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红景天苷体外抗血栓作用的实验研究
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［摘　要］目的：了解红景天苷（Ｓａｌ）对小鼠体外血栓的影响及作用机制。方法：制备小鼠洗涤血小板，分为空
白对照组、Ｓａｌ（１２５、２５０、５００、１００００及２０００μｍｏｌ／Ｌ）５个剂量组和裂解液裂解组，通过乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）
法检测Ｓａｌ对血小板的毒性作用；将洗涤血小板分为空白对照组、模型组、阳性药组（替罗非班０５ｍｇ／Ｌ）、Ｓａｌ低
剂量组（２５μｍｏｌ／Ｌ）及Ｓａｌ高剂量组（５０μｍｏｌ／Ｌ），以凝血酶诱导血块回缩，观察各组血块回缩情况，同时采用酶
联免疫吸附方法测定血栓素Ｂ２（ＴＸＢ２）含量。结果：裂解液裂解组小鼠洗涤血小板 ＬＤＨ活性明显高于空白对
照组，Ｓａｌ各剂量组小鼠洗涤血小板ＬＤＨ活性分别明显低于裂解液裂解组（Ｐ＜００１）；模型组小鼠洗涤血小板中
凝血酶能引起明显的血块回缩、血块比率明显低于空白对照组（Ｐ＜００１），替罗非班组则受到显著抑制、血块比
率明显大于模型组（Ｐ＜００１），Ｓａｌ低剂量和高剂量组均可抑制凝血酶诱导的血块回缩、血块比率大于模型组（Ｐ
＜００５或Ｐ＜００１）；模型组洗涤血小板ＴＸＢ２含量水平明显高于空白对照组，Ｓａｌ低、高剂量组和阳性对照组小
鼠低于模型组（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结论：Ｓａｌ对血小板无明显毒性，可以明显抑制凝血酶诱导的血块回缩，
此过程可能是通过减少血小板ＴＸＡ２的含量发挥作用。
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　　血小板在生理性止血过程中发挥着重要作用，
当血管受到某些刺激造成血管损伤而出血时，损伤

部位的激活因素即可刺激血小板，使其发生聚集、

黏附成为凝块，产生初级止血的作用，随后血小板

经过一系列的反应，直到血块回缩产生稳定的血

栓［１－２］。临床实践表明，中药及其制剂对于抗血小

板、抗血栓具有良好的效果，在治疗心血管疾病方

面具有疗效可靠，副作用小等优势［３］。红景天是

大花红景天（ｒｈｏｄｉｏｌａｒｏｓｅａＬ）的干燥根和根茎，据
药典记载，红景天具有益气活血、通脉平喘的功效，

可用于治疗气虚血瘀、胸痹心痛、中风偏瘫及倦怠

气喘等［４］。红景天苷（ｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ，Ｓａｌ）是红景天的
主要有效成分［５］，现代药理研究表明 Ｓａｌ具有保护
心肌缺血－再灌注损伤［６］、缓解动脉粥样硬化［７］、

抗肿瘤［８］、保护肾脏［９－１０］、保护肝脏［１１－１２］及抗衰

老［１３］等多种药理作用，但对 Ｓａｌ的抗血栓作用研
究较少。因此，本研究采用血块回缩实验，观察Ｓａｌ
体外抗血栓作用，并对血小板血栓素 Ｂ２（ｔｈｒｏｍｂｏｘ
ａｎｅＢ２，ＴＸＢ２）水平进行检测，为进一步开发Ｓａｌ提
供理论基础。

１　材料与方法

１１　材料
１．１．１　实验动物　清洁级昆明小鼠，２０只，体质
量２５～３０ｇ，雌雄各半，由贵州医科大学实验动物
中心提供，动物合格证号 ＳＣＸＫ（黔）２０１８－０００１。
实验前适应性喂养３ｄ。
１１２　主要药物及试剂　Ｓａｌ购自上海瓦兰生物
科技有限公司（批号 ＨＪＴ２０１８０８１２，纯度≥９８％），
凝血酶（批号 ＳＬＢＶ２１３６）、纤维蛋白原（批号
ＳＬＢＳ４２３８）和前列腺素 Ｅ１（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ１，ＰＧＥ１，
批号ＢＣＢＱ３３１２Ｖ）均购自Ｓｉｇｍａ公司，盐酸替罗非
班氯化钠注射液（批号１７１２０１）购自远大医药中国
有限公司，裂解液（批号２０１８０９１３）购自北京索莱
宝科技有限公司，乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒（批号 ２０１９０３２７）购自南京建成
生物工程研究所，ＴＸＢ２试剂盒（批号２０１９０３）购自
上海将来实业股份有限公司。

１１３　仪器　ＢＣ－５１３０型全自动血液细胞分析
仪购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司，

５８１０Ｒ型高速冷冻离心机购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司，移液器购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，ＸＳ２０５型万分
之一电子天平购自瑞士梅特勒 －托利多科学仪器
公司产品，ＲＰ６００２Ｋ型电子天平购自常州锐品精
密仪器有限公司，ＥＬｘ８００－ＭＶ酶标仪购自美国柏
腾仪器有限公司。

１２　方法
１２１　制备小鼠洗涤血小板　实验前小鼠正常给
予饲料和饮水，不给予药物干预。实验时，将小鼠

麻醉（４％水合氯醛、４００ｍｇ／ｋｇ）固定后，以３８％枸
橼酸钠抗凝（抗凝剂与所取血液体积之比为１∶９）下
腔静脉取血，置于１０ｍＬ离心管内，加入１×Ｔｙｒｏｄｅ
Ｂｕｆｆｅｒ（ＮａＣｌ１３７ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＨＣＯ３１３８ｍｍｏｌ／Ｌ、
ＫＣｌ２５ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＨ２ＰＯ４０３６ｍｍｏｌ／Ｌ、ＨＥＰＥＳ
２０ｍｍｏｌ／Ｌ、葡萄糖５５ｍｍｏｌ／Ｌ）等体积稀释，同时
加入终浓度为 ５０μｇ／Ｌ的 ＰＧＥ１；２２０×ｇ离心
２０ｍｉｎ，吸取上层富含血小板液体，转移至另一离心
管（１０ｍＬ），加入终浓度５０μｇ／ＬＰＧＥ１和１ｍｍｏｌ／Ｌ
乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤ
ＴＡ）；２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，离心管
底部为血小板团块；加入适量１×ＴｙｒｏｄｅＢｕｆｆｅｒ重
悬血小板，并加入终浓度５０μｇ／ＬＰＧＥ１；２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入适量 １×Ｔｙｒｏｄｅ
Ｂｕｆｆｅｒ重悬血小板；血细胞分析仪检测血小板数
目，用１×ＴｙｒｏｄｅＢｕｆｆｅｒ调整血小板数目至２×１０１１

个／Ｌ，室温静置３０ｍｉｎ备用。
１２２　ＬＤＨ法检测Ｓａｌ对血小板的毒性作用　将
制备的洗涤血小板分为７组，即空白对照组（生理盐
水）、Ｓａｌ（１２５、２５０、５００、１０００及２０００μｍｏｌ／Ｌ）５
个剂量组（Ｓａｌ为生理盐水配制）和裂解液裂解组。
将血小板按照分组给予不同处理孵育１ｈ后，参照
文献［１４］制取待测样品，使用 ＬＤＨ试剂盒检测各
组ＬＤＨ含量，并计算 ＬＤＨ的相对释放量（％）＝
［给药组 ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）／裂解液裂解组 ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）］
×１００％。
１２３　血块回缩的检测　将制备的洗涤血小板分
装到２ｍＬ离心管中，每管５００μＬ，分为空白对照
组（５μＬ生理盐水）、模型组（５μＬ生理盐水）、阳
性对照组（５μＬ替罗非班，终浓度为０５ｍｇ／Ｌ），
Ｓａｌ低剂量组（终浓度２５μｍｏｌ／Ｌ）及 Ｓａｌ高剂量组
（终浓度 ５０μｍｏｌ／Ｌ），与药物混匀后室温孵育
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１０ｍｉｎ；各管加入ＣａＣｌ２５μＬ和纤维蛋白原１０μＬ，
使Ｃａ２＋终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，纤维蛋白原终浓度为
４００ｍｇ／Ｌ，手指轻轻弹动，使其均匀混合；除空白对
照组外，其余各管加入现配的２００００Ｕ／Ｌ凝血酶
５μＬ，使其终浓度为２００Ｕ／Ｌ，上下轻轻颠倒几次
使其混匀，３７℃水浴放置，３０ｍｉｎ时进行观察和拍
照，用ＩｍａｇｅＪ法计算血块比率（％）＝（血块面积／
血块回缩前面积）×１００％［１５］。

１２４　ＥＬＩＳＡ法检测血小板中 ＴＸＢ２的含量　分
组同 １２３，在洗涤血小板中加入不同处理孵育
５ｍｉｎ后，加入 ＣａＣｌ２，使 Ｃａ

２＋终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，
随后加入凝血酶（终浓度 ２５×１０－５Ｕ／Ｌ）聚集
５ｍｉｎ，加入 ２×终止液（６ｍｍｏｌ／Ｌ阿司匹林，
２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）停止反应，并于冰上静置８ｍｉｎ，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ［１６］；取上清保存于
－２０℃，样品用ＴＸＢ２试剂盒检测。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１９０软件分析，计量数据以 均数
±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组比较采用单因素方差分
析，两两比较采用ＬＳＤ方法。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２１　血小板ＬＤＨ活性
血小板孵育１ｈ后，与空白对照组相比，裂解

液裂解组小鼠洗涤血小板 ＬＤＨ活性明显较高，差
异有高度统计学意义（Ｐ＜００１），但其余各组与空
白对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与裂

解液裂解组相比，Ｓａｌ各剂量组小鼠洗涤血小板
ＬＤＨ活性均明显较低，差异有高度统计学意义（Ｐ
＜００１），但Ｓａｌ各剂量组 ＬＤＨ活性比较差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　各组小鼠洗涤血小板ＬＤＨ活性
及相对释放量（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｌｏｎｔｈｅＬＤＨｒｅｌｅａｓｅ
ｏｆｗａｓｈｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｉｎｍｉｃｅ

　组别
ＬＤＨ活性
（Ｕ／Ｌ）

ＬＤＨ相对释
放量（％）

空白对照组 １２０７１±９９６　 １１８５±１３３
１２５μｍｏｌ／ＬＳａｌ组 １２１７８±１１７６ １１９６±１５１（２）

２５０μｍｏｌ／ＬＳａｌ组 １２９２１±７５１　 １２６８±１１２（２）

５００μｍｏｌ／ＬＳａｌ组 １２２０８±１０３６ １１９３±０６６（２）

１０００μｍｏｌ／ＬＳａｌ组 １２７０６±１７９１ １２３９±１３８（２）

２０００μｍｏｌ／ＬＳａｌ组 １３５９４±１７６６ １３２６±１３３（２）

裂解液裂解组 １０２２０８±３０７０（１）１００００±０００（１）

注：（１）与空白对照组相比，Ｐ＜００１；（２）与裂解液裂解组相
比，Ｐ＜００１。

２２　血小板血块回缩
水浴静置３０ｍｉｎ后，空白对照组小鼠洗涤血

小板未发生血块回缩；与空白对照组相比，模型组

小鼠洗涤血小板中凝血酶能引起明显的血块回缩，

血块比率显著降低，差异有高度统计学意义（Ｐ＜
００１）；阳性对照组小鼠洗涤血小板中血块回缩受
到显著抑制，血块比率显著大于模型组，差异有高

度统计学意义（Ｐ＜００１）；Ｓａｌ低、高剂量组小鼠洗
涤血小板均可抑制凝血酶诱导的血块回缩，血块比

率大于模型组（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。见图 １、
表２。

注：Ａ为空白对照组，Ｂ为模型组，Ｃ为替罗非班组，Ｄ为 Ｓａｌ低剂量组，Ｅ为Ｓａｌ高剂量组。

图１　各组小鼠洗涤血小板的血块回缩比较
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｏｔｒｅｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｗａｓｈｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｉｎｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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表２　各组小鼠洗涤血小板血块回缩
实验中血块比例（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｏｔｒａｔｉｏｏｆｗａｓｈｅｄ
ｐｌａｔｅｌｅｔｓｉｎｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　组别 血块（％）
空白对照组 １００００±０００
模型组 １９７７±３８９（１）

阳性对照组 ７４６６±３３８（３）

Ｓａｌ低剂量组 ３５３２±４０１（２）

Ｓａｌ高剂量组 ７０４８±２７６（３）

注：（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，（２）Ｐ＜

００５，（３）Ｐ＜００１。

２３　血小板ＴＸＢ２含量
与空白对照组相比，模型组洗涤血小板 ＴＸＢ２

含量水平明显增大，差异有高度统计学意义（Ｐ＜
００１）；与模型组相比，Ｓａｌ低、高剂量组和阳性对
照组小鼠洗涤血小板 ＴＸＢ２均减少，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　各组小鼠洗涤血小板ＴＸＢ２含量（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔＳａｌｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｌａｔｅｌｅｔＴＸＢ２
　组别 ＴＸＢ２（ｎｇ／Ｌ）
空白对照组 ９３８±０１８
模型组 １８９４±０４９（１）

阳性对照组 １０１６±０９０（２）

Ｓａｌ低剂量组 １６７０±０１５（２）

Ｓａｌ高剂量组 １２６９±０８３（２）

注：（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ
＜００５。

３　讨论

血小板又称血栓细胞，是源自骨髓巨核细胞的

小片细胞质，无细胞核有细胞质，是最小的血细胞，

其主要功能为凝血和止血［１７］。ＬＤＨ是一种糖酵
解酶，存在于机体所有组织细胞的胞质内，是能催

化乳酸脱氢生成丙酮酸的酶，细胞受损时，受损细

胞释放 ＬＤＨ［１６］；血小板释放的 ＬＤＨ增加，血小板
质量下降，影响血小板功能［１８］。ＬＤＨ释放量反映
药物对血小板的毒性，其释放量大则表明对血小板

产生损伤。空白对照组血小板在静置 １ｈ后有
ＬＤＨ释放到胞外，但释放量明显低于 ＬＤＨ释放较
完全的裂解液裂解组（Ｐ＜００１），Ｓａｌ低、高剂量孵
育血小板后，血小板的ＬＤＨ释放量较少，相较于空
白对照组差异无统计学意义（Ｐ＞００５），但明显低

于裂解液裂解组（Ｐ＜００１），本实验结果表明 Ｓａｌ
各剂量组对血小板ＬＤＨ的释放量差异均无统计学
意义（Ｐ＞００５），提示 Ｓａｌ对血小板无明显毒性反
应。血小板在纤维蛋白索上的黏着，如果血小板伪

足发生收缩，被黏着的纤维蛋白索之间角度显著缩

小，进而引起整个血块的收缩［１９］。血小板介导的

血块回缩有利于伤口的闭合，保证止血，促使形成

更加稳定的栓块［２０］。当机体的血小板出现功能受

损或者计数过低等情况时，则血块回缩亦受到影

响［１９］。本研究在相同血小板计数并排除药物毒性

后，进行了血块回缩实验。在３７℃水浴３０ｍｉｎ后，
空白对照组未发生血块回缩，加了凝血酶刺激的模

型组发生了明显的血块回缩，血块比率显著低于空

白对照组（Ｐ＜００１），阳性药组、Ｓａｌ低剂量组和
Ｓａｌ高剂量组血块比率明显大于模型组（Ｐ＜００５
或Ｐ＜００１）。本实验结果提示 Ｓａｌ对凝血酶刺激
诱发的血块回缩具有显著抑制作用，这表明 Ｓａｌ在
体外对血栓亦有抑制作用。

血小板质膜上具有二磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）受体、ＧＰⅡｂ／Ⅲａ受体以及凝血
酶（ｔｈｒｏｍｂｉｎ）受体等多种受体存在，这些受体具有
相应的受体激动剂并可被其激活［２１－２２］。血小板在

正常脉管系统中处于静息状态［２３］，如果血小板发

生粘附或被激动剂如 ＡＤＰ和凝血酶等激活，血小
板随即发生一系列的后续反应，比如花生四烯酸

（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）的产生代谢，血栓素 Ａ２
（ＴｈｒｏｍｂｏｘａｎｅＡ２，ＴＸＡ２）、ＡＤＰ等进行释放。血小
板发生活化以后，ＡＡ生物转化为 ＴＸＡ２，生成的
ＴＸＡ２与血栓素受体（ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＰ）相
互作用有效地增强血小板活化［２４－２５］。血小板由于

各种原因发生激活时，存在于表面的 ＧＰⅡｂ／ⅢＩａ
受体发生形变，这种状态下该受体具有高亲和力，

可以与配体相结合。任何刺激剂激活血小板均需

通过ＧＰⅡｂ／Ⅲａ受体方可与邻近血小板连接，因
此ＧＰⅡｂ／Ⅲａ受体是血小板聚集和血栓形成的最
终共同通路［２６］。本研究选择的阳性药为替罗非

班，这是一种ＧＰⅡｂ／Ⅲａ受体拮抗剂，结果表明在
凝血酶刺激下，模型组 ＴＸＢ２含量明显升高（Ｐ＜
００１），相较之下，血小板经Ｓａｌ孵育后再由凝血酶
刺激，其生成的 ＴＸＢ２显著减少（Ｐ＜００５）。由于
机体内ＴＸＡ２可在很短的时间内降解为 ＴＸＢ２，因
此实验中只能通过检测 ＴＸＢ２含量来间接反映
ＴＸＡ２含量，Ｅｌｉｓａ法检测结果表明 Ｓａｌ可以减少洗
涤血小板的ＴＸＢ２含量，提示 Ｓａｌ的抗血栓作用可
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能是通过减少ＴＸＡ２实现的。
综上所述，Ｓａｌ对血小板无明显毒性，可以明显

抑制凝血酶诱导的血块回缩，此过程可能是通过减

少血小板ＴＸＡ２的含量发挥作用的。
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