
≤²°³§q
∞⁄xs

k°ª#®ªptl

≤²±©¬§̈±¦̈ ¬±·̈µ√¤̄

k|x h l
�µ²∏³

∞⁄xs

k°ª#®ªptl

≤²±©¬§̈±¦̈ ¬±·̈µ√¤̄

k|x h l

w¤ tu{ qss tsx qvv ∗ txs qyz

w¥ |s qvy zy qsx ∗ tsw qyz

w¦ zy q{{ yw qzs ∗ {| qsy

w§ {y q{u zz qsw ∗ |y qys

w¨ zy q{{ yw qzs ∗ {| qsy

w© tsw qtv {x qy{ ∗ tuu qx{

wª {x qtt xw q|x ∗ ttx quz

≥²§¬∏° √¤̄³µ²¤·̈ tsz qus |t q|s ∗ tuu qxs

3  结果与讨论

合成的 z个化合物的熔点 !收率 !波谱数据及抗癫痫药

理实验结果见表 t ∗ v ∀环合反应中曾采用取代肉桂酸在正

丁醇 !甲苯带水条件下与水合肼反应 o产物副产物多 o只能用

硅胶柱色谱分离精制 ∀而酯化后 o无水乙醇中加热回流 o比

其与酸直接反应 o副产物少 o可用醋酸乙酯重结晶方法简便

得到产物 o收率也提高 ∀

药理实验结果表明 oz个化合物均具有较好的抗癫痫活

性 ∀目标化合物的结构中有两个活性中心 o即 v2吡唑烷酮部

分和肉桂酰氨基部分 o两个活性中心拼合在一个分子体内可

能起联合作用 ∀其中 w¦ow¨活性微强于先导化合物 x2苯基2

v2吡唑烷酮k∞⁄xs � z{ qzu°ªr®ªl o强于对照组丙戊酸钠 o苯

环上引入吸电子基团活性有增强趋势 o但引入推电子基团甲

氧基也得到活性增强 ∀芳环上取代基的构效关系有待于进

一步研究 ∀
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摘要 }目的  研究大鼠服用云南白药后 o血小板在 �⁄°及花生四烯酸诱导下聚集率的变化 o以及血小板糖蛋白 ≤⁄yt及 ≤⁄yu°

在静息及 �⁄°诱导条件下在膜表面表达的变化 ∀方法  大鼠¬ª给药 v§后 o取血 o用血小板聚集仪测定血小板的聚集率以及

用流式细胞仪测定 ≤⁄yt和 ≤⁄yu°的表达 ∀结果  无论在 �⁄°或花生四烯酸诱导下 o云南白药组的血小板聚集率都显著高于

对照组k Π� s qstl ~在静息条件下 o≤⁄yt及 ≤⁄yu°在膜表面的表达虽有少量增加 o但与对照组相比没有显著差异k Π� s qsxl o

但在 �⁄°刺激条件下 o给药组 ≤⁄yt及 ≤⁄yu°表达比对照组都有显著增加k Π� s qstl ∀结论  在诱导条件下 o云南白药可以促

进血小板聚集及血小板膜上 ≤⁄yt及 ≤⁄yu°的表达 o但不会增加静息血小板表面 ≤⁄wt及 ≤⁄yu°的表达 o不会形成促血栓倾

向 ∀

关键词 }云南白药 ~血小板 ~≤⁄yt ~≤⁄yu° ~流式细胞术

中图分类号 }� u{x qx ~� |yx qu    文献标识码 }�    文章编号 }tssz2zy|vkusswlsu2stss2sw

Εφφεχτσ οφ Ψυννανγ Βαοψαο ον τηε εξπρεσσιον οφ πλατελετ µεµ βρανε γλψχοπροτεινσ

≠∞�¬¤±2©̈ ±ªt o≠�� • ¬̈2°¬±t o����«∏²2«∏¬t o��� ≤«²±ª2®∏±u o����� �¬2 ∏́±u o�� ⁄̈ 2̄¬¤±ªu o��∞�� ÷¬¤²2¬¬¤±ªt

(t . ∆επαρτµεντ οφ Βιοµεδιχαλ Ενγινεερινγ , Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ, Ηανγζηου vtssuz , Χηινα ;u . Ψυννανγ Βαοψαο Γρουπ Χο . ΛΤ∆ , Κυνµινγ

yxsuss , Χηινα)

#sst# ≤«¬± ���° oussw �³µ¬̄o∂²̄ qut �²qu                中国现代应用药学杂志 ussw年 w月第 ut卷第 u期



ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×²¶·∏§¼·«̈ ¤̄·̈µ¤·¬²±¶²©¤ªªµ̈ª¤·¬²± µ¤·̈ ²© ³̄¤·̈̄ ·̈¶¬±§∏¦̈§¥¼ �⁄° ²µ¤µ¤¦«¬§²±¬¦¤¦¬§¤±§·²¶·∏§¼·«̈

¦«¤±ª̈ ²© ° °̈¥µ¤±̈ ª̄¼¦²³µ²·̈¬±¶²©µ̈¶·¬±ª³̄¤·̈̄ ·̈¶²µ³̄¤·̈̄ ·̈¶¤¦·¬√¤·̈§¥¼ �⁄° ¤©·̈µ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²© ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²q ΜΕΤΗΟ∆  �©·̈µ

≥⁄µ¤·¶º µ̈̈ ¤§°¬±¬¶·µ¤·̈§º¬·«≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²©²µ·«µ̈¨§¤¼¶o·«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¤ªªµ̈ª¤·¬²±µ¤·̈ º¤¶§̈·̈¦·̈§¥¼ ³̄¤·̈̄ ·̈¤ªªµ̈ª¤·¬²± ¤±¤̄¼½̈ µo¤±§

·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©≤⁄wt ¤±§≤⁄yu° ²± ³̄¤·̈̄ ·̈¶° °̈¥µ¤±̈ º¤¶§̈·̈¦·̈§¥¼©̄²º ¦¼·²° ·̈µ¼qΡ ΕΣΥΛΤΣ  ×«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¤ªªµ̈ª¤·¬²±µ¤·̈ ²©ªµ²∏³¶

¤§°¬±¬¶·µ¤·̈§ º¬·« ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤² º¤¶°∏¦««¬ª«̈µ·«¤±¦²±·µ²̄ ªµ²∏³k Π� s qstl q�©·«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¶º µ̈̈ ¤¦·¬√¤·̈§¥¼ �⁄° o·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©

≤⁄yt ¤±§≤⁄yu° ²±·«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¶° °̈¥µ¤±̈ ¬± ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²ªµ²∏³º¤¶¬±¦µ̈¤¶̈§¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ¦²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³q�²º √̈ µ̈o

·«̈µ̈ º¤¶±²¶¬ª±¬©¬¦¤±·¦«¤±ª̈ ²©·«̈ ¶̈ ª̄¼¦²³µ²·̈¬±¶¬± µ̈¶·¬±ª³̄¤·̈̄ ·̈¶¤°²±ªªµ²∏³¶k Π� s qsxl qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²o∏±2

§̈µ¶·¬°∏̄¤·¬±ª¦²±§¬·¬²±o¦¤±¬±¦µ̈¤¶̈ ·«̈ µ̈¤¦·¬²± ¤¦·¬√¬·¼ ²©³̄¤·̈̄ ·̈¤±§·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© ≤⁄yt o≤⁄yu° ²±·«̈ ° °̈¥µ¤±̈ q �²º µ̈̈µo≠∏±2

±¤±ª�¤²¼¤² º¬̄̄ ±²·¬±¦µ̈¤¶̈ ¬·¶ª̄¼¦²³µ²·̈¬±¶ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²± ³̄¤·̈̄ ·̈° °̈¥µ¤±̈ ∏±§̈µ±²µ°¤̄ ¦²±§¬·¬²±q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²~³̄¤·̈̄ ·̈~≤⁄yt ~≤⁄yu° ~©̄²º ¦¼·²° ·̈µ¼

  云南白药的止血作用已为国内外普遍接受并广泛应

用≈t ∗ v  o近年来在临床上已经证明术前口服云南白药可以减

少手术中的出血量 o这大大扩展了云南白药的临床应用 ∀但

云南白药的止血机制并没有进行深入研究 o同时也不确定服

用云南白药后是否会造成促血栓形成倾向 ∀本实验从血小

板入手 o研究云南白药在静息及诱导的条件下对大鼠血小板

聚集功能及膜表面糖蛋白表达的变化 o试图进一步阐明云南

白药的止血机制以及云南白药对正常血小板功能的影响 ∀

1  材料

1 q1  药品和试剂

云南白药粉剂 o批号 }usssttst o由云南白药集团提供 o使

用时用生理盐水配制成悬浊液 ~花生四烯酸钠盐 !多聚甲醛

购自 ≥¬ª°¤公司 ~�⁄° 钠盐购自上海生化所西巴斯公司 ~

ƒ�×≤2小鼠抗大鼠 ≤⁄yt单抗 !免抗大鼠 ≤⁄yu°多克隆抗体 !

小鼠来源的 ƒ�×≤2�ª�t¤购自 �⁄ °«¤µ°¬±ª̈ ±公司 ~°∞2羊抗免

�ª�二抗购自 ≥��公司 ∀

1 q2  实验动物及饲料

≥⁄大鼠 o雌雄各半 o体重 uvs ∗ uzsªo由浙江医学科学院

动物实验中心提供 ∀动物饲养合格证 }浙实验动物准字k|yl

ssu ∀饲料为标准大鼠颗粒饲料 o含蛋白质 us h o由浙江医学

科学院动物实验中心提供 ∀

1 q3  仪器

血小板聚集凝血因子分析仪 o北京世帝科学仪器公司 o

型号为 ��2°¤¥̈µµ ~流式细胞仪 o�⁄公司 o型号为 ƒ�≤≥²µ·∀

2  方法

2 q1  分组及给药

vs只大鼠 o随机分 v组 o每组 ts只 ∀参考云南白药的动

物研究资料k由云南白药公司提供l以及文献≈w 中单用云南

白药治疗内出血性疾病的剂量 o并按体表面积换算 o设置大

鼠的给药剂量为 vws及 yzs°ª#®ªp t#§pt o分别 ¬ª生理盐水 !

云南白药高低剂量组 o连续 v§o每天两次 ∀并于取血前 t ∗ t q

x«再给药一次 ∀

2 q2  取血

大鼠用 t h戊巴比妥钠 w°�r®ª腹腔麻醉 ∀分离一侧颈

外动脉 o用一次性注射器取血 w qx°�o以 v q{ h枸橼酸钠 tΒ|

抗凝 ∀

2 q3  血小板聚集率测定

常规分离富血小板血浆k°� °l及贫血小板血浆k°°°l ∀

取 vssΛ�°� ° 放入测试杯中 o分别以花生四烯酸钠盐 kw qv

°°²̄r�l及 �⁄°ktsΛ°²̄r�l为聚集诱导剂 o在血小板聚集凝血

因子分析仪上测试血小板在不同时间的聚集率及最大聚集

率 ∀

2 q4  ƒ≤ � 标本处理

抗凝血分离 °� °后 o将血样进行两种不同的处理 }一是

以 tΒt加入 u h多聚甲醛 o室温固定 tx°¬±∀二是加入终浓度

为 tsΛ°²̄r��⁄° o血小板激活 x°¬±后再加入 tΒt的 u h多聚

甲醛固定 tx°¬±∀各取固定后的 °� ° z qxΛ�o加入 tΒts稀释

兔抗大鼠 ≤⁄yu°多克隆抗体 txΛ�o室温染色 vs°¬±∀用 °�≥

离心清洗三次 ∀弃上清 o加入 tΒts 稀释 ƒ�×≤2小鼠抗大鼠

≤⁄yt单抗 txΛ�及 tΒtss稀释 °∞2羊抗免 �ª�二抗 xΛ�o避光

室温染色 vs°¬±∀用 °�≥清洗三次后 o以备流式细胞仪检测 ∀

以小鼠来源的 ƒ�×≤2�ª�t¤及 °∞2羊抗免 �ª�二抗经相同处理

为同型对照 ∀

2 q5  血小板 ƒ≤ � 检测

用 �⁄公司的流式细胞仪检测 o用 w{{±°的氩离子激发 o

ƒ≥≤ o≥≥≤ 用对数放大 oƒ≥≤ 设阈值 o以 ≤⁄yt阳性设门圈定血

小板 o测定 xssss万个血小板 o计算荧光阳性百分率及平均荧

光强度k�ƒ�o单位为道数l ∀把 ≤⁄yu°的阳性率定义为血小

板的活化百分率 ∀

2 q6  统计学处理

实验结果以 cξ ? σ表示 o组间用 τ检验进行比较 oΠ� s q

sx表示有显著性差异 ∀

3  实验结果

3 q1  云南白药对血小板聚集的影响 ∀

  无论在 ��或 �⁄°诱导下 o云南白药高低剂量组的富血

小板血浆在不同时间点上的聚集百分率和 y°¬±内的最大聚

集百分率都显著高于对照组k Π� s qsxl o但大 !小剂量之间没

有显著差异k Π� s qsxl ∀见表 t o表 u ∀

表 1  云南白药对 ��诱导的血小板聚集率的影响k ν � ts ocξ ? σl

Ταβ 1  ∞©©̈¦·¶²© ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²²±·«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¶¤ªªµ̈ª¤·¬²±¬±§∏¦̈§¥¼ ��k ν � ts ocξ ? σl
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组别
不同时间k¶l血小板聚集率k h l

ys tus t{s uws vss

对照 z qy ? y qw tx qu ? tw q{ uv qy ? t| qv uz qs ? us qy vt qw ? t| qz w| qt ? | q|

云南白药

kvws°ª#®ªpt#§ptl
uv qx ? tu q|ul v| qx ? t{ quul wv qy ? tw qxtl xt qx ? { q{ul ys q{ ? { q{ul yy qv ? ts quul

云南白药

kyzs°ª#®ªpt#§ptl
uz q{ ? us qttl ww qv ? uv qttl xt qy ? us qwtl xw qx ? tz qtul ys q{ ? tw qxul yy qw ? tu quul

注 }与对照组比较 }tl Π� s qsx oul Π� s qst

�²·̈}≤²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¦²µ·µ²̄ ªµ²∏³}tl Π� s qsx oul Π� s qst

表 2  云南白药对 �⁄°诱导的血小板聚集率的影响k ν � tsl

Ταβ 2  ∞©©̈¦·¶²© ≠∏±±¤±ª�¤²¼¤²²±·«̈ ³̄¤·̈̄ ·̈¶¤ªªµ̈ª¤·¬²±¬±§∏¦̈§¥¼ �⁄°

组别
不同时间k¶l血小板聚集率k h l

ys tus t{s uws vss

对照 tu qy ? tu qt uw qy ? tu qw vw q{ ? tw qz wt qz ? t{ qu xw qy ? ut q| xz qu ? ut qz

云南白药

kvws°ª#®ªpt#§ptl
tw qz ? y qv vu qy ? z q| xt qv ? ts qtul zu qz ? tu qxul zy qz ? ts qvul {{ qy ? tt qwul

云南白药

kyzs°ª#®ªpt#§ptl
tx qy ? | q{ vy q{ ? z qztl xz qv ? | qzul zz qv ? tv q|ul {{ qs ? tw q{ul |u qu ? tt quul

注 }与对照组比较 }tl Π� s qsx oul Π� s qst

tl Π� s qsx oul Π� s qst √¶¦²±·µ²̄ ªµ²∏³

3 q2  云南白药对血小板膜表面糖蛋白表达的影响

云南白药在静息及 �⁄°诱导条件下对大鼠血小板表面

的 ≤⁄yt o≤⁄yu°及血小板的活化百分率的影响 o见表 v o表 w

所示 ∀以 �ƒ�表示糖蛋白表达的高低 ∀

表 3  云南白药在静息条件下对血小板表面糖蛋白表达的影

响 k ν � tsl

Ταβ 3  ∞©©̈¦·¶²© ≠∏±±¤±ª �¤²¼¤² ²± ·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© ª̄¼¦²³µ²2

·̈¬±¶¬±·«̈ ° °̈¥µ¤±̈ ²©µ̈¶·¬±ª³̄¤·̈̄ ·̈¶

组别
≤⁄yt

k道数l

≤⁄yu°

k道数l

活化百分率

k h l

对照 vv qy ? y qt v qx ? s q{ ts qv ? w qy

云南白药

kvws°ª#®ªpt#§ptl
vx qu ? w q{ w qt ? s qx tv qy ? v qz

云南白药

kyzs°ª#®ªpt#§ptl
vz qw ? y qt w qu ? s qy tu qx ? v q|

表 4  云南白药在 �⁄°诱导下对血小板表面糖蛋白表达的

影响 k ν � tsl

Ταβ 4  ∞©©̈¦·¶²© ≠∏±±¤±ª �¤²¼¤² ²± ·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© ª̄¼¦²³µ²2

·̈¬±¶¬±·«̈ ° °̈¥µ¤±̈ ²©³̄¤·̈̄ ·̈¶¤¦·¬√¬¤·̈§¥¼ �⁄°

组别
≤⁄yt

k道数l

≤⁄yu°

k道数l

活化百分率

k h l

对照 ww qv ? y qs x qt ? t qu uw q{ ? z qs

云南白药

kvws°ª#®ªpt#§ptl
xz qv ? ts qyul z q| ? t qzvl ws qs ? z q|vl

云南白药

kyzs°ª#®ªpt#§ptl
yt qs ? tv qsvl { qu ? u qwvl v| qy ? { qzvl

注 }与对照组比较 }ul Π� s qst ovl Π� s qsst

ul Π� s qsx ovl Π� s qst √¶¦²±·µ²̄ ªµ²∏³

  结果显示 o在给药后 o大鼠血小板表面的 ≤⁄yt o≤⁄yu°的

表达及血小板活化的百分率都有所增加 o与对照组相比 o各

组的各个指标都没有显著性差异k Π� s qsxl ∀但在 �⁄°的

刺激下 o给药组无论在糖蛋白的表达还是血小板的活化程度

都远远高 于对照组k Π� s qst或 Π� s qsstl ∀各组的 ≤⁄yt o

≤⁄yu°的表达及血小板活化的百分率与未加刺激时相比 o有

显著增加k Π� s qsstl o并且给药组的各种指标的变化幅度都

显著高于对照组 ∀

4  讨论

云南白药作为一种传统的具有很好止血作用的中药 o已

广泛用于治疗临床消化道出血以及用于减少手术时的出

血≈u ow  ∀血小板通过黏附 !聚集 !释放等反应在止血过程中起

着重要作用 o这些作用都与血小板膜表面的糖蛋白密切相

关 ∀当血小板活化时 o≤⁄yt从血小板开放管道系统从膜内

转移到膜外 o使它在质膜上的表达增加≈x  ∀同时它与 ≤⁄wt

的结合也增加 o其 ≤⁄wtr≤⁄yt复合物的构型发生改变 o增加

对纤维蛋白原受体的结合 o促进血小板的聚集≈y  ∀血小板 ¤

颗粒膜与质膜融合 o≤⁄yu°暴露在血小板质膜表面 o成为血

小板晚期活化的重要标志≈z  ∀利用流式细胞仪检测血小板

表面糖蛋白已广泛应用在临床血小板功能及出血与血栓性

疾病上≈{ o|  ∀

研究表明≈u  o云南白药可以显著缩短出血时间 !凝血时

间及凝血酶原时间 o但笔者未有报道显示它与血小板功能方

面的关系 ∀鉴于血小板在止血及血栓形成中的重要作用 o研

究云南白药对血小板聚集功能的作用对阐明云南白药的药

理作用具有重要意义 ∀本研究表明 o¬ª云南白药后 o大鼠体

内的静息血小板糖蛋白的表达与正常相比 o虽有少量的升

高 o但没有明显差异k Π� s qsxl ∀由于在操作上不可避免地

会引起血小板的部分活化 o所以这轻微变化也可能是由于操

作过程所引起 ∀在光r色素法大鼠肠系膜活体微血栓模型

中 o我们发现大鼠在服用云南白药后 o不会增加血栓形成时

间 ∀但在 �⁄°刺激下 o给药后的血小板的反应更为敏感 o其

活化的程度 !糖蛋白的表达都显著高于对照组 o把更多的糖

蛋白表达于膜表面 o参与血小板的聚集 !黏附以及同其它细
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胞的相互作用 o这有利于止血反应的进行 ∀这些结果为云南

白药应用于减少术后出血提供了部分实验依据 ∀
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