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富氢水后处理对谷氨酸损伤后乳鼠离体脑片的保护作用
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【摘要】 目的 研究富氢水后处理对谷氨酸（Glu）介导的缺血 / 再灌注（I/R）损伤离体脑片的保护作用，

并探讨其作用机制。方法 切取并培养出生 7 d SD 乳鼠离体脑片，按随机数字表法分为正常对照组，Glu 损

伤组（1 mmol/L 的 Glu 损伤 30 min），富氢水后处理组（Glu 损伤 30 min 后用含 100 μmol/L 富氢水完全培养基处

理），每 3 h 换液 1 次，共 24 h，每组 12 孔。苏木素 - 伊红（HE）染色观察脑片神经细胞的变化 ；通过测定乳酸

脱氢酶（LDH）释放率、尼氏小体计数、碱性成纤维生长因子（bFGF）数量观察各组脑片神经细胞的损伤程度。 

结果 与正常对照组比较，Glu 损伤组神经细胞数量稀少，结构不完整；LDH 释放率、bFGF 数量明显增高〔LDH

释放率 ：（50.66±4.93）% 比（20.15±5.14）%，bFGF 数量（个 /400 倍视野）：22.79±2.13 比 4.13±1.17，均 P＜
0.01〕；尼氏小体数量减少（个 /400 倍视野 ：11.81±2.69 比 47.10±3.78，P＜0.01）。与 Glu 损伤组比较，富氢水

后处理组脑片中神经细胞形态结构得到恢复，LDH 释放率降低〔（39.13±3.66）% 比（50.66±4.93）%〕，bFGF

数量减少（个 /400 倍视野 ：14.22±1.22 比 22.79±2.13），尼氏小体数量增加（个 /400 倍视野 ：23.25±6.05 比

11.81±2.69），差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。结论 富氢水后处理对 I/R 损伤离体脑片具有一定的保护作

用，其机制可能是减少兴奋性氨基酸毒性引起的自由基、钙超载及炎性因子，抑制细胞凋亡。
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【Abstract】 Objective　To investigate the protective effects of hydrogen-rich water postconditioning on 
glutamate (Glu) mediated ischemia/reperfusion (I/R) injury in isolated brain slices of neonatal rats and explore its 
mechanism of action. Methods The brains of Sprague-Dawley (SD) neonatal rats aged 7 days were cut into slices 
and cultured. And then the cultured slices were randomly divided into the normal control group, Glu injury group 
(1 mmol/L Glu for 30-minute injury), hydrogen-rich water postconditioning group (after Glu injury for 30 minutes, 
cultured with complete medium containing 100 μmol/L of hydrogen-rich water), once per 3 hours to change the medium 
for totally 24 hours, each group having 12 holes. The brain slices were stained by hematoxylin-eosin (HE) staining to 
observe the changes of nerve cells. The lactate dehydrogenase (LDH) release rates, the numbers of nissl bodies and the 
basic fibroblast growth factor (bFGF) in each brain slice were determined to evaluate the degree of cerebral neuronal 
damage. Results Compared with the normal control group, the number of nerve cells was rare, and the structure 
not complete; the LDH release rate and the number of bFGF were increased significantly in Glu injury groups [LDH 
release rates: (50.66±4.93)% vs. (20.15±5.14)%, bFGF (cells/400 power field): 22.79±2.13 vs. 4.13±1.17, both 
P < 0.01); the Nissl body was decreased (cells/400 power field: 11.81±2.69 vs. 47.10±3.78, P < 0.01) in Glu injury 
group. Compared with Glu injury group, the morphological structure of brain nerve cells was restored, the LDH release 
rate was reduced [(39.13±3.66)% vs. (50.66±4.93)%]; bFGF was decreased (cells/400 power field: 14.22±1.22 vs. 
22.79±2.13), and the Nissl body was increased (cells/400 power field: 23.25±6.05 vs. 11.81±2.69) in hydrogen-
rich water postconditioning group (all P < 0.05). Conclusions Hydrogen-rich water postconditioning has protective 
effects on rat brain slices with I/R injury induced by Glu. Its mechanism was possibly related to the reduction of free 
radicals, calcium overload and inflammatory factors induced by excitatory amino acids toxicity, resulting in inhibition of 
cell apoptosis.
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亡的主要原因。脑缺血后恢复血流能够挽救濒死的

细胞，但再灌注后会加重细胞损伤甚至死亡［1］。有

实验表明，吸入氢气或饮用、腹腔注射富氢水能够减

轻缺血 / 再灌注（I/R）损伤，在体试验也证实富氢水

疗效与吸氢气相当［2］，但是在离体脑片水平是否具

有保护作用尚未见报道。本课题组通过培养乳鼠离

 目前，脑缺血的发生率逐年增加，已成为患者死
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体脑片复制 I/R 模型，用富氢水进行后处理，观察富

氢水对神经细胞的保护作用，并探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要材料 ：取出生 7 d 的 SD 大鼠

乳鼠，雌雄均可，体质量 20～25 g，由贵阳医学院实

验动物中心提供，动物合格证号 ：SCXK（黔）2012-

0001。DMEM/F12 培养液和胎牛血清由美国 Hyclone 

Laboratorries 公司提供 ；富氢水为北京活力氢源饮

品有限公司产品。

1.2 乳鼠皮质离体脑片的制作 ：用碘酊和 75% 医

用乙醇消毒皮肤后断头取鼠脑，放入 0 ℃的磷酸盐

缓冲液（PBS）中，剪掉脑干及小脑部位组织，剔除血

管及软脑膜，在振动切片机（ZQP-86 型）上按冠状

面连续切成厚 350～400 μm 的脑片，移入 Millicell

插入式培养皿中，再放入 6 孔板内（每孔 3 片），将 

6 孔板移至 37 ℃的 CO2 培养箱中，2 d 换液 1 次。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 实验分组及损伤模型制备 ：按随机数字表法

将制备好的大鼠脑片分为正常对照组、谷氨酸（Glu）

损伤组、富氢水后处理组，每组 12 片。模型脑片培

养至第 6 天时，换用含 1 mmol/L Glu 的培养基继续

培养 30 min。富氢水处理组于损伤 30 min 后用完

全培养基与 100 μmol/L 富氢水的培养基对脑片分别

进行换液，每 3 h 1 次，共 8 次 ；换液后将 6 孔板放

入 37 ℃的 CO2 培养箱中继续培养 24 h。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 神经细胞的改变 ：苏木素 - 伊红（HE）染色

后在倒置显微镜下观察神经细胞的改变。

1.4.2 乳酸脱氢酶（LDH）释放率测定 ：收集各组培

养液，用酶标仪测定其在波长 440 nm 处的吸光度

（A440）值 ；再将各组脑片组织匀浆离心后取上清液，

测定 A440 值。按照公式计算 LDH 释放率。

培养液 LDH 的 A440

培养液 LDH 的 A440 + 组织液 LDH 的 A440

LDH 释放率＝ ×100%

1.4.3 尼氏小体（Nissls body）计数 ：在高倍（×400）

视野下随机选取 5 个不同的视野，在倒置显微镜下

观察尼氏小体，取其平均值，单位 ：个 /400 倍视野。

1.4.4 bFGF ：将制备好的脑组织石蜡切片脱蜡、中

性树脂封片，脑片制备成功后置于倒置显微镜下观

察阳性细胞数量（以细胞质呈棕黄色为阳性）。

1.5 统计学处理 ：使用 SPSS 17.0 统计软件进行数

据处理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较用单因素方差分析，P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 光镜下观察神经细胞的变化（图 1）：正常对照

组脑片神经细胞数量多，结构完整，胞核呈深蓝色圆

形，胞质饱满、均匀呈浅紫红色 ；Glu 损伤组脑片中

神经细胞数目较正常对照组明显减少，神经细胞结

构多不完整，细胞膜皱缩、破裂，部分神经细胞的胞

核出现固缩，胞质肿胀、不均匀 ；富氢水后处理组神

经细胞数量减少不明显，仅少数细胞肿胀、坏死。

1A 1B 1C

A ：正常对照组 ； B ：Glu 损伤组 ； C ：富氢水后处理组

图 1 光镜下观察各组脑片神经细胞的变化
（HE 染色  高倍放大）

表 1 各组 LDH 释放率及尼氏小体、bFGF 数量比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

LDH 释放率

（%）

尼氏小体数量

（个 /400 倍视野）

bFGF 计数

（个 /400 倍视野）

正常对照组 12 20.15±5.14 47.10±3.78   4.13±1.17

Glu 损伤组 12 50.66±4.93 a 11.81±2.69 a 22.79±2.13 a

富氢水后处理组 12 39.13±3.66 ab 23.25±6.05 ab 14.22±1.22 ab

注 ：与正常对照组相比，aP＜0.01 ；与 Glu 损伤组相比，bP＜0.05

2.2 LDH 释放率（表 1）：与正常对照组比较，Glu

损伤组脑片 LDH 释放率显著增加 ；与 Glu 损伤组

比较，富氢水后处理组 LDH 释放率明显降低（P＜
0.05 或 P＜0.01）。

2.3 尼氏小体计数（图 2 ；表 1）：正常对照组胞体

圆形或椭圆形，数量多 ；Glu 损伤组脑片尼氏小体

数较正常对照组显著减少（P＜0.01），神经元萎缩，

细胞之间空隙增大 ；富氢水后处理组尼氏小体数较

Glu 损伤组明显增多（P＜0.05）。

2.4 bFGF 计数（表 1）：Glu 损伤组脑片 bFGF 阳性

细胞数目较正常对照组明显增加（P＜0.01）；富氢

水后处理组脑片 bFGF 数量较 Glu 损伤组明显降低 

（P＜0.05）。
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3 讨 论

 富氢水是将氢气溶解于液体制成的含氢液体，

2007 年 Ohsawa 等［3］证实氢气通过选择性中和羟自

由基和过氧亚硝酸阴离子，可产生抗氧化作用 ；且

最近也有研究证实，氢气可减少缺血后海马组织中

一氧化氮（NO）含量及一氧化氮合成酶（NOS）活性，

从而达到对脑组织的保护作用［4］。除了抗氧化作

用外，富氢水在减轻脑 I/R 损伤方面还有以下作用，

如抑制细胞凋亡［5-7］，抗炎［8-9］，调节信号通路［10］等。

 I/R 的机制较为复杂，主要与兴奋性氨基酸毒

性作用、细胞内钙超载、自由基损伤、细胞凋亡等有 

关［11］，其中兴奋性氨基酸学说是一个被广泛接受的

学说。兴奋性氨基酸以 Glu 在脑内含量最高，其受

体分为离子型谷氨酸受体（iGluR）和代谢型谷氨酸

受体（mGluR）两种。iGluR 可引起神经元胞内钙超

载，而 mGluR 则可通过第二信使物质改变，引起磷

酯酰肌醇（PI）水解，细胞内 Ca2+ 释放与超载。脑 I/R

时 Glu 主要作用于 mGluR 介导的神经毒兴奋性增

强效应和对 NMDA［12］，进而引起细胞内钙超载、促

炎症因子的释放，同时兴奋性氨基酸介导 Ca2+ 通道

开放，Ca2+ 内流，导致花生四烯酸代谢水平增高，激

活 NOS 产生大量氧自由基，导致神经损伤［13-14］，引

起脂质过氧化反应，进而损伤膜结构，最终导致细胞

结构破坏，细胞器功能障碍，细胞膜稳定性下降，以

致细胞膜通透性发生变化［15］。氧自由基能增加线

粒体膜通透性，在胞质内释放细胞色素 C，可促进聚

腺苷酸二磷酸核糖转移酶（PARP）裂解，激活天冬

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶（caspases）家族，导致

细胞凋亡［16］。细胞凋亡主要出现在 I/R 早期，但会

随着再灌注时间的延长而增加［17］，脑缺血后常引起

神经元丢失，导致神经功能缺失［18-19］。

 本实验采用乳鼠离体脑片加 1 mmol/L 的 Glu

复制 I/R 模型［20］，与传统的细胞培养方法相比，这

一制模方式既保留了完整的解剖通路，又保持了神

经元与其他神经元及胶质细胞的天然联系等 ；与在

体脑相比，不但可以模拟体内的生理环境，而且还能

有效地监控特定细胞周围的微环境，施加实验因素。

本实验结果显示，Glu 损伤后神经细胞数量减少，细

胞形态损伤，细胞器数量减少，尼氏小体萎缩，bFGF

数量增多，说明神经细胞进入应激反应期，表示制模

成功。

 bFGF 是一种广泛分布于中枢神经系统内的生

长因子，它主要存在于星形胶质细胞核及神经元细

胞质中，主要以旁分泌方式与其靶细胞受体结合发

挥作用［21］。有研究表明，外源性注射 bFGF 能通过

拮抗 N- 甲基 -D- 天冬氨酸受体（NDMA 受体）减

轻神经细胞内钙超载［22］，且能够通过上调 Bcl-2 和

Bcl-xl 水平、减少 caspase-3 蛋白表达以减少细胞凋

亡［23-24］。正常生理情况下脑内仅有少量的 bFGF 表

达，而脑组织损伤后 2 h，胶质细胞开始分泌内源性

bFGF，于 24 h 达到峰值［25］。现已明确，胶质细胞膜

上存在 bFGF 的两类受体 ：一类为位于膜表面的高

亲和力的酪氨酸激酶受体（FGFRs）；另一类为存在

于细胞表面和细胞外基质中低亲和力的肝素或硫酸

乙酰肝素蛋白聚糖受体。神经细胞损伤后，胞质内

的 bFGF 被分泌到细胞外，经过受体自身激活［26］作

用，bFGF 先与低亲和力受体表面的 HSPGs 结合，然

后启动内源性酪氨酸酶激活途径及酪氨酸的自身磷

酸化，激活酪氨酸酶后诱导肌醇磷脂（PIP2）释放乙

酸甘油和三磷酸肌醇，最后导致蛋白激酶的激活和

胞内 Ca2+ 的释放［27］。本实验结果显示，Glu 损伤组

bFGF 阳性细胞数增多，说明损伤后 bFGF 反应性增

高，推测胶质细胞激活，钙超载现象增加 ；而富氢水

后处理组 bFGF 阳性细胞数下降，可能与该组神经

细胞损伤减轻相关，推测其机制是减轻了细胞钙超

载。本实验结果在蛋白水平说明了富氢水后处理组

中 bFGF 阳性细胞数较损伤组 bFGF 阳性细胞数减

少，但其具体机制有待进一步明确。我们推测富氢

水的保护机制可能并不是主要通过增加 bFGF 的含

量来发挥作用的。本实验在损伤 30 min 后即加入

富氢水，推测可能是富氢水发挥脑保护的作用要比

bFGF 迅速，故在 bFGF 表达高峰前已通过其他途径

如减轻钙超载或炎症反应等途径缓解了细胞损伤。

 LDH 是一种存在于正常细胞质中的蛋白质，在

细胞膜受损的情况下，LDH 才被释放到细胞外［28］。

LDH 升高水平与神经细胞损伤程度呈正相关，因此

测定 LDH 含量可以衡量神经细胞的损伤程度［29］。

A ：正常对照组 ； B ：Glu 损伤组 ； B ：富氢水后处理组

图 2 光镜下观察各组尼氏体数
（尼氏染色  高倍放大）

2A 2B 2C
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本实验结果显示，富氢水后处理组 LDH 释放率较

Glu 损伤组明显降低，表明富氢水能够减轻神经细

胞膜损伤。另外，富氢水后处理组神经细胞数量增

多，细胞形态有所恢复，细胞膜破损减轻，尼氏小体

数量增加，排列相对规则，细胞核较完整，由以上指

标可以看出，富氢水对 I/R 后脑损伤有一定的保护

作用，推测其作用机制可能与减少兴奋性氨基酸、抑

制细胞凋亡、减轻细胞器损伤等有关。

 综上所述，在离体脑片水平，富氢水对 Glu 介导

的 I/R 损伤脑组织有一定保护作用，其机制可能是

富氢水减少了兴奋性氨基酸毒性引起的自由基、钙

超载及炎性因子释放，抑制细胞凋亡并减轻细胞器

损伤等，但其具体机制还需进一步研究。
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