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角叉菜胶诱导的慢性血栓小鼠模型的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 采用不同浓度的角叉菜胶溶液连续腹腔注射的方式处理小鼠,筛选慢性血栓小鼠模型的条

件。 方法　 将 70 只 ICR 雄性小鼠随机分为 7 组,每组 10 只,即:空白组对照组、0. 02%剂量组、0. 04%剂量组、
0. 06%剂量组、0. 08%剂量组、0. 10%剂量组、0. 20%剂量组。 空白组小鼠腹腔注射生理盐水(0. 01 mL / g),其余组

腹腔注射相应浓度的角叉菜胶溶液(0. 01 mL / g),每天注射 1 次;各组小鼠饲养于(20 ± 1)℃室温下并自由采食、
饮水。 每天观察各组出现黑尾的情况(黑尾率、黑尾长度);出栓即采样;采血检测血凝四项,检测结肠组织与血浆

中氧化应激指标及炎性因子指标。 结果　 0. 06%剂量组小鼠第 5 天出栓 2 只,第 6 天出栓 8 只;与空白对照组相

比,0. 06%剂量组小鼠 FIB 含量显著升高(P < 0. 05),APTT 显著缩短(P < 0. 05),TT 显著延长(P < 0. 05),PT 极

显著延长(P < 0. 01);0. 06%剂量组结肠组织与血浆中 SOD、GSH-Px 均极显著降低(P < 0. 01)、MDA 显著升高(P
< 0. 05);0. 06%剂量组结肠组织与血浆中 TNF-α、IL-1β 显著升高(P< 0. 05)、IL-10 显著降低(P < 0. 05)。 结论

初步得出室温为(20 ± 1)℃条件下,0. 06%的角叉菜胶溶液(0. 01 mL / g)连续腹腔注射 6 d(每天 1 次)是建立慢性

血栓小鼠模型的最适条件。
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【Abstract】　 Objective　 To screen the conditions of a chronic thrombus mouse model after injecting a carrageenan
solution at various concentrations intraperitoneally. Methods 　 Seventy ICR male mice were randomly divided into seven
groups with 10 mice in each group: blank (control), 0. 02%, 0. 04%, 0. 06%, 0. 08%, 0. 10%, and 0. 20% groups.
Mice in the blank group were intraperitoneally injected with normal saline (0. 01 mL / g), whereas mice in the other groups
were intraperitoneally injected with carrageenan solutions at the corresponding concentration (0. 01 mL / g) once a day. Mice



中国实验动物学报 2021 年 2 月第 29 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2021,Vol. 29, No. 1

in each group kept at (20 ± 1)°C and had free access to food and water. The black-tailed conditions (black-tailed rate and
length) of each group were observed each day. An outlet plug was used for sampling. Blood samples were collected to detect
blood clots, and indicators of oxidative stress and inflammatory factors in colon tissues and plasma were detected. Results　
In the 0. 06% dose group, two mice were thrombotic on 5 d and eight mice were thrombotic on day 6. Compared with the
blank group, FIB content in the 0. 06% dose group was increased significantly ( P < 0. 05), APTT was shortened
significantly (P < 0. 05), TT was prolonged significantly (P < 0. 05), and PT was prolonged significantly (P < 0. 01).
SOD and GSH-Px in colon tissue and plasma of the 0. 06% dose group were decreased significantly (P < 0. 01), and MDA
was increased significantly (P < 0. 05). The colon tissue and plasma levels of TNF-α and IL-1β in the 0. 06% dose group
were increased significantly (P < 0. 05), and those of IL-10 were decreased significantly (P< 0. 05). Conclusions　 A
0. 06% carrageenan solution (0. 01 mL / g) injected intraperitoneally for 6 d (once a day) at (20 ± 1)°C is the optimal
condition to establish a mouse model of chronic thrombosis.

【Keywords】　 chronic thrombosis; mice; carrageenan; oxidative stress; inflammatory cytokines
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 角叉菜胶是一种从海藻中提取的含硫酸多糖,
被广泛用于制备动物的各种炎症及血栓模型[1-2],
其中角叉菜胶诱导的小鼠尾部血栓模型是目前科

学研究中最为常用的血栓模型之一。 该模型具有

简便快捷、成本低的优点,模型条件通常为(20 ±
1)℃室温条件下,将 0. 20% ~ 0. 80%剂量的角叉菜

胶生理盐水溶液注入小鼠腹腔,造模 6 ~ 12 h 内小

鼠尾尖将出现暗红色血栓并逐渐向尾根扩大,24 h
左右血栓区域趋于稳定[3-4]。 但笔者认为采用该方

法建立的模型出栓速度过快且损伤严重,与正常情

况下血栓形成栓塞致组织病变所需时间不符,不利

于相关防治药物的研究工作。 因此,本试验采用低

剂 量 ( 0. 02%、 0. 04%、 0. 06%、 0. 08%、 0. 10%、
0. 20%)的角叉菜胶生理盐水溶液(0. 01 mL / g)连

续腹腔注射(每天 1 次)的方式探索小鼠慢性血栓

模型的条件,为血栓相关研究工作提供更加适宜的

动物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

70 只 5 周龄 SPF 级 ICR 小鼠雄性,体重(21 ±
2)g,购自扬州大学实验动物中心【SCXK(苏)2017-
0007】;饲养于扬州大学实验动物中心【SYXK(苏)
2017-0044】;所有操作均符合实验小鼠的饲养过程

和其他实验操作均符合实验动物伦理学要求(审批

号:YZUDWLL-202005- 002)以及中华人民共和国

《实验动物管理条例》。 饲养条件:(20 ± 1)℃,30%
~ 40%湿度,自由采食饮水,12 h 循环灯光,适应性

饲养 7 d 后进行实验。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

角叉菜胶、生理盐水溶液、柠檬酸钠水溶液。
凝血时间(thrombin time,TT)试剂盒、凝血酶原时间

(prothrombin time,PT)试剂盒、活化部分凝血活酶

时间( activated partial thromboplastin time,APTT)试

剂盒、纤维蛋白原( fibrinogen,FIB)试剂盒,均购自

上海太阳生物技术有限公司;半自动血凝仪(PUN-
2048A),购自北京普朗新技术有限公司;超氧化物

歧化酶( superoxide dismutase,SOD)试剂盒、谷胱甘

肽过氧化物酶(glutathione peroxidase,GSH-Px)试剂

盒、丙二醛(malondialdehyde,MDA)试剂盒,均购自

南京建成有限公司,上述指标均采用化学发光法并

按照试剂盒说明书进行检测。 炎症因子 IL-1β、IL-
10、TNF-α 试剂盒,购自 abclonal 有限公司,炎症因

子指标均采用酶联免疫吸附测定法(ELISA)并按照

试剂盒说明书进行检测,酶标仪(Epoch)购自美国

博腾仪器有限公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 药物制备

配置浓度为 0. 02%、 0. 04%、 0. 06%、 0. 08%、
0. 10%、0. 20% 的角叉菜胶生理盐水溶液, 现配

现用。
1. 2. 2　 动物分组及造模方法

将 70 只 ICR 雄性小鼠随机分为 7 组,每组 10
只,即:空白对照组、0. 02%剂量组、0. 04%剂量组、
0. 06%剂量组、0. 08%剂量组、0. 10%剂量组、0. 20%
剂量组。 造模条件:空白组每天腹腔注射生理盐水

溶液 0. 01 mL / g,其余各组按照对应浓度分别腹腔

注射角叉菜胶溶液 0. 01 mL / g;注射角叉菜胶后,每
天眼观各组小鼠尾尖处有无黑尾,当出现黑尾即判

定该小鼠出栓,出栓小鼠不再注射角叉菜胶并立即

处死采样,未出栓小鼠继续注射相应浓度的角叉菜
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胶溶液并观察至第 10 天;各组持续处理并观察 10
d;各组小鼠于(20 ± 1)℃下自由饮水、进食。
1. 2. 3　 检测指标

(1)出栓率、尾栓平均长度:每天记录各组的出

栓小鼠数量以及尾部血栓长度。
(2)血凝四项:小鼠处死前收集的血液置于含

柠檬酸钠的离心管中,离心 ( 1500 r / min、4℃、10
min)取上层血浆,半自动血凝仪检测血凝四项。

(3)炎症因子指标:小鼠处死后采集结肠组织,
按照炎症因子试剂盒说明书测定结肠组织与血浆

中 IL-1β、IL-10 及 TNF-α 的含量。
(4)氧化应激指标:小鼠处死后采集结肠组织,

按照氧化应激试剂盒说明书测定结肠组织与血浆

中谷胱甘肽过氧化物酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物

酶(GSH-Px)、丙二醛(MDA)的含量。
1. 3　 统计学分析

使用 GraphPad Prism 6. 0 多 重 比 较 分 析

(ordinary one-way ANOVA)并绘制小鼠血凝四项表

格、氧化应激指标及 ELISA 结果柱状图,P< 0. 05 为

差异具有显著性,P< 0. 01 为差异具有极显著性。

2　 结果

2. 1　 各组出栓率与尾栓平均长度

如表 1 所示,0. 02%剂量组小鼠试验期间无尾

部血栓形成;0. 04%剂量组小鼠第 4 天出栓 2 只,第
5、6 天各出栓 1 只,出栓率 40%;0. 06%剂量组小鼠

第 5 天出栓 2 只,第 6 天出栓 8 只,出栓率 100%;

0. 08%剂量组第 4 天出栓 9 只,第 5 天出栓 1 只,出
栓率 100%;0. 10%剂量组小鼠第 2 天出栓 10 只,出
栓率 100%;0. 20%剂量组小鼠第 1 天出栓 10 只,出
栓率 100%。

如图 1 所示,自 0. 06%剂量组至 0. 20%剂量

组,小鼠黑尾长度逐渐延长,黑尾颜色逐渐加深。

图 1　 各组小鼠尾部血栓照片

Figure 1　 Photos of thrombus in the tail of mice in each group

2. 2　 各组血凝四项结果

如表 2 所示,与空白对照组相比,0. 02%剂量组

小鼠血凝四项均无显著差异;0. 04%剂量组小鼠仅

PT 显著延长(P< 0. 05);0. 06%剂量组小鼠 FIB 含

量显著升高 ( P < 0. 05 ), APTT 显著缩短 ( P <
0. 05),TT 显著延长(P< 0. 05),PT 极显著延长(P<
0. 01);0. 08%剂量组、0. 10%剂量组与 0. 20%剂量

组 FIB 含量极显著升高(P< 0. 01),APTT 极显著缩

短(P< 0. 01),TT、PT 均极显著延长(P< 0. 01)。
表 1　 各组小鼠尾部血栓出栓结果(n= 10)

Table 1　 Results of thrombus outlet in the tail of mice in each group(n= 10)

组别
Groups

每天出栓数
Number of bolts per day

第 1 天
Day 1

第 2 天
Day 2

第 3 天
Day 3

第 4 天
Day 4

第 5 天
Day 5

第 6 天
Day 6

第 7 天
Day 7

第 8 天
Day 8

第 9 天
Day 9

总出栓率(%)
Total rate of
bolt (%)

平均栓长(cm)
Mean bolt

length (cm)

空白对照组
Control group 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0. 02%剂量组
0. 02% dose group 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0. 04%剂量组
0. 04% dose group 0 0 0 2 1 1 0 0 0 40 0. 83 ± 0. 23

0. 06%剂量组
0. 06% dose group 0 0 0 0 2 8 0 0 0 100 0. 90 ± 0. 19

0. 08%剂量组
0. 08% dose group 0 0 0 9 1 0 0 0 0 100 1. 28 ± 0. 30

0. 10%剂量组
0. 10% dose group 0 10 0 0 0 0 0 0 0 100 1. 90 ± 0. 32

0. 20%剂量组
0. 20% dose group 10 0 0 0 0 0 0 0 0 100 2. 13 ± 0. 28

08



中国实验动物学报 2021 年 2 月第 29 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2021,Vol. 29, No. 1

表 2　 各组血凝四项结果(n= 5)
Table 2　 Results of hemagglutination in each group(n= 5)

组别 Groups 活化部分凝血活酶时间 APTT 凝血时间 TT 凝血酶原 FIB 凝血酶原时间 PT
空白对照组
Control group 155. 22 ± 18. 50 57. 21 ± 8. 70 78. 68 ± 10. 09 10. 32 ± 1. 05

0. 02%剂量组
0. 02% dose group 153. 21 ± 10. 84 57. 52 ± 7. 06 79. 3 ± 5. 04 10. 81 ± 1. 31

0. 04%剂量组
0. 04% dose group 149. 34 ± 2. 80 61. 06 ± 4. 61 82. 08 ± 5. 29 14. 30 ± 0. 80 ∗

0. 06%剂量组
0. 06% dose group 127. 69 ± 10. 63 ∗ 69. 65 ± 4. 24 ∗ 91. 42 ± 2. 98 ∗ 15. 87 ± 0. 54 ∗∗

0. 08%剂量组
0. 08% dose group 122. 00 ± 4. 11 ∗∗ 73. 41 ± 2. 27 ∗∗ 99. 92 ± 2. 26 ∗∗ 17. 60 ± 0. 78 ∗∗

0. 10%剂量组
0. 10% dose group 114. 77 ± 7. 51 ∗∗ 74. 44 ± 5. 03 ∗∗ 101. 72 ± 5. 83 ∗∗ 17. 70 ± 0. 86 ∗∗

0. 20%剂量组
0. 20% dose group 104. 77 ± 5. 72 ∗∗ 79. 45 ± 4. 54 ∗∗ 112. 05 ± 4. 64 ∗∗ 18. 40 ± 1. 27 ∗∗

注:与空白组比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。 (下图同)
Note. Compared with blank control group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. (The same in the following figures)

注:A:各组小鼠结肠组织中炎症因子指标检测结果;B:各组小鼠血浆中炎症因子指标检测结果。

图 2　 各组小鼠结肠组织与血浆中炎症因子指标检测结果

Note. A. Detection results of inflammatory factors in colon tissues of mice in each group. B. Detection results of inflammatory
factors in plasma of mice in each group.

Figure 2　 Detection results of inflammatory factors in colon tissues and plasma of mice in each group

2. 3　 各组炎症因子指标检测结果

如图 2,与空白对照组比,0. 06%剂量组与 0. 08%
剂量组结肠组织中 IL-1β 显著升高 (P< 0. 05)、
0. 20%剂量组 IL-1β 极显著升高(P< 0. 01)、0. 06%剂

量组与 0. 08%剂量组 TNF-α 显著升高(P< 0. 05)、

0. 20%剂量 TNF-α 极显著升高(P< 0. 01)、0. 06%剂

量组与 0. 08%剂量组 IL-10 显著降低(P < 0. 05)、
0. 20%剂量组 IL-10 极显著降低(P< 0. 01)。

与空白对照组相比,0. 06%剂量组与 0. 08%剂

量组血浆中 IL-β 显著升高(P< 0. 05)、0. 20%剂量
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组 IL-β 极显著升高(P < 0. 01)、0. 06%剂量组与

0. 08%剂量组 TNF-α 显著升高(P< 0. 05)、0. 20%
剂量 TNF-α 极显著升高(P< 0. 01)、0. 06%剂量组

与 0. 08%剂量组 IL-10 显著降低(P< 0. 05)、0. 20%
剂量组 IL-10 极显著降低(P< 0. 01)。
2. 4　 各组氧化应激指标检测结果

如图 3,与空白对照组相比,0. 06%剂量组与

0. 08%剂量组结肠组织中 SOD 显著降低(P< 0. 05),

0. 20%剂量组 SOD 极显著降低(P< 0. 01),0. 06%剂

量组、0. 08%剂量组与 0. 2%剂量组 GSH-Px 均极显著

降低(P < 0. 01),0. 06% 剂量组、0. 08% 剂量组与

0. 20%剂量组 MDA 均显著升高(P< 0. 05)。
与空白对照组相比,0. 06%剂量组、0. 08%剂量

组与 0. 20%剂量组血浆中 SOD 均显著降低 (P <
0. 05)、GSH-Px 均极显著降低(P< 0. 01)、MDA 均

显著升高(P< 0. 05)。

注:A:各组小鼠结肠组织中中氧化应激指标检测结果;B:各组小鼠血浆中中氧化应激指标检测结果。

图 3　 各组小鼠结肠组织与血浆中氧化应激指标检测结果

Note. A. Detection results of oxidative stress in colon tissues of mice in each group. B. Detection results of oxidative stress in plasma of mice in each group.

Figure 3　 Detection results of oxidative stress in colon tissues and plasma of mice in each group

3　 讨论

采用角叉菜胶制备的大 /小鼠血栓模型不需要

进行手术等复杂操作且对动物造成创伤小,尾部血

栓程度易于观察和测量[5]。 角叉菜胶可诱导机体

组织急性炎症反应,炎症因子释放入血后,可损伤

血管内皮细胞并导致血栓形成;因小鼠尾部为单股

动脉循环,一旦栓塞很难形成侧支循环导致尾部组

织逐渐 缺 血 坏 死[6]。 目 前 普 遍 采 用 0. 20% ~

0. 80%剂量的角叉菜胶制备的小鼠尾部血栓模型,
该模型出栓时间过短(6 ~ 12 h)、尾部病变严重,多
种防治药物难以短时间内发挥疗效,不利于相关防

治药物的研究工作。 故本试验采用低剂量的角叉

菜胶连续腹腔注射的方式建立慢性血栓小鼠模型,
以期延长尾部血栓形成时间、减轻血栓的严重程

度。 0. 06%、0. 08%、0. 10%、0. 20%剂量组小鼠出栓

率均为 100%,但各组小鼠集中出栓的时间分别为

第 6 天(80%)、第 4 天(90%)、第 2 天(100%)、第 1
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天(100%),因此,0. 06%、0. 08%角叉菜胶连续腹腔

注射均可建立小鼠慢性血栓模型,除尾部血栓外,
其他部位(如耳部、四肢)未见明显血栓。

血凝四项(PT、APTT、TT、FIB)检测对诊断凝血

系统异常的血液性疾病具有重要意义[7]。 血栓形

成过程中将消耗大量凝血因子导致 PT 延长,而凝

血因子的缺失则会引起 APTT 的缩短;同时在凝血

酶的作用下,FIB 不断转化为纤维蛋白(血栓主要成

分)并使机体血液持续保持高凝状态,当血液中纤

维蛋白含量过高时,机体纤溶增强,纤维蛋白降解

产物增多,导致 TT 延长[8-9]。 0. 06%以上各剂量组

与空白对照组相比 PT、TT、FIB 均显著升高,APTT
显著降低,表明机体凝血与纤溶平衡被打破,凝血

亢进,导致各组小鼠均出现尾部血栓且 0. 06%剂量

组小鼠在第 6 天集中出栓,0. 02%与 0. 04%剂量组

小鼠出栓率较低,而 0. 10%与 0. 20%剂量组小鼠虽

然全部出现尾栓但出栓时间太短,为急性血栓模

型,因此,选择 0. 06%角叉菜胶连续腹腔注射 6 d 作

为慢性血栓小鼠模型条件。
研究表明,腹腔注射角叉菜胶会引起大 /小鼠

肠道炎症,大量炎症介质的生成与尾部血栓的形成

密切相关[10-11]。 0. 06%、0. 08%、0. 20%剂量组结肠

组织、血液中 IL-1β、TNF-α 含量均显著升高,IL-10
含量均显著降低。 另外,血管内皮细胞 ( vascular
endothelial cells,VECs)在血栓形成过程中发挥重要

的调节作用,VECs 通常处于两种状态:静止状态、
激活状态;静止状态的 VECs 具有抗血栓作用,当局

部组织炎症并释放的大量炎性介质( IL-1β,TNF-α
等)可激活 VECs,使其抗黏附、抗凝功能将转变为

促黏附、促聚集的功能,从而破坏 VECs 维持的血凝

与纤溶之间的平衡状态,最终促进血栓形成[12]。 炎

症与氧化应激常伴随发生,炎症、氧化应激可导致

组织、 细 胞 内 产 生 大 量 活 性 氧 ( reactive oxide
species,ROS),ROS 蓄积将引起血管内皮细胞损伤;
还可促进免疫细胞(单核细胞、T 淋巴细胞、肥大细

胞等)的趋化、聚集并释放大量炎性因子,加剧血管

内壁的炎症反应[12]。 0. 06%、0. 08%、0. 20%剂量组

结肠组织、血液中抗氧化酶(SOD,GSH-Px)活性均

显著降低,氧化产物(MDA)含量均显著升高。 综上

所述,角叉菜胶连续腹腔注射可引起肠道组织的炎

症、氧化应激反应,炎症介质进入血液循环系统,激
活 VECs(或破坏结构),从而导致小鼠尾部血栓。
因此,角叉菜胶诱导的机体炎症、氧化应激反应是

小鼠尾部血栓形成的重要原因。
0. 06%的角叉菜胶溶液连续腹腔注射 6 d 可以

建立慢性血栓小鼠模型,该模型形成时间长、尾部

病变轻(黑尾长度短、颜色浅),为防治血栓相关药

物或疗法(针刺、艾灸等)的研究提供了更加合适的

动物模型。 另外,除黑尾率、黑尾长度外,结合结肠

组织、血液中炎症、氧化应激指标变化及血凝四项

检查,可更好的评价药物或疗法的作用。 值得注意

的是,温度能够影响造模成功率,低温可引起血管

收缩、血液流速减慢,导致黑尾时间提前,而高温则

不易形成黑尾[1,13];刘彦霞等[3] 研究发现湿度也是

影响该模型的重要因素,湿度越高,黑尾出现时间

越早。 由于小鼠品种、个体差异及饲养环境不同,
建议开展相关研究前进行预实验,确定最佳的药物

浓度及给药时间。
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