
 

～  一  

灯盏细辛有效部位对中性粒白细胞与 

血小板之间粘附和聚集的影响 
沈志强 吴兰鸥 陈植和 刘吉开 

(1．云南省天然药物药理重点实验室，昆明医学院 昆明 650031 

2．中科院昆明植物研究所 昆明 650204) 

摘 要 采用 Peter等方法评价灯盏细辛有效部位注射藏对电刺激太鼠颈动脉血栓形成的作用；应用玫 

瑰花结试验和 Born氏法观察本品对太鼠中性粒细胞与血小板之间粘附和聚集的影响以探讨其抗血栓作 

用的细胞机制．结果表明，本品 50 mg／k8使血栓形成时间从对照组的 17．7士0．8 rain延长到 35 7士2．6 

rain(P<0．O5)；显著降低凝血酶激活的中性粒细胞与血小板间的粘附率，其 lBo为 61．4 mg／L，且明显抑 

制激活的中性粒细胞或其上清藏引起的血小板聚集，其 l o分别为 0．97和 2．1 g／L，提示灯盏细辛有效 

部位具有较强抗血栓作用，其原理可能与抑制中性粒细胞与血小板之间的相互作用有关。 

关蕾词 灯盏细辛}中性粒细胞}血小板}粘甜}血小板襄桑}血栓形成 

灯盏细辛又名灯盏花，是菊科飞蓬属植物，灯盏 

花注射液(西 ∞ injection)是从灯盏细辛中提取 

的有效部位，主要含灯盏花总黄酮及其它水溶性有 

效部位，代表性成分为灯盏乙紊，其结构式为4，5， 

6一三羟基黄酮一7一葡萄糖醛酸甙 ，现临床多用于治 

疗心脑血管缺血性疾病，晚近关于其抗血栓机制的 

研究大多侧重探讨其抗血小板活化作用。目前认为， 

血小板在血栓形成中只是因素之一，而中性粒细胞 

与血小板之间的相互作用在血栓形成与发展中的地 

位倍受关注0]，这为新作用机制抗栓药的研究开辟 

了新领域。本实验初步评价了本品对电刺激大鼠颈 

动脉血栓形成的影响，并从细胞分子水平探讨其抗 

血栓形成的作用机制。 

1 材料 

1．1 动物 

雄性 SD大鼠，体重 250~300 g，由云南省天然 

药物药理重点实验室提供(合格证号：云卫动管 

9805)。 

1+2 药品及主要试剂 

灯盏花注射液即灯盏细辛注射液，由昆明康普 

莱特制药有限公司提供，用前以生理盐水稀释，pH 
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值约7．O。淋巴细胞分离液(比重1．077)购自上海华 

精生物高科技有限公司。血小板活化因子(platelet 

activating factor，PAF)和肉豆蔻佛波醇(N—formyl— 

methiongl-lcucNl-phenylalardne， )均 由 Sigma公 

司提供。 

1．5 仪器 

电刺激仪(SEN-7203)、二道血流速度流量仪 

(DVM-4200型)及 Olympus像差显微镜均属 日本生 

产；SH一93型智能血液凝聚仪由上海生化仪器厂提 

供。 

2 方法与结果 

2．1 电刺激大鼠颈动脉血栓形成模型 

动物分 3组，每组 6只，即 0．9 生理盐水组， 

20 ms／l【g阿司匹林(Aspirin)组和 50 ms／ks灯盏细 

辛组，各组动物均灌胃，给药 2 h后用 2．0％戊巴比 

妥钠以30mg／ks腹腔注射麻醉大鼠，然后分离左颈 

总动脉，测定正常的血流量及血流速度，然后放置两 

根银制电极于血管两端，通以直流电刺激，并调电流 

1．5 mA，连续嘉9激 7 rain，同时于近头端测量血流量 

和速度。从刺激开始至血流量为零的时间为血栓形 

成时间(occlusion time，OT)。 

50 m8／kg的灯盏细辛使IO'1"从对照组的 17．7士 

0．8 min延长到 35．7士2．6 min，阿司匹林亦有显著 

作用(表 1)。 
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衰 1 

TIbk 1 

灯盏细辛灌■对电刺激大鼠颈动脉血栓形成的影响 

Effect of B t曲cⅡp{ jlI扣dion蚰 

ed叫 oⅡd-H脚 叫 thrmnb讴b In m le r_a 

一 6罐性大 鼠(rau)， 士s，。P<m 05与生理盐水 比较 ．(Comparison 

w1 蛆 Lme 

2．2 血小板制备 

大鼠颈动脉取血，以 2．7 ElYrA(做粘附试验) 

或 3．8％枸橼酸钠(做聚集试验)抗凝收集于塑料离 

心管中，血与抗凝剂体积比为9：1。室温以1 000 r／ 

mill离心 1 0 min得富血小板血浆(Natelet—rich 01as— 

ma，PRP)。PRP以3 000 r／rain离心 10m_m得血小板 

团块。作粘附试验时，用含 1 小牛血清蛋白及 164 

n'anol／L EDTA的磷酸缓冲液(PBS)洗涤血小板 3 

次，最后悬浮于上述含 1 mmol／L Cadz的PBS中；作 

聚集试验时，血小板用PBS洗涤3次，最后悬浮于含 

1 mmol／L CaClz的PBS中。上述试验，血小板数控制 

在 10 cell／m1左右，用胎盼兰排斥试验证实其成活 

率>95 。 

2．5 中性粒细胞的翩备 

在上述吸出PRP后的抗凝血中，加入与PRP等 

体积的生理盐水，再加入 1／6体积的6 右旋糖酐 

(Dexttan T 500)混匀。37℃静置 30 min，沉淀红细 

胞，将上层白细胞吸出轻浮于3 ml淋巴细胞分离液 

中，2 000 r／mln离心 30 rnin，取出底部中性粒细胞， 

加入l ml双蒸水溶血 30 s，使红细胞破膜，再加2倍 

浓度的PBS 1 ml，然后离心 10 min，中性粒细胞团块 

用 PBS洗 3次，最后悬浮于Hanks液中(溶媒组胞外 

含 l mmol／L Caa2或 5mmDl／L FA3TA分别反应有 

钙或无钙的情况)并调数 2×10 cell／ml(作粘附试 

验)或 0-5×10 ∞1l／ml(作聚集试验)并用胎盼兰排 

斥试验证实其成活率>95 。 

2．4 玫瑰花结试验 

改良Ho．ml~ger[ 和 Jungit 等方法，即取 50 

血小板与凝血酶(0．2 u／L)37℃温育 15 min，然后 

分别加入 0．9 生理盐水或药液各 50 1，继续静置 

15 min，再加入中性粒细胞悬液100 1，于4℃振荡 

30 min。取出少许细胞悬液，在常规计数板上于 40 

倍镜下随机计数 100个中性粒细胞，其周围粘附有 

2个或 2个以上血小板者为玫瑰花结试验阳性 每 

样本计数 3次，取其均值，并计算花结形成百分率。 

结果显示，胞外存在 l mmol／L的 Caa 或 5 

mmol／L EGTA时，溶媒组用凝血酶激活的血小板与 

中性粒细胞之 间形成 的玫瑰花结 比率分别为 

65．4 和 l1．8 。在胞外含 l mmol／L Ca 时，灯盏 

细辛和阿司匹林均 显著降低粘 附率，其 Icso各为 

61．4和 16．6 mg／L(表 2、3)。 

衰 2 灯盏细辛对凝血酶(0．2 U／L)激活的大鼠血小板 

与中性粒细胞间粘附的影响 

Tdhie 2 El'feet of Bn}t s∞ p{ 蛐 the binding of tIItombIn．jtlll 

ulated pI蛊倒 eb 佃 leukcey,tes In r_b 

=5大鼠(rats)．=4-s， P<0．05，一 P<0．01与对照组生理盐水比 

较 ．(。。 p s0n with~alino) 

表 3 阿司匹梓对凝血酶(0．2 U／L)激活的大鼠血小板 

与中性粒细胞间粘附的影响 

Table 3 E~eel 0f出曲 in 0nllIe bIndllI窖ot 

山 怔I№ t0klIkocy№ ‘DMb 

一 5大鼠(rats)，z士 ， P<0．05，一 P<0．01与对照组生理盐水比 

较 ．(c0mpafj∞n witla~aline) 

2．5 血小板聚集性测定 

2．5．1 激活的中性粒细胞上清液引起的血小板聚 

集 

用 fMLP(2 m。】／L)或 PAl?(1 m。】／L)于 37℃ 

激活中性粒细胞 1 0 min，悬液再以5 000 r／rain离心 

1 min得无细胞的中性粒细胞释放物质的上清液。 

将溶媒或不同浓度待测药液与洗涤血小板悬液于 

37℃共同温育 10 mln，然后加入 3 1中性粒细胞上 

清液并按 Born氏比浊法 记录 5 rain内最大聚集 

率。 

灯盏细辛明显抑制fMI．．~P或PAF激活的中性粒 

细胞上清液引起的血小板聚集，IC 。分别为 0．97和 

2．1 s／L}阿司匹林在大于 540 mg／L时亦无此效应 

(表 4)。 

2．5．2 激活的中性粒细胞引起的血小板聚集 

取 100 1上述 1 0。cell／L血小板与 100 gl 0．5× 

10 eel／m]中性粒细胞混合成 200 的细胞悬液(含 
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1 ramol／Lc )，搅拌下37℃温育 2 min。将溶媒或 

药液加入上述混合液中作用 5 mln，再加入 fMLP(2 

~raol／L)，同上观察血小板聚集的变化。 

表4 灯盏细辛对fMLP或PAF激活的中性粒白细胞上 

清液引趋血小板聚集的影响 

Tab|e 4 E,ffects of Bre~iscapirt 0n platelet aggregation stimul̈ ． 

ed by the supemaemt of fblLP(2~mol／L)·0r PAF(1 

,tooll／L)·a~tiwtted leu~oeytm In rats 

5大鼠(rats)， 士j，’P<O．05．一 P<O 01与对照组生理盐承比 

较。(ComlmtL~on with saline) 

从表 5可见，灯盏细辛明显抑制 fMLP刺激中 

性粒细胞直接引起血小板聚集作用，其 Ic 为 1．1 

g／L，而540 mS／L的阿司匹林则无作用。 

表5 灯盏细辛对fMLP漱活的中性粒白细胞直接引起 

血小板聚集的髟响 

Table 5 E,ffects olBrez4scapin on pI—t●eIaggregation stimulat- 

ed IM LP-aetlvatedleukocyt~ IⅡ raft 

药液p(g，L) 血小扳聚集率(％)Platelet agjgregaUon( ) 

对照 control 

O．375 

0．75 

B7．4-4-1 7 

63．S-4-2 9 

43．2士 3．9 

26．6士 1．7 

16．B士 1．9 

一 5大鼠(rats)， 士 ，’P<0．05，··P<O．01与对照组生理盐水比 

较 。(Compa~son with s~ne) 

5 讨 论 

以往认为，血栓拴寒性疾病的病理生理过程主 

要涉及血小板数量和功能。晚近研究表明，血栓形成 

是由包括血小板、白细胞及内皮细胞等多细胞间相 

互作用所致0]，因此有必要从多细胞多因子去探讨 

血栓的形成与发展，以阐明药物作用的新机制。国内 

就灯盏细辛的药理研究基本侧重其对血小板活化这 
一 单一因素的探讨。本研究从白细胞与血小板之间 

的粘附和聚集等相互作用阐明了灯盏细辛具有较强 

抗血栓栓塞性疾病的细胞分子作用机制。 

电刺激大鼠颈动脉所形成的血栓和人体动脉血 

栓相似。采用超声血流量仪替代点式温度计来判断 

OT，则排除了室温的影响，其结果更精确可靠。灯盏 

细辛 50 n~／kg明显延长动脉O1"，效果与 20 ms／ks 

阿司匹林相当，表明灯盏细辛具有较强的抗动脉血 

栓形成作用，与文献报道灯盏细辛在其它血栓模型 

中的防治作用一致Ev,e]。 

本实验结果表明，灯盏细辛显著降低凝血酶激 

活的血小板与白细胞闻的粘附率，提示灯盏细辛的 

抗栓作用与其抑制该两细胞间的粘附作用密切相 

关。在细胞外存在 l rr~nol／L的ca 时溶媒组的粘 

附率为 65．4 ，而胞外含有5 mmol／L的EGTA时， 

则粘附率仅为 l1．8 ，说明激活的血小板与白细胞 

间的粘附是钙离子依赖性的，同时揭示灯盏细辛抑 

制二细胞间的粘附可能与阻抑血小板或白细胞内的 

钙动员有关。心肌梗塞患者的血循环中血小板一白细 

胞花结明显增加，加重梗塞程度的范围 ]，灯盏细辛 

能显著减少花结形成，显然为其防治缺血性心脑血 

管等疾病提供了又一科学依据。 

白细胞通过释放的活性物质或与血小板直接接 

触引起血小板活化聚集。目前认为 fMLP激活白细 

胞释放的组织蛋白酶G、弹性蛋白酶和氧 自由基等 

可引起血小板 5一羟色胺释放、内钙动员及花生四烯 

酸的代谢(如血栓素的产生)，其中以组织蛋白酶 G 

的作用为主[1 。PAF激活白细胞后，除上述物质产 

生外，尚有PAF释放。灯盏细辛对 fMLP和PAF激 

活的白细胞所引起的血小板聚集均有显著抑制作 

用，表明其对上述物质的释放或生物效应均有不同 

程度的阻抑作用}与 fMLP激活的白细胞相比，灯盏 

细辛对PAF的作用要弱，提示灯盏细辛抑制白细胞 

引起的血小板聚集的作用不仅与PAF有关，更与组 

织蛋白酶G有关。 

灯盏细辛明显抑制fMLP激活的白细胞直接引 

起 的血小板活化 (fMLP本身 并不 能激 活血 小 

板[] )，说明其在一定程度上抑制了白细胞的活化 

而因此阻抑了血小板的聚集。这种抑制多种细胞活 

化作用对血栓栓塞性疾病的防治是十分有利的。 

与灯盏细辛不同的是，阿司匹林即使浓度高于 

3 mmol／L对 fMLP或 PAF激活的白细胞引起的血 

小板聚集均无明显作用，表明激活的白细胞或其上 

清液诱导血小板活化并不直接以花生四烯酸代谢通 

路介导，同时也揭示在现代血栓病的防治过程中，灯 

盏细辛有比阿司匹林更好的优越性。 

本实验表明，灯盏细辛通过抑制白细胞与血小 

板间的粘附和聚集而发挥较强的抗血栓形成作用， 

这为其广泛用于缺血性心脑血管疾病提供了进一步 

的科学依据。 
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E耶 E( S 0F BREyJSGAPJⅣ 0N LEUKoCYTE—PLA 眦 T 

ADHES10N AND PLATEI卫T AGGREGAn 0N 

IM l『I ATED BY ACTIVATED I正UK0Cm S 

SHEN Zhi—qiang ，W U I．an—otl‘，CHEN Zhi—he‘，LIN Ji—kaF 

(1． 附 I 聃 岫 f 4如 灿妇 。 ，Kuam／a~Megica／ 啦 ，Kunmiug 650031| 

2．m 嘶  ‘ Bot~my，Knund~ 650204) 

Abstract Peter’s method was used to evaluate the effect of助 嘲 in the model of electrically stimulated rat 

carotid arterial thrombosis；the effects of助 却 were investigated on leukocyte—platelet adhesion and platelet ag- 

grega tion induced by activated leukoc ytes according to rosette assay and Born’s method ．respectively．The results 

showed that intragastric m at 50 mg／l【g prolonged the occlusion~113e from 17．7士0．8 min to 35．7士2．6 

min(P~0 05)．岛．e瓣 4由 significantly decreased the binding of thrombin—stimulated platelets to neutropl~les with an 

IC50 value of 61 4 mg／L．It markedly inhibited platelet aggzegation stimulated by the supcrnatant of leukocyr~ or a 

tivated leukocytes．The Ic5D values Wel~e 0．97 and 2．I g／L．respectively．It is suggested that inhibition of矗rP”；s∞咖 

on leuk oc yte-platelet interaction may contribute to its potent anti-thrombotic effects． 
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