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血必净注射液对脓毒症大鼠外周血组织因子

微粒表达的影响

殷冬梅孙茜 李银平 董宁姚咏明

【摘要】 目的 观察血必净注射液对脓毒症发病过程中外周血组织因子微粒表达的影响。方法 104只

Wistar雄性大鼠随机分为正常对照组(8只)、假手术组(32只)、脓毒症模型组(32只)、血必净治疗组(32只)，

后3组分别于术后6、12、24、72 h取2 ml抗凝血制备微粒标本，检测组织因子微粒表达水平的动态变化。结果

CLP后6 h外周血组织因子微粒表达达高峰，随时间延长逐渐降低，至72 h仍高于正常对照组(P<o．05或

P<0．01)。假手术组在24 h组织因子微粒表达水平出现一个高峰，远远高于正常对照组(P<O．05)。血必净

注射液干预治疗后，外周血组织因子微粒表达水平术后6 h即明显低于脓毒症组(P<o．05或P<0．01)，72 h

微粒表达已恢复到正常水平。结论正常大鼠外周血内有少量微粒表达，脓毒症大鼠外周血内组织因子循环

微粒表达水平显著升高；血必净注射液能明显降低循环微粒的水平。

【关键词】脓毒症；微粒；组织因子，血必净注射液

本课题组前期的研究显示，凝血功

能紊乱贯穿脓毒症整个病理过程，凝血

级联反应是脓毒症发生发展和预后的决

定因素之一[1。2]。微粒具有促进凝血与血

栓形成等多种生物学活性，可介导许多

疾病的凝血机制紊乱，研究微粒的功能

有助于深化对凝血机制障碍的认识，并

为凝血功能障碍调控提供潜在的干预目

标。本实验中观察血必净注射液对脓毒

症大鼠外周血组织因子(TF)微粒表达

的影响，报告如下。

1材料与方法

1．1主要试剂：多克隆羊抗人TF IgG

一抗(美国Diagnostica Inc公司)，Cy5

标记的膜联蛋白V(Annexin V，美国

BDPharmingen’“公司)；异硫氰酸荧光

素(FITC)标记的驴抗羊IgG二抗(美国

Santa公司)。设门用的荧光微球(美国

Molecular Probes公司)，计数用的非荧

光微球(美国Bangs Laboratories公司)。

1．2动物模型制备和分组：体重220～

250 g的雄性Wistar大鼠由中国医学科

学院实验动物研究所提供，按随机数字

表法分为正常对照组、假手术组、脓毒症
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模型组和血必净治疗组，后3组再分为

术后6、12、24、72 h 4个亚组，每个亚组

8只。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)复制

严重腹腔感染致脓毒症模型C3]。假手术

组仅开腹翻动盲肠后关腹。血必净治疗

组于相应时间点经大鼠阴茎背静脉注射

血必净注射液(天津红日药业股份有限

公司)4 ml／kg；假手术组和脓毒症组注

射等量生理盐水。于相应时间点麻醉后

活杀大鼠，经腹主动脉取血标本备测。

1．3外周血TF微粒表达的检测：取腹

主动脉m，经枸橼酸钠抗凝，两步法离心

分离乏血小板血浆(PFP)，一80℃保存。

取250肛l PFP，20℃下离心15 min获取

微粒碎片，弃去225 m上清液，加入

225 pI缓冲液(NaC[140 mmol／L，KCI

4．5 mmol／L，MgCl2 1 mmol／L，CaCl2

2．5 mmol／L，HEPES 10 mmol／L，pH

7．4，0．2肛m滤膜过滤)，再次离心；弃去

225肛l上清液，加75 pl缓冲液，重悬。将

100 tA富含微粒的悬液按每份标本5”l

进行检测，加35肛l缓冲液和5 m牛血

清白蛋白(BSA)稀释，室温孵育15 rain。

为了计数表达TF微粒的数量，加入5 m

Cy5一Annexin V、5弘l一抗(终浓度

I#g／t-d)和5弘l二抗(终浓度1 pg／p1)暗

室孵育15 rain，然后加入200肛l缓冲液

终止孵育，再次离心。弃去200 tA上清

液，加入200肛l缓冲液和100 tA计数微

球重悬，制成微粒悬液，用FACSort流

式细胞仪进行分析，获得数据。根据前向

光散射(FSC)和侧向光散射(SSC)散点

图划分出检测微球门，应用7．2弘m和

1．0弘m微球作为内参照检测微粒，以

1．0 pm微粒用于设门，7．2呻乳胶微球
用于定量，以结合Annexin v和结合TF

的抗体来定义表达TF的微粒。

Cy5一Annexin V测量用自发荧光作对照，

结合TF的抗体用不加荧光标记的二

抗，只加抗TF IgG一抗作对照。

1．4统计学处理：使用SPSS 13．0统计

软件，计量资料以均数士标准差(。士s)

表示，用t检验或方差分析，计数资料用

X2检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

表1结果显示，CLP后6 h外周血

TF微粒表达达高峰，但随时间延长逐渐

降低，至72 h仍然高于正常对照组(P<

0．05或P<0．01)；假手术组仅TF微粒

表达在24 h时出现了一个高峰，高于正

常对照组(尸<0．05)；血必净治疗组TF

微粒表达较脓毒症组明显降低，在术后

6 h即可显示出明显差异(P<0．05或

P<o．01)，72 h恢复到正常水平。

3讨论

业已明确，脓毒症时由于炎性细胞

过度激活，产生和释放大量的细胞因子，

这些释放到m液中的细胞因子通过各种

途径激活了凝血系统，机体随即产生抗

凝物质和启动纤维蛋白溶解系统。同时

纤溶系统及生理性的抗凝系统受到不同

程度的抑制，血液处于高凝状态，微血管

内微血栓广泛形成，导致微循环障碍[4]。

微粒是细胞在活化或凋亡时从细胞

膜表面以生芽方式脱落的膜性小囊泡，

是细胞活化或凋亡的标志。微粒通过暴

露其表面携带负电荷的磷脂和TF将生

物活性因子传递到其他细胞核，在体内
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启动凝血途径而使机体处于高凝状态并

产生血栓，同时微粒问的相互作用以及

在微粒和细胞间的信号传递过程中，相

关细胞产生某些细胞因子、细胞黏附分

子、生长因子和TF，调节内皮功能[5⋯。

各种细胞来源的微粒如单核细胞微粒、

内皮细胞微粒和血小板微粒在其表面表

达TF。体内外研究发现，表达TF的微

粒在凝血过程中发挥着重要的作用，而

且微粒能在细胞或微粒间传递生物信号

并抑制依赖于内皮细胞的血管扩张[7]。

血液前凝血活性(高凝状态)在一定程度

上与血液循环中表达TF的微粒水平有

关。外周血中微粒水平的监测可以作为

监测血栓持续存在或复发的标志。

本研究显示，脓毒症大鼠外周血TF

微粒表达水平在术后6 h最高，表明此

时血小板、血管内皮细胞或血细胞凋亡

或活化的数量增多，细胞膜脱落形成表

达TF微粒的数量增多。这些微粒黏附

于活化的血小板上，引起了更强的凝血

酶活性增强。激活体内凝血系统。

单核细胞是目前发现外周血中已知

能表达TF的惟一细胞[8]。分离单核细

胞用内毒素刺激能表达TF[9]。毒素刺激

单核细胞可使蛋白沉积和血栓形成。抗

TF单克隆抗体能够抑制这些反应过

程n⋯。单核细胞已被证明在侵袭性肿

瘤、白血病、脓毒症、心肌梗死及糖尿病

患者的体外循环中能表达TFC“]。除了

表达TF，单核细胞在体外内毒素刺激后

可以释放TF阳性的微粒。Mallat等[121

报道，在动脉粥样硬化斑块中单核细胞

和淋巴细胞微粒保留TF活性。在内毒

素血症患者中，已经观察到微粒含TF

高于正常人的8倍口⋯。在流行性脑膜炎

患者中发现，来自血小板和粒细胞的微

粒与TF的促凝活性有关[1“。表明升高

的循环微粒水平可作为脓毒症患者有凝

血障碍或弥散性血管内凝血(DIC)形成

风险持续存在或复发的标志物。

DIC是脓毒症严重的并发症，也是

脓毒症进一步诱发多器官功能障碍综合

征(MODS)的重要因素。根据DIC的临

床特点，可以将其归属于中医学“瘀血

证”的范畴，从中医学的基本理论来看，

导致“瘀血证”的病因包括气虚、阴虚、阳

虚、血虚、热毒、痰浊、寒凝等。因此，活血

化瘀是治疗DIC的基本法则。

研究发现，血必净注射液对内毒素

损伤和MODS患者的内皮细胞具有保
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表1血必净注射液对脓毒症大鼠外周血TF微粒表达的影响(；士s，开=8)

注：与正常对照组比较，8P<0．05，6P<0．01；与假手术组比较，。P<O．05，4P<O．01}与脓

毒症组比较，cP<O．05，‘P<O．01

护作用‘”]，可防治血小板及白细胞的中

毒性损伤，抑制血栓紊的爆发释放，从而

防治凝血功能紊乱和微循环障碍，改善

患者病情严重程度。本实验结果显示，给

予血必净注射液后能降低CLP后脓毒

症大鼠TF微粒的表达水平。已有研究

证明血必净注射液可以影响外周血TF

的蛋白含量和基因表达，还可改变细胞

膜功能，如稳定性和流动性，以及细胞内

钙离子浓度、蛋白质定位和细胞膜穴样

凹陷，降低细胞活化或凋亡，导致较低水

平的微粒释放LI“。脓毒症中微粒支持凝

血主要是通过内源性凝血通路。
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