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蝮蛇毒抑制心肌缺血再灌注损伤中血小板活化机制的探讨
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【摘 要】目的:探讨蝮蛇毒血小板抑制因子( AHV-PI) 减弱大鼠心肌缺血 /再灌注( I /R) 损伤作用及其可能作用机制。方法:
雄性 SD大鼠随机分为 6 组( n = 6) :正常对照组、I /R模型组、阳性对照组( 银杏内酯 BN52021，4 mg /kg) 、AHV-PI 低、中、高剂
量组( 0． 05、0． 1、0． 2 mg /kg) 。行大鼠心脏冠状动脉左前降支结扎 30 min，再灌注 120 min制备 I /R模型，颈动脉取血并分离血
小板，比浊法测定血小板聚集率; TTC染色检测心肌梗死程度; ELISA法测定血小板中血小板活化因子( PAF) 含量。结果: 与
正常对照组相比，I /R组血小板聚集率上升( P ＜ 0． 05) ，PAF含量增加( P ＜ 0． 05) ，TTC染色梗死面积增加( P ＜ 0． 01) ; AHV-PI
中、高剂量组血小板聚集率降低，PAF释放减少，心肌缺血面积减少( P ＜ 0． 05) 。结论: AHV-PI可减轻大鼠心肌缺血再灌注损
伤，其机制可能是通过抑制 PAF的释放，进而抑制血小板聚集等实现的。
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Investigation of the inhibiting effects of Agkistrodon halys venom on platelet activation in rats
with myocardial ischemia reperfusion injury

GAO Tianyuan，ZHANG Genbao，JIN Wen，JI Na
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【Abstract】Objective: To investigate the inhibiting effects of platelet inhibitor from Agkistrodon halys venom( AHV-PI) on the platelet activation in rats

with myocardial ischemia reperfusion( I /R) injury and the potential inhibiting mechanisms． Methods: Male SD rats were randomized into 6 groups ( n = 6

for each group) ，namely: normal control group，I /R group，positive control group ( treated with inhibitor of platelet activating factor BN52021，4 mg /kg) ，

AHV-PI group( treated with low dose: 0． 05 mg /kg; medium dose: 0． 1 mg /kg; and high dose: 0． 2 mg /kg，respectively) ． Rat models of myocardial I /R in-

jury were developed by ligating the left anterior descending artery for 30 min，followed by 120 min reperfusion． Blood samples were obtained via carotid ar-

tery，and platelet was isolated． Turbidimetry was performed to measure the platelet aggregation rate，and TTC staining was used to detect the myocardial in-

farction size． ELISA was performed to determine the platelet activating factor． Results: Significantly increased platelet aggregation rate and PAF content as

well as enlarged myocardial infarction size were seen in rats in I /R group compared to normal control group( P ＜ 0． 05 or P ＜ 0． 01) ． Marked decrease of

platelet aggregation rate，reduced release of PAF and significantly improved infarction were observed in rats from AHV-PI group treated with medium and

high dose of the snake venom( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: AHV-PI can effectively improve the myocardial I /R injury in model rats． The potential mechanisms

may be associated with inhibited release of PAF release and platelet aggregation．

【Key words】snake venom; platelet activating factor; myocardial I /R injury

心肌缺血 /再灌注损伤 ( myocardial ischemia
reperfusion injury，MIRI) 广泛见于临床，是造成临床
溶栓治疗、冠脉搭桥术和心脏移植失败的重要原因。
血小板活化因子( platelet activating factor，PAF) 是一
种磷脂递质，血小板、中性粒细胞、肥大细胞、内皮细

胞等均可分泌，是目前发现的作用最强的脂质递质，
也是最有效的血小板聚集诱导剂。研究表明，MIRI
可促进 PAF释放，激活血小板，促进血栓形成［1 － 2］。
本实验室前期已经成功从皖南蝮蛇粗毒中分离纯化
出蝮蛇毒血小板抑制因子( platelet inhibitor from
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Agkistrodon halys venom，AHV-PI) ，其分子质量约 31
ku。家兔在体实验发现其有抗血小板聚集的作用，
与保护血小板超微结构，减少其颗粒内容物释放有
关，但具体作用机制尚不明确［3］。本实验通过复制
大鼠在体心肌缺血 /再灌注损伤模型，旨在观察
AHV-PI对其作用及其可能机制，为 AHV-PI 的临床
应用提供理论和实验依据。

1 材料与方法
1． 1 动物及分组 雄性 SD 大鼠 36 只，体质量
( 250 ± 25) g，清洁级，由苏州市工业园区爱尔麦特
科技有限公司提供，许可证编号: SCXK ( 苏 )
20130002。大鼠随机分为 6 组 ( n = 6 ) : 正常对照
组、I /R模型组、阳性对照组( PAF 抑制剂银杏内酯
BN52021，4 mg /kg ) 、AHV-PI 低、中、高剂量组 ( 0．
05、0． 1、0． 2 mg /kg) 。模型组经腹腔注射 1 mL的生
理盐水，阳性对照组注射同体积的 4 mg /kg 银杏内
酯 B稀释液，AHV-PI 低、中、高剂量组注射同体积
的( 0． 05、0． 1、0． 2 mg /kg) AHV-PI。正常对照组不
复制 I /R模型，仅腹腔注射同体积的生理盐水。
1． 2 药品与试剂 AHV-PI由皖南医学院蛇毒研究
所提供;银杏内酯( BN52021) 购于 Sigma 公司;血小
板活化因子( PAF) ELISA试剂盒购于武汉华美生物
工程有限公司; ADP购于 Sigma公司; TTC 试剂购于
Amresco公司。
1． 3 仪器 HX-300S动物呼吸机( 成都泰盟科技有
限公司 ) ; RM6240 生物信号采集系统 ( 成都仪器
厂) ; Model-680 酶标仪美国( Bio-Rad 公司) ; 血小板
聚集仪( Helena Laboratories公司) 。
1． 4 I /R模型制备 大鼠腹腔注射 1． 5%戊巴比
妥钠( 0． 3 mL /100g) ，麻醉后背部固定于鼠台，常规
颈部手术，行气管插管，连接呼吸机，RM6240 生物
信号采集处理系统监测Ⅱ导联心电变化。分离胸
肌，断开左侧第 2 ～ 4 肋骨，暴露心脏，撕开心包膜，
于肺动脉圆锥与左心耳间，以冠状静脉为标志，找到
冠状动脉左前降支，并于冠状动脉左前降支起始部
下 2 mm 处用 6-0 手术线结扎，手术线两端各套一个
细小乳胶管圈，拉紧结扎线使细小乳胶管压迫左冠
状动脉前降支而致闭塞。以结扎后心前区发绀伴随
T波高耸或 ST段抬高( ＞ 0． 2 mV) 作为结扎成功的
标志。结扎后立即腹腔注射给药，结扎 30 min 后剪
断结扎线，再灌注 120 min后采集标本。
1． 5 标本采集与指标检测 颈总动脉取血，用
3． 8%枸橼酸钠( 1∶ 9 ) 抗凝，常温静置 30 min，离心
10 min( 3000 r /min) 收集血浆，冰冻保存，采用酶联

免疫吸附双抗体夹心法 ( ELISA) 定量测定 PAF 含
量;将血样离心( 1000 r /min，10 min) 后取富含血小
板血浆( RPR) ，剩余再离心( 3000 r /min，10 min) 取
贫血血小板血浆( PPP) ，采用 ADP( 25 μL，50 μmol /
L) 诱导比浊法测定血小板聚集率( 取血后 2 h 内完
成) ;剪取心肌组织做好标记后，立即用冰生理盐水
冲净血迹，吸水后 － 70℃冰冻 10 min，从心底至心尖
切成 5 片，每片厚度 2 mm，0． 2% TTC 37℃水浴箱中
避光孵育 20 min，观察心肌切片颜色变化 ( 由于缺
血梗死部位乳酸脱氢酶会失活，TTC 与乳酸脱氢酶
结合，梗死部位染成白色，非梗死部位为红色) ，拍
照后采用 Image J软件计算梗死面积。梗死面积百
分比( % ) = 梗死面积 /横切片总面积 × 100%［4］。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 18． 0 统计软件处理，
数据以均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示，多组均数比较采
用单因素方差分析，两两比较用 SNK-q 法。P ＜ 0．
05 为差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 AHV-PI对缺血再灌注大鼠血小板聚集率的影
响 图 1 可见，与正常对照组相比，模型组血小板最
大聚集率上升;与模型组相比，AHV-PI中、高剂量组
血小板最大聚集率均降低( F = 73． 64，P ＜ 0． 05) 。

a P ＜ 0． 05 vs．正常组，b P ＜ 0． 05 vs． 模型组。

图 1 各组血小板最大聚集率( 珋x ± s，n = 6)

2． 2 AHV-PI 对缺血再灌注大鼠血小板活化因子
( PAF) 含量的影响 表 1 中可见，与正常对照组相
比，模型组中 PAF含量增加( P ＜ 0． 05) ;与模型组相
比，AHV-PI中、高剂量组均降低( P ＜ 0． 05) ，差异有
统计学意义。
2． 3 TTC染色 由图 2 可见，AHV-PI 低剂量组与
模型组的缺血梗死发白非常明显，AHV-PI高剂量组
TTC染色后没有明显的心肌缺血梗死发白的变化。
由图 3 可见，与模型组［( 48． 04 ± 13． 93) %］相比，
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阳性对照组［( 10． 93 ± 1． 95) %］、AHV-PI 中剂量组
［( 14． 76 ± 5． 79) %］、高剂量组［( 3． 94 ± 1． 03 ) %］

心肌梗死面积百分比均降低( F = 25． 46，P ＜ 0． 01) 。

a:正常对照组; b: 模型组; c:阳性对照组; d: AHV-PI 低剂量组( 0． 05 mg /kg) ; e: AHV-PI 中剂量组( 0． 1 mg /kg) ; f: AHV-PI 高剂量组( 0． 2 mg /

kg) 。

图 2 TTC染色后各组心肌染色结果

表 1 各组大鼠血浆中 PAF的含量( 珋x ± s，n = 6)

组别 PAF含量 / ( ng /mL)

正常对照组 0． 13 ± 0． 07b

阳性对照组 0． 17 ± 0． 10b

模型组 5． 98 ± 1． 32a

AHV-PI低剂量组 5． 16 ± 2． 85a

AHV-PI中剂量组 2． 37 ± 0． 08ab

AHV-PI高剂量组 0． 23 ± 0． 06b

F 27． 42

P 0． 00

a P ＜ 0． 05 vs．正常组，b P ＜ 0． 05 vs． 模型组。

a P ＜ 0． 01 vs．模型组，b P ＜ 0． 01 vs．对照组。

图 3 TTC染色后各组心肌梗死面积

3 讨论
研究发现，再灌注损伤会引起血小板的活化聚

集［5］，再灌注损伤主要与血小板激活引起冠状动脉
无复流现象有关。目前临床上治疗 ST 段抬高的急
性心肌梗死最有效的疗法［6］是经皮冠状动脉介入
手术，但相当一部分病人手术后出现心外膜冠状动
脉无复流，这是导致左心室收缩舒张功能障碍的危
险因素。无复流现象形成机制包括: 肿胀的心肌细
胞压迫微血管;肿胀的毛细血管内皮细胞突出到毛

细血管腔;心肌细胞挛缩压迫毛细血管;中性粒细胞
堵塞微脉管系统; 血小板聚集、微血栓、血小板脂质
碎片等栓塞毛细血管;微血管床的破坏;毛细血管痉
挛和功能障碍，再灌注损伤［6］。其中血小板在再灌
注损伤引起无复流现象中扮演重要角色。血小板激
活会产生微血栓导致微循环障碍，也会产生炎症介
质、血管活性物质导致冠状动脉无复流，且当去除血
小板后会显著减少无复流区域［7］。

本实验室前期研究发现 AHV-PI 可以降低血浆
中纤维蛋白原含量，可能具有纤溶酶活性［3］。研究
发现，PAF与受体结合才能产生活性，结合后可使纤
维蛋白原的结合位点暴露，血小板与血小板之间相
互反应［8］。BN52021 是 PAF拮抗剂，是一种银杏叶
提取物，通过降低 PAF水平及与潜在的 PAF受体结
合产生效应［9］。PAF 与其受体结合的复合物主要
通过 5 种途径来产生活性: 与 G 蛋白偶联，调控磷
脂酶，调控 Ca2 + 浓度，调控蛋白激酶，调控基因表
达［1］。本实验利用 BN52021 进行阳性对照，旨在探
讨 AHV-PI对再灌注中产生的 PAF的影响程度。本
研究还发现模型组血小板聚集率上升，PAF 水平升
高，TTC染色显示模型制造成功，AHV-PI中、高剂量
组血小板聚集率降低，PAF水平降低，TTC染色梗死
面积减少，这说明 AHV-PI 对大鼠心肌缺血再灌注
损伤有修复作用，可以降低血小板的活化聚集。缺
血再灌注中，PAF可以通过第二信使 IP3、DAG 等直
接参与，或者通过炎性细胞活化，如血小板，多形核
中性粒细胞加重缺血后心肌细胞损伤［10-11］; PAF 还
可致内皮与基底的组织相连蛋白破坏，促进血小板
黏附，形成小血栓，大量的炎性细胞聚集并侵入，最
后在内皮细胞损伤处出现纤维蛋白沉积［12］。

综上所述，大鼠心肌缺血再灌注损伤时血小板
分泌的血小板活化因子增加，AHV-PI可以降低血小
板中 PAF释放，减少血小板活化，降低血小板聚集
率，减少心肌梗死面积，减轻再灌注损伤。

( 下转第 18 页)
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有研究［9］提示高血压、吸烟、TG、HDL-C 水平在不同
年龄组间无显著差异，但中青年冠心病患者较老年
患者有更高的 LDL-C、TC 水平，虽然与本研究结果
不完全一致，但原因可能与地域不同，生活方式、饮
食习惯的差异，样本量的多少等因素有关。同时冠
心病为多因素造成的疾病，本研究中的几个传统危
险因素并不能涵盖所有因素，混杂的其他危险因素
也有可能对研究结果造成影响。

因冠心病在不同性别中发病及表现存在差
异［10 － 11］，故本研究按性别分组后再进一步进行对比
研究发现，男、女老年冠心病患者均分别较男、女中
青年组有更高的高血压病史比例，这与不区分性别
时的比较结果是一致的。男性老年冠心病组较男性
中青年组吸烟史比例更高，而女性老年组与女性中
青年组无此差异，这与现实生活中绝大多数吸烟者
为男性是相符的。男性中青年冠心病组的 BMI 超
过男性老年组患者，并且有更高的 TG 水平和更低
的 HDL-C 水平; 而女性中青年组与女性老年组无
BMI差别，但女性中青年组有更高的 LDL-C，而 TG、
HDL-C在 2 组间差异并无统计学意义。由此我们
推断在皖南地区，老年冠心病患者无论男女可能具
有更高的高血压比例，老年男性吸烟比例相对于男
性中青年也较高;中青年冠心病患者可能较老年有
更高的 BMI和血脂异常水平，而较高的 BMI 主要体
现在男性中青年患者中。因此，我们认为，皖南地区
的冠心病患者在危险因素的控制过程中，对于老年
人更应关注吸烟及高血压控制情况，而对于中青年
更应关注 BMI、血脂的控制。

综上所述，冠心病是多因素导致的疾病，在治疗
中需兼顾各种危险因素的控制，但不同年龄段危险
因素特点存在一定差别，因此需要有针对性地控制
危险因素，本研究为皖南地区冠心病患者的治疗提
供了一定的理论支持，但毕竟为单中心、小样本研
究，其结论还需要进一步的研究证实。
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