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巨噬细胞炎性蛋白１α在小鼠深静脉血栓模型中的表达及其意义


刘海平，赵学凌△，吴雪梅，李兴国，郑宏宇

（昆明医学院第一附属医院骨科，昆明６５００３２）

　　摘　要：目的　建立小鼠下腔静脉深静脉血栓（ＤＶＴ）模型，观察血栓形成后下腔静脉及血栓栓子中巨噬细胞炎性蛋白１α

（ＭＩＰ１α）的表达及其与血栓栓子溶解的关系。方法　１００只１８～２２ｇ的昆明种小白鼠（雌雄不限）随机分为对照组（狀＝１０）和模

型组（狀＝９０），模型组采用神经血管钳钳夹联合结扎下腔静脉建立小鼠ＤＶＴ模型。建模后将模型组分为ＤＶＴ组（小鼠不加任何

干预，狀＝４５）和ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组（小鼠予以 ＭＩＰ１α中和抗体持续腹腔注射７ｄ，狀＝４５），于２、４、８、１２、２１ｄ５个时间点各处死

８只，质量／长度比值比较栓子溶解程度，应用ＳＹＢＲ? ＧｒｅｅｎⅠ核酸凝胶染液实时荧光定量ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ检测股静脉组织中

ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白的表达量。结果　ＤＶＴ组１只小鼠因严重感染死亡；模型组小鼠均有血栓形成。ＤＶＴ组及ＤＶＴ＋ＭＩＰ１α

Ａｂ组栓子质量／长度比值随时间的延长呈逐渐缩小的趋势（犘＜０．０５），相同时间点ＤＶＴ组血栓栓子质量／长度比值减小更为明

显（犘＜０．０５）；ＤＶＴ组 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白随时间点的改变呈逐渐升高趋势，８ｄ升至最高点（犘＜０．０５），后呈逐渐下降趋势，

ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白表达亦呈上述趋势，但差异无统计学意义。相同时间点组间比较，ＤＶＴ组 ＭＩＰ１αｍＲ

ＮＡ、蛋白变化较为明显（犘＜０．０５）。结论　ＤＶＴ形成后 ＭＩＰ１α参与了血栓栓子的溶解过程，ＭＩＰ１α中和抗体可阻断其溶栓效应。
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　　深静脉血栓（ｄｅｅｐｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，ＤＶＴ）因其并发致命性

的肺血栓栓塞症（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ，ＰＴＥ）及难治

性的静脉血栓后遗症（ｐｏｓｔｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＴＳ）而引起

临床、科研的极大关注［１］。在ＤＶＴ到ＰＴＥ、ＰＴＳ过程中，血栓

栓子的溶解、再通成为影响ＤＶＴ预后的决定因素
［２］。研究发

现，与机体损伤修复过程相似，血栓形成后，单核细胞／巨噬细

胞在各种趋化因子的诱导下聚集于血栓形成部位，参与栓子的

溶解过程［３４］。巨噬细胞炎性蛋白１α（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１α，ＭＩＰ１α）因其较强的趋化单核细胞／巨噬细胞

作用而逐渐引起重视［５］。本研究拟在建立小鼠ＤＶＴ模型的

基础上观察血栓形成后 ＭＩＰ１α的表达及其与血栓溶解的关

系，为临床ＤＶＴ的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物与试剂　１００只昆明种小鼠购买于成都军区昆明总

医院医学动物实验中心［动物质量合格证号：ＳＹＸＫ（滇）２００５

０００８］，体质量１８～２２ｇ，雌雄不限，适应性喂养１周后造模。
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实验对动物的处理方法符合中华人民共和国科技部颁发的《关

于善待实验动物的指导性意见》［６］。Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＳＹＢＲ＠

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ 试剂盒购买于大连宝生物工程有限公司，

ＭＩＰ１αＥＬＩＳＡ试剂盒购于美国 ＲＢ公司，ＭＩＰ１α中和抗体

（３００μｇ／ｍＬ）购于美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｃｈ公司，Ｑ／ＣＹＡＥ１１１２０００显

微手术器械购于上海医疗器械有限公司。

１．２　小鼠ＤＶＴ模型的建立及分组　１００只昆明种小鼠随机

分为对照组（狀＝１０）和模型组（狀＝９０）。模型组以３％的戊巴

比妥钠（１ｍＬ／ｋｇ）麻醉后，常规消毒铺巾，沿腹中线纵轴切２．０

ｃｍ切口，分离皮下组织至腹腔，将腹腔内容物轻轻推向左侧，

暴露、分离下腔静脉，结扎可视侧支，神经血管钳钳夹约１．０

ｃｍ长的近远端各３０ｓ，５０聚丙烯缝线沿下腔静脉纵轴放置，

钳夹段血管中段以４０的丝线连同静脉管壁及聚丙烯缝线结

扎，随后抽出聚丙烯缝线，制造狭窄管腔。逐层闭合切口，术后

均未应用任何抗生素，自由进饮食。参照文献［７８］，将模型组

分为２个亚组：ＤＶＴ组（小鼠不加任何干预，狀＝４５）和ＤＶＴ＋

ＭＩＰ１αＡｂ组（小鼠造模后予以 ＭＩＰ１α中和抗体０．５ｍＬ持

续腹腔注射７ｄ，狀＝４５）；随后各亚组于２、４、８、１２、２１ｄ５个时

间点各取８只小鼠过量麻醉处死，取静脉壁及栓子进行检测。

根据文献［９］报道，以血栓栓子的质量／长度比值观察血栓溶解

程度。

１．３　实时荧光定量ＰＣＲ反应　ｃＤＮＡ制备：将小鼠过量麻醉

处死后，冰盘上取静脉及血栓组织５０～１００ｍｇ，立即放入Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂中进行ＲＮＡ抽提。以２６０ｎｍ及２８０ｎｍ吸光度值计

算所获ＲＮＡ含量及纯度，分装后－８０℃保存。逆转录过程按

试剂盒说明书操作。ＰＣＲ引物设计：ＭＩＰ１α引物设计根据标

准荧光定量ＰＣＲ引物设计原则，应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０程序设计，引

物由上海生工公司合成。见表１。

表１　　引物设计

基因 引物序列 大小 Ｔｍ值（℃）

ＭＩＰ１α

　上游引物 ５′ＣＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＴＣＴＴＡＣＡＣ３′ １２６ｂｐ ６０．０

　下游引物 ５′ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＴＴＧＧ３′

ＧＡＰＤＨ

　上游引物 ５′ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣ３′ １６９ｂｐ ６０．０

　下游引物 ５′ＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡ３′

　　ＰＣＲ 过程：ＳＹＢＲ＠ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）１２．５μＬ、

ＭＩＰ１α／ＧＡＰＤＨ 上游引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＭＩＰ１α／ＧＡＰ

ＤＨ 下游引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、模板ｃＤＮＡ２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ

８．５μＬ（总体积２５μＬ）于ＰＣＲ反应管中，扩增条件如下：（１）

９５℃３ｍｉｎ预变性；（２）９５℃２０ｓ变性，６０℃３０ｓ退火延伸，

４０个循环。

实时荧光定量ＰＣＲ 分析：分别测定每个样品 ＭＩＰ１α和

ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ 的Ｃｔ值，每个样品均作复孔以减少操作误

差。Ｃｔ值表示每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所

经历的循环数，每个模板的Ｃｔ值与该模板的起始拷贝数的对

数呈线性关系，起始拷贝数越多，Ｃｔ值越小。采用相对定量方

式表示各样品 ＭＩＰ１α的ΔＣｔ，ΔＣｔ＝ Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参

基因。再依据 ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ目的基因－ΔＣｔ参照基因，计算

２ΔΔＣｔ。当目的基因与内参基因的扩增效率接近时，２ΔΔＣｔ表示

所检测样品相对于作为参照因子样品的目的基因的表达倍数。

对ＰＣＲ反应过程中的每一循环的系统荧光强度进行实时监

测，根据扩增曲线确定Ｃｔ值，利用２ΔΔＣｔ法计算 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ

相对拷贝数。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测下腔静脉及血栓组织中 ＭＩＰ１α表达　取１０

ｇ静脉及血栓样品匀浆化，称取３ｇ匀浆化组织样品，转至玻管

中，加６ｍＬ乙酸乙酯充分混合１０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，随后４ｍＬ乙酸乙酯加入玻管中，在５０℃温和氮流下蒸

发掉乙酸乙酯。将残留物溶于１ｍＬ正己烷中，再加入１ｍＬ

稀释缓冲液，涡旋混合１ｍｉｎ，２０００～３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

如上层发生乳化，可将试管５０℃水浴５ｍｉｎ后再次３０００ｒ／

ｍｉｎ离心，移取５０μＬ（２ｇ组织／ｍＬ）用于检测。

１．５　统计学处理　实验重复检测３次，使用ＳＰＳＳ１１．５统计

学软件进行统计学分析，计量资料采用狓±狊表示，两组间比较

采用狋检验，多组组间比较采用单因素方差分析，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验动物一般状况　模型组有１只小鼠因严重感染死

亡，８９只用于实验。所有小鼠于建模后２ｄ解剖观察，模型组

造模段静脉均有血栓形成，管壁暗红，轻压不瘪。

２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ及 ＥＬＩＳＡ 检测结果　结果显示，

ＤＶＴ组 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白随时间点的改变呈逐渐升高趋

势，８ｄ升至最高点（犘＜０．０５），后呈逐渐下降趋势，ＤＶＴ＋

ＭＩＰ１αＡｂ组 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白表达亦呈上述趋势，但差

异无统计学意义（犘＞０．０５），相同时间点ＤＶＴ组 ＭＩＰ１αｍＲ

ＮＡ、蛋白变化较为明显（犘＜０．０５）。见图１。

　　：犘＜０．０５，与ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组比较。

图１　　各亚组不同时间点 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ及

蛋白的相对表达

２．３　血栓栓子质量／长度比值　造模后各亚组于２、４、８、１２、

２１ｄ５个时间点分别处死８只小鼠，切取造模段血管，结果显

示ＤＶＴ组及ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组栓子质量／长度比值随时间

的延长呈逐渐缩小的趋势（犘＜０．０５），相同时间点ＤＶＴ组血
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栓栓子质量／长度比值减小更为明显（犘＜０．０５）。见图２。

　　：犘＜０．０５，与ＤＶＴ组比较。

图２　　各亚组不同时间点血栓质量／长度比值

３　讨　　论

小鼠ＤＶＴ模型的建立及血栓溶解规律ＤＶＴ因其较高的

发病率、病死率深受外科领域的关注［１０］。在本研究中，参照文

献报道由神经血管钳钳夹联合结扎下腔静脉建立小鼠 ＤＶＴ

模型，符合静脉内皮细胞损伤及静脉血流淤滞的条件。在实验

中作者观察到建模后小鼠ＤＶＴ在２ｄ内形成，提示在急性静

脉内皮细胞损伤及静脉血流淤滞的条件下，２ｄ内机体对损伤

处于强烈应激状态，这种强烈反应状态易诱发病理性血栓形成

过程；在本次研究中，模型组小鼠于血栓形成后栓子随时间的

延长而呈逐渐缩小的趋势，２周后栓子基本无变化，这与文献

报道相一致［１１］。

研究发现，ＤＶＴ的溶解、机化、再通过程取决于３个因素：

局部静脉微环境中纤溶系统的激活，静脉壁、血栓栓子中基质

金属蛋白酶系统的活性，血栓栓子中血管新生情况［１２］。现已

得到共识：ＤＶＴ形成及溶解、机化、再通是一个炎症及免疫反

应参与的过程，与机体组织的损伤修复过程类似，ＤＶＴ的溶

解、机化、再通过程伴随着中性粒细胞、巨噬细胞等炎性细胞的

活化、迁移、浸润，表达各种细胞因子如ＩＬ１β、ＴＮＦγ等，这些

炎性／免疫细胞因子可活化影响血栓栓子溶解、再通的下游调

控基 因 ｕＰＡ、ＭＭＰｓ等，从 而 促 进 血 栓 栓 子 的 溶 解、再

通［１３１４］。

ＭＩＰ１α是趋化因子ＣＣ家族成员，主要由巨噬细胞、单核

细胞、中性粒细胞、成纤维细胞产生，局部组织中产生的 ＭＩＰ

ｌα能特异性地趋化淋巴细胞、单核细胞向炎症、损伤部位迁移，

促进损伤部位的自我修复过程［１５］。Ｃｈｅｎ等
［１６］在大鼠 ＤＶＴ

模型造模后腹腔注射ｒｈＧＣＳＦ后发现，血栓栓子中 ＭＩＰ１α、

ＭＣＰ１在栓子中呈逐渐升高趋势，同时单核细胞、巨噬细胞在

术后３ｄ显著升高，与血栓栓子缩小程度相一致，这提示 ＭＩＰ

１α在ＤＶＴ溶解中起重要作用。

在本研究中作者观察到，ＤＶＴ组造模段静脉及其血栓栓

子中的 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白随时间点的改变呈逐渐升高趋

势，８ｄ升至最高点（犘＜０．０５），后呈逐渐下降趋势；同时，血栓

栓子的质量／长度比值亦随时间点的改变而呈逐渐缩小趋势；

在应用 ＭＩＰ１α中和抗体腹腔注射后，ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组

ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白表达虽呈上述趋势，但差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；相同时间点ＤＶＴ组血栓栓子质量／长度比值减小

较ＤＶＴ＋ＭＩＰ１αＡｂ组更为明显（犘＜０．０５）。提示 ＭＩＰ１α

在ＤＶＴ形成后参与了栓子的溶解过程，ＭＩＰ１α中和抗体可阻

滞其溶解血栓的作用。

值得注意的是，在血栓形成后 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ、蛋白的表

达在８ｄ左右达到高峰，而栓子的质量／长度比值呈逐渐下降

的趋势，这提示在血栓栓子溶解过程中还有其他参与因素，

ＭＩＰ１α的作用主要表现在血栓形成后２周内。分析后作者认

为，在血栓形成后，局部静脉微环境处于损伤应激状态，此时中

性粒细胞／巨噬细胞在 ＭＩＰ１α等趋化因子的诱导下迁徙到血

栓形成部位，参与局部静脉的损伤修复；在１～２周后，栓子的

溶解、缩小主要为血栓再通作用引起。

在本研究中作者通过建立小鼠下腔静脉ＤＶＴ模型观察

ＭＩＰ１α与血栓溶解之间的关系，进而应用 ＭＩＰ１α中和抗体明

确其促进血栓溶解的作用；在实验中未能进一步明确其促进血

栓溶解的确切机制，有待于下一步研究。
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皮肤损伤是常见的并发症。在早期的研究中一例严重的皮肤

Ⅲ度烧伤曾被报道
［１１］。本研究中有１４例发生了皮肤损伤，但

均程度轻微，恢复迅速，愈合良好无疤痕，其中１１例患者仅皮

肤发红，未行任何处理，３例出现皮肤水泡，经局部换药处理２

周愈合。

ＨＩＦＵ治疗后疼痛发生的原因可能是肌瘤发生凝固性坏

死、脏器组织缺血或腹壁组织的热损伤引起的。术中、术后出

现骶尾部疼痛的主要原因是骶骨和子宫的特定解剖位置，骨骼

对超声的吸收能力很强，在高强度超声的作用下，骨膜和骨髓

因界面反射而产生局部高温，当剂量过大时可引起骨膜疼

痛［１２］。ＶＡＳ用于疼痛的评估在临床使用较为广泛，可对疼痛

进行较为客观的评价，本研究中有１０例 ＨＩＦＵ治疗后发生腹

部及腰骶部疼痛，其中４例对症治疗，术后２４ｈＶＡＳ评分均在

４分以下，患者耐受良好。

ＨＩＦＵ治疗后有５例发生阴道分泌物异常，表现为阴道少

量流血或血性分泌物，持续４～１０ｄ消失。本研究发现，ＨＩＦＵ

治疗时处于卵泡期或黄体期与治疗后阴道分泌物异常无明显

相关，但靶区肌瘤距宫腔越近，越易引起术后阴道流血，这可能

是因为宫内膜距离靶区近，容易受到热损伤效应的影响。

子宫切除术会影响卵巢的供血，可能引起卵巢储备功能下

降或早衰，而子宫动脉栓塞治疗后有５％～１０％的患者发生一

过性绝经，４５岁以上的妇女有７％～１４％的患者发生永久闭

经［１３］。作者在 ＨＩＦＵ 治疗术前及术后随访均作了血 ＦＳＨ、

ＬＨ、Ｅ２、Ｐ的检测，结果均无异常，同时患者无潮热、情绪改变、

阴道干涩等低雌激素相关症状，月经周期在短期内恢复，说明

了 ＨＩＦＵ治疗对卵巢功能无影响，这与既往动物研究结果

相似［１４］。

下肢功能和（或）感觉异常往往出现在治疗侧。超声对神

经的作用表现为在适当剂量内神经兴奋性和传导速度体现为

功能性的可逆变化，超过一定剂量则导致功能和形态上的不可

逆变化［１２］。作者早期使用丙泊酚静脉麻醉，后期则改进为镇

静、镇痛麻醉，结果表明两种麻醉方式下肢功能和（或）感觉异

常的发生率，镇静、镇痛明显低于全麻，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。可能是因为镇静、镇痛方式下患者术中处于清醒

状态，可以及时将能量损伤造成的热和痛感觉反馈给操作者，

从而减轻对神经的损伤，同时皮肤骨骼等易受损伤的部位也可

以得到有效保护［１５］。在镇静、镇痛条件下患者也能够很好的

耐受，故目前 ＨＩＦＵ治疗均采用镇静、镇痛麻醉。
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