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血栓性疾病是威胁人类生命健康的常见血液系统疾病)

血小板在凝血过程中通过血小板第三因子$
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%提供磷脂表

面#促进血液凝固#其表面信号转导分子在血小板促进止血*凝

血方面发挥着重要作用'
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)中药丹参是唇形科植物丹参的干

燥根#味苦#性微寒#归心*肝二经#具有祛瘀止痛*活血通经*清

心除烦之功效'
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血酶所致血小板活化的抑制作用#以及
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蛋白偶联信号转导

分子机制在其中所发挥的作用)现将研究结果报道如下)

@

!

材料与方法

@;@

!

外周静脉血采集和血小板分离
!

随机选择
+,

名健康体

检者#征得其同意并签署知情同意书后#采集外周静脉血
),

'8

#以
-;.]

枸橼酸钠溶液抗凝$血液与
-;.]

枸橼酸钠溶液

体积比为
@̀ )

%#

+,,,E

"

'%&

离心
),'%&

#取血浆标本并分离

血小板#调整血小板浓度至
-\),

>

"

'8

)

@;A

!

凝血酶处理方法
!

按
)\),

*

"孔的数量将血小板接种于

@:

孔板微孔中#

-< ^

放置过夜#磷酸盐缓冲液$

456

%漂洗
)

次#去除残留的胎牛血清&每孔加入凝血酶终浓度分别为
)

*

+;>

*

>

*

<;>

*

),RY/ W

"

'8

的无血清
Q?T?

培养基
),,

#

8

#

同时设不加凝血酶的对照组#培养
+*F

&每孔加入噻唑蓝

$

?33

%溶液
+,

#

8

#培养
*F

&弃去培养基#每孔加入二甲基亚

砜$

Q?6_

%

)>,

#

8

#室温避光震荡
),'%&

&酶标仪检测
*@+&'

波长处光密度值$

_Q

值%)计算血小板存活率#血小板存活率

h

'实验组
_Q

值$

7C

%"对照组
_Q

值$

7G

%(

\),,]

)

@;B

!

31&

(

7

处理方法
!

按
)\),

*

"孔的数量将血小板接种

于
@:

孔板微孔中#

-<^

放置过夜#

456

漂洗
)

次#去除残留的

胎牛血清&每孔加入浓度为
>RY/ W

"

'8

的凝血酶#以及
31&

(

7

终浓度分别为
,;+>

*

,;>

*

,;<>

*

);,

*

);+>

#

H

"

'8

的无血

清
Q?T?

培养基
),,

#

8

#同时设不加凝血酶及
31&

(

7

的对

照组#培养
+*F

&每孔加入
?33

溶液
+,

#

8

#培养
*F

&弃去培

养基#每孔加入
Q?6_)>,

#

8

#室温避光震荡
),'%&

&酶标仪

检测
*@+&'

波长处
_Q

值)计算血小板存活率#血小板存活

率
h

'实验组
_Q

值$

7C

%"对照组
_Q

值$

7G

%(

\),,]

)

@;C

!

血小板分组及凝血酶*

31&

(

7

处理方法
!

将上述血小

板分为对照组*凝血酶处理组和
31&

(

7

处理组)凝血酶处理

组加入终浓度
>RY/ W

"

'8

凝血酶#

31&

(

7

处理组加入终浓

度为
,;+>

*

,;>

*

,;<>

*

);,

#

H

"

'8

的
31&

(

7

#

-<^

孵育
+F

)

@;D

!

血小板聚集功能和活化血浆凝固时间$

7493

%测定
!

分

别以腺苷二磷酸$

7Q4

#终浓度
)+.'

H

"

8

%*花生四烯酸$终浓

+

@**)

+

国际检验医学杂志
+,)<

年
:

月第
-.

卷第
))

期
!

Y&"Z81K?CJ

!

ZI&C+,)<

!

[#0;-.

!

R#;))

"

基金项目!广东省中医药局科研课题$

+,)*))*<

%)

!!

作者简介!张泽文#男#主治医师#主要从事血液内科疾病诊治及相关基础研究)



度
+;>''#0

"

8

%和胶原$终浓度
*;.'

H

"

8

%作为诱聚剂#采用

北京普利生公司
85d!RZ*

型血小板聚集仪检测血小板聚集功

能)采集每例患者肝素$终浓度
)>YW

"

'8

%抗凝静脉血
>'8

#

采用血小板聚集仪进行聚集率及
7493

检测)

@;E

!

X

蛋白及相关信号分子蛋白基因检测
!

采用
3(Yb#0

试

剂提取血小板
(R7

#鉴定及测定纯度后#在
)]

琼脂糖变性凝

胶中进行
(R7

甲醛变性电泳后#将
(R7

转移并固定于尼龙

膜上#采用地高辛标记探针核酸印迹法$

R#E"FCE&K0#"

%检测
X

蛋白系列$

X1

U

*

X1)+

*

X1%

和
X1b

%基因*蛋白酶激活受体

$

47(B

%系列$

47(!)

和
47(!*

%基因*

4+d)

*

4+d)+

及
!

+7!

肾

上腺素能受体*血栓烷
7

$

3e7+

%受体基因)显色后采用美国

6

L

&

H

C&C

公司图像分析系统进行图像扫描分析#确定各条带的

强弱)

@;F

!

X

蛋白及相关信号分子蛋白检测
!

采用蛋白印迹法

$

2CB"CE&K0#"

%检测
X1

U

*

X1)+

*

X1%

*

X1b

*

47(!)

*

47(!*

蛋白)

取各组血小板#置
+'8

含
),''#0

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

$

3E%B!90

%及
)''#0

乙二胺四乙酸$

TQ37

%#

D

/

值为
.;,

的

3E%B!TQ37

$

3T

%溶液中#抽提蛋白质进行十二烷基聚丙烯酰

胺电泳$

6Q6!47XT

%#采用半干式电转膜仪将电泳后的蛋白转

移至纤维素膜$

R9

膜%上#以小鼠抗人
X1

U

*

X1)+

*

X1%

*

X1b

*

47(!)

和
47(!*

蛋白单克隆抗体为一抗#碱性磷酸酶$

74

%标

记的羊抗鼠
Y

H

X

为二抗#采用
>!

溴
!*!

氯
!-!

吲哚磷酸$

59Y4

%"

氮蓝四唑$

R53

%显色)

@;N

!

统计学处理
!

采用
6466)-;,

软件进行数据处理和统计

学分析)计量资料以
Of'

表示#多样本均数比较采用单因素

方差分析$

_&C!21

L

7R_[7

分析%#两两比较用采用
86Q

$方

差齐性%和
X1'CB!/#MC00

$方差不齐性%检验)

(

$

,;,>

为比

较差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A;@

!

凝血酶和
31&

(

7

对血小板存活率的影响
!

?33

检测

结果显示#经
>RY/ W

"

'8

凝血酶孵育
+F

后#血小板存活率

为$

),,;+<f);>+

%

]

#延长孵育时间或加大凝血酶浓度后#血

小板存活率则降低&

,;+>

*

,;>

*

,;<>

*

);,

#

H

"

'831&

(

7

处理

对血小板存活率无影响#

);+>

#

H

"

'831&

(

7

处理可使血小

板存活率降低至$

.@;.@f);<)

%

]

)

A;A

!

凝血酶和
31&

(

7

对其他指标的影响
!

经
>RY/ W

"

'8

凝血酶处理后#血小板
X

蛋白及相关信号分子基因转录
'(!

R7

相对表达量较对照组明显增高$

(

$

,;,>

%)经不同浓度

31&

(

7

处理后#血小板
X

蛋白及相关信号分子基因转录
GQ!

R7

灰度值及
'(R7

相对表达量均较对照组明显增高$

(

$

,;,>

%#但低于凝血酶处理组$

(

$

,;,>

%&随着
31&

(

7

浓度增

加#血小板
X

蛋白及相关信号分子基因转录
GQR7

灰度值及

'(R7

相对表达量逐渐降低)凝血酶及
31&

(

7

处理
+F

后#

表达
X

蛋白*

47(!)

*

47(!*

*

!

+7!

肾上腺素能受体及
3e7+

受体的细胞百分率均高于对照组$

(

$

,;,>

%)随着
31&

(

7

浓度增加#表达
!

+7!

肾上腺素能受体及
3e7+

受体的细胞百

分率逐渐降低$

(

$

,;,>

%)各处理组血小板聚集率及
7493

见表
)

)

表
)

!!

各处理组血小板聚集率及
7493

#

Of'

$

处理组
聚集率$

]

%

7Q4

$

)+.

#

H

"

'8

% 花生四烯酸$

+;>''#0

"

8

% 胶原$

*;.'

H

"

8

%

7493

$

B

%

对照组
:);.f+;- :-;<f-;> >-;:f-;) .<;+f,;:

凝血酶处理组
).@;.f<>;.

"

).*;>f.*;>

"

)<@;-f.+;<

"

)>:;.f<:;.

"

31&

(

7

处理组$

#

H

"

'8

%

!

,;+>

)<-;:f:@;.

&

):@;>f>.;+

&

)>@;-f<-;>

&

)**;<f::;+

&

!

,;>

)>);:f><;*

&

)-@;.f*>;*

&

)--;>f>+;+

&

)+.;)f*@;-

&

!

,;<>

)+);*f+.;.

&

)),;<f-+;.

&

),.;*f*-;:

&

))+;@f-.;>

&

!

);+>

.@;)f@;.

&

@.;+f.;<

&

@,;-f<;.

&

@);<f.;.

&

!!

注!与对照组比较#

"

(

$

,;,>

&与凝血酶组比较#

&

(

$

,;,>

)

B

!

讨
!!

论

!!

血小板活化是心肌梗死*脑卒中*深静脉血栓形成等血栓

性疾病的重要发病机制#因此抗血小板治疗是防治血栓性疾病

的主要措施'
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)血小板功能亢进表现为黏附*聚集和活化能

力增强#其分子调控网络涉及
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肾上腺素能受体及
3e7+

受体等'

@!)+

(

)

血小板表面存在多种跨膜受体#介导血小板与血管的黏附

及血小板对激活剂的反应#在血小板止血和促凝血功能方面具

有重要作用#其中最为主要的是
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蛋白信号转导途径'
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血小板激活剂与
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蛋白偶联受体相互作用后#可通过以下信
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+i 浓度增加和蛋白激酶$
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和
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蛋白促进血小板内微管改变#形成丝足

和层足#通过重组肌动蛋白细胞骨架#使血小板形态发生改变&
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%通过抑制
X1%

家族成员参与的腺苷酸环化酶的催化作用#

抑制环磷酸腺苷$

G7?4

%的合成#尤其当内皮细胞合成前列腺

素
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4XY+

%和一氧化氮$
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%增多时#可导致血小板内
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水平升高'
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对血小板的影响
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检测结果显
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肾上腺素能受体*

3e7+

受体转录水平较低#经凝血酶处

理后#各指标
'(R7

相对表达量明显升高$
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%#表明凝

血酶可诱导血小板上述各种蛋白的基因转录&经不同浓度
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处理后#血小板
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和
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可抑制上述各
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的作用
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X1

U

*

X1)+

*

X1%

*

X1b

*

47(!)

和

47(!*

表达量较对照组明显增高$

(

$

,;,>

%&经不同浓度
31&

(

7

处理后#上述各种蛋白表达量也明显增加$

(

$

,;,>

%#但

较凝血酶处理组降低$

(

$

,;,>

%#且表达量随
31&

(

7

浓度增

加呈递减趋势)孵育
+F

后#各处理组表达
7Q4

受体*

!

+7!

肾

上腺素能受体及
3e7+

受体的细胞百分率均明显高于对照组
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%#其中凝血酶处理组表达
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种受体的细胞百分率最
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31&

(
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浓度升高#表达
7Q4
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肾上腺素能

受体及
3e7+

受体的细胞百分率逐渐降低)由此可见#

31&
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7

对血小板活化过程中的聚集及促凝功能等均有影响#血小板

活化过程中
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和
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31&
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抑制)

综上所述#

X

蛋白及相关信号分子参与了
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抗血小

板作用#从基因和蛋白水平为采用
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防治血栓性疾病提

供了一定的理论依据)
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