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内毒素血症犬白细胞去除后组织因子及组织因子途径抑制物的变化
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　　摘　要：目的　观察部分外周血白细胞去除（ＬＣＡＰ）后内毒素血症犬血浆中组织因子（ＴＦ）及组织因子途径抑制物（ＴＦＰＩ）的

变化，探讨去除白细胞对内毒素血症犬凝血功能的影响。方法　雄性杂种犬３０只，采用随机数字表法分为血清脂肪酶（ＬＰＳ）组

（Ｌ组）、假ＬＣＡＰ组（Ｓ组）及ＬＣＡＰ处理组（Ｔ组），每组１０只。Ｌ组仅经静脉输注２ｍｇ／ｋｇＬＰＳ建立内毒素血症犬模型，不行

ＬＣＡＰ；Ｔ组在建模后１２～１４ｈ使用自动连续血流血细胞分离机进行ＬＣＡＰ；Ｓ组建模后１２～１４ｈ行假ＬＣＡＰ（将去除的终产物回

输入体内）。观察建模后１２、３６ｈ各组动物血浆中的ＴＦ及ＴＦＰＩ水平，并计算ＴＦ／ＴＦＰＩ值。结果　在３６ｈ时，与Ｌ组及Ｓ组比

较，Ｔ组犬ＬＣＡＰ后血浆中ＴＦ水平明显降低（犘＜０．０５），ＴＦＰＩ水平明显升高（犘＜０．０５），ＴＦ／ＴＦＰＩ值降低（犘＜０．０５）。而Ｌ组

与Ｓ组各指标比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　部分ＬＣＡＰ可降低血浆中ＴＦ／ＴＦＰＩ值，从而改善凝血功能障碍。
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　　有研究显示，白细胞特别是中性粒细胞升高是内毒素血症

的重要特征，也是造成内毒素血症肺损伤的关键因素之一［１２］，

且在脓毒症中也存在着凝血功能异常。前期研究显示，去除白

细胞可通过活化蛋白Ｃ、血栓调节蛋白及纤溶酶原激活物抑制

剂１等改善凝血纤溶功能
［３］。但还未对组织因子（ｔｉｓｓｕｅｆａｃ

ｔｏｒ，ＴＦ）及组织因子途径抑制物（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ，ＴＦＰＩ）进行研究。为此，本研究观察了内毒素血症时部分

外周血行白细胞去除（ｌｅｕｋｏｃｙｔａｐｈｅｒｅｓｉｓ，ＬＣＡＰ）后血浆中ＴＦ

及ＴＦＰＩ水平，旨在初步探讨活化的白细胞对脓毒症犬凝血功

能的影响。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂　血清脂肪酶（ＬＰＳ）（Ｏ５５∶Ｂ５，Ｓｉｇｍａ

公司），血气分析仪（ｉＳＴＡＴ，ＡｂｂｏｔｔＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，美国），

白细胞分离机及分离配件（ＣＯＭ．ＴＥＣ，ＦｒｅｓｅｎｉｕｓＨｅｍｏＣａｒｅ

ＧｍｂＨ公司，德国），ＢＰ４０８ＭＡＲＫ Ⅲ四道生理记录仪（Ｃｏｌｉｎ

公司，日本），ＮｅｗｐｏｒｔＥ２００呼吸机（ＮｅｗｐｏｒｔＭｅｄｉｃａｌＩｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓ公司，美国）。ＴＦ、ＴＦＰＩＥＬＩＳＡ试剂盒（Ａｂｃａｍ 公司，

英国）。

１．２　实验动物　健康雄性杂种犬３０只，体质量（１５．６±２．９）

ｋｇ，由第三军医大学大坪医院野战外科研究动物实验中心提

供。试验前常规禁食、禁饮水１２ｈ，速眠新Ⅱ０．０４ｍＬ／ｋｇ静脉

麻醉，１．５％戊巴比妥钠以１ｍｇ·ｋｇ
－１·ｈ－１静脉注射维持，采

用控制性机械通气模式，实验过程中吸氧浓度不变（２９％），呼

吸频率１８次／ｍｉｎ，初始潮气量１０ｍＬ／ｋｇ，吸呼比１∶２，必要

时调节潮气量，使血二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）维持在４０ｍｍＨｇ

左右。切开右侧股动脉插入动脉导管，以监测平均动脉压

（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）及采血查血气；切开左右股静脉

及左后肢隐静脉，以备输液及接入白细胞分离导管。根据

ＭＡＰ、肺 动 脉 楔 压 调 整 输 液 速 度：正 常 情 况 下，以

７ｍＬ·ｋｇ
－１·ｈ－１速度补充乳酸林格液；当 ＭＡＰ＜７０ｍｍＨｇ
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时，以１０ｍＬ·ｋｇ
－１·ｈ－１速度进行补充；但当肺动脉楔压大于

１８ｍｍＨｇ时，补液速度恢复至７ｍ·ｋｇ
－１·ｈ－１。

１．３　动物分组及内毒素血症犬模型的建立　按Ｔｏｂｏｒ等
［４］建

立犬内毒素血症模型的方法给药，ＬＰＳ以２ｍｇ／ｋｇ输注，并将

其用１００ｍＬ生理盐水稀释，用微量输液泵经中心静脉３０ｍｉｎ

内输入完毕。实验犬采用随机数字表法分为内毒素组（Ｌ组）、

假ＬＣＡＰ组（Ｓ组）及ＬＣＡＰ处理组（Ｔ组），每组１０只。Ｌ组

只行ＬＰＳ输注，不行ＬＣＡＰ；Ｔ组在ＬＰＳ输注后１２～１４ｈ行

ＬＣＡＰ（根据预实验结果，ＬＰＳ后１２ｈ白细胞已升至基础水平，

中性粒细胞比例高于基础水平）；Ｓ组在ＬＰＳ输注后１２～１４ｈ

行假ＬＣＡＰ（将去除的终产物回输入体内）。连续观察动物外

周血白细胞及血气分析结果的变化。

１．４　ＬＣＡＰ步骤　选择单核细胞分离程序进行ＬＣＡＰ。将受

试动物的性别，体质量，身长，ＬＣＡＰ前血细胞比容、白细胞计

数等指标输入血细胞分离机，由仪器自动计算ＬＣＡＰ参数单

次循环血量、循环次数、白细胞膜收集量、预计处理的总血量及

终产物体积。经左右股静脉置管分别接入血细胞分离机的进

血端和出血端，体外循环血量１５０ｍＬ（占犬血量约１０％），枸

橼酸钠与血液的比例为１∶９。Ｓ、Ｔ组体外循环血量分别为

（７６±２３）、（７８±２１）ｍＬ／ｋｇ（犘＞０．０５），Ｓ、Ｔ、Ｌ组枸橼酸钠用

量分别为（８．３±１．６）、（８．０±１．３）、（８．１±１．４）ｍＬ／ｋｇ（犘＞

０．０５），Ｔ组终产物体积为（７．２±０．９）ｍＬ／ｋｇ，白细胞计数为

（７．１６±１．２４）×１０１０／Ｌ。

１．５　检测指标　分别于注射ＬＰＳ后１２、３６ｈ抽取外周血，立

即４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清－８０℃冻存待测。肺

泡灌洗液中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ），血

浆ＴＦ、ＴＦＰＩ水平的检测采用ＥＬＩＳＡ法，具体操作严格按照试

剂盒说明书进行。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析，计量

资料以狓±狊表示，进行单因素方差分析，组间的两两多重比较

采用ＬＳＤ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组血浆ＮＥ水平　Ｔ组血浆中ＮＥ水平在３６ｈ明显低

于Ｌ组及Ｓ组（犘＜０．０５），Ｌ组与Ｓ组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＮＥ在各组血浆中水平（狓±狊，μｇ／Ｌ）

组别 狀 １２ｈ ３６ｈ

Ｌ组 １０ ４０８．１６０±５０．２４５ ６４６．２０８±５１．０６４ａ

Ｓ组 １０ ３９２．４１４±４１．７２４ ６５６．６９７±４１．１２４ａ

Ｔ组 １０ ３６９．９１１±３９．３０５ ６１８．６７７±３２．１７１

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｔ组比较。

２．２　各组血浆ＴＦ水平　Ｔ组血浆中ＴＦ水平在３６ｈ明显低

于Ｌ组及Ｓ组（犘＜０．０５），Ｌ组与Ｓ组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表２。

表２　　ＴＦ在各组血浆中水平（狓±狊，ｎｇ／Ｌ）

组别 狀 １２ｈ ３６ｈ

Ｌ组 １０ ４６．８１±７．１７ １４５．５３±９．９７ａ

Ｓ组 １０ ４４．７３±５．００ １４５．８７±１２．５１ａ

Ｔ组 １０ ４３．９２±５．６０ １３５．５２±６．７６

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｔ组比较。

２．３　各组血浆ＴＦＰＩ水平比较　Ｔ组血浆中ＴＦＰＩ水平在３６

ｈ明显高于Ｌ组及Ｓ组（犘＜０．０５），Ｌ组与Ｓ组比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表３　　ＴＦＰＩ在各组血浆中水平（狓±狊，ｎｇ／Ｌ）

组别 狀 １２ｈ ３６ｈ

Ｌ组 １０ ３３．８４±８．６１ ３５．６５±８．０２ａ

Ｓ组 １０ ３５．４０±７．６０ ３５．７３±８．０１ａ

Ｔ组 １０ ３３．３６±５．０１ ４３．６４±６．０８ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｔ组比较。

２．４　各组在３６ｈ的ＴＦ／ＴＦＰＩ的比值　Ｌ组为４．０８，Ｓ组为

４．０９，Ｔ组为３．１１；Ｔ组分别与Ｓ组和Ｌ组比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

炎症与凝血是一个相互作用的过程，炎症可加重凝血功能

紊乱［５６］。其改变机制包括：脓毒症时释放炎症递质、ＴＦ等启

动外源性凝血途径、受损内皮细胞活化加重炎症与高凝状态；

抗凝血酶、活化蛋白Ｃ等抗凝物受损
［７］；纤溶酶原激活物抑制

物１（ＰＡＩ１）致纤溶受抑等。纤溶与凝血失衡，导致凝血酶生

成及纤维蛋白沉积增多，最终导致弥散性血管内凝血（ＤＩＣ）和

器官功能不全发生［８］。并且，凝血功能的紊乱，也加重炎症。

凝血级联反应中多种蛋白酶（如Ｘａ和凝血酶、ＴＦⅦａ复合物

等）均能通过活化蛋白Ｃ耦联的蛋白酶活化受体（ＰＡＲ），而激

活丝裂原活化的蛋白激酶（ＭＡＰＣ）、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）和核因

子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路使多种炎症因子表达上调，导致炎症

加重［９１０］。ＴＦ／Ⅶａ因子复合物能使促炎介质激活，有体内研

究证明，给健康志愿者输注重组Ⅶａ因子可提高血浆白细胞介

素（ＩＬ）６和ＩＬ８的水平
［１１］。体外实验研究表明，ＰＡＩ１通过

阻制ＩＬ８／硫酸肝素／多配体聚糖从内皮细胞上脱落，使内皮细

胞上ＩＬ８引起ＰＭＮ黏附到内皮细胞上并迁移至炎症部位。

有体外研究表明，将ＰＡＩ１加到内毒素诱导的中性粒细胞中，

可通过Ｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）途径提高ＮＦκＢ的核转位，使

促炎细胞因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ１的产生增多促进

炎症发展［１２］。活化蛋白Ｃ也有抗炎作用，活化蛋白Ｃ可通过

抑制单核细胞上的活化蛋白１（ＡＰ１）和ＮＦκＢ的活性而抑制

ＴＮＦα的产生，发挥抗炎作用
［１３］。通过内毒素诱导的人肺部

炎症模型的随机双盲对照试验，证明活化蛋白Ｃ能明显抑制

肺泡中白细胞聚集、减少中性粒细胞的体内外趋化性［１４］。另

外有实验证实，凝血酶通过与细胞膜上的ＰＡＲｌ、３及４结合，

也可激活细胞参与炎症反应。

大量基础实验及临床研究表明，严重创伤、感染等引起的

脓毒症，多数存在低体温、酸中毒及凝血功能障碍等情况，被称

为死亡三联征。其中凝血功能异常是导致脓毒症患者死亡的

主要原因之一，而脓毒症是如何引起凝血功能异常的目前研究

还较少。严重感染存在白细胞特别是中性粒细胞的升高，而活

化的中性粒细胞可释放大量的ＮＥ，本实验也检测到脓毒症犬

血浆中有大量的ＮＥ，通过部分ＬＣＡＰ后，降低了 ＮＥ的水平；

同时也发现脓毒症犬也存在凝血功能异常，主要表现为ＴＦ及

ＴＦＰＩ升高，通过部分 ＬＣＡＰ后，ＴＦ有所降低，ＴＦＰＩ有所升

高，且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。这可能是活化的中性粒

细胞本身释放ＴＦ及对血管内皮细胞损伤后造成大量的ＴＦ入

血所致，使血浆中ＴＦ水平升高，从而导致凝血功能增强，形成

血栓［１５］；本次研究显示脓毒症犬存在 ＴＦＰＩ降低，与 Ｔａｎｇ

等［１６］对脓毒症狒狒的ＴＦＰＩ研究一致。这可能为活化的中性

粒细胞释放的ＮＥ对ＴＦＰＩ有降解作用，使得ＴＦＰＩ降低，造成

ＴＦ／ＴＦＰＩ值升高，导致凝血功能紊乱。本实验通过ＬＣＡＰ降

低脓毒血症犬的中性粒细胞水平，从而降低血浆中的 ＴＦ水
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平，升高血浆中的 ＴＦＰＩ水平，降低 ＴＦ／ＴＦＰＩ值，从而改善脓

毒症犬的凝血功能。这也可能是降低脓毒症犬的病死率的另

一重要原因，但其具体机制还需进一步研究。

严重脓毒症患者，特别是发展到急性肺损伤或急性呼吸窘

迫综合征的患者，目前仍无特殊有效治疗的方法，现主要通过

控制感染及各种支持治疗来维持生命。本实验表明，脓毒症犬

通过部分ＬＣＡＰ后，可降低血浆中白细胞特别是中性粒细胞

水平，降低ＮＥ的水平，从而减轻脓毒症犬的毒血症状，也改善

了凝血、纤溶功能，降低病死率，为严重脓毒症患者的治疗提供

了一个新治疗策略，值得进一步深入研究。
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