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·论著·

血必净注射液对脓毒症大鼠活化蛋白C及凝血功能的影响

李银平1，郑贵军2，武子霞1。姚咏明3

(1．天津市天和医院，天津300050； 2．天津中医药大学，天津300193I

3．解放军总医院第一附属医院全军烧伤研究所，北京100037)

【摘要】目的探讨血必净注射液对脓毒症大鼠活化蛋白C(APC)及其凝血功能的影响。方法采用盲

肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症大鼠模型。清洁级雄性Wistar大鼠104只被随机分为正常对照组、假手术组、

脓毒症模型组和血必净治疗组，各组按处死时间分为术后12、24、48、72 h 4个亚组，每组8只。除正常对照组

外，其余各组分别于术后2 h给予生理盐水或血必净注射液(4 ml／kg)1次。各组在相应时间点处死8只动物，

经腹主动脉取血，用酶联免疫吸附法(ELISA)测定血浆APC、血管性假血友病因子(vWF)和血管性假血友病

裂解酶(ADAMTS-13)的含量；肝素抗凝测血浆凝血酶原时间(PT)、活化部分凝血活酶时间(APTT)、纤维蛋

白原(FBO)含量、血小板计数(PLT)等凝血功能指标。结果与正常对照组比较。脓毒症组血浆APC含量均有

不同程度的下降(P<O．05或P<O．01)#用血必净注射液治疗后，APC水平随时间延长逐渐升高。CLP后大鼠

血浆vWF含量升高l用血必净注射液治疗后均有不同程度的降低，以12，24、48 h最为明显。CLP后大鼠

ADAMTS一13含量在12 h略有升高(P<O．01)。但随时间延长明显降低(P<O．05或P<0．01)；用血必净注射

液后能明显升高ADAMTS一13含量(P均<0．01)。CLP后，PT、APTT均有不同程度缩短。FBG含量降低，

PLT减少；用血必净注射液后，凝血功能得到明显改善。结论 血必净注射液能提高脓毒症大鼠血浆APC、

ADAMTS-13水平，降低vWF含量，明显改善脓毒症大鼠的凝血功能。
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[Abstract]0bjective To investigate the effects of traditional Chinese medicine Xuebijing injection

(血必净注射液)on activated protein C(APC)expression and blood coagulation parameters in septic rats．

Methods Wistar rats were subjected to sepsis induced by cecal ligation and puncture(CLP)．One hundred

and foat clean healthy Wistar rats were randomly divided into four groups：normal group，sham operation

group，septic model group，and Xuebijing—treated group．According to the time of sacrifice，the latter three

groups were subdivided into four subgroups：12，24，48，and 72 hours subgroups(each n----8)．Except normal

group，normal saline(NS)or Xuebijing injection(4 ml／kg)was injected into the other three groups within

2 hours after operation．The blood samples of each group were collected at various time points from abdominal

aorta．The levels of plasma APC，yon wilebrand factor(vWF)。yon wilebrand factor cleaving protease

(ADAMTS-13)were measured by enzyme linked immunoadsorbent assay(ELISA)；the indexes of blood

coagulation function．such as levels of plasma prothrombin time(PT)，activated partial thromboplastin time

(APTT)and fibrinogen(FBG)were examined with heparin anti-coagulative blood，and the number of

platelets(PLT)was counted．Results Compared with the normal group，APC levels in plasma were

decreased in various degrees in the septic group(P<0．05 or P<0．01)‘after treatment with Xuebijing

injection，APC concentration was gradually increased with the prolongation of time．Compared with the

normal group，the plasma vWF remained markedly elevated up from 12 to 72 hours after CLP，and it was

dramatically inhibited by Xuebijing injection during 12—72 hours，especially significant at 12，24 and 48 hours

time points．After CLP—operation，ADAMTS一13 level in plasma was slightly increased at 12 hours(P<

0．01)·but from 24 to 72 hours。its leve“n plasma was significantly decreased(P<O。05 or P<0．01)，and it

was markedly improved or elevated in Xuebijing—treated group(all P<0．01)．In septic group·the times of

plasma PT and APTT were shortened in various degrees，and the FBG level was decreased，and the numher of

PLT also decreased；after the use of Xuebijing injection，the coagulative function was improved obviously．
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Conclusion These data suggest that Xuebijing injection increase plasma APC and ADAMTS一13 level，and

depress plasma vWF content in rats with sepsis，it may significantly improve the blood coagulative function in

rats with sepsis．

[Key words]Xuebijing injection，sepsis；activated protein C I blood coagulation function,rat

脓毒症(sepsis)指由感染引起的全身炎症反应，

是刨伤、烧伤、休克、感染等临床急危重患者的严重

并发症之一，也是诱发脓毒性休克、多器官功能障碍

综合征(MODS)的重要原因。脓毒症的发病机制极

为复杂，近年来的研究证实，凝血系统异常和炎症

“瀑布”反应在脓毒症发生发展过程中具有重要作

用，是脓毒症、MODS发生的重要机制之一。目前尽

管采用了综合的急救措施和最先进的药物，但其在

重症加强治疗病房(ICU)的病死率仍居高不下[1]。

血必净注射液是治疗脓毒症的中药静脉制剂，本课

题组在前期的实验研究中发现，血必净注射液在改

善脓毒症大鼠凝血功能异常方面有显著疗效[21；

并且发现其机制表现在对肝脏组织蛋白C(PC)、内

皮蛋白C受体(EPCR)和血栓调节蛋白(TM)的

mRNA表达的调节方面[3喇。脓毒症时，由于炎症反

应和内皮功能障碍，PC系统被破坏，使PC转化成

活化蛋白C(APC)的能力大大降低，而用APC的替

代品重组人APC治疗严重脓毒症时，能改善患者的

病死情况。故本实验中采用盲肠结扎穿孔术(CLP)

制备脓毒症大鼠模型，观察血必净注射液对脓毒症

大鼠APC的生成及其凝血功能的影响。

I材料与方法

1．1动物模型制备：清洁级雄性Wistar大鼠，体重

220-、一250 g，购自中国医学科学院实验动物中心。适

应性饲养1周后，按照Chaudry等[5]报告的方法行

CLP，复制严重腹腔感染致脓毒症模型。术前禁食

12 h，自由饮水。以盐酸氯胺酮注射液与速眠新I注

射液按体积比8 t 3混合，0．4 ml／kg肌肉注射麻醉

大鼠，腹正中线切口，暴露盲肠并结扎根部(避免结

扎回肠及盲肠系膜血管)，用16号穿刺针贯通穿刺

盲肠3次形成肠瘘，并留置一条宽2．0 mm的橡皮

片以防针孔闭合。将盲肠还纳腹腔，逐层缝合腹壁切

基金项目：国家重点基础研究发展规划项目(2005CB522602)，

天津市卫生局中西医结合科研项目(2005088)I天津市现代中药大品

种群系统开发基金资助项目(2006)

作者简介：李银平(1961一)。女(汉族)。湖北省人，研究员，顿士

生导师·享受国务院特贴专家，现任中国病理生理学会危重病医学分

会全国委员。中国中西医结合学会急救医学专业委员会委员。天津市

中西医结合学会急救专业委员会委员、青年委员会委员，Email，

CCCIBI．23042150@oyahoo．COlell．cn．

口，术毕立即皮下注射10 ml生理盐水抗休克，自由

饮水。假手术组仅开腹翻动盲肠后关腹。

1．2动物分组及给药：将104只大鼠按随机数字表

法分为正常对照组、假手术组、模型组和血必净治疗

组4组，后3组再分为术后12、24、48和72 h组，每

组8只。血必净各组于CLP后2 h经阴茎背静脉注

射血必净注射液(天津红日药业股份有限公司惠赠，

批号：Z20040033)4 ml／kg 1次；模型组给予等量生

理盐水。

1．3血标本及组织标本的采集与处理：按相应时间

点将动物麻醉后，经腹主动脉无菌采血，留取3 ml

入含有抗凝剂的真空采血管内，2 h内进行凝血功

能测定；留取2 ml全血做血常规测定；再留取3 ml

血于含有3．8％枸橼酸钠的试管内，血液与3．8％枸

橼酸钠比例为9：1，立即离心15 rain，分离血浆于

一80℃保存待用。

1．4检测指标及方法：血浆APC含量用大鼠APC

酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒(美国USCN公

司)检测，严格按说明书步骤进行，将样品吸光度

(A)值代入标准曲线，计算出样品APC的浓度。血

浆血管性假血友病因子(vWF)、血管性假血友病裂

解酶(ADAMTS一13)含量分别用ELISA试剂盒(美

国USCNLIFE公司)测定；凝血功能采用ILACL—

TOP凝血四项分析仪进行分析；采用SysmexXT一

1800i血常规分析仪进行血小板计数。

1．5统计学方法：用SPSS 13．0统计软件包，结果

以均数士标准差(z士s)表示，组间比较用单因素方

差分析和t检验；P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1血必净注射液对脓毒症大鼠血浆APC的影响

(表1)：假手术组各时间点APC含量与正常对照组

比较差异无统计学意义(尸均>0．05)；CLP后12 h

血浆APC含量开始下降，随着时间的延长，APC含

量呈逐渐下降的趋势，至72 h与正常对照组比较差

异仍有统计学意义(P<O．05或P<0．01)；用血必

净注射液治疗12 h后，血浆APC含量显著升高(P<

0·05或P<0．01)，在48 h和72 h时升高显著。

2．2 血必净注射液对脓毒症大鼠血浆vWF、

ADAMTS-13含量的影响(表1)：假手术组与正常
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对照组比较差异无统计学意义(P均>0．05)；脓毒

症组血浆vWF从12 h开始升高，在48 h和72 h最

为明显(P均<0．01)；经血必净注射液治疗后血浆

vWF在各个时间点均有所降低，在12、24和48 h最

明显(P均<0．01)。正常对照组血浆ADAMTS一13

含量与假手术组比较差异无统计学意义；脓毒症组

在12 h时略有升高(P<o．01)，24 h后ADAMTS-13

水平逐渐下降(P<0．05或P<o．01)，至72 h最为

明显；经血必净注射液治疗24、48、72 h均显著升高

(P均<O．01)。

裹1各组大鼠血浆APC、vWF和ADAMTS一13的

变化比较(；士g，拜=8)

组别 时问(h)APC(腭／L) vWF(g／L) ADAMTS-13(mg／L)

注：正常对照组APC为(3．41士0．12)pg／L，vWF为(15．89士

1．92)g／L，ADAMTS-13为(182．41士4．84)mg／L；与正常

对照组比较，4P<0．05。‘P<0．01l与假手术组比较，cP<

0．05，4P<0．01l与脓毒症组比较，。P<0．05，‘P<O．Ol

2．3血必净注射液对脓毒症大鼠凝血功能的影响

(图1)：假手术组凝血功能指标与正常对照组比较

差异无统计学意义(P均>0．05)。脓毒症组凝血酶
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原时间(PT)在CLP后12 h与正常对照组、假手术

组比较差异均无统计学意义(P均>O．05)；24、48、

72 h明显缩短(P<O．05或P<O．01)，其中以24 h、

48 h最为显著；血必净组24、48、72 h PT较脓毒症

组显著延长(P均<O．01)，且与正常对照组比较差

异无统计学意义(P均>O．05)。活化部分凝血活酶

时间(APTT)在脓毒症组术后24、48、72 h较正常对

照组、假手术组均明显缩短(P<0．05或P<0．01)；

给予血必净注射液后24、48、72 h APTT较脓毒症

组均显著延长(P均<0．01)，且与正常对照组、假手

术组比较差异均无统计学意义(P均>0．05)。纤维

蛋白原(FBG)在脓毒症组于术后12 h起较正常对

照组、假手术组均明显降低(P<O．05或P<O．01)，

在48 h达最低点；给予血必净注射液后各时间点均

较脓毒症组明显增加(P<o．05或P<o．01)。血小

板计数(PLT)在CLP后12 h起均较正常对照组、

假手术组明显下降(P<0．05或P<0．01)，且在12 h

达最低点；给予血必净注射液后各时间点PLT含量

均显著升高(尸<O．05或P<O．01)，以24 h最明显。

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，这些释放到血液中的细

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溶系统。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[6]。以前的观点认为，凝血功能障碍或弥散性血管

内凝血(DIC)是脓毒症晚期的并发症，而近年来的

动物实验和临床研究证实凝血功能紊乱贯穿于脓毒

症的整个病理过程，凝血级联反应是脓毒症发生发

圈1 备组大■不同时同点凝血指标变化比较
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展和预后的决定因素之一[7唱]。在脓毒症的病理过程

中，病原体及其毒素、以及来源于宿主本身的细胞因

子均可激活内皮细胞，使内皮细胞在结构和功能上

都发生了改变。暴露出来的内皮细胞亚结构使各种

蛋白水解酶释放，从而启动内源性凝血系统。在内毒

素和炎症因子如肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞

介素一6(IL一6)等的刺激下，内皮细胞释放组织因子

(TF)，启动外源性凝血途径并加速凝血酶的产

生L9]。PC系统是人体内重要的天然抗凝系统，它由

PC、PS、TM和EPCR组成。凝血酶与TM结合后，

凝血酶一TM复合物将PC提呈给EPCR，使PC转

化成APC，APC具有抗血栓形成、促进纤维蛋白溶

解及抗炎特性，在严重脓毒症的发病机制中起重要

作用。内皮细胞被激活后，由于内皮细胞丧失TM

和EPCR，导致PC转化为APC的正常途径被破坏，

使APC生成的速率大大降低。加上APC被大量消

耗，致使循环血液中的APC浓度远低于正常水平，

无法阻止高凝状态引起的微血栓栓塞，导致多器官

功能衰竭和死亡[1引。

vWF是一种多聚体高分子蛋白质，由血管内皮

细胞或单核／巨噬细胞合成，存在于血管内皮的

Weibel—palade小体、血浆和血小板的a颗粒内。当

血管内皮受损时，可致vWF等内容物释放入血增

多，vWF可通过膜糖蛋白结合位点形成血小板膜糖

蛋白(Ib)-vWF一内皮下纤维，参与血小板与血管壁

的黏附，vWF也可通过与糖蛋白I b／1 a膜结合位

点与血小板结合，有利于血小板的聚集；vWF也可

以与胶原结合，从而引起血小板的黏附与聚集。

ADAMTS一13主要在肝脏内合成，可将大分子质量

的vWF多聚体水解成生理状态的小分子肽段。

ADAMTS一13活性的改变或vWF对该酶敏感度的

改变均可影响vWF的降解，从而改变vWF与血小

板和内皮下胶原的结合能力。脓毒症时，内皮细胞受

损，vWF释放增多，而ADAMTS一13水平下降n¨。

近年来研究发现，vWF抗原水平的升高和

ADAMTS一13水平的下降与脓毒症患者的预后密

切相关‘-钊。

血必净注射液主要由红花、赤芍、川芎、丹参、当

归等活血化瘀中药提炼而成。有研究表明，血必净注

射液能有效拮抗内毒素，下调促炎介质水平，调节免

疫反应，并通过保护受损内皮，改善微循环，避免内

毒素攻击所致的组织损伤[1引。本实验中用血必净注

射液干预脓毒症大鼠，结果发现，给药后血浆APC

浓度虽然未达到正常水平，但较脓毒症组显著提高；血

浆vWF水平明显降低。脓毒症组血浆ADAMTS一13

水平在12 h时比血必净组略微升高。可能与12 h

时肝脏受到内源性毒素的刺激而释放增加有关。但

是随着时间的推移，血必净组ADAMTS一13水平明

显高于脓毒症组，PT和APTT明显延长，FBG有

不同程度的升高，PLT有所增加，从而有效缓解了

脓毒症大鼠的高凝状态，防止脓毒症病程的进一步

发展。
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