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　　摘要:目的　探讨急性一氧化碳 (CO)中毒家兔红细胞微观血流变学变化及其在急性 CO中毒迟发性脑病

(DEACMP)发病中的作用。方法　通过腹腔注射 CO方法制备急性 CO中毒模型 , 使血中 HbCO浓度达到 50%以上持

续 30 ～ 36 h。动态检测初次染毒后 6h及末次染毒后 30min、 24h、 3d、 5d、 7 d、 14d时颈静脉血红细胞变形性 、 红

细胞渗透脆性 、 红细胞膜流动性 、 红细胞电泳率 、 红细胞脂质过氧化产物丙二醛 (MDA)等指标的变化并进行分析。

结果　与正常对照组相比 , 家兔末次染毒后 30 min红细胞变形性 、 红细胞渗透脆性 、 膜流动性显著下降 , 逐渐恢复

后 , 于第 3天再次降低 , 持续约 14 d;末次染毒后 30 min, 红细胞电泳率增快 , 而后逐渐恢复正常 , 但 3 d后其值逐

渐减慢 , 持续约 14 d;红细胞脂质过氧化产物 MDA含量于末次染毒后 30min明显升高 , 而后虽然出现下降趋势 , 但

中毒 3 d后再次升高 , 14d时仍高于正常。结论　急性 CO中毒早期和后期均出现了红细胞变形性 、 膜流动性 、 渗透

脆性 、 电泳率等流变学指标的异常变化;红细胞微观血流变学的此种异常变化不仅加速了急性 CO中毒早期脑组织缺

血缺氧性病变的发生 , 而且很有可能在急性 CO中毒迟发性脑病的发病中发挥至关重要的作用;而红细胞脂质过氧化

损伤则可能是造成红细胞上述流变学异常变化的病因学基础。
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Microrheologicalchangesoferythrocyteincerebralcirculationofrabbitswith
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Abstract:Objective　Toinvestigatethemicrorheologicalchangesoferythrocytesincerebralcirculationofrabbitsafter

acutecarbonmonoxide(CO)poisoningandtheirpossiblerolesinetiologyofacuteCOpoisoninganddelayedencephalopathy.

Methods　TheanimalmodelwaspreparedbyintraperitonealinjectionofCOatregularintervalandthelevelofHbCOinblood

reachedabove50% for30 ～ 36 h.ThenRBCsdeformability, osmoticfragility, membranefluidity, viscoelasticityandMDA

weremeasuredat6hafterthefirstexposure, 30 min, 1 d, 3 d, 5d, 7 d, and14 dafterthelastexposure.Results　Com-

paredwithcontrol, theparametersincludingRBCsdeformability, osmoticfragility, membranefluiditydecreasedsignificantlyat

30 minafterthelastexposureanddroppedagainfrom3dandrecoveredtonormallevelstill14d.TheRBCelectrophoresisrate

increasedat30 minandthenrecovered.ThecontentofRBClipidperoxidationproductMDAaugmentedremarkablyat30 min

andthendropped.ButthehighlevelofMDAwaskepttill14 d.Conclusion　Weobservedtheabnormalitiesinhemorheologi-

calparametersintheearlyandlatestagesofacuteCOpoisoning.Thesehemorheologicalchangesmaynotonlyacceleratethe

happeningofischemiainbraintissuesattheearlystageofacuteCOpoisoningbutalsoplayanimportantroleintheetiologyof

DEACMP.TheRBClipidperoxidationmaybethepathologicalbasisfortheabnormalitiesofhemorheology.

Keywords:COpoisoning;delayedencephalopathy;microrheologicalchangeoferythrocyte

　　急性一氧化碳 (carbonmonoxide, CO)中毒是

中毒性死亡的主要原因
[ 1]
, 尽管病人得到了积极救

治 , 但仍有 10% ～ 30%患者经过数日或数周表现为

正常或基本正常的 “假愈期 ” 后 , 再次出现以 “痴

呆 ” 为主要临床表现的 “急性 CO中毒迟发性脑病

(delayedencephalophathyafteracuteCO poisoning,

DEACMP)”。其特点是: (1)发病部位 ———主要集

中在白质 、 海马 、苍白球等脑组织供血比较薄弱的部

位;(2)高危因素———本病好发于老年 , 常合并有

高血压 、冠心病及脑梗塞等心脑血管病史; (3)迟
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发性———急性 CO中毒后需经数日或数周的 “假愈

期 ” 后出现迟发性脑病。本课题组通过动物实验率

先证实 , CO中毒后 , 全血黏度在短暂减低后呈现持

续升高趋势
[ 2, 3]
, 并推断此种宏观血液流变学变化引

起的脑循环灌注减低很有可能参与了 DEACMP的发

病过程 。为了进一步观察急性 CO中毒后微观血流变

学的变化及其在 DEACMP发生发展中的可能作用 ,

本文拟对急性 CO中毒家兔的红细胞微观血流变学特

性做进一步研究 , 以为彻底澄清 DEACMP的具体机

制提供更确切的依据 。

1　材料和方法

1.1　动物及模型制备

参照文献 [ 4] 略加改动 , 普通健康 、雄性新西

兰大耳白兔体重 2.0 ～ 2.5kg(北京大学医学部动物中

心提供), 实验前一天禁食 , 将动物随机分为对照组和

CO染毒组 , 后者又分为初次染毒后 6 h, 及末次染毒

后 30min、 1d、 3d、 5d、 7 d、 14 d共 7个亚组 , 每

组 8只动物。染毒组家兔采用腹腔间隔注射 CO法

(由北京燕山石化气体公司提供 , 99.9%)进行染毒 ,

首次剂量 200ml/kg, 以后按 6h间隔共追加注射 5次 ,

剂量改为 100 ml/kg, 使血浆 HbCO水平维持在 50%以

上持续 30 ～ 36h;对照组按同样方法注射空气。分别

取对照组 , 初次染毒后 6h及末次染毒后 30min、 1d、

3 d、 5 d、 7d、 14d颈静脉血 10 ml待测。

1.2　检测指标

1.2.1　红细胞变形指数 (deformationindex, DI)取

全血 20 μl加入 2.5 ml15%的 PVP溶液中 , 配成浓

度为 21×10
7
个 /ml的红细胞悬液 , 用传统激光衍射

法测定红细胞剪切率在 50 ～ 1 000 /s的变形指数。

1.2.2　红细胞膜流动性　取肝素抗凝血 2ml, 3 000

r/min离心去血浆及白细胞 , 取红细胞 20 μl加入 1

mlpH7.9的低渗 Tris溶液中 , 静止 1 h以上 , 然后

12 000 r/min下离心 , 弃上清 , 加入等渗的 PBS洗 2

次 , 然后将细胞膜悬浮在 0.5 ml等渗的 PBS溶液和

0.5ml的四氢呋喃混合液中 , 再加入 0.5 μl浓度为

2×10
-6
mol/LDPH溶液 , 37 ℃孵育 30 min。用 Hi-

tachi850型荧光分光光度计测量红细胞在偏振片不同

角度时的荧光强度 I, 激发波长 (λex)为 362 nm,

发射波长 (λem)为 432 nm, 狭缝宽度 5 nm。根据

公式计算荧光偏振度 (p):

p=
IVV-GIVH
IVV+GIVH

　　式中:IVV为起偏器和检偏器光轴均在垂直方向

时的荧光度 , IVH为起偏器光轴在垂直方向 、 检偏器

光轴在水平方向时的荧光度 , G为校正因子。

1.2.3　红细胞渗透脆性　取全血 20 μl分别加入到

不同浓度的 PBS溶液中 (用等渗 PBS和蒸馏水按照

不同比例混合配置而成的 11种渗透压在 0 ～ 295

mOsm/kg的 PBS溶液), 混匀后静止 30 min, 2 000

r/min离心 20 min, 取上清在 UNICOUV-2000型紫外

分光光度计上测定波长 ě =540 nm的透光率 (Tr),

以蒸馏水为空白对照 , 以加 100%蒸馏水的上清液为

全溶对照 , 然后根据公式计算出不同渗透压下的红细

胞溶血率 (Hr), 做出渗透压曲线。

Hr=
Tr300-Tr
Tr300-Tr40

×100%

　　式中:Tr300、 Tr40分别表示渗透压为 300、 40

mOsm/kg时的透光率 。

1.2.4　红细胞电泳率的测定　用 9%的蔗糖溶液将

细胞配制成 2×10
6
/ml的悬液 , 用 LIANG2100型细胞

电泳仪 (复旦大学医学院出品)测量红细胞电泳率

(电压 40V, 30℃), 每个样品测量 10个细胞 , 求其

平均值 。

1.2.5　红细胞 MDA测定　按南京建成生物工程研

究所生产的 MDA检测试剂盒进行操作 。

1.3　统计分析

实验数据以均数 ±标准差表示 , 采用 SPSS11.0

统计软件进行单因素方差分析 (LSD)。

2　结果

2.1　染毒后血 HbCO含量的变化

如图 1所示 , 经腹腔注射 CO后 , 血 HbCO水平

于 10min后即明显升高 , 30 min达高峰 , 2 ～ 4 h内

趋于稳定 , 6h后呈现逐渐衰减状态 。一般单次注射

CO后 (200ml/kg), 体内 HbCO的半排出期为 6 ～ 8

h, 14 h能恢复到正常生理水平;连续间隔腹腔注射

CO, 可使血 HbCO浓度在 50%水平上维持 30h以上。

对照组血中 HbCO水平始终在 3%以下。

图 1　急性 CO中毒家兔血 HbCO含量的变化

2.2　红细胞变形性变化

与对照组比较 ,初次染毒后 6 h红细胞变形性无

明显变化 ,而末次染毒后 30 min红细胞变形性明显低

于正常 ,而后呈现逐渐恢复趋势 , 3 d后再次降低 , 7 d
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左右达峰值 ,第 14 d时已基本恢复正常 。见图 2。

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

图 2　急性 CO中毒家兔红细胞变形性的变化

2.3　红细胞膜流动性的变化

末次染毒后 30 min红细胞膜荧光偏振度明显升

高 ,尽管 24 h后呈现恢复趋势 ,但 3d后仍再次升高 ,至

14d时方大致恢复正常 ,见表 1。红细胞膜的偏振度升

高说明其膜流动性降低 ,提示红细胞膜流动性在中毒即

刻和后期均出现不利脑组织灌注的表现 。
表 1　急性 CO中毒家兔红细胞膜荧光偏振度

和红细胞 MDA的变化 (x±s)

组别
动物数

(n)

荧光偏振度

(p)

红细胞 MDA

(μmol/L)

对照组 8 0.162±0.014 7.12±0.45
初次染毒后 6 h组 8 0.175±0.012 7.48±0.55
末次染毒后 30min组 8 0.332±0.021＊＊ 16.30±0.65＊＊

末次染毒后 1 d组 8 0.251±0.016＊＊ 13.70±0.81＊＊

末次染毒后 3 d组 8 0.176±0.011 10.43±0.73＊

末次染毒后 5 d组 8 0.244±0.009＊ 12.41±0.51＊＊

末次染毒后 7 d组 8 0.285±0.013＊＊ 15.12±0.54＊

末次染毒后 14d组 8 0.178±0.015 11.12±0.61＊

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

2.4　红细胞渗透脆性的变化

如图 3所示 , 在渗透压为 145 mOsm/kg的溶液

中 , 末次染毒后 30 min红细胞的破碎率即较正常的

对照组明显升高 , 然后逐渐恢复 , 3 d后呈现再次升

高的趋势 , 7d时仍高于正常 。提示急性 CO中毒即

刻和后期均出现了红细胞抗渗透能力的降低。

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

图 3　急性 CO中毒家兔红细胞渗透脆性的变化

2.5　红细胞电泳率的变化

急性 CO中毒后红细胞电泳率的检测发现 , 末次

染毒后 30min红细胞电泳率即明显增快 , 而后逐渐

恢复正常 , 3d后再次增快 , 直至 14 d才基本恢复正

常 。见图 4。

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

图 4　急性 CO中毒家兔红细胞电泳率的变化

2.6　红细胞丙二醛 (MDA)含量的变化

末次染毒后 30 min红细胞 MDA含量已明显升

高 , 而后出现逐渐恢复趋势 , 3 d后再次升高 , 14 d

时仍高于正常 , 见表 1。提示脂质过氧化损伤参与本

病的整个发展过程 , 并很可能是 DEACMP发病机制

的重要环节 。

3　讨论

血液流变学是研究血液成分的变形和流动特性的

一门学科 , 分为宏观血液流变学和微观血液流变学两

类 。宏观血液流变学探讨全血 、血浆与血管的宏观流

变学特性;微观血液流变学则是从细胞和分子水平来

阐述影响宏观血液流变学的各个重要因素 , 它是推动

血液流变学深入发展的桥梁
[ 5]
。

红细胞的变形性 、膜流动性 、渗透脆性和电泳率是

红细胞最重要的流变学参数 ,任何一项发生变化均会

改变红细胞流变学特性 ,干扰红细胞的变形 、携氧和微

循环灌注能力。许多心脑血管疾病如急性心肌梗塞 、

脑血栓等在发病的早期即出现红细胞变形性 、膜流动

性等参数的异常变化 ,而给予改善微循环 、降低血黏度

等治疗不仅可以改善红细胞微观流变学特性 ,而且能

延缓病情的发展 ,可见红细胞微观流变学特性的变化

不仅是疾病发展过程的病理特征 ,而且很可能是反映

疾病发展进程的重要指标
[ 6, 7]
。因此 ,研究急性 CO中

毒后红细胞微观流变学变化不仅有助于探讨急性 CO

中毒及其迟发性脑病的发病机制 ,且为有效预防和治

疗急性 CO中毒和 DEACMP提供重要的理论依据。

红细胞变形性通常用来表示血流中红细胞改变自

身形状通过毛细血管的能力 , 良好的变形性是红细胞

运输 O2和保持微循环灌注的必要条件 。红细胞变形

性下降不仅会造成红细胞通过微小血管的能力下降 ,

而且还能通过升高高切变率下的全血黏度来增加血流

阻力 , 造成血流速度减慢 , 组织灌注不足 , 从而导致

微循环灌注障碍
[ 8]
。本实验结果发现 , CO末次染毒

后 30min红细胞变形性即明显降低 , 虽 24 h后有所

恢复 , 但中毒后期再次呈现降低趋势 (3 ～ 14 d)。提
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示急性 CO中毒早期即存在脑组织灌注不足这一病理

生理基础 , 它可能是造成急性中毒性脑损伤的重要因

素之一;而后期红细胞变形性的持续降低为 DEAC-

MP提供了必要条件 , 此种脑循环灌注障碍在发生时

间上与 DEACMP的迟发性十分吻合 , 推测其很有可

能是导致 DEACMP发生的重要环节 。

红细胞膜流动性是生物膜的重要特性之一 ,适合

的膜流动性是细胞维持正常功能的前提条件。膜流动

性降低会引起红细胞变形性下降 、聚集性增强 、全血黏

度升高 ,并引发血小板聚集
[ 9]
。本研究发现 ,急性 CO

中毒家兔在中毒即刻(30 min)和后期均出现红细胞膜

流动性降低 ,提示红细胞膜流动性的异常变化也可能

是 DEACMP发病机制中的重要因素。研究显示 ,红细

胞膜流动性下降可以引起红细胞膜 Na
+
-K
+
-ATP酶等

多种离子 ATP酶的活性降低 ,从而使红细胞膜转运多

种离子的功能紊乱 ,造成红细胞内 Na
+
等离子浓度的

增高和渗透压的异常变化 ,导致渗透脆性下降
[ 10]
。红

细胞渗透脆性是红细胞的重要生理特征之一 ,它是反

映红细胞在低渗溶液中抵抗能力的重要指标;红细胞

渗透脆性降低提示红细胞脆性升高 ,容易在低渗溶液

或在外力作用下发生破裂 。本实验结果表明 ,作为红

细胞微观流变学的重要指标之一的红细胞渗透脆性也

参与了急性 CO中毒和 DEACMP的发病过程。

电泳率是红细胞的又一生理特性 ,它反映了红细

胞表面负电荷数量的多少;红细胞表面电荷越少 ,红细

胞与血管内皮细胞以及红细胞间的排斥力越小 ,红细

胞越易聚集并与血管内皮细胞粘附 ,造成血流速度减

慢 、血流阻力增加 ,不利于微循环灌注
[ 11]
。本实验的

研究结果显示 , 急性 CO中毒即刻 ,红细胞电泳率增

快 ,出现了有利于微循环灌注的变化 ,其可能是导致急

性 CO中毒即刻全血黏度下降的原因之一;而中毒后

期红细胞电泳率持续减慢所致的微循环灌注减低 ,则

可能为 DEACMP发生 、发展提供了病理生理基础 。

脂质过氧化损伤是导致多种疾病发生的关键环

节 , MDA作为脂质过氧化反应的产物 , 不仅反映脂

质过氧化的程度 , 也间接反映氧自由基的生成量。红

细胞膜的特异结构———膜脂质双分子和膜骨架蛋白分

子按三维结构排列成流态 , 是红细胞极易受自由基氧

化损伤的重要结构基础。红细胞氧化损伤不仅可以造

成红细胞 Na
+
-K
+
-ATP酶结构的直接破坏 , 而且能导

致膜磷脂降解及不饱和脂肪酸的过氧化 , 最终引起红

细胞流变学出现异常变化
[ 12]
。本研究显示 , 急性 CO

中毒即刻和后期均出现红细胞 MDA含量的明显升

高 , 可见 , 红细胞氧化损伤可能参与了急性 CO中毒

和 DEACMP的整个发病过程 , 推测红细胞脂质过氧

化损伤可能是 CO中毒后红细胞微观流变学异常的启

动环节 , 但具体机制尚需进一步探索 。

总之 , 急性 CO中毒早期及后期均出现了红细胞

微观流变学的异常变化。尽管 CO中毒早期宏观血流

变学 (包括 PT、 APTT明显延长)出现了有利于微

循环灌注的表现
[ 13]
, 但红细胞微观流变学本身并无

助于脑组织灌注的改变 , 相反 , 其可能作为一重要的

影响因素参与了急性脑组织缺血 、缺氧的病理过程;

而中毒后期 , 红细胞微观流变学的异常变化所致的全

血黏度升高 、血流阻力增加 、 血流淤滞的现象很可能

是导致脑组织灌注减低 、 诱发急性 CO中毒迟发性脑

病的重要病理基础。
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