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·研究报告 ·
早期抗凝对脂多糖致急性肺损伤大鼠的保护作用

佟欣 栾婷 李国福 臧彬

【摘要】 目的 观察早期应用肝素对脂多糖（LPS）致急性肺损伤（ALI）大鼠的保护作用。方法 健康

清洁级 SD 大鼠 40 只，按照随机数字表法分为对照组、模型组和大、小剂量肝素组，每组 10 只。采用尾静脉注

射大肠杆菌 LPS 5 mg/kg 制备 ALI 动物模型。大、小剂量肝素组分别在给予 LPS 后 1 min 静脉注射 1 000 U/kg、 
250 U/kg 肝素；对照组则给予等量生理盐水。各组分别于注射 LPS 后 4 h 经右颈静脉取血检测凝血酶原时间

（PT）、凝血酶时间（TT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）及纤维蛋白原 （FIB） 水平；经右股动脉采血进行血气分

析。取血后 6 h，测定支气管肺泡灌洗液（BALF）中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平，用反转录 - 聚合酶链反应 
（RT-PCR）测定肺组织 Toll 样受体 4（TLR4） mRNA 表达。结果 与对照组比较，模型组 PT、 TT 明显缩短

〔PT（s）：4.45±1.17 比 6.58±0.59，t＝2.237，P＝0.045 ； TT（s）：13.29±1.15 比 15.17±1.08，t＝2.765，P＝
0.019〕，FIB 明显下降（g/L ：1.80±0.12 比 4.60±0.57，t＝2.813，P＝0.032）；与模型组比较，大、小剂量肝素组

PT、 APTT 均明显延长〔PT（s）：12.98±1.25、 9.88±0.72 比 4.45±1.17，APTT（s）：46.60±2.01、 44.08±1.46 比

39.53±2.89，P＜0.05 或 P＜0.01〕，FIB 显著降低（g/L ：2.10±0.43、 2.50±0.57 比 1.80±0.12，P＜0.01 和 P＜
0.05）；而不同剂量肝素组间凝血指标比较差异无统计学意义。模型组血气分析指标较对照组均明显下降；小剂

量肝素组 PaO2 较模型组明显改善〔mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa）： 80.87±11.65 比 65.37±3.58，t＝2.903，P＝
0.017〕，而大剂量肝素组与模型组相比氧合改善无统计学差异。模型组 BALF 中 TNF-α及肺组织 TLR4 mRNA
表达均较对照组明显升高〔TNF-α（ng/L）：534.36±65.33比125.13±11.61，t＝4.932，P＝0.000；TLR4 mRNA（灰

度值）：2.451±0.028 比 0.998±0.021，t＝4.687，P＝0.001〕；不同剂量肝素组 BALF 中 TNF-α及肺组织 TLR4 
mRNA 表达均较模型组下降，小剂量肝素组下降尤为显著〔TNF-α（ng/L）：310.43±41.01 比 534.36±65.33，t＝
2.238，P＝0.021 ；TLR4 mRNA（灰度值）：1.775±0.025 比 2.451±0.028，t＝2.761，P＝0.011〕。结论 肝素早

期抗凝治疗对 LPS 致 ALI 大鼠凝血功能紊乱有改善作用，以小剂量治疗较适宜；肝素早期抗凝作用可能通过下

调 TLR4 mRNA 表达，抑制炎症反应，改善氧合而起作用。
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 急性肺损伤（ALI）是指在机体遭受各种应激源进入体

内后，引起肺毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞变性坏死，

造成弥漫性肺间质及肺泡水肿病变，氧弥散性障碍，从而导

致严重低氧，出现呼吸功能不全或呼吸衰竭［1］。大量动物实

验及临床研究发现， ALI 的发生机制为“瀑布样”炎症反应，

导致肺毛细血管上皮细胞损伤，激活了机体的凝血和纤溶系

统，早期高凝状态，消耗了大量的凝血因子、纤维蛋白原及血

小板等促凝物质，在微循环中形成和沉积了大量的血栓及纤

维蛋白，导致微循环障碍，组织缺血、缺氧，这在 ALI 的发生

发展中起到重要的作用［2-3］。许多研究显示早期应用肝素可

缓解早期高凝状态，改善凝血功能异常，从而改善 ALI 预后。

本研究通过脂多糖（LPS）诱导致大鼠 ALI 模型，探讨早期

应用肝素对机体的保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组及模型制备：250～300 g 清洁级 SD 大鼠

40 只，由北京华阜康生物科技股份有限公司提供，动物合格

证号：SCXK（京）2009-0004。自由摄食、饮水。按随机数

字表法将大鼠分成对照组、模型组及大、小剂量肝素组，每组

10 只。腹腔注射水合氯醛 300 mg/kg 麻醉大鼠后，分别经左

颈静脉及右股动脉置入 24 号套管针。由左颈静脉注射大肠

杆菌 LPS（E.Coli，O55 ：B5，美国 Sigma 公司）5 mg/kg 复制

ALI 模型。大、小剂量肝素组分别在给予 LPS 后 1 min 静脉

注射肝素 1 000 U/kg、 250 U/kg；对照组给予等量生理盐水。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.2 检测指标及方法：以注射 LPS 后 4 h 为取样时间点，经

左颈静脉取血测定凝血功能指标，经右股动脉采血检测血气

分析。采血后 6 h 处死大鼠，用生理盐水经左主支气管进行

肺灌洗，并回收支气管肺泡灌洗液（BALF），于 -70 ℃冰箱保

存备用；同时取右肺备用。

1.2.1 凝血功能测定：检测血浆凝血酶原时间（PT）、活化部

分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶时间（TT）、血浆纤维蛋白

原（FIB）水平。

1.2.2 BALF 中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平测定：采用

酶联免疫吸附试验（ELISA）测定 BALF 上清液中 TNF-α水

平，试剂盒购自美国 B ＆ D 公司，严格按试剂盒说明书操作。

1.2.3 肺组织 Toll 样受体 4（TLR4） mRNA 表达测定：采用

TRIzol 一步法提取肺组织总 RNA，扩增产物用反转录 - 聚

合酶链反应（RT-PCR）定量分析，实验用引物由上海生物
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工程有限公司合成。TLR4 引物序列：上游 5'-GCCGGAGAGT 
TATTGTGGTGG-3'，下游 5'-ATGCGTTTTAGGCGCAGAGTT  
T-3'；内参照β-肌动蛋白（β-actin）引物序列：上游5'-GCAG 
AAGCAAATCACAGCCGT-3'，下游 5'-GCTGATCCACATCTGC  
TGGAT-3'。严格按照说明书设置反应条件。采用凝胶系统

分析软件扫描各条带灰度值，以目的基因与内参照基因的灰

度值比值表示。

1.3 统计学处理：采用 SPSS 16.0 软件进行统计学处理。计

量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间差异符合正态分

布时采用 t 检验，不符合正态分布时进行方差齐性检验；方

差齐性者采用校正 t 检验，方差不齐者采用非参数检验；计

数资料用 χ2检验；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组凝血指标比较（表 1）：与对照组比较，模型组 PT、
TT 明显缩短，FIB 明显下降（均 P＜0.05），而 APTT 缩短差

异无统计学意义（P＞0.05）；与模型组比较，大、小剂量肝素

组 PT、 APTT 均明显延长，FIB 显著增加，大剂量肝素组 TT
明显延长（P＜0.05 或 P＜0.01），而小剂量肝素组 TT 差异无

统计学意义（P＞0.05）。不同剂量肝素组间各凝血指标差

异均无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.2 各组动脉血气分析指标比较（表 1）：与对照组比较，模

型组 pH 值、 PaO2、 PaCO2、剩余碱均明显降低（均 P＜0.05）。
与模型组比较，小剂量肝素组 PaO2 及大、小剂量肝素组

PaCO2 均明显改善（均 P＜0.05），大、小剂量肝素组 pH 值、

剩余碱及大剂量肝素组 PaO2 均无明显差异（均 P＞0.05）。
2.3 各组 BALF 中 TNF-α及肺组织 TLR4 mRNA 表达比较

（表 2）：与对照组比较，模型组 BALF 中 TNF-α水平及肺组

织 TLR4 mRNA 表达均明显升高（均 P＜0.01）。与模型组

比较，不同剂量肝素组 BALF 中 TNF-α水平及肺组织 TLR4 
mRNA 表达均降低，其中以小剂量肝素组降低更为明显（均

P＜0.05）。
3 讨 论

 本研究通过注入 LPS 制备大鼠 ALI 模型，该模型是一

种比较成熟的制模方法［4］。LPS 进入机体后直接损伤或通

过激活炎症因子间接损害肺毛细血管内皮细胞，释放组织因

子（TF）。TF 通过激活Ⅷ因子，与之形成复合物，进一步激

活因子Ⅹ形成活化的Ⅹa   ，促进凝血酶的生成，使纤维蛋白原

转换为纤维蛋白，导致凝血功能异常［5-6］。LPS 诱导大鼠机

体产生大量细胞因子和炎症介质，这些细胞因子及炎症介质

进入血液破坏血管内皮，使其血管通透性增高，血液向组织

外渗出造成组织水肿，血液中的液体和白蛋白减少造成血液

浓缩、血液黏滞性增高也是促成高凝状态的因素［7］。本实验

模型组在静脉注射 LPS 4 h 后 PT 和 TT 明显缩短，FIB 明显

下降，也证实了 LPS 导致血液早期呈高凝状态，启动凝血活

动，使纤维蛋白原大量消耗。

 肝素是在临床治疗弥散性血管内凝血（DIC）过程中广

泛使用的一种抗凝药物，剂量易调整、使用方便。肝素通过

抑制凝血酶活性、阻止 FIB 转化为纤维蛋白、防止血小板聚

集的方式发挥抗凝作用。很多研究发现，肝素可刺激血管内

皮细胞释放组织因子途径抑制剂（TFPI），协同发挥抗凝作

用［8-9］。肝素与抗凝血酶（AT）结合后加速 AT 灭活凝血酶，

从而产生强大的抗凝作用［10］。本实验在注入 LPS 后 1 min
静脉注射肝素，小剂量为 250 U/kg、大剂量为 1 000 U/kg，结
果发现，与模型组相比，PT、 APTT 明显延长， FIB 含量升高，

表 1 不同剂量肝素对脂多糖致急性肺损伤大鼠凝血功能指标及血气分析指标的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

PT
（s）

TT
（s）

APTT
（s）

FIB
（g/L）

pH 值
PaO2

（mmHg）
PaCO2

（mmHg）
剩余碱

（mmol/L）

对照组（1） 10   6.58±0.59 15.17±1.08 42.23±1.75 4.60±0.57 7.43±0.18 89.37±5.64 37.11±5.21 -0.62±0.33
模型组（2） 10   4.45±1.17 13.29±1.15 39.53±2.89 1.80±0.12 7.29±0.25 65.37±3.58 25.43±4.89 -5.87±0.25
大剂量肝素组（3） 10 12.98±1.25 20.23±1.54 46.60±2.01 2.10±0.43 7.36±0.26 72.33±3.89 29.17±4.61 -2.87±0.12
小剂量肝素组（4） 10   9.88±0.72 19.18±1.17 44.08±1.46 2.50±0.57 7.47±0.17 80.87±11.65 32.51±5.49 -2.57±0.22
组间比较   1∶2 的 t / P 值 2.237 / 0.045 2.765 / 0.019 2.487 / 0.052 2.813 / 0.032 2.765 / 0.020 2.765 / 0.019 2.758 / 0.026 2.765 / 0.019
       1∶3 的 t / P 值 2.903 / 0.017 2.115 / 0.068 2.381 / 0.054 2.632 / 0.039 2.130 / 0.065 2.632 / 0.039 2.237 / 0.045 2.112 / 0.065
       1∶4 的 t / P 值 2.758 / 0.026 1.988 / 0.087 2.387 / 0.054 2.515 / 0.041 2.142 / 0.060 1.932 / 0.095 1.892 / 0.010 1.812 / 0.101
       2∶3 的 t / P 值 5.672 / 0.000 4.583 / 0.001 4.928 / 0.000 3.291 / 0.008 2.332 / 0.059 1.912 / 0.098 1.732 / 0.015 2.232 / 0.050
       2∶4 的 t / P 值 2.823 / 0.030 2.132 / 0.065 4.143 / 0.002 2.765 / 0.020 2.212 / 0.051 2.903 / 0.017 1.692 / 0.015 2.229 / 0.051
       3∶4 的 t / P 值 2.112 / 0.071 1.812 / 0.100 2.483 / 0.052 2.453 / 0.057 2.132 / 0.065 2.152 / 0.065 1.762 / 0.015 0.712 / 0.500
  注：PT 为凝血酶原时间，TT 为凝血酶时间，APTT 为活化部分凝血活酶时间，FIB 为纤维蛋白原，PaO2 为动脉血氧分压，PaCO2 为动脉

血二氧化碳分压；1 mmHg ＝ 0.133 kPa

表 2 不同剂量肝素对脂多糖致急性肺损伤大鼠 BALF 中
TNF-α及肺组织 TLR4 mRNA 表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

BALF 中

TNF-α（ng/L）
肺 TLR4 mRNA
（灰度值）

对照组（1） 10 125.13±11.61 0.998±0.021
模型组（2） 10 534.36±65.33 2.451±0.028
大剂量肝素组（3） 10 495.15±54.42 2.233±0.023
小剂量肝素组（4） 10 310.43±41.01 1.775±0.025
组间比较   1∶2 的 t / P 值 4.932 / 0.000 4.687 / 0.001
       1∶3 的 t / P 值 3.268 / 0.007 3.169 / 0.010
       1∶4 的 t / P 值 2.765 / 0.019 2.769 / 0.023
       2∶3 的 t / P 值 2.382 / 0.055 2.332 / 0.059
       2∶4 的 t / P 值 2.238 / 0.021 2.761 / 0.011
       3∶4 的 t / P 值 1.962 / 0.099 2.039 / 0.091
  注：BALF 为支气管肺泡灌洗液，TNF-α为肿瘤坏死因子 -α，

TLR4 为 Toll 样受体 4
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差异均有统计学意义。因此可以认为，肝素可改善 ALI 的凝

血异常，阻止 DIC 的发展［11］。本实验中大剂量肝素组 APTT
显著延长，该结果提示各种出血并发症的发生会随之增加。

因此，小剂量应用肝素就可以达到抗凝目的，并且减少并发

症发生。

 ALI 的病理生理基础为毛细血管内皮细胞和肺泡上皮

细胞损伤，毛细血管通透性增加导致肺水肿，急性肺水肿引

起急性呼吸功能不全或衰竭，在此过程中机体凝血系统激

活，微循环中大量血栓形成，组织出现缺血、缺氧，进一步加

重肺组织损伤，这种恶性循环导致机体出现了严重不可逆的

损伤。因此，早期针对凝血和纤溶系统功能的调节，可能是

临床上治疗 ALI 的一个重要手段［12］。本实验显示，在应用

小剂量肝素后 PaO2 明显升高，证实改善凝血和纤溶后氧合

得到了很好的改善。而大剂量肝素组与模型组比较氧合改

善无统计学差异，可能与大剂量肝素应用后增加肺部出血风

险有关，有待进一步研究。

 在 ALI 的发生机制中，炎症反应的激活起主导作用，凝

血和纤溶紊乱导致的纤维蛋白复合物沉积也促进了炎症反

应的发生发展［13-14］。很多研究显示，在致病菌进入体内后首

先与 TLR 结合，经过信号转导通路最终激活核转录因子 -κB
（NF-κB）和干扰素（IFN）的转录，合成大量的前炎症介质如 

TNF-α、白细胞介素（IL-β、 IL-1、 IL-6、 IL-10）和单核细胞趋 
化蛋白（MIP）等因子，有些炎症因子对组织产生直接损伤或 
通过激活其他免疫反应对组织产生间接损伤。因子和因子之 
间相互激活促进合成，最终形成炎症“瀑布”反应，影响疾病

的预后［15-19］。研究证实 TLR4 在革兰阴性杆菌 LPS 的感染

中起重要作用，LPS 进入体内后可引起 TLR4 大量表达，因

此从 TLR4 的表达量就可以说明炎症反应的程度［20-21］。本

研究在早期应用肝素改善 ALI 大鼠氧合的研究中，TLR4 的

表达量明显下降，有统计学意义，说明肝素对炎症反应有一

定的抑制作用；而在不同剂量肝素组间对比，TLR4 表达量

无明显差异，说明肝素的剂量对 TLR4 表达无明显相关性。

本实验从 BALF 中 TNF-α的水平进一步说明，应用肝素后

肺部炎症反应得到了一定程度的减轻，但大剂量应用肝素不

能明显抑制炎症反应，反而增加出血风险。因此，早期应用

小剂量肝素可明显减轻 ALI 的炎症反应，改善肺组织氧合，

但其具体的作用机制仍需进一步研究。
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本刊对论文中实验动物描述的有关要求
  在医学论文的描述中，凡涉及到实验动物应符合以下要求： ① 品种、品系描述清楚； ② 强调来源； ③ 遗传背景； ④ 微生

物学质量； ⑤ 明确体质量； ⑥ 明确等级； ⑦ 明确饲养环境和实验环境； ⑧ 明确性别； ⑨ 有无质量合格证明；10  有对饲养的

描述（如饲料类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求）；11  所有动物数量准确；12  详细描述动物的状况；13  对动物实验的

处理方式有单独清楚的交代；14  全部有对照，部分可采用双因素方差分析。


