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摘要# 目的!探讨白及非多糖组分 "白及 -%!乙醇提取物经U"&" 大孔树脂柱层析水洗脱去除水溶性成分后再用 *&!
乙醇洗脱的组分& eB(*&11# 对血小板活化及血液流变学的作用’ 方法!观察不同浓度的eB(*&11给大鼠灌胃后& 对
大鼠血小板膜糖蛋白‘U’#I( 血小板计数 "I5.#( 血小板平均体积 "HIa#( 血小板压积 "I‘.# 和血小板分布宽度
"IUf# 的影响& 并采用扫描电镜观察大鼠血小板的形态变化$ 同时检测eB(*&11对大鼠血液流变学中各项指标的影
响’ 结果!eB(*&11可剂量依赖性地增加‘U’#I的活化率$ 减少 I5.( I‘.值& 对 HIa( IUf没有明显作用$ 各剂
量组血小板均伸出长长的伪足& 并聚集成团$ eB(*&11可使大鼠全血黏度( 全血还原黏度( 血浆黏度( 红细胞聚集指
数 "1GM#( 刚性指数 "1DM# 及电泳指数 "11M# 均增加& 变形指数 "1UM# 降低& 对红细胞压积( 血沉无显著影响’
结论!eB(*&11可通过促进血小板发生活化( 形变( 聚集& 增加血液黏度而发挥止血作用’
关键词! 白及$ 非多糖组分$ 血小板活化$ ‘U’#I$ 血液流变学$ 止血
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!!白及为兰科植物白及 Y9@’&99, )’;&,’, ".8=:_$#
D/4?8_$;$的干燥块茎& 药用价值较高& 具有收敛
止血( 清热利湿( 消肿生肌之功效& 临床上主要用
于咯血( 吐血( 外伤出血等治疗)"(#* ’ 在前期研究
中& 本课题组已证实白及 -%!乙醇提取物经 U"&"
大孔树脂柱层析水洗脱去除水溶性成分后用 *&!
乙醇洗脱获得的组分 "eB(*&11# 具有良好的止血
作用& 对凝血纤溶系统的研究表明& eB(*&11可通
过增加系统中纤溶酶原激活物抑制剂(" "IGM("#(
凝血酶(抗凝血酶复合物 ".G.# 的含有量& 减少
U(二聚体 "U(U# 的生成& 进而缩短凝血酶时间
"..#( 增加纤维蛋白原含有量 "AMe# 发挥止血作
用))* ’ 生理情况下& 血小板与机体的凝血和止血
机能密切相关& 血小板活化后聚集作用增加& 随后
启动凝血机制& 在各种凝血因子参与下& 形成稳定
型纤维蛋白& 最终使得受损血管处的血液呈高凝状
态而发挥止血作用)+* ’ 而血液流变学研究可以了
解止血中药对血液浓度( 黏度( 聚集程度及血流速
度的影响’ 因此& 考察 eB(*&11灌胃给药后对大
鼠血小板活化和血液流变学的影响& 可以进一步阐
明eB(*&11作用于血小板系统的止血机理& 并从
血液流变学角度了解其止血药效& 对后期研究其止
血物质基础及指导临床用药具有重要意义’
HI实验材料
"L"!动物!BIA级 BU大鼠 "雌雄各半#& 体质量
#&& b#+& O$ 由贵州医科大学实验动物饲养中心提
供& 许可证号 B‘Nc "黔# #&"#(&&&"’
"L#!药品与试剂!白及药材 "批号 #&"%&##)& 产
地贵州正安县& 等级优级#& 由贵州医科大学药学
院生药学与药用植物学教研室龙庆德副教授鉴定为
兰科植物白及 Y9@’&99, )’;&,’, ".8=:_$# D/4?8_$;$
的干燥块茎$ 云南白药 "批号 7SG"+&*& 云南白药
集团股份有限公司#$ 羧甲基纤维素钠 "‘H‘(E3#
"批号 #&"%""#)& 成都金山化学试剂有限公司#$
肝素钠注射液 "批号 %"%&’"&"& 江苏万邦生化医
药股份有限公司#$ 水合氯醛 "批号 #&"%"##&& 国

药集团化学试剂有限公司#$ ‘U’"(AM.‘ "批号
1&&),"("’)%& 美国 /e46>?4/:?/公司#$ ‘U’#I(I1
"批号 e"-)*’"& 美国 54;/BW3: e46>?4/:?/公司#$
多聚甲醛 "批号A#&"%""&*& 国药集团化学试剂有
限公司#$ 戊二醛 #%!溶液 "批号 #&"%"&&-& 天津
市科密欧化学试剂有限公司#’
"L)!仪器!AG‘B GX43型流式细胞仪 "美国eU公
司#$ GUaMG#"#&4全自动血液分析仪 "德国西门
子公司#$ 75-"&& W0=>型血液流变分析仪 "北京众
驰伟业科技公司#$ B()+&&E型扫描电子显微镜
"日本C4<3?84公司#$ McG涡旋混匀器 "南京惠恒
科学仪器有限公司#$ .U5(*&(#e台式离心机 "上
海安亭科学仪器厂#$ Uc(-*($G恒温水浴锅 "天
津市泰斯特仪器有限公司#$ H1..51DG1#+& 十
万分之一电子天平 "梅特勒(脱利多仪器上海有限
公司#$ U7A(’&%& 真空干燥箱 "上海博讯有限公司
医疗设备厂#’
"L+!供试品制备
"L+L"!阳性对照药)%*!云南白药临床用量为每人
# O& 实验动物按人临床用量 #& 倍给药& 即
&L’’, OK[O’ 取云南白药粉末 ’L’, O加入 "&& 25
&L%! ‘H‘(E3研磨均匀即得’
"L+L#!白及非多糖组分!参照文献方法))* & 制得
白及非多糖组分 "eB(*&11# ’-& O"得率为
")L’!#’ 白及临床用量为每人 "% O& 实验动物按
人临床用量 "&( #&( +& 倍分别作为低( 中( 高剂
量给药& 即为 #L%( %L&( "&L& OK[O’ 分别称取eB(
*&11加入 "&& 25&L%! ‘H‘(E3研磨均匀& eB(
*&11灌胃剂量分别是 )L+( ’L*( "L)’ OK[O’
"L+L)!肝素钠注射液!取适量肝素钠注射剂& 用
生理盐水稀释& 配成 "#%& [PK5活性浓度& 临用前
配制’
"L+L+!"!多聚甲醛固定液!在 *& 25的 IeB 溶
液中& 加入 " O多聚甲醛& 在磁力搅拌器的搅拌
下& 加入几滴 " 260K5的 E3FC并加热助溶’ 待多
聚甲醛全部溶解后& 用 " 260K5的C‘5将其 WC值
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调至 ,L+& 用 IeB 定容至 "&& 25& # b* d保存&
临用前配制’
JI实验方法
#L"!大鼠血小板膜糖蛋白 ‘U’#I的活化检测!取
BU大鼠%&只 "雌雄各半#& 随机分为%组& 每组"&
只’ 分为空白对照组( 云南白药组"&L’’, OK[O#(
eB(*&11高 " "&L& OK[O#( 中 " %L& OK[O#( 低
"#L% OK[O# 剂量组’ 各组大鼠每天灌胃给药 " 次&
空白 对 照 组 给 予 &L%! ‘H‘(E3生 理 盐 水
"& 25K[O& 连续 , Y’ 末次给药 ’& 24: 后& 腹腔注
射 "&& OK5水合氯醛麻醉& 使用 )L*!枸橼酸钠抗
凝真空采血管大鼠腹主动脉釆集血样’ 取枸橼酸钠
抗凝全血 % !5加入流式管& 并按照说明书向管中
加入 ‘U’"(AM.‘( ‘U’#I(I1各 % !5& 加 IeB 至
"&& !5& 涡旋混匀& 避光孵育 #& 24:& 立即加入
# b* d "!多聚甲醛混匀& 终止反应并于 + d固定
"% 24: 后& 上机检测’ 阴性对照不加 ‘U’"(AM.‘(
‘U’#I(I1染色& 其余步骤同上’ 将染色好的样品用
流式细胞仪检测& 用 +** :2的氩离子激发& AB‘
"前向散射光#( BB‘ "侧向散射光# 用对数放大&
设定阈值& 用单纯全血裸细胞对照( 抗 ‘U’"(AM.‘
单染对照以及抗 ‘U’#I(I1单染对照校正流式细胞
仪 BB‘( AB‘和相应频道的荧光参数& 调节电压及
补偿& 以‘U’"KBB双参数设定血小板门& 测定 "&&
&&&个细胞’ 分析血小板‘U’#I阳性百分率’
#L#!大鼠血小板的形变检测!取 )L*!枸橼酸钠
抗凝血样 # 25& 用 GUaMG#"#&4全自动血液分析
仪对抗凝血样中的血小板计数 "I5.#( 血小板平
均体积 "HIa#( 血小板压积 "I‘.# 和血小板分
布宽度 "IUf# 进行检测分析’
#L)!扫描电镜下的大鼠血小板形态检测!取
)L*!枸橼酸钠抗凝全血& *&& XK24: 离心 "& 24:&
取上层得富血小板血浆 "IDI#& 取 )&& !5IDI加
等量 &L#!戊二醛混匀& 静置 "& 24:& " #&& XK24:
离心 #& 24:& 弃上清& 留血小板白色薄膜& 再加
)!的戊二醛固定 " 8& 后用 &L" 260K5IeB 冲洗&
并用吸管轻轻吹散以充分洗掉戊二醛& 缓慢上下振
摇& 每次 % 24:& *&& XK24:离心 ) 24:& 重复 ) 次’
用 %&!( ,%!乙醇在室温下逐级脱水& 每级各
% 24:& 最后 " 次 "&&!乙醇脱水后& 用吸管轻轻吹
之& 使血小板均匀分散’ 吸少量血小板液于样品台
上& 离子溅射仪喷涂& 扫描电镜观察’
#L+!大鼠血液流变学检测"’#!取 BU大鼠 %& 只
"雌雄各半#& 分组及给药方法同 .#L"/ 项’ 末次

给药 ’& 24: 以后& 腹腔注射 "&& OK5水合氯醛麻
醉’ 用事先配制好的肝素钠注射液 &L+ 25& 用一
次性注射器注入空白真空采血管中& 然后用此真空
采血管大鼠腹主动脉釆集血样 + 25’ 血样用于大
鼠血液流变学各项指标的测定’
#L%!统计学方法!数据采用 BIBB "-L& 统计软件
进行分析& 结果用 Di)表示’ 实验数据经单因素
方差分析 "6:/(Z3\GEFaG# 后& 采用 U=::/<<q>
</><分析方法比较组间差异’
KI实验结果
)L"!eB(*&11对大鼠 ‘U’#I活化的影响!eB(
*&11与空白对照组相比& 各剂量组均可剂量依赖
性地增加大鼠血小板膜糖蛋白‘U’#I的活化程度&
除低剂量组以外& 高( 中剂量组均具有显著性差异
":k&L&"#’ 提示通过灌胃给药后& eB(*&11可增
加大鼠血液中 ‘U’#I的活化程度& 使血小板发生
聚集而发挥止血作用& 见表 "( 图 "’
表 HI9:!RX%%对大鼠血小板 =BYJT阳性率的影响 %, P

+& %QHX’

;+LMHI%&&’()*#&9:!RX%%#/)1’-#*$)$[’.+)’#&=BYJT

%,P+& %QHX’

组别 剂量KOK[O ‘U’#I阳性表达率K!
空白对照组 % %,L), i#L’#
云南白药组 &L’’, ,*L") i"L&-!!

eB(*&11低剂量组 #L% ’’L*- i"L)%
eB(*&11中剂量组! %L& ,#L*& i"L&#!!

eB(*&11高剂量组 "&L& ,-L%- i"L)#!!

!!注!与空白对照组比较&!!:k&L&"

)L#!eB(*&11对大鼠 I5.!HIa!I‘.!IUf的影响
!与空白对照组相比&eB(*&11中(高剂量均可使
I5.(I‘.减少&但仅有高剂量组有显著性差异":k
&L&%#$ eB(*&11的中(高剂量有使HIa(IUf增加
的趋势&但均无显著性差异":n&L&%#’ 见表 #’
)L)!eB(*&11对大鼠血小板形态的影响!结果显
示&正常组血小板形状规则&结构完整&呈椭圆形&分
散分布&而eB(*&11各剂量组的血小板均伸出长长
的伪足&结构发生变形&聚集成团分布&且随着剂量
的增加聚集作用增强’ 提示 eB(*&11能促进血小
板的形变(聚集作用&见图 #’
)L+!eB(*&11对大鼠血液流变学的影响!结果显
示&与空白对照组相比&eB(*&11各剂量组可剂量依
赖性地增加大鼠低切""&K>#(中切"’&K>#和高切
""%&K>#条件下的全血黏度&在低(高切条件下除低
剂量组无显著性差异外&中(高剂量组均具有显著性
差异":k&L&% 或 :k&L&"#&在中切条件下仅高剂
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!!

图 HI流式细胞N>;=!::=点图及染=BYHV=BYJT点图
N$0MHIN>;=!::=+/"=BYHV=BYJT"#)-,#)*#&&,#6(3!

)#4’).$(+/+,3*$*

图 JI扫描电镜观察9:!RX%%对血小板形态的影响
N$0MJI%&&’()*#&9:!RX%%#/-,+)’,’)4#.-1#,#03 L3

*(+//$/0 ’,’().#/4$(.#*(#-’

表 JI9:!RX%%不同剂量对大鼠TD;$?T]$T=;和TBG的影响%,P+&%QHX’
;+LMJI%&&’()*#&9:!RX%%#/TD;& ?T]& T=;+/"TBG #&.+)*%,P+&%QHX’

组别 剂量K"O-[Og"# I5.K" l"&--5g"# HIaK;5 I‘.K! IUfK!

空白对照组 % " ""-L+& i-%L&- ’L"" i&L#, &L’- i&L&+ )-L-" i"L&*

云南白药组 &L’’, " "&%L’& i""*L+’ ’L"" i&L#& &L’, i&L&% +&L)- i#L+-

eB(*&11低剂量组 #L% " #+&L"& i",)L-- ’L"" i&L#" &L,+ i&L&, )-L** i"L*&

eB(*&11中剂量组 %L& " &-*L#& i**L’" ’L#% i&L)% &L’- i&L&’ +&L,% i"L**

eB(*&11高剂量组 "&L& -##L-& i*#L&*! ’L#, i&L)& &L’& i&L&-! +"L,- i#L")

!!注! 与空白对照组比较&!:k&L&%

量组有显著性差异 ":k&L&"#$ eB(*&11各剂量
组可剂量依赖性地增加大鼠血浆黏度& 但仅高剂量

组有显著性差异 ":k&L&%#$ 各剂量组对血沉没
有显著影响 ":n&L&%#& 见表 )’

表 KI9:!RX%%各剂量组对大鼠全血黏度$ 血浆黏度及血沉的影响 %,P+& %QHX’
;+LMKI%&&’()*#&9:!RX%%#/)1’61#,’L,##"[$*(#*$)3& -,+*4+ [$*(#*$)3 +/"%:<#&.+)*%,P+& %QHX’

组别
剂量K

"O-[Og"#
全血黏度K"2I3->#

低切K""&->g"# 中切K"’&->g"# 高切K""%&->g"#

血浆黏度K

"2I3->&"#&->g"#

血沉K

"22-8 g"#
空白对照组 % -L"# i&L%+ +L-" i&L"+ +L") i&L&- "L#’ i&L&, "&L") i"L")

云南白药组 &L’’, "&L’& i"L&,! %L++ i&L+&! +L%) i&L#&! "L)) i&L&’ "+L,% i%L),

eB(*&11低剂量组 #L% -L+) i"L"’ %L&- i&L+’ +L"% i&L#- "L#- i&L"& "#L") i)L’+

eB(*&11中剂量组 %L& -L,% i&L,-! %L"# i&L"% +L%# i&L),! "L)’ i&L&, "+L%& i+L,#

eB(*&11高剂量组 "&L& ""L#" i"L",!! %L’, i&L+"!! +L,- i&L#*!! "L)- i&L"#! "#L’) i)L’’

!!注! 与空白对照组比较&!:k&L&%&!!:k&L&"
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!!eB(*&11各剂量组可剂量依赖性地增加大鼠低
切( 中切和高切条件下的全血还原黏度& 与空白对
照组相比& 在低( 中切条件下仅高剂量组有显著性
差异 ":k&L&"#& 高切条件下& 中( 高剂量组均

具有显著性 ":k&L&" 或 :k&L&%#$ eB(*&11各
剂量组对大鼠红细胞压积没有显著影响 ":n
&L&%#& 见表 +’

表 OI9:!RX%%各剂量组对大鼠全血还原黏度和红细胞压积的影响 %,P+& %QHX’
;+LMOI%&&’()*#&9:!RX%%#/)1’61#,’L,##".’"2(’"[$*(#*$)3 +/"1’4+)#(.$)#&.+)*%,P+& %QHX’

组别 剂量K"O-[Og"#
全血还原黏度K"2I3->#

低切K""&->g"# 中切K"’&->g"# 高切K""%&->g"#
红细胞压积K!

空白对照组 % "’L&, i"L#& ,L%& i&L#, %L-& i&L#’ +*L,% i&L*-

云南白药组 &L’’, "*L-% i#L#-! *L%* i&L*-! ’L*& i&L)-!! +-L** i"L,)

eB(*&11低剂量组 #L% "%L-* i"L,# ,L,+ i&L’" %L*- i&L)* +-L&& i#L)-

eB(*&11中剂量组 %L& ",L%& i"L%* *L), i&L’) ’L)- i&L)&! %&L#% i#L"-

eB(*&11高剂量组 "&L& "-L%) i#L#-!! -L&" i&L-*!! ’L-+ i&L%"!! %&L,% i"L)-

!!注! 与空白对照组比较&!:k&L&%& !!:k&L&"

!!eB(*&11各剂量组可剂量依赖性地增加大鼠红
细胞 1GM( 1DM( 11M( 1UM& 与空白对照组相比&
1GM( 1UM及11M仅高剂量组有显著性差异 ":k

&L&" 或:k&L&%#& 而1DM中( 高剂量组均具有显
著性差异 ":k&L&"#& 见表 %’

表 \I9:!RX%%各剂量组对大鼠%8>$ %<>$ %B>及%%>的影响 %,P+& %QHX’
;+LM\I%&&’()*#&9:!RX%%#/%8>& %<>& %B>+/"%%>#&.+)*%,P+& %QHX’

组别 剂量K"O-[Og"# 1GM 1DM 1UM 11M

空白对照组 % #L&- i&L&* +L", i&L’- &L*# i&L&) +L%" i&L#,

云南白药组 &L’’, #L)- i&L#&!! %L#" i&L%+!! &L,% i&L&)!! +L*# i&L+’

eB(*&11低剂量组 #L% #L## i&L"* +L*& i&L%& &L,- i&L&) +L+, i&L#-

eB(*&11中剂量组 %L& #L#, i&L"" %L"- i&L+"!! &L,, i&L&) +L*- i&L)’

eB(*&11高剂量组 "&L& #L%" i&L)&!! %L%- i&L))!! &L,% i&L&+!! %L"" i&L’"!

!!注! 与空白对照组比较&!:k&L&%& !!:k&L&"

OI讨论
现代药理学实验证明& 血小板在机体正常的止

血和凝血过程中起着重要的作用& 而止血中药的血
液流变学研究是病程发展监测& 药物评价& 药效判
定等的重要手段),(-* & 因此& 研究给药后血流状态
下的血小板特性& 了解血小板在止血( 凝血过程的
形态变化及作用& 并从血液流变学角度研究止血中
药的止血药效& 对阐明止血中药在发挥止血作用时
的作用机理及后期的临床用药具有重要的指导
意义’

血小板是一种有质膜无细胞核& 形状无规则的
血细胞& 是血液中的一种有形成分& 它参与止血过
程的许多环节& 在止血过程中起重要作用)"&* ’ 血
小板在静息状态时呈扁平椭圆状态& 当血小板受到
刺激或血管损伤时& 血小板会发生形变& 形状由正
常的圆盘状变为圆球状& 伪足突起& 此时& 血小板
体积和分布宽度增加& 而血小板发生形变是血小板
发生聚集的前提条件’ I‘.表示单位体积的血液中
所含的血小板所占体积的百分比& 其变化一般与血
小板数量的变化相一致& 反映血小板在血液中的比

例& I‘.越低说明血小板数越少)""* ’ ‘U’#I是最
具特异的血小板活化的分子标志物& 血小板被活化
时& 其颗粒膜与质膜或表面连接小管系统膜融合&
颗粒膜蛋白 ‘U’#I能在质膜上表达& 这些蛋白往
往连接有大量的碳水化合物支链而形成糖蛋白& 其
在维持血小板正常的形态及参与血小板的粘附( 聚
集( 释放等功能中具有重要意义)"#* ’ 实验结果表
明& 灌胃给药后& eB(*&11可使大鼠血小板膜糖蛋
白‘U’#I的活化率显著增加& I5.和 I‘.值减少&
有增加HIa和IUf的趋势& 且采用扫描电镜可以
观察到各剂量组的血小板均伸出伪足& 并不同程度
的聚集在一起’ 所以该实验结果可提示 eB(*&11
可刺激血小板活化而发生形变& 使血小板由正常的
圆盘状变为圆球状& 同时伪足突起& 血小板聚集成
团& 体积大大增加& 而使检测时能检测到的 I5.
减少’

血液流变学主要是研究血液的流动性和黏滞性
以及血液中红细胞的聚集性和变形性等& 血液流变
学异常& 血液处于高凝状态& 反映止血中药可促使
血液凝聚加强& 血流速度变慢而发挥止血药效’ 全
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血黏度是血液流变的重要参数& 是反映血液黏滞程
度的重要指标& 低切变率下的全血黏度值& 可以反
映红细胞的聚集程度$ 而高切变率下& 可反映红细
胞的变形程度& 高切黏度高& 红细胞变形性差)")* ’
血浆黏度是反映体内生物大分子 "纤维蛋白原(
球蛋白( 血脂# 对血细胞黏度的影响’ 红细胞压
积反映血液浓稠性)"+* ’ 1GM( 1UM( 1DM和 11M是
反映红细胞本身性质的 + 项血黏度相关指标& 红细
胞压积( 1GM( 1DM和 11M升高& 提示血液黏稠度
增加)"%* ’ 因此血液流变学指标可从血细胞功能以
及内环境变化的角度反映血细胞状态对止血过程的
影响’ 研究结果显示& eB(*&11高剂量组可使大鼠
的全血黏度& 血浆黏度& 全血还原黏度& 1GM(
1DM和11M等参数增加& 降低 1UM& 使得大鼠的血
液黏度显著升高& 血液流变性呈黏( 浓状态& 有利
于止血的发生’

综合上述研究结果表明& eB(*&11灌胃给药后
可刺激大鼠血小板的活化& 发生形变聚集& 并使大
鼠血液黏度显著升高& 结合前期研究结果))*可以
推测eB(*&11可通过刺激血小板活化& 进而发生
形变(聚集反应& 随后启动凝血纤溶系统& 使血液
凝固速度加快& 抑制纤维蛋白降解& 血液黏度增
加& 血流速度变慢发挥止血作用’ 当然& 剂量过大
是否会有促进血栓形成尚需进一步研究’
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