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　　摘要：采用萃取和柱层析法制备毛冬青各提取部位；用 Ｂｏｒｎ比浊法，以 ＡＤＰ为诱导剂检测毛冬青根提取液各部
位对血小板聚集的抑制率，从而确定毛冬青根抗血小板聚集的有效部位。结果表明，各部位均具有不同程度的抑制效

果。其中水部位和Ｄ１０１－９５％乙醇部位活性最强，且在０．０８～０．５ｍｇ／ｍＬ范围内，随着剂量的增加，其活性也随之加
强，抗血小板聚集活性与剂量呈正相关。
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　　毛冬青为冬青科（Ａｑｕｆｆｏｌｉａｃｅａｅ）冬青属植物毛冬青（Ｉｌｅｘ
ｐｕｂｅｓｃｅｎｓＨｏｏｋ．ｅｔＡｍ．）的干燥根，具有活血通脉、消肿止痛、
清热解毒之功效。已有研究结果表明毛冬青制剂有扩张血管

及抗菌消炎的作用，临床用于冠状动脉硬化性心脏病，血栓闭

塞性脉管炎，并用于中心性视网膜炎，小儿肺炎等疾病的治

疗，有显著疗效［１］。查阅大量文献可知，当前报道的毛冬青

中具有抗血小板聚集活性的单体化合物有毛冬青甲素［２］、毛

冬青酸［３－４］、ＩｌｅｘｏｓｉｄｅｓＤ［５］、ＩｌｅｘｏｓｉｄｅｓＪ［６］、ＩｌｅｘｇｅｎｉｎＡ、缩醛基
毛冬青化合物Ｒ４

［７］、ＰｕｂｅｓｃｅｎｏｓｉｄｅｓＡ和ＰｕｂｅｓｃｅｎｏｓｉｄｅｓＢ［８］８
种。此外，笔者以ＩｌｅｘｇｅｎｉｎＡ为先导化合物进行结构修饰，也
得到了一系列具有抗血小板聚集活性的衍生物［９］。然而，究

竟毛冬青根提取液中哪个部位抗血小板聚集活性高，前人没

有做过详细的研究。本研究利用萃取和柱层析的方法，获得

毛冬青根提取液的不同极性部位，以 ＡＤＰ为诱导剂，测定它
们对血小板聚集的抑制效果，为后续有效成分的分离纯化奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　动物
新西兰大耳白兔♀♂ 兼用，体质量１．７～２．０ｋｇ，由南京

市江宁区青龙山动物繁殖场提供。

１．２　药物与试剂
毛冬青于２０１２年采自广西，经广西药用植物园韦发南研

究员鉴定为毛冬青科冬青属植物毛冬青（ＩｌｅｘｐｕｂｅｓｃｅｎｓＨｏｏｋ．
ｅｔＡｍ．）的干燥根，留样样品保存在本所标本馆；柱层析硅胶
和薄层层析硅胶（青岛海洋化工有限公司产品）；阿司匹林

（Ｓｉｇｍａ，货号：Ａ２０９３）；甲醇、正丁醇、二氯甲烷、乙醇、ＤＭＳＯ
均为国产分析纯（上海实意化学试剂有限公司产品）。

１．３　仪器
普通层析柱，超声仪，型号 ＫＱ２２００Ｂ，昆明市超声仪器有

限公司产品；低温离心机，型号１－１５Ｋ，ＳｉｇｍａＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公
司产品；血小板聚集仪，型号 ＬＢＹ－ＮＪ，北京普利生仪器有限
公司产品。

１．４　毛冬青提取液各部位的制备
将毛冬青根原材料粉碎后，７０％乙醇回流提取３次，每次
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３ｈ，提取液浓缩得浸膏。浸膏水溶（１ｋｇ∶２Ｌ）超声悬浮得水
悬浮液，依次用石油醚和水饱和的正丁醇萃取，得正丁醇部位

和水部位。正丁醇部位减压旋蒸、水浴蒸干，甲醇溶解上

Ｄ１０１大孔树脂柱，依次用水、３０％乙醇、５０％乙醇、７０％乙醇
和９５％乙醇冲柱，得 Ｄ１０１－水部位、Ｄ１０１－３０％乙醇部位、
Ｄ１０１－５０％乙醇部位、Ｄ１０１－７０％乙醇部位和 Ｄ１０１－９５％
乙醇部位。取各部位分别浓缩蒸干后各取粉末 ５ｍｇ，以
０５％ ＤＭＳＯ作为溶媒，各部位分别配置 ０．０８、０．２０，
０．５０ｍｇ／ｍＬ３个浓度备用。
１．５　血小板聚集率测定
１．５．１　血浆样品的制备　取健康新西兰大耳白兔，静脉注射
２０％乌拉坦１ｇ／ｋｇ麻醉，颈总动脉取血，以３．８％枸橼酸钠抗
凝（血与抗凝剂体积比为９∶１）。室温下１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，吸取上层富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ），剩
余血液３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清液贫血小板血浆
（ｐｌａｔｅｌｅｔｐｏｏｒｐｌａｓｍａ，ＰＰＰ）。制备好的ＰＲＰ应在３ｈ内用完。
１．５．２　体外抗血小板聚集试验　取新西兰大耳白兔，按
“１５．１”节方法制备ＰＲＰ和ＰＰＰ。用ＰＰＰ调整ＰＲＰ中血小板
数为（３～４）×１０１１个／Ｌ。以０．５％ ＤＭＳＯ作为溶媒对照，测
定时以ＰＰＰ调零。精密吸取１５μＬ溶媒或药物溶液加入到
２７０μＬＰＲＰ中，在３７℃比浊杯内孵育５ｍｉｎ，用ＰＰＰ调零，再
加入诱导剂 ＡＤＰ溶液１５μＬ（终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ），按 Ｂｏｒｎ
比浊法测定血小板聚集率，记录５ｍｉｎ内最大聚集率。血小
板聚集抑制率＝（对照组最大聚集率－药物组最大聚集率）／
对照组最大聚集率×１００％。
１．５．３　统计学方法　所有试验数据均以“ｘ±ｓ”表示，采用
ＳＰＳＳ１８．０进行ｔ检验。

２　结果

与对照组相比，Ｄ１０１－７０％乙醇部位 ０．２ｍｇ／ｍＬ和
０．５ｍｇ／ｍＬ均显著抑制ＡＤＰ诱导的新西兰大耳白兔血小板聚
集（Ｐ＜０．０５），毛冬青浸膏、水部位、正丁醇部位、Ｄ１０１－水部
位、Ｄ１０１－５０％乙醇部位和Ｄ１０１－９５％乙醇部位均极显著抑
制ＡＤＰ诱导的新西兰大耳白兔血小板聚集（Ｐ＜０．０１）（表１）。

３　讨论

毛冬青是我国常用中药之一，临床应用广泛，在治疗血栓

方面表现出较好的疗效。本试验结果表明，毛冬青具有显著

抗血小板聚集的活性，毛冬青浸膏、水部位、正丁醇部位、

Ｄ１０１－水部位、Ｄ１０１－５０％乙醇部位和 Ｄ１０１－９５％乙醇部
位，均可极显著地抑制血小板聚集，且呈剂量依赖关系；在

０．５ｍｇ／ｍＬ时，其抑制作用强度也均高于阳性对照药阿司匹
林。在本次试验剂量范围内，水部位、Ｄ１０１－５０％乙醇部位
和Ｄ１０１－９５％乙醇部位在抗血小板聚集方面较为显著，因此
可判定其抗血小板聚集的有效部位是水部位、Ｄ１０１－５０％乙
醇部位和Ｄ１０１－９５％乙醇部位。下一步试验需对具有抗血
小板聚集作用的有效部位进一步分析，以期分离纯化有效成

分和探索其药理作用。

参考文献：

［１］南京中医药大学．中药大辞典［Ｍ］．上海：上海人民出版社，

表１　毛冬青根提取液不同部位对ＡＤＰ诱导的血小板聚集抑制活性

提取液部位
浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
聚集率

（％）
抑制率

（％）

对照组 ４８．７±２．３
毛冬青浸膏 ０．０８ ２７．２±３．３ ４４．１

０．２０ ２４．７±２．２ ４９．３
０．５０ １９．５±４．５ ５９．９

水部位 ０．０８ ３１．７±２．８ ３４．９
０．２０ ２０．３±１．９ ５８．２
０．５０ １４．３±２．２ ７０．６

正丁醇部位 ０．０８ ３４．１±７．３ ３０．１
０．２０ ２６．４±５．２ ４５．９
０．５０ １６．８±２．３ ６５．４

Ｄ１０１－水部位 ０．０８ ３２．７±３．４ ３２．９
０．２０ １４．９±１．５ ６９．５
０．５０ １６．５±１．８ ６６．１

Ｄ１０１－３０％乙醇部位 ０．０８ ５３．１±３．６ －９．０
０．２０ ３７．８±３．４ ２２．４
０．５０ ３１．９±５．７ ３４．５

Ｄ１０１－５０％乙醇部位 ０．０８ ３５．８±８．３ ２６．５
０．２０ ２３．３±３．３ ５２．１
０．５０ ２２．５±４．２ ５３．７

Ｄ１０１－７０％乙醇部位 ０．０８ ３５．７±１．３ ２６．７
０．２０ ４２．３±５．７ １３．２
０．５０ ４２．９±７．２ １２．０

Ｄ１０１－９５％乙醇部位 ０．０８ ３５．５±５．３ ２７．１
０．２０ ３３．９±３．３ ３０．５
０．５０ １３．３±１．９ ７２．８

阿司匹林 ０．５０ ３１．２±２．０ ３５．９

　　注：、分别表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）和极显
著（Ｐ＜０．０１）。

２００６：６１７－６１８．
［２］汪　钟，杜金香，朱国强，等．毛冬青甲素对血小板功能和形态的
影响［Ｊ］．中西医结合杂志，１９８５，５（４）：２３２－２３４．

［３］张芳林．毛冬青酸抗血栓实验研究及机制探讨［Ｊ］．江西医学院
学报，２００３，４３（２）：３３－３７．

［４］ＬｉＭ，ＷｕＷＫ，ＬｉｕＬ，ｅｔａｌ．ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｅｘｏｎｉｎＡｏｎ
ｖｏｎＷｉｄｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｌａｔｅｌｅｔａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｈｉｇｈ
ｓｈｅａｒｒａｔｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＪ，２００４，１１７（２）：２４１－２４６．

［５］ＬｅｅＣＫ，ＬｅｅＨＳ，ＨｕｈＭＤ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｌｅｘｏｓｉｄｅ
Ｄ，ａｔｒｉｔｅｒｐｅｎｉｏｄｓａｐｏｎｉｎｆｒｏｍＩｌｅｓｐｕｂｅｓｃｅｎｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈｏｆＰｈａｒｍＲｅｓ，
１９９３，１６（３）：２０９－２１２．

［６］ＨａｎＹＮ，ＢａｉｋＳＫ，ＫｉｍＴＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓａｐｏ

ｎｉｎｓｆｒｏｍＩｌｅｘｐｕｂｅｓｃｅｎｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰｈａｒｍＲｅｓ，１９８７，１０（２）：１１５－

１２０．　

［７］付晓春，徐　哲，陈建军．缩醛基毛冬青化合物Ｒ４的抗血栓作用

研究［Ｊ］．现代中西医结合杂志，２０１１，２０（３４）：４３３５－

４３３６，４４５６．

［８］ＪｉａｎｇＺＨ，ＷａｎｇＪＲ，ＬｉＭ．Ｈｅｍｉｔｅｒｐｅｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｗｉｔｈａｎｔｉ－

ｐｌａｔｅｌｅａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｒｏｍＩｌｅｘｐｕｂｅｓｃｅｎｓ［Ｊ］．ＪＮａｔＰｒｏｄ，

２００５，６８（３）：３９７．

［９］ＬｉｎＬＰ，ＷｕＦＨ，ＬｉａｎｇＪＹ．ＴｈｅｆｉｒｓｔｅｘａｍｐｌｅｓｏｆｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡｈｙ

ｂｒｉｄｓａｓａｎｅｗｃｌａｓｓｏｆｍｕｌｔｉ－ｐｏｔｅｎｔ，ａｎｔｉ－ｐｌａｔｅｌｅｔａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ

ＣｈｅｍＬｅｔｔ，２０１３，２４（８）：７２３－７２６．
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