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穿心莲有效成分 A IP
O1 3 4

抗血小板聚集的机理
①

聂 磊③ 周世豪 许教文

(中 ILJ 医科大学生物化学教研室 ,广州
,

51 0 0 5 9 )

傅良武

(同济医科大学同济医院心研所 )

提 要 A P I
。
川是一种新的穿心莲有效成分

,

为黄酮类化合物
。

体外研究证实 A IP l0 a ;

能有效

地抑制 A D P 诱导的人血小板聚集
,

其半抑制浓度 (cI
s 。 )为70 拌g /m l ; A P 101

, 。

能强烈的抑制钙调蛋

白 ( aC M )的活力
,

IsC
。

为 34 雌 /m l
,

但其对 aC M 依赖性磷酸二醋酶 ( P D E
一

)I 的荃础活力无影响
.

在

浓度增高时 A IP ls0
.

也能抑制 C a
M 不依赖性磷酸二醋酶 ( P D E

一
I )活力

,

cI
, 。

为2 40 滩 /m1 ,动力学

分析的结果表明
,

A PI
01 , ;

虽不能改变 P E仆 , 的表观 K m 值但可降低 V .
二 .

这就表 明 A P 1
01 , .

对

( P D E
一

I )的抑制为非竞争性
.

本文的结果提示
,

抑制 aC M 和 P D E 活力可能是 A IP 01 : 。

抗血凝的作

用机理之一
。

关键词 穿心莲 , A P l
o 1 3。 ,血小板聚集 ,钙调蛋白 ,磷酸二醋酶

中图号 Q s o 7 , R 2 85 , R 9 6 3

A P I
o l 3`

( A n d or g r a P h i s P a n ic u l a at 15 0 -

al et s 一。 1 3 4 )是国 内外首次从穿心莲 ( A n d --or
g r 口 p入i : p a n i c u za t a )中提取的有效成分

,

为黄

酮类化合物
。

动物 实验表明该成分能明显升

高血小板 内
。 A M P 水平

,

具有很强的抗血栓

作 用
〔`

,

幻
. 。 A M P 水 平 的 降低

,

钙 调 蛋 白

( 。 a ! m o d u l i n
,

C a M ) 的激 活是血小板活化的

必要 因素
,

磷 酸二醋酶 ( p h o s p h o d i e s t e r a s e ,

P D E ) 是降解
c A M P

,

调节胞 内
c A M P 水平

的重要酶
。

本研究利用纯化 的 C a M
,

磷酸二

醋酶 1 和 I ( ( P D
一

I 和 P D E
一

l )在体外研究

A P I
o 1 3`
对它们的影响

,

探讨 A P I
。 ; 3 `

抗血小板

聚集作用的机理
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 血 清 健康成 人
,

1周内未眼阿 司

匹林等抗凝药物
,

肘静脉取血
,

3
.

4%构棣酸

钠抗凝
。

1
.

1
.

2 试 荆 A P 01I
3;

由同济医科大学提

供
,

层析纯
; C a M 为本室制备

,

电泳纯尸D E
-

I 和 P D E
一 I

,

本 室 制备
,

比 活性 分 别 为

0
.

1 2U / m g 和 0
.

3 6U /m g ,

C a M 对 P D E
一 I 的

激 活活性为基础活性的 5
.

8倍
; 。 A M P

,

上海

生化所产品
; P V A 为日本进 口

,

国内分装
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 富含血 小板血浆 ( P R P ) 的制备 取

构椽 酸钠抗凝血
,

1 o o o r /m i n
离心 1 0 m i n

,

取上清即为 P R P
,

调血小板浓度至 18 一 25 万

/拌l
。

1
.

2
.

2 血 小板 聚集试验 取 0
.

Zm lP R P 加

入 比浊 杯 内
,

加 A P I
。 , 3`

溶液或溶 剂 1 0 拼l
,

37 ℃预温育 5 m in 后加诱导剂 1 0川
,

血小板聚

集测定采用 P R P
一

3型 自动平衡血小板 聚集

仪
,

监测聚集 s m in
,

诱导剂为 A D P
。

1
.

3 C a M 和 P D E 活性测 定 采用两步温

育法
”

·
4 〕 。

反应液中分别含 P D E
一

1 0
.

o l 6 U
,

①
②
本课题为校青年荃金资助项 目
第一作者 31 岁

,

男
,

讲师 ( 硕士 )
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抗血小板聚集的机理
一

1 0 1
·

P D E
一

1 0
.

0 2 U
,

其中 P D E
一

I 激活管加纯化

法川
。

测定酶反应液中无机磷时
,

取三氯醋酸

沉淀蛋 白质后 的 上清 0
.

l ml
,

先用 0
.

l m ol /

L N a O H 调 p H 值
,

再行测定
.

2 结 果

2
.

1 A IP 川
;

对人血小板聚集的影响

以2 5%乙醇为溶剂对照
,

A IP 013
`

对血小板

聚集的抑制程度随浓度增高而增大
,

但抑制呈

双 曲线
,

I C
s。
约 为 8 0 拼g /m l ( 图 l )

,

这表 明

A P 01I
3`

能显著地抑制血小板集聚
,

其效能高于

对照药川芍嗓 ( IC
。。
约为 2 5 0拜g / m l )

。

C a M S U
。

无机磷 (P i) 测定采用孔雀绿染料

2
.

2 A P I
o 1 3`

对 C a M 和 P D E
一

I 活性的影响

P D E
一

I 为 C a M 依赖性环核昔酸磷酸二

醋酶
,

aC M 能显著地激活 P D E
一

I 活性
,

因而

成为检测 C a M 活性的工具酶
。

本室所建立的

aC M
一

P D E
一 I 系统

,

使用 c a M 特异性拮抗剂

三氟拉嗦 ( T F P )检测
,

如图 2所示
,
T F P 对

C a M 的 IC
S。

为 9 拜m o l / L
,

与国内外报道相近
。

图 3显 示 A P I
0 1 3 `

对 C a M 激活 P D E
一

I 的活性

具 有强 烈 的抑 制作 用
,

I sC
。

为 34 拌g /m l
,

对

P D E
一 I 基础活性 (不加激活剂 C a M 和 C a Z+ )

无影响 (附表 )
,

提示 A IP 013
`

是作用于 C a M
,

为

C a M 拮抗剂
。

00
ōb月啥

(次à只想芝
.口

别604020ǎ次à哥霭最

0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 (

A P I
。 , 3`
浓度印 g /m l )

0 5 1 0 1 5
.

2 0 2 5

图 1
妙 olI ,’ 对 ADP 诱导人血小板聚集的抑制效应

’

T F P 滚度 ( 。 m ol / L )

(九 = 6 )

图 2 T F P 对 C a
M 活力的抑制作用

附表 A P I
。
川对 P D E

一
I 墓础活性的影响

A P几

浓 董
P D E

一
l 荃础活性 ( P i n m o l / m in )

(卜g /m l ) 王士 s

1 2 5
.

0

6 2
.

5

3 1
.

3

1 5
.

6

7
,

8

溶剂

3
.

5 0 3
.

4 0

3
.

3 6 2
.

9 6

3
.

1 4 3
.

58

3
.

5 0 3
.

1 2

3
.

0 8 3
.

28

3
.

4 4 3
.

3 6

3
.

2 8

3
.

1 0

3
.

2 0

3
.

16

3
.

0 6

3
.

3 8

3
.

5 4

3
.

4 6

3
.

0 8

3
.

3 9 士 0
.

1 4

3
.

2 2 士 0
.

2 0

3
.

2 4 士 0
.

1 9

3
.

2 6 士 0
.

1 9

3
.

1 8士 0
.

1 2

3
.

3 3 士 0
.

1 4

F ~ 1
.

0 2

3
.

4 2

3
.

1 6

3
.

4 0

3
.

22

3
.

2 4

3
.

1 8

3
,

1 0

3
.

3 4

3
.

0 8

尸> 0
.

0 5

2
.

3 A P I
o l 3 4

对 P D E
一

I 活性的影响

P D E
一

I 为 c a M 不依赖性环核昔酸磷酸

二 酷 酶
,

与 C a M 相 比较
,

在 较 高 浓 度 时

A P I
。 , 3 ;

对 P D E一 也有抑制
,

其 IC
S。

为 2 4 0拼 g /

m l (图 4 )
。

动力学的研究表明
,

随着 A P I
. ) l 。、

浓

度的增加
.

P D E
一

I 的表观 K m 值并未改变
,

但 V二
、

减小 (图 5 )
,

即 A P I
.、 , 3、

对 P D E
一

I 的抑

制作用属 非竟争性
;
使用 iD x o n 作 图法求得
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其抑制常数 ( K i )为 4 4 0 料g /m l
。

00
月O月性ǎ次à只想足

门口

0 3 0 6 0 9 0 1 20 15 0

A P I
。》 , 3 ;

浓度恤 g / m l )

图 3 A P 01I “ 对 C汤M 活力的抑制作用

1 /S ( m m o l / L )

图 5 A P OI , : ;

对 P D E
一

l 的表观 K m 和 V ~ 的影响

( L in
e
w

e a v e r 一
B

u r k 作图 )

1 1 :
A P eI l , .浓度为 2 0 0陀 /m l , I : .

A P I。 , , 。浓度为 4 0 0沁 /m l

0 000
一b月b

. .几

ǎ次à只想

0J任

,

国口d

0 1 0 0 2 0 0 30 0 4 0 0

A P I
。 , J ;

浓度印 g / m l )

图4 A p l
。 , : .

对 P D E
一

I 活力的抑制作用

3 讨 论

血小板聚集是血栓形成的起始步骤
。

许

多 因素如 5
一

H T
,

A D P 等可诱导血小板活化

从而使血小板聚集
。

已知 A D P 是通过
。 A M P

途经引起血小板 活化的
,

血小板内
。 A M P 水

平受腺昔环化酶和磷酸二醋酶活性 比调控
。

P D E
一 I 和 P D E

一

I 是细胞 内降解
c A M P 的

主要磷酸醋酶
,

显然这种酶的 活性改变必将

引起细胞 内
。 A M P 水平的升降

。

现知抗血小

板聚集的药物均能升高血小板 内
。A M P 水

平
,

而 c A M P 水平降低是血小板活化的必要

因素
。

Z h a o 和 F a n g [ , 〕已证实 A P I
。 , 3̀

能明显

升高血小板 内
c A M P 水平

。

本文的实验结果

表 明
,

A IP 013
;

能直接或 间接降低 P D E 的活

性
,

从而使胞内
。 A M P 降解减慢

,

水平升高
。

此外
,

C a M 本身也直接参与了血小板的活化

过程
。

现有资料表明闭
,

血小板内 C a , +
升高

,

可激活依赖 C a M 蛋白激酶
,

此激酶作用于肌

球蛋 白轻链激酶
,

使其 20 K 蛋白磷酸化
,

从而

引起血小板收 缩
,

变形 颗粒集中与释放
。

所

以
,

抑制 C a M 活性能阻碍血小板伪足形成和

活性物质的释放等活动
。

因此
,

本文的结果提

示
,

A P I
o l 3 ;

抑 制 C a M 和 P D E 活性可能是其

抑制血小板聚集而具有抗血栓作用的机理之
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