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·讲座与综述·

氢气对肝脏缺血再灌注损伤的保护作用及研究进展
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肝脏缺血再灌注损伤是肝脏手术过程中常见的、多因素

参与的病理生理变化，可产生氧自由基，损伤肝细胞超微结

构，影响肝脏的功能，是导致肝脏外科患者术后肝功能衰竭

甚至死亡的主要原因。因此，如何减轻或防治肝脏缺血再灌

注损伤是目前肝脏外科研究的热点，然而到目前为止尚没有

可以治疗肝脏缺血再灌注损伤的有效方法。

氢气作为一种生理惰性气体，是宇宙的重要组成部分，

也是维持行星运行的燃料⋯。氢气具有还原性，能直接与氧

化成分反应，同时也很易燃，曾用作航天飞机的推进剂。氢

气是质量最轻的气体，分子小且呈电中性，很容易扩散，能轻

易地穿过细胞膜及细胞器膜。由于氢气麻醉性小，在减压环

境下不易产生气泡，已被广泛用于预防潜水员减压病的发

生。最近，Ohsawa等旧。研究发现氢气的抗氧化特性在临床

治疗特别在缺血再灌注损伤方面有广阔的应用前景，为氢气

的临床应用提供了新的思路。

1缺血再灌注与氧化应激

当组织受到缺血再灌注时，活性氧簇(reactive oxygen

species ROS)在再灌注的早期大量产生，引起强烈的细胞氧

化，从而对肝、脑、心、肾等产生严重的损伤口j。延长热缺血

时间则会加重再灌注引起的氧化应激，导致更严重的再灌注

损伤MJ。而且ROS已被认为是导致生活方式相关疾病，特

别是癌症和衰老的主要原因。因此，抑制缺血再灌注时的氧

化应激，安全、有效的清除ROS或氧自由基已成为国内外学

者研究的热点之一。

氧化应激是过多的ROS或自由基引起的强烈的细胞氧

化。过多的ROS会导致DNA碎裂，脂质过氧化反应和蛋白

失活，从而引起细胞凋亡或坏死"1。在ROS中，尽管0：一和

H20：有细胞毒作用，在低浓度下却有重要的的生理功能：它

们是大量信号转导的信号调节分子，可调节重要的生物进

程，如细胞凋亡，增殖和分化。高浓度下，H：0：通过髓过氧

化酶转化为次氯酸；次氯酸可防止细菌入侵。NO，另一种

ROS，可作为神经递质和调控血管扩张。OH是一种强效的

ROS，有研究表明羟基来源于生物系统中H．w反应或Fenton

反应产生的过氧化物和过氧化氢，能与核酸、脂质、蛋自反应

导致严重的细胞氧化∽’“。由于超氧阴离子和过氧化氢可

通过抗氧化酶、超氧化物歧化酶和过氧化酶或谷胱甘肽过氧
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化物酶来清除，而目前人体内尚未发现清除OH的生物酶。

因此，安全、有效的清除OH是一个关键抗氧化过程。

2氢气与缺血再灌注损伤

目前通过呼吸内源性气体信号分子来治疗疾病已逐步

引起人们的重视，这些气体在应激条件下生成增加反映了其

对机体存在保护性作用。已有学者研究证明呼吸NO、CO、

H：S对于多种器官的缺血再灌注损伤都有很好的保护作

用¨“⋯。然而，这些气体都存在内在的毒性作用，若要将其

应用于临床治疗中，就需要通过进一步研究，找出既有有效

的治疗效果又能避免其毒性作用的治疗浓度，但目前尚未有

相关研究结果报道。因此，没有毒性作用的氢气就显示出特

有的临床应用价值。

Ohsawa等雎。研究表明氢气可以作为一种治疗性的抗氧

化剂来中和缺血再灌注后的氧化应激。为了诱导RoS的产

生，作者给细胞施加线粒体呼吸复合物I抑制剂或使之处于

缺乏氧气和葡萄糖的环境中。在氧化损伤后，细胞经受线粒

体去极化，ATP缺乏，DNA氧化，脂质过氧化反应和细胞的

坏死、凋亡。若将氢气溶解于培养基中，则能防止上述损伤

的发生，增强细胞活力，并与之存在剂量依赖性。在这些研

究中，Ohsawa等口。发现能有效的促进细胞生存的的氢气浓

度为25¨moL／L。

由于氢气可以保护线粒体及核中DNA免受氧化损伤，

这表明氢气弥散力强，能渗透到细胞核与线粒体(产生活性

氧簇的主要场所)中。试验中荧光探针和电子顺磁共振波谱

显示氢气可以选择性清除羟基，而不会影响氧化还原反应或

细胞信号转导中的ROS。Ohsawa等雎。认为选择性羟基清除

是缺血再灌注后氢气保护细胞免受氧化损伤的机制。

为了检测氧化应激中氢气的治疗效能，Ohsawa等口1研

究大鼠模型(大脑中动脉结扎再灌注)时发现：如果在损伤

再灌注阶段前吸人2％的氢气可以显著减少梗死体积，而且

可以明显降低脑组织脂质过氧化反应和DNA氧化。氢气治

疗不仅可以抑制损伤初期的大脑损伤，而且可以抑制损伤进

展，增强长期的神经功能，如体温调节和体重维持。

氢气的治疗性保护作用对于肝脏的缺血再灌注损伤同

样适用，可以显著减轻肝功能损伤，有望为临床上延长肝门

阻断时间、促进术后患者肝功能的恢复提供理论基础，为肝

脏缺血再灌注损伤的防治提供简便、实用的辅助治疗手段。
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Fukuda等H1通过测定缺血再灌注肝脏中ALT、MDA等指标

及组织病理学分析表明呼吸氢气能显著抑制缺血再灌注损

伤导致的肝细胞变性，减轻脂质过氧化损伤，从而有效的保

护肝细胞功能。

Hayashida等¨u研究表明氢气在心肌缺血再灌注中同

样具有显著的保护作用，且对于氧饱和度，血液动力学参数

无显著影响。他们首先在离体灌注心脏实验中证实了呼吸

氢气有利于心脏左室功能的恢复，通过动物实验进一步发现

氢气可以减少缺血再灌注后心肌梗死的体积，防止缺血再灌

注损伤后病理性的心肌左室重塑，且2％的氢气能提供最显

著的保护作用。

氢分子对于缺血再灌注器官不仅具有抗氧化作用，还能

显著抑制组织的炎性反应，从而促进器官功能的恢复。

Zheng等¨21研究表明大鼠小肠缺血再灌注前10 min静脉注

射氢生理盐水，能显著降低血清DAO、TNF一0【、IL—B、IL-6及

组织MDA、MPO水平，减轻小肠形态学损伤，通过抑制小肠

移植后氧化应激和炎性反应来保护小肠缺血再灌注损伤。

该小组进一步研究表明静脉注射氢生理盐水还可以抑制大

鼠肠缺血再灌注后肺组织中性粒细胞浸润，脂质过氧化，NF．

KB活性及TNF-d、IL-B水平，从而减轻肠缺血再灌注后的肺

损伤¨⋯。Buchholz等¨4’认为在小肠移植过程中呼吸氢气也

能有效减轻移植过程中小肠缺血再灌注损伤。小肠移植后

的大鼠胃肠动力及空肠平滑肌收缩受抑制，肠壁及受体肺组

织炎性因子显著升高伴中性粒细胞浸润，肠粘膜糜烂、肠壁

渗透性增加。而术中呼吸氢气后则能显著改善上述病理改

变，促进小肠移植后肠道功能的恢复。在肝脏缺血再灌注过

程中氢分子治疗是否存在上述作用，仍需进一步研究。

缺血再灌注损伤包括急性坏死和延迟细胞凋亡两个步

骤¨“。凋亡是程序性细胞死亡，其特征性超微结构改变包

括细胞皱缩，核浓缩，DNA碎裂。在分子水平，凋亡可被天

冬氨酸一半胱氨酸蛋白酶的级联反应所激活，包括caspase-

12和caspase-3等¨“。Cai等Ⅲ1研究发现氢气能通过减少

HI引发的caspase依赖性凋亡来提供神经保护。通过Trc

染色，Nissl染色，TUNEL染色及Caspase一12和一3的活力检

测，Cai等认为HI损伤后立即予以2％氢气治疗，能显著降

低大脑梗死率，增加残存神经元数目，降低Caspase一12和．3

的活力，减少细胞凋亡，研究还发现氢气的神经保护作用有

时间依赖性，120 min组的神经保护作用显著强于其他两组。

这就为进一步探究氢气的细胞保护机制及临床应用提供了

新的研究方向与理论基础。

3展望

目前的研究均已证明氢气通过清除羟基、抑制氧化应激

反应来保护细胞。然而，在细胞保护的基因表达中未发现氢

气介导的基因改变，氢气的抗氧化活性中是否激活潜在性的

信号通路或调控蛋白尚未得到证实。因此氢气保护细胞组

织免受氧化应激的机制仍需进一步阐明。

众所周知，人和动物消化道内许多正常细菌能产生氢

气，一些研究表明肠道菌群产生的大部分氢气被消化道吸收

入血‘181。有研究表明胃和肝中有丰富的氢气：Olson和Mai．

el"Ⅲ3测定了鼠胃粘液层平均氢气量为43斗mol／L，浓度范围

17～93¨mol／L。Maier等‘203也发现鼠肝中平均氢气浓度为

53 Ixmol／L,鼠小肠中氢气浓度范围118—239斗mol／L。这些

研究表明肝、胃、脾、小肠中的氢气浓度以达到了缺血再灌注

损伤后抗氧化应激的浓度，所以我们认为氢气是一种内源性

抗氧化剂。然而内源性氢气是否具有同样的抗氧化治疗作

用则需要我们进一步研究证实。

总之，氢气作为一种治疗性抗氧化剂，通过选择性清除

羟基，能对多器官的缺血再灌注损伤起有效的保护作用，而

且氢气易于制备，使用时方便、安全，在临床治疗中有广阔的

应用前景，可为肝脏缺血再灌注损伤的防治开辟一条崭新的

道路。
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胆道恶性肿瘤是指原发于肝外胆道系统的恶性肿瘤，包

括胆囊癌和胆管癌，是一类预后较差的消化系统肿瘤。美国

2007年新发胆道恶性肿瘤近9，250例⋯，2008年近9，520

例瞄1。我国胆道恶性肿瘤发病率在消化道恶性肿瘤中居第

五位，同时是我国十大致死恶性肿瘤之一。胆道恶性肿瘤早

期缺乏特异性临床表现。一经诊断，多属中晚期，治疗效果

和预后都较差，若不加以治疗，IV期胆囊癌病人的平均中位

生存期是12周，中晚期胆管癌是24～44周bJ。早期诊断成

为提高胆道恶性肿瘤治愈率和生存率的关键，而胆汁蛋白质

组学研究为发现理想肿瘤标志物带来了希望MJ。

1蛋白质组学技术

蛋白质组学分为组成性蛋白质组学、比较蛋白质组学和

相互作用蛋白质组学三大领域”1。其中比较蛋白质组学通

过寻找正常与病理状态下整体蛋白质表达的差异，在发现药

物治疗靶点和筛选肿瘤标志物方面具有优势，为肿瘤的早期

诊治、预后、疗效评价、随访、发病机制研究及新药研发带来

新的机遇。

蛋白质组学研究主要依赖三大技术：蛋白质分离技术、

蛋白质鉴定技术和生物信息学技术。直观性强、通量较高的

双向凝胶电泳(two—dimensional polyacrylamide gel eleetropho-

resis，2D—PAGE)是目前最常用的蛋白质分离技术，随着固相

pH梯度胶条(immobilized pH gradient strips，IPGs)和荧光染
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色等方法的改进，其分辩率有了新的提高，但仍难以分离低

丰度、极酸、极碱和难溶性蛋白质，反相高效液相色谱(re-

verse phase high-performance liquid chromatography，

RPHPLC)、毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE)和液相

等电聚焦(isoelectrie focusing，IEF)等技术的发展克服了以

上缺点；质谱分析(mass·spectrometry，MS)因具有通量高、灵

敏和自动化操作等优势，成为蛋白质鉴定的核心技术。MS

技术主要包括基质辅助激光解吸／电离飞行时间质谱(matrix

assist laser desorption ionization time of light mass spectrometry，

MALDI-TOF—MS)和电喷雾电离串联质谱(electrospray ioniza—

tion tendem mass spectrometry，ESI-MS／MS)。近年来，新型质

谱技术如表面增强激光解吸离子化质谱(surface enhanced

laser desorption．ionization mass spectrometry，SELDI．MS)和图

像质谱(imaging MS)的出现，极大提高了蛋白质鉴定的效

率。此外，蛋白质芯片(PmteinChip)作为快速筛检复杂蛋白

质样品的方法，因具有自动化及微型化的优点。应用日益广

泛；生物信息学技术(bioinformatics)包括数据分析的软件系

统和信息储存的数据库，为分析、搜索与储存蛋白质信息提

供了保障。

2胆汁蛋白质组学研究

胆汁蛋白质组学研究起步不久。He等¨1先分离出人胆

囊胆汁中的脂质泡和混合微胶粒相关蛋白，经过双向电泳、

银染后，分别发现了59个和471个肽点，且绝大多数胆汁蛋

白质属于混合微胶粒相关蛋白。Stark等。列认识到在蛋白质

组学研究前，对胆汁的去脂操作会损失掉含疏水基团的蛋白

质，他们通过萃取有机溶剂后行色谱分析的方法检测这部分

蛋白质，首次发现了人胆囊胆汁中的一些疏水性多肽(血红
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