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盲肠结扎穿孔建立小鼠弥漫性血管内 

凝血动物模型的研究 

宋景春 林兆奋 王浈 杨洋 陈自力  

【摘要】  目的  应用盲肠结扎穿孔术（CLP）建立小鼠弥漫性血管内凝血（DIC）动物模型。

方法 将昆明小鼠随机分为假手术组（sham）、中度 CLP 组（mCLP）和重度 CLP 组（hCLP），检

测术后即刻、2、6、12、24、48、72 h 共 7 个时间点的外周血血小板计数（PLT）、谷丙转氨酶（ALT）、

肌酐（Cr）、凝血酶原时间（PT）、部分凝血活酶时间（APTT）、纤维蛋白原（FIB）、D-二聚体，计

算 72 h 各组存活率，并进行组织病理切片观察。结果 术后 72 h 小鼠 sham 组存活率均为 100%，

mCLP 组存活率为 60%，hCLP 组存活率为 10%（P＜0.05）。与 sham 组相比，mCLP 和 hCLP 组小

鼠 CLP 术后 6 h PLT、FIB 明显下降，APTT＋PT 延长，D-二聚体、ALT 升高，术后 12 h Cr 升高（P

均＜0.05），组织病理显示肺和肠系膜出现不同程度的微血栓形成。结论 CLP 小鼠模型能够体现

类似临床的 DIC 的发展过程，重度 CLP 小鼠模型可作为脓毒症性 DIC 研究的动物模型。 
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【Abstract】  Objective  To construct disseminated intravascular coagulation(DIC) model in mice 

with cecal ligation and puncture. Methods KM mice were randomized into sham-operated group, middle 

grade group for cecal ligation and puncture(mCLP group) and high grade group for CLP(hCLP group). 

Blood were detected in immediately, 2 hours, 6 hours, 12 hours, 24 hours, 48 hours and 72 hours after CLP 

for platelet count, prothrombin time(PT), activated partial thromboplastin time(APTT), fibrinogen(FIB), 

D-dimer, alanine aminotransferase(ALT) and creatinine(Cr). Survival analysis at 72 h after CLP for each 

group was calculated, and pathological changes for mesenterium and lung were also observed at every time 

point after CLP. Results The survival rates of sham group, mCLP group and hCLP group were 100%, 

60% and 10%, respectively. Compared with the sham group, the platelet count and FIB of the mCLP group 

and hCLP group decreased markedly, PT and APTT prolonged, D-dimer and ALT increased at 6 hours 

after CLP. Tissue edema and inflammatory cell infiltration were typical pathological changes in the tissues 

of mesenterium and lung in CLP mice. Conclusion CLP model in mice show similar pathophysiological 

with DIC and is fit to be a reliable model to study DIC. 
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弥散性血管内凝血（disseminated intravascular 

coagulation，DIC）是以不同原因所致的凝血因子和

血小板被激活、继发性纤溶亢进，并引起广泛微血
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栓形成和出血为病理特征的获得性临床综合征，是

临床一种常见病、多发病，是引起多器官功能衰竭

的重要原因[1]。近年来，国内外曾试用多种外源性

物质来制造 DIC 动物模型，如采用凝血酶、内毒素、

高分子右旋糖酐、兔脑粉浸出液等，并得到广泛应

用[2-4]。但这些模型使用外源性物质，与临床病理过

程符合度不高。鼠类盲肠结扎穿孔模型（CLP）模

仿临床上阑尾炎穿孔或憩室炎穿孔的特点，并一直
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被认作是脓毒症研究动物模型的“金标准”[5]。鉴

于脓毒症是 DIC 形成的首要病因，CLP 法也更为符

合临床病理过程[6]。因此，本研究拟探讨用 CLP 法

建立小鼠 DIC 模型，并用于对 DIC 病理生理过程

的研究。 

材料与方法 

一、实验动物及分组 

SPF 级昆明（KM）雄性小鼠 135 只，8 周龄，

质量 18～24 g、由第二军医大学实验动物中心提供

［实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2013-2003

号；使用许可证号：SYXK（沪）2013-2003 号］。

动物适应性饲养 1 周后，将 KM 小鼠分别随机分成

假手术组（简称 sham 组）、CLP 中度损伤组（mCLP

组）、CLP 重度损伤组（hCLP 组）。分组情况具

体如下：（1）用于生存率分析的共 30 只：sham 组

10 只，mCLP 组 10 只，hCLP 组 10 只；（2）用于

出凝血系列检测和病理分析的共 105 只：sham 组

35 只，mCLP 组 35 只，hCLP 组 35 只，按术后即

刻、2、6、12、24、48、72 h 7 个时间点取血标本。 

二、主要试剂和仪器 

Coulter-JT 全自动检测仪（美国库尔特仪器公

司生产），全自动凝血分析仪（法国 STA-Compact

公司），7020 型全自动生化分析仪（日本日立公司），

DENLEY DRAGON 酶标仪（芬兰 Thermo 公司），

TGL-168 离心机（上海安亭科学仪器厂），LEICA 

RM2135 轮转式切片机（德国 LEICA 公司）。 

三、建立小鼠 CLP 模型   

术前 8 h 禁食。CLP 组常规消毒腹部，皮肤正

中切开，打开腹腔寻找盲肠，小心分离其远端与大

肠的系膜，避免碰伤肠系膜血管。盲肠内如有粪便，

则轻轻将其挤向与其相连的结肠。mCLP 组用无菌

4 号丝线紧紧结扎盲肠远端 1/2 处，hCLP 组结扎盲

肠远端 3/4 处，并用无菌 7 号针头在已结扎盲肠远

端中央处贯通穿刺，然后把盲肠推回腹腔，关闭腹

腔，逐层缝合。sham 组分离盲肠末端后，不进行结

扎穿孔，直接关闭腹腔，逐层缝合[5]。所有动物均

在术后立即背部皮下注射生理盐水（50 ml/kg），

行液体复苏治疗。整个实验过程在室温 22～25 ℃

环境进行，术后小鼠自由饮食饮水。 

四、动物模型 DIC 判断标准   

参照 1999 年第六届全国血栓与止血会议制定

的诊断 DIC 标准以及 Kessler 等[7]建立的鼠类 DIC

模型诊断标准，确立本实验 DIC 判断标准。即与对

照组比较：凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血酶

原时间（APTT）明显延长；纤维蛋白原定量（FIB）、

血小板计数（PLT）明显降低；D-二聚体明显升高；

并以器官组织切片显示微血管中出现纤维蛋白微

血栓作为判断 DIC 的关键指标。 

五、DIC 检测指标  

（1）凝血指标：全自动凝血分析仪用血凝法检

测 PT、APTT、FIB。（2）纤溶指标：D-二聚体均

用 ELISA 法检测。每孔各加入标准品或待测样品

100 μl，将反应板充分混匀后置 37 ℃ 120 min，用

洗涤液将反应板充分洗涤 4～6 次，每孔中加入第

一抗体工作液 100 μl，将反应板充分混匀后置 37 ℃ 

60 min。再次洗板，每孔加酶标抗体工作液 100 μl。

将反应板置 37 ℃ 30 min。再次洗板，每孔加入底

物工作液 100 μl，置 37
 ℃暗处反应 15 min。然后

每孔加入 100 μl 终止液混匀，30 min 内用酶标仪

在 450 nm 处测吸光值。（3）肺、肠系膜组织切片

HE 染色后在光学显微镜下观察有无微血栓形成。 

六、器官损伤指标   

（1）血液：Coulter-JT 全自动检测仪检测血小

板（PLT）；（2）肝脏：全自动生化分析仪化学发

光法检测血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）；（3）肾脏：

全自动生化分析仪化学发光法检测血清肌酐（Cr）；

（4）肺、肠系膜组织切片 HE 染色观察病理损伤改

变。小鼠肺、肠系膜组织用 10%甲醛固定 24 h 后，

经洗涤、脱水、石蜡包埋、轮转式切片机切成 4 μm

切片，分别进行 HE 染色。 

七、统计学分析 

采用 SPSS 18.0 统计分析软件对数据进行统计

分析，数据均采用均数±标准差（ sx  ）表示。

应用生存分析中的Kaplan-Meier法比较各组小鼠存

活率的差异，多组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），组间两两比较采用最小显著性差异法

（LSD 法）。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结  果 

一、生存率分析    

术后 72 h，sham 组小鼠无死亡，存活率均为

100%；mCLP 组小鼠存活 6 只，死亡 4 只，存活率

为 60%；hCLP 组小鼠存活 1 只，死亡 9 只，存活

率为 10%。采用生存分析中的 Kaplan-Meier 法分析

显示，CLP 术后，mCLP 组小鼠 72 h 生存能力高于
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hCLP 组（P＜0.05）。见图 1。 

二、术后不同时间点小鼠 PLT、PT、APTT、

FIB 和生化值的改变 

凝血指标方面，与 sham 组相比，mCLP 和 hCLP

组小鼠 PLT 和 FIB 在 CLP 术后 6 h 开始持续下降，

24 h 后下降趋势减慢，直至 72 h 最低（P＜0.05）；

hCLP组较mCLP组的 PLT和 FIB下降更加明显（图

2A，2D）。与 sham 组相比，mCLP 和 hCLP 组小鼠

PT 在 CLP 术后 6 h 开始明显延长，48 h 延长出现

高峰，随后缓慢回缩（P＜0.05）（图 2B）； mCLP

和 hCLP 组小鼠 APTT 在 CLP 术后 6 h 开始明显延

长，24 时延长出现高峰，随后缓慢回缩（P＜0.05）

（图 2C）。与 mCLP 组相比，hCLP 组的 PT＋APTT

延长更明显（P＜0.05）。  

与 sham 组相比，mCLP 和 hCLP 组小鼠的 D-

二聚体在 CLP 术后 6 h 开始明显升高，24 h 达高峰，

随后出现缓慢下降（P＜0.05）；术后 12 h 开始，hCLP

组较 mCLP 组的 Cr 上升更加明显（图 2E）。 

肝肾功能指标方面，与 sham 组相比，mCLP

和 hCLP 组小鼠的 ALT 在 CLP 术后 6 h 开始持续升

高，24 h 后上升趋势减慢，48 h 达高峰，随后出现

缓慢下降（P＜0.05）；术后 12 h 开始，hCLP 组较

mCLP 组的 ALT 上升更加明显（图 2F）。 

与 sham 组相比，mCLP 和 hCLP 组小鼠的 Cr

在 CLP 术后 12 h 开始明显升高，24 h 达高峰，随

后出现缓慢下降（P＜0.05）；术后 12 h 开始，hCLP

组较 mCLP 组的 Cr 上升更加明显（图 2G）。 

三、肠、肺组织的病理改变 

sham 组肠和肺组织则无明显炎症细胞浸润，未

见微血栓征象。mCLP 和 hCLP 组小鼠组织切片 HE

染色发现，CLP 术后 2 h 肠和肺组织开始出现炎症

细胞浸润，并逐渐加重，至 12～48 h 达到高峰，其

后逐渐减轻。肺组织严重时可见肺间隔增宽，广泛

肺泡壁血管充血，大量炎性细胞浸润。肠系膜结缔

组织切片严重时主要表现大量炎症细胞浸润。肠系

膜和肺组织CLP术后6 h可见微血管微血栓（图3A，

3B），12～48 h 数目最多（图 3C），hCLP 组较 mCLP

组明显。 

讨  论 

DIC 是一组发生在多种疾病基础上，由致病因

素激活凝血系统，导致微血管内广泛微血栓形成，

凝血因子被大量消耗及纤溶异常激活，所引起的全

身性血栓-出血综合征。DIC 的临床诊断可依据血栓

与止血国际协会的 DIC 五步评分法和 1999 年第六

届全国血栓与止血会议制定的诊断 DIC 标准，但动

物模型研究尚缺乏统一标准。据Line等[2]统计结果，

至今 DIC 已有研究应用大鼠、小鼠、豚鼠、兔、狗、

猪、羊和灵长类动物等，DIC 诱导剂也有脂多糖、

细菌、高分子右旋糖酐、组织因子、蛇毒、肿瘤、

血小板激活因子等数十种。国内研究应用高分子右

旋糖酐和脂多糖比例较高。高分子右旋糖酐诱导

DIC 模型的原理是引起血管舒缩功能紊乱，血流变

慢，为 DIC 的发生创造条件。脂多糖诱导 DIC 模

型启动机体内源性凝血途径，诱导凝血酶的产生，

从而引起广泛的促凝血和促血栓形成作用。脂多糖

静脉注射后引起的即刻心血管抑制效应会很大程

度上影响模型的存活率[8]。从上述两种模型机理可

知，高分子右旋糖酐和脂多糖诱发 DIC 的病理生理

过程与临床尚有很大不同。而据日本脓毒症研究小

组统计，临床脓毒症诱发 DIC 的发病率高达 50%以

上[9]。CLP 模型目前是用于研究脓毒症最广泛的一

种模型，模仿临床上阑尾炎穿孔或憩室炎穿孔导

致脓毒症休克的病理生理过程，故尝试应用 CLP 模

型研究 DIC 是更符合临床实际的研究手段[10-11]。 

PT 和 APTT 分别反映外源性、内源性凝血功能

是否正常，其中 PT、APTT 时间缩短提示血液处于

高凝状态或存在血栓栓塞性疾病，两者时间延长则

反映机体有出血倾向。FIB 是机体止血生理中重要

的凝血因子，FIB 增高提示血液处于高凝、高粘状

态，易形成血栓，FIB 减少时机体可出现出血征象。

D-二聚体是纤维蛋白单体经活化因子 XIII 交联后，

再经纤溶酶水解所产生的一种特异性纤溶过程标

记物，主要反映纤维蛋白溶解功能。与 sham 组相

比，mCLP 和 hCLP 组小鼠 CLP 术后 6 h PLT、FIB

明显下降，APTT、PT 延长，D-二聚体升高，提示

CLP 术后小鼠出现 FIB 过度消耗，纤溶系统功能亢

进，出血倾向明显，证实 DIC 病理生理过程出现。 

CLP 术后 6 h mCLP 和 hCLP 组小鼠出现ALT升高，

术后 12 h 出现 Cr 升高，提示 CLP 术后 6 h 出现多

器官功能损害。微血栓是指在小于 150 μm 的微血

管中，由血小板、纤维素和（或）红细胞组成，HE

染色呈粉红色，单纯的红细胞堆积认为是血管中残

留的血液，HE 染色呈点样深红色。组织病理显示

mCLP 和 hCLP 组小鼠 CLP 术后 2 h 肠和肺组织开

始出现炎症细胞浸润，并逐渐加重，至 24～48 h 达
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到高峰，其后逐渐减轻。术后 6 h mCLP 和 hCLP

组小鼠肺和肠系膜微血管即开始出现不同程度的

微血栓形成，12～48 h 更加明显，证实 CLP 诱发

DIC 成功。 

CLP 模型的预后与动物品系、年龄和性别、盲

肠长度和结扎范围、穿刺针尺寸和数目等诸多因素

相关。因此，本研究依据 2008 年 Rittirsch 等的报

道，采用中度与重度 CLP 模型分组对小鼠的变化进

行研究。本研究结果显示，术后 72 h KM 小鼠 sham

组存活率均为 100%，mCLP 组存活率为 60%，hCLP

存活率为 10%（P＜0.05）。hCLP 组较 mCLP 组

PLT、FIB 下降幅度更大，APTT＋PT 延长时间更长，

D 二聚体升高更为明显，肝肾损害也更加严重，这

是选择模型时需要考虑的因素。 

综上所述，CLP 小鼠模型能够体现类似临床的

DIC 的发展过程，重度 CLP 模型是 DIC 研究的更

好选择。 
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