
0. 01) ，但肾脏脏器重量、脏器系数及肾脏病理组织学检查未
见异常改变，三氟乙酰乙酸乙酯是否对动物肾脏产生病理损

害还有待进一步的研究。
高剂量组附加组动物停止染毒 14 d 后，各项指标与对照

组附加组动物比较，差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。提示
三氟乙酰乙酸乙酯在停止染毒 14 d后恢复正常。
综合分析，三氟乙酰乙酸乙酯具有一定的蓄积毒性作用，

其主要毒作用部位可能是肝脏、免疫器官、造血系统和肾脏，

但对上述器官的损害在停止接触后具有可逆性; 其对雌、雄
SD大鼠亚急性经口毒性试验的最大无作用剂量 ( NOAEL) 为
50. 0 mg /kg，最小有作用剂量 ( LOAEL) 为 100. 0 mg /kg。
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战( 创) 伤失血性休克对氰类化合物毒性效应的影响
Effect of hemorrhagic shock by war wound and trauma on toxicity of cyanides
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摘要: 建立大鼠失血性休克复合氰化钾急性染毒模型，
观察大鼠一般情况及肝、肾病理学改变，测定血液氰离子
( CN － ) 含量和肝脏细胞色素氧化酶活性。结果显示，与单纯
中毒比较，复合损伤大鼠肝、肾出现明显病理学改变; 失血
条件下血液氰离子含量升高更为显著，且细胞色素氧化酶活
性抑制程度明显加重。表明失血可明显干扰氰离子的代谢过
程，进一步增强氰类化合物的毒性效应。
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氰类化合物( 如氢氰酸、氰化钾等) 是一种典型的双用途
毒剂，平时作为化工原料大量贮存，战时即可转化成军用毒

剂使用。中毒后解离出的氰根离子抑制线粒体呼吸链细胞色
素氧化酶活性，使细胞氧化磷酸化过程受阻［1］。失血性休克
是战( 创) 伤的主要表现，若同时发生化学中毒会对机体产生

更为严重的损害［2］。本研究观察失血条件下氰化物毒性效应
的变化特点，以期为化学复合伤救治提供毒理学依据。
1 材料与方法
1. 1 主要试剂和仪器
氰化钾 ( KCN，分析纯，石家庄博海生物公司) ，细胞色

素 C、盐酸吡哆醛 ( 美国 Sigma 公司) ，其他试剂为国产分析
纯; RM6240 多通道生理记录仪 ( 成都仪表厂) ，荧光分光光
度计 ( 上海圣科仪器设备公司) ，康维氏微量扩散皿 ( 武汉

华威公司) 。
1. 2 动物模型的建立

健康成年 SD大鼠，SPF级，体重 ( 220 ± 20) g，由河北
医科大学实验动物中心提供。实验动物分为假手术组 ( sham
operation，SO) 、失血性休克组 ( hemorrhagic shock，HS ) 、
KCN中毒组 ( potassium cyanide intoxication，KCN) 、失血性休
克复合 KCN中毒组 ( hemorrhagic shock combined potassium cy-
anide intoxication，HS + KCN) ，每组设 6 只动物。采用 Wig-
gers改良法建立失血性休克模型［3］，大鼠经 2%戊巴比妥腹腔
注射麻醉后，固定于手术平台上行左侧颈总动脉插管术，经

三通管分别连接多通道生理监测仪 ( 监测动脉血压) 和 10 ml

注射器 ( 内含 125 U /ml 肝素盐水) ，反复缓慢放血至平均动
脉压 40 mm Hg，并维持 0. 5 h。手术后，SO组不作处理，HS

组维持平均动脉压 40 mm Hg，KCN 组腹腔注射 KCN ( 3. 0
mg /kg) ，HS + KCN组失血休克后腹腔注射 KCN。各组分别于
处理后 15、30、60 和 120 min采样。
1. 3 血液氰离子含量的测定
各实验组大鼠于不同时间点采集血液标本，以微量扩散

法测定氰离子含量［4］。首先取 0. 0、0. 1、0. 5、1. 0、5. 0、
10. 0 和 20. 0 μg /ml共 7 个浓度 KCN标准液制定标准曲线。康
维氏微量扩散皿中央池加入 2. 0 ml 0. 1 mol /L 氢氧化钠溶液，

外池加入 1. 0 ml 氰化钾标准液，再加入 4. 0 ml 50%硫酸溶
液，室温扩散 3 h。从中央池吸取 1. 0 ml加入到测试管中，测
试管中包含 3. 5 ml 0. 2 mol /L的磷酸盐缓冲液，振荡混匀，加
入 0. 5 ml 6 × 10 －3 mol /L 盐酸吡哆醛。50 ℃保温 1 h，加入
Na2CO3 终止反应。最后用荧光分光光度计于激发波长 365
nm、发射波长 432 nm进行检测。
1. 4 细胞色素氧化酶活力的测定
实验步骤参照文献［5］。冰浴条件下分离肝组织，按 5%

( m/V) 加入 10 mmol /L 预冷的 PBS 匀浆备用。在 1 cm 光径
比色皿中加入 10 mmol /L PBS 2. 4 ml ( 45 ℃ ) ，并加入还原纯
化好的 0. 15 mmol /L细胞色素 C 0. 5 ml，在 37 ℃、550 nm波
长下测 A值，再加入之前制备的 0. 1 ml肝组织匀浆液，摇匀，

立即开始计时，随后每隔 10 s 测定一次 A 值，共测定 3 min。
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以最小二乘法经原点求其斜率 k 值，除以组织蛋白含量 ( g /
L) ，即为细胞色素 C氧化速率常数，代表细胞色素氧化酶活
性。采用 Lorry法进行肝组织蛋白定量。
1. 5 统计学分析
实验数据用 x ± s表示，采用 SPSS13. 0 软件进行单因素方

差分析，两组间均数比较采用 t检验，以 P ＜ 0. 05 表示差异有
统计学意义。
2 结果
2. 1 大鼠一般情况及肝、肾病理学变化
与单纯中毒比较，失血复合 KCN中毒大鼠症状出现的早

且严重，主要表现为呼吸困难、抽搐、惊厥等症状提前并恢
复较慢。KCN中毒大鼠肝细胞以充血、淤血、颗粒样变为主
要病理改变，而在失血性休克条件下，中毒大鼠肝脏病理损

伤更为严重，表现为肝间质淤血、肝细胞肿胀及嗜酸性变等;
肾脏病变以肾小球充血、水肿及肾小管胞浆嗜酸性变为主，
复合损伤重于单纯中毒，且病变持续加重，不易恢复。

2. 2 失血性休克复合 KCN中毒大鼠血液 CN －含量变化

失血性休克组血液 CN －含量较假手术组略有升高，但差

异无统计学意义; KCN中毒组血液 CN －含量逐渐上升，并于

中毒后 30 min 达峰值，至 120 min 时呈下降趋势; 与单纯中
毒组比较，失血性休克复合 KCN中毒大鼠血液 CN －含量在各

时间点升高趋势更为明显，差异有统计学意义，且 CN －含量

恢复速度明显减缓，见表 1。
2. 3 失血性休克复合 KCN 中毒对大鼠细胞色素氧化酶活性
的影响

失血性休克组肝脏细胞色素氧化酶活性较假手术组略有

降低，但差异无统计学意义; 在 KCN中毒后 15 min细胞色素
氧化酶活性即显著下降，在中毒 60 min 后呈缓慢恢复趋势。
失血性休克复合 KCN中毒大鼠细胞色素氧化酶活性变化趋势
与单纯中毒组一致，但各时间点均显著低于单纯中毒组，见

表 1。

表 1 失血性休克复合 KCN中毒大鼠血液 CN －含量及细胞色素氧化酶活性的变化 ( x ± s)

组别 n
CN － ( μg /ml) 细胞色素氧化酶活性［nmol / ( min·mg) ］

15 min 30 min 60 min 120 min 15 min 30 min 60 min 120 min

SO组 6 0. 108 ± 0. 016 0. 111 ± 0. 025 0. 107 ± 0. 020 0. 105 ± 0. 019 0. 417 ± 0. 026 0. 403 ± 0. 035 0. 421 ± 0. 038 0. 411 ± 0. 039

HS组 6 0. 124 ± 0. 036 0. 122 ± 0. 017 0. 135 ± 0. 026 0. 137 ± 0. 027 0. 398 ± 0. 031 0. 387 ± 0. 047 0. 401 ± 0. 046 0. 404 ± 0. 027

KCN组 6 1. 507 ± 0. 144＊＊ 1. 985 ± 0. 187＊＊ 0. 998 ± 0. 216＊＊ 0. 509 ± 0. 120* 0. 308 ± 0. 044＊＊ 0. 337 ± 0. 034* 0. 358 ± 0. 030* 0. 389 ± 0. 028

HS + KCN组 6 2. 682 ± 0. 479## 2. 884 ± 0. 539## 1. 687 ± 0. 577# 1. 207 ± 0. 320# 0. 202 ± 0. 029## 0. 244 ± 0. 020# 0. 287 ± 0. 037# 0. 320 ± 0. 032#

注: 与 SO组比较，* P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01; 与 KCN组比较，#P ＜0. 05，##P ＜0. 01。

3 讨论
失血性休克复合化学中毒是平战时可能发生的一种特殊

复合伤，两种因素作用于机体将产生联合损伤效应。本研究
结果显示，与单纯 KCN中毒比较，失血条件下大鼠中毒症状
提前且更为严重，提示失血性休克引发的组织缺血、缺氧可
能会导致大鼠对氰化物敏感性增强。病理学观察发现，复合
损伤大鼠肝、肾出现的充血、水肿、嗜酸性变等病理改变明
显加重，从而进一步干扰了氰离子体内代谢，加大了现场急

救和临床救治的难度。
血液氰离子含量是氰类化合物的主要毒性指标之一［6］。

本实验中大鼠在失血性休克后给予亚致死剂量氰化钾 ( 3. 0
mg /kg) 腹腔注射，血液中氰离子浓度呈现先上升后下降的趋
势，在中毒 30 min 时达峰值，且各时间点均明显高于单纯
KCN中毒组，提示失血进一步促进了血液氰离子浓度的升高，
两种损伤因素在机体内发挥了协同效应。在生理条件下，进
入体内的氰离子在肝脏硫氰酸生成酶的作用下生成硫氰酸盐，

通过肾脏随尿液排出而解毒［7］。实验结果显示，在 KCN 中毒
120 min时血液氰离子含量呈下降趋势，但复合损伤组在该时
间点氰离子浓度仍明显高于单纯中毒组，表明失血性休克可

能通过加重肝、肾损伤，进一步影响了氰离子在体内的正常
代谢。
氰类化合物进入机体后解离出 CN －，通过抑制线粒体呼

吸链细胞色素氧化酶的活性，阻断氧化磷酸化过程，导致

ATP合成不足。本研究发现，在 KCN中毒 15 min时细胞色素

氧化酶活性显著降低，随后出现了缓慢上升的趋势。与单纯
中毒比较，失血性休克进一步加重了氰化物对该酶活性的抑

制，且活性恢复速率减慢，提示失血和化学中毒两种损伤因

素在细胞色素氧化酶活性抑制中可能有叠加效应。
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