一氧化碳中毒诱导迟发记忆障碍小鼠白细胞表面黏附分子CD11b/CD18表达的研究
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【摘要】目的 通过对一氧化碳（CO）中毒诱导迟发记忆障碍小鼠白细胞表面黏附分子CD11b/CD18表达，探索CO中毒诱发的迟发脑病发病机制。方法  筛选出急性CO中毒后诱发的迟发记忆障碍小鼠，测其血白细胞表面黏附分子CD11b/CD18表达情况。结果  迟发记忆障碍小鼠白细胞表面黏附分子CD11b/CD18的表达量明显高于对照组。结论 CD11b/CD18高表达可能是迟发脑病的发病机制之一。
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    一氧化碳（carbon monoxide，CO）是造成中毒性死亡最常见的窒息性气体，部分患者经过数日或数周的假愈期后，还会发生迟发性脑病（delayed neuropsychologic sequelae，DNS），临床表现为一组以急性痴呆为主的精神神经功能紊乱，其发病机制不清。本研究检测CO中毒迟发记忆障碍的小鼠血CD11b/CD18的表达。
1  资料与方法
1.1  一般资料
选用健康昆明小鼠80只，体质量18～20g，鼠龄2～3个月，每笼5只温室饲养。99.9%CO气体；荧光素（PE）标记的小鼠CD61抗体及同型对照；流式细胞仪。
1.2  实验动物分组及模型制备
将小鼠饲养1周以适应环境后行光电刺激小鼠条件反射跳台适应性训练，让小鼠学会跳上安全台。
1.3  诱导实验动物染毒
采用按体质量（1.5mL/10g）每间隔6h连续8次注射99.9%的CO气体致小鼠中毒进行染毒。
1.4  迟发记忆障碍小鼠的筛选
小鼠CO中毒后第1、3、5、7、11、15、20、25、30d，分别利用光电刺激小鼠条件反射跳台仪记录小鼠跳下安全台的跳台潜伏期，作为评价小鼠的记忆保持巩固能力的指标。筛选出迟发记忆障碍小鼠。
1.5  标本制备
从小鼠眶动脉和眶静脉采血0.5mL（3.8%枸橼酸钠1∶9抗凝），按步骤制备标本：100μL全血+10μL对照试剂，100μL全血+10μL实验试剂避光孵育15min，自动定溶到1mL，上机待测。
1.6  中毒小鼠血小板CD11b/CD18水平测定
    用流式细胞仪检测标本，每管收集10000个CD11b/CD18阳性血小板，记录CD11b/CD18的强度。
1.7  统计学分析
采用SPSS分析软件，实验数据以
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±s表示，实验组与对照组两独立样本比较用t检验。
2  结 果
2.1  CO中毒小鼠记忆保持能力的改变
    小鼠腹腔注射CO中毒后第1d记忆保持能力明显受损，第3d基本恢复正常，在第5、7、11d的测试中各有2只、第15、20d各有1只小鼠再次出现记忆保持能力受损。将再次出现记忆保持能力受损的8只小鼠（标记为A组）；在未再次出现记忆保持能力受损的观察组中随机抽取8只小鼠（标记为B组）。与B组相比较，A组小鼠记忆保持能力明显受损（P<0.01）；碳氧血红蛋白（COHb）无明显变化。
2.2  流式细胞仪测定小鼠血白细胞表面黏附分子CD11b/CD18表达水平
与B组相比较，A组血CD11b/CD18表达增加，呈显著性差异（P<0.05 ），见表1。
   表1  两组小鼠记忆保持能力、COHb、血白细胞表面黏附分子CD11b/CD18表达（
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±s ）
	      n   记忆保持能力（s）   COHb（%）       CD11b/CD18（荧光指数）

	A组  8   73.75±55.23            4.53±0.65               43.28±2.56*   
B组  8   268.25±30.05#        4.39±0.68               29.02±2.08  


​​注：与B组相比较*P<0.05；#P<0.01。
3  讨 论
对于急性CO中毒，缺血缺氧机制易被大家认同[1]。但单纯的缺血缺氧无法解释迟发性脑病的发病，因此提示另有其他机制参与了本病的发生、发展。近年来关于缺血性脑卒中后炎性反应在缺血性脑损伤中所起的重要作用已被证实[2，3]。但CO中毒后缺血缺氧状态下炎性反应对脑组织的影响报告很少。本实验通过建立急性CO中毒动物中毒模型，对中毒后迟发记忆碍小鼠多形核白细胞黏附分子CD11b/CD18的表达进行了研究。
CD11b/ CD18属于白细胞黏附分子整合素β2亚家族成员，其表达和活性受多种趋化因子调节，可与多种配体相互作用，在细胞间黏附和炎性反应中发挥生物学作用。正常情况下，CD11b/CD18仅在单核细胞和中性粒细胞膜上呈低水平表达。在炎性反应时，局部内皮细胞被受损组织中产生的大量炎性介质激活，使CD11b/CD18表达迅速增加，促使中性粒细胞与内皮细胞的黏附，进而中性粒细胞浸润到外周组织，释放氧自由基和蛋白酶，最终造成组织损伤和坏死。有文献报道，脑缺血后CD11b/CD18含量明显升高，其表达量与脑组织损伤的严重程度有关[4]。
本实验观察到CO中毒后迟发记忆障碍小鼠外周血多形核白细胞CD11b/CD18表达显著增高，说明CO中毒后，炎性反应对血管、组织的损伤持续存在，这可能是出现CO中毒迟发脑病的病理原因之一。文献报道，地塞米松可以抑制因大鼠缺血性脑损伤引起的白细胞黏附、浸润等功能[5]。肾上腺皮质激素可能减轻和缩短细胞黏附分子的作用。在高压氧治疗及改善脑缺血基础上，配合肾上腺皮质激素及抗血小板聚集治疗就会对CO中毒迟发脑病产生更好的疗效。
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