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一种制备急性 CO中毒迟发性脑病动物模型的新方法
温　韬 , 赵金垣

(北京大学第三医院职业病研究中心 , 北京　100083)

　　摘要:目的　建立一种新方法制备的一氧化碳中毒迟发性脑病的动物模型 , 以便深入探索迟发性脑病的发病机
制。方法　将家兔随机分成单次染毒组和连续染毒组 , 采用腹腔注射 CO法染毒;单次染毒组按 200 ml/ kg剂量注射 1

次 , 连续染毒组按 6 h间隔追加注射 3次 , 监测染毒后 24 h 内各组家兔血液 HbCO、 SOD和 MDA的变化 , 并在不同时

间处死动物后采用病理学技术鉴定脑组织损伤情况。结果　腹腔 CO染毒后 , 家兔迅速出现明显的中毒症状 , 血 HbCO

水平显著增高 , 1 ～ 2 h达高峰 , 6 h 后呈现下降趋势 , 单次染毒组可在 14 h 后将 CO完全排出体外 , 连续染毒组 HbCO

水平则可维持在 45%以上达 24 h;染毒家兔 SOD活力明显下降 , MDA 含量显著升高。病理学检查显示 , 染毒急性期

家兔脑组织损伤严重 , 并在随后的 3～ 21 d 内出现继发性的脑组织坏死 , 海马及皮层尤为显著。结论　采用腹腔连续

间隔注射 CO 可成功建立急性一氧化碳中毒迟发性脑病动物模型 , 从而为进一步探讨其发病机制奠定了工作基础。
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A new animal model of delayed encephalopathy after acute CO poisoning

WEN Tao , ZHAO Jin-yuan
(Research Center of Occupational Medicine , the Third Hospital of Peking University , Beijing 100083 , China)

Abstract:Objective To establish an animal model of delayed encephalopathy after CO poisoning by using a new method , with the

aim to investigate its mechanisms.Method Rabbits were divided at random into two groups , repeated injection group and single injection

one.CO was injected into both groups intra-peritoneally at a dosage of 200 ml/kg , and in repeated injection group CO(100 ml/ kg ip)

was subsequently provided for three times at 6 h intervals.After CO administration , HbCO levels , SOD activity andMDA concentration

in the blood of rabbits were measured repeatedly in a 24 h period.Moreover we adopted pathological technology to confirm whether de-

layed brain injury occurred at different time point.Result A typical poisoning symptom could be observed in CO-treated rabbits immedi-

ately after CO ip.Compared with control group , HbCO levels in CO-treated rabbits increased much higher and reached a peak at 1 to

2 hours after CO ip and didnt decline remarkably in the first 6 hours.Generally , CO could be completely cleared at about 14 hours in

single injection group while HbCO levels could be kept above 45% for 24 h in repeated injection group.SOD activity decreased signifi-

cantly while MDA concentration increased remarkably in CO-treated rabbits.The pathological results showed that acute CO poisoning

yielded serious cerebral damage in rabbits.In addition , delayed neural injuries were found to have taken place in some CO-treated rab-

bits.ConclusionWe established a new and successful animal model of delayed encephalopathy after CO poisoning by employing a re-

peated administration of CO ip.
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　　急性 CO中毒迟发性脑病 (delayed neuropsycholog-

ical sequelae after CO poisoning , DNS)是急性 CO中毒

后最严重的并发症之一 , 患者常在经过一段时间表现

正常或接近正常的 “假愈期” , 突然再次出现一组以

痴呆为主的神经精神症状[ 1] 。该病病程较长 , 治疗困

难 , 可严重威胁患者生存质量并给社会带来巨大负

担 , 因此一直是医学界关注的焦点之一 。多年来 , 国
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内外从各种角度对 DNS进行大量的实验和临床研究 ,

但在其发病机制上始终未能取得突破性进展 , 其中一

个重要原因就是缺乏可靠且简便的动物模型 , 因而研

究受到很大限制。本课题组拟深入探讨 DNS 的发病

机制 , 以为今后临床防治提供线索 , 在研究中采用新

的染毒方法 , 首次成功建立了急性一氧化碳中毒迟发

性脑病动物模型 。现将结果报告如下。

1　材料和方法

1.1　动物分组及染毒方法

普通级健康 、雄性北京大耳白兔 , 体质量 2.0 ～

2.5 kg (北京大学医学部动物中心提供), 随机分成 3
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组:单次染毒组 、 连续染毒组和对照组 , 每组 5只。

实验组动物检查无异常后 , 经腹腔注射纯品 CO气体

(体积分数 99.95%, 由北京燕山石化气体有限公司

提供), 首次剂量 200 ml/kg;单次染毒组注射 1次即

可 , 连续染毒组按 6 h 间隔追加注射 3 次 , 剂量

100 ml/kg 。动态监测染毒家兔 24 h内血 HbCO浓度 ,

并观察染毒动物的症状及体征 。对照组按同样剂量腹

腔注射空气。

1.2　血 HbCO测定

采用改良的双波长 HbCO定量法测定[ 2] , 连续监

测24 h内染毒动物血 HbCO的浓度变化 。

1.3　血浆总超氧化物歧化酶 (SOD)活力和丙二醛

(MDA)含量测定

取染毒家兔耳缘静脉血测 24 h内 SOD和 MDA变

化情况 , SOD和MDA试剂盒由南京建成生物工程研

究所提供 , 具体操作方法按说明进行。

1.4　脑组织病理学检查

按上述方法 , 实验组再取 12只动物进行染毒 ,

于染毒后 (末次注射 CO)1 h 内 、 1 d 、 3 d 、 7 d 、 14

d 、 21 d时间点各取 2只 , 用质量分数 20%乌拉坦溶

液腹腔注射麻醉后 , 分离一侧颈内动脉和对侧颈内静

脉后 , 远心端方向插管 (肝素抗凝);然后自颈内动

脉快速灌注1 000 ml生理盐水 (内含肝素), 另一侧

颈内静脉引流 , 以冲洗脑毛细血管血液 ,继之用 4%

多聚甲醛 100 ml进行在体脑组织固定。完整分离脑

组织后 ,以视交叉为中心 ,冠状位断层切片 ,行常规 HE

染色 ,在光镜下检查海马 、皮层及基底神经节等各部位

脑组织变化。对照组取 2只家兔进行同样处理 。

1.5　统计分析

全部数据输入计算机 , 经 SPSS 软件程序处理 ,

数据以x±s表示;实验组与对照组 SOD和MDA检测

结果比较用配对 t检验。

2　结果

2.1　一般状态观察

家兔腹腔注射 CO 后 , 10 min即可出现明显的中

毒反应 , 表现为拒食少动 、 浅昏迷 、 四肢瘫软 、 抽

搐 , 嘴唇及颈部皮肤可见明显樱桃红色;部分动物有

角弓反张 、震颤 、去大脑皮质状态等神经系统损害的

表现。死亡动物尸检可见内脏严重充血伴散在出血

点 ,脑组织明显充血 、水肿 。空气对照组无异常表现。

2.2　染毒后血HbCO浓度的变化

家兔经腹腔注射 CO 后 , 血 HbCO 水平于 10 min

后即明显升高 , 1 ～ 2 h 达到高峰 , 6 h 后呈现衰减。

单次注射 CO (200 ml/kg), 体内 HbCO的半排出期约

为8 h , 14 ～ 16 h能恢复到正常生理水平;连续间隔

注射 CO , 可使家兔血 HbCO水平长时间维持在 45%

水平以上;对照组血 HbCO含量在 2%左右(见图 1)。

图 1　家兔腹腔注射 CO后血HbCO 水平变化

　Fig 1　Concentration of HbCO (%)in the blood of

CO-treated rabbits after CO ip

2.3　血浆SOD活力 、 MDA含量变化

家兔染毒后血浆 SOD含量显著下降 , 染毒后24 h

内各时间点检测结果与对照组比较差异非常显著 (P

<0.001);血浆 MDA含量显著增加 , 与对照相比 , 2

～ 24 h 内各时间点检测结果均显著升高 (P <

0.001), 见表 1。
表 1 家兔腹腔注射 CO后血浆 SOD活力 、MDA含量检测结果(x±s)

Table 1 Activity of SOD and concentration of MDA in the plasma

of CO-treated rabbits(x±s)

组别 n SOD (NU/ml) MDA (nmol/ml)

对照 (control) 6 467.99±23.11 1.748±0.084

CO染毒组(CO treated

group)　30 min 6 241.07±27.24＊＊ 1.835±0.134

　　　　2 h 6 254.69±23.69＊＊ 2.441±0.234＊＊

6 h 6 314.19±20.76＊＊ 2.728±0.142＊＊

10 h 6 326.34±24.17＊＊ 2.709±0.165＊＊

14 h 6 319.87±18.39＊＊ 2.771±0.257＊＊

20 h 6 326.88±18.28＊＊ 2.895±0.174＊＊

24 h 6 312.22±20.77＊＊ 2.979±0.187＊＊

　　与对照相比 (versus control), ＊＊P<0.001

2.4　脑组织病理学变化

光镜观察结果:对照组家兔脑组织切片 HE 染

色 , 海马及皮层等区细胞及结构未见异常。染毒组染

毒后即刻 、 1 ～ 3 d , 可见部分神经细胞出现异常改

变 , 主要表现为细胞水肿 , 核固缩 、深染 , 血管内皮
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细胞间隙增大等;染毒后 7 ～ 14 d , 多数标本无明显

异常 , 但可见神经细胞数量减少及局灶性组织坏死

等;部分标本显示有缺血性改变 , 出现神经细胞坏死

及皮层 、 海马细胞水肿加重。

2.4.1　对照组家兔腹腔注射空气后脑海马及皮层细

胞结构正常 (见封四图 2-1 、 图 2-2)。

2.4.2　染毒组在腹腔注射 CO 后 1 ～ 3 d , 脑组织有

明显水肿 , 海马区可出现明显细胞坏死 (见封四

图3-1), 皮层细胞也有局灶性坏死 (见封四图 3-2)。

2.4.3　染毒后7 ～ 21 d内部分动物在海马和皮层细胞

均见到有一定程度的神经细胞变性坏死 (见封四

图4-1 、图 4-2)。

3　讨论

3.1　关于腹腔注射 CO建立中毒模型的可行性

CO在常温 、 常压下以气态物质存在 , 日常和生

产环境中也是从呼吸道进入人体引起中毒 , 因此传统

的CO中毒模型多采用吸入式染毒 , 可分为动态法和

静式法
[ 3]
。动态吸入法染毒较接近于日常 CO 中毒途

径 , 所得结果可避免缺氧 、 CO2蓄积和湿度增加等因

素影响 , 但其装置费用较高 , CO消耗量大 , 染毒过

程中对操作要求较高 , 因此难以普及推广;而静式染

毒法虽然所需设备相对简单 , 操作亦较方便 , 但常因

不能排除缺氧 、 CO2 蓄积等各种因素干扰等缺点而难

以应用 , 因而明显限制了急性 CO 中毒及迟发性脑病

的深入研究 , 当前迫切需要建立一种简便易行而且科

学可靠的 CO中毒迟发性脑病动物模型[ 3] 。

Fecther等曾报告用腹腔注射 CO 染毒的方法建立

大鼠耳蜗损伤的动物模型获得成功[ 4 ,5] ;本研究进而

采用腹腔间隔注射法 , 是在原方法基础上的一次创

新。相对于吸入染毒法来说 , 腹腔注射 CO 优点明

显:操作简单易行 , 对仪器设备无特殊要求 , 影响因

素少 , 染毒剂量可准确控制 , 注射后血 HbCO浓度可

迅速升高至所需水平 , 并引起明显的中毒症状 , 神经

系统损伤及生化指标改变均与临床所见 CO中毒表现

一致[ 3 , 6] 。所用 CO 剂量是以 HbCO水平为依据 , 经

反复摸索而得出。预实验以50 ml/kg为起始剂量 , 按

20 ml的剂量依次递增 , 以血 HbCO 浓度和半排出期

时间为参照 , 最后确定最适染毒剂量。现采用的首次

剂量为200ml/kg , 单次注射可使动物血HbCO迅速达

到60%以上 , 并且在 6 h 内稳定在 50%水平上 , 以

6 h间隔连续注射 CO (剂量 100 ml/kg), 可使 HbCO

水平长时间维持在 45%以上 。但再增加剂量并不能

成比例地提高血 HbCO浓度 , 这可能与腹腔染毒的特

点有关:早期 CO进入腹腔后 , 可通过腹内大小网膜

血管迅速吸收入血 , 生成 HbCO并导致机体中毒 , 但

亦使机体产生一系列应激反应 , 如呼吸加快 , 以促使

CO直接从肺排出;全身周围小血管收缩 , 以保证足

够血液流向心 、 脑等重要脏器等 , 这可能是后期虽增

加剂量 , 但 HbCO水平没有相应升高的原因。CO 中

毒所致的缺氧程度与血液中 HbCO水平呈比例关系 ,

因此血 HbCO水平可作为监测 CO中毒程度的一个重

要指标[ 7] 。一般而论 , 血 HbCO水平在 10%以上即可

引起中毒反应 , 30%以上可引起中度中毒 , 50%左右

则能引起重度中毒
[ 7]
。实验结果显示 , 单次 CO 染

毒 , 动物 HbCO浓度在 45%以上可持续 6 h左右 , 而

连续间隔注射CO则能使血 HbCO水平维持在重度中

毒状态达 24 h 以上 , 动物可有长时间瘫软 、 浅昏迷

等 , 部分动物甚至会出现阵发性去大脑强直 、 抽搐 ,

震颤等神经系统严重损伤的表现;病理学检查显示染

毒动物有严重脑损伤 , 死亡动物尸检亦见到内脏重度

充血伴散在出血点 , 脑组织充血水肿明显。以上结果

表明 , 连续间隔注射 CO可使动物成功达到重度中毒

状态 , 神经系统明显受损 , 从而为模拟临床 CO中毒

迟发性脑病奠定了病理学基础 。

综上可见 , 腹腔注射 CO的染毒方式完全可达到

类似于动态吸入法的中毒程度 , 血 HbCO水平与首次

注射剂量成正相关 , CO 半排出期与呼吸频率和追加

剂量有关;采用腹腔注射 CO的方式完全可替代吸入

染毒的途径 , 并且因其诸多显而易见的优点而具有应

用及推广价值。

3.2　急性CO中毒迟发性脑损伤动物模型的可靠性

急性 CO中毒迟发性脑病的发病机制一直是困扰

医学领域多年的难题 , 缺乏可靠的动物模型是限制其

深入研究的主要障碍之一[ 1] 。DNS的发病主要有两个

特点:一是表现为迟发 , 患者总是经历一段时间表现

正常的 “假愈期” 后才会出现新的神经精神症状 , 一

般来说 , “假愈期” 越短 , 预后越差;二是存在高龄 、

心脑血管疾患史 、激动易怒等高危因素 , 且发病与中

毒程度 、 昏迷时间和初次治疗效果等密切相关
[ 8]
。本

实验采用的连续间隔染毒法使动物处于重度中毒状

态 , 染毒家兔出现长时间浅昏迷 , 十分接近临床上重

症CO中毒病例 , 从而可大大提高迟发性脑损伤模型

研究的成功率。

一般认为 , 急性 CO中毒迟发性神经精神症状最

常见于急性CO中毒后出现严重脑损伤的患者 。如前

所述 , CO经腹腔注射后可通过腹内大小网膜血管吸
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收入血 , 形成大量 HbCO引起急性 CO 中毒;高浓度

HbCO降低血液携氧能力 , 造成组织缺氧 , 并导致脂

质过氧化反应增强 , 使血液中 SOD 活力迅速下降和

MDA含量迅速升高
[ 9～ 12]

, 部分游离的 CO 还可通过

与含铁色素蛋白如肌红蛋白 、 细胞色素 、过氧化物酶

的高亲和力而产生细胞毒性损伤 , 并引起线粒体功能

障碍等
[ 13]

。神经系统对上述的损伤机制最为敏感 ,

也最易出现脑血循环障碍和脑功能衰竭等严重后果 ,

从而构成诱发迟发性神经损伤的病理基础。

本模型病理学检查显示 , CO染毒家兔 1 ～ 3 d内

即见有明显脑损伤 , 主要表现为神经细胞发生缺血性

改变 , 胞体轻度缩小 , 胞浆尼氏体消失等 , 典型损伤

可有明显的细胞水肿 , 血管内皮细胞肿胀等 , 损伤的

部位主要位于海马及皮层等区 , 但染毒后期多数病理

标本已无明显异常;部分动物染毒后 7 ～ 14 d 出现海

马区锥体细胞数量显著减少或明显坏死 , 皮层区亦发

生局灶性变性坏死等 , 此种迟发性损伤极可能是 CO

中毒迟发性脑病的特征性病理表现 。海马区与大脑学

习记忆功能密切相关 , 其损伤会对这一功能产生重要

影响;迟发性脑病最突出的临床表现是常出现以急性

痴呆为主的神经精神功能紊乱 , 提示海马区神经细胞

的迟发性坏死可能是 DNS 发病的病理基础。临床上

DNS患者的影像学表现亦与本研究结果相符 , 如 DNS

病例的 CT 表现常以皮层下广泛的白质低密度改变及

基底神经节的局灶性低密度为特征;MRI上亦可显示

皮层和海马区出现异常高信号等[ 14 ,15] 。

综上所述 , 本实验通过腹腔连续间隔注射 CO ,

造成动物重度中毒状态 , 可诱发产生迟发性脑损伤 ,

提示 CO中毒迟发性脑损伤动物模型是成功的 , 从而

为进一步深入探索 DNS 的发病机制提供了研究基础。
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中华预防医学会劳动卫生与职业病分会关于召开第一次健康监护学术研讨会议征文通知

中华预防医学会劳动卫生与职业病分会决定成立职业病与健康监护学组 , 并定于 2003 年 10 月在山东省泰安市召开学组成立

暨第一次健康监护学术研讨会。研讨会将邀请国内有关专家作与健康监护相关的学术报告和讲座。现将会议征文的有关事项通
知如下。

1.征文内容:(1)健康监护理论 、 技术及伦理道德问题探讨;(2)不同有害作业健康监护技术规范;(3)各系统健康损害
早期监护指标的探讨和实践;(4)健康监护管理 、 实践及经验介绍;(5)健康监护档案及资料的应用与研究;(6)其它职业卫生
方面的科研论文和经验总结。征文为未公开发表的有关上述内容的实践和科研论文。

2.征文要求:(1)全文不超过4 000字 , 并附 400～ 600 字摘要 (内容包括目的 、 方法 、 结果和结论);(2)稿件传递方式:
有条件者应以电子邮件传递 , 如不能发送电子邮件者 , 文稿用计算机打印或 400 字稿纸抄清 , 标题下注明作者的单位 、 地址及
邮编并附软盘一张;(3)来稿同时交稿件处理费 20 元;(4)截稿日期:2003 年 8 月 31日;(5)稿件及稿件处理费请寄至:山东
省劳动卫生职业病防治研究所 (山东省济南市经十路 89 号 , 邮编 250062)徐孝华院长收 , 电话:(0531)2919719 , 6821668 , 传
真:(0531)2954079 , E-mail:xxh6868@163.com;(6)论文录用通知日期:2003 年 9月 10 日。

凡被会议录用的论文并参加会议者将给予国家继续教育学分。
中华预防医学会劳动卫生与职业病分会
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图 2-1　对照组家兔海马组织结构　HE×100 图 2-2　对照组家兔皮层组织结构　HE×100

图 3-1　家兔 CO染毒后 1 d 脑部水肿坏死
HE×100

图 3-2 家兔CO染毒后3 d 皮层局灶性坏死
HE×200

图 4-1　家兔 CO染毒后 7 d 海马变性坏死
HE×200

图 4-2 家兔染毒后14 d 皮层神经变性坏死
HE×200


