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Abstract
AIM: To investigate whether hydrogen-rich sa-
line has a protective effect on alcohol-induced 
liver injury in rats. 

METHODS: Male Sprague–Dawley rats (n = 40) 
were divided randomly into four groups: con-
trol group, model group, low-dose (5 mL/kg, 
i.p.) and high-dose (10 mL/kg, i.p.) hydrogen-
rich saline treatment groups. Rats received intra-
gastric administration of ethanol or isocaloric/
isovolumetric maltose-dextrin solution. After 
12 wk, these rats were sacrificed to take serum 
samples for biochemical measurements and liver 
samples for HE staining.

RESULTS: At week 12, serum levels of ALT, 
AST, TG, TBIL (65.82 ± 16.14 vs 36.43 ± 4.92, 
180.45 ± 35.51 vs 110.53 ± 18.43, 0.92 ± 0.13 vs 0.35 
± 0.07, 1.92 ± 0.34 vs 0.74 ± 0.12, all P < 0.01) and 
MDA content (8.04 ± 1.12 vs 3.25 ± 0.83, P < 0.01) 
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氢盐水对大鼠酒精性肝损伤的保护作用

齐慧慧, 宋 佳, 陈岳祥

®

■背景资料
酒精性肝病的发
病日益引起了人
们的重视. 但其发
病机制尚不清楚. 
实验研究表明抑
制自由基的产生
或清除过多的自
由基可减轻肝损
伤. 氢可有效清除
自由基, 而氢盐水
(HS)对酒精性肝
损伤是否有保护
作用尚未报道. 

significantly increased, and liver GSH content 
and SOD activity significantly decreased (78.56 
± 16.45 vs 135.43 ± 19.81, 93.14 ± 21.05 vs 181.53 
± 30.13, both P < 0.01) in the model group com-
pared to the control group. In low and high-dose 
hydrogen-rich saline treatment groups, serum 
levels of ALT, AST, TG, TBIL decreased signifi-
cantly (43.26 ± 8.81, 41.15 ± 8.89 vs 65.82 ± 16.14; 
130.42 ± 11.64, 125.81 ± 10.84 vs 180.45 ± 35.51; 
0.44 ± 0.09, 0.38 ± 0.08 vs 0.92 ± 0.13; 1.03 ± 0.21, 
0.89 ± 0.15 vs 1.92 ± 0.34; all P < 0.01), and SOD 
and GSH activity (162.51 ± 28.56, 164.24 ± 30.07 
vs 93.14 ± 21.05; 105.42 ± 17.32, 110.67 ± 20.51 vs 
78.56±16.45; P < 0.01) and MDA content (4.56 
± 0.98, 4.21 ± 1.05 vs 8.04 ± 1.12; both P < 0.01) 
increased significantly compared to the model 
group. Moderate to severe liver cell degenera-
tion, presence of large and small lipid droplets 
in the cytoplasm, swelling of the sinus endothe-
lial cells, and portal area inflammatory cell infil-
tration were seen in the model group. In the two 
treatment groups, steatosis and inflammatory 
cell infiltration lessened.

CONCLUSION: Hydrogen-rich saline can resist 
oxidative stress and lipid peroxidation, improve 
liver function, and thereby reduce alcohol-
induced chronic liver injury.

Key Words: Hydrogen-rich saline; Alcohol-induced liver 
injury; Alcohol; Oxidative stress; Lipid peroxidation
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摘要

目的: 研究肝脏病理形态学、肝功能、氧化
应激因子的变化, 探讨氢盐水(hydrogen-rich 
saline, HS)对大鼠酒精性肝损伤的保护作用.

方法: 将40只SD大鼠随机分为空白对照组、

模型组、低剂量HS治疗组、高剂量HS治疗
组; 采用梯度酒精灌胃方法建立大鼠慢性酒
精性肝损伤模型, 模型组及治疗组给予酒精灌
胃12 wk, 低剂量HS治疗组和高剂量HS治疗组
同时分别给予HS 5 g/kg、10 g/kg体质量, 腹

■同行评议者
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腔注射; 空白对照组给予等热量、等体积的
糖水灌胃. 12 wk后检测大鼠血清谷丙转氨酶
(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶
(aspartate aminotransferase, AST)、总胆红素
(total bilirubin, TBIL)、甘油三酯(triglyceride, 
TG)、肝组织匀浆丙二醛(malonyldialdehyde, 
MDA)、还原型谷胱甘肽(reduced glulathione 
hormone, GSH)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)的含量, 肝组织HE染色观察
肝组织形态学变化.

结果: 灌酒12 wk后模型组大鼠血清ALT、
AST、TG、TB IL水平均明显上升(65.82±
16.14 vs  36.43±4.92, 180.45±35.51 vs  110.53
±18.43, 0.92±0.13 vs  0.35±0.07, 1.92±0.34 
vs  0.74±0.12, P <0.01); 肝脏GSH含量、SOD
活性下降(78.56±16.45 vs  135.43±19.81, 
93.14±21.05 vs  181.53±30.13, P <0.01), 而
MDA含量增加显著(8.04±1.12 vs  3.25±0.83, 
P <0.01); HS低剂量组和高剂量组大鼠血清
ALT、AST、TG、TB IL下降显著(43.26±
8.81, 41.15±8.89 vs  65.82±16.14; 130.42±
11.64, 125.81±10.84 vs  180.45±35.51; 0.44
±0.09, 0.38±0.08 vs  0.92±0.13; 1.03±0.21, 
0.89±0.15 vs  1.92±0.34; P <0.01); SOD、

GSH活性明显增加(162.51±28.56, 164.24±
30.07 vs  93.14±21.05; 105.42±17.32, 110.67
±20.51 vs  78.56±16.45; P <0.01), MDA含量
明显上升(4.56±0.98, 4.21±1.05 vs  8.04±
1.12; P <0.01). HE染色结果显示, 模型组大鼠
肝组织可见中重度肝细胞变性, 胞质内见大
小不一的脂滴空泡, 窦内皮细胞肿胀, 汇管区
炎细胞浸润; HS低、高剂量组肝组织脂肪变
性、炎细胞浸润程度减轻.

结论: HS可有效地抗氧化应激和脂质过氧化, 
改善肝功能, 减轻酒精诱导的大鼠慢性肝损伤.

关键词: 氢盐水; 酒精性肝病; 乙醇; 氧化应激; 脂质

过氧化
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0  引言

在西方国家, 酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
ALD)及其并发症是导致死亡的重要病因之一[1]. 
在欧美国家的嗜酒人群中, ALD的患病率高达

84%, 其中20%-30%可进展为肝硬化[2]. 但关于

ALD的发病机制尚不十分清楚, 目前认为氧化

应激、脂质过氧化在ALD早期发挥重要作用. 
研究表明氢分子可选择性清除羟自由基和亚

硝酸阴离子, 有较强的抗氧化作用. 但氢盐水

(hydrogen-rich saline, HS)对慢性酒精性肝损伤

是否有保护作用尚不清楚. 本文旨在通过建立

大鼠慢性酒精性肝损伤模型, 并给予HS干预, 探
讨HS的保护作用及相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 40只SPF级♂SD大鼠, 体质量220-250 g, 
购自上海斯莱克实验动物有限公司. 实验动物

饲养于中国人民解放军第二军医大学清洁级动

物房, 12 h光照和黑夜循环, 标准饲料, 自由饮

水, 温度22 ℃±2 ℃, 湿度50%-60%. HS由上海

中国人民解放军第二军医大学潜水教研室制备; 
大鼠SOD、MDA、GSH试剂盒购自南京建成公

司; HE染色相关试剂购自美国Sigma公司.  
1.2 方法

1.2.1 分组及处置: 40只SD大鼠适应性喂养1 wk
后, 随机分为空白对照组、模型组、低剂量HS
治疗组、高剂量HS治疗组; 采用梯度酒精灌胃

方法建立大鼠慢性酒精性肝损伤模型. 模型组

和治疗组给予500 mL/L的乙醇8 mL/(kg·d) 2 wk,  
10 mL/(kg·d) 2 wk, 12 mL/(kg·d) 8 wk, 低剂量

HS治疗组和高剂量HS治疗组同时分别给予HS 
5 g/kg、10 g/kg体质量, 腹腔注射; 空白对照组给

予等热量、等体积的糖水灌胃, 普通饲料、自由

饮水. 12 wk后, 禁食12 h, 称重后麻醉, 留取血液

标本, 肝脏称重后部分液氮冻存, 部分4%多聚甲

醛固定, 进行生化、病理形态学等测定.
1.2.2 生化指标检测: 取血后静置30 m in, 离心

3 000 r/min×10 min, 常规分离血清, 运用自动

生化分析仪检测血清谷丙转氨酶(alan ine am i-
notransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate ami-
notransferase, AST)、总胆红素(total bilirubin, 
TBIL)、甘油三酯 (triglyceride, TG). 取一定量

的肝组织, 加10倍重量预冷现配的生理盐水, 在
电动匀浆机内匀浆, 制成10%肝匀浆, 所有操作

均在冰浴中进行. 3 000 r/min离心10-15 min, 取
上清液-20 ℃待检, 肝匀浆每次操作前新鲜配置. 
严格按照按试剂盒说明用TBA法检测肝组织匀

浆中肝脏丙二醛(malonyldialdehyde, MDA)、
还原型谷胱甘肽(reduced glulathione hormone, 
G S H)的含量; 用黄嘌呤氧化酶法检测肝组织

匀浆中超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD)含量.

■研发前沿
研究表明呼吸2%
的氢可治疗动物
心肌及肝脏缺血
再灌注损伤、小
肠移植引起的炎
症损伤和新生儿
脑缺血缺氧损伤.
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1.2.3 肝组织病理形态学: 肝组织石蜡切片行常

规HE染色, 光镜下观察组织切片的变化. 
统计学处理 统计软件采用SPSS18.0统计软

件包分析, 统计结果用mean±SD表示. 两组间比

较先采用方差分析F检验进行方差齐性检验, 方
差齐的采用非配对t检验, 不齐的采用非参方差

分析. P <0.05有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般情况 空白组大鼠进食正常, 生长良好; 
模型组大鼠造模后期进食较差; 但各组体质量

变化无统计学差异. 
2.2 血清ALT、AST、TG、TBIL 与空白组相比, 
模型组大鼠血清ALT、AST、TG、TBIL水平均

明显上升(P <0.01); 与模型组相比, 低剂量HS治
疗组、高剂量HS治疗组大鼠血清ALT、AST、
TG、TBIL均下降(P <0.01), 而高剂量组下降幅

度稍大, 两治疗组间无明显差异(表1). 
2.3 肝脏MDA、SOD、GSH 模型组大鼠于灌酒

12 wk后肝脏GSH含量、SOD活性下降, 与空白

组比有显著统计学意义(P <0.01), 而MDA含量增

加显著(P <0.01); HS低剂量组和高剂量组GSH含

量、SOD活性均增加, MDA含量下降明显, 与模

型组相比均具有统计学意义(P <0.01), 两治疗组

间差异不明显(表2). 
2.4 肝组织病理形态学检测 HE染色结果显示: 
空白组大鼠肝组织形态结构均正常; 模型组大

鼠肝组织可见中重度肝细胞变性, 胞质内见大

小不一的脂滴空泡, 窦内皮细胞肿胀, 汇管区炎

细胞浸润(图1). HS低、高剂量组脂肪变性、炎

细胞浸润程度减轻. 

3  讨论

ALD的发病机制目前尚不明确, 但氧化应激和

脂质过氧化被认为与A L D的发生发展密切相

关. 乙醇进入体内后主要经肝细胞中乙醇脱氢

酶(alcohol dehydrogenase, ADH)、乙醛脱氢酶

(aldehyde dehydrogenase, ALDH)最终代谢为乙

酸. 乙醇在被氧化的过程中产生大量的活性氧

(reactive oxygen species, ROS), 而ROS是造成

氧化损伤的主要原因, 可导致细胞膜脂质过氧

化、细胞器功能异常、炎症反应、核氧化, 从
而加重肝损伤. 而肝脏是合成多种抗氧化酶的

主要器官, 当肝细胞受损后, 抗氧化酶合成减少, 
进一步加重机体的氧化应激. SOD可催化超氧

阴离子歧化反应的酶类, 保护细胞、对抗氧自

由基的侵害; 谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione 
peroxidase, GSH-Px)以GSH为底物, 与SOD、过

氧化氢酶(catalase, CAT)共同清除机体ROS, 从
而减轻和阻止氧化损伤. 同时肝库普弗细胞合

成酶产生的一氧化氮(NO)、肝脏铁质沉积可加

重酒精诱导的肝损伤[3,4]. MDA是多不饱和脂肪

酸发生脂质过氧化反应的最终产物. 本实验进

一步证实酒精诱导的肝损伤SOD、GSH活性明

显下降, MDA含量升高明显. 肝功能受损后表现

为大鼠血清ALT、AST、TG、TBIL值较空白对

表  1  各组大鼠血清肝功能变化 (n  = 10, mean±SD)

     分组     ALT(U/L)       AST(U/L) TG(mmol/L) TBIL(μmol/L)

空白组 36.43±4.92b 110.53±18.43b 0.35±0.07b 0.74±0.12b

模型组 65.82±16.14 180.45±35.51 0.92±0.13 1.92±0.34

低HS组 43.26±8.81b 130.42±11.64b 0.44±0.09b 1.03±0.21b

高HS组 41.15±8.89b 125.81±10.84b 0.38±0.08b 0.89±0.15b

bP<0.01 vs  模型组.

表  2  各组大鼠肝脏MDA、SOD、GSH比较 (n  = 10, mean±SD)

     分组 MDA(nmol/mg prot) SOD(U/mg prot) GSH(nmol/mg prot)

空白组      3.25±0.83b 181.53±30.13b    135.43±19.81b

模型组      8.04±1.12   93.14±21.05      78.56±16.45

低HS组      4.56±0.98b 162.51±28.56b    105.42±17.32b

高HS组      4.21±1.05b 164.24±30.07b    110.67±20.51b

bP<0.01 vs  模型组.

■相关报道
研究证实注射HS
对脑、肠缺血再
灌注损伤动物模
型、结扎胆管造
成的急性肝损伤
及 G a l n / L P S 、
CCl4、DEN急性
肝损伤小鼠模型
中和CC l 4导致的
肝纤维化都有很
好的保护作用.



www.wjgnet.com

齐慧慧, 等. 氢盐水对大鼠酒精性肝损伤的保护作用							                 1331

照组明显上升. 
实验证明动物呼吸2%的氢可有效清除自由

基, 显著改善脑缺血再灌注损伤[3]. 随后有研究

表明呼吸2%的氢可治疗动物心肌及肝脏缺血再

灌注损伤、小肠移植引起的炎症损伤和新生儿

脑缺血缺氧损伤[4,5]. 采用饮用饱和氢气水可治

疗应激引起的神经损伤、2型糖尿病, 化疗药顺

铂引起的肾损伤、帕金森病、小鼠基因缺陷慢

性氧化应激损伤. HS是将氢气通过高压溶解于

生理盐水中, 研究表明腹腔注射HS能明显提高

大鼠腹部脏器肝、肾组织内的氢浓度, 腹腔注

射HS对脑、肠缺血再灌注损伤动物模型、结扎

胆管造成的肝损伤及Galn/LPS、CCl4、DEN肝

损伤小鼠模型中和CC l4导致的肝纤维化都有很

好的保护作用[4-20].
本研究发现H S治疗组大鼠血清A LT、

AST、TG、TBIL显著下降; SOD、GSH活性明

显增加, 脂质过氧化产物MDA含量明显上升. 
ALD早期损伤多为可逆的, 如能及时有针对性

的治疗可防止疾病向肝硬化、肝癌等不可逆病

变发展. 目前除戒酒和支持性治疗外, 尚无令人

满意的治疗药物. 因此, 寻找治疗ALD的药物

具有重要的临床意义. 目前临床上应用的药物

包括: 皮质激素、秋水仙碱、胰岛素、胰高血

糖素、丙基硫氧嘧啶、抗氧化剂、抗内毒素剂

等, 但对疗效的报道不一. HS可有效清除多余

自由基, 抗氧化作用显著, 并被证实在很多肝损

伤方面有治疗作用. 本研究发现HS可明显改善

肝功能, 拮抗氧化应激和脂质过氧化, 提高肝

脏抗氧化能力, 从而有效保护肝脏. 下一步我

们将深入研究HS对酒精性肝损伤对肝组织白

介素-1β(interleukin 1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的影响.
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