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外源性一氧化碳释放分子 2对脓毒症小鼠 

血小板活化的影响 

孙炳伟 王敏 王波 杨 国涛 孙艳 陈曦 

脓毒症时凝血系统的过度激活促进病情发展为脓毒性 

休克，其中血小板起着非常重要的作用 。 ，表现为血小板过 

度活化并大量黏附聚集 ，导致病理性血栓形成。血小板膜糖 

蛋白GPII b／m a(即 CD41／CD61)、CD62p等介导了上述病理 

过程 。造血系细胞特 异蛋 白 1(HS1)是血小 板被 活化 过 

程中的关键信号分子，上述血小板重要的膜糖蛋 白活化信号 

均经 HS1传导 。因此，抑制膜糖蛋白的表达或者阻断 HS1 

信号传导，进而抑制血小板的激活，弱化凝血系统的活化，对 

抑制脓毒症的发生发展具有重要作用 。已有研究证 明，外 

源性一氧化碳释放分子(CORM)可作为外源性一氧化碳的 

供体，有效抑制脓毒症炎症介质和细胞因子的释放，明显抑 

制严重烧伤后早期 重要 脏器 的炎症 反应 ，有 效保 护细 胞 、维 

持器官功能 。一氧化碳对脓毒症 时血小板活 化是否具 有 

抑制作用，目前鲜见报道。本研究采用小鼠盲肠结扎和穿孔 

(CLP)脓毒症模型，以 CORM一2进行早期干预，观察该分子 

对血小板活化的作用，旨在研究其对脓毒症时凝血系统的影 

响，并探讨可能的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂与仪器 

CORM一2购自美国 Sigma公司，使用前采用二甲亚砜溶 

解，同时配制无活性 CORM．2 lo]。羊抗鼠单克隆抗体 CD61- 

异硫氰酸荧光素 (FITC)、CD62p一藻红 蛋 白(PE)及 同型对 照 

IgG—FITC、IgG．PE均购 自美国 eBioscience公司。兔抗 HS1单 

克隆抗体 、兔抗磷酸化 HS1多克隆抗体、辣根过氧化物酶 

(HRP)耦联 的山羊抗 兔 IgG及 电化 学发光 (ECL)试 剂盒 均 

购 自美国Santa Cruz公司。FACS Calibur型流式细胞仪购自 

美 国 BD公司 ，VMR型小 动物麻 醉机购 自美 国 Matrx公 司 ，全 

自动凝血分析仪购 自美 国 Beckman Coulter公 司，500CA型血 

细胞聚集仪购自美国 Chrono—Log公司，图像分析系统购自瑞 

典 Amersham Pharmacia Biotech公 司。 

1．2 动物模型与分组 

111只健 康雄 性 BALB／c小 鼠 (江 苏 大 学 实 验 动 物 中 

心)，6～8周龄，体质量(2O 4-3)g，于普通实验室适应性饲养 
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1周。按 照随机数字 表法 将小 鼠分为 正常 对 照组 3O只(不 

行任何处理)、CLP组 3O只、CLP+无活性 CORM一2组 21只、 

CLP+CORM一2组 30只 。CLP组 小 鼠吸人 异氟 烷 麻醉 后行 

CLP⋯ ；CLP+CORM一2组小鼠同 CLP组处理后，立即经尾静 

脉注射 CORM-2(8．0 mg／kg) 。CLP+无活性 CORM一2组 

小鼠除注射无活性 CORM一2(8．0 mg／kg)外，其余处理 同 

CLP+CORM一2组。 

1．3 检测指标 

1．3．1 纤维蛋白原(FIB)、D二聚体水平 于术后 6、12、 

24 h取 CLP组 、CLP+无活性 CORM一2组 、CLP+CORM．2组 

小鼠，每组每时相点 4只。严格无菌心脏采血 1．8 mL，注入 

含 0．2 mL 38 g／L枸橼酸钠(体积 比9：1)的真空抗凝管，全 

自动凝血分析 仪检 测血 浆 中凝 血 因子 FIB、D二 聚 体水 平 。 

同时取 l2只正常 对照组小 鼠血液标本同法检测 。 

1．3．2 血小板膜糖 蛋 白表 达 于术 后 6、12、24 h取 CLP 

组 、CLP+无活性 CORM一2组 、CLP+CORM一2组小 鼠，每组 每 

时相点 3只。同前 采 血 、抗 凝后 于离 心半 径 6 cm(下 同)， 

1000 r／min离心 8 rain，收集 富血小 板 血浆 置于 EP管 中 ，加 

入 10 g／L多聚 甲醛 固定 15 min。将羊抗 鼠单 克隆抗体 

CD61一FITC、CD62p．PE及其 IgG同型对照各 10 L分别加入 

对应试管；各试管 1500 r／min离心 5 rain，生理盐水重新悬 

浮，应用流式细胞仪检测荧光标记阳性膜糖蛋 白百分比。同 

时取 9只正常对照组小 鼠血液标本 同法检测。 

1．3．3 血小 板聚 集功 能 于术 后 6、12、24 h取 CLP组 、 

CLP+CORM一2组小鼠，每组每时相点 3只。同前采血、抗凝 

后将 0．5 mL抗凝血和 0．5 mL生理盐水加入温育好的反应 

杯中混合。加入聚集试剂腺苷二磷酸 l0 L(勿触碰电极 )， 

运行 6～9 rain至平稳。计算电阻值，其代表血小板聚集程 

度。同时取 9只正常对照组小鼠血液标本同法检测。 

1．3．4 血小板磷酸化 HS1蛋白的表达 采用蛋白质印迹 

法进行检测。按照本实验室常规方法 ，收集正常对照组、 

CLP组 、CLP+无活性 CORM一2组 、CLP+CORM一2组 小 鼠伤 

后 24 h血小板(来源于步骤 1．3．1)，提取胞质蛋白，采用考 

马斯亮蓝 法测定蛋 白质 浓度 (mg／mL)，一8O 保 存 。每 个 

样品取 50 g总蛋白，电泳后电转移至聚偏氟乙烯膜 ，90 V 

低温条件下电转移 2 h，封闭后分别加入兔抗 HS1单克隆抗 

体 、兔抗磷酸化 HS1多克隆抗体(均为 1：500稀释)，4℃过 

夜。PBS一吐温 2O漂洗 4次后 ，加入 HRP耦联的山羊抗兔 

IgG(1：5000稀释)，4℃孵育过夜。PBS-吐温 20漂洗4次后 ， 

用 ECL试剂盒显色，蛋白条带用图像分析系统分析 ，以磷酸 

化 HS1表达量与总 HS1表达量之比表示血小板磷酸化 HSI 

相对表达量 。 
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