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　　摘要:目的　观察自由基清除剂依达拉奉对急性一氧化碳中毒性脑病大鼠空间记忆及海马 CA1区神经元凋亡的
影响。方法　雄性 SD大鼠 40只 , 随机均分为正常组 、 急性一氧化碳中毒性脑病 (TE-ACMP)组 、 生理盐水组 、 依

达拉奉组 4组。采用 Morris水迷宫检测 4组 SD大鼠的空间记忆 , 以平均逃避潜伏期衡量空间记忆能力;TUNEL法检

测神经元海马 CA1区神经元凋亡情况。结果　ACMP组较正常组大鼠平均逃避潜伏期明显延长 (P<0.05), 而依达

拉奉组大鼠平均逃避潜伏期较 TE-ACMP组和生理盐水组均显著缩短 (P<0.05)。与正常组相比 , TE-ACMP组海马

CA1区凋亡指数明显升高 (P<0.01)。与 TE-ACMP组 、 生理盐水组相比 , 依达拉奉组海马 CA1区凋亡指数明显降低

(P<0.01)。结论　依达拉奉可改善 TE-ACMP大鼠受损的空间记忆能力 , 抑制 TE-ACMP大鼠海马 CA1区神经元凋

亡 , 可用于临床防治一氧化碳中毒性脑病。
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Effectsofedaravoneonspatialmemoryandhippocampusapoptosisofrats

withtoxicencephalopathyafteracutecarbonmonoxidepoisoning
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(DepartmentofNeurology, The105thHospitalofPLA, ClinicalCollege, AnhuiMedicalUniversity, Hefei230031, China)

Abstract:ObjectivesToexploretheeffectofedaravoneonthespatialmemoryandtheapoptosisofhippocampalCA1 area

inratswithtoxicencephalopathyafteracutecarbonmonoxidepoisoning(TE-ACMP).MethodsFortymaleSDratswereran-

domlydividedintofourgroups, i.e.controlgroup, TE-ACMPgroup, normalsalinegroupandedaravonegroup.Thespatial

memorywasexaminedbyMorriswatermazetest, apoptosiswasmeasuredbyTUNELmethod.ResultsTheaveragelatencyof

MorriswatermazetestinTE-ACMPgroupwassignificantlylongerthanthatincontrolgroup(P<0.05), theaveragelatencyin

edaravonegroupwassignificantlyshorterthanthatbothinsalinegrouporinTE-ACMPgroup(P<0.05).Meanwhile, theap-

optosisindexinTE-ACMPgroupwassignificantlyhigherthanthatincontrolgroup(P<0.01), whereas, theapoptosisindex

inedaravonegroupwassignificantlylowerthanthatinsalinegroup(P<0.01).ConclusionsEdaravonemightamelioratethe

damagedspatialmemoryandapoptosisinhippocampusareaofTE-ACMPrats, suggestingitishelpfulfortheclinicalmanage-

mentofacuteCOpoisoning.
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　　一氧化碳中毒性脑病 (toxicencephalopoathyafter

acutecarbonmonoxidepoisoning, ACMP)是指急性一

氧化碳中毒患者中毒后发生脑缺氧性改变 。在人体各

器官中 , 脑对缺氧最敏感 , 会发生一系列病理性损

害 , 出现以认知 、学习和记忆功能障碍等为主的神经

精神症状 , 目前该病的发生机制尚不完全明了 , 一旦

发病 , 治疗时间长 , 预后差 , 给患者家庭及社会带来

沉重负担
[ 1, 2]
。

依达拉奉是近年用于临床的新型自由基清除剂 ,

其主要作用靶位是直接清除一氧化氮 、羟自由基及抗

氧化活性作用。我们前期的研究表明自由基参与了一

氧化碳中毒性脑病的发生
[ 3]
, 推测依达拉奉可能通

过其作用靶位 , 具有防治 TE-ACMP的作用 。

目前有关依达拉奉治疗 TE-ACMP未见系统报

道 , 本研究采用 Morris水迷宫观察 TE-ACMP大鼠空

间记忆能力改变 , 并且采用组织病理了解海马 CA1

区神经元凋亡情况 , 评价依达拉奉对上述指标的治疗

效果 , 进一步阐述自由基在 TE-ACMP可能机制 , 为

临床防治 TE-ACMP进行有益的探索 。

1　材料与方法
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1.1　实验仪器与试剂

Morris水迷宫视频分析系统 (中国医学科学院药

物研究所研制 ), 纯品 CO气体 〔 (体积分数为

99.9%)南京特种气体有限公司 〕, 依达拉奉注射液

(昆明积大制药有限公司), TUNEL细胞凋亡原位检

测试剂盒 (德国 Roche公司), 80i正置显微镜 (日

本 Nikon), 捷达 801D形态学图像分析系统软件 (江

苏捷达科技发展公司)

1.2　动物饲养与筛选分组

实验动物采用健康雄性 SD大鼠 , 3月龄 , 体重

350 ～ 400g, 均由安微医科大学实验动物中心提供并

饲养 , 商品化干块状饲料饲养 , 室内温度保持在 22

～ 24℃, 自由饮水。适应性饲养 1周后 , 借助于

Morris水迷宫设备对 SD大鼠进行淘汰筛选 (淘汰不

能胜任水迷宫实验的大鼠 , 以免造成假阳性结果),

试验前 3 d将入选实验动物用苦味酸染色 , 进行随机

分组 , 分为正常组 (不染毒也不接受治疗 , 10只)、

TE-ACMP组 (染毒制备 TE-ACMP动物模型 , 但不接

受治疗 , 10只)、生理盐水组 (染毒制备 TE-ACMP

动物模型 , 接受生理盐水治疗 , 10只)、依达拉奉组

(染毒制备 TE-ACMP动物模型 , 接受依达拉奉治疗 ,

10只)。

1.3　CO中毒模型制备

除正常组外 , 其余各组 SD大鼠通过腹腔注射

(peritonealinjection, ip)纯品 CO气体制备急性 CO

中毒性脑病动物模型 。本实验于首次注射 CO100ml/

kg, ip后 , 连续 3次按首次剂量的半量 (50 ml/kg)

作追加注射 , 间隔为 4 h。尾尖静脉采血动态监测染

毒大鼠血碳氧血红蛋白 (carboxyhemoglobin, Hb-

CO), 以血中 HbCO浓度维持在 50%以上为中毒指

标 , 并观察其症状及体征变化 , 并且选取的每组大鼠

模型均行脑病理切片 , 病理学结果显示 , 大鼠除急性

CO中毒造成的直接脑损害外 , 尚可见继发性脑损伤

改变
[ 4, 5]
。

1.4　方法

ACMP模型制备 2周 , 给予依达拉奉 (3mg/kg)

治疗 14 d, 然后对各组 SD大鼠利用 Morris水迷宫设

备进行学习记忆的行为学检测 , 最后对实验大鼠麻醉

后经灌注固定 , 断头取脑后 , 行 HE染色及 TUNEL

法检测凋亡细胞 。

1.4.1　大鼠空间记忆能力的测定　大鼠空间学习记

忆能力测试采用中国医学科学院药物研究所研制的大

鼠 Morris水迷宫装置 。该装置由圆形水池 、自动摄像

机及电脑分析系统组成。内壁黑色的不锈钢圆柱形储

水池 (d=100 cm, h=50 cm), 内置一个高度可调

位置可移动的黑色圆台 , 圆台顶部直径为 10 cm, 在

水池上缘等距离设置东南西北 4个标记点 , 依据 4个

入水点在水面和水桶底部的投影点 , 将水面和水池均

分为 4个象限 , 站台设置于第Ⅳ象限中间。实验时 ,

使水深淹没圆台顶部 2cm, 调节水温至 24 ～ 26℃之

间 , 保持水温基本恒定。整个实验周期中室内物品摆

设和实验人员站立位置相对固定 , 并严格控制噪声干

扰 , 调节光线。测试包括可见平台试验 、 定位导航试

验和空间探索试验。实验时从除站台外的 3个象限随

机选择一个入水点 , 将大鼠面向池壁放入水中 , 每一

次入水位置是假性随机的 。可见平台试验 , 要求平台

高出水面大约 1.0 cm, 贴附于平台顶的是一黑白条

纹相间的小旗。用于确定急性一氧化碳中毒引起的大

鼠定位航行损害不是由动机和感觉运动受累造成 , 同

时检测大鼠的视敏度及游泳能力 , 在定位航行试验之

前进行可以提供动物水中有供逃生平台的信息 , 加快

定位导航任务的进度 , 并且用于动物的筛选。定位导

航试验测量学习和记忆能力 , 共进行 5 d, 主要检测

指标为平均逃避潜伏期 (大鼠由入水至爬上平台所

需时间)。空间探索试验检测空间位置记忆能力 , 在

定位航行试验结束后进行 , 主要检测指标为穿越平台

次数等 。数据采集及图像分析均由图像自动监视和处

理系统完成
[ 6]
。

1.4.2　标本的制作 (取材 、 切片)　大鼠 10%水

合氯醛 (350mg/kg)腹腔麻醉 , 经心脏灌注生理盐

水 50ml, 再用含 2%多聚甲醛 、 1%戊二醛的混合液

100 ～ 250ml灌注固定 , 时间不超过 6 min, 1 h后取

脑 , 每个标本放入 4%多聚甲醛 PBS溶液中固定 4 ～ 6

h, 沿矢状位切成小块 , 在 30%蔗糖溶液中脱水 12 h

后包理于石蜡中 。

1.4.3　大鼠海马细胞凋亡　在细胞凋亡过程中 , 染

色体 DNA双链断裂或单链断裂而产生大量的粘性 3-

OH末端 , 可在脱氧核糖核苷酸末端转移酶 (TdT)

的作用下 , 将脱氧核糖核苷酸和荧光素 、 过氧化物

酶 、碱性磷酸酶或生物素形成的衍生物标记到 DNA

的 3-末端 , 从而可进行凋亡细胞的检测 , 这类方法

称为 TdT介导的 dUTP缺口末端标记技术 (terminal-

deoxynucleotidyltransferasemediatednickendlabeling,

TUNEL)。对常规石蜡包埋组织样本使用 TUNEL细

胞凋亡原位检测试剂盒来检测细胞在凋亡过程中细胞

核 DNA的断裂情况 , 在光学显微镜下观察 、 拍照。

高倍视野下 (400 ×)每张 TUNEL阳性切片选取 5

个阳性细胞数 (细胞核中有棕黄色颗粒者)最多的
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计算凋亡指数。海马神经元细胞凋亡指数 =凋亡细胞

核数 /总细胞核数 。

1.5　统计学处理

应用 SPSS13.0统计软件进行统计分析 , 实验结

果均采用单因素方差分析 , 数据以 (x±s)表示 , 结

果以 P<0.05为有统计学意义 。

2　结果

2.1　自由基清除剂对大鼠空间记忆能力的影响

由表 1可知 , 与正常组相比 , TE-ACMP组大鼠

平均逃避潜伏期明显延长 , 提示大鼠空间记忆能力受

损 (P<0.05)。与 TE-ACMP组 、 生理盐水组相比 ,

依达拉奉组大鼠平均逃避潜伏期明显缩短 (P<

0.05), 依达拉奉治疗可以改善 TE-ACMP大鼠空间

记忆能力。
表 1　各组 SD大鼠水迷宫定位导航监测指标

(平均逃避潜伏期) s

天数 正常组　　 TE-ACMP组　 生理盐水组　 依达拉奉组　

第 2天 23.37±11.08■■ 41.95±15.27 43.74±16.79＊ 28.71±13.70

第 3天 19.43±9.71■ 37.63±17.16＊ 38.36±17.69＊ 23.06±12.31

第 4天 15.43±7.20■■ 38.70±20.77＊ 35.89±15.37＊ 19.95±9.19

第 5天 12.59±5.82■■ 33.81±15.58＊＊ 36.29±13.74＊＊ 16.81±8.50

第 6天 13.16±6.13■■ 34.40±14.36＊＊ 32.79±15.95＊ 15.21±7.49

注:与 TE-ACMP组比较■P<0.05, ■■P<0.01;与依达拉奉组比较＊P

<0.05, ＊＊P<0.01。

2.2　自由基清除剂对大鼠海马 CA1区细胞凋亡的

影响

TUNEL染色阳性物质定位于细胞核 , 强阳性染

色被认为是凋亡 。胞核呈蓝黑色且体积小 , 核膜下染

色质聚集 , 细胞核固缩有的呈碎片状 , 不规则 , 大小

不一致 , 呈棕黄色颗粒者为阳性细胞 (见图 1)。由

于正常的或正在增殖的细胞几乎没有 DNA的断裂 ,

因而没有 3-OH形成 , 很少能够被染色 , 所以正常组

细胞凋亡不明显 , 而依达拉奉组可见少量凋亡细胞 ,

TE-ACMP组 、 生理盐水组可见明显细胞凋亡 。由表

2可知 , 与正常组相比 , TE-ACMP组海马 CA1区凋

亡指数明显升高 (P<0.01)。与 TE-ACMP组 、生理

盐水组相比 , 依达拉奉组海马 CA1区凋亡指数明显

降低 (P<0.01)。
表 2　各组 SD大鼠海马 CA1区凋亡指数 %

组别 例数 凋亡指数

正常组 10 1.75±0.89

TE-ACMP组 10 27.58±7.51■■

生理盐水组 10 25.96±8.51

依达拉奉组 10 11.38±4.19＊＊

注:与正常组比较 , ■■P<0.01;与 TE-ACMP组 、 生理盐水组

比较 , ＊＊P<0.01。

A:正常组 , B:依达拉奉组 , C:TE-ACMP组 , D:生理盐水组

图 1　光学显微镜下各组大鼠海马 CA1区凋亡染色 (400×)

3　讨论

经典的 Morris水迷宫所检测的是大鼠在多次的训

练中 , 学会寻找固定位置的隐蔽平台 , 形成稳定的空

间位置认知能力
[ 6]
。与过去的跳台 、 避暗等检测工

具相比 , Morris水迷宫主要优点在于能够系统全面地

考察实验动物空间认知加工的过程 , 客观反映其认知

水平;同时能够将实验动物的学习记忆障碍和感觉 、

运动缺陷等分离开来 , 并且对动物的伤害性刺激作用

较小 , 减少了对学习记忆过程检测的干扰
[ 7]
。所以 ,

我们选取 Morris水迷宫对实验大鼠进行淘汰筛选 , 并

在建模前及治疗后进行实验大鼠学习记忆检测 。

自由基是具有未配对电子的原子 、 原子团或分

子 , 由氧分子衍生的自由基称氧自由基。在人体中氧

自由基是最多的 , 正常人体内存在清除氧自由基的防

御系统 , 使体内自由基的产生和消除处于动态平衡状

态 , 故不会发生自由基连锁反应和组织损伤。然而机

体清除氧自由基的能力是有限的 , 当氧自由基产生过

多而超过人体清除能力时 , 就会造成组织损伤 。缺血

缺氧时机体通过酶系统与非酶系统产生氧自由基并使

氧自由基的生成增加 。SOD作为清除超氧阴离子的

重要的抗氧化酶 , 体内变化间接反映了清除自由基的

能力变化 , MDA是脂质过氧化损伤的代谢产物 , 可

间接反映体内自由基堆积过多引起的脂质过氧化反应

的强弱
[ 8]
, 超氧化物歧化酶 (SOD)和丙二醛

(MDA)是反映自由基代谢的重要指标。我们前期的

相关研究已表明急性一氧化碳中毒性脑病组血清中

SOD活性明显下降 , MDA含量显著增加 , 自由基可

能通过损伤膜结构和功能等引起脑内 NAA、 Cho、

Lac的含量变化
[ 3]
。本研究表明依达拉奉能改善 TE-

ACMP大鼠受损的空间记忆能力 , 可能与依达拉奉具
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有清除自由基 、 抗细胞凋亡和神经保护作用有关
[ 9]
。

我们推测依达拉奉可能通过清除自由基 , 改善 TE-

ACMP损伤的膜结构和功能 , 从而改善 TE-ACMP大

鼠受损的空间记忆能力。

凋亡 (apoptosis)又称为程序性细胞死亡 (pro-

grammedcelldeath, PCD), 是多细胞有机体为调控机

体发育 , 维护内环境稳定 , 由基因程序化调控的细胞

主动死亡过程 , 与细胞坏死构成了细胞死亡的两种形

式
[ 10]
。我们的研究表明 , TE-ACMP导致海马区 CA1

细胞凋亡过度发生 , 自由基清除剂依达拉奉可抑制海

马区 CA1细胞凋亡过度发生 。 TE-ACMP后发生大量

细胞凋亡的机制尚不清楚 , 根据我们的研究推测 ,

CO中毒后自由基大量生成 , 作用于神经细胞 , 启动

了凋亡调控基因 , 从而引起了额叶皮质 、 海马 、基底

节等部位神经细胞凋亡 , 导致了 TE-ACMP发生 。

本研究表明 , TE-ACMP导致海马区 CA1细胞凋

亡过度发生 , TE-ACMP大鼠的空间记忆能力受损 ,

依达拉奉抑制海马区 CA1细胞凋亡过度发生 , 改善

TE-ACMP大鼠受损的空间记忆能力 。因此临床上自

由基清除剂可作为防治 TE-ACMP的手段之一。
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·短篇报道·
急性百草枯中毒并发横纹肌溶解症 1例报告

高琳

(沈阳市第九人民医院 , 辽宁 沈阳　110024)

百草枯现被广泛用作除草剂 , 属高毒类 , 具有多系统毒

性 [ 1] 。我院近期收治 1例口服百草枯中毒并发横纹肌溶解症

患者 , 病例少见 , 现报告如下。

1　病历资料

患者 , 女 , 41岁 , 既往健康。 2010年 11月 28日 4时许

自服 20%百草枯约 10ml, 之后反复恶心 、 呕吐 、 腹泻 , 并自

行催吐 , 反复蹲位呕吐的时间 1 ～ 2 h, 因呕吐不缓解 , 周身

乏力于 18时来我院就诊 , 急诊予洗胃 、 导泻 、 利尿 、 保护胃

肠黏膜 , 应用大剂量糖皮质激素后收入病房。入院时自诉乏

力 、 双下肢疼痛 , 无尿 , 无呼吸困难。查体:T36.5℃, P88

次 /min, R26次 /min, BP148/90 mmHg, 意识清 , 精神不

振 , 咽充血 , 双肺未闻及啰音 , 心率 88次 /min, 律齐 , 腹平

软 , 无压痛 , 双小腿肿胀 , 压痛阳性 , 触诊质韧 , 局部皮温 、

颜色正常 , 无肢体畸形及活动度异常。辅助检查:肺 CT示右

肺中叶见淡片影 , 纵隔未见异常;心电图示窦律 , 心率 88次

/min, 无明显 ST-T改变。实验室检查:血白细胞 21.9 ×

109 /L;血肌酸激酶 1 699 U/L, 肌酸激酶同工酶 50 U/L, 肌

钙蛋白阴性;血尿素氮 9.82 mmol/L, 肌酐 199μmol/L;尿肌

红蛋白 阳性;动 脉血 气 分析 pH7.31, PO2 109 mm Hg,

HCO-3 10.1 mmol/L。

初步诊断:急性百草枯中毒 、 急性肾功能衰竭 、 代谢性

酸中毒 、 横纹肌溶解症 , 给予反复血液灌流联合血液透析 ,

大剂量糖皮质激素 , 抗氧自由基 , 纠酸利尿 , 保护胃肠黏膜 ,

保护肝肾功能 , 防治感染等治疗。

患者持续无尿 , 双小腿后肌群肿胀逐渐加剧 , 但足背动

脉搏动尚存在。 第 2天实验室检查 , 血丙氨酸氨基转移酶 、

天冬氨酸氨基转移酶 、 尿素氮 、 肌酐 、 肌酸激酶进一步明显

增高;第 3天 , 患者开始出现呼吸困难 , 动脉血气提示低氧

血症 , 并进行性加重 , 经抢救无效于 30日下午临床死亡。

2　讨论

20%百草枯对成人的致死量是 10 ～ 20 ml, 在胃肠道吸收

迅速 , 并分布于肺 、 肾 、 肝 、 肌肉 , 通过产生自由基等形成

多机制的细胞损害 [ 2] , 可出现 ARDS、 肺纤维化 、 中毒性肝

炎 、 急性肾功能衰竭 、 中毒性心肌炎等 , 但合并横纹肌溶解

症者未见报道。本例患者较长时间蹲位呕吐应该是一定的影

响因素 , 但分析患者小腿肿胀非常严重 , 百草枯应起到决定

性作用。希望通过此例报告 , 医务人员在今后的临床工作中

能给予百草枯中毒患者更全面的临床观察和相应的积极治疗。
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