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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察二苯乙烯苷对兔血小板内游离钙离子浓度([Ca2+] i)的影响,探讨其抗血小板聚集的作用机

制。 方法摇 采用比浊法测定兔血小板聚集功能;双波长荧光探针 Fura鄄2 测定血小板细胞质内[Ca2+ ] i。 结果 摇 1 ~
10 滋mol·L鄄1二苯乙烯苷体外给药对二磷酸腺苷(ADP)和凝血酶引起的血小板聚集有浓度依赖性抑制作用。 有无细胞外

钙时, 1 ~10 滋mol·L鄄1二苯乙烯苷对静息态血小板的[Ca2+] i均无明显影响,但对激活态血小板[Ca2+] i的升高有明显抑制

作用,呈剂量依赖性。 结论摇 二苯乙烯苷抑制血小板聚集的作用机制可能与其抑制血小板细胞质 [Ca2+] i的升高有关。
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Concentration
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ABSTRACT摇 Objective摇 To investigate the effect of stilbene glucoside on intracellular free calcium concentration of rabbit
platelet, and to probe the possible mechanism of its anti鄄platelet aggregation. 摇 Methods 摇 Rabbit platelet aggregation and
platelet [Ca2+ ] i were determined by Born method and double beam fluorescence spectrophotometer method, respectively. 摇
Results摇 Stilbene glucoside 1鄄10 滋mol·L鄄1 inhibited the rabbit ' s platelet aggregation induced by ADP and thrombin in a
concentration鄄dependent manner in vitro. 1鄄10 滋mol·L鄄1 stilbene glucoside had no effect on the resting [Ca2+] i, but inhibited
[Ca2+] i induced by thrombin in a concentration鄄dependent manner with or without extracellular [Ca2+] . 摇 Conclusion摇 Stilbene
glucoside markedly inhibits the rabbit platelet aggregation, and the mechanism of which may be related to its depression on the
rise of platelet [Ca2+] i .
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摇 摇 二苯乙烯苷(2,3,5,4忆鄄四羟基二苯乙烯鄄2鄄O鄄茁鄄D鄄
葡萄苷,THSG)为传统中药何首乌的主要水溶性成分。
大量研究发现,THSG 有很多药理作用,有关 THSG 的

研究日渐增多,已在降血脂、抗衰老、抑制肿瘤等方面

显示出功能性,这在当今日趋老龄化的社会中凸现其

重要的研究和开发价值[1]。 笔者研究 THSG 对血小板

聚集功能和血小板细胞质内钙离子浓度的影响,验证

其对血小板细胞内钙超载的抑制作用,进一步研究

THSG 对血小板聚集的影响和机制,为研究 THSG 的

抗血栓作用提供进一步的科学依据。
1摇 材料与方法摇
1. 1摇 药品与动物摇 THSG(纯度>99% ,华中科技大学
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同济医学院王嘉陵教授提取);乙酰羟甲酯( Fura鄄2 /
AM,Sigma 公司,批号:S1052);NN鄄羟乙基哌嗪乙烷磺

酸(HEPES,Amresco 公司,批号:5011);乙二醇双( a鄄
氨基乙基) 醚四乙酸 ( EGTA, Biosharp 公司,批号:
0732); 曲 拉 通 ( TritonX鄄100, Amresco 公 司, 批 号:
0556B024);胎牛血清清蛋白(BSA,杭州四季青生物工

程材料有限公司,批号:081204);凝血酶(THR,Sigma
T4648)无钙 HEPES 缓冲液(氯化钠 145 mmol·L鄄1,氯
化钾 5 mmol · L鄄1, 硫酸镁 1 mmol · L鄄1, 葡萄糖

10 mmol·L鄄1,HEPES10,pH 7. 45);ACD 抗凝液(柠檬

酸钠 86 mmol·L鄄1, 柠檬酸 53 mmol · L鄄1, 葡萄糖

111 mmol·L鄄1);其他化学试剂均为国产分析纯。 日

本大耳白兔,裔,体质量(2. 0依0. 5) kg,由湖北省医学

科学院提供。
1. 2摇 仪器摇 LBL鄄NJ2 血液凝聚仪(北京普利生仪器中

心),F鄄4500 型荧光分光光度计 ( Hitachi. Ltd. Tokyo
Japan);低速离心机(上海安亭科学仪器厂);HQ45Z
恒温摇床(武汉中科科仪技术发展有限责任公司);
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pHS鄄25 数显 pH 计(上海精密科学仪器有限公司);数
显恒温水浴锅(金坛市富华仪器有限公司)。
1. 3摇 方法摇
1. 3. 1摇 富血小板血浆(PRP)和贫血小板血浆(PPP)
的制备摇 家兔 PRP 及 PPP 的制备见文献[2],并作修

改。 以 20%乌拉坦麻醉动物,颈总动脉取血,收集于

有抗凝剂的离心管中混匀,血与抗凝剂比例为 91。
500 r·min鄄1 离心,5 min,吸取上层富血小板血浆

( platelet鄄rich plasma, PRP ), 剩 余 血 液 继 续 离 心

2 500 r·min-1伊10 min 得贫血小板血浆(platelet鄄poor
plasma,PPP),按比浊法测定血小板聚集率。
1. 3. 2 摇 Born 比浊法测定血小板聚集功能 摇 按照

“1. 3. 1冶项方法制备家兔的 PRP 和 PPP,随机均分为 4
组:对照组,3 种浓度的 THSG 组,并用 PPP 调零使

PRP 密度为(400 ~ 450)伊109·L鄄1,待用。 每次取 PRP
200 滋L,分别加入不同浓度的药物或 0. 9% 氯化钠注

射液,37 益 孵育 5 min,然后加入不同的诱聚剂 ADP
(终浓度 5滋mol·L鄄1),THR(终浓度 200 U·L鄄1),按
Born 比浊法测定血小板聚集率[3],以血小板最大聚集

率作为观测指标,计算血小板聚集抑制率(% )= (空
白管血小板聚集率-给药管血小板聚集率) /空白管血

小板聚集率伊100% 。
1. 3. 3摇 Fura鄄2 / AM 标记的兔血小板悬液的制备 摇 兔

PRP 经离心 10 min 得血小板沉淀;用 HEPES 缓冲液

(pH7. 45)洗涤后,将血小板悬浮于缓冲液中。 将已制

备好 的 细 胞 悬 液 加 入 Fura鄄2 / AM 至 终 浓 度 为

3 滋mol·L鄄1,37 益避光温育 45 min,使 Fura鄄2 / AM 载

入细胞内,将已负载的血小板悬液 2 000 r·min-1离心

10 min,去掉上清液,用缓冲液(pH7. 45)充分洗涤 1
次后,重新悬浮。 调整血小板数至 2伊108·mL鄄1,锥虫

蓝检查细胞活性,活细胞率>95% 。 悬液分两组:一组

为细胞外含有 1 mmol·L鄄1氯化钙的有钙组,另一组为

含有 1 mmol·L鄄1 EGTA 无钙组。 分别与药物作用

10 min后,测定荧光强度。
1. 3. 4摇 血小板细胞质游离钙离子[Ca2+] i浓度的测定

摇 取一定量负载 Fura鄄2 / AM 的细胞悬液,以 Ex300 ~
400 nm,Em500 nm 进行激发光波长扫描,观察荧光峰

值的激发波长,判断细胞负载情况,以峰值在约340 nm
处为最佳负载状态。 按以上参数执行双波长测定,测
定分组:分为静息态和激活态 (加入 THR,终浓度

200 U·L鄄1),静息态和激活态均包括 0. 9% 氯化钠注

射液组( NS 组) 和给药组 ( THSG 浓度分别为 1,3,
10 滋mol·L鄄1 )。 每 组 测 定 荧 光 强 度 后 加 入 10%
Triton鄄x鄄100 破膜剂使 Fura鄄2 被钙离子饱和,测得 Fmax

和 Sb2;再加入 10 mmol·L鄄1 EGTA,以充分络合钙离

子,由 此 测 得 Fmin 和 Sf 2。 浓 度 计 算 基 本 公 式:

[Ca2+] i =
Kd·(F-Fmin)

Fmax-F
·

Sf2

Sb2

公式中钙解离常数 Kd = 224;Sf2 为无钙时 Fura鄄2
所产生的荧光强度,Sb2为钙近于饱和时 Fura鄄2 所产生

的荧光强度,Sf2 / Sb2即 Ex380 nm 时的最大和最小荧光

值之比;Fmax 为最大荧光比值(破膜后的最大比值);
Fmin为最小荧光比值(钙被络合后的比值)。
1. 3. 5摇 统计学方法摇 实验数据以均数依标准差表示,
并采用 t 检验进行统计学处理,P<0. 05 表示差异有显

著性。
2摇 结果摇
2. 1摇 THSG 对 ADP 和凝血酶诱导家兔血小板聚集的

影响摇 见表 1。 可见,与对照组比较,THSG 体外给药

均可剂量或浓度依赖性的抑制由 ADP 和 THR 诱导的

兔血小板聚集 (P<0. 05 或 P<0. 01)。
2. 2摇 THSG 对家兔血小板内[Ca2+] i的影响摇 见表 2。
可见,细胞外 [ Ca2+ ] 为 1 mmol · L鄄1 时:对照组用

200 U·L鄄1THR 刺激后,[Ca2+] i明显提高,两组比较差

异有极显著性(P<0. 01);不同浓度 THSG 作用 10 min
后,对静息态血小板的[Ca2+] i无明显影响(P>0. 05),
但对激活态血小板[Ca2+] i有明显抑制作用(P<0. 05
或 P<0. 01),且呈剂量依赖性。 细胞外无 Ca2+ 时:静
息态的血小板细胞质[Ca2+] i用 200 U·L鄄1THR 刺激

后其浓度也有明显提高,两组比较,差异有极显著性
表 1摇 THSG 对 ADP 和 THR 诱导家兔血小板聚集的影响摇

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 Tab. 1摇 Effect of THSG on platelet aggregation induced by ADP and THR in rabbits摇 % ,x依s

组别
浓度 /

(滋mol·L鄄1)
ADP

聚集率 抑制率

THR
聚集率 抑制率

THSG 组 1 57. 2依10. 6*1 12. 4 65. 4依15. 3*1 19. 9
3 43. 4依9. 4*2 33. 5 52. 6依11. 6*2 35. 5

10 34. 5依7. 3*2 47. 2 23. 4依9. 2*2 71. 3
对照组 … 65. 3依13. 0 … 81. 6依12. 3 …

摇 摇 与对照组比较,*1P<0. 05,*2P<0. 01
Compared with control group,*1P<0. 05,*2P<0. 01
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表 2摇 THSG 对家兔血小板内游离钙离子浓度的影响摇
Tab. 2摇 Effect of THSG on cytosolic free Ca2+ in rabbit platelet with or without 1 mmol·L鄄1extracellular calcium摇 x依s

组别
浓度 /

(滋mol·L鄄1)
细胞外有 1 mmol·L鄄1Ca2+

给 THR 前 给 THR 后

细胞外无 1 mmol·L鄄1Ca2+

给 THR 前 给 THR 后

THSG 组 1 87. 86依25. 46 168. 41依58. 56*1 51. 48依12. 73*2 125. 21依36. 36*1

3 89. 14依23. 86 104. 11依23. 54*3 50. 43依13. 54*2 75. 16依30. 21*3

10 89. 36依26. 33 18. 93依11. 38*3 51. 54依13. 35*2 20. 35依10. 92*3

对照组 … 87. 57依26. 23 202. 12依84. 65*4 52. 36依14. 47 202. 12依84. 65*4

摇 摇 与对照组比较,*1P<0. 05,*3P<0. 01;与本组有 1 mmol·L鄄1Ca2+给 THR 前比较,*2P<0. 05;与本组 THR 前比较,*4P<0. 01
Compared with control group,*1P<0. 05,*3P<0. 01;Compared with the group before THR treatment with 1 mmol·L鄄1Ca2+,*2P<0. 05;

Compared with the group before THR treatment,*4P<0. 01

(P<0. 01);THSG 作用 10 min 后,对静息态血小板

[Ca2+ ] i 无明显影响(P >0. 05),但对激活态血小板

[Ca2+] i的升高有明显抑制作用(P<0. 05 或 P<0. 01),
且随着剂量增大呈剂量依赖性。
3摇 讨论摇

血小板在不同诱导剂作用下发生不同的活化反

应,但最终通过增加血小板细胞质[Ca2+] i而引起血小

板活化聚集。 Ca2+是血小板代谢与功能的一个重要调

节因子,在血小板的变形、聚集、释放反应中都可由血

小板[Ca2+] i增高触发。 血小板[Ca2+] i增高可激活肌

球蛋白轻链酶,使肌球蛋白轻链磷酸化而导致肌球蛋

白聚合,因而改变血小板的细胞骨架结构;血小板

[Ca2+] i增高还可促进包括 TXA2等多种 Ca2+依赖蛋白

酶的作用,调节血小板脂质代谢,使 TXA2的生成增加

及血小板释放反应增强。 因此血小板[Ca2+] i增高是

血小板参与血栓形成的重要机制之一[4]。
本研究结果显示,THSG 浓度依赖性地抑制 ADP

和凝血酶诱导的血小板聚集。 在有外钙和无外钙的情

况下,THSG 对血小板静息 [Ca2+ ] i均无明显影响,表
明 THSG 不影响基础状态下血小板外钙内流和内钙释

放。 当细胞外 Ca2+ 为 1 mmol·L鄄1 时,诱导剂诱导的

[Ca2+] i升高主要是由外钙内流引起的[5],而无外钙的

情况下,诱导剂诱导[Ca2+] i的升高主要取决于内钙释

放。 THSG 能够剂量依赖性的抑制两种条件下由 THR
刺激后的[Ca2+] i升高幅度,说明 THSG 既可抑制外钙

内流,又能抑制内钙释放。 实验还表明,当血小板无钙

存在时其静息态 [ Ca2+ ] i 较外钙存在时其静息态

[Ca2+] i低 40. 1% ,与 HALLAM 等[6] 报道吻合,表明细

胞外钙对维持细胞内钙的稳态有重要作用。
本研究结果还表明,THSG 抗血小板聚集作用可能

与其抑制血小板细胞质[Ca2+] i浓度有关。 据报道[7],
脑卒中患者的血小板活性增强,而 THSG 具有抗血栓

和血小板聚集的作用,因此该药对于血栓患者可能有

一定的辅助治疗意义。
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