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六肽对兔血小板聚集活性的影响 
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摘要：目的  研究六肽对兔血小板聚集活性的影响。方法  采集健康家兔颈动脉血，以枸橼酸钠抗凝，用比浊法测其血

小板在不同诱导剂诱导下聚集率。结果  1×105 mol·L1 六肽，对兔 ADP、花生四烯酸(AA)和凝血酶诱导的血小板聚集的

抑制率分别为(66.22±1.40)%，(67.94±2.32)%和(58.18±4.67)%。六肽抑制兔 ADP、AA 和凝血酶诱导的血小板聚集的 IC50

分别为 3.24×106 mol·L1，1.32×106 mol·L1 和 7.24×106 mol·L1。结论  六肽在体外具有抑制兔血小板聚集的作用。 

关键词：六肽；血小板聚集；二磷酸腺苷；花生四烯酸；凝血酶 
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The blood of rabbit carotid artery was taken, and then, the anticoagulation blood was obtained by adding sodium citrate into the 
whole blood. The platelet aggregation rates induced by different inducers were determined by turbidimetry. RESULTS  The 

aggregation inhibition rates of 1×105 mol·L1 hexapeptide induced by ADP, arachidonic acid and thrombin in rabbit, were 
(66.22±1.40)%, (67.94±2.32)% and (58.18±4.67)%, respectively. The IC50 of aggregation inhibition rates of hexapeptide in rabbit 

induced by ADP, arachidonic acid and thrombin, were 3.24×106 mol·L1, 1.32×106 mol·L1 and 7.24×106 mol·L1, respectively. 
CONCLUSION  Hexapeptide has the effect of anti-platelet aggregation in rabbit in vitro. 
KEY WORDS: hexapeptide; platelet aggregation; adenosine diphosphate; arachidonic acid; thrombin 

 

血小板的黏附、释放及聚集等反应统称为血

小板活化。血小板黏附反应过程为[1-6]：当血管受

损时，血管内皮细胞被破坏，暴露出位于血管内

皮下的胶原纤维，由内皮细胞和血小板产生的

vWF 与胶原纤维结合，vWF 构型发生改变，随后

血小板膜上糖蛋白与变构的 vWF 结合，血小板黏

附于皮下组织；当血流缓慢时，血小板膜上的糖

蛋白可直接与血管内皮上的胶原纤维结合而产生

黏附现象。多种原因包括手术创伤所致的血管内

皮损伤均可致外周血小板从静止状态转变为活化

状态。活化的血小板增多，则血小板聚集增加，血

液凝集性增强，易于发生微小血栓或血栓性疾病。 

六肽是一种合成的拟 GP b/ aⅡ Ⅲ 受体拮抗剂，

该药物的微泡制剂在治疗家兔急性大脑中动脉栓

塞模型的研究已有报道[7-9]，它可产生显著的动脉

溶栓作用，但是其具体作用机制尚未见报道。溶

栓和抗凝作用是密切相关的，因此，本实验研究

了六肽对兔血小板聚集功能的影响，为进一步的

抗凝、溶栓机制研究提供实验支持。 

1  材料和方法 

1.1  仪器 

LBY-NJ4 型四通道血小板聚集仪(北京普利生

仪器有限公司)；TL-4 型台式离心机(湖南仪器仪

表总厂)；AB 135-S 型电子分析天平(瑞士 Mettler 

Toledo)；Sysmex SE-9000 型五分类全自动血液分

析仪(日本东亚电子有限公司)；XW-80A 漩涡混合

器(上海精科实业有限公司)；CQ-120 型超声波清

洗机(上海跃进医用光学器械厂)。 

1.2  试验用药 

六肽(P1Z4A5)(北京生物制品研究所，批号：

090106，经 HPLC-MS 检测纯度为 97.06%)；依替

巴肽(中国苏州肽生产有限公司，批号：2008010301)；

硫酸氢氯吡格雷(简称氯吡格雷)(济南乐康信药业

有限公司，批号：080301)；双嘧达莫注射液(山西

亚保药业集团股份有限公司，批号：070801)；盐

酸肾上腺素注射液(天津金耀氨基酸有限公司，批

号：070412)；阿司匹林 (美国 Sigma，货号：

A2093-100G)；花生四烯酸(AA，美国 Sigma，货

号：A9673-10MG)；ADP Na2(美国 Sigma，货号：

A2754-1G)；凝血酶冻干粉(长春国奥药业有限公

司，批号：2081101)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  药物溶液配制  将六肽适量，加反应量的

1%碳酸钠水溶液于漩涡混合器振匀，加 0.9%注射

用生理盐水超声溶解，备用，临用前配制成所需

浓度。依替巴肽配制时加 0.9%注射用生理盐水超

声溶解，备用，临用前配制成所需浓度。阿司匹

林临用前溶于 100 mmol·L1 Na2CO3 水溶液中，以

HCl 调节 pH 值至 7.0[10]。ADP 用生理盐水配制成

3 000 μmol·L1 的溶液分装备用，临用前用生理盐

水稀释至所需浓度；AA 先用无水乙醇配成 10%溶

液，临用前用 1.0%碳酸钠溶液稀释[11]。 

1.3.2  血小板聚集  家兔颈动脉插管法采血，以

3.8%枸橼酸钠∶全血为 1 9∶ 抗凝。血小板制备：

抗凝血采集后，上下颠倒试管混匀，1 000 r·min1

离心 10 min，制备富血小板血浆(PRP)；吸取上清

后，3 000 r·min1 离心 10 min，制备贫血小板血浆

(PPP)，取无溶血现象的血浆备用。用 PPP 调节 PRP

中血小板数，使达到约 250 个·nL1。为了避免血

小板被激活，以上操作均在室温下进行。 

血小板聚集抑制实验：按文献描述[12]，取含

血小板数为 250 个·nL1 的血浆 300 μL，置四通道

血小板聚集仪的测定样品方杯中，分别加入生理

盐水、六肽(终浓度分别为：1×105，1×106，1×

107，1×108 和 1×109 mol·L1)、依替巴肽(终浓

度为 1×106 mol·L1)、硫酸氢氯吡格雷(终浓度为

3×105 mol·L1)、双嘧达莫 (终浓度为 2×106 

mol·L1)或阿司匹林(终浓度为 2.8×104 mol·L1)，

37 ℃培育 20 min 后，用 PRP 调节透光率为 0%，

用 PPP 调节透光率为 100%。各受试管分别加入

ADP(溶剂为生理盐水，终浓度为 20 μmol·L1)+肾

上腺素(溶剂为生理盐水，终浓度为 2 μmol·L1)、
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AA(终浓度为 1.0 mmol·L1)或凝血酶(生理盐水溶

解，终浓度为 1.0 U·mL1)诱导血小板活化，同时

加入磁子搅拌后，开始计时，记录每个样本 5 min

内的血小板聚集曲线。并计算血小板聚集抑制率

/%=(对照组血小板聚集率给药组血小板聚集率)/

对照组血小板聚集率×100%。 

1.3.3  统计学处理  数据表示为 sx  。统计分析

方法采用 SPSS 13.0 软件，非配对 t 检验检验组间

和组内差异，P<0.05 被认为有统计学意义。用

Graph Pad Prism 5.0 软件绘图。 

2  结果与结论 

2.1  ADP 诱导的血小板聚集作用 

对照组ADP诱导的兔血小板聚集率为(56.95±

3.75)%，六肽 1×109~1×105 mol·L1 组对由 ADP

和盐酸肾上腺素诱导的血小板聚集率为 43.71%~ 

29.24%，显著低于对照组(P<0.01)。同等条件下，

阳性对照药物依替巴肽、氯吡格雷、双嘧达莫和

阿司匹林组对兔血小板的聚集率也明显低于对照

组(P<0.01 或 P<0.05)，结果见表 1。 

表 1  六肽对 20 μmol·L-1ADP 诱导的兔血小板聚集率的影

响( sx  ，n=6) 

Tab 1  Influence of hexapeptide on rabbit platelet aggregation 

rate induced by 20 μmol·L1 ADP( sx  , n=6) 

组 别 
浓度/ 

mol·L1 

血小板 大 

聚集率/% 

血小板聚集 

抑制率/% 

对照组  56.95±3.75 0 

1×105 29.24±3.402) 66.22±1.402) 

1×106  41.30±3.002) 27.48±1.002) 

1×107 42.72±2.682) 24.99±2.682) 

1×108 43.67±1.612) 23.32±1.612) 

六肽 

1×109 43.71±3.732) 23.25±3.732) 

依替巴肽 1×106 19.33±2.482) 66.06±2.482) 

氯吡格雷 3×105 35.65±3.132) 37.40±3.132) 

双嘧达莫 2×105 45.65±3.891) 19.84±3.891) 

阿司匹林 2.8×105 19.33±2.482) 66.06±2.482) 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared wiht control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01  

2.2  AA 诱导的血小板聚集作用 

对照组 AA 诱导的兔血小板聚集率为(40.07±

2.50)%，六肽 1×108~1×105 mol·L1 剂量组对由

AA 诱导的的血小板聚集率变化为 32.71%~ 

25.09%，显著低于对照组(P<0.01 或 P<0.05)。同

等条件下，各阳性对照药物对兔血小板的聚集率

也明显低于对照组(P<0.01)。结果见表 2。 

表 2  六肽对 1.0 mmol·L1AA 诱导的兔血小板聚集率的影

响( sx  ，n=6) 

Tab 2  Influence of hexapeptide on rabbit platelet aggregation 

rate induced by 1.0 mmol·L1 AA( sx  , n=6) 

组 别 
浓度/ 

mol·L1 

血小板 大 

聚集率/% 

血小板聚集 

抑制率/% 

对照组  40.07±2.50 0 

1×105 25.09±2.322) 67.94±2.322) 

1×106  26.76±2.472) 43.15±2.402) 

1×107 31.62±2.101) 32.82±2.101) 

1×108 32.71±2.401) 30.15±2.401) 

六肽 

1×109 35.42±2.20 24.75±2.20 

依替巴肽 1×106 25.33±2.562) 36.79±2.562) 

氯吡格雷 3×105 27.22±1.212) 32.07±1.212) 

双嘧达莫 2×105 20.57±3.252) 48.66±3.252) 

阿司匹林 2.8×105 2.06±0.652) 94.86±0.652) 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared wiht control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01  

2.3  凝血酶诱导的血小板聚集作用 

对照组凝血酶诱导的兔血小板聚集率为

(51.73±2.11)%，六肽 1×106 mol·L1 和 1×105 

mol·L1 组对由凝血酶诱导的的血小板聚集率显著

低于对照组(P<0.05)。同等条件下，阳性对照药物

双嘧达莫对兔血小板的聚集率也明显低于对照组

(P<0.01)。结果见表 3。 

表 3  六肽对 1.0 U·mL1 凝血酶诱导的兔血小板聚集率的

影响( sx  ，n=6) 

Tab 3  Influence of hexapeptide on rabbit platelet aggregation 

rate induced by 1.0 U·mL1 thrombin( sx  , n=6) 

组 别 
浓度/ 

mol·L1 

血小板 大 

聚集率/% 

血小板聚集 

抑制率/% 

对照组  51.73±2.11 0 

1×105 41.29±4.671) 58.18±4.671) 

1×106  42.02±3.601) 18.77±3.601) 

1×107 46.15±4.06 10.79±4.06 

1×108 55.61±3.34 2.17±3.34 

六肽 

1×109 54.64±3.25 0.17±3.25 

依替巴肽 1×106 42.80±2.551) 17.26±2.551) 

氯吡格雷 3×105 51.57±2.37 0.31±2.37 

双嘧达莫 2×105 42.54±1.782) 17.77±1.782) 

阿司匹林 2.8×105 44.42±3.64 14.13±3.64 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared wiht control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01  

2.4  由ADP、AA和凝血酶诱导的血小板聚集的 IC50 

六肽抑制 3 种诱导剂对兔血小板聚集的抑制

率结果见图 1。计算得六肽对由 ADP、AA 和凝血

酶诱导的血小板的 IC50 分别为 3.24×106，1.32×

106，7.24×106 mol·L1。结果表明，六肽可以抑

制由 ADP、AA 和凝血酶诱导的兔血小板的聚集。 
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图 1  六肽抑制由 ADP、AA 和凝血酶诱导的兔血小板聚

集量效曲线 
Fig 1  The concentration-response curves of hexapeptide 
inhibiting rabbit platelet aggregation induced by ADP, AA 
and thrombin 

3  讨论 

血小板的激活可以由 ADP、NE、血栓烷素

(TXA2)、凝血酶、Collagen、5-羟色胺和前列腺素

等引起，被激活后的血小板由盘状变为球形，同

时其表面参与血小板聚集和黏附功能 [13] 的

GP b/ aⅡ Ⅲ 受体表达会增加 [14-15]，此时再使用

GP b/ aⅡ Ⅲ 受体拮抗剂如阿西单抗、依替巴肽或替

洛非班等，均可从血小板聚集的 后共同通路上

抑制血小板的聚集[12]。由于 TXA2 在水溶液中不稳

定会分解，所以本次研究中采用了 AA 作为其对应

通路的血小板诱导剂，游离的 AA 在环加氧酶的作

用下，会产生主要代谢物 TXA2
[16-17]。ADP 受体拮

抗剂，如氯吡格雷，不可逆地抑制由 ADP 引起的

血小板Ⅰ相和Ⅱ相的聚集反应；环加氧酶抑制剂，

如阿司匹林，通过抑制该酶活性而抑制 TXA2 的合

成，以及阻断血小板膜 TXA2 受体，抑制血小板聚

集；磷酸二酯酶抑制药，如双嘧达莫(又名潘生丁)，

通过抑制磷酸二酯酶活性而使细胞内 cAMP 分解

减少、激活腺苷从而激活腺苷酸环化酶活性使

cAMP 合成增加以及促进血管内皮细胞 PGI2 的生

成等途径而抑制血小板聚集。 

不论采用了哪种诱导剂，能够作用于血小板

聚集共同通路的 GP b/ aⅡ Ⅲ 受体拮抗剂依替巴肽

均产生了显著的抗血小板聚集作用，而且六肽显

示了与依替巴肽类似作用及强度，提示六肽的抗

血小板聚集作用位点可能为 GP b/ aⅡ Ⅲ 受体。在

药物的临床应用中，往往因为疗效需要，作用于

几种不同通路的抗血小板聚集药物在必要时会联

合使用，本研究中选用多种通路的药物，为进一

步研究六肽与其合用的研究奠定了基础。 
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