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雌激素对急性一氧化碳中毒迟发性脑病的研究∗
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　　[摘要]　目的:研究雌激素干预对急性一氧化碳(CO)中毒迟发性脑病(DNS)的防治作用,探索有效的临床

治疗手段。方法:选择成年 Wistar雌性大鼠。腹腔注入CO(150ml/kg)建立CO中毒DNS模型。存活大鼠随机

分为对照组和雌激素组。中毒2~6周后水迷宫试验评估动物的智力状态,苏木精-伊红染色观察脑组织病理改

变,TUNEL法检测脑组织细胞凋亡。结果:实验动物腹腔注入CO后出现智力下降,脑组织细胞凋亡明显,符合

DNS表现。雌激素干预可显著改善模型动物智力,减轻脑组织病理损害,降低细胞凋亡率。雌激素主要通过抑

制凋亡相关信号通道Bcl-2来实现对神经的保护作用。结论:早期雌激素干预可有效降低CO中毒 DNS发病率,
显著减轻CO中毒 DNS损害程度。
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　　Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectofestrogeninterventionondelayedneuropsychologicsequelae
(DNS)inacutecarbonmonoxide(CO)poisoning.Method:AdultWistarratswereselectedandwereinfusedCO
(150ml/kg)byintraperitonealinjectiontobuildDNSmodel.Theratswereradomlygrouped.GroupofEstrogen
(5μg/kg)wereinjectedEstrogen(5μg/kg)with30minafterpoisoning.Morrismazetestwasadoptedtoevaluate
theintelligenceofrats.TheapoptosisratesinbrainwasdetectedbyTUNELstaining.Theexpressionlevelsof
Bcl,ERK1/2andP38proteinweredeterminedwithwesternblotanalysis.Result:AfterCOinfusing,poisoningrats
showedintelligencedecline,leukoencedemyeliationandapoptosisincreasing,whichcoincidedtoDNS.Afterearly
estrogenintervention,theintelligence,leukoencedemyeliation,brainlesionandapoptosisrateswereameliorated
significantly.WesternblotshowedtheproteinexpressionofBclsignificantlyincreased,whilelevelofERK1/2and
P38hadnosignicantlydifference.Conclusion:EarlyEstrogeninterventioncaneffectivelydecreasetheratesandal-
leviatethedamageofDNSoccurafteracuteCOpoisoning.Itseffectsmaybeduetostimulatingearlyexpressionof
bcl-2andERKandinhibitededP38protein.
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　　一氧化碳(CO)是一种无色、无味的非刺激性
气体。煤气管道泄漏和各种可燃物的不完全燃烧,
如燃气热水器,木炭、煤或液化气炉不合理使用等,
均可造成急性CO中毒〔1〕,在我国 CO 中毒年发病
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率为136/20万〔2〕。急性CO 中毒的患者即使接收

正规的治疗,也可能在中毒后3d~4周出现一系列

神经-精神障碍,称之为迟发性脑病(delayedneuro-
psychologicsequelae,DNS)。其发病率占全部病

例的14%~40%。轻者可遗留轻度认知或精神障

碍,严重者甚至完全痴呆,丧失完全劳动力〔3〕。目

前普遍采用的高压氧治疗缺乏循证学证据〔4〕。实

验及临床资料均证实了雌激素强大的神经保护功

能。本研究拟通过观察雌激素对急性 CO 中毒动

物行为学和神经细胞凋亡的影响,探讨雌激素的作

用机制。
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1　材料与方法

1.1　材料

雄性清洁级 Wistar大鼠,由湖北医药学院实

验动物中心供应,体重240~280g,自由食水,实验

前1天禁食。CO 和氙气纯品气体(99.95%)购自

佛山市科的气体化工有限公司公司;TUNEL细胞

凋亡检测试剂盒由北京中彬金桥生物技术公司提

供;Morris水迷宫,由中国中医研究院研制;分光光

度计为CE2041(英国);石蜡切片机为Lecia(德国)
荧光显微镜为 NikonEL2000(日本);电子照相系

统为NikonCoolpix995(日本);其余试剂均为市售

分析纯产品。
1.2　方法

1.2.1　实验方法　实验大鼠购入后,参考王耀宏

等〔5〕 方 法 制 备 大 鼠 急 性 CO 中 毒 模 型。
按150ml/kg腹腔注射 CO 纯品气体。观察染毒

后大鼠的症状及体征。成功染毒30min后,将存

活的60只大鼠随机分为雌性大鼠、去势雌性大鼠

雌激素干预组(5μg/kg)和去势雌性大鼠对照组

(生理盐水)。各组的大鼠数量分别为20只。
1.2.2　碳氧血红蛋白(HbCO)监测　分别于中毒

后15min~4h,断尾取血,采用尾尖采血改良双波

长 HbCO定量法监测各组大鼠血 HbCO浓度。取

大鼠尾血0.1ml加0.4mol/L氢氧化铵20ml,混
匀,加 20 mg 低 亚 硫 酸 钠 混 匀。10 min 内

于535nm 及578nm 波长下测定其吸光度,按照

下列公式计算 HbCO 含量(%):HbCO(%)=(2.
44×A535/A578-2.68)×100%。
1.2.3　行为学检测　大鼠行 Morris水迷宫定向航

行实验。所用水迷宫为直径 120cm,高度50cm
的圆形水池,水面高度30cm,水温(25±1)℃。圆

形平台(直径9cm,高29cm)位于某象限中。燃毒

前1周每隔1d进行进行3次定向航行试验:每日

将大鼠分从3个象限(非平台所在象限)之一靠池

壁放入水中,60s内大鼠从入水到爬上站台(设
置于 m 象限),所需时间即逃避潜伏期。大鼠朝向

墙面入水,如果120s中未能找到平台,则引导至平

台,停留30s。水迷宫上方的摄像头同步记录大鼠

运动轨迹,软件分析运动情况。连续4d,每次实验

结束,立即擦干并吹干毛发,放回笼中。
1.2.4　病理学检查　颈椎脱臼处死大鼠,迅速冰

面上取出脑部前额皮质及海马部分,4μm 冠状切

片。常规制备石蜡切片采用苏木素-伊红染色观察

脑组织结构及神经细胞形态;采用Luxol氏坚牢蓝

焦油紫(LFB)染色观察脑白质髓鞘结构及神经细

胞形态。采用 Tunnel原位标记 DNA 片段法检测

神经细胞凋亡情况。部分脑组织3μm 冷冻切片,
具体步骤按照罗氏公司提供说明书进行。细胞核

呈棕 黄 色 或 棕 褐 色 为 凋 亡 细 胞。在 高 倍 镜 下

(×400)进行观察,每只大鼠取1张切片,采用Im-
ageProPlus6.0图像分析系统计数凋亡细胞和总

细 胞,计 算 细 胞 凋 亡 指 数 (apoptosisindex,
AI),AI=凋亡细胞计数/总细胞计数×100%。
1.2.5　RT-PCR测定Bcl-2mRNA 表达　大鼠大

脑皮质神经元总RNA的提取按照上海华舜生物工

程有限公司提取试剂盒说明进行,mRNA 测定参

照大连宝生物试剂盒说明进行β-actin上游引物:5'-
GACCCAGATCATGTTTGAGAC-3',下游引

物5'-GCCAGGATAGAGCCACCAAT-3'长度

684bp,Bcl上 游 引 物 5'-GTG CGT GGA AAG
CGTAGA CA-3',下游引物5'-CAG CCA AGG
TGACCCATTAC-3',长度465bp。PCR产物以

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测,长波紫外灯下观测照

相,电泳结果以 QuantityOne(美国 Bio-Rad)图像

分析系统进行电泳条带吸光度(A)分析。
1.2.6　蛋白表达分析　对 Bcl-2,ERK1/2和 P38
采用 Western印迹法进行检测。各组随机选择3
只动物的双侧海马用于蛋白表达的检测。LA刺激

细胞0.5h后,提取胞浆蛋白,在10%SDS-PAGE
胶上分离蛋白质,再将分离的蛋白质转印到硝化纤

维素膜上,5%脱脂牛奶封闭1h,一抗于4℃过夜。
彻底 洗 涤 后,加 入 HRP 标 记 的 二 抗 于 4℃ 孵

育2h。ECL显色后,在 X 线下曝光。ERK 的激

活水平以磷酸化ERK(P-ERK)与总ERKS的比值

表示。每组实验重复3次。
加入蛋白裂解液和 PMSF分别裂解各组大鼠

脑组织,冰上裂解20min,测定蛋白浓度,加入上样

缓冲液,沸水变性5min。每孔加入40μg蛋白样

品电泳,用 PDVF 膜转膜,封闭后加一抗(P381
∶1000,P-P381∶1000,MMP-91∶300),4℃孵育

过夜,加入 HRP标记的二抗,37℃孵育1h,ECL
显影,GAPDH 作为内对照参数。

用 QuantityOne软件分析荧光条带平均光密

度值,p-p38/p38光密度值的积分 A 值为p-p38的

表达水平用 QuantityOne软件分析荧光条带平均

光密度值,p-p38/p38光密度值的积分 A 值为 p-
p38的表达水平

1.3　统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行数据处理,计量

资料以■x±s表示,多组间均数比较采用方差分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　急性CO中毒大鼠模型建立

大鼠腹腔注射CO 后5~10min出现烦躁、撞
笼,15min后陆续出现少动、四肢瘫软、抽搐、昏迷,
黏膜及肢端皮肤呈樱桃红色,部分发生角弓反张。
约1/3大鼠在中毒30min内死亡。尸检发现内脏
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重度充血伴散在出血点,脑组织充血水肿严重。海

马区锥体细胞层变薄,细胞稀疏,大量锥体细胞萎

缩变性。大鼠中毒后符合急性CO中毒表现。
2.2　HbCO监测

大鼠 注 射 CO 后 血 中 HbCO 水 平 迅 速 升

高,15min达到高峰70%左右,4h后逐渐下降至

50%,体内CO半衰期约5~6h,8h后逐渐恢复至

染毒前水平。
2.3　行为学检测

经水迷宫试验检测,对照组中巡游轨迹以圆周

式和随机式为主。正常雌性大鼠组和雌激素干预

组中,大多数大鼠巡游轨迹仍然以直线式或趋向式

为主,正常雌性大鼠组和雌激素干预组潜伏期显著

低于对照组(图1)(方差分析F=1586,P=0.00)。

图1　对照组与正常雌性大鼠组及雌激素组的潜伏期比较

2.4　细胞凋亡检测

经 TUNEL染色,凋亡细胞核呈现深棕色,正
常细胞核呈浅蓝色。对照组组织形态紊乱,并可观

察到较多凋亡细胞(见图2)。雌激素干预组中,可
观察到部分凋亡细胞,但凋 亡 率 仍 然 显 著 低 于

对照组。

2.5　RT-PCR测定 Bcl-2mRNA 表达及 Western
blot显示

雌激素及正常大鼠组的 Bcl-2mRNA 表达水

平较对照组明显增强,差异有统计学意义(方差分

析F=1586,P=0.00)。如图3所示 Westernblot
结果提示雌激素组及正常大鼠组 Bcl蛋白显著高

表达(方差分析F=196.8,P=0.00)。
2.6　Westernblot检测ERK1/2及P38

与对照组比较,雌激素组及 ERK 激活水平增

加,但差异无统计学意义(方差分析F=1.012,P=
0.37),而P38雌激素组P38表达水平变化不大,差
异无统计学意义(方差分析F=0.171,P=0.84)
(见图4)。
3　讨论

实验中大鼠虽然给予高压氧及其他综合治疗,
但仍不可避免地发生迟发性脑病,且与 CO 中毒严

重程度及血中碳氧血红蛋白数量的高低也无明确

相关。一般认为,缺氧是 CO 中毒的主要发病机

制。然而,组织缺氧并不能解释 DNS的发生〔6〕。
因为组织缺氧的重要指标:动脉血一氧化碳血红蛋

白(HbCO)的浓度与 DNS的严重程度不存在相关

性,也不能根据 HbCO 浓度预测是否发生 DNS。
Thom 等认为各种自由基的大量生成促使内皮细

胞和血小板释放一氧化氮,其进一步使线粒体酶失

活,导致脑组织发生脂质过氧化,引起脱髓鞘等病

理改变,DNS是发生的主要原因。然而上述学说不

能解释为何 DNS发生于中毒后3d~4周,且仅发

生于部分患者。无法解释 CO 暴露程度与 DNS是

否发生及严重程度不相关,为何临床及生化指标对

该病预测价值有限等。目前 CO 中毒迟发型脑病

的治疗缺乏确切手段,寻找潜在可行疗法仍是迫切

需要解决的问题。
　　本研究提示:①雌激素具备神经保护功能,对

图2　a:对照组与正常雌性大鼠组及雌激素组的凋亡细胞;b:正常雌性大鼠,雌激素组与对照组凋亡TUNEL染色比较
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图3　正常雌性大鼠,雌激素组与对照组Bcl-2mRNA表达及 Westernblot比较

图4　正常雌性大鼠,雌激素组与对照组ERK1/2及P38比较

CO中毒迟发型脑病具备改善作用;②正常雌性大

鼠及雌激素干预大鼠的 BclmRNA 转录及 Bcl蛋

白表达显著增加;③雌激素主要通过上调Bcl蛋白

发 挥 神 经 保 护 作 用,改 善 认 知 功 能;④ 尽

管ERK1/2及P38是凋亡的重要信号通道,但本研

究并无证据证实参与雌激素抑制神经细胞凋亡作

用。
雌激素对神经系统的保护作用被广泛关注,并

成为研究热点〔7〕。但其具体机制仍存在争议,有待

进一步阐明〔8〕。尽管雌激素具有血管活性,可改善

脑循环,但许多研究表明,和内源性雌激素不同,雌

激素干预组的皮质血流并无显著改善,血管因素并

非神经保护的关键机理〔9〕。根据目前的文献报道,
雌激素的作用机理主要在于上调 Bcl的表达。笔

者对多种通道进行研究,表明Bcl仍然是雌激素改

善CO中毒性脑病认知功能的重要机理,而非ERK
和P38。

雌二醇(E2)可以防止缺氧诱导的细胞凋亡,保
护内皮细胞的结构和功能。尽管传统的观点认为,
雌激素作为一种核转录因子,通过调节基因的转录

进而启动与生理效应有关蛋白质合成而发挥作

用〔7〕,但是也已经发现在细胞质膜中存在可以被信
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号识别的雌激素受体,而其 所 起 的 作 用 尚 不 明

确〔10〕。通过实验证实,来自膜的E2受体有助于保

护内皮细胞的结构和功能〔7〕。由于雌激素具有对

缺氧缺血再灌注的保护作用,因而可能改善 CO 中

毒 和 迟 发 性 脑 病 的 预 后,是 CO 中 毒 的 候

选药物〔11〕。
水迷宫实验是判断大鼠学习和记忆能力的重

要指标。然而水迷宫实验受动物个体差异影响较

大。因此本实验首先对动物进行训练和筛选,淘汰

学习记忆能力较差的动物,最大程度提高结果的可

靠性。研究表明大鼠染毒后出现智力下降,符合

DNS表现。
细胞凋亡也可能是CO中毒 DNS重要的病理

基础之一〔12〕。研究表染毒3d后,大鼠脑内开始出

现细胞凋亡,7~14d为高峰,至少持续21d。除神

经细胞外,血管内皮细胞也发生明确而严重的凋

亡〔12〕。本研究同样观察到染毒大鼠脑组织内细胞

凋亡明显。
本研究提示雌激素发挥抗凋亡作用主要可以

通过Bcl-2途径抑制凋亡。Bcl-2基因(即B细胞淋

巴瘤/白血病-2基因)是一种原癌基因,它具有抑制

凋亡的作用〔13〕,近年来的一些研究已开始揭示这一

作用的机制。实验表明,Bcl-2可增强细胞对大多

数DNA 损伤因子的抵抗性,抑制大多数化疗药物

所引起的靶细胞凋亡,但其本身并不能抑制这些因

素对细胞的损伤〔14〕;同样地,它也不能促进 DNA
修复〔15〕。本研究中,无论Bcl-2转录及蛋白表达均

显著增加,高度支持雌激素通过 Bcl-2途径发挥抗

凋亡作用。
本研究未能证实雌激素通过 P38途径发挥抑

制凋亡效应。P38MAPK通路是 MAPK信号传导

途径中的重要成员〔16〕。在中枢神经损伤后 P38
MAPK表达发生改变,并且和多种因素相互作用

介导神经损伤〔17〕。有研究表明P38MAPK通路主

要通过抑制单胺合成和再摄取,以及促进血清素转

运子的合成减少血清素浓度发挥抗神经细胞凋亡

作用。
本研究表明雌激素并非通过 ERK1/2通路发

挥抗凋亡作用。尽管雌激素组pERK轻度增加,但
差异无统计学意义。细胞外信号调节激酶1/2(ex-
tracellular-signalregulatedkinase,ERK1/2)是广

泛存在于真核细胞内的一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶,属丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activatedpro-
teinkinase,MAPK)家族成员。从信号转导角度

看,活化后的ERK1/2作用于胞浆或胞核内的底物

蛋白,引起特定蛋白的表达或活化,调控细胞的增

殖、分化、凋亡等〔18〕。关于 ERK1/2信号通路与中

枢神经系统疾病关系的研究,目前集中在脑缺血领

域〔19〕,而在CO迟发性脑病方面尚处在起步阶段。

ERK1/2主要分布于脊髓和大脑。
本模型采用腹腔注射CO 法进行染毒,注射后

血中 HbCO可于15min 内迅速升至重度中毒水

平,大鼠出现严重 CO 中毒表现,血液携氧能力明

显降低,从而造成组织缺氧、脂质过氧化反应增强、
循环血中丙二醛含量迅速升高,中枢神经系统亦出

现明显病理学改变。采用腹腔注射途径染毒虽与

临床所见急性CO 中毒的CO 侵入途径不同,但中

毒机制相符。CO 吸入中毒模型具备的所有条件,
并无明显差异。此外,注射法还具有以下优点:操
作简便,毒剂量容易控制,影响因素少,便于及时监

控染毒动物血中 HbCO 水平,并可避免吸入染毒

可能出现的缺氧因素对实验结果的影响〔20〕。所需

CO量明显减少,对设备仪器条件亦无特殊要求。
实验表明大鼠接受 CO 注射后,呈现典型急性 CO
中毒变化,HbCO 监测进一步证实大鼠血液中 CO
含量与急性CO中毒一致。

本研究对于Bcl-2途径参与凋亡存在一定的局

限。由于限于技术手段没有采用信号通道抑制剂

及基因敲出技术进一步证明 Bcl-2途径,需要在将

来的研究中进一步明确。
本研究提示雌激素能够一定程度改善 CO 迟

发型脑病的神经功能,并可能通过一系列凋亡相关

信号通道发挥作用。
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表1　2组家兔2种测量方法所测得压强值

cmH2O

分组 新型水柱法 Whiteside法

第1组

　1 18 22
　2 17 16
　3 22 25
　4 23 19
　5 18 24
　6 20 16
　7 17 20
　8 21 19
第2组

　1 65 58
　2 60 55
　3 64 56
　4 60 66
　5 56 49
　6 59 67
　7 61 58
　8 55 48

产生的压强下降,骨筋膜室内的压强升高,当二者

压强相等时盐水柱的液面将保持不变,此时测得的

压强实际上是盐水进入骨筋膜室内后产生的压强,
比实际值要偏大,而且这种测量方法使得骨筋膜室

压强增大可能进一步加重病情,张强等〔6〕也指出了

苏伟这一方法的缺陷。
从测量所得的数据分析,本实验中无论是正常

家兔还是造模后的家兔,用新型水柱法测得左大腿

骨筋膜室压力与之配对的 Whiteside法测得右大腿

骨筋膜室压强比较,差异无统计学意义,因此可以

认为2种测量方法测定的结果相同,因此新型水柱

法可以替代传统的 Whiteside法来测量骨筋膜室内

压强。
综上所述,本文介绍的新型水柱法拥有操作简

便、计算简单、结果可靠等优点,在缺乏 Whiteside
法基本用具时,可做替代。
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