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穿心莲成分APl 0134对高脂血症患者血小板膜

糖蛋白表达的影响

·389·

王宏伟1 李树生1 王国平： 陶德定1 赵华月1

摘要 目的 观察中药穿心莲成分API【)134(API)对高脂血症患者血小板膜糖蛋白的影响，探讨API

抗血小板聚集的机制。方法 随机选择30例高脂血症患者，应用免疫荧光标记和流式细胞仪测定静息血小

板、活化血小板和不同浓度API作用后的活化血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、GPIb、P选择素(GMP一140)和血

小板假性血友病因子(vWF)免疫荧光强度值。结果 与活化血小板组比较，不同浓度API(25mg／L、50mg／

L、100nlg／L)均能够显著抑制GPⅡb／Ⅲa的平均荧光强度，抑制作用强度与用药剂量成正比；API 50mg／L

和API 1【)()nlg／L亦能显著减低活化血小板的GMP一140，API 100mg／L可降低vwF的平均荧光强度(P<

【)．()5，j，<O．()1)。、不同浓度API对活化血小板膜糖蛋白GPIb表达影响不显著(P>0．05)。结论 API具

有显著的抗血板GP II b／Ⅲa的药理作用，中、大剂量API对血小板GMP—140和vwF的表达亦有抑制作用。

关键词 穿心莲成分；血小板膜糖蛋白；血小板聚集
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objective By【)bserving the effect of API 0134，an active ingredient of green chiretta，on platelet mem—

brane glycopr()tein((；P)in patients with hyperlipemia to explore the mechanism of the anti—platelet aggregation

effect()f API．Methods The nlean immunofluorescent intensity(MFI)of the platelet membrane glycoprotein

(jP 11 b／ⅡI a，(；PIb，P—selectin(GMP—140)and von Willebrand’s factor(vWF)in resting platelet，activated

platelet(untreated or treated with APl 0134 of different concentrations)were detected in 30 randomly selected

patients with 11yperlipenlia，using imnlunofluorescent marker and flow cytometry．Results API of a11 concen—

tratiolls(25 nlg／1，，50 mg／I。and 100 mg／L)could significantly decrease the MFI of GPⅡb／Ⅲa in a positive

dose—dependen【manner，as compared with that in activated platelet untreated with API；API of 50 mg／L and

100 mg／L could also reduce the MFI of GMP一140 and vWF in activated platelet(．P<0．01)；but API of 100

nlg／L s110wed insignificant influence on GPIb expression in activated platelet membrane．Conclusion APl 0134

exerts()bvious anti—platelet GPⅡb／Ⅲa effect on activated platelets，middle or large dose of API also shows in—

hibiting effect()n(；MP—140 and vWF expression in platelet．

Key words actiVe ingredient of green chiretta；pIateIet gIycoprotein；pIatelet aggregation

中药穿心莲成分APl 0134(API)具有较强的抗血

小板聚集和抗血栓形成作用¨'引。本研究观察API对

30例高脂血症患者血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、

(；PIb、I，一选择素(GMP—140)和血小板假性血友病因子

(vwF)的影响，旨在探讨API抗血小板聚集的机制。
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资料和方法

1 研究对象 30例高脂血症患者均来源于我院

门诊，男16例，女14例，年龄46～67岁，平均54．37

岁。其中高胆固醇血症11例，其胆固醇水平为6．38～

9．14mmol／L；甘油三酯血症14例，其甘油三酯水平为

1．29～5．0lmmol／L；胆固醇及甘油三酯均增高5例。

受试者测试前2周内未服用影响血小板功能药物。空

腹血糖、血压和肝、肾功能均在正常范围。

2 药物、试剂及仪器 实验药物APl 0134中药
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穿心莲经色谱法分离的有效成分，呈黄色结晶体，由华

中科技大学同济医院制药厂提供。按实验所需浓度用

PBS溶解和稀释配制。血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、

(；PIb、GMP—140单克隆抗体和IgG—FITC荧光标记二

抗购自美【国BD公司(晶美公司代理)，vwF单克隆抗

体由苏州I爰学院血栓与止血研究室提供。凝血酶购自

美国Signla公司。流式细胞仪FCM FACs Vantage为

美国BD公司产品。

3 实验方法

3．1 血小板制剂配备及实验分组 将实验分为

4组：(1)静息血小板组，测定血小板活化前血小板膜

糖蛋白G1)Ⅱb／Ⅲa、GPIb、GMP一140和vwF的表达；

(2)活化血小板组，即单纯加凝血酶(500 U／L)诱导血

小板活化，但不加入API药物；(3)API 25 mg／L组；

(4)API 50 nlg／L组；(5)API 100 mg／L组。(3)、(4)、

(5)组均在凝血酶诱导血小板活化后，再加入不同剂量

的API，室温孵育30 min。

3．2 标本的单抗荧光标记和流式细胞术(FCM)

检测 取患者清晨空腹前肘静脉血20 ml，枸橼酸钠

抗凝，以l 000 r／min，离心10 min，分离富血小板血浆

(PRP)。调整血小板悬液浓度为1×106／nll。取各组

血小板悬液标本，分别加入GPⅡb／Ⅲa、GPIb、GMP—

140和vwF单克隆抗体各20”l，混匀后室温孵育25

nlin，阴性对照以PBs代替一抗孵育。0．01 mol／L

PBS(pH 7．4)洗涤2次，然后加IgG—FITC 20肛l(1：

25)，混匀后室温避光孵育25 min，行FCM检测设定

血小板光散射阈值。每次收集5 000个血小板，检测

每个血小板上所结合的G—FITC在530 nm波长处激

发的平均荧光强度，以Cellquest软件(美国BD公司)

分析结果，整个检测均在采血后120 min内完成。

4 统计学方法 实验数据以j±s表示，采用￡

检验。

结 果

API对高脂血症患者血小板膜糖蛋白

GPⅡb／Ⅲa、GPIb、GMP—140和vWF影响，见表1。静

息态血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、GPIb、GMP一140和

vwF均有表达，以GPⅡb／Ⅲa糖蛋白表达的荧光强度

最强。与静息态血小板比较，凝血酶诱导血小板活化

后，血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、GMP一140和vwF荧

光强度明显增强(分别为P<0．01，P<O．01，P<

0．05)，但GPIb荧光强度明显减弱(P<0．01)。

与活化血小板组比较，API 25 mg／L浓度组，血小

板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa表达的荧光强度明显降低

(P<0．05)，API剂量增大，GPⅡb／Ⅲa的荧光强度下

降愈明显(P<0．01)；API 50 mg／L、API 100 mg／L对

GMP—140表达均有显著抑制作用(P<0．05，P<

0．01)；API 100 mg／L对vwF的表达亦有显著抑制作

用(P<0．05)。但不同剂量的API，对活化血小板膜

糖蛋白GPIb表达的影响差异无显著性(P>0．05)。

表1 API对高脂血症患者血小板膜糖蛋白GPⅡb／Ⅲa、

GPIb、GMP一140及vwF表达的影响 (FIu，、i±N)

注：FIU为荧光强度单位；与静息血小板组比较，+尸<O．05

“P<0．们；与活化血小板组比较，6P<0．05，66P<0．01

讨 论

GPⅡb／Ⅲa是血小板膜上含量最丰富的糖蛋白，

活化的GPⅡb／Ⅲa作为受体，与纤维蛋白原、vWF配

体结合，是血小板聚集的先决条件和终末通路¨’。血

小板活化时，其表面处于激活状况的GPⅡb／Ⅲa增

多。本研究发现，由凝血酶诱导活化后的血小板，其表

面GPⅡb／Ⅲa活性增加达62％。加入不同剂量的穿

心莲成分API，对活化血小板表达GPⅡb／Ⅲa的活性

均有显著的抑制作用，且抑制强度与药物浓度呈正比。

表明API抑制血小板膜糖蛋白受体GPⅡb／Ⅲa的活

性，可能是其抗血小板聚集和抗血栓形成的主要机制。

GMP—140目前被认为是的体内血小板活化的较

好标志物。本研究表明，在活化的血小板中膜糖蛋白

GMP一140的含量显著增加，是静息状态血小板的5、6

倍，其增高幅度远大于GPⅡb／Ⅲa的增高幅度。API

50 mg／L浓度可明显降低血小板GMP一140含量，API

100 mg／L浓度的抑制作用更显著。因此认为API抑

制GMP—140含量，可能是其抗血小板聚集和抗血栓形

成的机制之一。本研究还表明，活化的血小板表面

vwF增加。vwF作为GPⅡb／Ⅲa和GPIb的配体，在

血小板的黏附反应中发挥重要作用。本研究发现，大

剂量的API(100 mg／L)亦可减少活化血小板vWF的

含量，说明API抗血小板聚集，抗血栓形成的机制是

多方面的。

GPIb是凝血酶和vWF的受体，是血小板参与初

期止血的关键性物质之一。GPIb主要存在于静息血

小板表面。血小板活化时，GPIb随骨架蛋白的收缩运

动移位至开放通道，从而导致血小板膜表面GPIb分

子数下调并重行分布¨’。本结果与黄繁嫱等近期研究
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结论一致”1。本研究进一步表明，不同浓度的API对

血小板膜表面(；PIb表达均无显著影响，表明API对

活化血小板聚集的机制与GPIb受体途径无关。

APl的抗血小板聚集、抗血栓形成的作用较强，廉

价易制取。与其它化学合成或单克隆抗体类型的(_狰Ⅱ

b／Ⅲa抑制剂比较，无明显毒副作用，故中药穿心莲成分

～，1 0134是有开发前景的新型血小板(；PⅡb／Ⅲa

抑制剂。
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