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摘要： 目的　 研究莪术二酮对凝血酶诱导的人血小板整合素 αⅡｂβ３ 活化的抑制作用。 方法　 健康志愿者全血制备成

洗涤血小板， 分别以终浓度 １００、 １５０、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 莪术二酮与洗涤血小板共孵育， 凝血酶作为诱导剂， 以不加莪术

二酮的血小板同步处理为对照组， 采用血小板聚集实验检测凝血酶的最佳浓度和血小板的聚集功能， 流式细胞术检测

血小板的活化 （Ｐ⁃选择素） 和整合素 αⅡｂβ３ 活化 （ＰＡＣ⁃１） 情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 相关蛋白表达。
结果　 与对照组比较， 莪术二酮可抑制凝血酶诱导的血小板聚集、 Ｐ⁃选择素的表达、 ＰＡＣ⁃１ 的结合能力以及 Ｔａｌｉｎ １、
ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但莪术二酮的作用弱于阳性药替罗非班 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 莪术二酮可以

通过降低 Ｔａｌｉｎ １ 和 ｐ⁃Ｓｒｃ 蛋白表达， 从而抑制整合素 αⅡｂβ３ 活化， 进而抑制凝血酶诱导的血小板活化发挥抗血小板

的作用。
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　 　 血小板是一种由骨髓中巨核细胞产生的血细胞， 与止

血和动脉血栓形成密切相关［１］ 。 血小板可维持止血， 但其

过度激活可能会导致血栓形成或其他心血管疾病［２］ 。 抗血

栓是治疗血栓性疾病的主要手段， 抗血栓药物主要包括抗

血小板、 抗凝血及溶血栓药物， 在凝血及血栓形成过程中

发挥不同的抑制作用［３⁃４］ 。 抗血小板药物能有效降低血栓引

起的心脑血管疾病的发病率， 但其副作用和并发症严重影

响临床使用， 如长期使用阿司匹林可能会导致严重的胃溃

疡或出血， 氯吡格雷可能会导致再生障碍性贫血、 血小板

减少性紫癜等［５］ 。 开发更加安全、 有效、 副作用小的抗血

小板药物， 在发挥抗血栓作用的同时较少引起出血风险，
具有重要的临床意义。

莪术是具有 “行气破血” 功效的活血化瘀中药［６］ ， 课

题组前期研究发现， 莪术二酮具有抗凝血和抗血栓作用，
抑制体内血栓形成和二磷酸腺苷 （ＡＤＰ） 诱导血小板聚集

等［７］ 。 进一步研究发现， 莪术二酮通过调节 ＡＭＰＫ 参与的

ｖｉｎｃｕｌｉｎ ／ Ｔａｌｉｎ 介导的整合素 αⅡｂβ３ 信号通路抑制凝血酶诱

导的血小板聚集［８］ 。 鉴于整合素 αⅡｂβ３ 是血小板活化的

最终共同通路， 本研究拟进一步探讨莪术二酮对整合素 α
Ⅱｂβ３ 活化的影响， 从而初步阐明莪术二酮抗血小板作用

的机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 收集近 ２ 周内未服用任何抗血小板药物的健康

志愿者全血， 提取血小板。 本研究经安徽医科大学第一附

属医院临床医学研究伦理委员会批准 （伦理号 ５１０１２４８）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 莪术二酮由本课题组提取分离 （纯度＞
９８％ ）。 血小板洗涤溶液由氯化钠、 氯化钾、 磷酸二氢钠、
磷酸氢二钠、 乙二胺四乙酸、 Ｄ⁃葡萄糖配制而得； 台式液

由氯化钠、 氯化钾、 磷酸盐、 氯化钙、 Ｄ⁃葡萄糖配制而得。
凝血酶 （规格 ２ ０００ Ｕ， 批号 ０２４２２０４０３） 购自上海麦克林

生化科技股份有限公司； 前列地尔注射液 （规格 ２ ｍＬ： １０
μｇ， 批号 ３Ｂ０１１Ｔ） 购自北京泰德制药股份有限公司； 氯化

钠注射液 （规格 １０ ｍＬ： ０􀆰 ０９ ｇ， 批号 ８Ｅ７４Ｄ８） 购自中国

大冢制药有限公司； 盐酸替罗非班注射液 （规格 ５０ ｍＬ：
１２􀆰 ５ ｍｇ， 批号 ２１２１０４０１） 购自鲁南贝特制药有限公司；
ＦＩＴＣ⁃Ｐ⁃选择 素 流 式 抗 体 （ 批 号 Ｂ３６９４２６ ） 购 自 美 国

ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公 司； ＦＩＴＣ⁃ＰＡＣ⁃１ 流 式 抗 体 （ 批 号

ＷＤ３２６２１８１Ａ） 购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司；
ａｎｔｉ⁃Ｔａｌｉｎ １、 ａｎｔｉ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３、 ａｎｔｉ⁃ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 抗体 （批号

ＧＲ３０９８９４⁃９、 １００８４４３⁃１、 ＧＲ６４４７２⁃１０） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公
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司； ａｎｔｉ⁃Ｓｒｃ、 ａｎｔｉ⁃ｐ⁃Ｓｒｃ 抗 体 购 自 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＡＹＬ⁃４⁃０３８ 型血小板聚集仪 （美国海伦娜公

司）； ＣｙｔｏＦＬＥＸ 型流式细胞分析仪 ［贝克曼库尔特商贸

（中国） 有限公司］； ＸＳ５００ｉ 型血液分析仪 ［希森美康医用

电子 （上海） 有限公司］； ＫＤＣ⁃１０４４ 型低速离心机 （安徽

中科中佳科学仪器有限公司）； ＶＥ⁃１８６ 型转移电泳槽、
ＥＰＳ３００ 型电泳仪、 ５２００ 型全自动化学发光系统 （上海天

能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 洗涤血小板制备　 取健康志愿者全血置于含有枸橼酸

钠抗凝剂的采血管中， 室温 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层

液体得到富集血小板血浆 （ＰＲＰ）， 加入前列地尔注射液

（每 １ ｍＬ 血小板加入 ７ μＬ 前列地尔注射液） 和体积约为

１ ／ ４ 血小板总体积的枸橼酸葡萄糖溶液 （ＡＣＤ 溶液）。 将

ＰＲＰ 于室温下 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后弃上清， 得到血小

板沉淀； 取血小板沉淀加入 ３ ｍＬ 洗涤溶液， 轻柔吹打均匀

后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 弃上清后加入台式液 （Ｔｙｒｏｄｅ’ｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ） 轻柔吹打均匀， 观察血小板呈云雾缥缈状悬浮为

状态良好， 否则弃之不用。 状态良好的血小板使用血液分

析仪计数， 加入 Ｔｙｒｏｄｅ’ ｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 调整血小板密度为 ２􀆰 ２×
１０８ ／ ｍＬ， 即为洗涤血小板。
２􀆰 ２　 血小板聚集功能测定　 取 ２２５ μＬ 状态良好的洗涤血

小板， 于室温下加入 ２５ μＬ 生理盐水或不同浓度的凝血酶，
于 ３７ ℃、 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌速度条件下观察血小板在 ５ ｍｉｎ
内的最大聚集程度， 确定最佳凝血酶诱导剂量。 洗涤血小

板预先使用终浓度为 １００、 １５０、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的莪术二酮和

阳性药物替罗非班 （４ μｇ ／ ｍＬ） 预处理 １５ ｍｉｎ 后， 加入已

确定剂量的凝血酶诱导血小板聚集， 记录聚集曲线的变化，
每个样本重复测定 ３ 次。
２􀆰 ３　 流式细胞术检测 Ｐ⁃选择素 （Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ） 表达 　 Ｐ⁃选
择素的表达反映了血小板活化的状态。 实验分为静息组、
对照组、 莪术二酮组 （１００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 取洗涤血小板

１００ μＬ 加入标记好的离心管中， 莪术二酮组分别加入不同

浓度的莪术二酮， 静息组和对照组则分别加入等体积的溶

剂， ３７ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ。 静息组加入生理盐水， 除静息

组外各管均加入凝血酶 （０􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ） ３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ； 在

避光情况下加入流式抗体孵育 ３０ ｍｉｎ， 孵育结束后加入

１ ｍＬ ＰＢＳ 溶液终止反应， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 弃上清

后每管加 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬， 上机。 实验重复 ３ 次。 通过

ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ 软件定量分析血小板 Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 的表达率。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测 ＰＡＣ⁃１ 的结合　 ＰＡＣ⁃１ 的结合反映了

血小板整合素 αⅡｂβ 活化状态。 实验分为静息组、 对照

组、 莪术二酮组 （１００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和阳性药物替罗非班

组 （４ μｇ ／ ｍＬ）。 取洗涤血小板 ２００ μＬ 加入标记好的离心

管中， 莪术二酮组分别加入不同浓度的莪术二酮， 静息组

和对照组则分别加入等体积的溶剂， 阳性药物组加入等体

积的替罗非班， ３７ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ。 静息组加入生理盐

水， 除静息组外各管均加入凝血酶 （０􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ） ３７ ℃ 孵

育 ５ ｍｉｎ； 在避光情况下加入 ＰＡＣ⁃１⁃ＦＩＴＣ 流式抗体孵育 ２５
ｍｉｎ。 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 混匀终止实验， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３
ｍｉｎ， 弃上清， 每管加 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬， 上机。 实验重复 ３
次。 通过 ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ 软件分析血小板 ＰＡＣ⁃１ 的结合率。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测血小板整合素活化相关蛋白表

达　 实验分为静息组、 对照组、 莪术二酮组 （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和阳性药替罗非班组 （４ μｇ ／ ｍＬ）。 取状态良好的洗涤血小

板， 按照 “２􀆰 ４” 项下方法与药物避光孵育。 静息组加入

生理盐水， 除静息组外各管均加入凝血酶 （０􀆰 １ Ｕ ／ ｍＬ）
３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ， 孵育结束后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 弃上

清， 收集血小板沉淀， 加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液 ２５０ μＬ 于冰

浴中放置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清

用 ＢＣＡ 蛋白定量法测定蛋白浓度。 取蛋白样品用 ５×上样缓

冲溶液稀释， 于 １００ ℃下加热 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性。 取变性

的蛋白样本适量， 经十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离后转移至聚偏二氟乙烯膜， 以快速封闭液封闭 ３０ ｍｉｎ，
加 入 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３、 ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３、 Ｓｒｃ、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 Ｔａｌｉｎ １、
ＧＡＰＤＨ 一抗 （稀释比例均为 １ ∶ １ ０００）， 于 ４ ℃孵育过夜；
ＴＢＳＴ 溶液清洗 ３ 次， 用 ＥＣＬ 显影。 采用 Ｆｉｊｉ⁃Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析条带灰度值。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ 软件进行处理， 计量资料以

（ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用独立样本 ｔ 检验， 多组间比

较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 莪术二酮对血小板聚集率的影响　 如图 １ 所示， 与对

照组比较， 莪术二酮各浓度均可抑制血小板聚集 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性， 但其抑制作用弱于替

罗非班 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与替罗非班组比

较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 莪术二酮对血小板聚集率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 莪术二酮对血小板 Ｐ⁃选择素表达的影响 　 如图 ２ 所

示， 与对照组比较， 莪术二酮 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 Ｐ⁃选择

素表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明莪术二酮抑制血小板活化。
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 莪术二酮对血小板 Ｐ⁃选择素表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 莪术二酮对血小板与 ＰＡＣ⁃１ 结合能力的影响　 如图 ３
所示， 与对照组比较， 莪术二酮 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组可抑

制血小板与 ＰＡＣ⁃１ 的结合 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明莪术

二酮可抑制血小板整合素 αⅡｂβ３ 的活化， 但其抑制作用

弱于替罗非班 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与替罗非班组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３ 　 莪术二酮对血小板与 ＰＡＣ⁃１ 结合能力的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 莪术二酮对 Ｔａｌｉｎ １、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 蛋白表达的

影响　 如图 ４ 所示， 与对照组比较， 莪术二酮组 Ｔａｌｉｎ １、
ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

整合素 αⅡｂβ３ 是血小板活化的最终共同途径， 当血

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 莪术二酮对 Ｔａｌｉｎ １、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 蛋白表达

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

小板与激动剂 （如胶原、 ＡＤＰ 或凝血酶） 接触时， 会触发

整合素 αⅡｂβ３ 由内向外信号转导 （Ｉｎｓｉｄｅ⁃ｏｕｔ）， 进而导致

血小板的激活、 聚集及血栓形成［４］ 。 目前临床使用的抗血

小板药物有阿司匹林、 氯吡格雷、 依替巴肽、 替罗非班等，
均通过抑制血小板活化的信号通路发挥作用， 但随着抗血

小板作用增强出血风险也增加［９］ ， 其中替罗非班是一种起

效快、 药效强的整合素 αⅡｂβ３ 拮抗剂， 其强效抑制作用

引起的出血风险增加限制了在临床上的使用， 因此开发既

具有适度抗血小板作用又不会引起出血风险的药物更具有

临床意义。 活血化瘀类中药在抗血小板治疗中具有优势，
为抗血小板禁忌及高危人群的血栓性疾病的防治提供了新

思路［１０］ 。 本研究发现莪术二酮可抑制血小板和整合素 αⅡ
ｂβ３， 但其作用弱于替罗非班， 其对出血风险的影响和机

制有待在今后的动物实验中进一步研究。
血小板活化与颗粒内容物的释放有关， 比如 ＡＴＰ 和

Ｃａ２＋从致密颗粒中释放， Ｐ⁃选择素从 α 颗粒中释放， 从而

导致大量血小板聚集［１０］ 。 Ｐ⁃选择素是一种储存在血小板 α
颗粒中的膜蛋白， 随着血小板的活化转移至膜表面和血浆

中， 其表达反映了血小板的活化程度［１１］ 。 本研究发现，
１００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 莪术二酮处理后可抑制洗涤血小板 Ｐ⁃选
择素表达， 其中 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 莪术二酮抑制作用更强， 说明

其可抑制凝血酶诱导人血小板的活化。
整合素是异二聚体跨膜受体， 每个受体由 α 和 β 亚基

组成， 其中整合素 αⅡｂβ３ 在血小板中特异性高度表达［１２］ 。
在正常体循环中整合素 αⅡｂβ３ 保持低亲和力状态， 防止

不良血栓形成［１３］ 。 当整合素 αⅡｂβ３ 与配体或激动剂结合

后触发构象变化， 由低亲和力状态转变为高亲和力状态，
使整合素 αⅡｂβ３ 由静息状态转化为活化状态。 整合素 αⅡ
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ｂβ３ 激活被认为是血小板反应性的标志， 促进血小板聚集

和血栓形成［１４⁃１５］ 。 本研究发现， 莪术二酮可抑制 ＰＡＣ⁃１ 的

结合， 即可抑制整合素 αⅡｂβ３ 的活化， 这可能是其有效

抑制血栓生长的原因［７］ 。
一些蛋白与整合素 β３ 尾部结合， 引起整合素的构象发

生改变， 进而促进其活化转变为高亲和力状态， 其中 Ｔａｌｉｎ
在其激活中起着至关重要的作用［１６］ 。 Ｔａｌｉｎ 诱导 αⅡｂ 和 β３
跨膜区和细胞质结构域的解开 （构象发生变化） 从而激活

整合素， ｋｉｎｄｌｉｎ 是激活过程中的协同调节因子［１７⁃１８］ 。 有研

究表明， Ｔａｌｉｎ 的缺失或 Ｔａｌｉｎ 结合位点的突变会损伤激动

剂诱导的整合素的活化和血小板聚集［１９］ 。 整合素 αⅡｂβ３
与配体结合后， 通过自身的磷酸化促进 Ｓｒｃ 蛋白的磷酸化，
是其由外向内 （Ｏｕｔｓｉｄｅ⁃ｉｎ） 信号传导最早期的事件［１４］ 。
有动物实验表明， ｃ⁃Ｓｒｃ 是 αⅡｂβ３ 由外向外信号驱动的主

要效应因子， 促进整合素 αⅡｂβ３ 由外向内信号的传导而

导致血小板稳定粘附、 延展、 颗粒分泌等细胞反应［１２，２０］ 。
本研究发现莪术二酮可抑制 Ｔａｌｉｎ １ 的表达和 Ｓｒｃ 的磷酸化，
且 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的磷酸化受到明显抑制， 说明其可能通过调

控 Ｔａｌｉｎ １ 和 Ｓｒｃ 的磷酸化而抑制 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的磷酸化， 从

而抑制整合素 αⅡｂβ３ 活化， 但具体机制有待进一步研究。
综上所述， 莪术二酮可能通过抑制 Ｔａｌｉｎ １、 ｐ⁃Ｓｒｃ 蛋白

表达， 抑制凝血酶诱导的人血小板整合素 αⅡｂβ３ 活化，
从而发挥抗血小板和抗血栓的作用。
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