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硫化氢预处理对兔脊髓缺血再灌注神经损伤的保护作用及其机制研究 
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摘  要：目的  观察硫化氢（H2S）预处理对兔脊髓缺血再灌注损伤的保护效应。方法  将雄性新西兰大白兔随机分为假手

术组、缺血再灌注组和 H2S 预处理组，观察 H2S 对模型神经行为学的影响，以及对神经细胞凋亡和超氧化物歧化酶（SOD）、

过氧化氢酶（CAT）的影响。结果  H2S 预处理提高神经功能的评分，降低神经细胞的凋亡，增强 SOD 和 CAT 活性（P＜
0.05）。结论  H2S 对脊髓缺血再灌注损伤有较好的保护作用，其作用机制可能与抗自由基生成有关。 
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Protection of hydrogen sulfide on spinal cord ischemia and reperfusion injury in 
rabbits and its mechanism 
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Abstract: Objective  To research the protection of hydrogen sulfide (H2S) on spinal cord ischemia and reperfusion injury in rats. 
Methods  Male New Zealand white rabbits were randomly divided into three groups: Sham group, spinal cord ischemia reperfusion 
injury group, and hydrogen sulfide treatment group. The effect of H2S on model rabbits was investigated for the neurological behavior, 
neuron apoptosis, superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). Results  H2S pretreatment improved neurological function score, 
reduced neuronal apoptosis and enhanced the activity of SOD and CAT (P <0.05). Conclusion  H2S produces a protective effect on 
spinal cord ischemia-reperfusion injury and the mechanism may be related with the generation of anti-free radicals. 
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脊髓缺血再灌注损伤是脊柱外科、主动脉手术

常见并发症。据报道，并发于脊髓缺血再灌注损伤

的术后早期或迟发性瘫痪率高达 21%[1]；在高危患

者中，神经损害的发病率更是高达 40%[2]，这给社

会和家庭带来沉重的精神和经济负担。目前临床上

尚无特效药物，损伤早期多应用糖皮质激素（地塞

米松、甲基强的松龙等）以减轻炎症反应。近年来

有报道一些新药有助于脊椎缺血再灌注损伤后神经

功能恢复，如尼莫地平、强力霉素等，但疗效均不

明确，临床上没有普遍应用[3]。硫化氢（hydrogen 
sulfide，H2S）是一种有臭鸡蛋气味的无色气体，一

直被认为是导致环境污染的有毒气体。但近年来，

越来越多的证据显示内源性 H2S 具有重要的信号传

递作用，在人体内多个系统中都发挥重要的调节作

用，具有多种生物学效应[4]。本实验旨在探究 H2S
预处理对兔脊髓缺血再灌注损伤的保护效应，为临

床上寻找一种有效和容易推广的预防缺血再灌注损

伤药物提供数据。 
1  材料与仪器 
1.1  动物 

新西兰大白兔，雄性，体质量 1.8～2.3 kg，由

上海市解放军第四五五医院提供，动物合格证号 
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CXK（沪）2007-0005。 
1.2  试剂和仪器 

超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）
检测试剂盒均由宝生物公司提供；NaHS 从美国

Sigma 公司购买，批号 095K1534；全自动酶标仪

（Bio-rad 公司）；原位凋亡细胞 TUNEL（末端转移

酶介导的切口末端标记法）检测试剂盒（Roche
公司）。 
2  方法 
2.1  模型的建立 

手术方法采用 Zivin 主动脉夹闭法并加以改

良[5]。于左肾动脉下 0.5～1 cm 处以无创动脉夹夹

闭主动脉，缺血 40 min 后松开动脉夹，造成脊髓

缺血再灌损伤模型。假手术组只开腹，不夹闭主

动脉。待兔完全清醒后，送回动物房饲养、观察

相关指标。 
2.2  动物分组 

动物随机分为假手术、缺血再灌注和 H2S 预处

理 3 组，每组 6 只。假手术组仅进行开腹手术而不

夹闭主动脉；缺血再灌注组不进行 H2S 预处理直接

在左肾动脉下 0.5～1 cm 处夹闭主动脉造成脊髓缺

血再灌注损伤，ip 适量生理盐水；H2S 预处理组采

用 H2S 预处理后进行夹闭主动脉造成脊髓缺血再灌

注损伤。H2S 预处理组动物在造模前 ip 给予不同剂

量的 NaHS（10、20、40 μmol/kg）。H2S 预处理后

次日进行脊髓缺血再灌注模型建立。 
2.3  效应指标检测 

分别在术后 6、12、24、48 h 观察动物的体质

量的变化、生存情况；参照 Tarlov 评分标准对动物

的神经功能进行评分[6]。HE 染色，同时通过计数完

整神经元观察脊髓不同区域对 H2S 预处理不同程度

的反应。TUNEL 染色，观察细微凋亡情况。超氧

化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）活性测

定按照试剂盒说明操作。 
2.4  统计学分析 

所得数据用 SPSS 13.0 软件分析，多样本比较

采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  H2S 预处理对功能评分的影响 

使用不同浓度的 H2S 预处理脊髓缺血再灌注动

物模型，然后对动物后肢运动功能进行 Tarlov 评分，

结果显示 H2S 预处理组动物的神经功能评分明显优

于缺血再灌注组，并且随着浓度变大，评分明显升

高。见表 1。
 

表 1  H2S 预处理对 Tarlov 评分的影响（⎯x ± s，n=6） 
Table 1  Effect of H2S pretreatment on Tarlov scores (⎯x ± s，n=6) 

Tarlov 评分变化 
组  别 剂量/(μmol·kg−1) 

6 h 12 h 24 h 48 h 

假手术 — 4.5±1.27 4.8±1.15 4.2±0.9 4.9±1.12 

缺血再灌注 — 1.7±0.22# 1.4±0.17# 0.8±0.20# 0.6±0.14# 

H2S 预处理 10 2.5±0.17* 2.6±0.87* 2.8±0.78* 3.0±1.20* 

 20 3.0±1.31* 3.2±0.87* 3.5±1.08* 3.8±1.24** 

 40 3.5±1.28* 3.7±0.56* 3.8±1.24* 4.0±0.30** 

与假手术组比较：#P＜0.05；与缺血再灌注组相比：*P＜0.05  **P＜0.01 
#P<0.05 vs Sham group; *P<0.05  **P<0.01 vs ischemia reperfusion group 

3.2  H2S 预处理对神经细胞的影响 
HE 染色显示缺血再灌注损伤可以导致正常神

经纤维结构破坏，神经细胞坏死，中性粒细胞侵润，

而 H2S 预处理组的病理改变明显减少。TUNEL 染

色可见 H2S 预处理后，脊髓中 TUNEL 阳性细胞数

量减少，提示神经细胞凋亡减少。见图 1。 
3.3  H2S 预处理对抗氧化酶活性的影响 

对 H2S 预处理神经保护作用的机制进行了初步

研究。结果显示，H2S 预处理组的 SOD 和 CAT 活

性均明显高于缺血再灌注组（P<0.05）。见表 2。 
4  讨论 

脊髓缺血再灌注损伤带来各种并发症，给社会

和家庭带来沉重的精神和经济负担。大量证据显示，

活性氧的生成及其后与氧自由基有关的氧化应激和

细胞损伤是缺血再灌注后出现组织损伤的始动因

素[7]。因此如何有效清除氧自由基，减轻氧化应激 
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图 1  H2S 预处理对神经细胞的影响 
Fig. 1  Protective effect of H2S pretreatment on nerve cells 

表 2  H2S 预处理对抗氧化酶 SOD 和 CAT 活性的影响 
Table 2  Effect of H2S pretreatment on activity of SOD and CAT 

组  别 剂量/(μmol·kg−1) SOD 活性/(U·mg−1) CAT 活性/(U·mg−1) 

假手术 — 120±14 12±1.22 

缺血再灌注 — 95±22# 8±1.47# 

H2S 预处理 10 140±17* 18±1.71* 

 20 158±31* 20±2.24* 

 40 171±28* 24±3.02** 

与假手术组比较：#P＜0.05；与缺血再灌注组相比：*P＜0.05  *P＜0.01 
#P<0.05 vs Sham group; *P<0.05  **P<0.01 vs ischemia reperfusion group 

成为了治疗脊髓缺血再灌注损伤的关键环节。在正

常生理条件下，细胞内产生的少量氧自由基可由细

胞内的抗氧化酶防御系统清除。但是在缺血再灌注

损伤过程中，许多内源性抗氧化酶的活性都受到抑

制，甚至彻底消失，这是导致氧自由基在细胞内聚

集，出现氧化应激的一个主要原因[8]。同时也提示：

提高细胞内抗氧化酶的活性可能减轻组织缺血再灌

注损伤。Kimura[9]发现内源性 H2S 能刺激神经细胞，

增加细胞内腺苷酸水平，通过提高受体介导的兴奋

性突触后电位来诱导海马的长时程增强；Zhao 等[10]

在体内和体外研究中发现，H2S 可能通过作用于血

管平滑肌K通道，实现对血管的扩张作用。Teague[11]

观察到 H2S 可以使离体的天竺鼠回肠对电刺激、乙

酰胆碱引起的收缩反应明显减弱等。 
除了上述作用，近期研究还发现，H2S 具有抗

氧化功能，可以在多种类型的细胞中减轻氧化应

激损伤，改善多种器官（心脏、肝脏、肾脏、皮

肤等）的缺血再灌注损伤[12-15]。不过，目前对 H2S
减轻氧化应激的作用机制还有争议，其机制可能

与内源性抗氧化酶系统的活性增强，降低脂质过

氧化，直接的氧自由基清除作用以及抑制细胞凋

亡有关[16]。 
本研究结果表明，H2S 预处理对兔脊髓缺血再

灌注损伤模型有显著的神经保护作用。对 H2S 预处

理产生神经保护作用的机制进行了初步探讨，发现

内源性抗氧化酶，如 SOD、CAT 等的活性升高以及

细胞凋亡被抑制。H2S 预处理可能影响到核因子 E2
相关因子 2（nuclear factor-E2 related factor 2，Nrf2）
调节的信号传导通路，这是我们下一步深入研究的

方向。 

     
 

     
假手术                           缺血再灌注                            H2S 预处理 20 μmol·kg−1 

HE 染色 

TUNEL 染色 
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