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叶下珠有效部位的溶栓作用及其对 

PAI一1和 tPA活性 的影响 * 

沈志强 陈 蓬3 沈建群4 董泽军2 刘吉开2 
(1．云南省天然药物药理重点实验室 ，昆明医学院 昆明 650031； 

2．中国科学院昆明植物研究所 昆明 650204； 

3．昆明圣火制药有限责任公司 昆明 650217； 

4．安徽省青阳县杨 田医院 青阳 242800) 

摘 要 采用改良的Charlton和 Tomihisa等方法评价叶下珠植物(Phyllanthus urinaria)含 的 

水溶性有效部位(代号 PUW)对电刺激大鼠颈动脉血栓的溶栓作用；应用发色底物方法测定 PUW在体 

内外对血浆 tPA、血浆或血小板释放的 PA1．1活性的影响。结果显示，5 mg／~g的 PUW，其再通率为 

50％，再栓率为 60％；10 mga~g PUW 的血管再通率为 6o％，其再栓率为 33．3％，低于 2万 U／kg尿激 

酶42．9％的再栓率。再通后 1 h内，血管开放状态表现为，2万 U／kg尿激酶组的血管开放状态与 5 

mg／~gPUW 组的相似；10mg／~gPUW组，其持续再通率高于 2万U／kg的尿激酶组。PUW 在体外或 

静脉注射均明显降低血浆 PAl一1活性，同时提高血浆 tPA的活性；PUW静注还明显抑制血小板释放的 

PA1．1活性。本实验结果提示 ，PUW 静脉注射显著提高闭塞颈动脉的再通率，同时降低再通后颈动脉 

的再栓率；抑制 PAl一1活性，同时提高 tPA的活性可能是 PIr 具有较好溶栓作用的分子机制。 

关键词 叶下珠；有效部位；血栓；溶栓作用；组织型纤溶酶原激活物；纤溶酶原激活物抑制物 

组织型纤溶酶原激活物 (tissue-type plasmino- 

gen activator，tPA)，是纤溶系统的主要激活剂，它 

通过激活纤溶酶原形成纤溶酶而溶解纤维蛋 白，生 

成纤维蛋白降解产物，也就是说，tPA是纤溶系统的 

启动因子【 ；纤溶酶原激活物抑制物 (plasminogen 

activator inhibitor type-1，PAI一1)为 tPA的生理快 

速抑制剂，它与 tPA以 1：1结合后使之迅速失去活 

性，导致纤维蛋白清除力下降、纤维蛋白沉积，同时 

与血管壁结合。简言之，PAI一1对纤溶系统起着从 

头抑制作用，降低 tPA活性并因此减弱纤溶能力， 

促进血栓的形成和延展L2J。大量临床研究证实，急 

性心肌梗死、脑梗死及深静脉血栓等血栓性疾病患 

者血浆的PAI一1活性异常增高，而 tPA活性明显下 

降 ， ；上述患者在恢复期，恢复程度与 tPA活性呈 

明显正相关，与 PAI一1活性呈明显负相关，说明上述 

患者体内纤溶活性愈低，愈后愈差 J。经过治疗， 

当tPA和PAI一1活性接近正常后，患者的病情也随 

之改善，表明PAI一1是心脑血管等血栓栓塞性疾病 
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的危险因子，这就给我们药理学工作者提出一个思 

路：研究开发 PAI一1抑制剂，为治疗血栓性疾病及降 

低血管再栓率开辟新的途径。 

叶下珠(Phyllanthus urinaria)为大戟科一年生 

草本植物，作为一种传统的中草药常用来抗菌和抗 

病毒，民间主要用来治疗黄疽、肝炎、肠炎、痢疾、肾 

炎水肿等症[6]6。从该植物中获得的水溶性有效部 

位(含 ∞rilagil1 60％以上)，简称 PrOw。本课题组在 

筛选 PAI一1抑制剂时，发现源于叶下珠的有效成份 

corilagin明显抑制 PAI一1活性。因此推测，corilagin 

含量较高的叶下珠有效部位也可能具有抑制 PAl一1 

活性。 

本研究采用 Charlton和 Tomihisa方法评价 

PUW 的对电刺激大鼠颈动脉血栓的溶解作用 ，运 

用发色底物法测定 PUW 在体内外对大鼠血小板 

PAI一1活性及血浆 tPA和 PA1 1活性的影响，以评 

价Puw的溶栓作用及其可能的作用机制。 

1 材 料 

1．1 动物 

雄性 SD大鼠，体重 250--300 g，由昆明医学院 

实验动物中心提供 (合 格证号：滇实动证 字第 

2001034号)。 
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1．2 药物和试剂 

PUW的提取分离 同本研究组前期发表的论 

文[7l。用前以0．9％ 的生理盐水溶解，100 mmol／L 

的Na2CO3将其 pH值调至 7．0。尿激酶从丽珠集 

团丽宝生化制药公司购买 ，用前溶于生理盐水 中。 

人凝血酶由 Sigma化学公司 出品，用蒸馏水溶解。 

测定 tPA和 PAI一1的发色底物试剂盒购 自上海 医 

科大学。 

1．3 主要仪器 

电刺激仪(S 、i一7203，日本 Nihon Kohden公司 

产品)；超声 血 流量 仪 (DVM-4200，日本 Hayashi 

Denki公司生产)；全 自动酶标仪(EL340，美国Bio- 

Tel【Instruments公司产品)。 

2 方法与结果 

2．1 PUW 对电刺激大鼠颈动脉血栓的溶解作用 

2．1．1 血栓模 型的制备 

大鼠分为 5组 ，每组 1O只。A组 ：0．9％ 的生 

理盐水；B组：2万 u／kg尿激酶作为阳性对照组；C- 

E组：2．5，5．0和 10．0 mg／kg的 PUW 组。改 良 

Charlton等方法 ，即用 30 mg／kg的戊 巴比妥钠 

腹腔注射麻醉大鼠，分离大鼠左颈总动脉，置两根银 

制电极 (间距 0．8锄 )，超声探针置远心端。用 电 

刺激器以 2 mA的直流连续刺激大 鼠颈动脉 5 min。 

用超声血流量仪连续探测颈动脉血流量。以血流量 

为刺激前的 5O％ 作为血栓形成。 

2．1．2 n 溶栓 活性 的测 定 

根据Tomihlsa等方法【9J9，以刺激结束后至血流 

量为刺激前的5O％所需的时间定为血栓形成时间。 

形成血栓后 2O min，上述各组分均经股静脉一次性 

注射 ，观察给药后 1 h内血管再通情况；该段时间 

内，若血管没有再通 ，则认为再通失败。若再通 ，则 

继续观察血管开放状态 1 h。以／>5096或≤25％ 的 

刺激前血流量者判定为持续再通或继后的再栓塞； 

再通后 1 h内，每只动物的颈动脉血流量以刺激前 

血流量为基线可分为≥50％，>25％至 <50％，和 

≤25％。颈动脉血管开放程度分别为(1)持续栓塞 

(persistent occlusion，PO)：无再通 ；(2)再通与再栓 

塞交错出现(cyclic fellow，CR)；(3)再通后持续开 

放(persistent patency，PP)：再通后无再栓塞。 

结果表明，5 mg／kg的 PUW ，其再通率为 

50％，再栓率为 6O％；10 mg／kg PUW 的血管再通 

率为 60％，其再栓率为 33．3％，低于 2万 U／kg尿 

激酶 42．9％ 的再栓率；生理盐水组无一动物 出现 

再通(表 1)。再通后 1 h内，血管开放状态表现为 ， 

生理盐水组均持续栓塞；2万 U／kg尿激酶组的血 

管开放状态与 5 mg／kg PUW 组的相似；10 mg／kg 

PUW组，其持续再通率高于 2万 U／kg的尿激酶 

组(表 2)。 

表 1 PUW 对大鼠颈动脉血栓的溶栓作用 

Table 1 Thrombolytie effect of PI on carotid artery throm— 

bosisinmale rats 

，l=10， ±s，。P<0．05( test)与生理盐水比较 (Comparisonwith 

saline) 

表 2 一次性静注 PUW 溶栓后 1 h动脉开放状态 

Table 2 Incidence of carotid artery pateney at 1 h after sue— 

cessfial thrombolysis followed by intravenous iniection 

of PUW  

，l=10雄性大鼠 (Male rats) 

2．2 PUW 对 tPA和 PAI一1活性的影响 

2．2．1 血浆制备 

自雄性 大 鼠颈动脉 取血，用含 有 EDTA(270 

mmol／L)、Na2CO3(1．9 mmol／L)和 PGE1(282 

mmol／L)的抗凝剂抗凝 (血与抗凝剂体积比为 9： 

1)。于4℃ 1600 g离心 30 min，得到贫血小板血 

浆，于一40℃冻存。 

2．2．2 洗涤血小板的制备 

自大鼠颈动脉取血，用 3．8％ 的柠檬酸钠(血与 

抗凝剂体积比为 9：1)抗凝。室温下 180 g离心 10 

min得富血小板血浆，再以2500 g离心 10 min，得 

血小板团快。细胞悬浮于磷酸缓 冲液 (phosphate 

buffer solution，PBS)中(800 g／LNaH2PO4，947g／ 
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L Na2t-IP04，432 g／L NaC1，250 g／L牛血清蛋白和 

100 mg／L葡萄糖混合溶液，pH 7．38)。洗涤两次 

后 ，细胞重又悬浮于上述 PBS缓冲液中。血小板数 

调至 3×10 细胞几。参照 Biemond等方法【加J，即 

于血小板悬液加入 1 IU／mL的人凝血酶并于 37℃ 

温育 10 min，或 0．1 96的 Triton X-IO0以溶解血小 

板。血小板聚集或溶解后，混合物在 4℃ 4000 g离 

心 30 min，沉淀血小板 ，得 到血小板释放物和溶解 

物的上清液，并于一40℃保存待用。 

2．2．3 血浆及血小板释放液 中 t】PA和 PAI一1活性 

的测定 

2．2．3．1 体外实验 

不同浓度的PUW在室温下与上述制备的待测 

血浆样品温育 45 min。按试剂盒说 明书，应用发色 

底物法于 96孔酶标板上测定血浆 tPA和 PAI一1的 

活性。 

结果显示 ，PUW 在体外 明显 降低 血浆 PAI一1 

活性 (I 为41．3 mg／L)，同时提高血浆 tPA的活 

性(表 3)。 

表 3 P【r 在体外对大鼠血浆 PAI．1和 tPA活性的影响 

Table 3 Effect of P1 01"1 rat plasmaPAI．1 andtPA activity 

in "oitro 

，l=10。z±s，。P<0．05，一 P<0．O1与生理盐水比较 (Comparison 

with saline)． 

2．2．3．2 体内实验 

雄性大鼠用 30 mg／kg的戊巴比妥钠腹腔注射 

麻醉后，股静脉和颈动脉分别插入聚乙烯管以便给 

药和取血。大 鼠分 2组，8只／组 ，即 0．996的生理 

盐水、0．5 mg／kg／min的 PUW 组，均于 20 min内分 

别注入股静脉。给药前 取血 1次，给药后分别于 

10、30、60和 90 min取血。血浆、血小板的释放液 

或溶解液的制备及 t】PA与PAI一1的活性测定同前。 

结果发现，Pu 静注显著降低血浆 PAI一1活 

性 ，同时增加 了血浆 中 tPA 的活性 ，于给药 后 60 

min达最大效应(表 4，5)。给药前 (0 min)，血小板 

受凝血酶激活后释放 的 PAI一1活性为 63．7±4．6 

IU／mL，Triton使血小板破膜后 PAI一1全部释放出 

来，其活性为 67．8±4．2 IU／mL。PUW (0．5 nag／ 

kg／min，灌注 20 min)明显抑制血小板释放的 PAI一 

1活性(表 6)。 

表 4 PUW (O．5 mg／kg／min。静脉灌注 20 min)对大 鼠 

血浆 PAI 1活性的影响 

Table 4 Effect ofPUW (0．5 mg／kg／rnin，i．vfor20min)01"1 

rat plasmaPAI·1 activity 

，l：8。z±s，’P<0．05，一 P<0．01与等时间点的生理盐水组 比较 

(Cc sonwiththe sl~xletimeof saline)， P<0．01与给药前 比较 

(GⅫ pa s∞ with 0 m．m)． 

表 5 PUW(0．5 mg／kg／min。静脉灌注 20 min)对血浆 

tPA活性的影响 

Table 5 Effect of PUW (0．5 mg／kg／min，i．vfor 20 min)Oil 

rat plasmatPA activity 

，l=8。z±s。一 P<0．01与等时间点的生理盐水组 比较(Com~  

withthe time of saline)，#P<0．01与给药前 比较(Cclrrl阳ri3∞ 

wit}l0min)． ’ 

表 6 PUW(0．5 rag／kg／min。静脉灌注20min)对大鼠血小 

板 PAI．1活性的影响 

Table 6 Effect of intravenous PUW Oil PAI一1 activity released 

from rat platdets 

，l=8，z±s， P<0．05。一 P<0．01与等时间点的生理盐水组 比较 

(Cc粕par；s0n t}lthe san坨t_雌 of saline)， P<0．01与给药前 比较 

(Cx~nNu-lson t}l 0m．m)． 

3 讨 论 

血浆 PAI一1活性增加可降低纤溶活性 ，促进血 

栓的形成与延展。许多实验及临床研究均支持 

PAI一1水平增高与血栓形成事件之间存在紧密联 

系。国内外学者对首次发生急性心肌梗死的生存者 

研究发现，这些患者的 PAI一1活性异常增高，进一步 

随访研究后认为，血浆 PAI一1活性增高是发生再梗 
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死的原因【n，l2]。也就是说，PAI一1水平升高可能是 

心脑血管血栓性疾病 (尤其是年轻人血栓性疾病) 

发病的主要危险因子 ，而且还可能是心肌梗死初发 

病例发生再梗死的危险因素。这就给我们提出一条 

思路 ：研究开发新型作用机制 的溶栓药一 PAI一1 

抑制剂，对治疗心脑血管血栓性疾病具有重要的理 

论意义和应用价值。但迄今，国外就小分子 PAI一1 

抑制剂的研究成果屈指可数，上世纪 9O年代中期， 

英国的 Xenova制药公司从微生物 streptonmyces sp 

中分离得到小分子的 XR5118。研究发现 XR5118 

具有较好的溶栓作用 ，其作用机制与其抑制 PAI一1 

活性，升高 tPA活性密切相关[13】，目前已进入临床 

试验阶段。但植物来源的 PAI一1抑制剂未见报道。 

本课题组就中国传统中草药叶下珠植物的有效 

部位—— 】1 进行了溶栓作用及其机制探讨。结 

果表明，PUW 对 电刺激大 鼠颈动脉血栓具有 明显 

的溶解作用，随剂量的增加，血管再通率增高，而再 

栓率显著下降，提示 PUW 具有明确的溶栓作用。 

与尿激酶比较 ，较高剂量的 PUW 血管再通率较高、 

再栓率降低，因此作为一种植物来源的有效部位， 

PUW 具有明显的研究价值和应用潜势。 

tPA是纤溶系统 的启动 因子 ，PAI一1为 tPA的 

生理快速抑制剂 ，它与 tPA以 1：1结合后使之迅速 

失去活性 ，致使纤溶活性明显减弱[14,15】。本实验发 

现，PUW在体外呈浓度依赖性明显抑制血浆 PAI一1 

活性，同时提高血浆 tPA活性；静脉注射后，PUW 

在降低血浆 PAI一1活性的同时提高了 tPA的活性， 

而且时一效关系一致。PAI一1主要贮存在血小板的 a 

颗粒内，血小板激活后 ，释放大量 PAI一1，研究表明， 

血浆中80—90％的PAI一1来自血小板[16,17]。本研究 

比较了 Triton溶解血小板颗粒膜和凝血酶激活血 

小板后上清液内的 PAI一1活性 ，结果显示 ，二者所测 

得的 PAI一1活性基本相当 (前者为 67．8±4．2 IU／ 

mL，后者为 63．7±4．6 IU／nlL)，而且用凝血酶激 

活血小板能较好反映机体的病理状态 (比如 ，急性 

心肌梗死和急性脑梗死血栓形成过程中血小板的活 

化)。PUW 能明显降低血小板释放的PAI一活性，于 

给药后 10 min起效，60 min达最大抑制作用，至9O 

min时仍明显降低 PAI．1活性，该时一效特征与其抑 

制血浆 PAI一1活性及升高 tPA活性类似，提示 

PUW 可能通过抑制血小板 a颗粒释放的 PAI一1活 

性而降低血浆 PAI一1活性的，并因此提高了血浆中 

tPA的活性。本研究总的提示 ，PUW 可能是一种植 

物来源的PAI一1抑制剂，同时也揭示由于 PUW 抑 

制 PAI一1活性 ，解除 了 PAI一1对纤溶系统的启动因 

子 tPA的灭活作用，提高了机体的纤溶活力，因而 

具有较强的栓塞血管 的再通作用 ，有利于防止血栓 

的进一步形成和延展 。 

国外临床研究发现 ，PAI一1先天性缺乏患者 只 

有中度出血倾向【l8J，且 PAI一1的单克隆抗体(CLB- 

2C8)虽显著抑制 PAI一1活性，但并未发现明显的出 

血反应u 9I。本研究组前期报道，PUW虽延长大鼠 

尾尖出血时间，但与阿司匹林或尿激酶比较，出血时 

间显著缩短【引。因此 ，作为 PAI一1抑制剂 的 I)I 

有引起出血的倾 向，但不会像抗血小板药或尿激酶 

等溶栓药造成较严重的出血反应。 

综上所述 ，PUW 具有 明显的溶栓和纤溶作用 ， 

其机制可能与抑制血小板和血浆 PAI一1活性、提高 

血浆 tPA活性密切相关；PUW 作为一种植物来源 

的PAI一1抑制剂 ，有望开发成为一种新作用机制的 

溶栓药物。 
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EFFEC oF咖 FRA CrI'IoN 删 PHYI，LAM 'Ⅲ  URI=NARIA 

oN THROM口 oLYSIS AND 咖  LC=rI'IVITy oF PAI．1 AND TPA 

SHEN Zhi—qiang ，CHEN Pe ，SHEN Jian-qun4，DONGZ~iun2，LIU Ji—kaj2 

(1．Yunnan Pharmacological laboratories ofNatural Products，Kunming Medical College，Kunndng 650031，China； 

2．Kunming Institute ofBotany，the ChineseAcademyof Sc／er／ce$，Kunming 650204，China； 

3．Kunming I嗍 t̂‘0PharmaceuticalLtd ，Kunming  650217，China； 

4．Yangtian Hospital of Q／nyang County，Qinyang 242800，Oarm) 

Abstract Charlton’s andTomihisa’smethodsweremodifiedtoinvestigatethethrombolytic effectofPUW (ef— 

fective fraction containing 60％ corilagin from Phyllanthus urinaria)，as wdl as its effect on carotid artery pa— 

tency status．The activity of type 1 plasminogen activator inhibitor(PAI一1)in plasma or platelet releasate and 

tissue-type plasminogen activator(tPA)in plasma was assayed by use of chrornogenic substrate．The resultS 

showed that PUW (5，10 mg／kg)significantly increased the reperfusion and decreased the reocclusion in rat 

carotid arteries．One hour after SUCC~ Ul reperfusion，the incidence of carotid artery patency in the group of 5 

mg／kg PUW was nearly similar to that in the group of 20000 U／kg urokinase，and the persistent patency was 

higher in 10 mg／kg PUW than in 20000 U／leg urokinase．PUW in vitro or intravenous iniection，markedly 

suppressed PAI一1 activity while elevated tPA activity；intravenous PUW  also significantly inhibited PAI一1 activ— 

ity released from thrombin—activated platelets．The results suggested that PUW increased the artery reperftIsion 

and decreased the rcocclusion of carotid artery ．The inhibition of PlAI一1 activity an d subsequent elevation of tPA 

activity might contribute to the thrombolytic effect of PUW ． 

Key words Phyllanthus urinaria；corilagin；thrombosis；thrombolysis；tissue-type plasrninogen activator； 

type 1 plasminogen activator inhibitor 
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