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【摘要】目的：筛选和探讨大气压冷等离子体（CAP）对血液凝固的影响并筛选其最佳参数，初步探讨其作用机制。方法：首

先，利用不同作用距离（1、2、3 cm），不同放电电压（3.33、6.73、8.03 kV），不同作用时间（30、60、120 s）的CAP处理大鼠血

滴，观察不同参数CAP对血滴凝固效果的影响，筛选CAP促进凝血的最佳参数。之后，将22只SD大鼠随机分为空白对

照组（n=11）和CAP处理组（n=11），验证上述最佳CAP参数对SD大鼠出血模型的止血效果。最后，通过抗凝血滴实验探

讨CAP促进血液凝固的机制。结果：体外血滴实验结果显示，与对照组相比，CAP组血滴凝固效果更明显，主要表现为血

滴表面干燥和酒窝样凹陷增多，且血滴凝固效果与CAP处理时间和放电电压呈正相关，与CAP作用距离呈负相关。动物

出血模型研究结果显示，放电电压8.03 kV、作用时间120 s、作用距离1 cm的CAP处理出血部位可以显著缩短出血时间并

降低出血量。抗凝血滴结果显示，CAP可以显著促进枸橼酸钠抗凝血滴的凝固。结论：CAP对血液凝固具有明显的时间

促进作用，且与作用距离和放电电压密切相关。其机制可能与CAP促进纤维蛋白原向纤维蛋白转化有关。
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Abstract: Objective To investigate the effects of cold atmospheric plasma (CAP) on blood coagulation, determine the optimal

parameters and explore its mechanism. Methods Firstly, the blood drops of Sprague-Dawley (SD) rats were treated with CAP

with different treatment distances (1, 2 and 3 cm), different discharge voltages (3.33, 6.73 and 8.03 kV), and different treatment

durations (30, 60 and 120 s) to investigate the effects of CAP with different parameters on blood coagulation and determine the

optimal parameters for blood coagulation. Subsequently, 22 SD rats were randomly divided into control group (n=11) and CAP

treatment group (n=11) to verify the hemostatic effect of CAP with the optimal parameters in different rat bleeding models. Finally,

the mechanism of CAP to promote blood coagulation was explored by anticoagulation test. Results The results of in vitro blood

test showed that CAP significantly promoted blood coagulation, which was featured with surface drying and the increasing number

of dimple signs. Besides, the effect of CAP on blood coagulation was positively correlated with treatment durations and discharge

voltages, but negatively correlated with treatment distances. The research on rats bleeding models showed that CAP with the

optimal parameters (discharge voltage of 8.03 kV, treatment duration of 120 s, and treatment distance of 1 cm) significantly

shortened the bleeding time and reduced the amount of bleeding. The results of anticoagulant test proved that CAP could

significantly promote the coagulation of anticoagulant blood drops with sodium citrate. Conclusion CAP significantly shortens

the time for blood coagulation. The effect of CAP on blood coagulation is closely dependent on treatment distance, discharge
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前 言

等离子体通常是一种离子化的气体状物质，被

认为是独立于固、液、气之外的物质第四态，按照粒

子的温度可将等离子体分为两大类，热平衡等离子

体（或热等离子体）和非热平衡等离子体（或冷等离

子体）［1］。其中，热等离子体具有较高的能量密度，粒

子温度可达 10 000-20 000 K 的数量级，故被广泛用

于铜、铝、钛、镍等金属材料的高温熔炼［2］，非金属材

料的热熔化和纳米材料的制备等；而冷等离子体则

被用于材料表面改性、清洁活化、高效灭菌和加速化

学反应等。

出血作为最常见的创伤表现形式，是创伤早期

患者死亡的主要原因之一［3］。内脏出血、腔道出血等

隐匿性出血，目前多采用介入手术栓塞血管、出血点

套扎等方式，手术难度较大。既往研究显示，热等离

子体可以通过热效应使蛋白变性和血液干燥从而达

到凝血的目的［4］，但热等离子体在发挥凝血作用的同

时可引发出血部位的灼痛感，甚至造成周围组织的

烧伤和伤口的延迟愈合［5］。据报道，大气压冷等离子

体（Cold Atmospheric Plasma, CAP）可以加速血液凝

固并促进伤口愈合，且不会对周围组织造成损伤，该

研究结果为出血性疾病治疗提供了新的方法和思路［6-7］。

本研究从体外血滴实验不同参数CAP对凝血效果的

影响以及动物出血模型两个方面展开CAP促凝血现

象的验证，并通过抗凝血滴对其机制进行了初步

探索。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

清洁级成年雄性SD大鼠22只，体质量（250±20）g，

由第四军医大学实验动物中心提供。大鼠随机分为

空白对照组（n=11）和CAP处理组（n=11）。动物饲养

在22~24 ℃的恒温环境中，湿度保持在40%~70%，保

证12 h/d的光照并避免噪音，饲养期间所有动物可自

由摄取水和食物。所有实验均获得第四军医大学伦

理委员会批准。

1.2 CAP装置

本实验采用的CAP装置由清华大学工程物理系

研制，该装置以氦气作为气体源，采用介质阻挡放电

方式产生CAP射流，其中含有OH、N2、He、O、NO、N2
+

等活性离子。

1.3 血滴实验

大鼠用 1%戊巴比妥钠（0.45 mg/kg）腹腔注射麻

醉，在距大鼠尾部末端约 2 mm处剪断其尾巴，然后

立即用无菌离心管收集血液并吸取100 µL血液滴于

载玻片中央。将制备好的血滴玻片随机分为Control

组（n=3）和CAP处理组（n=3）。CAP处理组立即采用

不同作用距离（1、2、3 cm），不同放电电压（3.33、6.73、

8.03 kV）和不同作用时间（30、60、120 s）的CAP处理

血滴。Control组暴露于空气中不做任何处理。血液

滴于玻片 5 min 时采集血滴图片，分析血滴凝固

效果。

1.4 出血模型实验

1.4.1 尾部出血模型 将大鼠按照上述方法麻醉，在

距大鼠尾部末端约 5 mm处剪断尾巴建立此出血模

型［8］，之后立即采用正常血滴实验筛选的CAP最佳凝

血参数（放电电压8.03 kV、照射时间120 s、照射距离

1 cm）处理出血部位，通过记录出血时间和出血量（滤

纸吸收血液后湿重-滤纸干重）评价 CAP 的凝血效

果［9］。Control组暴露于空气中不做任何处理。

1.4.2 脚趾出血模型 在距大鼠左前足最外侧脚趾末

端约1 mm处剪断脚趾建立此出血模型。之后，采用

与尾部出血模型相同的CAP参数研究其对大鼠脚趾

出血的干预效果。

1.4.3 股静脉出血模型 将大鼠仰卧位固定于无菌操

作台上，剔除大鼠左侧腹股沟毛发，碘伏消毒皮肤后

暴露并分离股静脉，用6号针头45°穿刺股静脉，建立

股静脉出血模型［10］。采用与尾部出血模型相同的方

式观察CAP对大鼠股静脉出血的干预效果。

1.5 抗凝血滴实验

将大鼠用 1%戊巴比妥钠（0.45 mg/kg）腹腔注射

麻醉，之后做“U型”皮肤切口，剪断肋骨并充分暴露

心脏，利用无菌注射器于左心室抽取6 mL血液，并用

枸橼酸钠对抽取的血液作抗凝处理。吸取抗凝血

100 µL滴于载玻片中央，采用放电电压8.03 kV、处理

时间 120 s 和作用距离为 1 cm 的 CAP 处理血滴。

Control组暴露于空气中不做任何处理。血液滴于玻

片5 min时采集血滴图片，并分析血滴凝固效果。

1.6 统计学分析

采用SPSS 20.0进行数据统计分析，所有数据以

均值±标准差表示，出血时间、出血量采用单因素方

差分析进行组间比较，P<0.05认为结果有显著性差异。

voltage and treatment duration, and its mechanism may be related with the conversion of fibrinogen to fibrin.

Keywords: cold atmospheric plasma; blood coagulation; bleeding model; rat
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2 结 果

2.1 CAP促进血滴凝固的距离效应

不同CAP作用距离结果显示，Control组血滴表面

形态未发生明显变化（图1a）。与对照组相比，当放电电

压为8.03 kV，处理时间为120 s，作用距离为1 cm时，CAP

处理组血滴表面变得干燥且有壳样物形成，其表面可见

酒窝样凹陷（图1b）；当放电电压和处理时间不变，作用

距离增加至2 cm时，CAP组血滴表面干燥程度显著降

低，凹陷数量明显减少（图1c）；当作用距离增加至3 cm

时，可见CAP组仅血滴周围有轻度凝固，血滴表面未见

明显凹陷（图1d）。上述结果提示，CAP具有明显促进

血滴凝固的作用，并且与CAP作用距离呈负相关。

a：Control组 b：CAP作用距离为1 cm c：CAP作用距离为2 cm d：CAP作用距离为3 cm

图1 CAP促进正常血滴凝固的距离效应

Fig.1 Effect of treatment distance of cold atmospheric plasma (CAP) on blood coagulation

a：Control组 b：CAP处理30 s c：CAP处理60 s d：CAP处理120 s

图2 CAP促进血滴凝固的时间效应

Fig.2 Effects of treatment duration of CAP on blood coagulation

2.2 CAP促进血滴凝固的时间效应

Control组血滴暴露于空气中 5 min后其表面形

态几乎没有变化，中央区依然光滑透亮（图 2a）。与

对照组相比，当放电电压为8.03 kV，作用距离为1 cm，

处理时间为 30 s 时，CAP 处理组的血滴表面变得干

燥，可见细小的壳样物与酒窝样凹陷（图2b）；当放电

电压和作用距离不变，作用时间延长至 60 s时，CAP

处理组的血滴表面干燥程度显著增加，血滴表面凹

陷数量明显增多、凹陷面积明显增大（图2c）；当放电

电压和作用距离不变，作用时间增加至120 s时，可见

CAP组血滴表面大部分区域变成壳样物，凹陷数量

进一步增多（图 2d）。上述结果提示，CAP具有明显

的促进血滴凝固作用，并且随着CAP作用时间呈正

相关。

2.3 CAP促进血滴凝固的电压效应

Control组血滴暴露于空气中 5 min后血滴形态

几乎没有变化，中央区光滑透亮（图 3a）。与Control

组相比，当CAP处理时间为120 s，作用距离为1 cm，

放电电压为3.33 kV时，CAP组血滴边缘变得干燥且

有凹陷形成，血滴中央依然光滑透亮（图3b）；当CAP

作用时间和作用距离不变，放电电压增加为 6.73 kV

时，CAP组血滴大部分区域变得干燥形成壳样物，血

滴表面出现许较多细小凹陷，血滴中央仍可见小范

围光滑透亮区（图 3c）；当作用时间和作用距离保持

不变，放电电压增加为 8.03 kV 时，CAP 组血滴表面

壳样物范围增大，表面凹陷增多（图 3d）。上述结果

提示，CAP可显著促进血滴凝固，并且与CAP放电电

压呈正相关。

2.4 CAP对大鼠不同部位出血的凝血效果

与Control组相比，CAP组大鼠尾部、脚趾、股静

脉的出血时间和出血量均显著降低（P<0.05），见图

4。上述结果提示，CAP可以加速动物不同部位出血

的凝血过程。

2.5 CAP对抗凝血滴的凝固作用

在观察时间内，Control组血滴形态几乎没有变化

（图5a）。与Control组相比，CAP组血滴表面变得干燥、

血滴表面酒窝样凹陷明显增多（图5b）。上述结果提示，

CAP可以明显促进枸橼酸钠抗凝血滴的凝固。
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3 讨 论

本论文研究所采用的CAP射流是外加电场电离

稀有气体后产生的含有大量带电粒子、活性自由基、

激发态中性粒子及光子等的第四类物质状态，其中

的活性成分具有诱导恶性肿瘤细胞凋亡［11］、调节细胞

聚集粘附与增殖［12］、加速化学反应［13］等功能。既往

实验室研究显示，CAP可以促进血液样本快速凝固，

其机制可能与CAP中的氧自由基加速凝血化学反应

有关［14］。另据报道，与传统电凝止血相比，低温等离

子体对腺样体肥大手术中的出血具有良好止血效果［6］。

Fridman等[5]也发现了类似现象，即CAP可以显著促

进脾脏切口的血液凝固，且不产生明显的组织损伤。

本研究为了筛选和探讨常压冷等离子体对血液

凝固的影响并筛选其最佳参数，初步探讨其作用机

制，首先观察了CAP对血滴凝固的影响。结果显示，

CAP可以明显促进血滴凝固，主要表现为血滴表面

壳样物和酒窝样凹陷形成以及干燥程度增加［15］。并

且，CAP促凝血作用与CAP的处理时间、作用距离和

放电电压密切相关，该结果与Kuo等［15］的研究结果一

致。进而，笔者采用血滴实验筛选确定的CAP最佳

凝血参数，观察CAP对大鼠不同部位出血的促凝效

果，发现与 Control 组相比 CAP 组大鼠尾部、脚趾和

股静脉的出血时间明显缩短，出血量明显降低，提示

CAP对体外血滴具有明显的促凝作用，对动物不同

部位出血也具有明显的凝血作用，该结果与Fridman［5］

和Kalghatgi［7］的研究结果一致。

随后笔者利用CAP处理枸橼酸钠抗凝的血滴，

结果显示，CAP可以明显促进抗凝血滴凝固。已有

研究表明，枸橼酸根离子可与血中的Ca2+相结合，形

成不易离解的可溶性络合物，通过降低血液中Ca2+浓

度，抑制凝血。既往认为，等离子体可以通过氧化还

原反应提高血液中Ca2+浓度，进而促进血液凝固［16］。

然而，最新研究显示，等离子体处理血液后，其pH值

与Ca2+浓度均无显著变化，提示CAP促进血液凝固，

特别是枸橼酸钠抗凝血液凝固可能不是通过增加

a：Control组 b：3.33 kV CAP c：6.73 kV CAP d：8.03 kV CAP

图3 CAP促进血滴凝固的电压效应

Fig. 3 Effect of discharge voltages of CAP on blood coagulation

a：出血时间 b：出血量

图4 CAP对大鼠不同部位出血的凝血效果

Fig.4 Coagulation effect of CAP in rat models with different bleeding sites

*P<0.05, CAP vs Control；**P<0.01, CAP vs Control

图5 CAP对抗凝血滴的凝固作用

Fig.5 Effect of CAP on anticoagulant blood

a：Control组 b：CAP最佳凝血参数处理组
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Ca2+浓度发挥作用［7］。考虑到Ca2+参与凝血级联反应

的凝血酶原激活物形成和凝血酶形成过程，但不参

与纤维蛋白形成，笔者认为，CAP可能主要是通过促

进纤维蛋白原向纤维蛋白转化而加速凝血过程。该

推测与既往报道一致，即Kalghatgi等［7］利用等离子体

处理人工合成的纤维蛋白原溶液后，溶液逐渐浑浊，

提示等离子体可以启动纤维蛋白原向纤维蛋白

转化。

综上所述，我们认为CAP可以加速血液凝固并

增强其凝血效果，该过程可能与CAP促进纤维蛋白

原向为纤维蛋白转化有关。
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