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·论著·

参附注射液对创伤失血性休克大鼠的肾保护作用研究

马继红1，刘 婷2，潘景业1，陈 洁1，张近波1

(1．温州医学院附属第一医院Icu，浙扛温州325000， 2．中国医科大学北京顺义医院Icu，北京101300)

【摘要】目的探讨失血性休克大鼠肾组织内皮细胞组织因子(TF)、血栓调节蛋白(TM)的mRNA表达

及参附注射液的干预作用。方法将40只SD大鼠随机分成对照组、休克组、林格液组、参附液组，每组10只。

采用放血法制备失血性休克大鼠模型。林格液组和参附液组于制模后分别用林格液或参附注射液(10 ml／kg)

加林格液复苏。制摸各组于复苏后2 h、对照组于置管后3 h取肾组织，用逆转录一聚合酶链反应(RT-PCR)检测

TF、TM的mRNA表达。结果 休克组TF、TM的mRNA表达较其他组均显著升高(P均<o．01)I而对照组

则较其他组均显著降低(P均<o．01)。参附液组TFmRNA表达较休克组和林格液组均显著下降(P<o．01和

尸<o．05)，而TM mRNA表达则显著高于林格液组(P<o．05)。结论失血性休克后存在肾组织及内皮细胞

损伤；参附注射液从促凝与抗凝两个方面保护肾组织，从而对机体凝血功能产生影响。
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A study on expressions of tissue factor mRNA蛐d thrOmbomodulin mRNA in k柚ney of rats而th hemorrhagic

shock蚰d interference effec协of shenfu injection(参附注射液)for弛s岫citation MA“一锄g”，L肜
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【Abstnct】 objective To investigate the changes of the expressions of tissue factor(TF)mRNA and

thrombomodulin(TM)mRNA in endothelial cells of kidney tissues in rats with hemorrhagic shock(HS)and

the i砒erference effects of Shenfu injection(SFI，参附注射液)．Metho凼 Forty adult healthy sprague—Dawley

(SD)rats were randomly assigned to the following four groups(each卵=10)：wound control(WC group)，HS

group，resusci协tion with Ringer7s solution(RS group)and resuscitation with SFI group(SFIgroup)．The rat

model of HS was established by blood letting．In the WC group，the rat was subjected to insertion of catheter

respectively into the right carotid artery arld left femoral vein only without any other management，after the

model establishment，Ringer，s solution wasused in RS group andRS plus SFI(10 ml／kg)mixture was applied

in the SFI group for resu8citation． At 2 hours after resuscitation and 3 hours after catheterization in WC

group，the kidney ti8sue was collected．Reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)was used

to detect the expressions of TF mRNA and TM mRNA．Results The expressions of TF mRNA arld TM

mRNA in HS group wefe Bignificantly higher than th08e in other group8(all P<O．01)}while the expre8sions

in WC group were obviously lower than those in other groups(all P<O．01)．The expres8ion of TF mRNA in

SFI group was markedly lower than that in HS group and RS group(P<O．01 and P<O．05)，while the

expression of TM mRNA in SFI group was significantly higher than that in RS group(P<O·05)．ConcIusion

After the occurrence of HS in rats，there is kidney tissue and endothe“al cell injury． SFI can protect renal

tissues from both pro—and anti—coagulant a8pects，its affect on the production and release of TF and Tl讧in

kidney may have an impact on the coagulation of an organism．

【Key words】 hemorrhagic shock，tissue factor，thrombomodulin；Shenfu injection

创伤是当今人类死亡的主要原因之一E1]。创伤

死亡的首要原因是失血性休克‘引，失血性休克如得

不到纠正，最后将会导致弥散性血管内凝血(DIC)，
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甚至死亡。2007年欧洲重症监护医学等专家联合指

出在创伤失血性休克早期纠正凝血功能的紊乱，对

失血性休克的治疗及预后具有重要意义[3]。参附注

射液是中药红参、附子的提取物。研究证实，参附制

剂具有提高机体对缺氧的耐受性、减轻组织和细胞

的损伤等多种药理作用，对缺血／再灌注损伤具有良
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好的保护作用H{]。而参附注射液对凝血系统方面影

响的研究甚少，为此，本研究中探讨失血性休克大鼠

肾组织内皮细胞组织因子(TF)及血栓调节蛋白

(TM)的mRNA表达及参附注射液的干预作用。

l材料与方法 一

1．1实验动物分组及失血性休克模型制备：SD大

鼠40只(温州医学院实验动物中心提供)，按随机数

字表法分为4组，每组10只。腹腔注射乌拉坦麻醉

大鼠，参照文献[6]方法建立失血性休克模型。①对

照组：大鼠麻醉后经右颈动脉和左股静脉置管后不

予其他操作，于3 h后取肾组织，②休克组：大鼠插

管成功后15 min内放血使平均动脉压降至(40士

5)mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)，稳定60 min，即

为失血性休克模型；⑧林格液组：制模后30 min内

输注3倍失血量的林格液复苏；④参附液组：制模后

30 min内先补充参附注射液10 m1／kg，再输入林格

液至3倍失血量。除对照组外，各组均于2 h后取肾

组织标本，实验结束后处死动物。

1．2 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测肾组织

TF、TM的mRNA表达：采用Primer 5．O设计

PCR所用引物，TF、TM、p肌动蛋白(pactin)引物

序列均由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。按TRIzol试剂盒一步法分离提取总RNA。

PCR：将提取的总RNA立即进行反转录，参考PCR

反应试剂盒说明书并按比例调整反应体系体积。

按以下程序扩增：94℃变性30 s，58℃退火30 s，

72℃延伸1 min，共30个循环；最后72℃延伸

5 min，一20℃保存备用。将PCR产物经琼脂糖凝胶

电泳后，用凝胶成像系统照相，应用计算机图像分析

软件(Gel 3．o)行灰度扫描分析。以目的基因与

pactin的PCR产物条带灰度之比作为反映目的基

因mRNA水平的相对指标。

1．3统计学方法：采用SPss 11．5统计软件处理，

数据以均数土标准差(z士s)表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较方差齐时采用LSD检

验，方差不齐采用Tamhane’s法，P<O．05为差异

有统计学意义。

2结 果

表1和图1结果显示，休克组肾组织TF、TM

的mRNA表达均较对照组明显升高(P均<0．01)。

林格液组肾组织TF mRNA表达较休克组有所下

降(尸>O．05)，但仍显著高于对照组(P<0．01)；

TM mRNA表达与对照组比较差异无统计学意义，

但较休克组降低(P<o．01)。参附液组TF mRNA

表达较休克组与林格液组均明显降低(P<o．01和

P<O．05)，但仍高于对照组(P<o．01)；TM mRNA

表达较对照组及林格液组均明显升高(P<O．01和

P<o．05)，但较休克组显著降低(P<o．01)。

裹l 各组大■肾组织TF、TM的mRNA

表达比较(；士g)

注；与对照组比较，·P<o．01，与休克组比较，6P<o．01；与林格

液组比较，。P<o．05

1～4依次为对照组、休克组、林格液组、参附液组}M zMarker

田l RT．PcR检测各组大鼠肾组织TF、删的mRNA裹达

3讨论

正常情况下，机体促凝／抗凝处于动态平衡，但

各种病理过程可打乱该平衡，引起凝血系统的激活。

我们前期的实验表明，凝血系统失衡在休克的发生

发展过程中具有重要作用口3；观察不同复苏液对失

血性休克大鼠凝血功能的影响发现，失血性休克大

鼠血浆中TF、TM含量升高，表明失血性休克可使

血小板和凝血系统激活[8]。本实验中主要通过观察

失血性休克后大鼠肾组织TF、TM的mRNA表达

及参附注射液对其的干预作用，探寻参附注射液对

休克的防治作用。

3．1 休克组肾组织TF、TM的mRNA表达：TF

是外源性凝血的主要启动因子，是止血、凝血和血栓

形成的主要调节因子，多种病理情况下均可使其表

达增高并释放至血中，启动凝血途径，引起血管内血

栓形成凹]。本实验中发现，与对照组比较，休克组肾

组织TF mRNA表达明显升高。提示失血性休克后

肾组织产生大量TF并释放入血，进而激活凝血途

径参与止血。TM是血管内皮细胞表面的一类跨膜
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糖蛋白，当血管内皮受损时其血浆浓度明显升高，因

而可作为血管内皮细胞损伤的敏感标志物n1。。TM

升高是机体的一种保护机制，防止由于TF激活后

的凝血功能过强而导致血栓栓塞，对防止失代偿性

DIc的发生有重要意义。本实验中发现，休克组肾组

织TM mRNA表达亦较对照组显著增强。提示失血

性休克后，肾组织血管内皮细胞损伤，TM大量生

成，可能存在凝血功能紊乱。

3．2林格液组肾组织TF、TM的mRNA表达：本

实验中单用林格液复苏后，肾组织TF mRNA水平

明显高于对照组，而较休克组下降，但差异无统计学

意义，提示林格液干预后凝血功能未见明显改善；肾

组织TM mRNA表达较休克组明显降低，提示林格

液组抗凝活性更弱。结合TF mRNA的变化趋势可

以看出，林格液组的凝血功能较休克组加强，而抗凝

功能减弱，可能更容易导致凝血。

3．3参附液组肾组织TF、TM的mRNA表达：研

究证明，参附可保护缺血／再灌注的组织及细胞，何

宇红等口1]证实，参附注射液可通过诱导血红素氧合

酶一1表达，抑制诱生型一氧化氮合酶表达，明显减

轻大鼠肠缺血／再灌注损伤所导致的肾组织损伤。本

研究结果发现，参附液组肾组织TF mRNA表达虽

然较对照组增高，但较休克组、林格液组显著降低，

提示参附注射液对凝血途径的启动有抑制作用。参

附液组TM mRNA表达较对照组、林格液组增高，

提示其抗凝功能增强；相对于林格液，参附注射液在

凝血能力上趋于正常，抗凝能力相对增强，不易引起

血栓。

综上所述，失血性休克大鼠肾组织及内皮细胞

损伤持续存在；参附注射液治疗后抗凝功能增强，凝

血功能受到部分抑制，避免血栓的形成。本实验结果

具有一定的临床意义，为祖国传统中药参附注射液

在治疗休克的临床应用提供理论依据，值得进一步

深入研究。
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影响颈部脊髓外伤患者病死率的危险因素

·科研新闻速递·

最近巴西学者通过研究，对影响颈段脊髓外伤(TscI)病死率的因素提出了新的观点。研究人员对2001—2005年住院治

疗的84例TscI患者进行回顾性研究，收集每位患者的神经系统损伤及复合伤、生理学数据、并发症、治疗方案和死亡情况，

用BM logistic回归分析来查找能影响患者病死率的因素。结果显示院内死亡22例患者(26．2％)中，死于神经系统损伤8例

(占36．4％)，呼吸衰竭4例(占18．2％)，脓毒症4例(占18．2％)，静脉血栓检塞2例(占9．O％)，不明原因4例(占18．2％)。格

拉斯哥昏迷评分(GCs)<9分[相对危险度(RR)=47．4，95％可信区间(95％cI)为5．4～413．2]、入院时休克(RR一2．5，

95％CI为o．8～7．9)、应用升压药物(RR=25．8，95％CI为6．1～109．6)、机械通气(RR=31．9，95％CI为6．6～154．O)、急性

肾功能不全(RR=10．o，95％CI为o．98～102．1)等对患者病死率均有显著的影响。无复合伤的TscI患者病死率最低。研究

人员认为，GcS<9分、应用升压药和机械通气是影响TscI患者病死率的独立危险因素。消除这些因素后，可以发现患者病死

率降低。

侯经元，编译自‘J Trauma》，2009，67(1)；67—70，胡 森，审校
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