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目的
!

探讨普伐他汀对二磷酸腺苷"

<Q7

$诱导的血小板
7<;.$

表达的影响及机制%方法
!

体外分离富血小板血

浆!分别给予
2

反应蛋白"

2;7

$'普伐他汀干预和
<Q7

刺激进行体外研究%试验分组分别为(对照组!单纯
<Q7

组!低浓度普代

他汀
R<Q7

组!高浓度普伐他汀组
R<Q7

组!

2;7

组!普伐他汀
R2;7

联合组%采用流式细技术检测
7<;.$

和
5̂ c.$

平均荧光

强度"

UTO

$%采用酶联免疫试验检测
=c4

1

和
T$R1

水平%结果
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5<Q7

刺激能促使血小板
7<;.$

表达增加
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显著降低
<Q7

诱导的血小板
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的表达"
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普伐他汀均显著降低
<Q7

诱导的血

小板
7<;.$

的表达"
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%

%&%$

$%联合应用
2;7

和普伐他汀更能降低
<Q7

诱导的血小板
7<;.$

表达!较单独使用
2;7

或普伐他

汀降低更显著"

E

%

%&%3

$%单纯
<Q7

刺激后
=c4

1

较基础时明显增高"
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%&%$
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普伐他汀干预后

<Q7

刺激的
=c4

1

分别下降为"
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D5

!与单纯
<Q7

刺激比较!差异均有统计学意义

"
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显著增加
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诱导的
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水平"
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普伐他汀对
<Q7

诱导
T$R1

的生成无明

显影响%普伐他汀呈浓度依赖性的方式降低
<Q7

诱导的血小板
5̂ c.$

表达"

$

!

D">

&

5

和
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普伐他汀处理后
UTO

分别

为(

$&/%[%&$(

和
$&)1[%&$)

$!与单纯
<Q7

刺激后
5̂ c.$

表达"

UTO

(

'&$)[%&1'

$比较!差异有统计学意义"
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对
<Q7

刺激的血小板
5̂ c.$

表达无明显影响%结论
!
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在
<Q7

诱导的血小板活化中起重要作用!普伐他汀和

2;7

通过不同机制明显降低
<Q7

诱导的血小板
7<;.$

的表达!提示在炎症状态下他汀仍能起着重要的抗血栓作用%
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凝血酶是最强的血小板激活剂#人类血小板表达
7<;.$

和
7<;.0

两种凝血酶受体#

7<;.$

是人血小板最主要的凝血

酶受体#低浓度凝血酶可与
7<;.$

结合激血小板'

$

(

)临床研

究发现
7<;.$

拮抗剂能减少心脏血栓事件发生'

1

(

)

他汀类药物能改善心血管疾病的临床预后#这不仅与他汀

药物降低低密度脂蛋白胆固醇有关#还与他汀调脂以外的多效

(30$

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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作者简介&楚罗湘$

$()/W

&#主任医师#博士#主要从事冠心病基础和临床研究)



性作用有关#如改善血管舒缩功能#促进血管再生及稳定易损

斑块等#体内外的研究提示他汀药物还能减轻血栓负荷及抑制

血小板活化#另外他汀的抗炎作用同样得到证实'

'

(

)

2

反应蛋白$

2;7

&是判断心血管事件发生的炎症因子#最

近的研究发现
2;7

通过促发炎症和激活凝血系统而加重动脉

硬化的进展'

0

(

)然而有研究发现
2;7

对血小板的作用与其促

血栓作用并不一致)

7<;O8

临床研究发现多种他汀药物均能

降低血小板
7<;.$

的表达#减少血小板的活化和血栓形成'

3

(

#

然而其机制不清#在炎症状态下他汀药物对血小板
7<;.$

表

达作用如何也少见报道)本文通过体外研究探讨普伐他汀对

血小板
7<;.$

的作用及机制)

>

!

材料与方法
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!

试剂
!

<Q7

*

2;7

*普伐他汀购自
8#

F

D?

公司#

7S

标记

的抗
7<;.$

流式抗体
87<_.$1

购自
49G\D?,2"E>B9@

公司#

TO=2

标记的
5̂ c.$

流式抗体购自
b

J

GE>B4#"B9GA

公司#

=c4

1

试剂盒购自
2?

J

D?,2A9D#G?>

公司#

T$R1

购自
49A@#,

F

Q#?

F

.

,"+B#G?

公司)
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试验分组
!

本试验为体外研究#试验分组如下!对照组#

只加入
748

%单纯
<Q7

组#

3

!

D">

"

5<Q7

作用
$3D#,

%低浓度

普伐他汀
R<Q7

组#

$

!

D">

"

5

普伐他汀干预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5<Q7

刺激
$3 D#,

%高浓度普伐他汀
R<Q7

组#

$%

!

D">

"

5

普伐他汀干预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5<Q7

刺激
$3

D#,

%

2;7

组#

3%

!

F

"

D52;7

作用
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5

<Q7

刺激
$3D#,

%普伐他汀
R2;7

联合组#

3%

!

F

"

D52;7R

$%

!

D">

"

5

普伐他汀干预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5<Q7

刺激

$3D#,

)
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制备富血小板血浆
!

富血小板血浆从健康志愿者外周血

分离而来#采用
'&/P

枸橼酸钠抗凝#血与抗凝剂体积比为

(m$

)在室温下以
$3%@

"

D#,

离心
1%D#,

#采集上层富血小板

血浆)剩余血液再以
3%%@

"

D#,

离心
$%D#,

获得贫血小板血

浆)贫血小板血浆用来调整富血小板血浆中的血小板数目#试

验过程血小板的数目调整为
'V$%

$$

G9>>

"

5

)试验方案通过了

伦理学审查#参加试验的志愿者均获知情同意)

>&A

!

血小板聚集试验
!

血小板聚集试验采用美国
2A@",".

5"

F

聚集仪#本试验采用的致聚集为
3

!

D">

"

5<Q7

#血小板聚

集率通过测量透光度来确定)

>&B

!

流式细胞检测技术
!

室温下在试验管内加入
$%%

!

5

血

小板悬液$数量为
'V$%

$$

G9>>
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5

&#给予
3
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5<Q7

刺激血

小板
$3D#,

后#通过流式细胞技术检测血小板凝血酶受体

7<;.$

及氧化低密度脂蛋白受体
5̂ c.$

的表达)流式细胞仪

为美国贝克曼库尔特公司的
S

C

#G+.c5

型)血小板洗涤后重悬

于流式缓冲液中#然后各取
3

!

5

富血小板血浆分别加入
7S

标记的
87<_$1

抗体及
TO=2

标记的
5̂ c.$

抗体#在
A9

C

9+

缓

冲液中培育
$%D#,

#最后用
$P

多聚甲醛固定#通过流式细胞

仪检测#采用平均荧光强度$

UTO

&或阳性百分率表示#每次计

算血小板数目为
3%%%%

个)
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酶联免疫分析法
!

富血小板血浆中
=c4

1

#凝血酶原片

段
T$R1

的水平采用酶联免疫吸附试验方法检测)严格按照

产品说明书进行检测)

>&Q

!

统计学处理
!

采用
8788$(&%

统计软件进行统计分析#

计量资料和数据采用
0[>

表示#两组均数间比较采用
8

检验#

E

%

%&%3

为差异具有统计学意义)
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结
!!

果

?&>

!

<Q7

对血小板
7<;.$

表达的影响
!

<Q7

是激活血小板

的非常重要的激动剂#首先检测不同浓度
<Q7

诱导血小板聚

集的情况)

$

!

D">

"

5<Q7

仅仅诱导血小板发生单相聚集#而

且很快发生自发性解聚#

3
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D">
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5<Q7

诱导的血小板聚集为

双相#

$%

!

D">

"

5<Q7

诱导的血小板双相聚集溶合在一起#表

现为持续的聚集曲线)最大的聚集率为
)$P

#在本研究中#选

择
3

!

D">

"

5<Q7

作为血小板的激动剂#通过流式细胞技术观

察到血小板
7<;.$

表达#而
3

!

D">

"

5<Q7

刺激
3D#,

能促使

血小板
7<;.$

表达增加
'3P

#见图
$

)

!!

""

!

E

%

%&%$

)

图
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<Q7

对血小板
7<;.$

表达的影响

?&?

!

2;7

对
<Q7

诱导的血小板
7<;.$

表达的影响
!

富血小

板血浆预先给予
2;7

$

13

!

F

"

D5

#

3%

!

F

"

D5

&#干预
$%D#,

#然

后加入
3

!

D">

"

5<Q7

#

'-l2

培育
$3D#,

#采用流式细胞术检

测血小板
7<;.$

表达)结果显示
2;7

呈浓度依赖性的抑制

<Q7

诱导的血小板
7<;.$

的表达)血小板
7<;.$

的
UTO

从

'&''[%&$$

下降到
'&%)[%&$3

$

13

!

F

"

D52;7

&#进一步下降

至
1&/1[%&$%

$

3%

!

F

"

D52;7

&)见图
1

)

!!

""

!

E

%

%&%$

#

"

!

E

%

%&%3

)

图
1

!!

2;7

对
<Q7

刺激的血小板
7<;.$

表达的影响

?&@

!

普伐他汀对
<Q7

诱导的血小板
7<;.$

表达的影响
!

在

室温下预先给予
$

!

D">

"

5

*

$%

!

D">

"

5

普伐他汀于富血小板血

浆中孵育
$%D#,

#然后加入
3

!

D">

"

5 <Q7

再共同孵育
$3

D#,

#流式细胞技术检测血小板
7<;.$

的表达)结果显示普伐

他汀处理呈浓度依赖性抑制血小板
7<;.$

表达#

$

!

D">

"

5

*

$%

!

D">

"

5

普伐他汀将
7<;.$

的
UTO

由单纯
<Q7

刺激的

'&''[%&$$

分别降至
'&$$[%&$/

和
1&-1[%&$0

)

为验证在
2;7

存在的条件下普伐他汀对血小板
7<;.$

表达的影响#将
3%

!

F

"

D52;7

和
$%

!

D">

"

5

普伐他汀同时加

入富血小板血浆共同孵育
$%D#,

#然后加入
3

!

D">

"

5<Q7

再

共同孵育
$3D#,

#结果显示联合
2;7

和普伐他汀更明显抑制

血小板
7<;.$

的表达$

UTO

为
1&'1[%&$$

&#较单独使用
2;7

和普伐他汀下降得更显著$

E

%

%&%3

&#见图
'

)

?&A

!

2;7

和普伐他汀对血小板
=c4

1

合成及凝血酶原片版

T$R1

生成的影响
!

血小板
=c<

1

合成酶将
7Ib

1

转化成

=c<

1

#由于
=c<

1

极不稳定#作者检测
=c<

1

的稳定性代谢

产物
=c4

1

)富血小板血浆在
<Q7

刺激之前预先给予
3%

!

F

"

D52;7

或
$%

!

D">

"

5

普伐他汀干预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5
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<Q7

刺激
$3D#,

#

=c4

1

的检测采用酶联免疫试剂盒检测富血

小板血浆#单纯
<Q7

刺激使富血小板血浆表达
=c4

1

从

$

//&1)[1'&'/

&

CF

"

D5

增加至 $

$/3&'%[0$&/1

&

CF

"

D5

#而预

先给予
3%

!

F

"

D52;7

使
=c4

1

降至$

$$1&)/[10&0/

&

CF

"

D5

#同样#

$%

!

D">

"

5

普伐他汀同样将
=c4

1

降至$

$0)&0/[

0)&30

&

CF

"

D5

)

凝血酶原片段
T$R1

可以反映血小板凝血酶的生成#采

用酶联免疫试剂盒体测富血小板血浆
T$R1

的水平变化)富

血小板血浆在
<Q7

刺激之前预先给予
3%

!

F

"

D52;7

或
$%

!

D">

"

5

普伐他汀干预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5<Q7

刺激
$3

D#,

#单纯
<Q7

刺激使
T$R1

从$

%&)3[%&1%

&

,D">

"

5

上升至

$

$&$/[%&/%

&

,D">

"

5

$

E

%

%&%3

&)而预先给予
3%

!

F

"

D52;7

使
T$R1

显著增加$

E

%

%&%3

&#而
$%

!

D">

"

5

普伐他汀对
T$R

1

无明显影响$

E

&

%&%3

&)见表
$

)

!!

"

!

E

%

%&%3

#

""

!

E

%

%&%$

)

图
'

!!

普伐他汀和
2;7

对
<Q7

刺激的

血小板
7<;.$

表达的影响

表
$

!!

2;7

和普伐他汀对血小板
=c4

1

合成及凝血酶

!!!!

原片段
T$R1

生成的影响$

0[>

%

项目 对照组 单纯
<Q7

组
2;7

组
普伐他汀

R

<Q7

组

=c4

1

$

CF

"

D5

&

//&'%[1'&0% $/3&'%[0$&/%$$1&-%[10&3%

"

$0)&3%[0)&3%

"

T$R1

$

,D">

"

5

&

%&)3[%&1% $&$/[%&)% 1&1)[%&/%

"

$&1$[%&/%

!!

"

E

%

%&%$

#与单纯
<Q7

组比较)

!!

""

!

E

%

%&%$

)

图
0

!!

普伐他汀和
2;7

对
<Q7

诱导的血小板

5̂ c.$

表达的影响

?&B

!

2;7

和普伐他汀对血小板
5̂ c.$

表达的影响
!

5̂ c.$

是
"M.5Q5

的特异性受体#它在动脉粥样硬化和动脉血栓形成

中起重要作用)而且血小板活化后
5̂ c.$

在其表面大量表

达)通过流式细胞检测到
<Q7

刺激后血小板
5̂ c.$

表达明

显增加#作者研究
2;7

和普伐他汀是否会影响
<Q7

诱导的血

小板
5̂ c.$

表达)富血小板血浆在
<Q7

刺激之前预先给予

3%

!

F

"

D52;7

#

$

!

D">

"

5

普伐他汀或
$%

!

D">

"

5

普伐他汀干

预
$%D#,

#再给予
3

!

D">

"

5<Q7

刺激
$3D#,

#结果显示!

<Q7

刺激后血小板
5̂ c.$

明显增加$

UTO

!

'&$)[%&1'C>&$&3)[

%&$$

#

E

%

%&%$

&)

2;7

对
<Q7

刺激的血小板
5̂ c.$

表达无

明显影响#而普伐他汀呈浓度依赖性的方式降低
<Q7

诱导的

血小板
5̂ c.$

表达$

UTO

分别为!

$&/%[%&$(

*

$&)1[%&$)

#与

单纯
<Q7

刺激比较#

E

%

%&%$

&)见图
0

)

@

!

讨
!!

论

血小板凝血酶受体
7<;.$

对于
<Q7

诱导血小板聚集和

活化非常重要'

)

(

)通过流式细胞技术检测#

<Q7

刺激能增加

血小板表面
7<;.$

表达
'3P

左右#而且是在
<Q7

刺激
3D#,

后就能产生这种变化#这提示血小板表面的
7<;.$

增加不是

通过翻译和合成来的#因为这通常需要几小时至十几小时)这

提示
7<;.$

在血小板表面的增加只是贮存在细胞内的抗原转

到表面而被流式细胞仪检测到#

<Q7

刺激能促进位于血小板

内部的
7<;.$

受体向细胞膜表面表达)

大量临床试验证实#

2;7

不仅是判断心血管疾病预后的

炎症标志物#同时它也是动脉血栓事件的重要调节因子'

-

(

)

Q?,9,N9@

F

等'

/

(通过实验发现
2;7

转基因鼠在血管损伤时股

动脉完全闭塞发生率明显增高#这提示
2;7

参与了动脉血栓

形成)

2;7

在炎症状态下参与宿主反应的调节#

2;7

能抑制

=

淋巴细胞活性和血小板的活化'

(

(

#但能激活补体系统和加强

凝血功能'

$%.$$

(

%在本研究中观察到
2;7

不仅能减少
<Q7

刺激

的血小板聚集#而且能减少
<Q7

刺激的血小板
7<;.$

的表

达#这提示炎症状态可能抑制血小板
7<;.$

的表达#这与文献

报道一致'

$1

(

)因此
2;7

促进血栓形成并不是通过影响血小

板
7<;.$

的表达#而可能是通过影响凝血功能起作用)已有

报道证实#

2;7

直接作用于组织纤溶酶原系统和影响血管细

胞组织因子的活性等增强凝血功能'

$'.$0

(

)

2;7

下调血小板

7<;.$

的机制不清楚#本研究发现#

2;7

能降低
=c4

1

的表

达#而
=c4

1

是
=c<

1

较稳定的代谢产物#

=c<

1

在
<Q7

诱导

血小板第二次聚集反应至关重要)还有一些研究发现
2;7

干

扰前列腺素生成和代谢#而这些均与花生四烯酸水解有关)研

究发现
2;7

能与磷脂结合起到稳定细胞膜'

$3

(

#防止组织损伤

的作用#这可能是其抑制血栓素的形成的机制#从而在
2;7

下

调
<Q7

刺激血小板
7<;.$

表达中起一定的作用)另一方面#

证实
2;7

能增加凝血酶原片段
T$R1

表达#这提示
2;7

能促

使凝血酶形成#而生成的凝血酶将与血小板表面的
7<;.$

结

合并水解其
_

端从而激活受体#而
7<;.$

一旦裂解激活#

7<;.$

会失去再与凝血酶结合的能力#也不能被
7<;.$

抗体

识别而检测)

他汀类药物具有防止血栓形成等血管保护作用#而且不依

赖于其调脂作用)通过流式细胞技术#证实普伐他汀体外干预

能抑制
<Q7

诱导血小板
7<;.$

的表达#这与临床研究中报道

的各种他汀均能降低血小板
7<;.$

的活性和表达水平相一

致'

3

(

)本研究还发现普伐他汀能下调
<Q7

依赖的血栓素形

成#同样在临床研究中使用他汀也有类似的作用)有研究报道

辛伐他汀和普伐他汀能直接与血小板作用#抑制
I7OON.OOO?

受

体表达#进而能抑制血栓素的形成'

$)

(

)由于
7<;.$

在
<Q7

诱导的血小板聚集和活化中起重要作用#作者推测普伐他汀对

血栓素的作用与抑制血小板
7<;.$

有关)他汀类药物通过阻

断
;̂ 8

形成和减少
_<QR

"

_<Qb

比例起着抗氧化作用'

$-

(

)

5̂ c.$

是
"M.5Q5

特异性受体#一般认为在氧化应激状态下

5̂ c.$

会上调#

5̂ c.$

在动脉硬化形成*进展及血栓形成中均

起重要作用)研究表明阻断
5̂ c.$

能抑制
<Q7

诱导的血小

板聚集'

$/

(

#这提示氧化应激在
<Q7

诱导的血小板聚集和活化
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中同样存在)通过流式细胞技术发现
<Q7

能诱导血小板

5̂ c.$

表达#与
7.

选择素类似#

5̂ c.$

表达与血小板活化程度

一致#普伐他汀能下调
<Q7

诱导的血小板
5̂ c.$

表达#这可

能是其抑制血小板
7<;.$

表达的一个重要机制)由于
2;7

对
<Q7

诱导的血小板
5̂ c.$

表达无明显影响#而在
2;7

和

普伐他汀均存在的情况下#

<Q7

诱导的血小板
7<;.$

表达下

降更明显#这提示
2;7

和普伐他汀抑制
<Q7

诱导的血小板

7<;.$

表达有不同的机制)

总之#

7<;.$

在
<Q7

诱导的血小板活化中起重要作用#

普伐他汀和
2;7

通过不同机制明显降低
<Q7

诱导的血小板

7<;.$

的表达#提示在炎症状态下他汀仍能起着重要的抗血

栓作用#这为临床使用他汀类药物减少缺血事件提供了理论

依据)
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