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　　［摘要］　目的　探讨肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）激活核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路对成纤维细胞生物学行为的影响。
方法 　 小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ）进行体外培养，将细胞分为ＴＮＦα组、ＴＮＦα＋吡咯烷二硫氨基甲酸（ＰＤＴＣ）组及对
照组，处理后的细胞采用ＣＣＫ８方法检测细胞增殖情况、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光检测 ＩκＢα蛋白表达与定位、ＥＬＩＳＡ
检测基质细胞衍生因子１α（ＳＤＦ１α）的分泌。结果　 ＴＮＦα在一定浓度范围内对成纤维细胞起到明显的促增殖作用，
ＣＣＫ８检测显示 ＴＮＦα组在不同浓度和不同时相点 ＭＥＦ的光密度值与 ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组及对照组相比差异显著
（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光染色显示ＩκＢα主要分布于细胞质，ＴＮＦα组与对照组和ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组相比，ＩκＢα荧光强度明显
减弱。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现ＴＮＦα刺激后３０ｍｉｎ，ＴＮＦα组和 ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组 ＩκＢα蛋白表达［（３０７０．０±３９．０）ｖｓ
（１４２１．７±７５．３），（３２１２．２±５７．５）ｖｓ（１４６８．２±４５．８），Ｐ＜０．０５］均降至最低值，随时间推移逐渐恢复，ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ
组ＩκＢα蛋白表达显著高于ＴＮＦα组［（３１１２．３±８９．７）ｖｓ（２６１０．４±２６．９），Ｐ＜０．０５］；ＥＬＩＳＡ检测发现ＴＮＦα作用后成纤
维细胞ＳＤＦ１α的分泌呈减少趋势［（１５．９±１．６）ｖｓ（１２．７±０．６），Ｐ＜０．０５］，ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组则能显著逆转ＴＮＦα作用
［（２３．５±３．２）ｖｓ（１５．０±１．２），（２１．６±０．４）ｖｓ（１２．７±０．６），Ｐ＜０．０５］，促进 ＳＤＦ１α分泌。结论　 ＴＮＦα能通过激活
ＮＦκＢ通路，影响小鼠胚胎成纤维细胞的增殖并抑制ＳＤＦ１α分泌。
　　［关键词］　 肿瘤坏死因子α；核因子κＢ；小鼠胚胎成纤维细胞；吡咯烷二硫氨基甲酸
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ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｎｇＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ；ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２００９ＢＢ５１４６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉＳｈｉｒｏｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７５４１９２，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｘｉｎｇ
＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ；ＷｕＪｕｌｏｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７６５３５０，Ｅｍａｉｌ：ｗｊ０３３１０＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

　　皮肤创面愈合后瘢痕的形成与增生，是当前整形
外科研究的重点问题之一。皮肤创面愈合是一个多种

细胞和细胞因子参与，涉及炎症反应、肉芽形成、血管

生成和组织重塑等复杂病理生理过程。成纤维细胞是

创面修复的关键细胞，此过程中创面的收缩、肉芽组织

的形成、细胞外基质的沉积和重塑都需要成纤维细胞

参与［１］，如果成纤维细胞功能与自身增殖紊乱，将会

导致细胞外基质合成增多和过度沉积，形成增生性瘢

痕，因此创面中成纤维细胞的功能状态将直接影响创

面的愈合转归。

　　核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）广
泛参与细胞生长、凋亡和炎症反应，能够被许多不同的

因素激活，包括炎症细胞因子（如 ＴＮＦα、ＩＬ１）、氧化
应激、细菌脂多糖、紫外辐射及病毒等［２］。肿瘤坏死

因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）是体内诱导
ＮＦκＢ活化的重要细胞因子，它可以诱导细胞产生促
凋亡和抑制凋亡两种不同的信号效应，研究［３］提示其

不同的生物学作用与细胞自身的特性和其作用浓度密

切相关，但其机制尚未完全明了，同时该信号途径与皮

肤创面修复过程有密切关系［４］，而这方面的研究报道

并不多见。本研究探讨利用外源性 ＴＮＦα作用于培
养小鼠胚胎成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＭＥＦ），并结合使用 ＮＦκＢ信号通路阻断剂吡咯烷二
硫氨基甲酸（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ），观察
阻断前后成纤维细胞增殖及分泌活动等变化，分析其

可能的分子作用机制，以深入研究 ＴＮＦα激活 ＮＦκＢ
信号通路对成纤维细胞生物学功能的影响，为探寻创

面愈合及预防瘢痕形成提供新的途径。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂
　　倒置相差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０）、荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ）、电
泳仪、酶标仪（ＢｉｏＲａｄ）。ＭＥＦ细胞株由第三军医大学基础医
学部遗传学教研室王燕副教授惠赠，重组小鼠ＴＮＦα购自美国
ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，ＰＤＴＣ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ高糖培养
基、胎牛血清、胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化液、青链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ
公司。ＣＣＫ８试剂盒购自日本同仁化学研究所公司；ＩκＢα兔抗
鼠一抗、ＩκＢαＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发光试剂盒、蛋白裂解液购自武汉博

士德公司；Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ５９４驴抗兔 ＩｇＧ二抗购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司、
小鼠ＳＤＦ１αＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国ＲＤ公司。

１．２　ＭＥＦ的培养
　　将ＭＥＦ常规培养于含１０％胎牛血清及１００Ｕ／ｍｌ青霉素、
１００μｇ／ｍｌ链霉素的高糖ＤＭＥＭ培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２
孵箱中培养，每３天更换１次培养基，ＭＥＦ为贴壁细胞，融合度
达到７０％～８０％时用胰酶消化法传代。

１．３　实验分组及处理
　　实验分为 ３组：空白对照组、ＴＮＦα组和 ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ
组。取对数生长期 ＭＥＦ用于实验，当细胞生长融合度至约
７０％时，换用含有０．２％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ饥饿处理，１２ｈ
后给以ＴＮＦα刺激。空白对照组为正常培养的 ＭＥＦ，不做处
理；ＴＮＦα组加入ＴＮＦα进行刺激；ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组在每次实
验前样本先加入终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＤＴＣ作用０．５ｈ，而后
加入ＴＮＦα刺激。

１．４　ＣＣＫ８检测细胞增殖活性
　　按２×１０３个／孔的密度将 ＭＥＦ接种于２块９６孔培养板，
等２４ｈ贴壁后加入终浓度分别为５、２５、５０、７５、１００ｎｇ／ｍｌ的
ＴＮＦα各１０μｌ，对照组（０ｎｇ／ｍｌ）不加药物，每组设６个复孔。
将９６孔培养板置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中分别培养２４、４８ｈ
后取出，按照说明书每孔加入 ＣＣＫ８检测试剂 １０μｌ，选择
４５０ｎｍ波长，在ＢｉｏＲａｄ酶联免疫检测仪上测定各孔光密度值
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。根据 ＯＤ值计算细胞活力，值越大表明
细胞增殖能力越强。

１．５　ＩκＢα免疫荧光
　　ＭＥＦ生长于盖玻片上，当细胞融合度达到７０％时进行饥
饿处理后给予ＴＮＦα（５０ｎｇ／ｍｌ）处理细胞９０ｍｉｎ。取出盖玻片
用ＰＢＳ洗涤后４％多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤，
０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００＋５％羊血清封闭处理３０ｍｉｎ。ＩκＢα兔多克
隆抗体４℃过夜，ＰＢＳ洗涤３遍，Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ５９４标记驴抗兔ＩｇＧ
二抗３７℃孵育 １ｈ，阴性对照用 ＰＢＳ代替一抗；ＰＢＳ洗涤后
ＤＡＰＩ室温下复染细胞，加入荧光保护剂后封片于载玻片上。
各实验组分别随机取５个视野，使用荧光显微镜采集图像，于
４００倍镜下观察，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０１图像分析软件进行图像分
析。以细胞质中出现红色颗粒为 ＩκＢα表达阳性信号，以阳性
信号强度即红染区累积光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＩＯＤ）为参数进行半定量测量。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩκＢα蛋白的表达
　　以５０ｎｇ／ｍｌ浓度的 ＴＮＦα对贴壁的 ＭＥＦ进行刺激，依照
不同时间点（０．５、１、２、４、８ｈ）收集各组细胞，提取各时间点细
胞蛋白并定量。各组取蛋白２０μｇ，煮沸变性５ｍｉｎ，行 ＳＤＳ聚
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丙烯酰胺凝胶电泳，并以电转膜仪将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上；
以５％脱脂奶粉于４℃下封闭，ＴＢＳＴ洗涤，加一抗（１∶５００兔抗
ＩκＢα多抗，１∶５０００小鼠抗 βａｃｔｉｎ单抗）过夜，加入二抗（抗兔
ＩｇＧＨＲＰ，抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ）行免疫印迹检测，ＥＣＬ试剂盒显色
曝光，以βａｃｔｉｎ为内参照。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件扫描分析结果，用
测得的目的条带的灰度×面积表示结果。

１．７　ＥＬＩＳＡ检测细胞分泌ＳＤＦ１α水平
　　ＭＥＦ接种于６孔板内，融合度达６０％时进行饥饿处理，
１２ｈ后分别加入终浓度５、５０ｎｇ／ｍｌ的 ＴＮＦα进行刺激，继续
培养２４ｈ后收集培养上清置于无菌管中，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心
２０ｍｉｎ。仔细提取上清液后 －８０℃保存备用。按照 ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明书进行操作，在酶标仪上测量各孔 ＯＤ值，用 Ｃｕｒｖｅ
Ｅｘｐｅｒｔ软件根据标准曲线计算各组细胞中ＳＤＦ１α的表达量。

１．８　统计学处理
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示。应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行方差齐
性检验、单因素方差分析、两样本均数比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＴＮＦα对ＭＥＦ增殖活性的影响
　　ＣＣＫ８方法检测结果显示，与对照组（０ｎｇ／ｍｌ）比较，加入

ＴＮＦα作用２４ｈ，ＴＮＦα组除５ｎｇ／ｍｌ和２５ｎｇ／ｍｌ浓度外，其余
各浓度 ＴＮＦα刺激后，ＭＥＦ的 ＯＤ值均有明显增加，表明
ＴＮＦα促进了细胞增殖，统计分析有显著差异（Ｐ＜０．０５）。而
在ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ处理组，与同一时相点对应浓度 ＴＮＦα组比
较，ＯＤ值均明显下调，有显著统计学差异（Ｐ＜０．０５）。此外在
ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ处理组，各浓度２４、４８ｈ作用前后，ＯＤ值水平均
呈现明显下降，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

２．２　ＩκＢα免疫荧光染色
　　细胞免疫荧光显示ＩκＢα主要分布于细胞质内，细胞核浅
染或不着色。通过荧光光密度值分析，与对照组和 ＴＮＦα＋
ＰＤＴＣ组相比较，ＴＮＦα处理后成纤维细胞细胞质内ＩκＢα抗体
免疫荧光呈现减弱（图１）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩκＢα蛋白表达
　　终浓度 ５０ｎｇ／ｍｌ的 ＴＮＦα刺激成纤维细胞后，０．５ｈ
ＴＮＦα组及ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组均出现 ＩκＢα蛋白表达水平明显
降低，ＴＮＦα组下降更加明显。随着ＴＮＦα刺激时间的延长，
ＩκＢα蛋白表达水平逐渐恢复，到 ４ｈ时基本接近正常。在
ＴＮＦα刺激的整个过程中，ＴＮＦα组的 ＩκＢα蛋白表达水平均
低于ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组，同一时相点比较，差异显著（Ｐ＜０．０５）。
见图２，表２。

表１　不同浓度ＴＮＦα对ＭＥＦ增殖的影响［Ｄ（４５０），珋ｘ±ｓ］

ＴＮＦα浓度（ｎｇ／ｍｌ）
组别　　　

０ ５ ２５ ５０ ７５ １００
ＴＮＦα组
　　２４ｈ ０．６０±０．０５ ０．６６±０．０７ｂ ０．６８±０．０４ｂ ０．７８±０．１０ａｂ ０．８７±０．１０ａｂ ０．８６±０．１０ａｂ

　　４８ｈ １．４２±０．０９ １．４５±０．２０ｂ １．３１±０．０５ａｂ １．３１±０．０８ａｂ １．３９±０．０６ｂ １．３１±０．１２ａｂ

ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组
　　２４ｈ ０．６０±０．０５ ０．２８±０．０２ａ ０．３１±０．０２ａ ０．３６±０．０２ａ ０．４４±０．０４ａ ０．３４±０．０６ａ

　　４８ｈ １．４２±０．０９ ０．５７±０．１１ａ ０．５４±０．０９ａ ０．６３±０．０６ａ ０．６７±０．１０ａ ０．５８±０．０７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０ｎｇ／ｍｌ）比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组比较
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Ａ：对照组；Ｂ：ＴＮＦα组；Ｃ：ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组；Ａ１、Ｂ１、Ｃ１：与ＤＡＰＩ重叠的图像

图１　ＩκＢα免疫荧光染色　（荧光显微镜）

１１５１
第３４卷第１５期
２０１２年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１２



! " # $ % &

! " # $ % &

'!("!#$!!)

#

"!

#$*+,-.!$#!!)

#

"!

'!(%!#$!!)

#

"!

&$*+,-.!$#!!)

#

"!

/

(

１～６：分别为０、０．５、１、２、４、８ｈ；Ａ：ＴＮＦα组；Ｂ：ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组
图２　不同因素处理后成纤维细胞ＩκＢα蛋白的表达

表２　ＴＮＦα刺激后ＩκＢα蛋白表达水平变化（灰度值，珋ｘ±ｓ）

时间 ＴＮＦα组 ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组
０ ３０７０．０±３９．０ ３２１２．２±５７．５
０．５ｈ １４２１．７±７５．３ａ １４６８．２±４５．８ａ

１ｈ １６７３．９±７９．５ａｂ １８４８．９±９６．２ａ

２ｈ ２２４５．６±５１．３ａｂ ２６２４．５±６７．２ａ

４ｈ ２６１０．４±２６．９ａｂ ３１１２．３±８９．７
８ｈ ３０５７．８±１９．９ ３２４５．３±７１．９

ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组比较

２．４　ＥＬＩＳＡ测定成纤维细胞分泌ＳＤＦ１α水平
　　以不加入ＴＮＦα组（０ｎｇ／ｍｌ）作对照，在给以浓度５ｎｇ／ｍｌ
和５０ｎｇ／ｍｌ的ＴＮＦα刺激后，ＴＮＦα组成纤维细胞 ＳＤＦ１α的
分泌量呈逐渐减少趋势；而在 ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ处理组，ＳＤＦ１α
浓度则明显升高，与ＴＮＦα组比较有显著差异（Ｐ＜０．０５）。见
图３。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＮＦα＋ＰＤＴＣ组比较
图３　ＴＮＦα刺激前后成纤维细胞分泌ＳＤＦ１α水平变化

３　讨论

　　皮肤损伤后的愈合是一系列细胞如表皮细胞、成
纤维细胞、内皮细胞与细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）以及多种生长因子、细胞因子和趋化因
子共同参与的复杂过程［５］，上述成分间存在复杂的网

络调控。其中成纤维细胞在创面愈合特别是瘢痕形成

过程中起着核心的作用。较早研究［６］已证实在皮肤

损伤后前３ｄ，成纤维细胞即出现增殖分化，第４天迁
移到伤口内合成并分泌大量ＥＣＭ及生长因子，第７天
成纤维细胞开始表现为收缩表型肌成纤维细胞，导致
创面收缩。其活化增殖及功能活动变化是创面愈合与

瘢痕形成的主要病理学基础之一。

　　ＴＮＦα是参与急慢性炎症的一种重要细胞因子，
常通过一些转录因子的介导发挥作用，其中 ＮＦκＢ是
受ＴＮＦα激活的主要转录因子之一［７］。ＮＦκＢ作为
调节免疫和炎症重要的核转录因子，正常情况下其两

个亚单位ｐ６５和ｐ５０与κＢ抑制蛋白（ＩκＢ）结合，以非
活性状态存在于细胞质中。在 ＴＮＦα等细胞因子的
作用下，ＮＦκＢ亚单位与ＩκＢ解聚释放，再转移到核内
和特定基因的启动子或增强子结合导致某些基因表

达，因此，作为 ＮＦκＢ内源性抑制剂，ＩκＢ是调控
ＮＦκＢ信号途径的关键因子［８］；此途径参与免疫、血

管生成、抗肿瘤以及炎症反应有关的基因转录调

控［９］。ＰＤＴＣ是一种 ＮＦκＢ信号通路阻断剂，能阻止
ＩκＢ亚单位的降解，抑制 ＮＦκＢ活化，同时也阻碍
ＮＦκＢ向细胞核内的转移，从而阻断 ＮＦκＢ信号通路
的激活［１０］，在转录水平上抑制 ＩＬ１、ＴＮＦα等炎性细
胞因子的产生［１１］。本组实验结果显示，经ＴＮＦα刺激
后，成纤维细胞的增殖能力发生浓度依赖的现象明显

增强，说明一定浓度的ＴＮＦα通过激活ＮＦκＢ信号通
路，促进了成纤维细胞的增殖能力，阻断该信号通路则

成纤维细胞的增殖能力明显减弱。细胞免疫荧光与

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对ＩκＢα蛋白表达与定位的研究也进一步
支持了这一结果。此外值得重视的是有研究发现过度

及持续的 ＮＦκＢ活化是有害的，ＮＦκＢ的失调与慢性
感染、癌症、炎症性疾病、自身免疫性疾病相关［１２］。适

度阻断调控ＮＦκＢ信号通路，减少炎症因子ＴＮＦα等
的产生，是减轻炎症反应的有效策略［１３］。

　　ＳＤＦ１α是参与调节组织／器官损伤修复的关键趋
化因子，它对炎性细胞及间质干细胞等具有强烈的趋

化作用。研究［１４］表明在创面愈合过程中，内皮细胞和

成纤维细胞是分泌 ＳＤＦ１α的主要细胞，成纤维细胞
的增殖活力与 ＳＤＦ１α的分泌量密切相关。Ｆｅｄｙｋ
等［１５］在皮肤伤口愈合的研究中发现，炎症反应能够显

著抑制成纤维细胞分泌 ＳＤＦ１α，炎症因子 ＴＮＦα在
此可能扮演了重要角色。本实验中 ＳＤＦ１α酶联免疫
检测结果支持了这一假设，ＴＮＦα作用下成纤维细胞
ＳＤＦ１α分泌呈现降低趋势，而阻断 ＮＦκＢ信号则能
促进ＳＤＦ１α分泌。因此可以推断，在创面愈合过程
中，通过调节ＮＦκＢ信号通路，抑制ＴＮＦα的作用，对
于控制创面炎症及其愈后有着重要意义。

　　综上，本实验研究结果显示，一定浓度范围的
ＴＮＦα具有促进成纤维细胞增殖能力的作用，通过阻
断ＮＦκＢ信号通路后，ＴＮＦα的促增殖作用受到抑
制；同时ＴＮＦα通过激活 ＮＦκＢ信号通路，也影响着
成纤维细胞ＳＤＦ１α分泌等功能性活动。ＴＮＦα的作
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用与其浓度有关，对其在体动态变化及其作用机制还

需要深入的实验研究。
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肝素诱导血小板减少综合征形成１例
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１　临床资料

　　患者，男性，５１岁，因右下肢疼痛、肿胀伴有胸闷、憋气５ｄ，
以“右下肢深静脉血栓形成，肺栓塞”于２０１１年３月２４日入
院。查体体温：３６．８℃，心率：１００／ｍｉｎ，脉搏：２２／ｍｉｎ，血压：
１５０／１００ｍｍＨｇ。双肺呼吸音清，右肺呼吸音弱。右下肢中度
肿胀，皮肤张力高，有压痛，左下肢未见异常。双腿周径比（左／
右）：膝上１５ｃｍ：５２／５３，膝下１２ｃｍ：３４／３７。血管超声示：右下
肢股浅静脉、静脉、胫后静脉血栓形成。肺动脉ＣＴ血管造影
（ＣＴＡ）示：右肺动脉主干及双侧肺动脉多级分支内充盈缺损。
血小板计数９８．００×１０９／Ｌ。入院后给予低分子肝素钙４１００Ｕ，
２次／ｄ皮下注射。３月２８日在局麻下行永久性下腔静脉滤器

置入＋肺动脉置管溶栓术。溶栓导管置于右中肺动脉处，术后
给予尿激酶３０万Ｕ，２ｈ泵入，２次／ｄ；然后给予肝素４ｍｇ／ｈ持
续泵入，据ＡＰＴＴ值调整肝素泵入速度。使 ＡＰＴＴ维持在正常
值的１．５～２．５倍。２ｄ后患者右下肢肿胀减轻，疼痛感消失，
呼吸困难、胸闷等症状缓解。肺动脉造影显示右中肺动脉血栓

部分溶解。遂调整溶栓导管至右下肺动脉继续溶栓治疗。置

管后第５天肺动脉造影显示右肺动脉３支显影良好，未见明显
血栓影，遂拔除溶栓导管，给予皮下注射低分子肝素钙４１００Ｕ，
２次／ｄ皮下注射。４月４日患者突发意识障碍，右侧肢体无自
主活动，肌张力高，左侧肢体肌力正常。双下肢肿胀，双腿周径

比（左／右）：膝上１５ｃｍ：４７／５１，膝下１２ｃｍ：３７／４０。头颅 ＣＴ及
ＣＴＡ示：左侧大脑中动脉血栓形成，左侧大脑半球大面积脑梗
死。血管超声检查示：双侧颈动脉、颈内动脉血栓形成，下腔静

脉血栓形成。化验血常规血小板最低降至２８．００×１０９／Ｌ，给予
降颅压、改善循环等治疗。经多方会诊，逐项排除了置管、心

脏、血液等系统因素导致血栓形成，认为２次血栓来源为肝素

诱导的血小板减少可能性大。遂停用低分子肝素，给予阿加曲
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