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前言

深静脉血栓指的是血液在深静脉内的凝集功能出现异常，

会导致血液回流功能出现障碍，使得下肢表现出高度肿胀。当

血栓脱落后进入血液后，会引发严重的肺动脉栓塞，对患者的

生命造成极大的威胁[1]。深静脉血栓的致病因素多种多样，包括

血液瘀滞、血液高凝性和血管内皮功能异常，目前研究显示，炎

症的发生也与其紧密相关[2]。深静脉血栓的病理机制比较复杂，

与其相关的凝血 /抗凝系统及纤溶 /抗纤溶系统的失衡，会致

使血管内各种细胞因子的调控失衡，从而引起血管内皮细胞、

血白细胞和血小板之间的相互聚集和黏附，进而导致凝血级联

反应启动，最终使得局部形成血栓[3]。
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摘要 目的：探究 4 个炎症因子 Toll 样受体 4（TLR4）、TNF受体相关因子 6（TRAF6）、白细胞介素 -6（IL-6）和白细胞介素 -1茁
（IL-1茁）在深静脉血栓大鼠体内的表达及在深静脉血栓形成的作用。方法：将 SD大鼠随机分成对照组（n=10）和模型组（n=90），采

用血管钳夹结合固定制动的方式建立深静脉血栓模型，建模后分别于 1 h、6 h、12 h、1 d、3 d、7 d、14 d、21 d、28 d处死，检测血栓重

量 /长度比值、血浆中 4个炎症因子的浓度，并进行组织学观察。结果：（1）1 h、6 h、12 h的血栓重量 /长度比值较低，组间无显著

性差异（P>0.05）；1 d、3 d、7 d的血栓重量 /长度比值维持在较高水平，组间无显著性差异（P>0.05）；14 d、21 d、28 d的血栓重量 /

长度比值均降低，组间无显著性差异（P>0.05）。（2）模型组中 1-7 d的血栓重量 /长度比值均明显高于正常组（P<0.05）。（3）模型组
中 1-7 d的 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁浓度水平均明显高于正常组（P<0.05）。（4）Pearson相关性分析显示 TLR4、TRAF6、IL-6和

IL-1茁浓度与血栓程度具有正相关性。结论：深静脉血栓大鼠体内的 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁表达上调可能在深静脉血栓形
成中发挥了重要作用。
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Expression and Significance of TLR4, TRAF6, IL-6 and IL-1茁
in Rat Model of Deep Vein Thrombosis*

To investigate the effects of four inflammatory factors (Toll-like receptor 4, TLR4; TNF receptor-related

factor 6, TRAF6; interleukin-6, IL-6; interleukin-1茁, IL-1茁) in rats with deep vein thrombosis expression and role in deep vein

thrombosis. SD rats were randomly divided into control group (n=10) and model group (n=90), and the deep vein thrombosis

model was established by vascular clamp combined with immobilization. After modeling, the rats were sacrificed at 1 h, 6 h, 12 h, 1 d, 3 d,

7 d, 14 d, 21 d, and 28 d, respectively. The thrombus weight/length ratio and the concentration of 4 inflammatory factors in plasma were

detected, and histological observation was performed. (1) The thrombus weight/length ratio at 1 h, 6 h, and 12 h was lower, and

there was no significant difference between the groups (P>0.05); the thrombus weight/length ratio at 1 d, 3 d, and 7 d remained at a high
level, and there was no significant difference between the groups. The thrombus weight/length ratio decreased on 14 d, 21 d, and 28 d,

and there was no significant difference between groups (P>0.05). (2) The thrombus weight/length ratios in the model group from 1 to 7

days were significantly higher than those in the normal group (P<0.05). (3) The concentrations of TLR4, TRAF6, IL-6 and IL-1茁 in the

model group from 1 to 7 days were significantly higher than those in the normal group (P<0.05). (4) Pearson correlation analysis showed
that the concentrations of TLR4, TRAF6, IL-6 and IL-1茁 were positively correlated with the degree of thrombosis.

Up-regulation of TLR4, TRAF6, IL-6 and IL-1茁 in rats with deep vein thrombosis may play an important role in deep vein thrombosis.
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Time Thrombus weight/length ratio

0 h 20 依 0.50

1 h 21 依 0.56

6 h 21 依 0.36

12 h 22 依 0.89

1 d 57 依 0.55*

3 d 60 依 0.67*

7 d 63 依 0.69*

14 d 23 依 0.58

21 d 22 依 0.99

28 d 20 依 0.87
Note: * means P<0.05 compared with the normal group.

表 1 不同时间血栓重量 /长度比值变化

Table 1 The thrombus weight/length ratio changes at different times

目前对于深静脉血栓的诊断仍无可靠的标志物，因此探寻

可供预防和诊断该疾病标志物具有重要意义。由于机体内炎症

反应是启动机体凝血的主要途径，相关的炎症因子有 TLR4、

TRAF6、IL-6和 IL-1茁，其中 TILR4分布于内皮细胞和淋巴细

胞的表面，该炎症因子的激活会损伤内皮血管，使得血管产生

黏附，促使凝血反应的发生，最终造成血栓形成；TRAF6是

TLR4信号的下游关键分子，TRAF6被诱导后，会加快机体炎

症反应，参与血栓的形成；IL-6是炎症发生和发展过程中重要

的炎症因子，其可刺激炎症细胞释放炎症因子，并能激活

NK-rB信号通路，促使血管内皮细胞上粘度因子的表达和中性

粒细胞的迁移，加快血栓的形成；IL-1茁能够激活 NK-rB信号

通路，促进细胞表面黏度因子的表达，同时还能促进单核细胞

朝内皮细胞聚集，介导血小板与细胞发生黏附，进而导致血栓

的形成。本研究拟探究 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁在深静脉
血栓大鼠血液中的表达变化，为探寻预诊该疾病的标志物提供

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 100只 SD雄性大鼠（SPF级，10-12周龄，

250-300 g），由哈医大动物实验中心提供，饲养条件为：温度

20~25 ℃，湿度恒定，光线和通风良好，饲养期间大鼠自由饮水

和进食，饲养 2周。此外，本研究过程及相关操作均按照国际动

物伦理相关内容开展。

1.1.2 仪器与试剂 XT-X-4A手术显微镜（上海精密仪器仪表

有限公司）、显微手术器械（上海逸倍医疗器械有限公司）、

HMIAS彩色病理图像分析仪（武汉千屏影像技术有限公司）、

显微镜摄像头（上海豫光仪器有限公司）、JQ1002直柄式电动

石膏锯（四川科仪诚科技有限公司）、无水石膏绷带（上海尚兰

特医疗用品有限公司）、MS-104TS电子天平（北京海富达科技

有限公司）、TLR4 ELISA试剂盒（上海博耀生物科技有限公

司）、TRAF6 ELISA试剂盒（上海博耀生物科技有限公司）、IL-6

ELISA试剂盒（上海博耀生物科技有限公司）、IL-1茁 ELISA试

剂盒（上海博耀生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 分组 将 100只 SD大鼠随机分成正常组（10只）和模

型组（90只）。

1.2.2 深静脉血栓大鼠模型建立 大鼠术前 12 h禁食，饮水

不限，称重后，腹腔注射 0.3%的戊巴比妥钠（30 mg/kg）进行麻

醉，沿大腿内侧纵行切开约 1 cm的皮肤将股静脉血管显露出

来,用 12#蚊式钳紧扣于股静脉血管的 3个不同位置，造模后

将切口关闭，分别于 1 h、6 h、12 h、1 d、3 d、7 d、14 d、21 d、28 d

观察血栓形成情况。

1.2.3 标本获取和处理方法 分别于 1 h、6 h、12 h、1 d、3 d、7

d、14 d、21 d、28 d处死大鼠，切开其双侧大腿内侧皮肤，将股静

脉血管分离出来，开胸用静脉采血针取血 2 mL，置离心机离心

20 min（4000 r/min），取出血清置 1.5 mL EP管，待测。随后取下

股静脉血管组织，- 80℃冰箱内保存备用。

1.2.4 血栓质量的测定 切取 SD大鼠股静脉血管组织，测量

股静脉血管的长度，并对其称重。

血栓质量 =血管重量 /血管长度(单位：滋g/cm)
1.2.5 组织学观察 将获取的股静脉血管组织经石蜡包埋，横

切片后进行 HE染色和光镜镜检，观察静脉血栓形成情况及炎

症细胞浸润情况。

1.2.6 ELISA检测血浆中 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁表达 采

用 ELISA技术测定各大鼠血清中 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁
的含量，严格按照试剂盒操作说明书进行。

1.3 数据处理

采用 SPSS 21.0软件对数据进行处理，计量资料以(x依s)表
示，采用单因素方差分析进行组间比较，采用 Pearson相关分析

法进行相关性分析，P<0.05表示具有统计学差异。

2 结果

2.1 不同时间血栓重量 /长度比值变化

从表中可知，1-12 h的血栓重量 /长度比值与 0 h差别不

大（P＞0.05）；1-3 d的血栓重量 /长度比值相比 0 h显著增大

（P<0.05），提示 1-3 d为血栓重度期；14-28 d的血栓重量 /长度

比值逐渐恢复为血栓初期水平，提示 14-28 d为血栓的消退期。

同时还可以看出，模型组大鼠的血栓重量 /长度比值均比正常

大鼠高，即血栓大鼠模型造模成功。

2.2 不同时间炎症细胞浸润情况

从表中可知，1-12 h 血栓组织中主要为少量的中性粒细

胞，1-7 d血栓组织中有大量的中性粒细胞，14-28 d血栓组织中

有少量的淋巴细胞。同时还可以看出，模型组大鼠的炎症细胞

数量均比正常大鼠高，即血栓大鼠模型造模成功。

2.3 不同时间大鼠血液中炎症因子浓度比较

从表中可知，1-12 h和 14-28 d血液中 4个炎症因子的浓

度水平均与 0 h无显著性差异（P＞0.05）；而 1-7 d血液中 4

个炎症因子的浓度水平均显著高于 0 h（P<0.05）。同时还可以
看出，模型组大鼠血液中 4个炎症因子的浓度水平均比正常

大鼠高。

2.4 血栓程度与炎症因子水平的相关性分析
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表 2 不同时间炎症细胞浸润情况[( x依s), n = 10个 /cm2, 3HP /n, HP = 200伊)]
Table 2 Inflammatory cell infiltration at different times [(x依s), n =10 pieces/cm2, 3HP/n, HP = 200伊)]

Note: * means P<0.05 compared with the normal group.

Time Number Classification

0 h 3 依 1 NC

1 h 3 依 1 NC

6 h 3 依 1 NC

12 h 3 依 1 NC

1 d 6 依 3* NC is the majority

3 d 15 依 2* NC is the majority

7 d 17 依 3* NC is the majority

14 d 5 依 2 NC is the majority

21 d 4 依 1 NC is the majority

28 d 4 依 1 NC is the majority

表 3 不同时间大鼠血液中 4个炎症因子的浓度

Table 3 Concentrations of four inflammatory factors in rat blood at different times

Note: * means P<0.05 compared with the normal group.

Time TLR4(滋g/mL) TRAF6(滋g/mL) IL-6(滋g/mL) IL-1茁(滋g/mL)

0h 101.53依35.36 71.77依33.25 428.26依56.98 290.23依55.36

1h 102.83依33.89 78.17依40.12 431.65依57.36 299.51依55.54

6h 103.10依40.12 81.46依42.15 436.22依61.02 301.83依55.24

12h 109.43依36.78 83.25依43.11 439.91依44.28 309.71依62.11

1d 178.20依33.68* 180.38依56.21* 633.54依45.37* 454.27依52.14*

3d 181.57依35.68* 185.40依55.29* 686.28依45.69* 475.91依55.14*

7d 195.66依36.99* 188.24依57.13* 699.13依55.69* 478.43依56.38*

14d 111.57依56.31 93.77依57.35 439.32依58.39 309.61依61.23

21d 105.25依55.39 90.43依60.22 438.77依36.21 310.46依62.14

28d 104.58依35.21 84.26依36.88 430.49依36.14 318.20依58.90

从表中可知，血栓重度期的 4个炎症因子浓度水平显著高

于血栓轻度期和血栓消退期（P<0.05）。Pearson相关性分析显

示，TLR4、TRAF6、IL-6 和 IL-1茁 与深静脉血栓程度呈正相关
（P<0.05）。

3 讨论

建立科学合理的深静脉血栓动物模型对研究深静脉血栓

疾病的病理机制具有重要意义，并对该疾病的预防、诊断和治

疗产生很大的帮助[4-6]。深静脉血栓大鼠模型建立部位有肠系膜

上静脉、下腔静脉和股总静脉等[7]，其中下腔静脉部位建模具有

成栓率高的优势[8，9]，常见的下腔静脉部位建模方法有 "完全结

扎法 "、"狭窄法 "、"FeCl3注射法 "和 "电刺激法 "[10，11]。血栓重

量 /长度比值是衡量血栓演变过程的重要指标，本研究通过血

管钳夹结合固定制动的方式建立深静脉血栓模型，血栓重量 /

长度比值检测结果显示，模型组大鼠在造模 1-12 h的血栓重量

/长度比值比较低，在造模 1-7 d的血栓重量 /长度比值明显高

于 1-12 h（P＜0.05），在造模 14-28 d的血栓重量 /长度比值恢

复较低水平，该结果与 Zhang W和Meng Y等研究血栓形成过

程的结果一致 [12，13]，说明血栓的形成存在从轻度期 -重度期 -

消退期的演变过程。

炎症反应与深静脉血栓的形成密切先关，本研究通过组织

学观察，发现建模后不同时间的炎症细胞浸润类别不同，其中

建模后 1-12 h表现为少量中性粒细胞浸润，建模后 1-7 d表现

为大量的中性粒细胞浸润和淋巴细胞浸润，但以中性粒细胞浸

润为主，建模后 14-28 d表现为少量的淋巴细胞浸润，与正常组

的炎症细胞浸润无明显差异，以上结果与 FerraccioliG等人的

报道一致[14]，说明深静脉血栓的形成过程伴随着炎症从急性到

慢性的转化过程。

IL-6来源于 TNF-琢和 IL-1诱导的细胞（B细胞、单核 /巨

噬细胞及活化的 T细胞）和组织，是一种由炎症细胞产生的炎

症因子，具有白细胞趋化和免疫调节作用[15，16]。研究表明，IL-6

具有致炎和抗炎双重作用[17]，致炎作用表现在其可激活中性粒

细胞，阻碍吞噬细胞对丧失功能的中性粒细胞及衰老中性粒细

胞的吞噬，导致炎症的加剧[18]；抗炎作用表现在其可通过促进
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释放 sTNFRs和 IL- 1R2，进而减弱 TNF-琢和 IL-1的作用，从

而起到抗炎作用。研究表明，IL-6参与了血栓的形成，其参与血

栓的形成机制可能有：（1）其可增加血小板活性，增加血小板凝

聚因子的形成，从而引发血栓；（2）其可通过诱导 C-反应蛋白、

纤维蛋白原等急性蛋白增加凝血因子，促进血栓形成[19]；（3）其

可促进表达组织间黏附因子，进而促进中性粒细胞的黏附作用

和中性粒细胞的释放氧自由基能力，加重内皮细胞的损伤，进

而形成血栓[20]。研究表明，创伤深静脉血栓模型大鼠血液中的

IL-6水平比正常大鼠高[21]，本研究通过检测和对比深静脉血栓

大鼠和正常大鼠血液中的 IL-6炎症因子浓度水平，发现了与

以上研究相同的结果。同时，本研究还发现 IL-6浓度水平与血

栓严重程度具有正相关性，说明 IL-6是诊断深静脉血栓的重

要指标。

TLR4存在于内皮细胞和淋巴细胞的表面，是维持血管内

皮功能的重要因子，研究表明，TLR4的释放会在短时间内引起

血栓[22]，而通过植入保护性 TLR4基因，可降低炎症反应的发

生，从而降低血栓的发生率[23]。以上研究结果提示，TLR4的存

在会引起血栓的发生，本研究通过检测和对比深静脉血栓大鼠

和正常大鼠血液中的 TLR4炎症因子浓度水平，发现深静脉血

栓模型大鼠血液中的 TLR4浓度水平显著高于正常大鼠，同时

TLR4浓度水平与血栓严重程度具有正相关性，提示 TLR4可

作为诊断深静脉血栓的重要指标。

TRAF6 是 TLR4信号通路下游的关键因子，研究表明，

TRAF6的诱导会刺激血管内皮细胞产生 THP-1，促进了血栓

的形成[24]。本研究通过检测和对比深静脉血栓大鼠和正常大鼠

血液中的 TRAF6炎症因子浓度水平，发现深静脉血栓模型大

鼠血液中的 TRAF6浓度水平显著高于正常大鼠，同时 TRAF6

浓度水平与血栓严重程度具有正相关性，提示 TRAF6与深静

脉血栓的发生密切相关，可作为诊断深静脉血栓的重要指标。

IL-1茁是机体内中重要的炎症因子[25，26]，IL-1茁可通过四种
路径促进血栓形成，第一种路径是其通过激活 NK-rB信号通

路使得细胞表面的黏度因子表达增加，使得血小板与细胞发生

黏附，导致血栓形成[27]；第二种路径是其通过促进单核细胞朝

内皮细胞聚集，使得血小板与细胞发生黏附，导致血栓形成[28]；

第三种路径是其通过活化中性粒细胞，使得中性粒细胞迁移和

黏附与内皮细胞，导致血栓形成[29]；第四种是其可通过激活炎

症信号通路抑制下游基因的表达，从而降低血液纤溶能力，促

使血栓形成[30]。以上研究表明，IL-1茁在血栓的形成中发挥重要
作用。本研究通过检测和对比深静脉血栓大鼠和正常大鼠血液

中的 IL-1茁炎症因子浓度水平，发现深静脉血栓模型大鼠血液
中的 IL-1茁浓度水平显著高于正常大鼠，可得出与上述研究相
同的结论。同时 IL-1茁浓度水平与血栓严重程度具有正相关
性，提示 TRAF6可作为诊断深静脉血栓的重要指标。

4 结论

本研究通过探究 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁在深静脉血
栓大鼠体内的表达，发现这 4个炎症因子与深静脉血栓的严重

程度具有正相关性，说明 TLR4、TRAF6、IL-6和 IL-1茁是诊断
深静脉血栓的重要依据。
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