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内源性一氧化碳对感染性休克大鼠器官保护作用及机制研究 

索晓华 丁春华 谭家庆 黄新莉 凌 亦凌 张景坤 

【摘要】 目的 探讨内源性一氧化碳(C0)对感染性休克大鼠肺、肝组织的保护作用及其机制。方法 采 

用盲肠结扎穿孔术(CLP)复制感染性休克模型，按随机数字表法将 96只大鼠分为假手术对照组、CLP组、 

CLP+氯血红素(Hm)组和CLP+锌原卟啉(ZnPP)组。各组分别在制模后 2、4和6 h测定出入肺血中碳氧血 

红蛋白(COHb)水平；肺、肝组织及血液中丙二醛(MDA)含量及超氧化物歧化酶(SOD)活性；光镜下观察肺、 

肝组织形态学改变；免疫组化分析血红素加氧酶一1(HO一1)在肺、肝组织中的蛋白表达和分布。结果 与假 

手术对照组比较，CLP组大鼠不同时间点的出入肺血中 COHb水平以及肺、肝组织和全血中MDA含量均显 

著 增高 (P<0．05或 P<0．01)，SOD活性显著下降(P<0．05或 P<0．01)；光镜下肺 、肝组织损伤严重， 

HO一1蛋白表达增多。给予 Hm后不同时间点，出、入肺血中的COHb水平均较 CLP组进一步升高 ，肺、肝组 

织及全血中MDA含量均显著下降，SOD活性显著增高；光镜下肺、肝组织损伤明显缓解，HO一1蛋白表达进 
一 步增多。结论 感染性休克时内源性 CO产生增多可能对肺、肝组织发挥了保护作用。 

【关键词】 一氧化碳； 休克，感染性； 肺脏； 肝脏； 血红素加氧酶一1 
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【Abstract] Objective To study the protective effect of endogenous carbon monoxide(C0)on lung 

and liver during septic shock in rat and its mechanism．Methods Septic shock model was replicated by cecal 

ligation and puncture(CLP)．Ninety—six rats were randomly divided into sham operation group，CLP 

group，CLP+ hemin (Hm)group and CLP+ zinc protoporphyrin (ZnPP)group．The carboxyhemoglobin 

(COHb) levels of in —flowing pulmonary blood (IPB)and out—going pulmonary blood (OPB) were 

determined at 2．4 and 6 hours after treatments．Malondialdehyde(M DA)contents and superoxide dismutase 

(SOD)activities in the lung，liver and blood were also determined．Pathological changes in lung and liver 

were examined with light microscope．and immunohistochemical technique was used for analysis of heme 

oxygenase一1(H0 —1)protein expression and distribution in lung and liver．Results Compared with sham 

operation group．the COHb level in 0PB and IPB as well as MDA contents of lung，liver and blood 

significantly increased in CLP group，while the SOD activities significantly decreased at different time points 

(P< O．05 or P< 0．01)，and the pathological changes and expressions of H0 ～1 in two tissues were more 

marked．However，in CLP+Hm group the results of MDA ，SOD activities and pathological changes were 

reversed．The content of C0Hb increased compared to those of CLP group．Immunohistochemical studies 

showed that there were more H0 — 1 postive deposits in CLP + Hm group than those in CLP group． 

Conclusion Increase in endogenous CO may play a protective role in lung and liver during septic shock． 

[Key words] carbon monoxide； septic shock； lung； liver； heme oxygenase一1 

内毒素是革兰阴性菌及其他病原微生物细胞壁 

成分，一旦大量进入体循环，即可导致内毒素血症 

(ETM)和感染性休克(SS)，甚至多器官功能障碍综 

合征(MODS)n ，并常因急性肺损伤(ALI)和急性 

肝损伤引发多器官功能衰竭(MOF)，病死率极高。 

以往对一氧化碳(CO)作用的研究多集中在其舒张 

血管、传递神经递质等方面，而近年来 CO的抗氧化 

损伤作用越来越受到人们的关注。据此本研究旨在 
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通过盲肠结扎穿孔术(CLP)复制 SS模型观察内源 

性 CO在 ALl及急性肝损伤时对肺、肝组织的保护 

作用，并探讨其可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂：氯血红素(Hm，CO供体)、锌原卟 

啉 9~ZnPP—IX，血红素加氧酶一1(HO一1)特异性抑 

制剂 ，美国 Sigma公 司]；丙二醛 (MDA)、超氧化物 

歧化酶(SOD)检测试剂盒，考马斯亮蓝蛋白测定试 

剂盒(南京建成生物公司)；过氧化物酶标记的链霉 

卵白素法(SP)免疫组化检测试剂盒、3，3L二氨基联 

苯胺(DAB)显色试剂盒(北京中山公司)；兔抗大鼠 

HO一1多克隆抗体(美国Santa Cruz公司)。 
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1．2 动物模型制备及分组：雄性 SD大鼠 96只，体 

重 200~250 g，由河北省实验动物中心提供 。动物模 

型用 CLP法复制 。将大鼠按随机数字表法分成假手 

术组(Sham组)、CLP模型组、CLP+Hm组、CLP+ 

ZnPP组，后两组制模前 10 min分别经舌下静脉注 

射 Hm和 ZnPP—IX 10 mg／kg(10 g／L)，各组又分为 

制模后 2、4和 6 h时间点 ，每组 8只大鼠。 

1．3 检测指标和方法 

1．3．1 入肺血 (IPB)和 出肺血 (OPB)采集及碳 氧 

血红蛋白(C0Hb)水平检测：各组动物于实验结束 

前 3O min经舌静脉注入肝素(1 250 U／kg)抗凝，颈 

部正中切口，分离右侧颈静脉并插管至右心房，左侧 

颈动脉插管至主动脉根部，采集血液分别代表 IPB 

和 OPB，用 CO～血氧分析仪检测 COHb水平，其水 

平以C0Hb所占Hb的百分率( )表示。 

1．3．2 血清及肺 、肝组织 MDA、SOD检测 ：取动物 

血清及肺、肝组织 ，4 C下 4 000×g离心10 min，取 

上清液，按 MDA和SOD试剂盒说明书要求检测。 

1．3．3 肺 、肝组织形态学变化 ：取肺 、肝组织 ，甲醛 

固定 ，常规石蜡包埋、切 片及 苏木素一伊红 (HE)染 

色 ，光镜下观察肺 、肝组织形态学变化。 

1．3．4 免疫组化染色法观察H0—1蛋白表达和分 

布：切片常规脱蜡入水，用体积分数为 3 的H O 

灭活内源性过氧化物酶，经抗原修复和正常血清封 

闭后，依次加入一抗(兔抗大鼠多克隆抗体)，生物素 

标记相应的第二抗体，利用 SP免疫组化试剂盒检 

测相应蛋 白在肺 、肝组织 中的表达和定位。光镜下 ， 

以胞浆出现棕黄色颗粒为阳性信号，阴性对照用磷 

酸盐缓冲液(PBS)代替一抗。 

1．4 统计学处理：采用 SPSS软件，数据用均数± 

标准差(z士s)表示，组间比较用单因素方差分析 ，多 

个样本均数间的两两 比较用最小显著差法 (LSD)， 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 0PB和 IPB中COHb的变化 (图 1～3)：各组 

0PB中COHb水平均显著高于 IPB中COHb水平 

(P均<O．05)。不同时间点 CLP组和 CLP+Hm组 

IPB和 0PB中 COHb水平均较 同时间点 Sham 组 

显著增 高，0PB与 IPB中 COHb水平之差 (OPB— 

IPB)增大 (P均<O．05)；与 CLP组 比较 ，CLP+Hm 

组0PB与 IPB中C0Hb水平显著增高，OPB—IPB 

增大 (P均<0．05)；CLP+ZnPP组 OPB与 IPB中 

C0Hb及 0PB—IPB水平与 Sham组相比差异均无 

显著性 ，且显著低于 CLP组。 
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注：与本组 IPB比较： P<O．05；与 Sham组比较： 

P<O．05；与 CLP组 比较 ： P<O．05 

图1 CLP模型复制后 2 h各组IPB和OPB内COltb水平的变化 

Figure 1 Change ot COltb levels in IPB and OPB 

ot rats at 2 hours at'letCLP 

CLP CLP+Hm CLP+ZnPP 

组 别 

注：与本组 IPB比较： P<O．05；与Sham组比较： 

P<O．05；与 CLP组 比较 ： P<O．05 

图 2 CLP模型复制后 4 h各组 IPB和 OPB内COltb水平的变化 

Figure 2 Cllange ot"COltb levels in IPB and OPB 

ot"rats at 4 Ilours at'terCLP 

SI1am LP CLP+Hm CLP+ZnPP 

组别 

注：与本组 IPB比较； P<O．05；与 Sham组比较； 

P<O．05；与 CLP组 比较 ： P<O．05 

图3 CLP模型复制后 6 h各组IPB和OPB内 COltb水平的变化 

Figure 3 Change ot"COltb levels in IPB and OPB 

ot"rats at 6 hours at'ter CLP 

2．2 血清及肺、肝组织 中 MDA 含量和 SOD活性 

变 化(图 4～9)：与 Sham 组 比较 ，制模后 2 h，血清 

5  4  3  2  O  

一 一D 0u 6 5 4 3 2 1 0 

一 一D墨0u 
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及肺 、肝组织 中 MDA 含量均增多 ，SOD活性均下 

降；4 h和 6 h MDA含量继续增加 ，SOD活性进一 

步 降低(P<0．05或P<0．o1)。与同时间点CLP组 
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注：与 Sham组比较： P<O．05；与 CLP组 

比较 ： P<O．05， P<O．01 

图4 不同处理方式对大鼠肺内SOD活性的影响 

Figure 4 Effect of different treatments on activity 

of SOD in lung of rats 

2 4 6 

时间(h) 

注 ：与 Sham组 比较 ：一 P<O．01；与 CLP组 比较 } P<O．05 

图 5 不同处理方式对大鼠肺内 MDA含■的影响 

Figure 5 Effect of different treatments on content 

of M DA in lung of rats 
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注：与 Sham 组比较 ： P<O．05；与 CLP组 

比较 ： P<O．05， P<O．01 

图 6 不同处理方式对大鼠肝内 SOD活性的影响 

Figure 6 Effect of different treatments on activity 

of SOD inliver of rats 

比较 ，CLP+Hm组制模后 2、4和 6 h血清及肺 、肝 

组织 中 MDA含量均 明显降低 ，SOD活性均升高 ， 

而 ZnPP一Ⅸ则使 MDA 含量升高 ，SOD活性进 一步 

降低 (P<0．05或 P<0．01)。 

2 4 6 

时间(h) 

注 ：与 Sham组 比较 ： P<O．01；与 CLP组 比较 ： P<O．05 

图7 不同处理方式对大鼠肝内MDA含■的影响 

Figure 7 Effect of different treatments on content 

Of M DA in liver of rats 
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注：与 Sham组比较：～ P<O．01；与 CLP组 

比较 ： P<O．05， P<O．01 

图8 不同处理方式对大鼠血中SOD活性的影响 

Figure 8 Effect of different treatments on activity 

of SOD in blood of rats 

2 4 6 

时间(h) 

注 ：与 Sham组 比较 ：一 P<O．01；与 CLP组 比较 ： P<O．05 

图9 不同处理方式对大鼠血中MDA含量的影响 

Figure 9 Effect of different treatments on content 

Of M DA in blood of ra ts 
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2．3 肺、肝组织形态学改变(彩色插页图 10，图 11)： 

制模后 2 h，光镜下肺、肝组织均出现不同程度的损 

伤 ，肺泡间隔增宽 ，肺泡腔及间质弥漫性炎性细胞浸 

润，伴肺泡萎缩、消失或灶性坏死，肝小叶结构紊乱， 

炎性细胞浸润；6 h病变达高峰。CLP+Hm组上述 

病 变有所减轻 ，CLP+ZnPP组损伤则加重。Sham 

组肺、肝组织结构基本正常。 

2．4 免疫组化检测肺、肝组织 HO一1蛋 白表达 和 

分布(彩色插页图 12，图13)：Sham组未出现HO一1 

蛋 白表达的信号；制模 2 h后 ，CLP组肺 、肝组织中 

均出现了H0—1蛋白阳性表达的棕黄色颗粒，肺组 

织中主要分布在肺泡巨噬细胞、支气管黏膜、肺泡上 

皮细胞 和肺血管平滑肌胞浆内，而肝组织中则 分布 

在肝细胞和肝巨噬细胞胞浆 内，6 h时 H0—1蛋 白 

在各组织中的表达最明显 ；CLP+Hm 组肺 、肝组织 

的 HO一1蛋白表达较同时间点 CLP组更多；而 

ZnPP一Ⅸ则抑制 HO一1蛋白的表达。 

3 讨 论 

机体产生的CO以COHb形式存在，所以血浆 

内COHb水平可以反映体 内CO的含量。研究表明， 

内源性CO可以舒张血管，抑制血管平滑肌增殖，发 

挥神经递质的作用。 。在ALI和急性肝损伤的发生 

机制中，炎性细胞激活、聚集并释放大量炎症介质是 

二者发生 的中心环节 ，而 CO 可调节 ALI及急性 

肝损伤的发生发展。Morisaki等“ 研究发现，外源性 

小剂量 CO可明显改善脂多糖(LPS)导致内毒素休 

克后肺组织 中炎性细胞的聚集、黏附程度 。在本实验 

中，CLP组 OPB和 IPB中C0Hb水平均较 Sham 组 

增高，组织有损伤；给予CO生成的诱导剂 Hm后出 

入肺血的 COHb水平均进一步增高，组织损伤减 

轻，提示CO的产生可能具有器官保护作用。另外， 

无论是 Sham组还是其他手术干预组 OPB中COHb 

水平均显著高于 IPB，而 OPB—IPB反映肺内 C0 

产生情况，这说明无论机体在正常情况下抑或受到 

氧化损伤时肺组织均有 CO产生，而产生 的 CO可 

能进入体循环，为体循环所利用或代谢。组织对CO 

的此种代谢机制虽尚不清楚，但这是肺非呼吸功能 

的又一重要体现 。实验中还发现，给予 Hm后肺、 

肝组织损伤明显减轻 ，炎性细胞浸润减少 ，提示内源 

性CO可能通过抑制炎性细胞的激活而发挥 SS时 

对肺、肝组织的保护作用。 

MDA 含量 的变化 可反 映组织 氧化损 伤 的程 

度，而 SOD活性高低可反映机体清除 自由基的能 

力。实验中发现 ，复制 CLP模型后，肺、肝组织中的 
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MDA含量增高，SOD活性下降，表明机体出现了氧 

化损伤；而 CLP+Hm 组中 MDA含量和 S0D活性 

则 出现与上述相反的变化 ，说 明机体抗 氧化损伤能 

力增强 。由此提示 ，CO 可通过清除氧 自由基 ，促进 

体内抗氧化酶活性的提高来发挥对组织器官的抗氧 

化保护作用。同时实验中发现，血液中MDA含量与 

S0D活性均有变化 ，提示内源性 C0 可在整体水平 

上对抗内毒素对其他组织器官的损伤。 

HO是体 内促进 CO 生成 的关键酶 和限速 酶， 

因而要发挥内源性 CO对机体的保护作用还需充分 

调动HO的活性以促进体内CO的生成。免疫组化 

结果显示 ：CLP组肺 、肝组织中可见少量 HO一1蛋 

白表达，组织损伤严重；给予 Hm后 HO一1蛋白表 

达较同时间点的 CLP组明显增多，组织损伤情况明 

显缓解 ；而给予 ZnPP一Ⅸ可抑制 HO一1蛋 白表达 ， 

组织氧化损伤情况较重。HO一1又称热休克蛋白32 

(HSP32)，许多病理因素均可诱导表达，提示H0—1 

是对损伤刺激因素 的适应性和有益反应而出现的。 

研究证实，HO一1可对抗氧化应激所介导的组织细 

胞损伤 ；在动脉粥样硬化、脑缺血、器官移植等方 

面 HO一1也具有细胞保护作用。 。HO一1的抗氧 

化损伤作用主要由内源性 CO来完成。内源性 CO 

可通过高电导性钙离子依赖钾通道(Kca)的开放或 

激活前列腺素环加氧酶和抑制细胞色素 P450依赖 

性单胺氧化酶活性而发挥生物学效应“ 。本实验表 

明，内毒素通过诱导 HO一1蛋白表达，促进 CO生 

成，改善内毒素引起的肺、肝组织损伤。但HO—CO 

途径激活程度、CO 在体 内生成和调节以及 与机体 

其他活性成分的关系还有待进一步研究。 
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成功救治 9例重度毒鼠强中毒患者的体会 

郭建勋 张虎连 

【关键词】 毒鼠强； 中毒； 异丙酚； 血液灌流； 制止抽搐 

2004年 12月 以来 ，我 科成 功 救治 

毒 鼠强中毒患者 9例 ，报告如下 。 

1 临床 资料 

1．1 一般资料 ：9例中毒患者均为口服 

中毒，男 2例，女 7例；年龄 18～45岁 ， 

平均 33．7岁 ；就诊 时间 40 min~3 h。主 

要临床表现为不同程度的昏迷、抽搐和 

颜面青紫。实验室检查 ：血常规无特异性 

改变；尿常规：红细胞 5～11个／HP，1例 

在灌流过程中出现肉眼血尿；血液生化： 

肌酸激酶 1 026～4 650 U／L，乳酸脱氢 

酶 267～913 U／L，羟丁酸脱氢酶 204～ 

863 U／L，谷草转氨酶 42～128 U／L，谷 

丙转氨酶 31～73 U／L。心电图均为暂时 

性 ST改变 ；血氧饱和度 0．2O～O．60。 

1．2 救治方法：①静脉注射异丙酚控制 

抽搐，肌肉注射苯巴比妥钠 ，疗程 1周； 

②气管插管辅助呼吸给氧 ③清水洗胃， 

可从胃管中灌入活性炭 ，并用甘露醇导 

泻；④条件允许情况下尽早进行血液灌 

流(HP) 。 ，选择双侧头静脉、桡动脉和 

股动、静脉为配对循环血管，时间 2．O～ 

2．5 h，流量 12O～150 ml／min，必要时进 

行两次 HP，同时注意吸附剂对 Ca 、蛋 

白的吸附作用及对血细胞的破坏作用， 

适当补充；⑤严密监测，常规降颅压、利 

尿，应用神经营养药、激素，保护心、肝、 

肾功能，有条件查血、尿中毒鼠强浓度。 

1．3 结果：8例患者在 HP结束、停止应 
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资助项目(2006—46) 
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用异丙酚后 2～26 h清醒，1周内完全康 

复，无复发；就诊时间最长的 1例患者停 

药 3 d后逐渐清醒，21 d出院，留有轻度 

的反 应能 力低 下与 记忆 力减 退 ，3个 月 

和 6个月时随访无明显变化。 

2 讨 论 

毒鼠强属神经毒性灭鼠剂。其作用 

机制是拮抗中枢神经系统的 7一氨基丁 

酸 (GABA)，呈 过度兴奋至惊 厥 ，但这 种 

作用是可逆的。毒鼠强经消化道或呼吸 

道黏膜吸收入血，以原形存在于体 内各 

组织、器官中，并以原形从尿液和粪便中 

排出。说明毒鼠强的直接破坏作用相对 

较小 ，而是一种间接性、功能严重失 常性 

损害。目前对毒鼠强尚无特效解毒药物， 

治疗强调综合疗法。 

呼吸肌痉挛性麻痹或窒息是患者死 

亡的主要原因。同时，全身肌肉反复强 

直、痉挛，可导致骨骼肌损伤，加重脑水 

肿及其他器官组织缺血、缺氧，进而诱发 

多器官功能障碍综合征。彻底制止抽搐 

是提高抢救成功率的关键。临床中发现， 

肌肉注射安定与苯巴比妥钠不能很快彻 

底止惊，即使静脉大剂量使用安定也是 

暂时的，而异丙酚则有良好的抗惊厥作 

用“ ，能增加 中枢 GABA递质，起效迅 

速，半衰期短，无明显不良反应。气管插 

管辅助呼吸可以很快纠正缺氧，保护重 

要器官，如同时使用异丙酚，则给洗胃、 

HP提供了安全保障。除监测生命体征 

外，血氧饱和度的变化是呼吸改善最直 

观、快捷 、易行的指标 。 

HP是 目前证实能有效彻底清除体 

内毒鼠强的方法。。 。HP时也会吸附 

出药物，因此，要注意药物用量的补充。 

目前应用活性炭或树脂两种吸附剂均能 

获得显著的疗效 ，但究竟哪种对毒 鼠强 

的吸附率大，还待进一步研究探讨。使用 

树脂对血细胞破坏小，能减少肝素的用 

量，但价格偏高。 

肌酸激酶等酶类的升高反应快 ，但 

恢复也快 ，不足以证明是毒 鼠强本身的 

毒性。引起昏迷和脑后遗症的因素是长 

时间的脑缺氧，所以早期脑复苏治疗是 

促进脑恢复、减少脑后遗症的重要手段。 

短时间的血尿与全身缺氧、肌肉受损和 

应用肝素有关 ，不能证明是毒鼠强对肾 

脏的直接损害。如果呼吸道分泌物增多 

伴心动过速，可使用长托宁0 ，其抑制腺 

体作用比阿托品强，同时可舒张支气管 

平滑肌、改善微循环，但不加快心率。 
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内源性一氧化碳对感染性休克大鼠器官保护作用及机制研究 

注 

注 

A：Sham组 ；B：CLP组l C：CLP+Hm组 I D：CLP+ZnPP组 

圈1 0 各组CLP模型复制后6 h肺组织形态学变化(HE，x 200) 
Figu re 1 0 Morphological change of lung at 6 hou rs after 

CLP in different g roups(HE，x 200) 

A：Sham组 ；B：CLP组}C：CLP+Hm组 ；D：CLP+ZnPP组 

圈1 1 各组CLP模型复制后6 h肝组织形态学变化(HE，x 200) 
Figu re 1 1 Morphological change of liver at 6 hou rs after 

CLP in different g roups(HE x 200) 

注 ：A：Sham组 ；B：CLP组 ；C：CLP+Hm组 I D：CLP+ZnPP组 

圈12 各组CLP模型复制后6 h肺内HO一1蛋白表达(免疫组化，x400) 
Figu re 1 2 Expression of HO-1 in lung at 6 hou rs after 

CLP in different g roups(immunohistochemistry，x 400) 

注 ：A：Sham组}B：CLP组 I C：CLP+Hm组}D：CLP+ZnPP组 

图1 3 各组CLP模型复制后6 h肝内HO一1蛋白表达(免疫组化，x400) 
Figu re 1 3 Exp ression of HO一1 in liver at 6 hou rs after 

CLP in different g roups(immunohistochemistry，x 400) 
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