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　　摘　要：目的　探讨Ｓｌｉｔ２过表达对深静脉血栓形成的影响。方法　利用Ｓｌｉｔ２过表达转基因小鼠进行下腔静脉结扎造模，观

察血栓形成的情况，测量出血时间、血栓重量长度比，ＨＥ染色观察血栓形成的病理形态，并同时设立Ｃ５７小鼠对照组。结果　成

功建立了小鼠下腔静脉血栓模型；在造模４８ｈ后Ｓｌｉｔ２过表达转基因小鼠与Ｃ５７小鼠相比，裸血栓重量长度比明显减小；出血时

间延长；Ｓｌｉｔ２过表达小鼠形成的血栓中白色血栓所占比例较小，而Ｃ５７小鼠则白色血栓所占比例较大。结论　Ｓｌｉｔ２过表达能通

过抑制白色血栓形成，从而有效抑制深静脉血栓的形成。
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　　深静脉血栓（ｄｅｅｐｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，ＤＶＴ）又称血栓性深静

脉炎，与肺栓塞一起被称为静脉血栓栓塞性疾病（ＶＴＥ），二者

是同一疾病的两个不同阶段［１］。本病主要发生在骨科手术、肿

瘤治疗后，是临床上常见的血管外科疾病［２］。患病后易造成肢

体病残，严重者可危及患者生命。据报道，全世界每年 ＤＶＴ

发病率约为０．１％，美国等西方国家 ＶＴＥ发病率在心血管疾

病中居第３位，欧洲每年有５０万人死于ＶＴＥ。其中患下肢深

静脉功能不全者占人口的０．５％，且大部分是下肢ＤＶＴ形成

的后遗症。在普通外科手术中约２９％的恶性肿瘤患者并发

ＤＶＴ。近年来ＤＶＴ形成的发病情况有逐年上升的趋势
［３５］。

神经迁移蛋白Ｓｌｉｔ及其受体Ｒｏｂｏ（ｒｏｕｎｄａｂｏｕｔ）是一类对

神经轴突导向和神经元迁移具有重要调节作用的“神经导向因

子”［６］。Ｓｌｉｔ是一种外分泌蛋白，哺乳动物有 Ｓｌｉｔ１、Ｓｌｉｔ２及

Ｓｌｉｔ３３个家族成员，均表达于神经系统，而其中Ｓｌｉｔ２、Ｓｌｉｔ３也发

现表达于神经系统外的其他细胞中；其受体Ｒｏｂｏ是一种跨膜

蛋白，哺乳动物Ｒｏｂｏ家族包括４个成员，Ｒｏｂｏ均表达于神经

系统，而其中３个Ｒｏｂｏ蛋白在非神经系统中也有表达，如在

血管内皮细胞上发现有Ｒｏｂｏ１及Ｒｏｂｏ４蛋白的表达
［７］。近年

来研究发现，除神经系统外，Ｓｌｉｔ２及其受体Ｒｏｂｏ１在哺乳动物

的肝脏及血管受损时的中性粒细胞、白细胞及血小板上均有表

达［８９］。Ｓｌｉｔ２Ｒｏｂｏ１信号通路在白细胞趋化和募集、肿瘤新生

血管形成以及血小板黏附、扩散及其活化等多个生理过程发挥

重要作用［１０１３］。由于血栓形成的首要过程与血小板黏附、活

化等功能密切相关，本文选用Ｓｌｉｔ２过表达转基因小鼠（即

Ｓｌｉｔ２Ｔｇ小鼠）为研究对象，与对照组 Ｃ５７小鼠比较，观察

Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路在ＤＶＴ形成中的作用，为临床预防和治

疗下肢ＤＶＴ提供有关线索。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（简称Ｃ５７小鼠）购于

广东省动物中心，生产许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２；Ｓｌｉｔ２

Ｔｇ小鼠由上海生命科学院构建赠送，ＳＰＦ环境中饲养扩群。

１．２　仪器与试剂　组织包埋机（莱卡）、石蜡切片机（莱卡）、体
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视显微镜（重庆奥特）、显微眼科剪、显微手术镊子、显微持针

器、持针器、眼科剪、眼科镊子、带线缝合针７０圆３／８１．５×６、

医用缝合针圆３／８５×１４、医用缝合线５０、纱布、乙醇棉球、棉

球、０．９％生理盐水、１％戊巴比妥钠、１％氨苄溶液等。

１．３　方法

１．３．１　Ｓｌｉｔ２Ｔｇ小鼠鉴定　用消毒后的剪刀剪下小鼠尾尖部

约１ｃｍ，置于１．５ｍＬＥＰ管中，加入１８０μＬ５０ｍｍｏｌＮａＯＨ，

１００℃水浴裂解３０ｍｉｎ后加入２０μＬ１ｍｍｏｌＴｒｉＨＣｌ充分混

匀，离心所得上清液即为提取的 ＤＮＡ。上游引物：５′ＡＴＧ

ＧＡＣＴＡＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＡＡＧＡＡＧＣ３′，下 游 引 物：

５′ＣＣＡＴＡＣＡＣＴＧＡＧＴＧＴＡＣＡＧＡＣＣＡＡＣＣＣＧＡ３′。以上

述提取的ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应扩增目的片段。琼脂糖

凝胶电泳观测扩增产物条带大小。

１．３．２　建立动物模型　Ｃ５７小鼠、Ｓｌｉｔ２Ｔｇ小鼠各８只，均为

雄性，６～８周龄，体质量２０～２５ｇ。适应性喂养１周后，Ｃ５７小

鼠为对照组，Ｓｌｉｔ２Ｔｇ小鼠为实验组进行造模。造模处理如

下：小鼠腹腔注射１％戊巴比妥钠（０．１ｍＬ／２０ｇ）麻醉后，四肢

固定并腹部消毒后沿其腹白线逐层打开腹腔进行下腔静脉结

扎手术，术后置于２５～２８℃，直至小鼠复苏，即可正常饲养。

１．３．３　出血时间的测定　小鼠进行下腔静脉血栓造模４８ｈ

后，腹腔注射１％戊巴比妥，待小鼠麻醉进入静息状态后，用刻

度尺量取并标记尾部５ｃｍ处，剪去小鼠尾尖约１ｃｍ，将尾部

５ｃｍ标记处以下置于３７℃预热生理盐水中。观察小鼠尾尖出

血状况，记录出血时间［１４］。

１．３．４　标本的获取及处理　术后４８ｈ脱臼处死小鼠并剖开

腹部，移开小肠等内脏器官，暴露下腔静脉。在体视显微镜下

取出下腔静脉主脉管的结扎处下方约１．０ｃｍ处的下腔静脉段

血管，生理盐水漂洗、滤纸吸干后进行称重和长度测量，然后在

４％中性甲醛中４℃固定过夜。经脱水后石蜡包埋、切片，进行

ＨＥ染色，普通显微镜下观察并拍摄。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析，所有

数据均用狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｌｉｔ２Ｔｇ小鼠鉴定　Ｓｌｉｔ２Ｔｇ转基因小鼠ＤＮＡ 的ＰＣＲ

扩增产物的条带位置大约在６００ｂｐ，而野生型小鼠（即Ｃ５７小

鼠）经扩增后凝胶电泳无条带。１～４号泳道在６００ｂｐ位置可

看见明亮扩增条带的为Ｓｌｉｔ２Ｔｇ转基因小鼠，５～８号泳道６００

ｂｐ位置没有相应条带的为Ｃ５７小鼠，见图１。

　　Ｍ：标记物；１～４：实验组；５～８：对照组。

图１　　琼脂糖凝胶电泳观测扩增产物

２．２　两组小鼠出血时间比较　经过观察记录、统计分析，实验

组小鼠出血时间为（１２８．３０±７．４９）ｓ，对照组小鼠出血时间为

（１０２．９０±５．２７）ｓ。实验组小鼠自然出血时间比对照组小鼠的

出血时间延长，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

２．３　两组小鼠血栓重量／长度比值比较　对两组小鼠进行下

腔静脉血栓造模４８ｈ后，取出血栓测量其重量和长度，计算重

量长度比，结果表明实验组小鼠形成的血栓重量／长度比值小

于对照组小鼠，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

２．４　组织病理学观察　造模４８ｈ后取出形成的血栓进行脱

水石蜡包埋后切片，且均以血栓头部经 ＨＥ染色，镜下发现

Ｃ５７小鼠形成的白色血栓区域比例大，ＨＥ切片中呈现为浅粉

染色结构区域；实验组小鼠形成的白色血栓区域较少，ＨＥ切

片中主要呈现为红染的凝血块样结构区域，见图４。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　两组小鼠出血时间比较

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　两组小鼠血栓的重量／长度比值比较

图４　　两组小鼠血栓的病理形态

３　讨　　论

血栓形成的基本条件是血液高凝状态、内皮细胞受损及血

流动力学改变。而无论是心脏或动脉、静脉内的血栓，其形成

过程都是从血小板黏附于内膜裸露的胶原开始。血小板在ｖＷ

因子的参与下黏附于内皮下细胞外基质释放出血小板源生长因

子和致密颗粒等物质，进一步激活内源性和外源性凝血途径，从

而激活凝血酶，活化的凝血酶将纤维蛋白原水解转变为纤维蛋

白。纤维蛋白和内皮下的纤维连接蛋白结合，形成纤维蛋白网，

使聚集的血小板堆牢固地黏附于受损内膜表面，形成镜下淡红

色结构，其间可见少量纤维蛋白的不可逆的血小板血栓，即白色

血栓，白色血栓形成作为血栓形成的起始点，进一步促进混合血

栓及红色血栓形成［１４］。因此，抑制白色血栓形成能有效减少血
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栓形成，降低血栓导致的栓塞及梗死等血液循环障碍。

本文利用Ｓｌｉｔ２蛋白过表达转基因小鼠及Ｃ５７小鼠为实验

对象，采用下腔静脉结扎的方法建立ＤＶＴ模型
［１５］，引起局部

血流淤滞、低氧、血管内皮损伤，活化血小板并激活其黏附功能

等，启动凝血系统、导致静脉血栓的形成。观察Ｓｌｉｔ２蛋白对血

栓形成的重量／长度比值、出血时间及病理改变的影响。

Ｓｌｉｔ２及其受体Ｒｏｂｏ１的早期研究主要集中在神经系统发

育方面，它们在线虫、果蝇和脊椎动物神经轴突导向生长和细

胞迁移的过程中发挥重要调节作用［６７］。后来随着研究发现，

Ｓｌｉｔ２及Ｒｏｂｏ１在非神经系统中也有表达，Ｓｌｉｔ２Ｒｏｂｏ１信号与

肿瘤以及血管性疾病的关系开始受到关注。如Ｒｏｂｏ１被发现

表达于血管平滑肌细胞、中性粒细胞、单核巨噬细胞，Ｓｌｉｔ２与

其相互作用、能够抑制这些细胞对相关趋化因素诱导的定向迁

移［８９］。本结果发现，与Ｃ５７小鼠相比，Ｓｌｉｔ２蛋白过表达的小

鼠进行下腔静脉结扎后出血时间延长，所形成的血栓重量／长

度比值明显减小，白色血栓形成的区域面积少；研究初步表明

Ｓｌｉｔ２过表达能够减缓ＤＶＴ形成，这与Ｐａｔｅｌ等
［８］２０１２年报道

的研究结果基本吻合，该研究发现，Ｒｏｂｏ１表达于巨核细胞和

血小板表面，体外实验Ｓｌｉｔ２Ｎ蛋白能够抑制多种刺激因素下

血小板的黏附、延伸及活化，体内尾静脉注射Ｓｌｉｔ２Ｎ蛋白能够

损伤血小板功能、使出血时间延长、闭塞性动脉血栓形成减少。

Ｓｌｉｔ２抑制血小板黏附的这种功能不是通过与血小板表面糖蛋

白１ｂα受体直接作用而实现，而与血小板黏附及延伸所依赖的

激酶途径有关，可能通过抑制整合素的作用而下调 Ａｋｔ信号

通路的活化从而减弱血小板延伸、聚集以及颗粒分泌［１６２０］。

总之，本实验体内研究表明，Ｓｌｉｔ２能抑制白色血栓的形成

及减小血栓的体积，可能通过抑制血小板的聚集、黏附等功能

有关，其具体机制有待于进一步明确。综上所述，本研究结果

为临床预防下肢ＤＶＴ的形成提供了新的线索，也为研究开发

抑制血小板功能药物以及抗栓药物提供了新的靶点。
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