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家兔急性 CO中毒迟发性脑病血清 SOD活性与
MDA含量及质子磁共振波谱分析
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　　摘要:目的　观察家兔急性一氧化碳中毒后迟发性脑病 (DNS)血清超氧化物歧化酶 (SOD)活性和丙二醛

(MDA)水平以及质子磁共振波谱 (1H-MRS)各参数的变化 , 探讨 DNS的可能发病机制。方法　通过腹腔注射 CO

制备急性 CO中毒迟发性脑病动物模型 , 对照组和 DNS组分别进行 1H-MRS检查及血清 SOD活性和 MDA水平的检测。

结果　与对照组相比 , DNS组额叶及颞叶海马 CA1区 NAA/Cr较正常对照组显著下降 , Cho/Cr及 Lac/Cr显著升高;

DNS组血清 SOD活性明显降低 , MDA水平明显升高 。结论　自由基参与了 DNS的发病 , 可能通过损伤神经元膜结构

和功能引起脑内 NAA、 Cho、 Lac含量的变化。
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Changesofoxidativestressindicesand
1
H-magneticresonancespectroscopyin

rabbitswithdelayedencephalopathyafteracutecarbonmonoxidepoisoning
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(DepartmentofNeurology, The105thHospitalofPLA, ClinicCollege, AnhuiMedicalUniversity, Hefei230031, China)

Abstract:Objectives　Toobservethechangesofsuperoxidedismutase(SOD)activity, malondialdehyde(MDA)levelin

serumandthecoefficientsof1H-magneticresonancespectroscopy(1H-MRS)inrabbitswithdelayedencephalopathyafteracute

carbonmonoxide(CO)poisoningforexploringthepossiblepathogenesisofthedelayedencephalopathycausedbyCOpoisoning.

MethodsTheanimalmodelofdelayedencephalopathyaftercarbonmonoxidepoisoningwasestablishedbyinjectionofhigh-dose

COintraperitoneallyinrabbits, thendetectedtheSODactivitiesandMDAlevelsinserumoftherabbits, meanwhile, thecoeffi-

cientsof1H-MRSwerealsomeasured.ResultsTheresultsshowedthattheratioofNAA/Crinfrontallobeandhippocampus

CA1 areaby1H-MRS, aswellastheserumSODactivityweresignificantlydecreasedintheCOinjectedgroup, whiletheratios

ofCho/Cr, Lac/CrandserumMDAlevelswereremarkablyincreasedcomparedwithcontrolgroup.ConclusionsTheresults

suggestedthatfreeradicalcouldbeoneofthemaincausesinduceddelayedencephalopathyafteracuteCOpoisoning, which

mightdamagethefunctionandmembranestructureofneuron.
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　　急性一氧化碳中毒迟发性脑病 (delayedneuro-

psychologicalsequelaeafteracutecarbonmonoxidepoi-

soning, DNS)是患者在急性一氧化碳中毒假愈期后 ,

突然再次出现以痴呆 、精神异常为主的神经精神症

状 , 是急性一氧化碳中毒的严重并发症之一 。目前

DNS的发病机制还不完全清楚 , 给临床预防和诊治

带来很大困难
[ 1]
。质子磁共振波谱 (

1
H-magneticres-

onancespectroscopy,
1
H-MRS)是一种新的医学影像技

术 , 利用磁共振现象和化学位移作用 , 进行一系列特

定原子核及其化合物含量的分析 , 是目前唯一无创探

测活体组织化合物特性的方法 。本研究利用
1
H-MRS

检测 DNS模型家兔脑内代谢物含量以及血清 SOD活

性和 MDA水平的变化 , 探讨自由基与 DNS的可能

关系。

1　材料与方法

1.1　实验试剂及仪器

丙二醛 (MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒

(南京建成生物工程研究所), 721型紫外线分光光度

计(上海分析仪器总厂),西门子 1.5TMR扫描仪。

1.2　动物分组及中毒模型制备

15只普通级健康雄性新西兰大白兔 , 体重为 1.5

～ 2.0 kg, 染毒前为自身对照组 , 染毒后为 DNS组。

商品化干块状饲料 , 均由安徽医科大学实验动物中心

提供 , 自由饮水 , 实验前一天禁食。动物检查无异常

后 , 经腹腔注射纯品 CO气体 (体积分数为 99.9%,
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南京特种气体有限公司提供 , 首次注射剂量为 200

ml/kg, 后每 6 h间隔追加注射 3次 , 剂量为 100 ml/

kg, 动态监测染毒家兔 24 h内血 HbCO水平 , 以染

毒家兔血 HbCO水平维持在 45%以上为中毒指标 ,

并观察其症状及体征
[ 2]
。

1.3　方法

所有兔子在染毒前及染毒后第 14天均进行 SOD、

MDA测定及
1
H-MRS检测 ,最后行脑组织海马区病理学

检查。

1.3.1　SOD、 MDA测定　取兔耳缘静脉前采血 4

ml, 静置 30min后 , 以3 000r/min速度离心 15min,

分离出血清 , 置于 -20 ℃冰箱内保存 , 待测。 SOD、

MDA采用化学比色法测定 , 严格按说明书操作。

1.3.2　
1
H-MRS检测　使用西门子 1.5TNovusMR扫

描仪 ,小柔体正交线圈 ,常规扫描获取横断面 T1WI为

TR=400ms, TE=18 ms, T2WI为 TR=4 000 ms, TE=

114ms,层厚为 3mm,层间距为 0.5mm,冠状面 、矢状面

T2WI。
1
H-MRS检测技术:多体素定点分辨波谱序列进

行数据采集 ,感兴趣区选择分别位于额叶和颞叶海马 ,

体积为 5 mm×5mm×5mm,分别检测额叶及颞叶海马

代谢产物 ,包括 N-乙酰天门冬氨酸(NAA)、胆碱复合物

(Cho)、乳酸(Lac)和肌酐(Cr)各代谢产物波峰的峰高 ,

并以 Cr峰高作为标准 ,计算各代谢产物与其比值 。检

测过程中避免邻近组织 、脑脊液 、头皮脂肪 、颅骨等容积

效应的干扰。匀场 、水抑制和信息采集均为自动完成;

用 Spectroscopy软件对所得谱线进行相同的基线校正 、

相位调整及化学位移确定 ,自动获取谱线各代谢产物以

Cr为参照的代谢产物比值进行比较
[ 3, 4]
。

1.3.3　病理学检查　待 SOD与 MDA测定 、
1
H-MRS

检测完成后 ,以 20%乌拉坦麻醉家兔 ,用冰生理盐水

(4℃)1 000ml快速灌注左心室 ,以驱除脑血管内血

液 ,随后再灌注冰 4%多聚甲醛直至家兔完全僵硬 ,取

出脑组织分离海马 ,常规制备石蜡切片 ,采用苏木素 -

伊红(HE)染色观察海马结构及其神经细胞形态
[ 5]
。

1.3.4　统计方法　使用 SPSS11.5统计学软件对对

照组与 DNS组脑内化合物含量以及 SOD、 MDA的检

测结果进行方差分析 , 并进行 t检验 。

2　结果

2.1　
1
H-MRS检测

DNS组脑内额叶和颞叶海马区域 NAA/Cr较对照

组显著下降 , Cho/Cr和 Lac/Cr与对照组相比显著升

高(见表 1,图 1、图 2),差异均具有统计学意义 。

2.2　SOD、 MDA测定

与对照组相比 , DNS组血清中 SOD活性明显降

低 , MDA含量明显增加 ,差异有统计学意义(表 2)。
表 1　两组额叶和海马区各代谢产物峰高

与 Cr峰高比值 (x±s)

组别 部位 NAA/Cr Cho/Cr Lac/Cr

DNS组 额叶　 0.67±0.24＊ 1.89±0.21＊ 0.65±0.19＊

海马区 0.45±0.17＊ 0.88±0.23＊ 0.21±0.07＊

对照组 额叶　 2.48±0.31 1.02±0.10 0.12±0.11

海马区 1.97±0.27 0.13±0.08 0.04±0.02

　　注:与对照组相比 , ＊P<0.05。

表 2　两组血清 SOD活性和 MDA水平比较 (x±s)

组别 SOD(U/ml) MDA(nmol/ml)

DNS组 68.62±7.24＊ 4.89±1.02＊

对照组 93.45±8.17 2.34±0.62

　　注:与对照组相比 , ＊P<0.05。

2.3　病理学 HE染色结果

对照组海马 CA1区细胞数及细胞形态正常;

DNS组海马 CA1区细胞出现变性 、坏死 , 细胞数明

显减少 (图 3、 图 4)。
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3　讨论

自由基广泛存在于生物体内 , 主要有羟自由基

(OH
-
)、 过氧化氢 (H2O2)、 氧化自由基 (超氧阴

离子 , O
-
·
2 )等 。自由基具有很高的化学活性 , 可快

速攻击其它化合物的分子并产生新的自由基 , 新的自

由基又可进一步攻击另外的化合物 , 产生更多的自由

基 。这种反应称为自由基连锁反应
[ 6]
。正常状态下

机体自由基产生与消除处于动态平衡。 SOD是一种

金属蛋白酶 , 带负电荷 , 可以催化超氧化物自由基歧

化 , 有效地清除氧自由基 , 发挥抗氧化作用 , 保护细

胞免受损伤 , 对机体的氧化与抗氧化平衡起重要作

用 , 其活性高低可部分反映机体清除自由基的能力。

MDA是自由基引发的生物膜不饱和脂肪酸过氧化反

应的最终产物 , MDA含量的变化间接反映组织细胞

受氧自由基损伤的严重程度
[ 7]
,是目前公认的能够反

映氧自由基造成组织损伤程度的指标
[ 8]
。中枢神经

系统易受氧自由基损伤 ,其主要原因为神经元和神经

胶质细胞膜脂质中含有丰富的易受氧自由基攻击的胆

固醇和多聚不饱和脂肪酸 ,而且神经元内含有大量溶

酶体 ,其脂性膜也易受氧自由基损害 。本研究提示

DNS组的脑组织中 SOD活性明显下降 , MDA含量显

著增加 ,可能与急性 CO中毒时 ,氧自由基大量增加 ,

抗氧化系统负荷过重 , SOD被过度消耗 ,超氧自由基

消除剂 SOD活力迅速下降等因素有关。

NAA是正常神经元的标志 ,仅见于神经组织 ,存在

于神经元胞体及其轴索中 ,它的高低反映了神经元数量

和活性的变化
[ 9]
。Cho主要为自由胆碱 ,是细胞膜反转

的标志物 ,反映细胞膜的稳定性 ,其峰值的高低是由膜

磷脂中的胆碱浓度决定的 ,通常与细胞膜的合成和分解

代谢有关 , Cho升高是神经细胞膜损伤 、脱髓鞘的标

记
[ 10]
。本研究中 DNS家兔脑内额叶 、颞叶海马区域

NAA/Cr较正常对照组显著下降 , Cho/Cr及 Lac/Cr显

著升高。说明急性 CO中毒时 ,脑组织缺氧 ,以无氧酵

解为主 ,产生大量乳酸;同时由于缺氧使氧自由基的产

生增加 ,广泛攻击易损区的富含不饱和脂肪酸双链的生

物膜结构 ,引发脂质过氧化 “瀑布状”连锁反应 ,导致膜

结构和功能的破坏 ,诱导神经元凋亡 ,神经元数量减少

及活性降低 ,脑组织中残存的神经元合成胆碱的功能代

偿性增加
[ 11]
,进而导致 Cho升高。

本研究表明 , 自由基参与了 DNS的发病过程 ,

可能通过损伤膜结构和功能等引起脑内 NAA、 Cho、

Lac的含量变化 。因此 , 临床上如能早期应用
1
H-MRS和检测血清中 SOD、 MDA水平 , 将有助于早

期诊断 DNS, 对指导治疗和判断预后有重要意义。
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