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·基础研究·

犬肺栓塞模型血浆NPY、CGRP和尿TXB2、6-keto．PGla的变化

高德伟 刘朝阳 李文兵 梁瑞芳俞森洋

【摘要】 目的建立犬自体血栓肺栓塞模型，研究其血浆NPY、CGRP和尿TxB，、6-keto-PGla与急性肺栓塞的

关系。方法14只健康杂种犬随机分为栓塞组和对照组，每组各7只。分别注射自体血栓(o．04 g／ks)混悬液20 rI】l

和生理盐水20 rnl。记录注栓前、注栓后0．5、1、2、4、6 h各时点血流动力学指标和动脉血气，同时采血、留尿标本检

测相关实验指标。结果栓塞组注栓后1'02较注栓前和对照组明显降低；栓塞组注栓后MPAP较注栓前和对照组

明显升高，而cI注栓后则明显下降。栓塞组注栓后血浆NPY从基线逐渐上升，4 h达高峰，而血浆CGRP从基线逐

渐下降，6 h达最低点。肺动脉血浆AT．Ⅱ注栓后上升，4 h达高峰。栓塞组血浆和尿TXB2均在1 h达高峰，此后逐

渐下降，两者变化具有一致性；血浆和尿6-keto-IⅪF1a注栓后0．5 h内即达高峰，此后下降，两者变化趋势具有一致

性。结论血管活性物质NPy、CGRP和AT．Ⅱ参与PTE的病理生理过程；P砸的肺血流动力学异常与TXA2、PGIz的

失衡有关；尿7ⅨB2和6-keto-PGFl可作为监测体内TXA2和PGl2的变化的指标。
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The changes of NPY，CGRP in plasma，and TXB2，6一keto—PG l a

in urine of canine model with autologous blood clots induced
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【Abstract】Objective To investigate the changes of neuropeptide Y(NPY)，calcitonin gene-related peptide(CGRP)and

angiotensinⅡ(AT_Ⅱ)in an canine model of acute pulmonary thromlxlembolism(PIE)，and to evaluate the in vivo production of

thromboxane A2(TXA2)and prostacyclin(PGl2)during the initial phase of experimental PTE by determination of urine

thromboxane B2(TXB2)and 6-ketoprostaglandin Flct(6一keto-PGFla)．Methods Fourteen dogs were randomly divided into VIE

group and control group．The autologous blood clots(0．04 g／ks)were injected to the right jugular vein of the dogs in the PIE

group．while in the control group 20 ml warnl saline was injected．The hemodynamic markers were recorded before PIE and

0．5 h，1 h，2 h，4 h and 6 h after PrE．At the saine time，arterial blood and urine were collected for blood gas analysis and

radioirmnunoassay． Results Pa02 decreased significantly and immediately after the clot injection．Mean pulmonary arterial

pressure(MPAP)of the FrE group remained elevated after PI．E，while cardiac index(CI)immediately decreased significandy．In

FIE group．plasmaCGRPdecreased persistendyfromthe baseline of(62．2±21．2)pg／mltoitsminimum of(26．1±22．1)pg／ml

at the end of the experiment，while NPY and AT-Ⅱincreased transiently from(150．7 4-32)pg／ml to(260．3±103)pg／ml and

from(25．5±12．7)ng／mlto(45．3±22．6)ng／ml，respectively．Plasma 7Ⅸ赐and urineTXB：changed conformably，andreached

their peaks at 1 hour after the injection of clots．Plasma 6-keto-PGFl and urine 6-keto-PGFl also changed conformably and

reached t}leir peaks at 30 minutes after the injection of clots． Conclusions It is successful to use the canine model of autologoas

blood clots induced pulmonary embolism for investigating hemodynamies and vasoactive substances in P1E．The data suggest that

the NPY，CGRP and AT-1I may be involved in pathophysiologie COLU'Se of APTE．The observed hemodynamic effects may be

associated with the changed relation of TXA2 IPGl2．The in vivo production of TXA2 and PGl2 Can be evaluated by urine TXB2 and

6-keto-PGla，respectively．
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急性肺血栓栓塞(PIE)是一种常见的肺血管疾

病。长期以来认为血栓栓子所致的机械性堵塞是

PTE时肺动脉高压形成，最后导致血流动力学不稳

定和右心功能不全的决定因素，但许多临床现象和

实验室结果均不支持⋯。随着分子病理生理学的发

展，血管活性因子在PIE中的重要性逐渐被认识，

其不但与机械性堵塞一同决定肺动脉高压，而且广

泛地参与低氧血症、右心功能不全等病理过程。参

与PIE的血管活性因子种类较多，作用机制复杂，

我们观察了动物犬血和尿中神经肽Y(NPY)、降钙

素基因相关肽(CGRP)和血管紧张素Ⅱ(AT-11)等血

管活性因子在m后的变化，探讨它们在阿中的
病理生理作用，同时，探索尿血栓素B2(TXB2)和6一

酮前列腺素Fla(6．keto-PGFla)能否反映m时体内
血栓素A2(‘融。)和前列腺环素(PGl2)的变化，并作
为监测PTE病情的一个因子。希望此研究能为PIE

的风险预测、诊断和治疗提供一定线索和依据。

1资料与方法

1．1实验动物14只健康杂种犬，雄性10只，雌性4

只，体重15—22 kg(平均17．6 kg)。气管插管前

15 min，给予安定10哗和3％戊巴比妥钠1 IIll／kg静

脉麻醉。插管后接呼吸机给予机械通气，参数设置

为：吸氧浓度0．21，通气频率30次／min，峰流速

60 L／rain，吸呼比1：2，潮气量最初设置为15 ml／kg，逐

步调整使PaCOE稳定在35—45 mmHg。建立静脉通

道，首次静注维库溴胺(万可松)0．08 ms／ks，后持续静

滴O．06 mg／(kg·h)，维持犬在实验全过程呈肌松状态。

导尿并用无菌瓶收集尿液，自动测温仪监测肛温。

1．2血流动力学指标测定压力组件与惠普监护

仪连接，压力传感器固定于犬心脏同一水平，调节压

力零点。7F的四腔Swan．Ganz导管用生理盐水封闭

后，将它们分别与准备好的压力组件连接，经股静脉

插入，依次出现右心房压、右心室压和肺动脉压波

形，最后观察到肺动脉楔压时将导管固定。记录每

只犬在注栓前5 min和注栓后的0．5、1、2、4、6 h各

时点的心输出量(CO)、中心静脉压(CVP)、平均肺动

脉压(MPAP)、肺动脉楔压(PAOP)和心率。股动脉

置管，以测平均动脉压(MAP)。

1．3血栓制备和注栓取内径约3 mln吸痰管，剪

成15 cm长软管，用注射器抽出静脉血注入制好的

软管内，静置1 h后，于恒温水浴箱中70℃水浴

10 min。用注射器将软管内的长条形血栓推人盛有

生理盐水的烧杯中，将血栓剪成直径3 Bin、长5 rm

的圆柱形，每个栓子重约0．033 g，用生理盐水清净

后备用。分离出颈外静脉，于近心端插入一导管鞘，

将导管鞘管固定于皮肤上，用于注入栓子。维持

PaC02在35～45 mmHg 1 h后，将制好的栓子倒人

50 Hd塑料注射器加生理盐水至20 rnl，从颈静脉鞘注

人栓塞组动物。对照组单纯注入温生理盐水20 1111。

1．4血尿标本采集和保存每只犬在注栓前5 min

和注栓后的0．5、1、2、4、6 h各时点采集动脉血4 111l，

分别注人加有相应抗凝剂的2个试管中，以检测

，D(B2、6．keto．PGFla和NPY、CGRP，经漂浮导管取肺

动脉血2 IIll，以检测AT．Ⅱ，留取每时点尿液2 ml，以

检测尿TXB2，6一keto—PGFla。标本均放置于一80℃冰

箱中保存。所有放免检测均严格按照各试剂盒说明

书所规定的方法和步骤测定。用血气分析仪测定每

一时点的动脉血气，全自动生化分析仪测定尿Cr。

由于尿中的rD(B2和6．keto．PGFla受尿流量的影响，

用这两个指标的值与尿Cr的比更能准确反映它们

在血液中的浓度变化。

1．5数据处理和统计分析通过记录的血流动力

学参数和血气分析结果，计算出肺血管阻力(PVR)、

心排指数(CI)和每搏出量(sV)，计算公式：PVR=

(MPAP-CVP)／CO，CI=CO／体重，SV=CO／HRX 1000。

结果均采用均数±标准差形式表示，用STATA

7．0统计软件包进行统计学分析，同组间不同时点

的比较采用配对的t检验，组问差异采用成组t检

验，P<0．05有统计学意义。

1．6肺脏解剖和病理 实验结束时，用15％的氯

化钾注射液10 IIll静脉注射处死动物后，留取肺标

本，解剖肺动脉，观察栓塞状况。用10％福尔马林

固定24 h，沿肺动脉垂直方向每隔1 CB连续取材，

酒精脱水，石蜡包埋，病理切片厚度3肿，HE染色，
观察栓塞部位的病理变化。

2结果

2．1肺脏解剖和病理改变栓塞组肺大体可见局灶

性出血、渗出、水肿，血栓栓子多堵塞3～4 iYffn的肺段

或亚段肺动脉，栓子多呈柱状，位于血管分支处。镜

下见原始栓子堵塞血管(图1)，栓子质地致密，由大量

纤维交联和少量坏死细胞残骸构成，部分栓子远心端

可见继发血栓形成(图2)，由网状纤维构成，网状间隔

内有大量红细胞和白细胞(图3)，部分栓子溶解再通，

栓塞部位血管内皮不完整，肺组织可见瘀血及肺泡壁
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和间质增厚，其内可见大量的白细胞浸润和红细胞渗

出，肺泡内可见少量的红细胞和液体(图4)。对照组

肺组织和血管内皮细胞、管壁均正常。

2．2血流动力学改变栓塞组MPAP和PVR 0．5 h

内达高峰，此后稍下降，实验结束时仍未恢复正常，

与对照组差异明显。CVP0．5 h内达高峰，于4 h恢

复正常，与对照组比无统计学差异。CI和SV 0．5 h

内下降至波谷，此后CI逐渐恢复正常，而sv仍持续

于较低水平，两者与对照组差异无显著性。PAOP稍

下降后，于2 h达高峰，然后恢复正常。MAP无明显

变化。对照组上述指标无明显改变(表1)。

2．3血气变化栓塞组r'a02和Sa02在0．5 h内均

下降至波谷，并持续至实验结束，与对照组有明显统

计学差异。PC02在0．5 h内上升至高峰，此后缓慢

下降。对照组无明显改变(表2)。

2．4 血和尿7Ⅸ&、6．keto—PGFla变化 血浆和尿

TxB，分别从基线(441．1±256．2)pg／ml、(272．3±

101．4)pg／p_mol Cr在1h上升至高峰(1218．3±

472．4)pg／ml、(449．6±189．3)pg／panol Cr，此后下降

(图5)，但至实验结束时仍未恢复正常，与对照组比

有明显差异；血TXB2和尿，ⅨB2变化趋势具有一致

性。对照组指标均无明显变化。

血浆和尿每keto-PGFla分别从基线(737．2±

187．3)pg／mi、(570．4±162．8)pg／kcmol Cr在0．5 h上升

至高峰(1248．1±481．6)pg／ml、(884．6±232．3)pg／tarK,1

cr，此后逐渐下降趋于正常；两者变化趋势具有一致

性(图5)。对照组指标均无明显变化。

2．5 NPY、CGRP和AT-IT血浆NPY从基线(150．7-I：

32)prdrn]逐渐上升，于4 h时达高峰(260．3±

103)pg／ml，而血浆CGRP从基线(62．2±21．2)pg／nfl

逐渐下降，2 h时即具有统计学意义(P<0．05)，6 h

达最低点(26．1±22．1)pg／ml。肺动脉血浆AT．Ⅱ从

基线(25．5±12．7)ng／“于4 h上升至高峰(45．3-I：

22．6)ng／ml。对照组上述指标无明显变化(表3)。

图1血管内栓子堵塞血管(HE，×40)
图2栓子远心端形成继发血栓(HE，×40)
圈3继发血栓内红白细胞(HE，X 100)

网状纤维内可见大量红细胞和白细胞

图4肺内血栓形成(HE，×200)
可见肺组织、肺泡壁和间质增厚，其内可见大量白细胞浸润和红细胞渗出，肺泡内可见少量红细胞和液体
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图5血和尿TXlh、6-keto-PGFla变化趋势比较

3讨论

3．1 自体血栓制作和犬肺栓塞模型建立 大多数

阿血流动力学变化研究都是以合适的动物模型为
对象。人和犬均属于完全双循环，具有完全独立的

肺循环和体循环系统，两者肺动脉压处于同一量级。

在生理学方面，一般认为人和犬均为交感紧张型，比

兔子(迷走紧张型)更接近人体。因此，我们选用犬

作为肺栓塞实验模型，能够更准确地反映人体内肺

循环的血流动力学和神经内分泌因子的改变。

表1肺血流动力学的变化(mmHg)

注：AT．1I单位为ng／ml；与注栓前比较，’P<O．05；与对照组比较，6P<O．05
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研究PIE神经内分泌变化最客观、理想的模型

是自体血栓肺栓塞模型心J。制作自体血栓的主要方

法有两种，一种是加入凝血酶等促凝剂，让血液自凝

固；另一种则是让血液先自凝，再行热处理，以增加

栓子的稳定性，我们采用的后一种方法并加以改进。

本实验发现这种条件下的栓子稳定性好，具有一定

的弹性，不易碎，最大限度地保持了类似下肢深静脉

栓子的性质，避免了采用凝血酶等促凝剂对神经内分

泌和肺血管紧张|生的影响bJ。另外，我们设计并采用

了导管内凝血的方法，尽量保证注入栓子的同质性。

3．2病理生理和血流动力学变化肺血栓栓塞两

个明显的病理生理特征是气体交换功能和血流动力

学异常。本实验栓塞组所有犬的PaO，下降，在

30 min时下降到(66．8±15．3)mmHg，持续至实验结

束时仍无显著改善(71．5±19．0)mmHg。PrE低氧

血症的发生机制复杂，除了肺血管阻力增高导致的

通气血流不匹配和低心排量外，血管活性因子的作

用不容忽视，认为血管活性因子(如神经肽Y)引起

的肺毛细血管渗漏、肺泡表面活性物质生成下降，最

后导致的肺泡萎陷、右向左分流，是溶栓成功后持续

性低氧血症的重要原因。

栓塞组MPAP和PVR在栓塞后立即上升，两者

于1h达高峰，在实验结束时仍处较高水平，提示肺

血栓栓塞时肺血管床阻力增高是肺动脉高压重要原

因。cI注栓后30 rain时点一过性下降，此后逐渐恢

复。本实验还计算出SV，结果发现同CI相比SV下

降持续时间更长。PET时的右心功能近来受到关

注，右心衰被认为是PTE的选择溶栓等积极治疗方

案的主要指标HJ，在FIE用SV评价右心功能可能

更敏感，因为FIE时尽管SV下降，但由于交感神经

兴奋，心率加快，可导致cI下降不明显。这也可能

是以往一些PTE实验模型直接测量CO无明显下降

的原因b J。CVP在PTE时的变化各家报道不一

致[5]，本实验提示在30 min时间点升高，此后很快恢

复正常。MAP在注栓后下降直至实验结束。MAP

下降常提示肺栓塞范围广泛、预后不良，是I临床上需

要积极处理的类型‘4J，我们的实验最后病理也证实

栓塞组犬肺栓塞均在两个肺叶以上，栓塞面积在

30％～60％，符合急性广泛型肺栓塞的诊断标准。

肺栓塞组犬肺解剖见栓子多位于段或亚段肺动脉，

可见继发栓形成和栓子溶解再通并存，以及肺间质

水肿、渗出、肺泡渗液等，说明m从开始就是一个
凝血、纤溶、局部炎症、机械性堵塞和神经内分泌因

素共同参与的复杂病理生理过程№J。

3．3 NPY和CGRP与PTE的关系 一般情况下

NPY与去甲肾上腺素(NE)共同存贮于交感神经末

梢，并在交感神经兴奋时一同释放出来。本实验表

明PTE时血NPY缓慢上升，于栓塞后4 h达高峰。

由于NPY并未在PIE的最初交感神经兴奋最强时

达高峰，而是在栓塞后4 h继发血栓开始形成过程

时达高峰，推测血小板的聚集过程释放出的NPY才

是血中NPY升高主要原因，而不是PIE中交感神经

兴奋交感神经末梢释放的NPY。NPY在PTE中升

高，认为可能参与升高PVR，右心功能不全、肺水肿

和继发血栓形成。在肺脏方面的研究还表明NPY

对肺动脉和肺静脉均具有收缩作用。Sally等离体

兔肺实验进一步证明NPY通过收缩肺动、静脉导致

PVR升高，并且其缩血管作用不依赖于NE[7 J。

CGRP是目前已知最强的舒血管活性多肽，存

在于肺的神经内分泌细胞。本研究发现PTE中血

浆CGRP逐渐下降，至2～6 h具有统计学意义，实验

结束时仍呈下降趋势，推测CGRP下降的原因可能

与肺中释放减少或是受体结合过多有关。CGRP是

一种调节局部肺循环及呼吸功能的重要递质，对心

血管具有重要的“保护”作用旧1。此外，还具有减轻

组织损伤，保护细胞正常功能的作用。CGRP的下

降可能对PTE病理生理过程造成不利影响，参与

PVR增高和右心功能不全的形成，提示对于m患
者给予外源性的CGRP治疗可能有益。

3．4 TxB，和6一keto—PGFla在血和尿中的变化关系

TXA2是花生四稀酸代谢的终产物之一，在FIE中

起着极其重要的作用。TXA：在体内不稳定，通常通

过测定血中稳定的代谢产物rD(B2来反映体内7IxA：．

的含量，但由于测量TXB2时易受操作过程中血小

板活化的影响，因此当前认为用放免或酶标的方法

测定其在尿中含量，能更准确反映体内TXA2真实

情况。本实验证实血和尿中的1xB2均同时在

30 min内上升，并在1 h达高峰，此后下降，至试验结

束时仍来恢复正常，并且血TxB2与尿TxB2变化具有

同步性。我们的这个实验结果与文献报道相一致。

PGI’也是花生四稀酸代谢的终产物之一，但其

主要来源于血管内皮细胞(EC)。PGl2在体内亦不

稳定，而直接测定血中6．keto．PGFla易受操作时内

皮损伤，从而引起PGl2释放的影响，因此认为测定

尿中6．keto．PGFla的含量更准确。我们的研究中血
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