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氢气对单关节炎大鼠的保护作用

李号令1，周亚兰2，周书转3，季　锋3，许　华4*

1. 浙江大学医学院附属第一医院麻醉科，杭州 310003
2. 上海中医药大学附属曙光医院麻醉科，上海 200021
3. 海军军医大学（第二军医大学）长海医院麻醉学部，上海 200433
4. 上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院麻醉科，上海 200437

[摘要]　目的　观察经呼吸道吸入氢气对单关节炎大鼠的保护作用。方法　40 只雄性 SD 大鼠随机分为 5 组：单

关节炎组、单关节炎＋氢气 0～14 d 组、单关节炎＋氢气 0～3 d 组、单关节炎＋氢气 4～14 d 组、假手术＋氢气 0～14 d 
组，每组 8 只。于大鼠左侧踝关节腔注射完全弗氏佐剂（CFA）建立单关节炎模型。单关节炎组大鼠不吸入氢气，另 4 组
大鼠分别在造模当天及造模后第 1～14 天每天吸入 65% 氢气 1.5 h、在造模当天及造模后第 1～3 天每天吸入 65% 氢
气 1.5 h、在造模后第 4～14 天每天吸入 65% 氢气 1.5 h、在假手术当天及造模后第 1～14 天每天吸入 65% 氢气 1.5 h。
采用 von Frey 纤毛测定单关节炎大鼠双侧后爪在建模后 0、1、3、5、7、10、14 d 的机械刺激抬腿反应阈值（PWT）。另取 
15 只大鼠分为 5 组，每组 3 只，于造模或假手术后第 10 天取致炎侧脊髓腰膨大组织，用大鼠超氧化物歧化酶（SOD）、

过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）检测试剂盒分别检测致炎侧脊髓组织中 SOD、CAT、MDA 的含量。结果　单关

节炎组大鼠致炎侧后爪 PWT 在建模后第 1 天即低于健侧，在第 3 天达到最低值并维持稳定至第 14 天（P＜0.01）。

单关节炎＋氢气 0～14 d 组和单关节炎＋氢气 0～3 d 组大鼠致炎侧后爪 PWT 均高于单关节炎组致炎侧（P＜0.05， 
P＜0.01）；单关节炎＋氢气 4～14 d 组大鼠致炎侧后爪 PWT 与单关节炎组致炎侧相比差异无统计学意义（P＞0.05）。单

关节炎＋氢气 0～14 d 组致炎侧脊髓组织中 SOD、CAT 水平均高于单关节炎组（P 均＜0.05），MDA 水平低于单关节炎

组（P＜0.05），而单关节炎＋氢气 0～3 d 组和单关节炎＋氢气 4～14 d 组致炎侧脊髓组织中 SOD、CAT 和 MDA 水平与

单关节炎组比较差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。结论　经呼吸道吸入 65% 氢气在大鼠单关节炎模型的起始阶段可

减轻机械痛敏及氧化应激，预先给予氢气可抑制单关节炎机械痛敏的形成。
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[Abstract]　Objective　To explore the protective effect of hydrogen (H2) inhalation through respiratory tract on 
monoarthritis (MA) rats. Methods　 Forty male SD rats were randomly divided into 5 groups: MA group, MA＋H2 0-14 
d group, MA＋H2 0-3 d group, MA＋H2 4-14 d group, and sham＋H2 0-14 d group (n＝8). Complete Freund’s adjuvant 
(CFA) was injected into the left ankle joint of rats to construct MA model. The rats in the MA group did not inhale H2, 
and the rats in other four groups inhaled 65% H2 1.5 h per day on the day of modeling and 1-14 days after modeling,  
1.5 h per day on the day of modeling and 1-3 days after modeling, 1.5 h per day on the 4th-14th day after modeling, and 
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1.5 h per day on the day of sham operation and 1-14 days after modeling, respectively. Paw withdrawal threshold (PWT) was 
detected by von Frey method 0, 1, 3, 5, 7, 10, and 14 d after modeling. Another 15 rats were randomly divided into 5 groups and 
there were 3 rats in each group. Lumbar enlargement tissues were taken from the spinal cord of the inflammatory side on the 
10th day after modeling or sham operation. The contents of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and malondialdehyde 
(MDA) were detected. Results　In the MA group, the posterior paw PWT of the inflammatory side was lower than that 
of the healthy side on the first day after modeling, reached the lowest on the 3th day and remained stable until the 14th day  
(P＜0.01). The PWT of the inflammatory side of the hind claw of rats in the MA＋H2 0-14 d group and the MA＋H2 0-3 d group 
was higher than that in the MA group (P＜0.05, P＜0.01). The PWT of the inflammatory side in the MA＋H2 4-14 d group was not 
significantly different from that in the MA group (P＞0.05). The levels of SOD and CAT in the spinal cord of the inflammatory side 
in the MA＋H2 0-14 d group were higher than those in the MA group (all P＜0.05), while MDA level was lower than that in the MA 
group (P＜0.05). Compared with MA group, there was no significant difference in the SOD, CAT or MDA level in the MA＋H2  
0-3 d group and MA＋H2 4-14 d group (all P＞0.05). Conclusion　Inhalation of 65% H2 via the respiratory tract at the initial stage 
of MA rat modeling can alleviate mechanical hyperalgesia and oxidative stress. Pre-administration of H2 can inhibit the formation of 
mechanical hyperalgesia in MA.

[Key words]　hydrogen; oxidative stress; monoarthritis; hyperalgesia
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(11): 1258-1262]

类风湿性关节炎所致的疼痛是一种慢性炎性

疼痛，其发病与自身免疫调节功能失调及氧化应激

平衡异常密切相关[1]。目前类风湿性关节炎的治疗

过多地注重于免疫调节而忽略了对体内氧化应激平

衡异常的干预，大量免疫调节药物的应用导致了一

系列问题，如心血管并发症的发生率升高等[2]。氢气

是分子结构最简单的物质，在人体内能发挥抗炎、

抗氧化、抗凋亡、抗过敏的作用[3]，研究还发现氢

气对组织器官缺血再灌注、动脉粥样硬化、糖尿

病及肿瘤等疾病有着显著的治疗效果[4-7]。然而，

关于氢气对类风湿性关节炎所致的慢性炎性疼痛

治疗作用的研究很少。本研究采用完全弗氏佐剂

（complete Freund’s adjuvant，CFA）制备大鼠单关

节炎模型，使用氢氧雾化机经呼吸道给予大鼠氢气

与氧气的混合气体（氢气体积占混合气体总体积的

比例为 65%），观察氢气对单关节炎大鼠是否具

有保护作用并初步探索其作用机制。

1　材料和方法

1.1　实验材料 成年雄性 SD 大鼠 55 只，体质量

为 180～220 g，由海军军医大学（第二军医大学）

实验动物中心提供 [实验动物生产许可证号：SCXK
（沪）2012-0003]。von Frey 纤毛（美国 Stolting 公
司），氢氧雾化机（型号：HMS-B-01，上海惠美医疗

科技有限公司），氢气浓度检测仪（型号：XP-3140，
上海惠美医疗科技有限公司）。大鼠超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）检测试剂盒、

过氧化氢酶（catalase，CAT）检测试剂盒、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（南京建成科

技有限公司）。

1.2　模型建立及分组 大鼠随机均分为 5 组：单关

节炎组、单关节炎＋氢气 0～14 d 组、单关节炎＋氢气 
0～3 d 组、单关节炎＋氢气 4～14 d 组、假手术＋氢气 
0～14 d 组，每组 8 只。单关节炎模型大鼠用七氟烷

深度麻醉后，用碘酒、乙醇消毒左后肢皮肤，然后将

其握于手中，绷紧踝关节局部皮肤，用 4 号无菌针头

刺入关节间隙，当有落空感时停止进针，向踝关节腔

内注射 CFA 50 μL，4～8 h 后观察关节局部有无炎症

反应；应用相同方法向假手术组大鼠左侧踝关节腔

注射等量生理盐水。模型组大鼠关节出现红肿、跛

行表明建模成功。于致炎后 1、3、5、7、10、14 d 时进

行行为学检测以测试机械触诱发痛。

1.3　氢气吸入 用带有密封圈的进气接头及呼吸

管路连接氢氧雾化机、氢气浓度检测仪和动物实验

盒。打开氢氧雾化机，待动物实验盒中的氢气浓度

达到 65% 时放入大鼠，计时 1.5 h 后关闭氢氧雾化

机并检测大鼠机械痛阈的变化。单关节炎组不吸入

氢气；单关节炎＋氢气 0～14 d 组在造模当天及造

模后第 1～14 天每天吸入氢气 1.5 h；单关节炎＋

氢气 0～3 d 组在造模当天及造模后第 1～3 天每天

吸入氢气 1.5 h；单关节炎＋氢气 4～14 d 组在造模

后第 4～14 天每天吸入氢气 1.5 h；假手术＋氢气 
0～14 d 组在假手术当天及之后第 1～14 天每天吸

入氢气 1.5 h。在大鼠吸入氢气时保持室内通风，

并持续监测室内氢气浓度，当室内氢气浓度超过 
2% 时须立刻停止实验。

1.4　机械刺激抬腿反应阈值（paw withdrawal 
threshold，PWT）测定 利用不同强度的 von Frey 
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纤毛压力作用于大鼠脚掌中心部位，引起大鼠缩

爪反应，以引起缩爪反应的最小纤毛压力表示 
PWT[8]。测试时，动物预先适应环境 30 min，待动

物处于安静状态后开始测试。按照递增的顺序依

次施加不同克数的 von Frey 纤毛（1、1.4、2、4、
6、8、10、15 g），以纤毛适度弯曲作为完全受力

的标准。每次持续刺激时间为 2 s，间隔 15 s，连

续 5 次。若有 3 次不抬腿，则换用更高克数的纤

毛；如果 5 次测试中有 3 次抬腿，则用低一级克数

的纤毛重新测试，直到每 5 次测试中有 3 次抬腿。

5 次测试中能够引起 3 次抬腿的最低 von Frey 纤毛

的克数即为 PWT。于第 0、1、3、5、7、10、14 天
分别测定 5 组大鼠双侧后爪的 PWT。
1.5　氧化应激相关指标检测 另取 15 只大鼠，

每组 3 只，于造模或假手术后第 10 天（单关节炎

组、单关节炎＋氢气 0～3 d 组大鼠处理不变；单

关节炎＋氢气 0～14 d 组、单关节炎＋氢气 4～14 d 
组、假手术＋氢气 0～14 d 组大鼠吸入氢气均于第 
10 天停止），通过腹腔注射水合氯醛麻醉后放血

处死，剪开背部，用咬骨钳小心剪开脊髓腔，暴露

脊髓腰膨大，小心移除腰膨大，并分为左右两半，

立即放入液氮保存。检测时，将致炎侧组织标本置

于蛋白质抽提缓冲液中匀浆，匀浆液 40 000×g 离
心 1 h，取上清。用 BCA 法测上清液的总蛋白质含

量。然后用大鼠 SOD、CAT、MDA 检测试剂盒分

别检测脊髓组织中 SOD、CAT、MDA 的含量。

1.6　统计学处理 应用 SPSS 17.0 软件进行统计

学分析，数据以 x±s 表示。行为学结果多组间比

较采用随机区组设计的双因素方差分析，然后采

用 LSD-t 检验分析不同组间的差异；任意两组间 
SOD、CAT、MDA 检测结果的比较采用独立样本 t 
检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　单关节炎大鼠的痛敏反应 单关节炎大鼠造模

数小时后，致炎侧踝关节即出现明显红肿。PWT 测定

结果显示，单关节炎组致炎侧后爪 PWT 在建模后第  
1 天即低于健侧，在第 3 天达到最低值并维持稳定至

第 14 天（P＜0.01，图 1A）；而单关节炎组健侧后爪 
PWT 从建模后至第 14 天与假手术＋氢气 0～14 d 组
相比差异无统计学意义（P＞0.05，图 1A）。

2 .2　65% 氢气吸入可减轻单关节炎大鼠的机械 
痛敏  从造模后第  1 天开始，单关节炎＋氢气 
0～14 d 组大鼠致炎侧后爪的机械痛敏反应较单

纯单关节炎组致炎侧减轻，可维持至第 14 天，

差异有统计学意义（P＜0.01），但仍高于单关节 
炎＋氢气 0～14 d 组健侧后爪，差异有统计学意义 
（P＜0.01），见图 1B。单关节炎＋氢气 0～3 d 组
大鼠吸入 65% 氢气后致炎侧后爪的机械痛敏反应与

单关节炎＋氢气 0～14 d 组变化一致，与单纯单关节

炎组致炎侧、单关节炎＋氢气 0～3 d 组健侧的差异

亦均有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01；图 1C）。

单关节炎＋氢气 4～14 d 组大鼠致炎侧与健侧后爪

的机械痛敏反应差异也有统计学意义（P＜0.01），

但与单纯单关节炎组致炎侧相比差异无统计学意义 
（P＞0.05），见图 1D。

2 .3　65% 氢气吸入可减轻单关节炎大鼠的氧化 
应激 大鼠脊髓氧化应激检测结果显示，65% 氢
气吸入可减轻单关节炎大鼠的氧化应激。造模

后第  10 天，单关节炎组大鼠致炎侧脊髓组织中 
SOD 和 CAT 水平较假手术＋氢气 0～14 d 组降低 
（P＜0.05），MDA 水平升高（P＜0.05）；而单关节

炎＋氢气 0～14 d 组大鼠致炎侧脊髓组织中的 SOD 
和 CAT 水平相比单关节炎组回升（P＜0.05），MDA 
水平降低（P＜0.05）。单关节炎＋氢气 0～3 d 组和

单关节炎＋氢气 4～14 d 组大鼠致炎侧脊髓组织中 
SOD、CAT 和 MDA 水平与单关节炎组相比差异均

无统计学意义（P 均＞0.05）。见图 2。

3　讨　论

分子氢可以在体内中和羟自由基而不产生其

他自由基[9]。目前临床及基础研究采用的分子氢给

药方式多为饱和氢气溶于生理盐水或低浓度吸入

给药，而本实验采用经呼吸道给予 65% 高浓度的

氢气，是一种方便快捷的给药方式，并且给药浓度

不受氢气在水中溶解度的限制。本研究发现，相比

单关节炎组大鼠，单关节炎＋氢气 0～14 d 组大鼠

机械痛敏减轻最明显，痛敏减轻可持续至术后第  
14 天（P＜0.01），单关节炎＋氢气 0～3 d 组大

鼠在造模后第 3 天停止给药后，痛敏减轻仍可维

持，直至第 14 天（P＜0.05），而单关节炎＋氢气 
4～14 d 组大鼠痛敏并无明显减轻，表明预先给予

氢气可以防止单关节炎大鼠机械痛敏的形成。

正常状态下人体氧化磷酸化的过程中会产生少

量活性氧，如超氧化物、过氧化氢和羟自由基等，但

不会对人体产生危害，因人体内存在对活性氧的防

御机制，体内的 SOD、CAT 和髓过氧化物酶等可以

将其代谢为对人体无害的水等物质[10-11]。
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当机体内存在慢性炎症时会产生过量的活性

氧，一旦超出体内抗氧化酶的代谢能力，体内活性

氧的代谢平衡即被打破，过量的活性氧会和生物

膜发生脂质过氧化反应生成 MDA 等脂质过氧化产

物，从而破坏细胞膜的通透性和流动性，最终对人

体造成伤害[12]。本实验中单关节炎＋氢气 0～14 d  
组大鼠在造模后第 10 天致炎侧脊髓组织中 SOD 和 
CAT 水平均高于单关节炎组（P 均＜0.05），而 
MDA 水平低于单关节炎组（P＜0.05），表明氢气

在单关节炎大鼠体内增加了体内抗氧化酶的含量，

图 2　65% 氢气吸入可减轻单关节炎大鼠的氧化应激

假手术＋氢气 0～14 d 组、单关节炎＋氢气 0～14 d 组、单关节炎＋氢气 4～14 d 组大鼠吸入氢气均于第 10 天停止. SOD: 

超氧化物歧化酶; CAT: 过氧化氢酶; MDA: 丙二醛. *P＜0.05 与假手术＋氢气 0～14 d 组比较; △P＜0.05 与单关节炎组比较. 

n＝3, x±s

图 1　单关节炎大鼠及吸入 65% 氢气后 PWT 变化

A: 单关节炎大鼠造模后 PWT 变化; B: 于造模 0～14 d 给予单关节炎大鼠氢气后致炎侧 PWT 相比于未给予氢气组大鼠的

变化; C: 于造模 0～3 d 给予单关节炎大鼠氢气后致炎侧 PWT 相比于未给予氢气组大鼠的变化; D: 于造模 4～14 d 给予单

关节炎大鼠氢气后致炎侧 PWT 相比于未给予氢气组大鼠的变化. PWT: 抬腿反应阈值. **P＜0.01 与单关节炎组健侧比较;  
△P＜0.05, △△P＜0.01 与单关节炎组致炎侧比较; ▲▲P＜0.01 与单关节炎＋氢气组健侧比较. n＝8, x±s
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减少了 MDA 等脂质过氧化物的产生，这可能是氢

气防止单关节炎大鼠机械痛敏形成的关键。

活性氧在类风湿性关节炎的发病过程中起着重

要作用，其作用机制与放大核因子 κB（nuclear factor 
κB，NF-κB）依赖的炎症级联放大反应有关[13-14]。发

生类风湿性关节炎时，体内会产生过量活性氧，这

些活性氧可以通过上调 NF-κB 活性打破活性氧的

氧化还原平衡，然后上调的 NF-κB 可诱导白细胞

介素 1 和肿瘤坏死因子 α 等炎性因子的转录，随

后体内增多的炎性因子又可以再次募集中性粒细

胞、巨噬细胞等从而产生更多的活性氧，而这些增

多的活性氧又可进入上述循环进一步加重体内的氧

化应激[1]。因此，治疗类风湿性关节炎的新方法必

须注重减少患者体内及关节中的活性氧。在单关节

炎形成早期，经呼吸道给予 65% 氢气可能抑制了 
NF-κB 依赖的炎性因子的转录，从而大大减少了活

性氧及其相关物质的生成，最终抑制痛觉敏化和减

轻氧化应激反应；而在造模第 4 天给予 65% 氢气

时，大鼠体内的炎症反应恶性循环已经形成，短时

间吸入氢气并不能完全阻断这个循环，因此短时

间吸入氢气对大鼠单关节炎症状的减轻作用并不明

显。因条件有限，本实验只观察了吸入 0～14 d 氢
气对大鼠单关节炎模型的作用，延长单次吸入氢气

的时间及延长治疗时间是否可以改善单关节炎大鼠

的氧化应激反应有待进一步探究。

本研究结果表明，在单关节炎发生早期给予 
65% 氢气吸入可以减轻大鼠体内氧化应激，减少

大鼠关节组织破坏，从而阻止机械痛敏的形成；而

在单关节炎已经形成后，体内活性氧相关物质堆积

过多，吸入氢气后近期效果不明显，可能需要比 
14 d 更长时间的氢气吸入才能显现出其减轻机械痛

敏及抗氧化的作用。本研究仍存在不足之处，未探

究假手术组大鼠在未吸入氢气时体内的氧化应激水

平，经呼吸道吸入氢气对单关节炎治疗作用的机制

也需要更深入的探索。
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