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健脾利湿通脉方对深静脉血栓形成大鼠 miR-23a

及炎性因子影响的研究 *
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摘要目的：通过实验观察健脾利湿通脉方对 DVT大鼠 miR-23a及相关炎性因子的影响。方法：将 140只Wistar大鼠随机分为

Blank group、Sham control、Modelset、Low dose group、Middle dose group、High-dose group和 Positive control，每组 10只，构建 DVT

模型。分别于给药后 7天、14 天测定 miR-23a、IL-1茁、IL-6 及 TNF-琢 含量。结果：1.14 d，与 Blank group 比较，Modelset 大鼠

TNF-琢、IL-1茁、IL-6、及 miR-23a表达显著升高（P＜0.05）；与Modelset比较，Low dose group、Middle dose group、High-dose group及

Positive control 大鼠上述指标均显著改善（P＜0.05）；在 TNF-琢 组别内，与 Positive control 比较，Blank group、Sham control、

Modelset、Low dose group、High-dose group均有显著性差异（P＜0.05）；在 IL-1茁组别内，与 Positive control比较，Sham control、

Modelset、High-dose group均有显著性差异（P＜0.05）；在 IL-6组别内，与 Positive control比较，Blank group、Sham control、Middle

dose group、High-dose group均有显著性差异（P＜0.05）；在 miR-23a 组别内，与 Positive control比较，Blank group、Sham control、

Modelset、Low dose group、Middle dose group 均有显著性差异（P＜0.05）。2. 7 d 与 14 d 相比，在大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢 及
miR-23a 四个组别中，Blank group、Sham control 前后无明显统计学差异（P>0.05）；而 Modelset、Low dose group、Middle dose

group、High dose group、Positive control前后有明显统计学差异（P<0.05)。结论：健脾利湿通脉方通过下调 miR-23a及 IL-1茁、IL-6、
TNF-琢表达而发挥治疗作用。
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The Effects of Jianpi-Lishi-Tongmai Decoction on miR-23a
and Inflammatory Factors in Rats with Deep Vein Thrombosis*

To experimentally observe the effects of Strengthening the Spleen, Promoting Dampness and Channeling

the Veins Formula on miR-23a and related inflammatory factors in DVT rats. : 140 Wistar rats were randomly divided into

Blank group, Sham control, Modelset, Low dose group, Middle dose group, High-dose group and Positive control, 10 rats in each group,

and DVT model was constructed. The contents of miR-23a, IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 were measured at 7 and 14 days after drug

administration, respectively. 1. At 14 d, the expression of TNF-琢, IL-1茁, IL-6, and miR-23a was significantly elevated in

Modelset rats compared with that in Blank group (P<0.05); the expression of the above indexes was significantly elevated in Low dose

group, Middle dose group, High-dose group, and Positive control rats compared with that in Modelset. Positive control rats showed

significant improvement in the above indexes (P<0.05); within the TNF-琢 group, Blank group, Sham control, Modelset, Low dose group,

High-dose group showed significant differences compared with Positive control (P<0.05); within the IL-1茁 group, there was a significant

difference between Sham control, Modelset, and High-dose group when compared with Positive control (P<0.05); within the IL-6 group,
Blank group when compared with Positive control, Sham control, Middle dose group, and High-dose group were all significantly

different (P<0.05); within the miR-23a group, compared with Positive control, Blank group, Sham control, Modelset, Low dose group,

and Middle dose group were significantly different (P<0.05). 2. In the four groups of IL-1茁, IL-6, TNF-琢, and miR-23a in rats at 7 d
compared with 14 d, there were no statistically significant differences before and after the Blank group, and the Sham control (P>0.05);
and the Modelset, Low dose group, Middle dose group, High dose group, Positive control before and after had significant statistical

differences (P<0.05). Strengthening the spleen, inducing dampness and promoting circulation formula exerted therapeutic

effects by down-regulating miR-23a and the expression of IL-1茁, IL-6, and TNF-琢.
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前言

深静脉血栓形成（deep venous thrombosis DVT）为深静脉

血液在管腔中异常凝结，导致静脉回流障碍而引起的疾病[1]，主

要表现为肢体疼痛、肿胀及浅静脉扩张，查体可见患肢增粗、皮

温皮色异常及患处压痛等。血栓脱落易引起致命性肺栓塞，未

得到有效治疗常引起深静脉血栓形成后综合征[2]，而演变为慢

性疾病。目前以抗凝、祛聚、溶栓药物治疗及手术治疗为主，药

物治疗存在服药疗程长、停药后血栓易复发、出血风险高等风

险，手术治疗常造成静脉瓣膜损伤、血栓再发生率高、术中及术

后出血、下腔静脉滤器穿通及移位等并发症。中医药在 DVT治

疗中具有改善肢体肿胀、缓解疼痛、改善临床症状具有良好的

疗效[3，4]。因此，深入研究中医药治疗的作用机理具有重大意义。

健脾利湿通脉方（Jianpi-Lishi-Tongmai Decoction，JLTD）为我

科治疗深静脉血栓常用方剂，取得了良好的临床疗效。但中药

作用机制复杂，具体作用靶点尚未明确。本研究选取与 DVT关

联密切的炎性因子与 miRNA作为研究靶点，以期为临床治疗

提供新的方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 Wistar大鼠共 140只，质量 220～250 g，购

自维通利华。

1.1.2 实验试剂 IL-1茁、IL-6、TNF-琢酶联免疫检测试剂盒均
购自南京建成生物工程研究所，货号分别为 H002-1-1、

H007-1-4、H052-1-1。

1.2 方法

1.2.1 动物的分组 实验采用清洁级Wistar大鼠，按随机数字

表法，随机分为 14组，分为 7天组及 14天组各 70只，包括空

白对照组、假手术组、模型组、JLTD-L组、JLTD-M组、JLTD-H

组及阳性对照组，每组 10只。

1.2.2 模型制备 大鼠适应性饲养 7天，禁食水 8 h后，戊巴

比妥进行麻醉（除空白对照组）。消毒后沿腹部正中线切开长度

为 1 cm手术切口，分离并暴露下腔静脉，于左肾静脉下方使用

5-0丝线结扎下腔静脉，在导丝外端结扎血流量的 60%，下端用

止血钳钳夹 120 s后松开止血钳，抽出上端的 "导丝 "，结扎下

腔静脉各分支至髂静脉，双侧结扎。清理腹腔后关闭腹腔，消毒

创口并缝合。造模后使用灭菌饲料和蒸馏水喂养，保持创口干

燥，防止细菌感染。假手术组消毒后切开腹部正中线，将下腔静

脉与腹主动脉分离，但不钳夹、不结扎，同造模大鼠伤口暴露相

同时间后关腹。观察大鼠末端皮肤颜色变化、下肢肿胀程度及

皮肤温度变化，若双足明显肿胀、伴有末端皮肤青紫则为造模

成功[5]。

1.2.3 给药方法 各组在造模术后第 1天开始分别给药，采取

灌胃给药，剂量为 2 mL，7天组连续治疗 7天，14天组连续给

药 14天。空白组、假手术组、模型组均给予等体积生理盐水；

JLTD-L 组、JLTD-M 组、JLTD-H 组，给予健脾利湿通脉方。

LTD-L组为临床等效剂量进行换算，药液 27mL，浓缩为 0.5mL+

1.5 mL生理盐水，中剂量组为浓缩药液 1 mL+1 mL生理盐水，

高剂量组为浓缩药液 2 mL。阳性对照组按临床等效剂量给予

拜阿司匹灵（拜耳医药保健有限公司，国药准字 J20171021）。阳

性对照组药品的制备：100 mg溶于 10 mL生理盐水，制备 10伊
母液，存于 4℃冰箱，每日取母液 1 mL加入 1 mL生理盐水，混

匀。健脾利湿通脉方汤剂由黑龙江中医药大学附属二院煎药室

煎药，煎至 300 mL。

1.2.4 标本收集 7天组及 14天组，末次给药 24 h后，将大鼠

麻醉后静脉采血，检测 IL-1茁、TNF-琢及 IL-6含量。血样采集完

毕，处死各组大鼠，收集下腔静脉组织进行病理切片及

miR-23a的检测。

1.3 指标采集与检测

7天组灌胃给药 7天后取材、14天组灌胃给药 14天后取

材观察指标。

1.3.1 切片的制备 取材后将血栓组织样本固定，于自来水下

进行冲洗 30分钟，放入脱水机、行脱水、石蜡包埋，冰镇 2 小

时。摊、烤、烘一体机进行切片，样本切片厚度 4 滋m。经 HE染

色、封片、排气泡后在显微镜下观察下腔静脉组织病理变化。

1.3.2 ELISA检测炎性因子水平 分离血浆，按照 ELISA说

明书检测方法行 IL-1茁、IL-6、TNF-琢含量测定。
1.3.3 qPCR法检测 miR-23a 的表达 按操作方法依次进行

RNA的提取、cDNA的反转录及 Real-time PCR 检测 miR-23a

的表达。

1.4 统计分析

所有数据均使用 SPSS 27.0软件进行统计分析。数据皆采

用均数依标准差(x依s)表示，多组间采用单因素方差分析进行比
较，进一步检验则使用独立性 t检验两两比较，检验水准 琢＝
0.05。

2 结果

2.1 14天各组大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a变化情况

与 Blank group比较，Modelset大鼠 TNF-琢、IL-1茁、IL-6、及
miR-23a表达显著升高（P＜0.05）；与 Modelset比较，Low dose

group、Middle dose group、High-dose group及 Positive control大

鼠上述指标均显著改善（P＜0.05）；在 TNF-琢组别内，与 Posi-

tive control 比 较，Blank group、Sham control、Modelset、Low

dose group、High-dose group 均有显著性差异（P＜0.05）；在

IL-1茁组别内，与 Positive control比较，Sham control、Modelset、

High-dose group均有显著性差异（P＜0.05）；在 IL-6组别内，与

Positive control 比较，Blank group、Sham control、Middle dose

group、High-dose group均有显著性差异（P＜0.05）；在 miR-23a

组别内，与 Positive control 比较，Blank group、Sham control、

Modelset、Low dose group、Middle dose group 均有显著性差异

（P＜0.05）结果见表 1，图 1。

DVT; miR-23a; TNF-琢; IL-6; IL-1茁
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Constituencies
Serum(n=10) Inferior vena cava tissue(n=10)

TNF-琢 IL-1茁 IL-6 miR-23a

Blank group 127.21依3.91d 130.22依12.84 122.01依7.36d 0.81依0.14d

Sham control 132.10依2.45cd 131.11依7.30cd 132.08依5.65cd 1.05依0.36cd

Modelset 206.54依12.83ad 167.92依9.25ad 155.23依6.38a 6.90依0.63ad

Low dose group 171.15依6.38bd 155.15依7.00b 140.17依10.40b 5.75依0.17bd

Middle dose group 144.69依4.07b 151.40依2.54b 130.89依3.38bd 2.56依0.31bd

High-dose group 130.67依1.75bd 130.05依2.87bd 122.41依5.95bd 2.01依0.27b

Positive control 147.08依4.27b 145.60依6.48b 152.71依3.39b 1.94依0.22b

表 1 14天各组大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a变化情况（x依s，ng/L）
Table 1 The effect on the levels of IL-1 茁, IL-6,TNF-琢 and miR-23a in different groups of rats(x依s, ng/L)

Note: a: Comparison to blank group, P<0.05; b: Comparison to modelset, P<0.05; c: Comparison to blank group, P>0.05; d: Comparison to positive

control, P<0.05.

2.2 7天组及 14天组大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a水平

对比情况

7 d与 14 d相比，在大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a四

个组别中，Blank group、Sham control 前后无明显统计学差异

（P>0.05）; 而 Modelset、Low dose group、Middle dose group、

High-dose group、Positive control前后有明显统计学差异（P<0.
05)，证明结果有效。

3 讨论

深静脉血栓形成是常见的外周静脉阻塞性疾病，可能导致

严重的健康问题，包括肺栓塞(Pulmonary Embolism, PE),这是

一种具有生命威胁的并发症，肺栓塞的死亡率高达 15%-20%[6]。

常伴发于长期卧床、恶性肿瘤、骨折术后、孕期及产后女性、创

伤及感染患者等[7，8]。近年由于中国居民生活方式的改变，DVT

的发病率也在不断提高[9]。因此，深入研究 DVT具有重要的临

床意义。寻找新的观测指标及有效的治疗方法，也是科研工作

者研究 DVT的重点。

3.1 发病机制

血栓形成的发生机制一般认为与血管内壁细胞损伤、血液

高凝状态、静脉回流缓慢有关[10，11]。

3.1.1 血管内皮因素 血管内皮损伤，导致局部胶原暴露，引

发血小板凝聚、释放抗凝血因子，引起血管内凝血。血管内皮细

胞受损后释放组织因子，通过外源性凝血途径引发凝血。

3.1.2 血液高凝状态 应激状态、骨折创伤可引起广泛性组

织损伤，造成局部缺血、缺氧，产生多种促凝物质，导致血液处

于高凝状态。

3.1.3 静脉回流缓慢 血流缓慢是 DVT形成的重要机制。如

长期卧床、骨折术后患肢制动、髂静脉受压等因素导致血流滞

图 1 14天各组大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢、mir23a的变化情况
Fig.1 The effect on the levels of IL-1 茁, IL-6, TNF -琢 and miR-23a in different groups of rats
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缓。机体创伤后局部血流紊乱，血小板在涡流部位滞留时间过

长，均易引发血栓形成[12]。

3.2 DVT与炎性因子的关系

DVT和炎性因子变化情况关系密切[13]，炎性因子参与血管

内皮的损伤,从而影响 DVT的发生和发展[14]。TNF-琢作为炎症
的始动因子,异常增高的 TNF-琢可促使细胞分泌大量白细胞
介素，如 IL-6、IL-8等，诱导血管内皮细胞中大量淋巴细胞聚

集、增强中性粒细胞对血管内皮的黏附[15]、诱发巨噬细胞及组

织因子的活化、增强凝血因子的释放，对血管壁产生刺激性作

用、加重血管内皮损伤,促进血栓形成[16]。微炎症状态还可引起

血流动力学改变，出现血流紊乱，引起血栓向近端及远端蔓延。

IL-1茁是体内重要的炎性因子，主要分布于内皮细胞、上皮
细胞、成纤维细胞中[5]。研究证实，IL-1茁通过激活 NK-资B信号
通路，增加细胞表面粘附因子的表达，通过单核细胞向内皮细

胞聚集，介导细胞与血小板发生黏附，进而促进 DVT的形成[17]。

IL-1茁可激活整合素，促进中性粒细胞迁移并黏附于内皮细胞，
加速血栓形成[18]。研究表明，IL-1茁激活炎症信号通路并抑制下
游基因表达，导致纤溶能力降低，造成 DVT形成概率升高[19，20]。

IL-6为具有多功能的炎性细胞因子，主要由血管内皮细

胞、单核巨噬细胞、Th2细胞和成纤维细胞产生。当体内 IL-1茁
或 TNF-琢表达异常升高时，立即激活 IL-6的表达[21]。IL-6可增

加 FIB、组织因子及凝血因子含量,活化内皮细胞，激活血小

板、增加促凝活性、下调凝血抑制因子，导致机体处于高凝状

态[22]。IL-6还可以促进细胞表达 ICAM-1，增强嗜中性粒细胞黏

附作用，并且释放氧自由基，增加血管损伤及 DVT风险[23]。也

有研究证明，阻断 IL-6受体可明显减少小鼠炎症细胞募集及

血栓形成[24]。

3.3 DVT与 miRNA的关系

微小 RNA（micro RNA，mi RNA）为含有 22个核苷酸的非

编码内源性 RNA分子，可通过与靶信使 RNA碱基完全或不

完全互补配对，从而抑制靶基因的表达[25]。mi RNA广泛参与人

类的各种生理、病理过程，并有着密切的联系。然而，miRNA与

DVT的相互作用并未完全明确。多种 miRNA已经被发现与肿

瘤的发生、发展关系密切，恶性肿瘤为 DVT的 DVT独立危险

因素，大部分恶性肿瘤患者同时伴有反复发作的 DVT[26]。META

分析后显示 MiRNA诊断静脉血栓的特异性为 85%，证实了

miRNA诊断 DVT有较高的意义[27，28]。它可能引起内皮细胞凋

亡或通过调节内皮祖细胞自噬导致 DVT的形成和发展[29]。

3.4 方剂分析

健脾利湿通脉方由《疡科心得集》"萆薢渗湿汤 "合 "补阳

还五汤 " 加减而成，具有补气健脾、活血通络、利湿消肿的功

效，由黄芪、炒白术、茯苓、苍术、当归、赤芍、川芎、薏苡仁、泽

泻、萆薢、猪苓、川牛膝、赤小豆、炙甘草组成。方中黄芪健脾益气，

萆薢利湿化浊，共为君药。茯苓擅于治疗寒热虚实各种水肿[30]，

苍术燥湿健脾利水，白术益气健脾、燥湿利水，三者共为臣药。

薏苡仁健脾利水消肿；猪苓利水渗湿；泽泻、赤小豆利水兼泻湿

热；当归、赤芍、川芎活血化瘀通脉。川牛膝引药下行[30]；甘草调

和诸药。本方诸药相伍，共奏健脾利湿、益气活血之功效。

TNF-琢可诱导单核细胞、内皮细胞表达 TF，导致凝血系统

激活，促进中性粒细胞、单核细胞对内皮细胞的黏附，抑制生理

性抗凝和纤溶系统，通过 TNF信号通路表达炎症反应，进一步

影响 DVT的形成[31]。张玉莲等[32]通过实验研究发现，柚皮素可

通过抑制环鸟苷酸 -腺苷酸合成酶 /干扰素基因刺激因子信号

传导途径，抑制 DVT模型大鼠 TNF-琢等炎症因子的表达，干
预 DVT。Ye等 [33]研究发现，川芎可通过抑制炎症因子 IL-6、

IL-12和 TNF-琢的表达水平，保护 TLR2诱导损伤的骨髓巨噬

细胞和人脐静脉内皮细胞。现代药理研究表明，黄芪具有抗炎

作用，可以通过抑制多种炎症介质的生成来减少炎症反应[34]。

黄芪作为健脾利湿通脉方中君药可下调 miR-23a的表达[35]，并

对 DVT具有预防作用[36]。

4 小结

本研究表明，炎性因子及 miR-23a参与了深静脉血栓的形

图 2 7天组及 14天组大鼠 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a水平对比情况

Fig.2 Comparison of IL-1茁, IL-6, TNF-琢, and miR-23a levels in rats between the 7 d and 14 d groups
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成与表达，7天组及 14天组，与模型组对照，健脾利湿高、中、

低剂量组在上述指标的表达上均有显著意义，14天组较 7天

组 IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 miR-23a变化明显，差异具有统计学

意义，14天组疗效更稳定。故推测健脾利湿通脉方通过下调

miR-23a及 IL-1茁、IL-6、TNF-琢表达而发挥治疗作用。本研究
样本量小、存在一定的不足之处，仅验证了深静脉血栓形成动

物模型 miR-23a及炎性因子的变化情况及健脾利湿通脉方的

疗效，miR-23a与炎症因子间的具体作用机制尚不清楚，未来

会进行更深入的研究。本研究揭示了 miR-23a与 DVT间的关

系，可作为研究深静脉血栓的新指标及新靶点；健脾利湿通脉

方具有良好的疗效，为临床治疗 DVT提供了新的药物和方法。
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