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参附注射液对失血性休克大鼠肾脏血栓调节蛋白及

内皮细胞蛋白 !受体基因表达的影响

周小洁!潘景业!陈!洁!吴双华!张近波!王!卫!沈!晔

摘!要!目的!探讨参附注射液对失血性休克大鼠肾脏血栓调节蛋白"U9#及内皮细胞蛋白 P受体"R7P<#基因表达的影

响及可能的机制$ 方法!成年健康 6.大鼠 ,& 只!随机分为 , 组*正常对照组'实验对照组'失血性休克组'林格液复苏组'参附

复苏组!每组 %& 只$ 建立失血性休克大鼠模型$ 林格液组用 ) 倍失血量的林格液复苏+参附组用含参附注射液"%&Z@Ff[#和林

格液组成的 ) 倍失血量的液体复苏$ 休克后 OC 及复苏后 )C 处死大鼠!留取肾组织!用 <UN7P<法检测 U9及 R7P<的基因表

达$ 结果!与正常对照组比较!实验对照组肾组织 U9和 R7P<的 Z<B5表达升高"!_&A&,#!休克后明显升高"!_&A&%#+林格

液组和参附组复苏后肾组织 U9和 R7P<的 Z<B5表达较休克组均下降!差异有统计学意义!林格液组下降更明显"!_&\&%#+

林格液组与参附组比较差异有统计学意义"!_&A&,#$ 结论!失血性休克时大鼠肾脏组织 U9和 R7P<表达增加!这与休克时

存在内皮细胞功能损伤有关!参附注射液可以从基因水平影响大鼠肾组织 U9和 R7P<的 Z<B5表达!保护内皮细胞功能$

关键词!失血性休克!血栓调节蛋白!内皮细胞蛋白 P受体!参附注射液
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!!失血性休克是血液大量丢失后所造成的血容量

骤降'静脉回流不足和心每搏输出量减少!超过机体

的代偿能力而导致的有效循环血量不足'组织缺氧和

低灌注状态的一种综合征$ 失血性休克得不到纠正

最后将会导致弥散性血管内凝血" ;233:Z2>=D:; 2>D̀=J

b=3M/@=̀ M1=[/@=D21>!.4P#!多器官功能障碍综合征

"Z/@D21̀[=> ;H3a/>MD21> 3H>; 1̀Z:!9$.6#的发生!甚

至死亡$ 多年来国内外的抗休克研究主要针对于炎

症因子和抗炎治疗方面!近年来有关专家提出对休克

的治疗还应包括改善凝血系统的变化方面
/%0

$ 目前

已将抗凝和抗炎并列为重症休克的新治疗靶点$ 血管

内皮系统参与机体凝血与炎症过程$ 内皮细胞不仅是

创伤后炎症反应的参与者!还是首先受损的靶细胞!内

皮细胞受损后!调节凝血'抗凝和纤溶的功能下降!进

.-,.

!!论!!著!

89:; <:3!8=> (&%&!?1@A)' B1A%!!



医学研究杂志

而导致出血或微血栓形成!微循环障碍!发生 .4P$

血栓调节蛋白"DC 1̀Zd1Z1;/@2>!U9#及内皮细胞

蛋白 P受体":>;1DC:@2=@E 1̀D:2> P :̀M:ED1̀!R7P<#是

近年来发现的位于血管内皮细胞的 ( 个新型蛋白受

体!是体内蛋白 P系统重要的组成成分之一
/(!)0

$ 血

管内皮细胞受损!内皮细胞释放大量 U9和 R7P<!致

血浆 U9和 R7P<升高!目前已被用来反映内皮细胞

受损的重要标志物
/(!)0

!但从组织学角度研究重要脏

器创伤失血性休克后 U9和 R7P<表达变化的报道

不多$ 肾脏是一个高血流的器官!血管内皮细胞丰

富!在创伤失血性休克时易出现功能损伤$ 为此!本

实验通过失血性休克大鼠模型!以肾组织 U9'

R7P<Z<B5的表达水平为研究指标!观察休克治疗

前后的改变!初步探讨失血性休克早期重要脏器内皮

损伤的变化机制及参附注射液的干预作用$

材料与方法

% A动物分组*温州医学院实验动物中心提供健康'清洁

级 3E =̀[/:;=G@:H"6.#大鼠 ,& 只!雌雄不限!体重 (,& W)&&[$

随机分为 , 组*正常对照组'实验对照组'失血性休克组'林格

液复苏组'参附复苏组!每组 %& 只$ 实验前禁食过夜!但可自

由饮水$

(A失血性休克模型的建立及标本的采集处理*参考文献

/O0的方法!改良后复制动物模型!操作前称重!在暖灯照射下

进行操作$ 按 &A+Z@Ff[腹腔注射 ,V水合氯醛!麻醉后将其

仰卧固定于鼠板上$

#

正常对照组*不予其他操作!OC 后取

肾组织作为正常对照组$ 其余 O 组均进行颈动静脉插管$ 行

颈正中切口!分离左侧颈总动脉和右侧颈外静脉!使用 7RN

,& 导管行动静脉插管$ 动脉插管经三通及压力传感器连接

多功能监护仪监测平均动脉压"Z:=> =̀D:̀2=@E :̀33/ :̀!957#$

经颈总动脉测压!经颈外静脉放血!液体复苏$ 整个管道系统

预充 &A'V生理盐水液+

$

实验对照组*动静脉插管后不予其

他操作!于 OC 后取肾组织+

&

失血性休克组*失血性休克组大

鼠插管成功后!%,Z2> 内放血使平均动脉压降至 ,A))f7=

"O&ZZ#[#!使其波动在"O& ,̂#ZZ#[!稳定 *&Z2>!即为休克

模型复制成功+于 )C 后取肾组织标本+

'

林格液复苏组*复制

模型如
&

组!模型复制成功后 )&Z2> 内输注 ) 倍失血量的林

格液复苏+于复苏开始后 )C 后取肾组织标本+

(

参附复苏组*

补液方案为参附注射液 %&Z@Ff[!再输入林格液补充至失血量

) 倍!所有液体在 )&Z2> 内输完+于复苏开始后 )C 取肾组织标

本$ 肾脏组织用于 <UN7P<或放入冻存管!然后放入液氮罐

中冻存待用$

)A实验方法*反转录多聚酶链反应 " :̀b:̀3:D̀=>3M̀2ED21>

E1@HZ:̀=3:MC=2> :̀=MD21>!<UN7P<#检测肾组织 U9和 R7P<

信使 <B5"Z:33:>[:̀ 2̀d1>/M@:2M=M2;!Z<B5#的表达$ 参考基

因库设计合成 "上海生工生物工程技术服务有限公司#*U9

引物系列为*上游引物*,vNUP5UPPUQQ5PQ5QQQUUPN)v+

下游引物*,vNQUPQQ5UUQPUUQ5UQQQUN)"产物片段长度

为 (%+ dE#$ R7P<引物系列为*上游引物*,vNUPU5PPUQUPJ

PP5QUUP55N)v+下游引物*,vNP5U5PPQ5QUPPQ5UUQUN

)"产物片段长度为 (+* dE#$

!

N=MD2> 引物系列为*上游引

物*,vN555Q555QQQUQU5555PQP5N)v+下游引物*,vN

UP5QQUP5UP5PU5UPQQP55UN) "产 物 片 段 长 度 为 O--

dE#$ 用 4>b2D̀1[:> 公司提供的 Ù2L1@试剂盒!按说明书介绍的

方法提取总 <B5$ 按 U=f=̀=公司说明书的操作步骤反转录

合成 M.B5$ 反应在 Q:>:5ZE 7P<6H3D:Z(O&& 型"7R公司#

上进行$ 7P<循环条件为*'Oj预变性 ,Z2>!'Oj变性 )&3!不

同退火温度 "

!

N=MD2> ,-j!R7P<,)A)j!U9 ,-j# 退火

)&3!+(j延伸 %Z2>!共 )& W)( 个循环+循环结束后继续于

+(j延伸 ,Z2>! N(&j保存备用$ 取 ,

-

@7P<扩增产物与 %

-

@

* YX1=;2>[d/aa:̀液混合均匀后!用 %A,V琼脂糖凝胶 " 62[Z=

公司#"含 %&Z[FZ@嗅已啶#!,?FMZ进行电泳!经 4Z=[:Z=3J

D:̀?.6 成像系统摄影存盘后应用计算机图像分析软件 "Q:@

)A&#行灰度扫描分析$ 以目的基因与
!

N=MD2> 的 7P<产物

条带灰度之比作为反映目的基因 Z<B5水平的相对指标$

OA统计学处理*所有数据以 L̂ 3表示!采用 6766%(A& 统

计软件包处理!多组比较用单因素方差分析!用 E"V"2"法检验

方差齐性!方差齐时多组间均数比较采用 X6.检验!方差不齐

时采用 Y$H($2"̀3检验+!_&A&, 为差异有统计学意义!!_

&\&% 为差异有显著统计学意义$

结!!果

表 % 是各实验组肾组织U9及R7P<Z<B5表达

的变化$ 与正常对照组比较!实验对照组肾组织 U9

及 R7P< Z<B5的表达升高有统计学意义 "!_

&\&,#+失血性休克组较正常对照组'实验对照组比较

均明显升高!有显著统计学意义"!_&A&%#+林格液

复苏后表达明显下降!有显著统计学意义 " !_

&\&%#+参附组较休克组肾组织 U9及 R7P<Z<B5

表达亦下降!有统计学意义 "!_&A&,#+林格液复苏

组肾组织 U9及 R7P<Z<B5的表达较参附组下降明

显!两者比较有统计学意义"!_&A&,#$ 图 % 和图 ( 是

各实验组肾组织 U9及 R7P<Z<B5的表达变化$

表 LF各实验组肾组织 BJ 及 $&!KCK]*的变化"L̂ 3#

组别 U9Z<B5 R7P<Z<B5

正常对照组 &A+(* &̂A,(- &A+O& &̂A)',

实验对照组
%A,&( &̂A*',

'

%AO%( &̂A*-%

'

失血性休克组
)A&,& %̂A&''

'(

(A++% &̂A'+(

'(

林格液复苏组
%A,(- &̂A+,+

')

%AO%- &̂A,O-

')

参附组
(A)%* &̂A-,-

'()*

(A&-* &̂A')%

'()*

[ %%A'+' %&A-'*

! &A&&& &A&&&

!!

'

与正常对照组比较!!_&A&,+

(

与实验对照组比较!!_&A&,+

)

与失血性休克组比较!!_&A&,+

*

与林格液复苏组比较!!_&A&,

.',.
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图 LF各实验组肾组织 BJ CK]*的变化

!

图 MF各实验组肾组织 $&!KCK]*的变化

!

讨!!论

休克是各种强烈致病因子作用于机体引起的急

性循环功能衰竭$ 休克时内皮细胞不可避免会损伤!

其功能也会发生变化$ X/ n等
/,0

用 U/>>:@实验及通

过光镜及电镜观察均发现创伤失血性休克触发内皮

细胞的凋亡$ 6=b1H:Q等
/*0

发现失血性休克复苏通

过自由基产生的机制损伤动脉内皮细胞$ U9及

R7P<目前已被用来反映内皮细胞受损的重要标志

物
/(!)0

$

U9是一个含有 ,,+ 个氨基酸残基和 , 个主要基

团的完整膜糖蛋白!可以出现在动脉'静脉'毛细血管

和淋巴管的内皮细胞表面!以微循环表达密度相对更

高!肾小球微循环 U9表达甚高!%'-% 年首次由 R3J

Z1> 和 $G:> 确认!并于次年从兔肺中分离和命

名
/+0

$ U9在凝血过程中具有抗凝和抗纤溶双相作

用!U9与凝血酶具有高度亲和力!两者以化学剂量

%q%的比例形成可逆性复合物!凝血酶的促凝活性转

化为抗凝活性!可使凝血酶激活 7P的效率提高 %&&&

倍!同时!U9可加速血浆中凝血酶激活纤溶抑制物

"U5S4#的活性而抑制纤溶活性$ U9的表达受多种

因素的影响!肿瘤坏死因子 N

*

"UBSN

*

#'内毒素等

可下调内皮细胞 U9Z<B5的表达!而凝血酶则上调

U9Z<B5转录$

R7P<是一种
"

型跨膜蛋白!分子结构与 P.%F

主要组织相容性复合物
"

型分子超家族相似$ %''O

年 S/f/;1Z:和 R3Z1> 等
/-0

利用内皮细胞基因文库!

采用克隆表达技术得到了能够编码 7P结合位点的

蛋白!并命名为 R7P<$ R7P<本身不具备直接的抗

凝功能!但通过与 7P结合并被呈递给凝血酶 NU9

复合物!可使 7P活化效率提高 , W(& 倍
/'0

$ R7P<

有两种存在形式*结合型 R7P<主要表达在大血管内

皮细胞表面!在动脉'静脉'毛细血管中表达递减$ 游

离型R7P<" 3R7P<#存在于血浆中$ R7P<的表达受

多种因素的影响!UBSN

*

可显著降低内皮细胞

R7P<Z<B5表达
/%&0

!呈时间 N剂量依赖性$ 内毒素

和凝血酶可上调 R7P<Z<B5转录!与凝血酶内皮细

胞接触后!可通过 3R7P<结合蛋白酶 N) 介导 R7P<

从细胞表面脱落成为 3R7P<入血$

参附注射液源自 %校注妇人良方&卷之参附汤!

由人参一两'附子五钱组成$ 中医认为其具有(益气

温阳固脱)之功!主治厥脱及阳虚诸证$ 现代临床用

于心力衰竭'休克等证属心肾阳虚!阳气欲脱!脉细欲

绝!病势危急而见上证者$ 以其剂改制为注射剂后其

效更速$ 参附注射液可以减少血管间黏附分子 N%

"4P59N%#'UBSN

*

等炎症因子的表达
/%%0

!使内皮

细胞损伤减轻+直接抑制黄嘌呤氧化酶!抗氧自由

基
/%(0

!抑制失血性休克缺血再灌注时内皮细胞过氧

化+能抑制 P=3E=3:N) 表达!同时上调 0M@N(!抑制

细胞凋亡
/%)0

!对内皮细胞有保护作用$

本实验结果发现实验对照组与正常对照组相比!

肾脏组织的 U9及 R7P<Z<B5表达升高有统计学意

义!提示创伤能诱导肾脏组织 U9及 R7P<的表达升

高!可能与创伤所致内皮细胞损伤有关$ 休克组与实

验对照组或正常对照组相比明显升高!提示除了创伤

因素致内皮细胞损伤外!可能还有休克因素参与诱导

肾脏组织 U9及 R7P<的基因表达$ 总之!创伤与失

血性休克都会导致 U9及 R7P<升高!原因可能与体

内多种细胞因子的总体效应有关$ 经液体复苏后!林

格液组及参附组肾脏组织 U9及 R7P<Z<B5的表达

均下降!提示失血性休克早期经过充分的液体复苏!

血液被稀释!不管是林格液复苏组还是参附组都可能

会改善机体微循环$ 林格液复苏组的 U9及 R7P<

指标更低!提示其抗凝活性较弱!导致较容易凝血!而

参附组相对能保持较高水平的抗凝能力!这可能与输

入林格液致缺血再灌注损伤作用有关$ 补充林格液

时!虽对血管内皮细胞能起到一定的保护作用!但血

.&*.
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管内皮细胞同时也存在损伤$ 缺血再灌注后!机体可

产生大量的氧自由基及钙超载等!对各种组织细胞都

有损伤作用$ 失血性休克后采用参附复苏既能保持

一定的抗凝能力!防止血栓形成!又不会引起出血!在

改善微循环!保护内皮细胞!减少缺血再灌注损伤方

面优于林格液$

综上所述!创伤失血性休克后大鼠肾脏血管内皮

细胞损伤!参附注射液可以从基因水平影响肾脏组织

U9及 R7P<Z<B5的表达!保护内皮细胞!改善微循

环$ 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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像分析软件对 ?RQS'5>[N( 免疫荧光强度进行半定量分析$ 结果!与正常对照组比较!糖尿病组大鼠视网膜 ?RQS'5>[N( 平
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下降了 %AO+ 倍和 %A,% 倍"!_&A&,#!而血糖非严格控制组 ?RQS'5>[N( 的表达无明显下降"!p&A&,#$ 结论!胰岛素治疗严

格控制血糖可降低糖尿病大鼠视网膜 ?RQS'5>[N( 的表达!对糖尿病视网膜病变的发生发展有保护作用$
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