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凝血酶法致大鼠血液高凝态模型的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索静脉注射凝血酶造成大鼠高凝态模型，为高凝态的研究提供合适动物模型。 方法　 ＳＤ
大鼠分为六组，分别于股静脉恒速注射生理盐水和 ２􀆰 ５、５、１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶溶液，５ ｍｉｎ 内采血测活化部分凝

血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、纤维蛋白原（ ｆｉｂｒｉｎｏ⁃
ｇｅｎ，ＦＩＢ），并观察大鼠死亡情况以确定最佳凝血酶剂量。 在此基础上，以最佳剂量凝血酶溶液股静脉注射给予大

鼠，分别于 ０、１０、３０、６０、１２０、１８０、３００ ｓ 采血测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 以确定最佳采血时间。 最后将大鼠分为生理盐水组与

凝血酶组（最佳凝血酶剂量和采血时间），采集血样测定 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 以及全血粘度。 结果　 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶组大

鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 明显缩短，ＦＩＢ 明显升高，且大鼠死亡率低。 注射凝血酶后 ６０ ｓ 大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 缩短最多，ＦＩＢ
含量升至最高。 同生理盐水组相比，凝血酶组大鼠血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ 显著缩短，ＦＩＢ、全血粘度显著增大，且差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 注射凝血酶溶液可复制大鼠血液高凝态模型，最佳凝血酶剂量为 １０ Ｕ ／ ｋｇ，凝血酶浓度为 ２
Ｕ ／ ｍＬ，最佳采血测试时间为 ６０ ｓ。
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　 　 高凝状态（ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ）是指多种因素

引起的凝血与抗凝系统失调的病理过程，血液凝固

性提高，具有血栓形成的趋势 ［１］，其特征有血液流

变学异常、微循环障碍、血液凝固性升高等［２］。 凝

血酶作用于凝血过程的最后环节，不需其他凝血因

子参与，使纤维蛋白原向纤维蛋白转化，网状的纤维

蛋白中沉积着其他血液成分，形成胶体状态的纤维

蛋白凝块，从而形成血栓［３］。 在以往研究中发现，
大剂量凝血酶可致家兔血小板计数降低［４］，血小板

聚集、纤维蛋白大量生成而形成血液高凝状态，但未

见在大鼠上用此复制高凝态的报道。 本研究以凝血

酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分凝血活

酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、
纤维蛋白原（ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）及全血粘度为评价指

标，通过股静脉注射不同剂量的凝血酶，确定最佳剂

量及采血样时间，从而建立大鼠血液高凝态模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＳＤ 大鼠 ７２ 只，雌雄各半，体重（２２０ ±
２０）ｇ，由浙江省实验动物中心提供［ＳＣＸＫ（浙）２０１４
－ ０００１］。 所有动物于实验开始一周前开始适应新

环境，昼夜明暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ，自由饮水取食，
温度 ２０ ～ ２６℃，相对湿度 ４５％ ～７５％ 。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及主要仪器

凝血酶冻干粉（规格：５００ Ｕ ／瓶，湖南一格制药

有限公司，批号 １３０７２２ － ２）。 凝血酶溶液配制：凝
血酶冻干粉溶于 ６２􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水配制成 ８ Ｕ ／ ｍＬ
凝血酶溶液；取 ８ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液 １０ ｍＬ 加入 １０
ｍＬ 生理盐水得 ４ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液，同法配制 ２、１、
０􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液。

水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司，批号：
２０１５０３０３），氯 化 钠 （南 京 化 学 试 剂 一 厂， 批 号：
０２０８１６２５），二水合柠檬酸三钠（南京化学试剂有限公

司，批号：１４０６１１１１２８６），ＦＩＢ 试剂盒（南京建成生物工

程研究所，批号：２０１４０１０３），ＡＰＴＴ 试剂盒（上海太阳

生物技术有限公司，批号：１１８１２０），ＰＴ 试剂盒（上海

太阳生物技术有限公司，批号：１０５２７２）；分析天平（上
海民桥精密仪器公司），台式离心机（上海卢湘仪离心

机仪器有限公司），ＡＹＷ８００３ 半自动凝血分析仪（南
京瑞麦科技开发有限公司），ＷＺ⁃５０Ｃ６ 微量注射泵

（浙江史密斯医学仪器有限公司），ＳＡ⁃５６００ 自动血流

变测试仪（北京赛科希德科技发展有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 凝血酶剂量的确定

大鼠 ４８ 只随机分为 ６ 组，雌雄各半，麻醉后分

离股静脉和颈总动脉插管，股静脉插管通过注射器

与微量注射泵相连。 将 ０􀆰 ５、１、２、４、８ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶

溶液分别按 ２􀆰 ５、５、１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量通过微量注

射泵自股静脉注射入大鼠体内，注射速度为 ６ ｍＬ ／
ｍｉｎ，生理盐水组大鼠以相同速度注射生理盐水。 于

注射凝血酶（生理盐水）后 ５ ｍｉｎ 内自颈总动脉采集

血样，置于枸橼酸钠抗凝处理的离心管内制备血浆

样品，用于测定 ＰＴ、ＡＰＴＴ 以及 ＦＩＢ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 采血时间的确定

大鼠 ８ 只，雌雄各半，分离股静脉以最佳剂量注

射相应浓度凝血酶溶液，于颈总动脉采集血样，采血

时间点为注射后 ０、１０、３０、６０、１２０、１８０、３００ ｓ。 血样

用枸橼酸钠抗凝处理，离心得血浆样品，分别测定

ＡＰＴＴ、ＰＴ 以及 ＦＩＢ 指标，确定最佳采血时间点。
１􀆰 ２􀆰 ３　 高凝态模型建立

大鼠 １６ 只，雌雄各半，随机分为生理盐水组和

凝血酶组，分别于股静脉注射生理盐水和最适浓度

凝血酶溶液。 于最佳采血时间取血，血样分为两份，
分别置于含枸橼酸钠离心管制备血浆样品以及含

ＥＤＴＡ 离心管内制备全血样品。 血浆样品用于测定

ＰＴ、ＡＰＴＴ 及 ＦＩＢ，全血样品用于血液流变学的测定。
１􀆰 ３　 统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析，所有数

据以均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为有显著统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 凝血酶剂量

各剂量凝血酶处理后大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ
变化如图 １ （Ａ、Ｂ、Ｃ） 所示，随凝血酶剂量升高，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 值随之缩短，ＦＩＢ 含量随之升高，且凝血酶

１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量组的 ＡＰＴＴ、ＰＴ 较生理盐水组显

著缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＦＩＢ 显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 表 １ 为注射各剂量凝血酶后大

鼠的死亡情况，当凝血酶剂量升至 １０ Ｕ ／ ｋｇ 时，采血

过程中大鼠出现死亡现象，在 ２０ 与 ４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量组

死亡率较高。

０４６
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注：Ａ：ＡＰＴＴ；Ｂ：ＰＴ；Ｃ：ＦＩＢ。 同生理盐水组相比，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１。

图 １　 注射不同剂量凝血酶后大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 值

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＡＰＴＴ； Ｂ： ＰＴ； Ｃ： ＦＩＢ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． １　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＡＰＴＴ， ＰＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

表 １　 注射不同剂量凝血酶后大鼠死亡情况 （ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ．１　 Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

凝血酶剂量 ／ Ｕ ／ ｋｇ
Ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

死亡数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｒａｔｓ

死亡率 ／ ％
Ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ

生理盐水 Ｓａｌｉｎｅ ０ ０
２􀆰 ５ ０ ０
５ ０ ０
１０ １ １２􀆰 ５
２０ ３ ３７􀆰 ５
４０ ４ ５０

２􀆰 ２　 采血时间

图 ２ 为注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶后各时间点大鼠血

浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 和 ＦＩＢ 值，在注射凝血酶后 ６０ ｓ 内，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 逐渐缩短，ＦＩＢ 含量逐渐升高；在 ６０ ｓ 后，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 逐渐延长，ＦＩＢ 含量逐渐降低。 且在 ６０ ｓ
时 ＡＰＴＴ、ＰＴ 值降至最低，ＦＩＢ 含量升至最高。

图 ２　 注射１０ Ｕ／ ｋｇ凝血酶后各时间点大鼠
血浆ＡＰＴＴ（Ａ）、ＰＴ（Ｂ）、ＦＩＢ（Ｃ）值

Ｆｉｇ． ２　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＡＰＴＴ， ＰＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 模型建立
表 ２ 为注射生理盐水及 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶后 ６０ ｓ

时采血所测得的血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ 及 ＦＩＢ 结果，表 ３ 为
全血粘度结果。 同生理盐水组相比，凝血酶组 ＰＴ、
ＡＰＴＴ 降低且均有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＦＩＢ 升
高、全血粘度增大且亦有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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表 ２　 注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶或生理盐水后大鼠血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦＩＢ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＰＴ， ＡＰＴＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ

组别 Ｇｒｏｕｐ ＰＴ ／ ｓ ＡＰＴＴ ／ ｓ ＦＩＢ ／ ｇ ／ Ｌ
生理盐水组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 １３ ± ０􀆰 ８３ ２４􀆰 ７３ ± ２􀆰 ４５ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ２５

凝血酶组（１０ Ｕ ／ ｋｇ）Ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ０７ ± ０􀆰 ６５∗ １７􀆰 ６０ ± １􀆰 ９５∗∗ ２􀆰 ０２ ± ０􀆰 １４∗

注：与生理盐水组对比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ３　 注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶或生理盐水后大鼠全血粘度（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８， ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２００ １００ ３０ ５

生理盐水组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ６４ ± ０􀆰 ３４ ６􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６４ ７􀆰 ２６ ± ０􀆰 ８２ １５􀆰 ６０ ± ２􀆰 ０３
凝血酶组（１０Ｕ ／ ｋｇ）Ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ６９ ± ０􀆰 ６９ ７􀆰 ０３ ± ０􀆰 ６７∗∗ ８􀆰 ７３ ± １􀆰 ２７∗ １８􀆰 ５３ ± １􀆰 ２７∗∗

注：与生理盐水组对比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

３　 讨论

凝血是生理性止血的重要环节，对人体健康和
生命至关重要。 凝血可以有助于伤口的愈合以及防
止过度出血，但在某些病理状态下的凝血则加重疾
病风险［５］，与此同时高凝态和血栓常常伴随疾病产
生。 临床研究发现，在儿童川崎病中，高脂血症既可
加重心脏病的发病风险，又会促进血液高凝态的形
成［６］；在糖尿病肾病中，血浆 ＶＷＦ 升高、ＡＤＡＭＴＳ１３
酶水平降低所致的血液高凝状态会加重糖尿病肾病
的心血管疾病风险［７］；在肿瘤疾病中，癌症易继发
血液高凝态甚至血栓形成，而血小板激活、凝血和纤
溶功能紊乱对于肿瘤的生长、分化、血管生成和转移
亦有促进作用［８］。 在临床前研究中，建立动物高凝
态模型，既有助于筛选抗凝药物以预防血栓疾病及
其他疾病的辅助治疗，又有利于对高凝态形成机制
的深入研究。

凝血酶（凝血因子 ＩＩａ）是一种由基因编码的丝
氨酸蛋白酶，它是凝血酶原裂解的产物，通过凝血级
联反应抑制血液的流失［９］。 凝血酶作为强效血小
板活化物质，通过作用于血小板膜上糖蛋白 Ｉｂα
（ＧＰＩｂα）及蛋白酶活化受体（ＰＡＲ）１ 和 ＰＡＲ４ 将信
号传递给血小板，从而诱导血小板聚集反应［１０］。 因
此，凝血酶在凝血过程中起着至关重要的作用，它通
过激活血小板、促进纤维蛋白原向纤维蛋白的转化
过程发挥其促凝作用。 过往研究当中发现，大剂量
凝血酶可使家兔血小板计数降低［４］、血小板聚集、
纤维蛋白大量生成而促使血液转变为高凝状态，由
此提示凝血酶可作为动物高凝态模型的造模工具。

目前高凝态模型如急性血瘀模型、气虚血瘀模
型、高脂寒凝模型等［１１］，虽能复制高凝态模型，但造
模时间较长、对动物损伤极大，动物耐受性差，所以
制作方法简单、对动物损伤小的实验模型很有必要。
研究发现，快速静脉注射大剂量凝血酶可使血小板
计数在 ５ ｍｉｎ 之内显著降低［４］。 通过注射凝血酶，
可以使血小板高度聚集、纤维蛋白原转化为纤维蛋

白，促进血液高凝状态的形成，以此构建动物模型。
本研究表明，大鼠股静脉快速注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝

血酶后，血液在 ６０ ｓ 左右时处于高凝状态，其血浆
ＡＰＴＴ、ＰＴ 显著缩短，ＦＩＢ 含量显著升高，全血粘度增
大。 与目前现有的其他模型比较，该方法简单易行，
耗时短，较好地复制大鼠高凝状态，可作为研究抗凝
药物、高凝态机制的理想模型。
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