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吸入高浓度氢气对大鼠慢性阻塞性肺病的保护作用 *
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摘要目的：COPD是严重威胁人类健康的慢性呼吸系统疾病，而目前的治疗手段均不理想。氧化应激在 COPD发病机制中发挥重

要作用，而氢气具有选择性抗氧化特性。因此探讨氢气对 COPD是否具有保护作用具有重要的现实意义。方法：采用被动吸烟法
建立大鼠 COPD模型，建模成功后对模型动物进行氢气吸入治疗。通过动物肺功能检测、肺组织形态学观察评价氢气对 COPD是

否具有治疗作用。并进一步通过检测血清及肺组织中 MDA水平，以及肺组织中炎性因子水平初步探讨其可能的作用机制。结果：

持续 8周的烟熏造模，使大鼠体重 Lee's指数显著降低，而氢气治疗 2周后，Lee's指数较模型组有明显改善。动物肺功能检测显

示，持续烟熏使大鼠肺气道阻力明显增加，潮气量和肺顺应性明显降低；氢气吸入治疗 2周后，与 COPD模型组相比，大鼠肺气道

阻力、潮气量和肺顺应性均有明显改善。氢气可以明显改善烟熏引起的肺组织病理改变。氢气对烟熏引起血清及肺组织内 MDA、
TNF-琢、IL-1茁水平升高具有明显的抑制作用。结论：吸入氢气对烟熏引起的大鼠 COPD具有明显的治疗作用。
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Protective Effects of Hydrogen Inhalation on Rat Model of Chronic
Obstructive Pulmonary Disease*

COPD is a complex multifactorial disease, characterized by not fully reversible airflow limitation. However,

until now none of the existing treatments for COPD is ideal. Oxidative stress is widely proposed as a pathogenic mechanism for COPD.

Hydrogen molecules act as a new kind of selective antioxidant. So it is important to make sure if hydrogen has the protective effect on

COPD. Rats were treated with hydrogen gas, after the establishment of COPD animal model by passive smoking exposure.
Then pulmonary function testing and histomorphological evaluation were performed, to investigate the therapeutical effects of hydrogen

on COPD. The underlying mechanisms were further studied by detecting the expression levels of MDA and proinflammatory cytokines in

the serum and lung tissues. The Lee's index of rats decreased significantly after they were exposed to smoking for 8 weeks.

Moreover, treatment with hydrogen for 2 weeks resulted in blocking the decrease of Lee's index. The pulmonary function testing showed

that hydrogen treatment abrogated the decrease of pulmonary function induced by smoking exposure. Moreover, hydrogen treatment
improved the morphology of lung tissues damaged by smoking. Hydrogen treatment also blocked the increase of MDA, TNF-琢 and IL-1茁
in the serum and lung tissues, induced by passive smoking. Inhalation hydrogen has protective effects on COPD induced by

smoking exposure.
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前言
慢性阻塞性肺病（chronic obstructive pulmonary disease,

·基础研究·
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COPD）以气流受限为主要特征。在我国，COPD同样是严重威

胁公众健康的慢性呼吸系统疾病，抽样研究发现 COPD总患病
率达 9.4%。据世界卫生组织（WHO）统计预测，到 2020 年，
COPD将位居世界疾病经济负担第五位。COPD虽一直受到广
泛重视，但目前仍缺乏有效的防治方法。

COPD发病机制尚未完全明确，但大量研究表明，氧化应

激是 COPD的重要发病机理之一[1]。COPD患者体内氧化负担

加重，其肺部呼出气体、血液及尿液中氧化产物均明显升高。氧

化应激可直接损伤气道上皮，加重炎症反应；还可使抗蛋白水

解酶失活，促进细胞凋亡，甚至诱导基因突变，最终发展为

COPD[2，3]。烟草是 COPD的重要诱发因素。烟草中含有大量的

氧化物质，可导致肺部氧化应激，产生大量羟自由基等活性氧

物质，从而促进 COPD的发生发展。

近年来的大量生物学研究表明，氢气可以选择性中和羟自

由基和亚硝酸阴离子等毒性自由基，即氢气是一种选择性抗氧

化物质，这是氢气对抗氧化损伤治疗疾病的基础[4，5]。经研究证

实，通过富氢水摄入氢气对氧中毒、百草枯、内毒素等引起的肺

损伤具有明显的保护作用。然而氢气对吸烟引起的 COPD是否

同样具有保护作用尚不明确。本研究通过持续烟熏建立大鼠

COPD模型，探讨吸入氢气对 COPD的保护效应及其可能的作

用机制。

1 材料和方法

1.1 主要仪器及试剂

动物肺功能检测仪（Model SMUP 潓，复旦大学）； 美氢氧雾

潓化机及动物吸氢装置（上海 美医疗科技有限公司，AMS-H-01

型）；丙二醛（MDA）检测试剂盒（南京建成生物研究所）；
TNF-α ELISA试剂盒（安迪生物科技有限公司）；IL-1茁 ELISA

试剂盒（武汉博士德生物技术有限公司）。

1.2 动物及分组处理

清洁级雄性 SD大鼠 18只，6-8周龄，体重 180-200 g（购自

上海斯莱克实验动物有限公司）。整个实验期间，动物饲养于标

准环境，气温 22± 1℃，相对湿度 50± 5%，明 /暗周期 12/12 h。

所有动物自由摄食、摄水。实验操作遵照国家法律及实验动物

伦理委员会相关规定。

大鼠适应 1-2周后，随机平均分为三组，分别为正常组、
COPD组、COPD+氢气治疗组。正常组不接受任何处理；COPD

组接受烟熏处理建立 COPD模型；COPD+氢气治疗组在烟熏

成功建立 COPD模型后，给予氢气吸入治疗。

1.3 烟熏法建立大鼠 COPD模型

依据参考文献，采用烟熏方法建立大鼠 COPD模型[6]。大

鼠置于密封的烟熏装置内（规格 50× 80× 60 cm），装置下方有

一个直径 3 cm的孔。将点燃的香烟放置在开孔处，烟雾经开孔

扩散进入密闭装置，使动物接受被动吸烟处理。烟熏过程中密

封箱体内空气做四次换气处理，以保证动物有足够的氧气吸

入。香烟采用大前门牌香烟（上海烟草公司），焦油含量为 13

mg，尼古丁含量为 1.4 mg，烟气一氧化碳含量为 14 mg。大鼠每

天烟熏两次，每次持续 1 h，连续烟熏 8周。正常组大鼠放在同
样的密闭装置内但不做烟熏处理。

1.4 氢气干预

大鼠持续烟熏 8周后，给予氢气治疗。氢气发生装置采用
潓 潓上海 美医疗科技有限公司生产的 美氢氧雾化机，将纯水电

解产生含氢体积分数为 66.7%的氢、氧混合气体，通入装有二

氧化碳吸附剂的密闭箱体内，使大鼠在其中持续呼吸高浓度氢

气 1 h，每天 2次，间隔 8-12 h，连续治疗 2周。氢气治疗的同

时，COPD组和 COPD+氢气治疗组大鼠均继续接受烟熏处理。
1.5 检测指标
1.5.1 Lee's（李氏）指数 实验过程结束，大鼠在麻醉状态下精

确测量其体重（g）、体长（cm）（从鼻到肛门的长度），并依据公

式计算 Lee's指数。
Lee's指数 =1000× (体重)1/3/体长

1.5.2 肺功能检测 大鼠经水合氯醛麻醉后，在自主呼吸状态

下行气管插管测定气流和潮气量，气管插管连接到 Fleisch气

流转换器上并记录。气管插入食道，食道内压可以被连续记录，

食道内压用作胸膜腔内压。潮气量、流速、以及胸膜腔内压通过

4通道生物信号系统（Model SMUP-PC，复旦大学）。根据 Am-
dur and Mead改良的缓和的呼吸 -呼吸方法利用计算机呼吸分

析法进行推算，得出气道阻力（RL）、潮气量（VT）、肺顺应性

（CL）。
1.5.3 样本收集 动物肺功能检测结束后，处死、剪开腹腔，腹

主动脉取全血于离心管中，自然凝固后 12000 rpm，离心 10 min

后取上清，-80℃保存待用。

剪开胸腔，取右肺，称重后加一定体积的组织裂解液，充分

研磨后 4℃放置 30 min，使裂解液充分作用于组织及细胞；之

后于预冷的高速冷冻离心机中，转速 14000 rpm，离心 10 min

后取上清，即为肺组织裂解液。BCA蛋白定量后 -80℃冻存待

用。

取左肺上端后固定于 10%福尔马林溶液中，然后石蜡包

埋，切成厚度 4 滋m的组织切片，常温保存待用。
1.5.4 血清及肺组织匀浆液中氧化应激及炎性指标检测 试

剂盒方法检测血清及肺组织匀浆液中氧化应激指标 MDA 的

含量。MDA，即丙二醛，是脂质过氧化的重要评价指标。依据试

剂盒操作方法进行检测。

试剂盒方法检测肺组织匀浆液中主要炎性因子的表达情

况，包括 TNF-琢和 IL-1茁，依据试剂盒操作说明进行。
1.5.5 肺组织形态学观察 肺组织石蜡切片进行 HE染色，光

学显微镜观察肺组织病理形态学改变。并计算肺泡面积 /肺实

质面积比值。

1.6 统计学处理

所有数据均用均值± 标准误差均值（mean ± SEM）表示，

应用 SPSS17.0统计软件进行统计学分析。多组间差异比较采

用单因素方差分析（one-way ANOVA）的统计方法，如果差异

具有显著性，再采用 Fisher检验进行组间的多重比较。P<0.05

为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 氢气对大鼠 Lee's指数的影响

测量每只大鼠体重、体重，并计算其 Lee's指数。结果发现，

与正常组相比，持续的烟熏处理使大鼠体重 Lee's指数显著降
低，而氢气治疗 2周后，Lee's指数较 COPD 模型组有明显改
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Normal COPD COPD+Hydrogen

VT(ml) 0.41± 0.02 0.24± 0.08** 0.29± 0.01** #

RL(cm H2O/ml/s) 0.44± 0.06 1.19± 0.18** 0.55± 0.02* #

CL(ml/cm H2O) 0.25± 0.06 0.13± 0.03** 0.20± 0.02#

表 1氢气对大鼠肺功能的影响（均值± 标准误, n=6）

Table 1 The effects of hydrogen on pulmonary function (mean± SEM,

n=6)

Note: *compared with normal group, P<0.05; **compared with normal

group, P<0.01; #compared with COPD group, P<0.05.

图 1氢气对大鼠 Lee's指数的影响（均值± 标准误, n=6）

Fig. 1 The effects of hydrogen on Lee's index (mean± SEM, n=6)

Note: **compared with normal group, P<0.01; ***compared with normal

group, P<0.001; ###compared with COPD group, P<0.001.

善，但与正常组相比仍存在显著差异（图 1）。研究结果表明氢

气对大鼠持续被动吸烟引起的 Lee's指数降低有改善作用。
2.2 氢气对大鼠肺功能的影响

肺功能是 COPD临床诊断的金指标。通过检测各组大鼠肺

功能，结果发现，与正常组相比，持续的烟熏处理使大鼠肺气道

阻力明显增加，潮气量和肺顺应性明显降低（P<0.01）。氢气吸

入治疗 2周后，与 COPD模型组大鼠相比，大鼠肺气道阻力、潮

气量和肺顺应性均有明显改善（P<0.05）（见表 1）。

2.3 氢气对肺组织病理变化的作用
HE染色观察烟熏及氢气吸入对大鼠肺组织形态学的影

响。结果发现，与正常组相比（图 2B、E），持续烟熏后大鼠肺内

气管、血管和肺泡周围出现白细胞浸润，肺泡壁增厚（图 2A、
D）。吸入氢气治疗 2周以后，肺泡壁厚度和中性粒细胞数量相

对于 COPD模型组明显减少（图 2C、F）。表明氢气吸入对烟熏
引起的大鼠 COPD肺损伤具有明显的保护作用。

每张切片随机选取 3个区域，软件分析计算选定区域内肺

泡面积 /肺实质面积比值，并做统计分析。结果发现，COPD模

型组肺泡面积 /肺实质面积比值明显高于正常组；而氢气吸入

治疗 2周后，肺泡面积 /肺实质面积比值较模型组明显降低，

但仍然高于正常组。这表明氢气吸入对烟熏引起的肺损伤具有

明显的保护效应。

2.4 氢气对血清和肺组织内 MDA含量的影响
MDA是脂质过氧化产物，也是氧化应激的重要评价指标。

检测血清和肺组织内 MDA水平发现，COPD组大鼠血清和肺
组织内MDA水平较正常组均明显增高（P<0.001）。吸入氢气治

疗 2周后，血清和肺组织MDA均明显降低（P<0.05），而且血清
MDA水平基本恢复到正常水平。提示氢气可能通过抗氧化作

用发挥对 COPD的保护效应。
2.5 氢气对肺组织内炎性因子的影响

检测肺组织内与 COPD 密切相关的炎性因子 TNF-琢 和
IL-1茁 水平，结果发现，与正常组相比，COPD 组大鼠肺内
TNF-琢、IL-1茁蛋白水平均显著升高；持续 2周的氢气治疗可以

显著降低肺内 TNF-琢、IL-1茁水平，其中 TNF-琢基本恢复到正
常水平。这提示氢气具有一定的抗炎作用。

3 讨论

本研究首次证实，吸入氢气对烟熏引起的大鼠 COPD具有

明显的保护作用。机制研究提示，吸入氢气可以降低血清及肺

组织内氧化应激和炎症水平，从而使肺组织病理学改变得到缓

解，进而改善大鼠肺功能。

氢气的生物学效应研究是近年来的新兴领域和热点领域。

2007年，日本医科大学太田成男教授课题组首次证实，呼吸
2%的氢气可以改善缺血引起的脑梗死，机制是通过选择性中

和羟自由基[7]。选择性抗氧化是氢气治疗氧化损伤相关疾病的

基础。而氧化损伤几乎是人类所有疾病发生发展的、最基本、最

常见的病理生理学基础，包括心脑血管疾病、炎症、肿瘤、糖尿
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图 2氢气对肺部组织形态学的影响（均值± 标准误, n=6）

Fig. 2 Effects of hydrogen on histopathologic changes in lungs (mean±

SEM, n=6)

Notes: A, D, Normal group; B, E, COPD group; C, F, COPD+Hydrogen

group; G, alveolar tissue area/lung parenchymal tissue area.

**compared with normal group, P<0.01; ***compared with normal group,

P<0.001; ##compared with COPD group, P<0.01.

A, B, C, scale bars=100 滋m; D, E, F, scale bars=20 滋m.

图 3氢气对血清、肺组织内MDA水平的影响（均值± 标准误, n=6）

Fig. 3 Effects of hydrogen on malondialdehyde in lung tissue and serum (mean± SEM, n=6)

Note：***P<0.001, compared with normal group, #P<0.05, compared with COPD group.

病、风湿性关节炎等常见人类疾病，全部都与活性氧引起的氧

化损伤有关。到目前为止，经临床试验证实氢气对脑缺血、代谢

综合征、糖尿病、帕金森病、红斑性皮肤病、乙肝、压力性溃疡、

类风湿性关节炎、尿毒症、线粒体肌肉病、肿瘤放化疗副作用等

11种人类重大疾病具有明确疗效[8-11]。

氧化应激在 COPD发生发展过程中发挥重要作用。研究证

实 COPD患者呼出气体、血液及尿液中氧化应激指标明显升

高。氧化应激一方面使气道平滑肌收缩，造成可逆性气道狭窄；

另一方面，氧化应激通过激活 NF- 资B等信号通路促进炎症反
应，进而加速 COPD进程[12-15]。既然氧化应激在 COPD发病机

制中具有重要作用，而氢气具有选择抗氧化特性，理论上氢气

对 COPD应该具有保护作用。国内氢医学研究专家孙学军教授

也曾发表假说推测氢气可能对 COPD具有治疗作用[16]。但是一

直没有得到实验证实。我们的研究首次证实吸入氢气对COPD

确有明显的保护作用，机制可能是通过氢气的抗氧化、抗炎作

用。

目前，临床对于 COPD的治疗主要采用皮质醇、抗胆碱能

药物、支气管扩张药物和抗生素。然而它们的治疗效果均不理

想[17-19]。吸入皮质醇会提高肺炎发生率，抗胆碱能药物能提高心

血管疾病患病风险及死亡率[20]。另有研究表明，支气管扩张剂

噻托溴铵（tiotropium）并不能改善肺功能指标 FEV1[21]。目前研

究表明尚无药物治疗能够阻止肺功能的快速下降。因此探索新

的、有效的 COPD防治方法具有重大现实意义。本研究证实吸

入氢气可以有效治疗烟熏引起的大鼠 COPD，为 COPD的临床

治疗提供新的思路。氢气与其他抗氧化剂相比具有其优越性，

首先氢气分子极小，穿透性强，可以很容易透过细胞膜及细胞

器；其次，氢气抗氧化具有选择性，特异性清除恶性活性氧，而

图 4氢气对肺内炎性因子水平的影响（均值± 标准误, n=6）

Fig. 4 Effects of hydrogen on cytokines expressed in lung tissues (mean± SEM, n=6)

Note：*compared with normal group, P<0.05; **compared with normal group, P<0.01; ***compared with normal group, P<0.001; #compared with

COPD group, P<0.05

3404窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.18 JUN.2015

不影响具有生物功能的其他活性氧；再次，氢气的组织溶解性

远高于其他活性氧清除剂。更重要的是，通过呼吸，氢气很容易

可以到达肺部发挥其生物学作用。

综上所述，吸入氢气可以明显降低烟熏引起的大鼠血液及

肺组织氧化应激和炎症水平，改善肺组织病理变化，提高动物

肺功能，是 COPD临床治疗的潜在有效途径。
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