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芦丁抑制家兔血小板激活因子诱导血小板活化

作用的实验研究!

陈文梅 金 鸣 吴 伟 李金荣 臧宝霞 朴永哲

内容提要 目的：观察芦丁对家兔血小板激活因子（-./）诱导血小板聚集、01羟色胺（0123）释放、血小
板内游离钙离子浓度的影响及其机理。方法：以比浊法测定家兔洗涤血小板（45-）聚集率，邻苯二甲醛
（6-3）荧光分光光度法测定0123含量，以/7891,荧光分光光度法测定血小板内游离钙离子浓度的变化。
结果：芦丁体外呈浓度依赖性抑制-./（%:00;+(<%=">／?）诱发的45-聚集、0123释放作用，@A0(分别为

(:’$、+:+$==">／?；同时&):$、+$&、,’*、0*0!=">／?芦丁剂量依赖地抑制-./（*:’);+(<+(=">／?）引起的
血小板内游离钙浓度增高。结论：芦丁可抑制-./诱导的血小板聚集、0123释放及血小板内游离钙浓度增
加。
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芦丁（87JED）又名芸香甙，为一来源很广的黄酮醇
甙化合物。已发现芦丁具有降低毛细血管通透性、抗

炎、抗病毒、镇痛、抗氧化等多方面药理活性。我室发

现红花的水溶性成分红花黄色素具有抗血小板激活因

子（L>9JC>CJ9QJET9JEDHP9QJ"8，-./）作用，为一新的

-./受体拮抗剂（+，,）。芦丁为红花所含成分，与红花
黄色素结构有类似之处，故我们观察了芦丁对-./诱
导的血小板聚集、释放及血小板内游离钙离子浓度的

影响，以探讨红花活血化瘀的作用机理。

材料与方法

+ 药品与试剂 芦丁为上海试剂二厂产品，以二
甲基亚砜（XGV6）配制。-./购自VEH=9公司，银杏
总内酯（YEDW">ERC）由南京药科大学娄凤昌教授提供，
总内酯含量)+:*Z，其中YEDW">ERC.含量$%:&Z，

YEDW">ERC[含量$%:%Z，YEDW">ERCA含量,:(Z；邻苯
二甲醛（6-3）购自北京市化学试剂公司，用+Z无水
乙醇溶液加入+(=">／?2A>配成(:(0Z溶液，褐色瓶

*\保存，+个月内使用；01羟色胺硫酸肌酐购自VEH=9
公司，其标准存储液浓度&(=H／?，*\保存，临用前稀
释为0((!H／?标准应用液；以分析纯经重蒸馏的XG1
V6将/7891,／.G（购自VEH=9公司）配成+==">／?存
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储液，分装后!"#$避光保存，%&’()*+,-##为./0,
12134561/789::7648产品，其余试剂均为国产
分析纯。

; 动物 新西兰大耳白兔，雄性，体重（;<#=
#<>）?@，购自国家药品监督管理局药品检验所，为一级
合格动物。

" 仪器 1A&)*),B)@型血小板聚集仪；日本36,
%/136.,;###型荧光分光光度计。

C 实验方法

C<- 洗涤血小板悬液制备 参照文献（"）方法，兔
耳正中动脉取血，/1D（柠檬酸钠E>FF)B／7，柠檬酸

G-FF)B／7，葡萄糖--#FF)B／7）与全血以-HI体积比
抗凝，"#J@离心>F’*，取上清液富含血小板血浆
（:0:）>##J@离心>F’*，弃上清，沉淀的血小板以K3
G<C血小板洗涤液（LM1B"##FF)B／7，4D%/CFF)B／

7，%&’N>FF)B／7）洗涤两次，最后将血小板混悬于K3
G<C%%,牛血清白蛋白台氏液〔%%O8/ 溶液，P1B
;<I;FF)B／7，5@1B;-<#FF)B／7，LM1B-"GFF)B／7，

1M1B;-<"FF)B／7，%&’N-#FF)B／7，葡萄糖><IFF)B／

7，#<;>Q牛血清白蛋白（O8/）〕中即为兔洗涤血小板
（R0:）。以%%O8/调节血小板浓度为;<>J-#--／7。

C<; 血小板聚集性测定 实验分为D582对照
管、银杏总内酯管及不同剂量芦丁管。取上述 R0:
-E#!B分别加入D582，银杏总内酯或芦丁各-#!B，加
入-<S-J-#!GF)B／7:/.,#<;>QO8/,生理盐水

-#!B，"G$下描记聚集曲线，计算血小板聚集率及药物
对血小板聚集抑制率（6），以观察芦丁对:/.诱导血
小板聚集的抑制作用。

6T〔（-##Q!加药管血小板聚集率）／D582管血
小板聚集率〕J-##Q
C<" 血小板释放>,3%的测定 参照文献（C）方
法，按上述兔血小板聚集性测定方法进行血小板聚集

反应，反应混合液>##J@离心-#F’*，取上清#<"FB
为测定样品，并平行测定#<"FB>##!@／7>,3%标准溶
液。各实验管分别依次加入%%O8/#<GFB、-##Q三
氯乙酸#<"FB混匀，->##J@离心;#F’*，取上清，各加
入2:%／31B液混匀，沸水浴煮-#F’*，冰水冷却

-#F’*，各加三氯甲烷;FB混匀，->##J@离心;#F’*，
各取上清-FB测定荧光。荧光激发波长4U"I#*F，发
射波长4FCG>*F。记录各测定管的荧光值。每一剂
量芦丁保护实验分别以该浓度芦丁的%%O8/稀释液

#<"FB为本底荧光对照管，依上述测定方法平行操作，
芦丁保护管测定数据与同浓度芦丁本底荧光对照管数

据相减，以校正芦丁的自身荧光。最后根据标准管和

各样品管的荧光值计算出各管的>,3%的含量。

C<C 血小板内游离钙离子浓度的测定 参照文
献（>）方法：依洗涤血小板悬液制备法制得血小板沉淀，

用 K3G<C 3VKVN 缓 冲 液（LM1B-C>FF)B／7，P1B
>FF)B／7，5@82C-FF)B／7，葡萄糖>FF)B／7，3VKVN
-#FF)B／7，LM;3:2C#<>FF)B／7，O8/#<;>Q）混悬。
调整血小板浓度为"<>J-#--／7。向血小板混悬液中
加入.W&M,;／/5，使终浓度为;!F)B／7，"G$恒温振摇

C#F’*。用3VKVN缓冲液洗涤两次，>##J@离心>F’*，
分离洗涤液后加3VKVN缓冲液悬浮，即得.W&M,;负载
血小板悬液。实验分对照管，银杏总内酯管及不同浓

度的芦丁保护管。测定时取.W&M,;负载血小板悬液

#<>IFB，加入#<-F)B／71M1B;I!B。各实验管分别加入

D582，银杏总内酯或各种不同浓度的芦丁-#!B，"G$
预热"F’*后放入比色池，设荧光激发波长4U为

"C#*F及"E#*F，发射波长4F为>-#*F，记录时间扫
描曲线，于第;#""#N之间加入-<S-J-#!EF)B／7
:/.#<;>QO8/生理盐水->!B，继续记录时间扫描
曲线。设静息状态4U"C#*F、"E#*F荧光强度分别为

.&"C#*F、.&"E#*F，加入 :/.后相应荧光强度分别为

.K"C#*F、.K"E#*F。因芦丁干扰使荧光数据偏低，故按下

法对芦丁管测定值进行校正：设!."C#*FT（D582管

.&"C#*F!各芦丁管 .&"C#*F），!."E#*FT（D582 管

.&"E#*F!各芦丁管.&"E#*F），.4"C#*FT（各芦丁管.K"C#*F
X!."C#*F），.4"E#*FT（各芦丁管.K"E#*FX!."E#*F）。
由于双波长测定法测得两波长数据之比."C#*F／."E#*F
与血小板内游离1M;X浓度呈平行关系（I），我们以D5,
82管的.&"C#*F／.&"E#*F对应静息状态下血小板内游离
钙含量，D582管的.K"C#*F／.K"E#**对应:/.刺激后
血小板内游离钙含量，测定加入芦丁后.4"C#*F／.4"E#*F
对应该状态下血小板内游离钙含量，以反映药物的作

用。本实验数据均为同一动物同次取血"管平行测定
所得均值。

> 统计学分析 所有数据以"!="表示，统计学
处理用方差分析。

结 果

- 芦丁对:/.诱导血小板聚集的影响 见表

-。芦丁体外给药能明显抑制:/.（S<>>J-#!SF)B／

7）诱导的兔血小板聚集，并呈剂量依赖性。低剂量芦
丁（#<;#、#<C-FF)B／7）不能抑制:/.所致的聚集作
用，高剂量芦丁（#<E;、-<;"、-<ICFF)B／7）则有明显抑
制:/.的作用。61>#为#<G"FF)B／7。
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! 芦丁对"#$诱导血小板释放%&’(的影响
见表!。"#$诱导的聚集反应后测定上清液%&’(含
量，发现芦丁抑制"#$（)*%%+,-.)/01／2）诱导血小
板释放%&’(的作用呈明显的量效关系。其34%-为

,*,5//01／2。

5 芦丁对"#$诱导血小板内游离钙离子浓度的
影响 见表5。结果表明，芦丁为67*5、,56、!89、

%9%!/01／2时分别使 $:59-;/／$:57-;/降低到5*--、

!*6%、!*57、!*!6，提示该药可剂量依赖性地缓解"#$
（9<87+,-.,-/01／2）诱导血小板内游离钙离子浓度升
高。

表! 芦丁对"#$诱导血小板聚集的影响 （!!="）

组别 # 聚集率（>） 抑制率（>）
对照 5 9)*,=7*9
银杏总内酯 -*-!?／2 5 !!*,=9*," %%*-
芦丁 -*!-//01／2 5 9!*)=%*! ,!*6

-*9,//01／2 5 9,*6=6*! ,%*5
-*7!//01／2 5 !)*9=%*!" 9-*,
,*!5//01／2 5 6*7=,*8" 76*,
,*69//01／2 5 8*5=,*8" 7%*!

注：与对照组比较，"$#-*-,；下表同

表" 芦丁对"#$诱导血小板释放%&’(的影响 （!!="）

组别 # %&’(（!/01／2） 抑制率（>）
对照 5 %*67=-*,!
银杏总内酯 -*-!?／2 5 !*99=-*-)" %6*7
芦丁 -*!-//01／2 5 %*9!=-*-7" 9*%

-*9,//01／2 5 9*8-=-*-8" ,6*7
-*7!//01／2 5 5*!,=-*-7" 95*6
,*69//01／2 5 !*!6=-*-)" 6-*%

表# 芦丁对"#$诱导血小板内游离钙
离子浓度的影响 （!!="）

组别 # $:59-;/／$:57-;/
对照 5 6*!7=-*65
银杏总内酯 6*68?／2 5 5*99=-*5)"
芦丁 67*5!/01／2 5 5*--=-*-8"

,56!/01／2 5 !*6%=-*-8"

!89!/01／2 5 !*57=-*-9"

%9%!/01／2 5 !*!6=-*-,"

讨 论

本实验结果表明，芦丁不仅对"#$诱导的血小板
聚集、释放均有明显的抑制作用，同时还抑制"#$激
活血小板内游离钙浓度升高。目前认为"#$为血小
板激活的第5条途径。"#$是迄今发现的最强 的血
小板聚集激活剂，它可由血小板、白细胞、内皮细胞等

多种细胞产生并具有广泛的生物活性，在许多疾病过

程中起介导作用，与组织缺血再灌注损伤、冠心病、动

脉粥样硬化、脑血管疾病等诸多心脑血管疾病密切相

关。因细胞内钙离子参与血小板功能调节，钙作为一

种始动因子触发其聚集和释放功能。细胞内钙离子升

高又激活血小板，促进其聚集、释放反应。导致血液循

环障碍进一步发展。本实验结果提示芦丁可能通过抑

制"#$所致血小板内钙离子内流而使血小板活化受
到抑制，从而起到保护心血管的作用。

芦丁在植物界中分布非常广泛，有研究证明芦丁

可以抑制低密度脂蛋白脂质过氧化作用（6）；提高机体

在缺血再灌注中清除氧自由基的能力，抑制氧自由基

介导的生物膜损害（8）。而"#$在动脉粥样硬化形成、
缺血再灌注损伤的发生发展和转归中具有重要作用。

所以研究芦丁抗"#$作用可以为芦丁的应用提供指
导。本实验结果表明，芦丁抗"#$作用与"#$受体
拮抗剂银杏总内酯的作用相似。所以我们推测芦丁的

作用部位最可能在血小板膜上，它可能竞争性地抑制

"#$与其受体的结合，拮抗"#$的生物效应。但这一
推测还有待于受体结合实验结果的支持。

芦丁为中药红花的重要成分，红花是活血化瘀药，

具有活血通经、祛瘀止痛的功效。临床常用红花制剂

治疗冠心病、心绞痛、脑血栓及血管性疾病，红花缓解

循环障碍疗效可能与芦丁抗"#$效应有关。我室前
期的研究工作已证明红花的水溶性成分红花黄色素有

抗"#$的作用（,），芦丁为黄酮醇甙化合物，水溶性较
差，为红花醇提物所含成分，研究其抗"#$作用的机
理亦可为红花的研究和开发提供理论指导。
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