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目的
!

探讨螺旋藻激酶"

67U

#对急性血瘀模型大鼠的血液流变学%血小板聚集率和环磷酸腺苷"

K?C7

#的影响$方

法
!

0%

只
63

大鼠分为正常对照组%模型组%阿司匹林组和
67U

高%低剂量组!灌胃给药
-!

!采用肾上腺素冰水浴刺激复制急性

血瘀大鼠模型!应用全自动血流变测定仪检测全血黏度%血浆黏度%红细胞压积"

ZKG

#%红细胞聚集指数"

4?X

#%红细胞变形指数

"

3X

#和红细胞刚性指数"

4=X

#!酶联免疫吸附试验"

4WX6?

#测定血浆
K?C7

的水平!采用二磷酸腺苷诱导大鼠血小板聚集!用比

浊法测定最大聚集率$结果
!

67U

可以降低急性血瘀大鼠的全血黏度!血浆黏度%

ZKG

%

4?X

和血小板最大聚集率!升高血浆

K?C7

水平!与模型组比较差异有统计学意义"

!

$

%&%5

#!对
3X

和
4=X

无明显影响$结论
!

67U

能明显改善急性血瘀大鼠血液

流变学的异常变化且具有抗血小板聚集作用$
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螺旋藻是天然海洋生物#广泛分布于中国广西*浙江*海南

等省区#具有抗氧化*降血脂*抗衰老*抗损伤*提高免疫力等药

理作用&

$

'

+笔者前期研究发现#螺旋藻经过发酵酶化干燥后#

从中提取出一种具有蛋白激酶类活性成分#称为螺旋藻激酶

$

+
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%#经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶

电泳$

636.7?A4

%测定为电泳纯#其相对分子质量为
0%g$%

'

#

属于丝氨酸蛋白酶#结构中不含二硫键&

1.'

'

+前期药理作用研

究表明其具有一定抗血栓*抗凝血及保护血管内皮细胞作

用&

0.)

'

+本实验拟通过肾上腺素与冰水刺激复制急性血瘀大鼠

模型#观察
67U

对血瘀证模型动物血液流变学*血小板聚集率

的影响#并对血浆环磷酸腺苷$

K

N

KL#KH!F,"+#,F<","

R

I"+.

R

IHGF

#

K?C7

%的水平进行了测定#为进一步开发
67U

提供理

论依据+

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

清洁$

678

%级
63

大鼠
0%

只#雌雄各半#体质量

$

1%%]1%

%

9

#由广西医科大学实验动物中心提供#实验动物生

产许可证
6VDU

桂
1%%(.%%%1

#实验动物使用许可证
6VDU

桂

1%%(.%%%0

+主要试剂!
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由本实验室自行提取)阿司匹林

肠溶片
$%%<
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"片购自拜耳医药保健有限公司#批号
2b1-)%-

)

盐酸肾上腺素注射液购自上海禾丰制药有限公司#批号

1%$5$1

)二磷酸腺苷$

H!F,"+#,F!#
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R

IHGF

#

?37

%购自
6#

9

<H

公司#批号
?1-50

)

K?C7

试剂盒购自武汉华美生物工程有限

公司#批号
W$5$1%$$'1

+主要仪器!

6?(%%%

全自动血流变测

试仪购自北京赛科希德科技发展有限公司)

#CHO:

酶标仪购自

美国
2#".=H!

公司)血小板功能检测仪
-%%

购自美国
VIO",".

W"

9

公司)

@AW.$)?

冷冻离心机购自长沙平凡仪器仪表有限

公司+
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!

方法

B&C&B
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动物分组和给药
!

0%

只
63

大鼠分为
5

组#即正常对

照组*模型组*阿司匹林组$

%&$

9

"

:

9

%和
67U

高*低剂量组

$

$&%

*

%&5

9

"

:

9

%#正常组和模型组给予等体积的生理盐水#灌

胃给药#每天
$

次#连续
-!

+

B&C&C

!

模型制备&

-

'

!

第
)

天给药后
'%<#,

#除正常对照组大鼠

外#其余各组大鼠均皮下注射盐酸肾上腺素
%&/<

9

"

:

9

#

1I

后

将大鼠浸入
%

#

5^

冰水中
5<#,

#

1I

后再按
%&/<

9

"

:

9

皮下注

射盐酸肾上腺素以复制急性血淤模型#正常对照组大鼠仅皮下

-0%5

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
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卷第
')

期
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#
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区级大学生创新创业训练计划项目$桂教高教&

1%$'

'
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号%+
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作者简介$黄媛恒$
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%#讲师#硕士#主要从事生化药理学研究+
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注射等容积生理盐水且不给予冰水刺激)所有禁食不禁水
$1I

+

B&D

!

检测指标
!

第
-

天末次给药
'%<#,

#各组大鼠以水合氯

醛腹腔注射麻醉#腹主动脉取血#肝素抗凝全血用全自动血流

变速测定仪检测血液流变学指标!包括全血黏度$

$

"

+

*

5%

"

+

*

1%%

"

+

%*血浆黏度*红细胞压积$

ZKG

%*红细胞变形指数$

3X

%*红

细胞聚集指数$

4?X

%及红细胞刚性指数$

4=X

%)另取乙二胺四

乙酸$

43@?

%抗凝全血#

0^

#

'5%%O

"

<#,

#离心
$5<#,

#分离血

浆#用
4WX6?

法检测
K?C7

水平#按试剂盒说明书操作)以

'&/\

枸橼酸钠抗凝#全血以
$%%%O

"

<#,

离心
$%<#,

#取其上

清液即为富血小板血浆#余下部分以
'%%%O

"

<#,

离心
$%<#,

#

取其上清液即为贫血小板血浆#按
2"O,

比浊法测定二磷酸腺

苷$

?37

%诱导的血小板最大聚集率+

B&E

!

统计学处理
!

采用
6766$-&%

软件进行分析#计量资料

以
2]<

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
!

$

%&%5

为差

异有统计学意义+

C

!

结
!!

果

C&B

!

67U

对血瘀证模型大鼠血液流变学的影响
!

与正常对

照组比较#模型组全血低*中*高切黏度*血浆黏度*

ZKG

*

4?X

均明显增高#

3X

和
4=X

下降)高剂量
67U

$

$&%

9

"

:

9

%能明显降

低全血低*中*高切黏度#并能降低血浆黏度*

4?X

*

ZKG

#与模型

组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#而对
3X

和
4=X

无明显

影响#见表
$

*

1

+

C&C

!

67U

对血瘀证模型大鼠
?37

诱导血小板聚集率的影响

!

与正常对照组比较#模型组大鼠血小板聚集率明显升高+与

模型组比较#

67U

高剂量组$

$&%

9

"

:

9

%对
?37

诱导的血小板

聚集率有明显抑制作用$

!

$

%&%5

%#见表
'

+

表
$
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对急性血瘀大鼠全血黏度的影响&

2]<

(

$j/

'

组别
1%%

"

+ 5%

"

+ $

"

+

正常对照组
'&5-]%&$$

H

0&00]%&$'

H

1'&%0]$&0'

H

模型组
'&(5]%&$5 0&-/]%&$$ 1-&05]$&$$

阿司匹林组
'&))]%&1$

H

0&0)]%&1%

H

1'&/']1&%0

H

67U

高剂量组
'&-1]%&1%

H

0&55]%&1'

H

10&'/]$&'$

H

67U

低剂量组
'&-/]%&$'

H

0&)0]%&1% 1)&$)]$&'/
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H

!

!

$

%&%5

#与模型组比较

表
1

!!

67U

对急性血瘀大鼠血浆黏度%

ZKG

%

4?X

%

3X

%

4=X

的影响&

2]<

(

$j/

'

组别 血浆黏度$

<7H

"

+

%

ZKG

$

\

%

4?X 3X 4=X

正常对照组
$&11]%&%'

H

')&(5]1&/%

H

)&05]%&'/

H

%&(5]%&%-

H

5&10]%&00

H

模型组
$&0%]%&%0 0%&(5]$&(% )&(5]%&'' %&/0]%&%5 0&0/]%&'/

阿司匹林组
$&'%]%&%1

H

'-&'/]1&)-

H

)&5%]%&1(

H

%&//]%&%5 0&)$]%&')

67U

高剂量组
$&'0]%&%0

H

'-&)%]1&5(

H

)&5)]%&1'

H

%&/(]%&%- 0&))]%&'(
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低剂量组
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H

!

!

$
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#与模型组比较

C&D

!

67U

对血瘀证模型大鼠血浆
K?C7

水平的影响
!

模型

组大鼠血浆
K?C7

水平为$

$0%&-0]$5&55

%

R9

"

W

#与正常对照

组相比#明显下降+与模型组比较#

67U

高剂量组$

$&%

9

"

:

9

%

能明显提高大鼠血浆
K?C7

水平#见表
'

+

表
'
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67U

对
?37

诱导的急性血瘀大鼠血小板聚集率%

!!!

血浆
K?C7

水平的影响&

2]<

(

$j/

'

组别 血小板聚集率$

\

%

K?C7

$

R9

"

W

%

正常对照组
'-&$']1&-%

P

$-1&)0]1'&1-

H

模型组
0)&$']0&11 $0%&-0]$5&55

阿司匹林组
0%&15]1&$(

H

$)(&-$]$)&%%

H

67U

高剂量组
01&15]1&55

H

$)$&-1]$$&0$

H

67U

低剂量组
00&%%]'&5( $05&5']$'&)0

!!

H

!

!

$

%&%5

#

P

!

!

$

%&%$

#与模型组比较+

D

!

讨
!!

论

!!

现代药理学研究表明#血栓形成的重要原因有血管内皮细

胞的损伤*血小板聚集及相关活化因子的释放#纤溶活性的降

低#血液黏度的增大#血流状态的改变等+目前临床上血液的

浓*黏*凝*聚是造成血栓的主要原因+可见#血液流变学的改

变在血栓形成过程也起了关键作用#它主要反映由于血液成分

变化而带来的血液流动性*凝滞性和血液黏度的变化+血液流

变学的异常在许多疾病的发生发展发挥重要的作用#研究表明

患高血压*高血脂*急性心肌梗死*冠状动脉疾病*脑卒中等人

群均出现血液流变学异常&

/.$$

'

+

血瘀就是一组血液循环障碍或血液流变学行为异常的疾

病+皮下注射肾上腺素加冰水浸泡复制的大鼠急性血瘀模型#

表现出血液高凝*全血黏度增加等血液流变学的异常变化&

$1

'

+

血液流变学的改变通常应用全血黏度*血浆黏度*

ZKG

*纤维蛋

白原定量*

3X

和
4?X

等指标来反映+血液里的细胞成分$血小

板*红细胞%和血浆里的成分$糖*脂*纤维蛋白原%的变化会导

致血液流变性的改变+全血黏度是反映血液流变性最重要的

指标#受血浆黏度*血小板聚集性*

ZKG

*红细胞聚集性和变形

性等影响#而血浆黏度由血浆蛋白浓度*形式决定+本研究结

果显示急性血瘀大鼠血液流变学发生异常改变#由
?37

诱导

剂诱导的血小板聚集率明显升高#

67U

可以降低急性血瘀大

鼠的全血高*中*低切黏度#降低血浆黏度*

ZKG

和
4?X

#以及抑

制血小板的聚集+同时#本实验观察了血瘀大鼠血浆
K?C7

的水平+

K?C7

作为血小板的第二信使对血小板功能的调节

起重要作用#

K?C7

主要通过降低细胞内
VH

1f水平*抑制血小

板肌球蛋白磷酸化*促进前列腺素
41

$

7A41

%和前列腺
?1

$

7AX1

%的合成*抑制血栓素$

@D?1

%合成及抑制凝血酶与其受

体结合等抑制血小板的活化&

$'

'

#从而影响血小板聚集功能#在

血液高凝态和微循环障碍的发展过程中有重要的意义+因此

当
K?C7

水平降低#则可促进血小板聚集#易致血液高凝态#

结果显示急性血瘀大鼠
K?C7

水平明显下降#

67U

可升高

K?C7

水平#推断其抑制血小板聚集可能与之有关#具体机制

有待进一步研究+
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合增强转录活性&

$%.$1

'

+本研究发现重组的
d,G'H

蛋白刺激大

鼠
c6CV+

后可以增强
'

.KHGF,#,6FO)-5

位点和
A6U.'

'

6FO(

$抑制
A6U.'

'

的活性%位点的磷酸化#提示
d,G'H

刺激可以激

活
d,G

"

'

.KHGF,#,

信号通路+

c6CV+

迁移和增殖可以导致损伤的动脉内膜增生引起动

脉粥样硬化加重和血管内再狭窄+这一系列过程受到细胞外

基质*黏附分子及细胞表面的整合素家族等许多蛋白及信号通

路的调节&

(

#

$1

'

+

XWU

是整合素受体下游信号一个重要的分子#

它可以通过磷酸化使
A6U.'

'

失活#

A6U.'

'

失活又可以导致

d,G

信号传导通路靶基因的激活#从而调节细胞的增殖*分化

及存活+

XWU

还可以作为分子桥接蛋白与整合素结合#调节肌

动蛋白和细胞骨架结构#影响细胞迁移和黏附&

$'.$)

'

+研究还

发现
XWU

可以通过磷酸化使
A6U.'

'

失活#促进
'

.KHGF,#,

核易

位并激活经典的
d,G

信号通路&

$0.$-

'

+本研究在大鼠
c6CV+

中研究发现
d,G'H

不仅可以激活经典的
d,G

信号通路#还可

以增加
XWU

蛋白水平的表达#并促进
c6CV+

迁移和黏附#提

示
d,G'H

可以通过
XWU

调节
c6CV+

迁移和黏附+

本研究得出
d,G'H

可以通过
XWU

调节
c6CV+

迁移和黏

附#这有可能成为治疗血管疾病和评估预后一个重要的靶点#

然而#血管疾病的发生机制复杂并涉及许多信号传导通路#将

来还应该在其他的细胞中和动物模型中进一步探讨
d,G'H

信

号及
XWU

的机制和作用+
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