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血红素加氧酶-1促进导管相关性血栓溶解再通的实验研究
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摘 要 背景与目的：导管相关性血栓 （CRT） 是中心静脉导管的主要并发症之一，目前CRT的治疗主要为抗

凝、溶栓治疗。血栓的溶解对于血管恢复通畅至关重要，直接影响血栓后并发症的发生及患者预后。

研究表明，血红素加氧酶-1（HO-1）在深静脉血栓形成后的血栓的溶解再通过程中发挥重要作用，但

其在CRT中的作用鲜有研究。因此，本研究在大鼠CRT模型中探讨HO-1对血栓溶解的作用及相关机

制，为临床治疗CRT提供新思路及理论依据。

方法：将 72 只 7~8 周龄健康的雄性 SD 大鼠上腔静脉置管 10 d 构建 CRT 模型后，随机均分为模型组、

HO-1 激动剂组、HO-1 抑制剂组，模型组不做任何干预，后两组分别腹腔注射 HO-1 激动剂钴原卟啉

（CoPP） 与HO-1抑制剂锡原卟啉 （SnPP），剂量均为5 mg/kg。此后，于第1、7、14、28天每组分别取

6只大鼠，腹主动脉采血，用ELISA检测血清HO-1、IL-6、IL-10浓度；取受累血管，用HE染色观察血

栓溶解情况，计算血栓溶解率，用免疫组化检测血管内皮标志物CD31表达，用qPCR检测HO-1 mRNA

表达。

结果：HE染色结果显示，随着时间的增加，各组血栓的溶解均逐渐增加，HO-1激动剂组各时间点血

栓溶解率均高于模型组，HO-1抑制剂组各时间点血栓溶解率均低于模型组 （均 P<0.05）；在第28天，

HO-1激动剂组接近完全再通，而HO-1抑制剂组仅部分再通。免疫组织化学染色结果显示，各时间点

HO-1激动剂组CD31表达高于模型组，而HO-1抑制剂组CD31表达低于模型组 （均 P<0.05）。ELISA结

果表明，各时间点与模型组比较，HO-1 激动剂组血清中 HO-1 与 IL-10 含量升高、IL-6 含量降低，而

HO-1抑制剂组中这些指标则呈反向变化（均 P<0.05）。qPCR结果显示，各时间点HO-1激动剂组血管组

织中HO-1 mRNA表达量高于CRT对照组，HO-1抑制剂组则相反（均 P<0.05）。

结论：HO-1能促进大鼠CRT的溶解再通，其机制可能与其抑制炎症反应，促进血管新生的功能有关。
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Abstract Background and Aims: Catheter-related thrombosis (CRT) is one of the main complications of central

venous catheterization. At present, the treatment of CRT is mainly based on anticoagulant and

thrombolytic therapies. Clot dissolution is of great importance for restoring patency of the affected

vessel, and directly affects the occurrence of post-thrombotic complications and the prognosis of

patients. Studies have demonstrated that heme oxygenase 1 (HO-1) plays an important role in the process

of thrombolysis and recanalization after the formation of deep venous thrombosis. However, its effects in

CRT have rarely been reported. Therefore, this study was conducted to investigate the effect of HO-1 in

clot dissolution and recanalization in rat model of CRT and the relevant mechanism, so as to provide new

ideas and theoretical basis for clinical treatment of CRT.

Methods: A total of 72 healthy male SD rats aged 7-8 weeks underwent superior vena cava

catheterization for 10 d to induce CRT models. Then, rats were equally randomized into model group,

HO-1 agonist group and HO-1 inhibitor group. Rats in model control group did not receive any

intervention, and those in the latter two groups received abdominal injection of HO-1 agonist cobalt

protoporphyrin (CoPP) and inhibitor tin protoporphyrin (SnPP), respectively. Both treatment doses were

5 mg/kg. On the 1st, 7th, 14th and 28th d after that, 6 rats in each group were sacrificed, the blood was

collected from the abdominal aorta, and the serum levels of HO-1, IL-6 and IL-10 were determined by

ELISA assay; the affected vessels were harvested to observe the thrombolysis and calculate the

thrombolysis rate by HE staining, to examine the expression of endothelial mark CD31 by

immunohistochemical staining, and to detect the HO-1 mRNA expression by qPCR.

Results: The results of HE staining showed that thrombolysis was increased with time elapsed in each

group, the thrombolysis rate was higher in HO-1 agonist group was lower in HO-1 inhibitor group than

that in model group at each defined time point (all P<0.05), and on the 28th d, the vessels presented

nearly complete recanalization in HO-1 agonist group, while only partial recanalization in HO-1

inhibitor group. The results of immunohistochemical staining showed that the expression of CD31 was

higher in HO-1 agonist group and was lower in HO-1 inhibitor group than that in model group at each

defined time point (all P<0.05). The results of ELISA assay showed that the serum levels of HO-1 and

IL-10 were increased and the serum level of IL-6 was decreased in HO-1 agonist group compared with

model group at each defined time point, while the opposite changes in these variables were observed in

HO-1 inhibitor group (all P<0.05). The results of qPCR showed that the HO-1 mRNA expression in the

vascular tissue in HO-1 agonist group was higher than that in model group at each defined time point,

while the opposite view occurred in HO-1 inhibitor group (all P<0.05).

Conclusion: HO-1 can promote the clot dissolution and recanalization of CRT in rats, and its

mechanism may be related to its inhibiting inflammatory response and promoting angiogenesis.

Key words Thrombosis; Catheterization; Heme Oxygenase-1; Fibrinolysis

CLCCLC numbenumberr: R654.3

中心静脉导管 （central venous catheter，CVC）

是置入大静脉的长、软、细、中空的导管，使用

CVC 在带来便利的同时，其导致的并发症不容忽

略 ， 尤 其 是 导 管 相 关 血 栓 （catheter related

thrombosis，CRT） 形成[1-2]。CRT是指因置管或导管

直接损伤血管内膜及患者自身状态等因素，使导

管外壁或内壁血凝块形成的过程[3]。目前CRT 的治

疗主要为抗凝和溶栓治疗，其中抗凝治疗目的是

阻止血栓进一步发展，使血栓缓慢地自然机化再

通，但并没有加速血栓溶解过程[4]。溶栓治疗可以

快速去除血栓，但是其仅适用于新鲜形成的血栓，

且在一些特殊病例获利大于出血的风险时才推荐

使用[5]。因此，血栓仍需自身缓慢机化再通，而血

栓延迟溶解直接影响血栓后并发症的发生及患者

预后[6]。血红素加氧酶 1 （heme oxygenase 1，HO-1）

可通过介导复杂炎症反应及炎症依赖性，在血管
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新生、伤口的愈合、血管重塑过程发挥重要作

用[7]。近年有研究发现，HO-1在血栓的溶解再通过

程中发挥重要作用[8]，目前对于血栓的研究中大多

集中于深静脉血栓形成 （deep venous thrombosis，

DVT） [9]，而对于 CRT 的溶解再通过程的研究较

少，因此本研究通过构建大鼠 CRT 模型，通过注

射HO-1激动剂与抑制剂，观察HO-1在血栓溶解再

通中的作用效果，以期为临床 CRT 溶解再通过程

及治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 72 只，周龄 7~8 周，体质

量 200~250 g，购于广西医科大学动物实验中心

（SCXK 桂 2020-0003），本实验严格遵循实验动物

3R 原则，并通过广西医科大学实验动物伦理委员

会审查 （审批号：202008006）。

1.2 主要仪器及试剂

多功能酶标仪 （Synergy H1，美国）、切片机

（Leica，德国）、实时荧光定量 PCR 仪 （Bio-Rad，

美国）、颈静脉导管及堵头 （思科诺思生物科技有

限公司，中国）、大鼠 HO-1、IL-6、IL-10 ELISA 试

剂盒 （上海酶联生物科技有限公司，中国）、钴原

卟 啉 （Sigma， 美 国）、 锡 原 卟 啉 （Senta Cruz

Biotechnology，美国）、HE 染色试剂盒 （北京索莱

宝科技有限公司，中国）、RPLP1及HO-1引物 （上

海生工生物工程股份有限公司，中国）、CD31 抗

体 （AF6191，Affinity Biosciences，美国）、通用二

步法试剂盒 （北京中杉金桥生物技术有限公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 造模方法 参照课题组前期实验方法[10]，采

用 3% 戊巴比妥钠 （50 mg/kg） 对大鼠进行腹腔注

射麻醉，待麻醉满意后，右侧颈部备皮，常规消

毒、铺巾，沿气管右侧0.5 cm纵切颈部1~2 cm，导

管至上腔静脉，缝合伤口，常规消毒。

1.3.2 分组及干预 课题组前期研究发现置管 7 d

后血栓高发，10 d后血栓形成稳定[11]。因此，本研

究选取置管后10 d经 B超确诊血栓形成的大鼠CRT

模型作为研究对象，采用动物随机分组软件将大

鼠随机分为模型组、HO-1 激动剂组、HO-1 抑制剂

组，每组 24 只。激动剂组和抑制剂组在置管 10 d

后分别腹腔注射钴原卟啉 （protoporphyrin IX cobalt

chloride，CoPP） 和锡原卟啉 （tin protoporphyrin IX，

SnPP） 5 mg/kg进行干预，模型组不做干预。

1.3.3 样本采集 在干预后的第 1、7、14、28 天，

每个时间点随机取6只大鼠，大鼠麻醉后进行腹主

动脉采血，离心收集血清后放置于-80 ℃冰箱，用

于后续 ELISA 检测血清 HO-1、 IL-6、 IL-10 浓度。

剪开大鼠置管侧皮肤，取自导管穿刺处至右心房

上段血管，一部分血管用于病理切片染色；另一

部分血管用于qPCR检测。

1.4 评价指标

1.4.1 血栓溶解再通情况 血管组织经包埋切片染

色后，在光镜下观察血栓溶解再通情况，应用

Image J 图像分析软件分析，使用以下公式计算各

组血栓溶解率：溶解率=[ （静脉管腔面积–血栓面

积） /静脉管腔面积]×100%[12]。

1.4.2 CD31 免疫组化染色 血管组织切片、抗原

修复后，加入一抗、二抗，DAB 显色、苏木素复

染并在光学显微镜下观察，计算其平均光密度值。

1.4.3 血清 HO-1、IL-6、IL-10 含量 应用 ELISA 法检

测大鼠 HO-1、IL-6、IL-10 含量，严格按照试剂盒

说明书进行操作。

1.4.4 qPCR 检测血管组织 HO-1 mRNA 表达 使用

TRIzol 提取总 RNA，逆转录为 cDNA 后，用 SYBR

Green 法进行 PCR 扩增，设置复孔，实验结果重复

3 次 。 HO-1 序 列 ： 上 游 引 物 ： 5'-TCT GCA GGG

GAG AAT CTT GC-3'，下游引物：5'-TTG GTG AGG

GAA ATG TGC CA-3'。大鼠内参 RPLP1 序列:上游引

物：5'-AAA GCA GCT GGT GTC AAT GTT-3'，下游

引物：5'-GCA GAT GAG GCT TCC AAT GT-3'。使用

2-△△Ct法分析qPCR结果。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 24.0 软件进行数据处理。计量资料

用均数±标准差 （x̄ ± s） 描述。不同组之间采用

单因素方差分析比较，若方差齐，则使用 LSD 法

进行两两比较，若方差不齐，则使用 Tamhane T2

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠基本情况及CRT病理形态

大鼠术后精神状态良好，存活率为 100%，置

管成功率为 100%，导管留置期间无导管脱出。干

预 1 d 后可观察到各组 CRT 形成趋于稳定，血栓胶
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原蛋白成分增多，并可见肉芽组织从静脉壁向血

栓中心形成，血栓开始机化。随着时间增加，血

栓体内部裂隙扩大，并可见有新生管腔样结构形

成。至干预 28 d 后，在血栓内部形成新的血管相

互吻合再通，使被阻塞的血管部分血流重建，其

中 HO-1 激动剂组接近完全再通，HO-1 抑制剂组中

管腔内有红细胞形成，仅部分再通 （图1）。

2.2 各组血栓溶解率

各组血栓溶解率随时间增长而增加。其中，

HO-1激动剂组各个时间点血栓溶解率高于模型组，

而 HO-1 抑制剂组均低于模型组，差异均有统计学

意义 （P<0.05或 P<0.01）（表1）。

2.3 血管组织CD31的免疫组化检测

免疫组化结果显示，CD31 表达于血管内皮间

隙，与模型组比较，干预后各时间点 HO-1 激动剂

组中 CD31 的表达明显增高，而 HO-1 抑制剂组中

CD31 的表达减少，差异均有统计学意义 （均 P<

0.05）（图2）（表2）。

2.4 各组不同时间点HO-1、IL-6、IL-10含量变化

干预后各时间点，HO-1激动剂组HO-1、IL-10

第28天第1天 第7天 第14天

模
型

组
H
O

-1
激

动
剂

组
H
O

-1
抑

制
剂

组

图1 各组干预不同时间点大鼠血管内血栓HE染色（×50）

Figure 1 HE staining of thrombosis in the blood vessel in rats in each group at different time points (×50)

表1 各组不同时间点血栓溶解率（%，x̄ ± s)
Table 1 Comparison of thrombolysis rates in each group at different time points (%, x̄ ± s)

组别

模型组

HO-1激动剂组

HO-1抑制剂组

F

P

第1天
13.827±0.002
19.903±0.0142）
10.421±0.0101）

39.938
<0.001

第7天
22.902±0.017
42.105±0.0171）
17.883±0.0192）
103.329
<0.001

第14天
43.042±0.017
69.389±0.0262）
35.697±0.0211）
128.011
<0.001

第28天
69.830±0.016
88.132±0.0192）
48.186±0.0212）
221.516
<0.001

注：1）与模型比较，P<0.05；2）与模型组比较，P<0.01

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.01 vs. model group
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含量均高于其他两组，而 IL-6 含量均低于其他两

组，差异均有统计学意义 （均 P<0.05）。HO-1 抑制

剂组干预后各时间点 HO-1、IL-10 含量均低于模型

组，IL-6含量均高于模型组，差异均有统计学意义

（均 P<0.05）（图3）。

表2 各组不同时间点CD31平均光密度值的变化(x̄ ± s)
Table 2 Changes in CD31 average optical density at different time points in each group (x̄ ± s)

组别

模型组

HO-1激动剂组

HO-1抑制剂组

F

P

第1天
0.008±0.001
0.014±0.0011）
0.003±0.0011）
121.525
<0.001

0.016±0.001
0.025±0.0011）
0.010±0.0011）
114.515
<0.001

第7天 第14天
0.031±0.001
0.048±0.0011）
0.018±0.0011）
274.039
<0.001

第28天
0.047±0.001
0.067±0.0011）
0.033±0.0021）
240.319
<0.001

注：1）与模型组比较，P<0.01

Note: 1) P<0.01 vs. model group

第28天第1天 第7天 第14天

模
型

组
H
O

-1
激

动
剂

组
H
O

-1
抑

制
剂

组

图2 各组不同时间点血管CD31免疫组织化学染色（×100）

Figure 2 Immunohistochemical staining of CD31 at different time points in each group（×100）
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图3 各组不同时间点HO-1、IL-6、IL-10含量变化

Figure 3 Changes of HO-1, IL-6 and IL-10 content in each group at different time points
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2.5 各组不同时间点HO-1 mRNA表达情况

HO-1 激动剂组干预后各时间点血管组织中

HO-1 mRNA 表达均高于其他两组，差异有统计学

意义 （均 P<0.05）；HO-1抑制剂组干预后各时间点

HO-1 mRNA 表达均低于其他两组，差异有统计学

意义 （均 P<0.05）（图4）。

3 讨 论

前期已成功构建大鼠CRT模型，并且通过B超、

病理切片染色等观察 CRT 发生发展过程，对 CRT

形成过程进行了动态研究。发现大鼠置入 CVC 后

1~4 d 为 CRT 的形成阶段；7~10 d 为 CRT 形成高发

时段；10~14 d 为 CRT 机化发展阶段，14 d 血栓开

始消退[10-11]。因此，导管留置10 d是观察CRT形成

的一个关键时间点。本研究选用导管留置 10 d 后

血栓形成稳定的大鼠 CRT 模型，在前期研究基础

上进一步研究血栓溶解再通的过程。付健等[13]发

现大鼠下腔静脉血栓的自然溶解演变过程伴随血

管新生，其自然溶解演变过程与本研究相似。

HO-1 是一种诱导酶，其可催化血红素氧化为

一氧化碳 （CO）、铁和胆绿素 （BV），这些产物可

分别通过不同途径发挥抗炎症损伤和抗氧化应激

损伤的作用[14]。在血管组织中，HO-1 保护内皮细

胞免受各种诱导刺激，在伤口的愈合、血管重塑

过程发挥重要作用，其具有免疫调节作用和促进

血管新生功能[15]。同时，HO-1 在冠状动脉粥样硬

化、急性脑梗死等疾病进展过程中具有抗氧化、

减轻炎症反应的作用[16]。 IL-6 是一种炎症反应因

子，能够促进炎症反应；而 IL-10 作为一种抗炎因

子，能够抑制促炎因子的释放，从而抑制炎症反

应[17]。HO-1被 IL-6高度诱导，而HO-1负调控 IL-6，

这表明 HO-1 和 IL-6 之间存在负反馈循环；而 IL-10

和 HO-1 通过正反馈环相互联系，IL-10 诱导可促进

HO-1 高表达，从而可发挥其抗炎作用[18-19]。南川

川等[20]研究发现 HO-1 能够增加脓毒症大鼠肾脏中

血栓调节蛋白 （thrombomodulin，TM） 表达，发挥

抗凝血及抗炎作用，从而改善脓毒症大鼠的肾脏

功能。同时，越来越多的证据支持 HO-1 诱导在血

管损伤中的抗血栓作用，在 DVT 形成早期，HO-1

可通过减轻氧化应激、抑制血小板功能和抑制炎

症反应等机制来实现抑制DVT的形成[8]。在小鼠静

脉血栓模型中，经 HO-1 基因转染后，血栓显著减

少，血红素诱导的 HO-1 上调也降低了血凝块形成

和纤溶酶原激活因子抑制物 （PAI） 水平，表明

HO-1 可 能 通 过 其 分 解 产 物 直 接 发 挥 抗 血 栓 作

用[7,21]。先前有研究发现，诱导 HO-1 高表达后，

DVT 机化程度和溶解速度明显加快，抑制 HO-1 表

达后，其机化速度和溶解速度明显减慢[22]。这与

本研究的结果相似，在本研究中，不同时间点

HO-1 激动剂组血栓溶解率均高于模型组，HO-1 抑

制剂组血栓溶解率均低于模型组，由此证明 HO-1

能促进血栓的溶解再通。

静脉血栓的溶解对于血管恢复通畅至关重要，

其过程类似于正常的伤口愈合过程。需要纤维蛋

白溶解、蛋白水解作用、炎症和血管生成的协调

作用[23]。血栓形成后，血管壁和白细胞产生的活

性氧通过氧化血栓内红细胞的血红蛋白，生成并

释放游离亚铁血红素；其具有促炎和氧化作用，

能加强炎症反应和凝血之间的相互作用，因此促

进血液在血栓表面凝固，从而延迟 DVT 的溶解；

然而这种氧化能力和促炎可被HO-1中和[8, 24]。本研

究发现 HO-1 促进 CRT 溶解过程中，炎症因子 IL-6

水平降低，而抑炎因子 IL-10 升高，由此说明 HO-1

的抗炎反应可能有助于血栓溶解。而新生血管形

成是血栓溶解再通的关键，血栓机化初期，血栓

从血管壁回缩，导致在血栓主体和静脉壁内膜之

间形成内皮细胞内衬的口袋样及裂缝结构，形成

新的血管腔并相互融合扩大，逐渐恢复成血栓前

状态，使堵塞的静脉恢复血流[25]。CD31 作为一种

黏附性应激反应蛋白，在内皮细胞细胞连接高表

达，是血管新生的标志物，既能维持内皮细胞连

接的完整性，又能在炎症或血栓形成后加速血管

通透性屏障的修复[26]。本研究通过对血管组织中
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的CD31进行检测并分析，发现HO-1激动剂组血栓

溶解加快，其CD31表达升高，表明诱导HO-1表达

可促进 CRT 溶解再通，其机制可能与其促进新生

血管形成功能有关。一项研究发现通过药物诱导

HO-1 表达和基因修饰都能促进小鼠心肌梗死后的

心肌新生血管生成，最终减轻心肌损伤，改善心

功能[27]。近期也有研究表明，HO-1 可促进内皮祖

细胞 （EPCs） 的增殖动员及迁移，并聚集至损伤

区域向新生内皮细胞分化，从而促进血管修复并

能增强其活力及抗氧化应激损伤能力，这可能是

HO-1 促进血管新生的关键机制[28]。因此，HO-1 能

促进 CRT 的溶解再通，可能与抑制炎症反应，促

进血管新生的功能有关。

综上所述，HO-1 是组织细胞应对损伤性刺激

的一种内源性适应保护方式，且多项研究均证实

HO-1 在促进血栓溶解再通中具有重要作用，可通

过多种途径和机制促进血栓溶解，其中主要的机

制是 HO-1 及其分解产物的抑制炎症反应及促血管

新生作用。诱导 HO-1 表达从而修复血管，抑制炎

症反应已在不同研究中发现其临床应用价值，一

项研究发现水蛭提取物可通过上调 HO-1 表达，提

高抗氧化能力，减少氧化应激和减轻血管损伤，

从而预防血栓形成[29]；Wu 等[30]表明银杏叶提取物

可诱导 HO-1 表达对钢丝损伤后血管修复中起关键

作用；Zheng等[31]发现在血管移植中的PU管壁内加

入天麻素，可激活 HO-1，具有促进血管再生，抑

制炎症的潜力。因此继续深入研究 HO-1 在血栓溶

解再通中促进血管生成，抑制炎症的作用机制及

效果，可能会为未来验证 HO-1 作为血管修复和相

关疾病的潜在治疗策略的药理诱导作用提供新的

理论基础。
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