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【摘要】目的  探讨莪术二酮是否通过溶栓作用来抑制大鼠深静脉血栓（DVT）的

形成。方法  将 25 只大鼠随机分为 5 组：正常对照组、假手术组、模型组、莪术二酮低

（60  mg/ kg）和高（120 mg/kg）剂量组，每组 5 只。采用下腔静脉结扎模型，给药 1 周

后腹主动脉取血于枸橼酸钠抗凝管内，检测各组大鼠纤维蛋白降解产物（FDP）、D-二

聚体（D-D）、纤溶酶原激活物抑制因子（PAI）-1、纤溶酶原（PLG）等纤溶指标；检

测下腔静脉血栓重量和重量长度比值；苏木素-伊红（HE）染色法检测大鼠下肢静脉血

栓的形成；Western Blot 实验检测下腔静脉组织核因子（NF）-κB 蛋白表达。结果  各组

大鼠血浆 FDP 水平差异无统计学意义（P＞0.05）；与模型组比较，莪术二酮给药组大

鼠血浆 D-D 水平含量升高，PAI-1、PLG 水平含量下降，且高剂量莪术二酮给药组的纤

溶作用优于低剂量给药组（P＜0.05）；与模型组相比，莪术二酮给药组血栓重量 / 重量

长度比、血栓重量、NF-κB 蛋白表达量降低（P＜0.05）。结论  莪术二酮可能通过影响

纤溶调节因子，从而抑制大鼠 DVT 的形成。
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【Abstract】Objective  To investigate whether curdione inhibits the formation of deep 
vein thrombosis (DVT) in rats through thrombolytic effects. Methods  Twenty-five rats were 
randomly divided into five groups, the normal control group, the sham operation group, the model 
group, the low dose group of curdione (60 mg/kg) and the high dose group of curdione (120 mg/
kg), with five rats in each group. Using the inferior vena cava ligation model, blood was taken from 
the pulmonary aorta in a sodium citrate anticoagulant tube one week after drug administration. 
The coagulation and fibrinolytic indexes Fibrin Degradation Products, (FDP), D-dimer (D-D), 
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plasminogen activator inhibitor (PAI)-1 and plasminogen (PLG) were detected in each group; the 
thrombus weight/weight-length ratio was detected; and the formation of venous thrombus in the 
lower limbs of rats was detected by hematoxylin-eosin (HE) staining nuclear factor; NF-κB protein 
expression in inferior vena cava tissues was dectected by Western Blot assay. Results  There was 
no significant difference in plasma FDP levels among groups of rats (P﹥0.05); compared with the 
model group, the plasma FDP and D-D levels of rats in each dosing group were increased, the 
plasma PAI-1 and PLG levels were elevated, and the fibrinolytic effect was better in the group with 
high dose of curdione administration than in the group with low dose of curdione administration 
(P ﹤0.05); compared with the model group, the thrombus weight/weight-length ratio, the thrombus 
mass and NF-κB protein expression in the curdione dosing group were decreased. Conclusion  
Curdione can inhibit the formation of DVT in rats by influencing the fibrinolytic regulators.

【Keywords】Curdione; Deep venous thrombosis; Fibrinolysis; Antithrombosis; D-dimer

深静脉血栓（deep venous thrombosis，DVT）

是血液在深静脉内异常凝结，引起静脉回流障碍

所导致的，属于中医学“股肿”和“瘀血流注”

范畴 [1]。在大多数情况下，DVT 发生在下肢，症

状主要表现为腿部的疼痛、肿胀、红斑以及浅静

脉扩张 [2]。随着病情的加重，血栓可能从起始处

分离，形成栓子后通过静脉血流进入心脏及肺部，

严重情况下可导致心肺衰竭或死亡 [3]。静脉血栓

栓塞通常表现为下肢 DVT 形成或肺栓塞，影响多

达 5% 的人口，已成为心血管患者致死的主要病

因 [4]。目前治疗 DVT 的主要手段分别是抗凝和溶

栓。单纯抗凝治疗只能延缓血栓形成，并不能彻

底清除血栓 [5]。尿激酶和组织型纤溶酶原激活剂

等常用纤溶药物，在用药时可能伴随着出血并发

症，严重限制其进一步的使用 [6]。而防治 DVT 的

中药大多为活血祛瘀、清热燥湿药物，与静脉血

栓形成的基本病机相呼应，且有着不良反应小、

药物作用靶点多等优点，具有良好的应用前景 [7]。

莪术是具有“行气破血”功效的活血化瘀中

药，莪术二酮是从莪术提取物莪术油中分离的一

种倍半萜类化合物。研究显示，莪术二酮可以通

过磷酸腺苷依赖的蛋白激酶、黏着班蛋白、踝

蛋白等蛋白影响了整合素 αIIbβ3 [ 糖蛋白 IIb/IIIa
（CD41/CD61）复合物 ] 的活化进而影响血小板

的基本功能 [8]。有研究报道莪术二酮也可以抑制

异丙肾上腺素诱导的心肌梗死铁死亡，但对于溶

栓作用有待进一步研究 [9]。由于抗凝、抗血小板

和纤溶是抗血栓作用的主要途径，因此本研究通

过检测莪术二酮灌胃给药后大鼠体内纤维蛋白降

解产物（fibrinogen degradation products，FDP）、D-

二聚体（D-dimer，D-D）、纤溶酶原激活物抑制

物（plasminogen activator inhibitor，PAI）-1 和 纤

溶酶原（plasminogen，PLG）等纤溶指标，探讨

其是否具有通过除抗凝外的溶栓作用来抑制 DVT

的形成，从而为临床 DVT 的中医药防治提供参考。

1  资料与方法

1.1  实验动物
SD 雄 性 大 鼠，25 只，200~250 g，SPF 级，

购 自 辽 宁 长 生 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司， 生 产

许 可 证 号：SCXK（ 辽 ）2020-0001。 常 规 饲

养 1 周适应环境后开始实验。本研究经安徽医

科 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（ 批 件 号：

LLSC20210668）。

1.2  材料
1.2.1  主要仪器

FA2004 型电子天平（上海恒平科学仪器有限

公司）；KDC-1044 低速离心机（安徽中科中佳

科学仪器有限公司）；ZT-12M 生物组织自动脱水

机（湖北亚光医用电子技术有限公司）；YB-7LF

生物组织包埋机（湖北亚光医用电子技术有限公

司）；RM2016 徕卡切片机（德国 Leica 公司）；

YT-7FB 生物组织摊烤片机（湖北亚光医用电子

技术有限公司）；DHG-9070 电热恒温鼓风干燥

箱（上海三发科学仪器有限公司）；Pannoramic 

SCAN 玻片扫描仪（匈牙利 3DHISTECH 公司）；

System CS5100 全自动血凝分析仪（日本希森美康

公司）；Synergy H4 酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）。
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1.2.2  主要药品与试剂
莪术二酮（成都德思特生物技术有限公司，

货 号：13657-68-6， 纯 度＞99.9%）； 吐 温 80

（Biosharp，货号：BS118）；苏木素染液、醇溶

伊红染液（Ebiogo，货号分别为 B006、B005）；

血 浆 PAI-1 试 剂 盒、PLG 试 剂 盒（ 上 海 酶 联

生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 分 别 为 YJ003024、

YJ300360）；兔抗核因子（nuclear factor，NF）-

κB 抗体（成都正能生物技术有限责任公司，货号：

310099）；鼠抗 GAPDH 抗体（武汉三鹰生物技术

有限公司，货号：60004-1-Ig）。

1.3  方法
1.3.1  动物分组及模型制备

SD 大鼠随机等分为 5 组，分别为正常对照组、

假手术组、模型组、莪术二酮低剂量组（60  mg/ kg）

和高剂量组（120 mg/kg），每组 5 只。各组术前

12 h 禁食，异氟烷麻醉后仰卧位脱毛，消毒腹部。

模型组及给药组沿腹部正中线纵切 2~3 cm，于左

肾静脉下 2 mm 分离出下腔静脉和腹主动脉，同

直径 0.3 mm 的玻璃管一同结扎，再缓慢抽出；最

后结扎肾静脉到髂静脉之间的分支静脉，3-0 缝

合线缝合腹部并消毒；术后用暖垫保暖至大鼠清

醒；假手术组仅分离下腔静脉与腹主动脉，不结

扎 [10]。莪术二酮溶于 10% 吐温 80，术后第 1 天

各给药组连续灌胃 1 周，1 次 /d；正常对照组、

假手术组和模型组均灌胃等量溶剂。

1.3.2  一般指标检测
在造模结束并给药 1 周后，异氟烷麻醉，沿

腹部正中线纵切，分离腹主动脉与下腔静脉，用

剪刀取出形成的血栓部位，滤纸吸取血栓上残留

的血液，对大鼠形成的下腔静脉血栓重量及长度

进行测量记录。

1.3.3  大鼠血清FDP、D-D检测
大鼠麻醉后腹主动脉取血于枸橼酸钠抗凝管

内，使用全自动血凝分析仪检测枸橼酸钠抗凝管

中 FDP、D-D 含量。

1.3.4  酶联免疫吸附法测定大鼠血浆PAI-1、
PLG含量

取大鼠全血于枸橼酸钠抗凝管中，1 861 ×g
离心 30 min 得到血浆，按试剂盒说明书加入待检

血浆样品 10 μL、抗体、酶结合物、显色底物、终

止液，于 450 nm 波长测定吸光度并绘制标准曲线，

根据标准曲线方程计算出血浆中 PAI-1、PLG 含量。 

1.3.5  组织病理检测
将取出的下腔静脉血栓在 PBS 溶液中洗涤后，

放入 4% 多聚甲醛中固定 24 h，进行石蜡包埋切片。

用二甲苯将切片脱蜡，放入苏木素浸染 5 min，1%

盐酸乙醇分化数秒，饱和碳酸锂溶液蓝华数秒，流

水冲洗干净后用 95% 乙醇脱色 2 min，将切片放入

伊红染液浸染 3 min，流水洗去伊红染液后用梯度

乙醇脱水，二甲苯透明后用中性树胶封片。使用玻

片扫描仪扫描并用 CaseViewer 软件观察结果。

1.3.6  Western Blot分析NF-κB蛋白表达
收集各组大鼠的下腔静脉组织，取各组 25  mg

组织加入裂解液后研磨，在 4 ℃条件下 14  167×  g
离心 20 min，取上清加入 loading buffering（5×），

100 ℃金属浴 10 min 即得到提取的总蛋白。经

BCA 定量后，取蛋白样品 30 μg，进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，将

分离出的蛋白转移到 PVDF 膜上，封闭 1 h 后，

TBST 清洗 3 次，与一级抗体 NF-κB（稀释比例 ：

1 ∶ 1 000）共同在 4 ℃下孵育过夜，过氧化酶偶

联山羊抗兔二抗（稀释比例：1 ∶ 2 000）室温孵

育 1  h，通过增强型化学发光试剂在凝胶系统下

成像，使用 Image J 软件分析蛋白条带。

1.4  统计学分析
应用 GraphPad Prism 8.0.2 统计软件进行数据

分析并绘图，结果以 sx ± 表示，两组之间的比较

采用 t 检验，组间差异比较采用单因素方差分析，

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  大鼠血栓形态观察
大鼠腹主动脉取血后，分离出腹主动脉与下腔

静脉，肉眼可明显观察到血栓在模型组手术部位形

成，正常对照组与假手术组无血栓形成（图 1），

各组大鼠血栓重量及长度见图 2A 和图 2B。图 2C

为血栓重量 / 重量长度比值的分析结果，与模型组

相比，莪术二酮给药组具有降低血栓重量（图 2A）

以及血栓重量长度比值（图 2C）的药效作用。低

剂量给药组的血栓长度重量比值与模型组比较差异

无统计学意义（P＞0.05），但较模型组血栓重量

显著性降低（P＜0.05）。

2.2  大鼠血浆FDP、D-D水平比较
当体内纤溶系统活性增强时，在 PLG 的作用下

血栓的组成部分会降解出各种产物，如 FDP、D-D
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等，因此血浆中 FDP、D-D 水平升高 [11]。本实验取

造模给药 1 周后时间点的大鼠血浆作 FDP 和 D-D

水平分析。结果显示，正常对照组、莪术二酮给药

组与模型组相比，血浆 FDP 水平差异无统计学意义

（P＞0.05）；与模型组相比，莪术二酮给药组中

血浆 D-D 水平显著升高（P＜0.05）。具体见图 3。

图1  各组大鼠静脉血栓形态

Figure 1. Morphology of venous thrombosis in 

each group of rats

图2  药物干预对静脉血栓重量（A）、长度

（B）和重量长度比值（C）的影响

Figure 2. Effect of pharmacologic intervention 

on the weight (A)，length (B) and weight-length 

ratio (C) of venous thrombi
注：与模型组比较，aP﹤0.05。
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图3  大鼠血浆FDP（A）、D-D（B）水平

Figure 3. Plasma FDP (A) and D-D (B) levels 

in rats
注：与模型组比较，aP﹤0.05。
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2.3  大鼠血浆PAI-1、PLG水平比较
纤溶系统主要由 PAI-1 和 PLG 等调节因子组

成，PAI-1 可以与组织型纤溶酶原激活物（tPA）

形成特异性的复合物抑制 PLG 的激活，导致纤

维蛋白溶解受损 [12]。血浆中高水平的 PAI-1 与

血栓形成的风险相关，抑制其活性有助于溶栓治

疗 [13- 14]。模型组血浆 PAI-1 与 PLG 水平相较于假

手术组升高，但差异无统计学意义（P ＞0.05），

大鼠体内处于血栓形成状态；莪术二酮给药组与模

型组相比 PAI-1、PLG 水平显著下降（P ＜0.05）。

具体见图 4。

图4 大鼠血浆PAI-1、PLG水平

Figure 4. Plasma PAI-1（A） and PLG（B） 

levels in rats
注：与模型组比较，aP﹤0.05。
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2.4  大鼠下腔静脉血栓模型的HE染色病
理特征

HE 染色后，正常对照组与假手术组血管内

皮细胞结构完整，无明显血细胞聚集及血栓形成；

模型组血栓（绿色箭头）部分附着于血管壁，且
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有大量炎症细胞（黄色箭头）附着；莪术二酮给

药组血栓与管壁的距离较远，血凝块间见少量炎

症细胞，有未形成栓子的血细胞聚集（蓝色箭头）

部位。具体见图 5。

2.5  下腔静脉血栓组织中NF-κB蛋白表达
DVT 多与体内炎症介质的过度表达有关，其

中 NF-κB 在调节炎症中起关键作用 [10]。与正常对

照组相比，模型组大鼠静脉血栓组织中 NF-κB 蛋

白表达水平明显升高，莪术二酮给药组中 NF-κB

蛋白的表达量随着剂量的增加而减少（P ＜0.05）。

具体见图 6。

图5  各组大鼠下腔静脉血栓组织病理情况（HE染色，10×） 

Figure 5. Pathological changes of inferior vena cava thrombosis tissue in each group of rats,

(HE staining, 10x)
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图6  各组大鼠静脉血栓组织中NF-κB蛋白

表达比较

Figure 6. Comparison of NF-κB protein 
expression in venous thrombus tissues of rats in 

various groups
注：与模型组比较，aP﹤0.05。

3  讨论

DVT 是周围血管疾病中的常见病和多发病，

影响患者的生活和工作，更严重会伴随肺栓塞和

死亡 [15-16]。因此，积极预防和治疗下肢 DVT 具有

重要的临床意义和研究价值。

中医学认为 DVT 与气滞、瘀血、湿热等因素

有关，气滞导致深静脉血液运行不畅，血流速度

减慢，血液瘀滞而形成血栓 [17]。已知一些中药具

有良好的抗凝血和抗血栓作用，因而可能在预防

和治疗 DVT 方面具有独特的优势和疗效 [7]。莪术

最早以“蓬莪荗”之名载于《本草拾遗》，为姜

科植物蓬莪术，广西莪术或温郁金的干燥根茎，

能行气破血、消积止痛 [18]。莪术二酮为莪术挥发

油中主要活性成分，具有抗血小板聚集和抗血栓

作用，并能显著延长凝血时间，但其抗血栓机制

有待进一步研究 [19]。因此，本研究通过构建大鼠

下肢 DVT 模型，观察莪术二酮抑制血栓形成的作

用机制。

目前临床常用诊断 DVT 的方法有彩色多普勒

超声、静脉造影检测、检测血液中 FDP 和 D-D
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水平 [20]。纤溶系统在 DVT 形成中发挥重要作用，

主要包括 PLG、纤溶酶、纤溶酶原激活物和纤溶

抑制剂，其中最基本和核心的成分是 PLG。血栓

形成后 PLG 会在纤溶酶原激活剂的作用下转变为

纤溶酶，进而降解纤维蛋白（原）及其他蛋白 [14]。

本实验结果表明，莪术二酮能够显著抑制大鼠下

腔静脉血栓的形成，升高血浆中 D-D 水平并降低

PAI-1、PLG 水平，推测其可能通过影响纤溶系

统中的调节因子而发挥抗血栓作用。

有研究表明，免疫炎症反应参与了 DVT 形成

的全过程 [21]。如有研究证实，DVT 患者体内白细

胞介素（interleukins，IL）-6 水平的明显增加 [22]。

目前已有报道证明莪术二酮在抗炎方面有着显著

作用 [23]。NF-κB 为核转录因子，能调控多种细胞

因子的表达，如 IL-6、IL-1、肿瘤坏死因子-α 等，

在各种抗炎和促炎信号中发挥关键作用 [24]。本实

验通过 Western Blot 方法验证了莪术二酮对于下

腔静脉组织血栓中 NF-κB 蛋白表达的下调作用，

推测其可能通过抑制 NF-κB 发挥抗炎作用。本研

究不足之处在于未深入探讨莪术二酮对于 DVT 患

者 NF-κB 炎症信号通路之间的相互关系。

综上所述，莪术二酮可以通过增强大鼠体内

的纤溶系统活性来发挥抗血栓作用，同时莪术二

酮具有的抗炎作用有着重要的研究价值，为临床

预防和治疗 DVT 提供了理论依据。
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