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·研究报告 ·
血必净注射液对肺血栓栓塞大鼠肺血管内皮细胞

P- 选择素的影响

沈华    徐英    秦海东    刘敏星    鲍磊    张铮

【摘要】 目的 观察大鼠肺血栓栓塞后肺血管内皮细胞 P- 选择素、动脉血氧分压（PaO2）的变化，探讨

血必净注射液的治疗机制。方法    雄性 SD 大鼠 105 只，按随机数字表法分为对照组、栓塞组和血必净组，每

组 35 只。采用自体血栓回输法制备肺血栓栓塞症（PTE）模型，对照组注射 2 mL 生理盐水；血必净组于制模 
后每日腹腔注射血必净注射液 8 mL/kg，对照组和栓塞组给予等量生理盐水。各组分别于术后 1 h、 3 h 及 1、 3、 
7 d 取 7 只大鼠，留取股动脉血和肺组织。用血气分析仪测定 PaO2 ；行苏木素 - 伊红（HE）染色后光镜下观察 
支气管 - 肺组织病理学改变；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肺血管内皮细胞 P- 选择素蛋白表

达。并对 PaO2 与 P- 选择素进行相关性分析。结果    对照组肺组织无明显改变，PaO2 基本正常，肺血管内皮 
细胞 P- 选择素蛋白表达较低。栓塞组光镜下可见肺动脉血栓栓塞，炎症反应明显；血必净组病变程度有所减轻。 
栓塞组和血必净组术后 1 h 时 PaO2（mmHg，1 mmHg＝0.133 kPa）即较对照组明显下降（62.7±8.1、 71.6±6.5 
比 82.2±7.9，P＜0.01 和 P＜0.05），随后逐渐下降，至术后 1 d 达谷值（46.8±6.5、 56.4±6.8），之后逐渐升高，至

术后 7 d 时仍明显低于对照组（64.5±5.0、 73.4±6.3 比 89.3±4.9，均 P＜0.01）；而血必净组 PaO2 均较栓塞组

明显升高（均 P＜0.05）。栓塞组和血必净组术后 1 h 时 P- 选择素蛋白表达（灰度值）即较对照组明显升高

（1.280±0.013、 1.120±0.010 比 0.760±0.011，均 P＜0.01），之后逐渐升高，至术后 1 d 达峰值（1.870±0.025、 
1.340±0.017），随后逐渐降低，至术后 7 d 时仍明显高于对照组（1.210±0.012、 0.990±0.013 比 0.690±0.014，
均 P＜0.01）；而血必净组 P- 选择素蛋白表达均较栓塞组明显降低（均 P＜0.01）。肺血栓栓塞后 1 h、 3 h
时，PaO2 与 P- 选择素蛋白表达无相关性；1、 3、 7 d 时，PaO2 与 P- 选择素蛋白表达呈显著负相关（1 d ： r＝ 
-0.942， P＝0.002；3 d： r＝ -0.944，P＝0.001；7 d：r＝ -0.958，P＝0.001）。结论    在 PTE 早期，血必净注射液

可能通过抑制肺血管内皮细胞 P- 选择素表达，从而改善组织器官氧供，起到保护肺组织的作用。
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 肺血栓栓塞症（PTE）的血栓一般来自静脉系统或右

心，阻塞肺动脉及其分支，缺氧是其主要病理生理特征，临床

表现为突发呼吸衰竭（呼衰），动脉血氧分压（PaO2）急剧下

降，造成全身缺氧、器官功能衰竭，这不仅与栓子堵塞肺动脉

对心脏、肺循环、肺实质及胸膜的直接作用有关，近年来发现

广泛凝血 - 纤溶系统激活和炎症反应及其相互关系也是导

致低氧的主要因素 ［1-2］。P- 选择素及其细胞黏附与血栓性

疾病关系十分密切，在 PTE 发生发展过程中起主要作用。

 血必净注射液主要由赤芍、川芎、丹参、红花、当归等活

血化瘀药组成。大量研究表明，血必净具有抑制过度的炎症

反应、减少组织细胞损害、改善循环组织灌注及凝血功能等

功效［3-4］，在临床救治脓毒性休克［5］、多器官功能障碍综合征

（MODS）［6］、重症急性胰腺炎［7］等急危重症患者中起重要作

用，但应用于 PTE 的报道尚不多见。本研究通过观察血必

净注射液对 PTE 模型大鼠 PaO2 和肺血管内皮细胞 P- 选择

素表达的影响，探讨其保护作用的可能机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组：健康清洁级雄性 SD 大鼠 105 只，鼠

龄 57～78 d，体质量 280～320 g，由南京医科大学实验动物

中心提供，动物合格证号：0021771。按随机数字表法将大

鼠分为对照组、栓塞组和血必净组 3 组。

1.2 PTE 动物模型制备及处理方法：取大鼠股静脉血制成

长 5～8 mm、直径 0.8 mm 的栓子备用。腹腔注射 5% 水合

氯醛麻醉大鼠，行颈部正中切口，分离右颈总静脉留置静脉

针，缓慢推注混有 12 个血栓的生理盐水 2 mL。注入血栓后

可见大鼠明显发绀、呼吸加快，注射完毕拔出留置针，压迫止

血后逐层缝合。麻醉意外和中途死亡大鼠剔除本实验。对

照组仅行颈部切口，由右颈总静脉注入 2 mL 生理盐水。血

必净组于制模成功后每日腹腔注射血必净注射液 8 mL/kg，
对照组和栓塞组给予等量生理盐水。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 标本采集：各组分别于术后 1 h、 3 h 和 1、 3、 7 d 
取 7 只大鼠，右股动脉取血进行血气分析；开胸取右肺，置于

10 % 甲醛中固定，用于病理学观察；左肺中下叶置于液氮中

冷却，-70 ℃冰箱保存待测肺血管内皮细胞 P- 选择素蛋白

表达。
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表 1 3 组大鼠术后各时间点 PaO2 的变化比较（x±s）

组别
动物数

（只）

PaO2（mmHg）

术后 1 h 术后 3 h 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d

对照组 7 82.2±7.9 87.6±6.7 88.2±8.3 86.4±5.6 89.3±4.9
栓塞组 7 62.7±8.1a 51.3±9.2a 46.8±6.5a 59.6±5.7a 64.5±5.0a

血必净组 7 71.6±6.5bc 67.3±7.1ad 56.4±6.8ac 65.7±4.7ac 73.4±6.3ac

  注：PaO2 为动脉血氧分压；1 mmHg ＝ 0.133 kPa；与对照组比

较，aP ＜ 0.01，bP ＜ 0.05；与栓塞组比较，cP<＜ 0.05，dP ＜ 0.01

图 1 光镜下观察各组大鼠术后 3 d 时支气管 - 肺组织病理学

改变    自体血栓回输制备肺栓塞模型组（a）多处肺动脉血栓栓

塞，血栓表面粗糙、着色不均，肺泡萎陷、有大量渗出及红细胞浸

润，肺泡壁及间质内大量炎性细胞浸润（以中性粒细胞、单核细

胞为主）；血必净组（b）病变程度有所减轻    HE  低倍放大

1.3.2 支气管 - 肺组织病理学观察：将固定好的右肺组织经

梯度乙醇脱水，二甲苯透明，包埋、切片，37 ℃温箱中干燥，

二甲苯脱蜡，苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察支气管 -
肺组织病理学变化。

1.3.3 PaO2 测定：应用血气分析仪测定 PaO2。

1.3.4 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肺血管内

皮细胞 P- 选择素蛋白表达：取冻存的左肺下叶组织进行匀

浆、离心，取等量上清缓冲液于试管中冷却。经电泳、转膜、

封闭后加入适量一抗、二抗孵育，洗膜、室温放置、胶片曝光、

显影、洗像后，用 Quantity One 软件进行分析，以对照组条带

灰度定为基础值，各组条带灰度值与其比值作为 P- 选择素

相对表达量。

1.4 统计学处理：实验数据采用 Stata 9.0 软件进行统计学

处理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用方差分

析检验各组间方差齐性，方差齐者组间两两比较采用 t检验；

相关性分析采用 Pearson 等级相关法。P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2    结    果
2.1    支气管 - 肺组织病理学改变（图 1）：对照组肉眼和光

镜下观察肺组织未见异常。栓塞组各时间点肉眼可见双肺

充血肿胀，表面散在点片状出血点；光镜下可见多处肺动脉

血栓栓塞，有大量渗出及红细胞浸润。血必净组病变程度较

栓塞组有所减轻。

表 2 3 组大鼠术后各时间点血管内皮细胞
P- 选择素蛋白表达变化比较（x±s）

组别
动物数

（只）

P- 选择素蛋白表达（灰度值）

术后 1 h 术后 3 h     术后 1 d     术后 3 d     术后 7 d

对照组 7 0.760±0.011 0.740±0.013 0.770±0.021 0.750±0.011 0.690±0.014
栓塞组 7 1.280±0.013a 1.420±0.007a 1.870±0.025a 1.530±0.017a 1.210±0.012a

血必净组 7 1.120±0.010ab 1.210±0.018ab 1.340±0.017ab 1.190±0.010ab 0.990±0.013ab

注：与对照组比较，aP＜0.01；与栓塞组比较，bP＜0.01

注：β-actin 为 β- 肌动蛋白
图 2 蛋白质免疫印迹试验检测各组大
鼠术后 3 d 时肺血管内皮细胞 P- 选择

素蛋白表达

2.3    肺血管内皮细胞 P- 选择素蛋白表达（表 2 ；图 2）：对

照组各时间点 P- 选择素蛋白表达均较低。栓塞组和血必净

组术后 1 h P- 选择素蛋白表达即明显高于对照组，随后逐渐

增高，至1 d达峰值后逐渐下降，7 d时仍显著高于对照组（均

P＜0.01）；但血必净组各时间点 P- 选择素蛋白表达明显低

于栓塞组（均 P＜0.01）。
2.4    PaO2 与 P- 选择素蛋白表达的相关性：肺栓塞后 1 h、  
3 h 时，PaO2 与 P- 选择素蛋白表达无相关性（r＝-0.534，
P＝0.410 ；r＝-0.613，P＝0.380）；1、 3、 7 d 时，PaO2 与 
P- 选择素蛋白表达水平呈显著负相关（r＝-0.942，P＝
0.002；r＝-0.944，P＝0.001；r＝-0.958，P＝0.001）。
3    讨    论
 本实验通过大鼠自体血栓回输法制备肺栓塞模型，且病

理证明大鼠 PTE 模型制备成功。有实验证实，自体血栓回

输法制备的 PTE 动物模型肺动脉压明显升高，而体动脉压

在制模后明显下降，肺灌注 / 通气扫描（ECT）显像可见两肺

明显放射性缺损和稀疏，表明以自体血栓作为栓子能很好地

模拟 PTE 的自然发病过程［8］。既往制作的 PTE 动物模型栓

子有血凝块、明胶海绵、玻璃体球状物、α2 凝血酶、胶原蛋

白等多种，但由于自体血栓和临床肺栓塞血栓的形成有一定

相似性，目前普遍认为较为理想的栓子仍然是自体血栓。

 基础及临床研究表明，PTE 中血栓形成是血管内皮细胞

受损、血小板激活、抗凝和纤溶系统相关因子发生变化等多

种因素综合作用的结果［9］。作为选择素家族的重要成员之

一，P- 选择素在创伤性休克、 MODS 早期即显著升高［10-11］，

并与急性脑梗死的发生显著相关［12-13］，提示 P- 选择素可能

在危重病时介导了血栓形成。活化的血小板和内皮细胞中

P- 选择素高表达，介导了细胞之间的相互黏附。在血栓性

疾病和炎症等情况下，血小板 α 颗粒和内皮细胞的棒状小

体与细胞膜迅速融合，使 P- 选择素在细胞膜表面大量并持

久表达［14-15］。Chirinos 等［16］发现，P- 选择素与 P- 选择素糖

蛋白配体 1（PSGL-1）的黏附导致了血小板、内皮细胞与白

2.2    PaO2（表 1）：对照组各时间点 PaO2 基本正常。栓塞

组和血必净组术后 1 h PaO2 即较对照组明显下降，1 d 时达

谷值后逐渐升高，7 d 时仍显著低于对照组（P＜0.05 或 P＜
0.01）；但血必净组各时间点 PaO2 明显高于栓塞组（P＜0.05
或 P＜0.01）。
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细胞的相互作用，从而促进血栓和炎症网络的形成。Chu［17］

的研究也发现，活化的血小板高表达 P- 选择素，与白细胞相

互作用后可促使其表达组织因子（TF），TF 与 F Ⅶ a 结合形

成 F Ⅶ a/TF 复合物，经过级联反应最终活化凝血酶原为凝

血酶，促使纤维蛋白原相互聚合，启动血栓形成。有研究表

明，经 PSGL-1 或 P- 选择素基因剔除处理后的小鼠，其血栓

形成明显减少［18-19］；经过 P- 选择素单克隆抗体阻断 P- 选

择素形成，可加速链激酶的溶栓速度［20］，并且静脉血栓形成

显著减少［21］。国内学者发现，细胞间黏附分子 -1 与 P- 选

择素参与了 PTE 的发病过程［22］；大鼠发生 PTE 时，肺动脉

血管内皮细胞 P- 选择素在基因和蛋白表达水平均较对照

组增高［23］；临床试验也证实，PTE 患者 P- 选择素和 TF 水

平均显著升高，二者共同参与了肺栓塞的炎症反应和血栓形 
成的过程［24］。本实验也发现，PTE 发生后大鼠肺血管内皮

细胞 P- 选择素蛋白表达均较对照组明显升高，术后 7 d 仍

持续高表达；同时发现 P- 选择素蛋白表达在术后 1、 3、 7 d
时与 PaO2 呈显著负相关，提示 P- 选择素蛋白水平的下降有

助于改善氧合，在组织器官缺氧保护中具有一定作用。因此，

有效抑制 P- 选择素蛋白的高表达，从而达到改善组织器官

氧供的目的，是临床治疗 PTE 的有效途径。

 血必净注射液作为一种活血化瘀的中药复合制剂，具有

抗黏附、抗血小板、清除氧自由基、抗炎以及免疫调节作用，

在临床救治凝血功能障碍患者中起重要作用［5，25-26］。陈立

等［27］研究发现，血必净注射液能够显著降低肺栓塞兔肺组

织炎性细胞浸润程度，减小梗死面积。陈旭锋等［28］通过建

立家兔 PTE 模型发现，血必净组 PaO2 较对照组明显好转，

病理损伤程度减轻。本实验结果也发现，血必净组各时间点

大鼠 P- 选择素蛋白表达水平均明显低于栓塞组，PaO2 较栓

塞组升高，肺组织病理损伤减轻。

 综上所述，血必净注射液在肺血栓栓塞早期可能通过抑

制 P- 选择素的高表达，阻断活化血小板、内皮细胞与白细

胞的相互黏附聚集，切断血栓和炎症网络的形成，减轻凝血

纤溶失衡和过度炎症反应对肺组织的损害，提高器官组织氧

供，从而达到保护肺组织的目的。
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