辽） ２０１３ － ０００１，
ＳＹＸＫ（辽）２０１３ － ０００７）】。 实验随机分为假手术组

（ｓｈａｍ 组），缺血 ／再灌注组（Ｉ ／ Ｒ 组），富氢液处理组

（ＨＲＳ 组）。 Ｈ 组大鼠于再灌注开始静脉泵注富氢

水 ５ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｈ）至灌注结束；模型组动物注射等量

的生理盐水；假手术组组动物在麻醉后仅动脉分离

手术。
１􀆰 ２　 富氢水的制备

参照文献［８］制备富氢水溶液，将医用注射液软

包装袋，用低压舱 ０􀆰 ８ 个大气压减压处理 ２４ ｈ，常压

下置 １２ ｈ，将饱和部分的气体析出；将包装袋置于

４℃冰箱冷却；取预冷的生理盐水，取总体积的

１５％ ，注入同体积的纯氢气；将注入氢气后的盐水放

入加压舱，４℃下持续加压 ２４ ｈ，使氢气充分溶入注

射液，取出后置 ４℃保存。
１􀆰 ３　 脑缺血 ／再灌注动物模型的制备

脑缺血 ／再灌注动物模型的制备参照文献进

行［９］。 大鼠经腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠进行麻醉，
结扎右侧翼腭动脉和颈外动脉。 在大鼠颈外动脉

距结扎处约 ０􀆰 ５ ｃｍ 处用注射器针头刺一小口，将尼

龙线栓经右侧颈外动脉主干切口缓慢向颈内动脉

入颅方向推进，以颈总动脉分叉处为标记，推进 １８
～ ２０ ｍｍ 感到轻微阻力时，即已阻断大脑中动脉。
阻断 ２ ｈ 后，拔出尼龙线并扎紧动脉残端，缝合皮下

组织和皮肤，完成脑缺血 ／再灌注损伤模型。
１􀆰 ４　 标本采集

各组于缺血再灌注术后 ２４ ｈ 处死实验动物，经
颈内静脉采血 ３ ｍＬ 离心法分离血浆，采用 ＥＬＩＳＡ
试剂盒（美国 ＵＳＣＮ） 检测血浆中炎症因子 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β；另取右侧海马组织，置于福尔马林液

中，常规石蜡包埋， ＨＥ 染色观察组织学变化，
ＴＵＮＥＬ 染色观察神经细胞凋亡情况；另一部分置液

氮中，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３
和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达变化。
１􀆰 ５　 统计学分析

采用统计学软件 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行分析，数据以

均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 多组间比较采用单因

素方差分析进行，组内比较采用重复测量设计的方

差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 富氢液对缺血再灌注大鼠海马形态学改变的

影响

Ｓｈａｍ 组大鼠海马区域神经细胞形态正常，排列

规则、胞质均染，细胞核呈圆形或卵圆形，未见明显

病变；Ｉ ／ Ｒ 组大鼠海马区域细胞排列紊乱，核固缩、
溶解，神经元细胞及锥体细胞死亡，细胞数量明显
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减少；ＨＲＳ 组大鼠可见海马区域细胞紊乱程度减

轻，变性 ／坏死的神经细胞明显减少（图 １）。
２􀆰 ２　 富氢液对血浆中炎症因子表达的影响

与 ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组大鼠脑组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６、和 ＴＮＦ⁃α 的表达显著升高，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相比，ＨＲＳ 组大鼠 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 的表达显著降低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（表 １）。
２􀆰 ３　 富氢液对大鼠海马神经元凋亡的影响

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞呈棕黄色，细胞核着色。 与

ｓｈａｍ 组比较，Ｉ ／ Ｒ 组 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数量显著增

加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相比，ＨＲＳ
组脑组织海马区域 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数量显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 ４　 富氢液对大鼠凋亡蛋白 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达的影响

与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组大鼠脑组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达显著升高，ＦｏｘＯ１ 蛋白降低，两组

间比较均具有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相

比，ＨＲＳ 组大鼠脑组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达

显著降低， ＦｏｘＯ１ 蛋白升高，差异有显著性 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ３）。

图 １　 大鼠海马的组织学改变（ＨＥ 染色）
Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｙｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表 １　 各组大鼠血清炎症因子检测（ｎ ＝ １０， 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂ． １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

指标 ／ 分组
Ｉｎｄｅｘ ／ Ｇｒｏｕｐ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

缺血 ／ 再灌注组
Ｉ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ

富氢液处理组
ＨＲＳ ｇｒｏｕｐ

Ｓ１００⁃β ／ ｎｇ ／ Ｌ ３６􀆰 ８７ ± ０． ９１ １１２􀆰 ９６ ± １． ４５ａ ６８􀆰 ４２ ± １． ３０ａｂ

ＴＮＦ⁃α ／ μｇ ／ Ｌ ７５􀆰 ５４ ± １０． ２１ １９６􀆰 ５１ ± ３０． ３１ａ １１８􀆰 ４７ ± １０． １４ａｂ

ＩＬ⁃６ ／ ｎｇ ／ Ｌ ２０􀆰 ９７ ± ２． ３８ ６８􀆰 ６９ ± ３． ３９ａ ４５􀆰 ３６ ± ５． １４ａｂ

注：与 Ｓｈａｍ 组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＨＲＳ 组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

图 ２　 海马神经元的凋亡状况（ＴＵＮＥＬ 染色）
Ｆｉｇ． ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ （ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ）
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图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠海马组织中

多种基因蛋白表达的比较

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３，
ＦｏｘＯ１， ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ

３　 讨论

本研究通过建立大鼠局灶性缺血再灌注脑损

伤模型，采用 ＨＥ 染色、 ＴＵＮＥＬ、ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 等技术，观察富氢液对大鼠海马区神经元形态

学改变、细胞凋亡及相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、炎症因子和 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 通路蛋白表达的影

响。 结果发现，富氢液可以减少缺血再灌注导致的

大脑海马区形态学改变，降低炎症因子表达、减少

细胞凋亡产生。 此外，研究发现，富氢液可以降低

缺血再灌注导致的 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 和 ＦｏｘＯ１ 通路蛋白表

达，结果提示富氢液可以减轻缺血再灌注导致的大

鼠脑损伤，其机制可能是通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１
通路来实现。

氢气本身就是一种最佳天然抗氧化剂，所以加

入氢气的水具有很强的还原功能，可以中和身体血

液和细胞里的自由基。 将氢气溶于生理盐水制备

富氢液很容易进入细胞通道，参与新陈代谢，从而

促进细胞排毒，增加了细胞的水合作用，提升人体

的免疫力［１０，１１］。 通过动物实验或临床实验均证实，
人或动物引用 ＨＲＳ 后，对心、肝脏、肺脏和肠等缺血

再灌注引发的相应器官损伤有明显的抑制作用，可
以减轻机体炎症反应和过度氧化，对脏器有保护作

用［１２，１３］。 研究发现，富氢液对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的

大鼠急性肺损伤进行干预，它可以有效减少肺和支

气管肺泡灌洗液的蛋白浓度、降低肺湿 ／干重比，显
著抑制炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１α、ＶＣＡＭ⁃１
ｍＲＮＡ 表达，结果表明，富氢液在临床上可用于有效

治疗急性肺损伤的抗炎剂［１４］。 Ｈｕａｎｇ 等［１５］ 研究发

现富氢液可以降低溃疡性结肠炎大鼠血清 ＬＤＨ、
ＡＬＰ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＰＯ 水平，而增加前列腺素

Ｅ２ 和 ＩＬ⁃１０ 水平，结果提示富氢液可用于治疗溃疡

性结肠炎，为富氢液的临床抗炎应用提供了直接证

据。 本研究发现，富氢液显著降低缺血再灌注大鼠

脑组织促炎因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、和 ＴＮＦ⁃α 的表达。 此

外，富氢液还可以显著降低缺血再灌注导致促凋亡

蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达，提示富氢液对缺血再灌注大鼠

脑损伤有保护作用，这种作用是通过抗炎和抗凋亡

实现的。
既往的研究证实 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路参与了脑

缺血神经细胞凋亡，内在通路和外部的炎症激活时

均可驱动 ＡＫＴ 介导的细胞存活通路，激活磷脂酰肌

醇 ３ 激酶连接 ＡＭＰＡ 受体的胞内 Ｃ 末端，可激活其

下游激酶 Ａｋｔ ｓｅｒ４７３ 残基磷酸化，诱导下游蛋白

ＦｏｘＯ１ 向细胞膜转位，磷酸化 Ｓｅｒ９ 导致 ＦｏｘＯ１ 失

活，磷酸化 β 连环蛋白促进细胞生存。 同时抑制下

游蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 激活，从而抑制促炎因子释放，发
挥抗炎、抗凋亡、减少脑损伤作用［１６ － １８］。 本研究发

现，与对照组相比，缺血再灌注大鼠海马组织 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达均显著增加，而经

过富氢液预处理后大鼠脑组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃
ＦｏｘＯ１ 表达显著降低，结果提示，富氢液可能通过激

活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 通路，对缺血再灌注大鼠脑损

伤发挥保护作用。
综上，富氢液可以减少缺血再灌注导致的大脑

海马区形态学改变，降低炎症因子表达、减少细胞

凋亡产生，其机制可能是通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１
通路来实现。
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（上接第 １６ 页）
［ ５ ］　 Ｔａｎｇ Ｙ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｚｈａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｒｐ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１６，１６４６： ７３ － ８３．
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［１５］ 　 Ｈｕａｎｇ ＳＬ， Ｊｉａｏ Ｊ， Ｙａｎ ＨＷ． Ｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃ｒｉｃｈ ｓａｌｉｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｓｔｅｒｏｉｄ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ａ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１６， １１
（１）： １７７ － １８２．

［１６］ 　 薛金龙， 孙芳玲， 刘婷婷， 等． 莫诺苷对局灶性脑缺血再灌注

大鼠 Ｗｎｔ７ａ 和 ＡＰＣ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０１４， ２４（９）： ９ － １３．

［１７］ 　 刘志辉． 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
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３３中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７


