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【摘要】   目的　探讨吸入低浓度氢气对小鼠哮喘和睡眠功能的影响及其潜在机制。方法　在哮喘实验中，

BALB/c小鼠随机分为正常对照组、哮喘模型组和氢气治疗组，卵清蛋白（ovalbumin，OVA）诱导建立哮喘模型后，氢气治

疗组每天吸入24~26 mL/L氢气，连续7 d，正常对照组和哮喘模型组在相同条件下吸入空气；ELISA法检测小鼠肺泡灌洗液

（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中白细胞介素（interleukin，IL）-4、IL-13和干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）质量浓度；比色

法检测肺组织中丙二醛（malondialdehyde，MDA）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）含量和超氧化物歧化酶（superoxide

dismutase，SOD）活性；HE染色观察肺组织病理学改变。在睡眠实验中，ICR小鼠随机分为空白对照组，氢气治疗1 d、3 d、5 d

组和地西泮组，观察吸入24～26 mL/L氢气对各组小鼠腹腔注射阈上剂量戊巴比妥钠所致小鼠睡眠时间以及阈下剂量所

致小鼠睡眠发生率的影响。结果　哮喘实验发现，与正常对照组比较，哮喘模型组小鼠BALF中IL-4、IL-13质量浓度均增

加（P<0.05），IFN-γ质量浓度降低（P<0.001）；肺组织中MDA含量增加（P<0.01），GSH含量降低（P<0.05），SOD活性轻度降低

（P>0.05）。与哮喘模型组相比，氢气治疗组小鼠BALF中IL-4和IL-13质量浓度均降低、INF-γ质量浓度增加（P<0.05），而肺

组织中MDA含量略降低（P>0.05），GSH含量和SOD活性增加（P<0.05）。HE染色结果显示氢气治疗可以减轻哮喘小鼠肺

组织病理损伤。在睡眠实验中，腹腔注射阈上剂量戊巴比妥钠后，与空白对照组比较，各氢气治疗组小鼠睡眠潜伏期均缩

短（P<0.05）、睡眠时间延长（P<0.001）；同时各氢气治疗组小鼠睡眠潜伏期均长于地西泮组（P<0.001），睡眠时间短于地西

泮组（P<0.001）。腹腔注射阈下剂量戊巴比妥钠后，与空白对照组比较，氢气吸入1 d和5 d睡眠发生率增加（P<0.01），与地

西泮组比较差异均无统计学意义；氢气吸入3 d睡眠发生率轻度增加（P>0.05），其睡眠发生率低于地西泮组（P<0.05）。结论　吸

入低浓度氢气可以缓解OVA诱导的小鼠哮喘，其机制可能与氢气的抗氧化与抗炎作用有关。此外，吸入低浓度氢气对小

鼠睡眠功能有一定改善作用。
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【Abstract】   Objective　This  study  was  designed  to  investigate  the  effects  of  low  concentration  hydrogen
inhalation  on  asthma  and  sleep  function  in  mice  and  the  potential  mechanism. Methods　In  the  asthma  experiment,
BALB/c  mice  were  randomly  divided  into  normal  control  group,  asthma  model  group  and  hydrogen  treatment  group.
After  establishing  ovalbumin  (OVA)-induced  asthma  model,  the  hydrogen  treatment  group  mice  were  treated  by
inhalation of  hydrogen (24-26  mL/L per  day)  for  7  consecutive  days,  and the  normal  control  group and asthma model
group mice received similar treatment by inhalation of air. The levels of interleukin (IL)-4, IL-13, and interferon-γ (IFN-
γ)  in  bronchoalveolar  lavage  fluid  (BALF)  were  measured  by  commercially  available  ELISA  kits.  The  levels  of
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH), as well as the activity of superoxide dismutase (SOD) in lung tissue were
detected  by  colorimetric  assays.  The  pathological  changes  in  lung  tissue  were  assessed  by  HE  staining.  In  the  sleep
experiment, ICR mice were randomly divided into blank control group and 1 d, 3 d, 5 d hydrogen treatment groups and
diazepam  group.  The  effects  of  inhalation  of  24-26  mL/L  per  day  hydrogen  on  the  sleep  duration  induced  by
intraperitoneal  injection  of  upper-threshold  dose  of  sodium  pentobarbital   and  the  sleep  latency  in  response  to
subthreshold dose were evaluated. Results　In the asthma experiment, the asthma model group showed higher levels of
IL-4  and  IL-13  (P<0.05)  and  lower  levels  of  IFN-γ  (P<0.001)  in  BALF,  as  compared  to  the  normal  control  group.  The
content of MDA in lung tissue was also significantly increased (P<0.01), companied by a decreased GSH concentration (P <
0.05)  and  a  mildly  reduced  SOD  activity  (P>0.05).  Compared  to  the  asthma  model  group,  treatment  with  hydrogen
significantly decreased the levels of IL-4 and IL-13 and increased the level of IFN-γ in BALF (P<0.05). Moreover, without
alteration  of  the  MDA  production  (P>0.05),  hydrogen  inhalation  greatly  increased  GSH  level  and  restored  the  SOD
activity  (P<0.05)  in  lung  tissue.  Additionally,  the  HE  staining  data  showed  that  the  hydrogen  treatment  attenuated  the
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pulmonary histopathological changes. In the sleep experiment, compared with the blank control group, the sleep latency
was significantly shorter (P<0.05) and the sleep duration was longer (P<0.001) in all the hydrogen treatment groups after
receiving an upper-threshold dose of  sodium pentobarbital.  Meanwhile,  in all  the hydrogen treatment groups,  the sleep
latency was significantly longer (P<0.001) and the sleep duration was shorter (P<0.001) when compared to the diazepam
group.  Compared  with  the  blank  control  group,  after  intraperitoneal  injection  of  a  subthreshold  dose  of  sodium
pentobarbital, the sleep latency was significantly increased in both 1 d and 5 d hydrogen treatment groups, and there was
no significant difference as compared to the diazepam group. In the 3 d hydrogen treatment group, the sleep latency was
only slightly increased (P>0.05), which was significantly lower than that of the diazepam group (P<0.05). Conclusion　
Low  concentration  hydrogen  inhalation  could  alleviate  OVA-induced  asthma  in  mice,  and  the  mechanism  might  be
related  to  the  anti-oxidative  and  anti-inflammatory  effects  of  hydrogen.  Also,  low  concentration  hydrogen  inhalation
could improve sleep function in mice.

【Key words】　　Low concentration hydrogen　　Asthma　　Sleep function　　
 

支气管哮喘（简称哮喘）是由多种炎性细胞及细胞组

分共同引起的慢性气道炎症疾病，其发生发展主要与呼

吸系统炎症反应和氧化应激密切相关[1]。哮喘目前尚无

法根治，临床多采用控制药物或缓解药物进行治疗，包括

糖皮质激素、β2受体激动剂、抗胆碱能药物以及抗IgE抗

体等，但均存在各种药物不良反应[2]。随着氢气医学的发

展，氢气对呼吸系统疾病的作用得到了广泛研究[3]。2015

年，张宁等[4]发现吸入660 mL/L高浓度氢气对支气管哮喘

大鼠有明显治疗作用。2019年，HUANG等 [5 ]发现吸入

420 mL/L高浓度氢气对支气管哮喘小鼠也有明显治疗作

用。这些研究提示氢气对哮喘可能具有明显疗效。然而

富含氢的生理盐水制备过程繁琐、使用不便，而高浓度氢

气的使用危险性又大[6]。因此，探究吸入低浓度氢气对哮

喘小鼠是否有治疗作用意义重大。

睡眠障碍在哮喘患者中普遍存在，睡眠质量差不仅

加重病情，而且给患者的生活和工作带来不便，严重影响

患者身心健康[7]。目前常用的睡眠治疗包括认知行为治

疗（CBT-I）和镇静催眠药物，但CBT-I干预即刻效应差，长

期反复使用药物容易使机体出现药物耐受性[8]。2013年，

MATSUMOTO等[9]发现小鼠饮用富含氢的水能增加具有

神经保护作用的胃饥饿素分泌。2018年，MIZUNL等[10]一

项临床研究发现饮用氢水可以改善自主神经系统功能，

调节情绪和焦虑，提高受试者的生活质量。然而吸入低

浓度氢气对睡眠功能的影响目前国内外尚无报道。

本实验研究设计吸入24～26 mL/L低浓度氢气治疗

卵清蛋白（ovalbumin, OVA）诱导的小鼠哮喘，观察小鼠

肺组织病理学改变，检测肺泡灌洗液（bronchoalveolar

lavage fluid, BALF）中白细胞介素（interleukin, IL）-4、IL-

13、干扰素-γ（interferon-γ, IFN-γ）的水平和肺组织丙二

醛（malondialdehyde, MDA）、谷胱甘肽（glutathione,

GSH）含量和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase,

SOD）活性，探索低浓度氢气对哮喘小鼠的治疗效果与潜

在机制。同时通过观察吸入低浓度氢气对给予戊巴比妥

钠小鼠睡眠功能的影响，初步探索氢气对睡眠功能的改

善作用。

1     材料和方法

1.1    主要仪器与试剂

OVA（北京索莱宝公司），佐剂氢氧化铝（成都科隆公

司），戊巴比妥钠（德国Merck公司），地西泮注射液（上海

旭东海普药业公司，批号AH181001），小鼠IL-4、IFN-γ

ELISA检测试剂盒（深圳市达科为公司），小鼠 IL-13

ELISA检测试剂盒（武汉优尔生公司），小鼠MDA、SOD、

GSH检测试剂盒（南京建成生物公司）。QMK-98500Y氢

美康医用氢气治疗仪和QMK-SY3动物雾化致敏箱（深圳

市量子氢生物技术有限公司），403T压缩空气式雾化器

（江苏鱼跃医疗设备股份有限公司），TCL-16M台式高速

冷冻离心机（上海卢湘仪公司），Varioskan LUX酶标仪

（赛默飞科技中国公司）。

1.2    实验动物

SPF级BALB/c小鼠和ICR小鼠，雌雄各半，体质量

（20±2） g，由成都市达硕实验动物有限公司提供，生产许

可证号为SCXK（川）2015-030。动物实验均遵循我国《实

验动物福利伦理审查指南（GB/T 35892 2018）》要求。

1.3    吸入低浓度氢气对OVA诱导小鼠哮喘的影响

1.3.1    哮喘模型建立与氢气治疗方法　35只BALB/c小鼠

适应性喂养3 d后，按照体质量随机分为正常对照组、哮

喘模型组和氢气治疗组，雌雄各半，每组11～12只。第1、

7、14 天，哮喘模型组和氢气治疗组小鼠腹腔注射200 μL

OVA混悬液（100 μg OVA，2 mg佐剂氢氧化铝），此为致敏

阶段，正常对照组小鼠腹腔注射等量PBS溶液。第21天开

始将每组小鼠置于自制雾化吸入箱内，每天上午雾化吸

入50 g/L OVA，30 min，此为激发阶段，正常对照组小鼠

雾化吸入等量PBS溶液。同时氢气治疗组小鼠每天下午
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吸入24～26 mL/L氢气30 min，连续7 d，正常对照组和哮

喘模型组小鼠在相同条件下吸入空气，最后一次OVA激

发治疗后24 h取材。

1.3.2    BALF和肺组织标本的采集　小鼠经戊巴比妥钠

麻醉后打开胸腔并结扎左肺，通过无菌注射器经气管注

入1 mL 0.01 mol/L PBS，停留10 s后慢慢抽出，重复一次。

将两次取得的肺泡灌洗液于4 ℃、3 000×g离心15 min，

小心吸取上清液−80 ℃保存待用。取左肺置入16 g/L

甲醛溶液中固定，后续石蜡包埋切片，进行HE染色。右肺组

织精确称重后，加入9倍体积的灭菌生理盐水充分匀浆，

4 ℃、3 000×g离心10 min，小心吸取上清−80 ℃保存待用。

1.3.3    BALF中细胞因子测定　取适量BALF冰上溶解，

ELISA法检测IL-4、IL-13、IFN-γ的质量浓度，具体操作严

格按照试剂盒说明书执行。

1.3.4    肺组织匀浆中氧化性指标测定　取适量肺组织匀

浆冰上溶解，比色法检测MDA、GSH含量以及SOD活性，

具体操作严格按照试剂盒说明书执行。

1.3.5    肺组织形态学观察　左肺组织石蜡切片进行HE

染色，光学显微镜下观察各组小鼠肺组织形态学改变。

1.4    吸入低浓度氢气对小鼠睡眠的影响

1.4.1    吸入低浓度氢气对小鼠睡眠时间的影响　SPF级

ICR小鼠，雌雄各半，实验前适应性喂养3 d，称重后随机

分为空白对照组，氢气治疗1 d、3 d、5 d组和地西泮组，每

组10只。空白对照组和地西泮组每日上午和下午两次分

别吸入空气，氢气治疗组每日上午和下午两次分别吸入

24～26 mL/L氢气，每次30 min；地西泮组在第5天腹腔注

射地西泮2.5 mg/kg。空白对照组和氢气治疗组末次空气

或氢气吸入结束后、地西泮组给药间隔1 h后，腹腔注射

戊巴比妥钠阈上剂量（使100%小鼠入睡的最低剂量，预

实验为60 mg/kg）。观察30 min内各组动物入睡情况，计

算睡眠潜伏期与睡眠时间（当小鼠置于背卧位时，超过60 s

不能翻正判定为翻正反射消失，即小鼠睡眠；翻正反射恢

复即为小鼠觉醒）。

1.4.2    吸入低浓度氢气对小鼠睡眠发生率的影响　小鼠

分组与给药同1.4.1。空白对照组和氢气治疗组末次空气

或氢气吸入结束后、地西泮组给药间隔1 h后，腹腔注射

戊巴比妥钠阈下剂量（使90%～100%小鼠翻正反射不消

失的最高剂量，预实验为40 mg/kg）。观察30 min内各组

动物入睡情况，计算各组小鼠睡眠发生率（入睡动物只数/

每组动物数× 100%）。

1.5    统计学方法

x̄± s计量资料以 表示，组间差异比较采用单因素方

差分析，方差不齐时采用秩和检验；计数资料以百分率表

示，组间差异比较采用卡方检验。P<0.05为差异有统计

学意义。

2     结果

2.1    吸入低浓度氢气对小鼠哮喘的影响

2.1.1    BALF中炎症细胞因子水平变化　与正常对照组

相比，哮喘模型组小鼠BALF中IL-4和IL-13质量浓度增加

（P<0.05），IFN –γ质量浓度降低（P<0.001）。与哮喘模型

组相比，氢气治疗组小鼠BALF中IL-4和IL-13质量浓度均

有所降低（P<0.05），IFN –γ质量浓度增加（P<0.05）。见

图1。

2.1.2    肺组织匀浆中氧化性指标的变化　与正常对照组

相比，哮喘模型组小鼠肺组织中GSH含量降低（P<0.05），

S O D 活性有降低趋势（ P> 0 . 0 5 ） ， M D A 含量升高

（P<0.01）；与哮喘模型组相比，氢气治疗组小鼠肺组织中

GSH含量增加（P<0.01），SOD活性增加（P<0.05），MDA含

量有降低趋势（P>0.05）。见图2。

2.1.3    肺组织形态学观察　HE染色结果显示，与正常对

照组相比，哮喘模型组小鼠肺泡组织塌陷变形，肺泡壁断
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图 1  小鼠肺泡灌洗液中IL-4、IL-13、IFN-γ表达水平

Fig 1  The levels of IL-4, IL-13 and IFN-γ in bronchoalveolar lavage fluid of mice

*P<0.05, ***P<0.001, vs. control group; #P< 0.05, ##P< 0.01, vs. model group
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裂融合为肺大疮，伴随大量的炎性细胞浸润，而氢气治疗

组小鼠肺泡损伤较轻，肺泡壁变薄，有较少程度的肺泡壁

断裂，伴随较少炎性细胞浸润。见图3。

2.2    吸入低浓度氢气对小鼠睡眠的影响

2.2.1    对阈上剂量戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠时间的影响

　 与空白对照组比较，地西泮组和各氢气治疗组小鼠睡眠

潜伏期均缩短（P<0.05），睡眠时间均延长（P<0.001）。各

氢气治疗组小鼠睡眠潜伏期均长于地西泮组（P<0.001），

而睡眠时间均短于地西泮组（P<0.001）。各氢气治疗组

间比较，仅1 d和3 d组间睡眠潜伏期差异有统计学意义

（P<0.05）。见图4。

2.2.2    对阈下剂量戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠发生率的影

响　与空白对照组（20%，2/10）比较，地西泮组小鼠睡眠

发生率（100%）增加（P<0.001）；氢气吸入1 d（80%，8/10）

和5 d组（80%，8/10）小鼠睡眠发生率增加（P<0.01）；氢气

治疗3 d组睡眠发生率（60%，6/10）有增加趋势，但差异无

统计学意义。与地西泮组比较，氢气治疗1 d和5 d组睡眠

发生率差异无统计学意义；但氢气治疗3 d组睡眠发生率

低于地西泮组（P<0.05）。各氢气治疗组组间比较睡眠发

生率差异无统计学意义。
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图 2  小鼠肺组织中GSH、MDA含量和SOD活性

Fig 2  The levels of GSH and MDA and the activity of SOD in lung tissues of mice

*P<0.05, **P<0.01, vs. control group; #P< 0.05, ##P< 0.01, vs. model group
 

 
图 3  HE染色各组肺泡组织病理改变。×200

Fig 3  The alveolar pathological changes of the 3 groups assessed by HE staining. ×200

A: Control group; B: Model group; C: Hydrogen group
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图 4  吸入低浓度氢气对阈上剂量戊巴比妥钠所致小鼠睡眠潜伏期和睡眠时间的影响

Fig 4  The effects of hydrogen inhalation on the sleep latency and duration induced by upper threshold dose of sodium pentobarbital in mice

*P<0.05, ***P<0.001, vs. control group; ###P<0.001, vs. diazepam group；& P<0.05，vs. 1 d hydrogen group
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3     讨论

氢气是一种无色无味的气体，内源性氢气主要由肠

道菌群产生。研究发现氢气具有抗炎、抗氧化、抗凋亡

等生物学作用[11]，同时氢气穿透力强，扩散快，能快速到

达病灶部位，在脓毒血症、脑缺血和肿瘤等疾病的治疗中

得到广泛研究[12-13]。外源氢气补给的方法多种多样，主要

包括呼吸道吸入氢气、饱和氢盐水溶液注射、氢水溶液

透析等[14]。目前尚无氢气治疗后不良反应报道，表明氢

气具有极高的安全性。本研究采用QMK-98500Y医用氢

气治疗仪通过电解纯水制备氢气，产生的氢气与空气混

合形成24～26 mL/L低浓度氢气，以探索低浓度氢气对小

鼠哮喘和睡眠功能的影响。

哮喘实验研究发现，通过OVA诱导的小鼠肺组织病

理改变明显，肺泡组织塌陷，并伴随大量的炎性细胞浸

润，而氢气治疗组小鼠肺泡组织损伤较轻，炎性细胞较

少。研究报道Th1/Th2细胞失衡及其引起的后续病理变

化是导致呼吸系统炎症反应的重要原因。Th2细胞分泌

IL-4、IL-13等细胞因子，正向调节免疫功能，其水平与哮

喘的严重程度有关[15]。IL-4是诱导炎症的初始因素，其不

仅能促进IgE生成，诱导血管内皮黏附因子表达，进而募

集淋巴细胞，导致气道炎症，还能抑制Th0细胞向Th1细

胞分化。Th1细胞主要分泌IFN-γ等细胞因子，负向调节

免疫功能 [16 ]。IFN-γ具有拮抗IL-4的作用，可通过纠正

Th1/Th2细胞失衡，缓解哮喘症状[17]。本研究发现哮喘模

型小鼠BALF中IL-4、IL-13质量浓度增加，IFN-γ质量浓度

降低，即哮喘模型小鼠呼吸系统Th1/Th2细胞失衡，

Th2细胞免疫亢进。吸入低浓度氢气后，与哮喘模型组相

比，BALF中IL-4、IL-13质量浓度降低，IFN-γ质量浓度增

加，表明吸入低浓度氢气通过纠正哮喘小鼠Th1/Th2细胞

失衡，减轻炎症反应。

此外，研究显示哮喘的发病机制与呼吸道系统的氧

化应激密切相关[18]。生理条件下，机体内氧自由基产生

与清除保持稳定，这种稳态主要通过GSH和SOD的抗氧

化系统作用维持[19]。研究表明，哮喘患者呼吸道系统的

炎性细胞产生大量氧自由基，同时GSH含量与SOD活性

显著降低、氧自由基清除减少，从而导致脂质过氧化产物

MDA等氧化损伤相关指标水平增加 [2 0 ]。在本研究中，

OVA诱导的哮喘小鼠肺组织中GSH含量明显降低、SOD

活性轻度降低、MDA水平显著升高，这表明哮喘模型小

鼠肺部的氧化应激水平明显增强。吸入低浓度氢气后，

与哮喘模型组相比，氢气治疗组小鼠肺组织中抗氧化剂

SOD活性和GSH含量得到恢复，脂质过氧化产物MDA含

量稍有降低，表明吸入低浓度的氢气能降低哮喘小鼠肺

组织氧化应激水平。

睡眠作为我们最熟悉的生命活动之一，对维持正常

学习、工作和生活具有非常重要的意义。睡眠质量差、

睡眠剥夺不仅影响正常生理活动，还将引发心理和行为

活动的异常[21]。临床观察发现，氢气吸入对改善睡眠有

作用，特别是在晚期癌症患者中效果尤为明显。然而，目

前尚无任何研究证据表明氢气对睡眠功能的改善作用。

本研究结果显示连续吸入低浓度氢气1 d、3 d或5 d均可

明显缩短阈上剂量戊巴比妥钠所致小鼠睡眠的潜伏期、

延长其睡眠时间；同时氢气吸入1 d或连续吸入5 d均可明

显提高阈下剂量戊巴比妥钠诱导小鼠的睡眠发生率，以

上结果表明低浓度氢气吸入对戊巴比妥钠促进小鼠睡眠

有一定协同作用。研究还发现吸入低浓度氢气对阈上剂

量戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠潜伏期的缩短与睡眠时间的

延长作用均明显弱于地西泮阳性对照药，吸入3 d对睡眠

潜伏期的影响小于吸入1 d和5 d组；吸入1 d或5 d对阈下

剂量戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠发生率的改善作用与地西

泮未见明显差异，各氢气治疗组之间也未见明显差异，而

氢气吸入3 d睡眠发生率较对照组有增加但不及地西泮，

以上结果可能与氢气在小鼠体内停留时间以及个体差异

有关。上述结果表明，吸入低浓度氢气对小鼠睡眠功能

的影响不及地西泮，但诱导睡眠发生率的效果与地西泮

相似，因此吸入低浓度氢气可能是一种温和的改善睡眠

的方法，其作用机制也需要进一步探索。

综上所述，本研究初步发现吸入低浓度的氢气后能

改善哮喘小鼠肺组织损伤、炎症损伤和氧化损伤，同时可

以改善小鼠的睡眠功能。低浓度氢气具有安全性高、容

易获取、价格低廉、耐受性好等优点，为未来临床治疗哮

喘和睡眠障碍提供一种新的策略。
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