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摘要 目的 研究莪术二酮对凝血酶诱导大鼠血小板活化
和聚集的影响，来阐明莪术二酮抗血小板活化的机制。方法
电阻抗法测定凝血酶诱导大鼠洗涤血小板聚集率，计算莪

术二酮对其抑制率。荧光分光光度法测莪术二酮抑制血小
板胞内钙离子浓度变化。流式细胞术检测血小板 P-selectin
( CD62p) 的表达。Western blot 测定磷酸化蛋白的磷酯酶 C
( PLC) 、蛋白激酶 C( PKC) 和丝裂原活化蛋白激酶( MAPKs)

的变化。结果 400 μmol /L 的莪术二酮可以有效地抑制
0. 3 U /ml凝血酶诱导的大鼠血小板的聚集。50、100 μmol /L

的莪术二酮可以显著抑制血小板活化标志物［Ca2 +］i 上升
和 P-selectin( CD62p) 的表达。在蛋白水平上，莪术二酮可以
抑制 PLCβ3、PKCθ和 MAPKs蛋白的磷酸化。结论 初步认
为莪术二酮通过 PLC-PKC-MAPKs 通路抑制凝血酶诱导的
血小板活化和聚集，阐明了莪术二酮抗血小板活化的部分机
制。
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血管栓塞性疾病为临床常见病，目前的研
究［1 － 2］结果表明，血管内皮损伤和血小板功能异常
是血栓形成的重要诱因。已有的抗血小板药物，例
如阿司匹林、氯吡格雷、华法林，已经用于临床治疗。
但是，这些药物应用过程中存在着副反应、药物抵抗
以及潜在的出血倾向，限制了其在临床的使用。为
了发现更多有效的抗血小板药物，本课题组从中药
中进行了寻找。莪术是一味具有行气破血、消积止
痛功效的传统抗血瘀的中药［3 － 4］。之前的研究［5］显
示莪术中倍半萜类成分莪术二酮( 化学结构式见图
1) 可以抑制血小板的聚集和 HepG2 细胞增殖。结

合目前抗血小板药物的研究趋势，该研究以凝血酶
为诱导剂，大鼠的洗涤血小板为研究对象，观察莪术
二酮对凝血酶诱导的血小板活化和聚集的标志物和
信号通路的影响，探讨莪术二酮可能作用的靶点，从
而找出莪术中抗血小板活化的有效成分。

图 1 莪术二酮的结构式

1 材料与方法

1． 1 实验动物 选取成年健康 SD 大鼠，普通级，
雌雄各半，180 ～ 220 g，实验动物来自于安徽医科大
学实验动物中心，饲养 1 周后用于实验，期间自由进
食和饮水。
1． 2 主要试剂和仪器 莪术二酮 ( 课题组制备纯
度≥99% ) ; 10%水合氯醛溶液( 青岛宇龙海藻有限
公司) ;凝血酶( 美国 Sigma 公司) ;钙离子荧光探针
Fluo 3-AM ( 日本株式会社同仁化学研究所 ) ;
CD62p-FITC、多克隆兔抗 Phospho-PLCβ3 ( Ser1105 )
( 英国 Abcam 公司) ; 单克隆兔抗 PLCβ3、多克隆兔
抗 Phospho-PKCθ ( Thr538 ) ( 美国 Cell Signaling 公
司) ; 单克隆兔抗 PKCθ( 美国 Anbo Biotechnology 公
司) ; 多克隆兔抗 EＲK1 /2、多克隆兔抗 Phospho-
EＲK1 /2( Tyr204) ( 美国 Immunnoway 公司) ; 多克隆
兔抗 p38MAPK、多克隆兔抗 Phospho-p38MAPK
( Thr180) 、多克隆兔抗 Phospho-JNK1 /2 /3 ( Thr183 /
Tyr185) ( 美国 Bioworld 公司) ; 多克隆兔抗 JNK1 /2
( 武汉博士德生物工程有限公司) ; FA2004 型电子
天平( 上海精密科学仪器有限公司) ; DL-5 型低速大
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容量离心机( 上海安亭科学仪器厂) ; 血小板计数显
微镜( 日本 Olympus 公司) ; PL-11 型全自动血小板
分析仪( 南京神州英诺华医疗科技有限公司) ; ＲF-
5301PC荧光分光光度计 ( 日本岛津公司) ; EPICS
XL 型流式细胞仪 ( 美国 Beckman Counter 公司) ;
PowerPacTMBasic电泳仪电、Mini-PＲOTEAN Tetra
垂直 电 泳 槽 ( 美 国 BIO-ＲAD 公 司 ) ; Bioshine
ChemiQ4600mini化学发光成像系统( 上海欧翔科学
仪器有限公司) 。
1． 3 洗涤血小板制备 取禁食 12 h 的大鼠称重，
腹腔注射 10%水合氯醛( 3 ml /kg) ，待麻醉完全后，
使用采血针进行腹主动脉采血，置于 3. 8%柠檬酸
钠抗凝管中，每管血上下轻轻颠倒 6 ～ 7 次使之与抗
凝剂混匀，800 r /min 离心 10 min 后取出，轻轻吸取
上层的富集血小板。加入体积约为 1 /4 富集血小板
总体积的 ACD 溶液 ( 20. 9 mmol /L 柠檬酸，44. 8
mmol /L柠檬酸钠，74. 1 mmol /L 葡萄糖，pH 5. 0 ) ，
3 000 r /min离心 2 min，去掉上层液体，在血小板沉
淀中加入 3 ～ 4 ml 洗涤液 ( 113 mmol /L NaCl，24
mmol /L NaH2PO4，4 mmol /L KCl，4 mmol /L
Na2HPO4，0. 2 mmol /L EGTA，0. 1% 葡萄糖，pH
6. 0) 轻轻吹打混匀，3 000 r /min离心 2 min，去掉上
层液体，在沉淀中加入 Hepes-Tyrode液( 134 mmol /L
NaCl，12 mmol /L NaHCO3，2. 9 mmol /L KCl，0. 34
mmol /L NaH2PO4，1 mmol /L CaCl2，1 mmol /L
MgCl2，5 mmol /L Hepes，5 mmol /L 葡萄糖，pH 7. 4)
吹打混匀，计数为 3 × 108 /ml，加入前列环素 ( 终浓
度 0. 1 μmol /L) 放置在 37 ℃ 30 min后待检测。
1． 4 血小板聚集率的测定 取洗涤血小板 500 μl
加入样品杯上机，仪器进行血小板计数后，37 ℃条
件下加入生理盐水或者不同浓度的凝血酶，进行 3
次聚集率的检测，给出血小板最大聚集率，检测持续
的时间 5 min。取得凝血酶诱导合适的聚集浓度后，
样品改加入生理盐水或者不同浓度的莪术二酮，孵
育 10 min上机。血小板聚集抑制率按下式计算:血
小板聚集抑制率( % ) =［( 对照组聚集率 －给药组
聚集率) /对照组聚集率］× 100%
1． 5 血小板胞内钙离子(［Ca2 +］i)测定
1． 5． 1 血小板负载 Fluo 3-AM 取制备的洗涤血小
板悬液，分为仅加入生理盐水的静息组、0. 3 U /ml
凝血酶作用的对照组、25 μmol /L 莪术二酮组、50
μmol /L莪术二酮组、100 μmol /L 莪术二酮组。加
入用 DMSO溶解的 Fluo 3-AM混匀，Fluo 3-AM在血
小板悬液中的终浓度为 5 μmol /L，然后将样品放置

37 ℃条件下避光孵育 30 min，3 000 r /min 离心 2
min 后吸弃上清液，沉淀用洗涤液洗两次，再用
Hepes-Tyrode液重悬，并调节血小板计数为 2 × 108 /
ml，将样品放置在 37 ℃条件下 10 min，待测。
1． 5． 2 荧光分光光度计测定［Ca2 +］i 样品分为胞
外有 Ca2 +组和胞外无 Ca2 +组，其中胞外有 Ca2 +组
测定之前在负载的血小板悬液中加入 CaCl2 溶液
( 终浓度为 1 mmol /L) ，胞外无 Ca2 +组则不加。两
组均提前加入生理盐水或者不同浓度的莪术二酮，
37 ℃避光孵育 10 min，激发波长设置为 490 nm，发
射波长为 526 nm，上机检测，最后加入凝血酶诱导
血小板。按下面公式计算血小板胞质［Ca2 +］i，
［Ca2 +］i = Kd·［( F － Fmax) / ( Fmin － F) ］。其中
Kd为解离常数值，为 400 nmol /L; F 为样品初始测
得的荧光强度值，Fmax为加入 Triton X-100( 终浓度
为 1% ) 测得的荧光强度值; Fmin 为加入 EDTA( 终
浓度为 5 mmol /L) 时测得的荧光强度值。
1． 6 流式细胞术检测血小板 CD62p的表达 取制
备的洗涤血小板按 1. 5. 1 分组，与生理盐水或者不
同浓度的莪术二酮避光孵育 10 min，再加入凝血酶
刺激 5 min，样品中加入 CD62p-FITC 混匀后放置在
室温条件下避光孵育 30 min。上机前在样品中加入
1 ml PBS稀释。使用流式细胞仪上机检测。
1． 7 Western blot 检测蛋白表达 将洗涤血小板
按 1. 5. 1 分组，提取样品总蛋白，使用 BCA 法进行
蛋白定量，计算蛋白上样量并上样，依次进行电泳、
转膜、封闭，配制磷酯酶 C ( phospholipase C，PLC) 、
蛋白激酶 C ( protein kinase C，PKC) 、丝裂原活化蛋
白激酶( mitogen-activated protein kinases，MAPKs) 蛋
白以及磷酸化蛋白的一抗稀释液，并将膜置入其中，
4 ℃孵育过夜，使用辣根酶标记的山羊抗兔或抗小
鼠二抗稀释液( 1 ∶ 1 000) 室温下孵育 1 h。洗涤、显
影，测定蛋白条带累积光密度值，计算蛋白表达相对
含量。
1． 8 统计学处理 实验数据用 SPSS 17. 0 统计软
件进行分析，采用单因素方差分析方法 ( One-way
ANOVA) 进行比较，实验数据结果用 珋x ± s 表示，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 莪术二酮对血小板聚集的影响 实验结果显
示，在洗涤血小板中加入 1 mmol /L Ca2 +，随着凝血
酶浓度的升高，血小板的聚集率也逐渐升高，聚集率
约为 75%时［( 75. 70 ± 2. 68 ) %，F = 75. 97］，对应
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的凝血酶浓度为 0. 3 U /ml，具有显著地诱导血小板
聚集的作用，后续实验采用 0. 3 U /ml，见图 2A。提
前加入莪术二酮孵育血小板，探究其合适的抑制聚
集浓度。随着莪术二酮浓度增加，其对凝血酶诱导
的血小板抑制效果逐渐增强，当加入莪术二酮的浓
度为 400 μmol /L 时，抑制效果较好，抑制率约为
47%［47. 57 ± 3. 16) %，F = 85. 52］，见图 2B。

图 2 莪术二酮对血小板聚集的影响
A:不同浓度的凝血酶诱导血小板聚集; B:不同浓度的莪术二酮

抑制凝血酶诱导血小板聚集

2． 2 莪术二酮对血小板［Ca2 +］i 浓度的影响 胞
内 Ca2 +浓度的升高是血小板活化的指标之一，而
Ca2 +浓度升高的方式主要通过胞内钙储库的释放和
胞外 Ca2 +内流。结果表明，在血小板胞外不含有
Ca2 +时，50 μmol /L和 100 μmol /L 的莪术二酮可以
显著抑制 0. 3 U /ml凝血酶作用的胞内 Ca2 +升高( F
= 38. 08，P ＜ 0. 01) ，见图 3A。同时，当在血小板胞

外含有 1 mmol /L Ca2 +，50 μmol /L和 100 μmol /L的
莪术二酮仍可以显著抑制 0. 3 U /ml 凝血酶作用的
胞内 Ca2 +升高( F = 34. 34，P ＜ 0. 01 ) ，见图 3B。比
较胞内 Ca2 +升高情况，当血小板胞外存在 Ca2 +时，
可以产生血小板 Ca2 +流入胞内的作用，使血小板进
一步活化。

图 3 莪术二酮对血小板［Ca2 +］i浓度的影响
A:胞外不含 Ca2 +时，莪术二酮对血小板胞内 Ca2 +浓度的影响;

B:胞外含 1 mmol /L Ca2 +时，莪术二酮对血小板胞内 Ca2 +浓蔗的影

响; 1:静息组; 2: 对照组; 3: 25 μmol /L 莪术二酮组; 4: 50 μmol /L 莪

术二酮组; 5: 100 μmol /L莪术二酮组; 与静息组比较: ##P ＜ 0. 01; 与

对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 莪术二酮对血小板 P-selectin( CD62p)表达的
影响 为了探究莪术二酮是否能抑制血小板 α 颗
粒物的释放，本实验以颗粒物中含有的 P-selectin
( CD62p) 为研究对象，测定 CD62p 表达，同时也反

映了血小板的活化情况。通过检测血小板 CD62p
荧光强度变化，得到莪术二酮抑制血小板活化的能
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力。结果表明，50、100 μmol /L 的莪术二酮可以显
著降低 CD62p 的表达 ( F = 58. 74，P ＜ 0. 01 ) ，荧光
强度值显著降低，P-selectin( CD62p) 表达明显受到
莪术二酮的抑制，见图 4。
2． 4 莪术二酮对磷酸化 PLC、PKC 表达的影响
PLCβ是 G蛋白偶联受体 q 直接作用的下游蛋白，
具有调节血小板胞内 Ca2 +浓度的作用。PKC 作为
PLC 的下游蛋白，能够调节血小板 P-selectin
( CD62p) 的表达和胞内颗粒物的释放。如图 5 所
示，50、100 μmol /L 莪术二酮抑制了 PLCβ的磷酸化
降低( F = 23. 67，P ＜ 0. 01) 。PKCθ的磷酸化表达变
化与 PLCβ 相似，50 μmol /L( F = 6. 32，P ＜ 0. 05) 和

100 μmol /L( F = 6. 32，P ＜ 0. 01 ) 莪术二酮降低了
PKCθ的磷酸化升高。
2． 5 莪术二酮对磷酸化 MAPKs 表达的影响 本
实验探究了莪术二酮对于 MAPKs 3 个蛋白亚型:
EＲK1 /2、p38 MAPK 和 JNK1 /2 的磷酸化表达的影
响。如图 6 所示，MAPKs 3 个蛋白亚型磷酸化受到
莪术二酮的抑制，50、100 μmol /L 均可显著抑制凝
血酶作用的 EＲK1 /2 磷酸化 ( F = 253. 25，P ＜
0. 01) ，也可以抑制 p38 MAPK 的磷酸化，而 100
μmol /L莪术二酮对 JNK1 /2 的抑制作用相对较弱
( F = 83. 20，P ＜ 0. 01) 。

图 4 莪术二酮对血小板 P-selectin( CD62p) 表达的影响
A: 基线组; B:静息组; C: 对照组; D: 25 μmol /L莪术二酮组; E:

50 μmol /L莪术二酮组; F: 100 μmol /L 莪术二酮组; G: CD62p

光密度值直方图; 与静息组比较: ## P ＜ 0. 01; 与对照组比

较: ＊＊P ＜ 0. 01
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3 讨论

为了寻找疗效更好的抗血小板药物，课题组对
活血化瘀药莪术进行了研究，发现莪术二酮具有抗
血小板的活化的作用［6］。为了找出莪术二酮抑制
凝血酶诱导大鼠洗涤血小板聚集的有效浓度，取聚
集率约为 75%的凝血酶浓度值 0. 3 U /ml。根据课
题组之前研究［6］的数据，选取 50 ～ 600 μmol /L 的莪
术二酮筛选合适的浓度范围，结果显示，400 μmol /L
莪术二酮对血小板聚集的抑制率约为 50%，与之前
研究结果相近。本研究显示，50 μmol /L 莪术二酮
可以显著抑制血小板的聚集，然而，血小板的活化是
一个复杂的级联反应过程。为了探究是否存在更低
浓度的莪术二酮在蛋白水平上已经能够引起血小板
的活化指标的变化而未影响凝血酶诱导的血小板聚
集，课题组在之后的实验中增加了 25 μmol /L 的莪
术二酮组。

当血小板活化时，许多血小板活化标志物会产
生变化，包括 α颗粒、致密颗粒、P-selectin( CD62p) 、
三磷酸腺苷和胞内 Ca2 +等［7 － 9］。当凝血酶诱导血
小板活化时，胞内 Ca2 +升高。50、100 μmol /L 莪术
二酮能显著抑制血小板胞内 Ca2 +升高，但是胞外存
在 1 mmol /L Ca2 +时，胞内 Ca2 +浓度高于胞外不含

Ca2 +的血小板，说明当血小板活化时胞外 Ca2 +内流
有助于血小板活化。与抑制胞内 Ca2 + 浓度相似，
50、100 μmol /L莪术二酮也可以有效抑制 P-selectin
( CD62p) 的释放。

血小板活化可由多个受体介导，PLC 位于 Gq
的下游，是重要的血小板活化通路上的蛋白，调节胞
内 Ca2 +浓度，并且分解 PIP2，激活 PKCs。PLCβ 亚
型是 PLC蛋白家族中重要的蛋白亚型，当凝血酶受
体激活时，会激活 PLCβ3。PLCβ3 Ser1105 磷酸化受
到 PKA和 PKC的作用而减少，而 PLCβ3 Ser537的磷
酸化受 CaMKII 的调节，与 PLCβ3 的基础激活有
关［9 － 10］。因此，本研究中首先探究 PLCβ3 Ser1105
磷酸化情况。PKCs家族是一类丝氨酸 /苏氨酸激酶
蛋白，具有广泛的作用。Pook et al［11］研究发现
PKCθ 调节 α颗粒的释放，之前研究发现莪术二酮
可以有效抑制 P-selectin( CD62p) 的表达和 α 颗粒
的释放，本研究探究了血小板 PKCθ 的表达，发现有
相似的结果，然而 PKCs 仍然需要更多的研究来阐
明各个蛋白亚型在血小板活化中的作用。近期的研
究［12］证实，MAPKs 在血小板的活化和血栓形成中
起着重要的作用。Oh et al［12］研究发现，JNK1 激活
后会作用于整合素 αIIbβ3 受体的激活，EＲK2 在凝
血酶诱导的血小板聚集和TXA2合成中发挥着作

图 5 莪术二酮对磷酸化 PLC、PKC表达的影响
A:莪术二酮对 PLCβ磷酸化的抑制作用; B: 莪术二酮对 PKCθ 磷酸化的抑制作用; 1: 静息组; 2: 对照组; 3: 25 μmol /L 莪术二酮组; 4: 50

μmol /L莪术二酮组; 5: 100 μmol /L莪术二酮组; 与静息组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 6 莪术二酮对磷酸化MAPKs表达的影响
A:莪术二酮对 MAPKs蛋白 3 个亚型磷酸化的抑制作用; B:不同亚型的分组情况和磷酸化结果直方图; 1:静息组; 2: 对照组; 3: 25 μmol /L

莪术二酮组; 4: 50 μmol /L莪术二酮组; 5: 100 μmol /L莪术二酮组; 与静息组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

用。MAPKs有 3 个亚型，而莪术二酮抑制 3 个蛋白
亚型的磷酸化的具有浓度差异性，说明 3 个蛋白亚
型对于莪术二酮作用的敏感程度不同，本研究显示
EＲK1 /2 和 p38 MAPK对莪术二酮作用较为敏感，而
JNK1 /2 的敏感性相对其他两个亚型低。关于 100
μmol /L 莪术二酮抑制凝血酶作用的 EＲK1 /2 磷酸
化超过对照组，通过查阅文献［13］发现，检测相关蛋
白的磷酸化与正常组之间差异，存在较高剂量的中
药单体作用于血小板抑制蛋白磷酸化的作用超过了
正常组的情况。本研究将借助检测中药单体作用细
胞毒性的方法，来确定 100 μmol /L莪术二酮抑制血
小板活化的过程中是否会有毒性。

综上所述，莪术二酮可以抑制凝血酶诱导的血
小板的聚集，以及胞内 Ca2 + 升高和 P-selectin
( CD62p) 的释放，并且初步确定莪术二酮通过 PLC-

PKC-MAPKs 通路抑制凝血酶诱导的血小板活化和
聚集，阐明了莪术行气破血的部分机制( 图 7) ，但其

图 7 莪术二酮抑制凝血酶诱导血小板活化的部分机制图
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相关的机制有待进一步深入研究。
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Inhibition by curdione of thrombin-induced
platelet activation and aggregation
Qiao Wenhao1，Zhang Dongling1，Zhao Yingli2，et al

( 1College of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Dept of Pharmacy，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To clarify the mechanism of curdione-attenuated platelet activation through exploring the
effects of curdione on thrombin － induced rat platelet activation and aggregation． Methods Platelet aggregation was
measured with the electrical impedance method then the inhibition rate of curdione was calculated． Inhibitory effect
of curdione on intracellular calcium concentration in platelets was detected by fluorescence spectrophotometry． The
expression of P-selectin( CD62p) was measured by flow cytometry． The phosphorylation of PLC，PKC and MAPK
proteins were detected by Western blot． Ｒesults The results showed that 0. 3 U /ml thrombin-induced rat platelet
aggregation was inhibited by 400 μmol /L curdione effectively． The markers of platelet activation included the up －
regulation of intracellular calcium mobilization［Ca2 +］i and the expression of P-selectin( CD62p) were decreased
by 50 μmol /L or 100 μmol /L curdione significantly． Meanwhile，Western blot results demonstrated that the phos-
phorylation of the PLCβ3，PKCθ and MAPKs was also inhibited by curdione． Conclusion Curdione may inhibit
thrombin-induced rat platelet activation and aggregation by inhibiting the PLC-PKC-MAPKs pathway，at least in
part．
Key words curdione; thrombin; platelet activation and aggregation; PLC-PKC-MAPKs pathway
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