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磷脂酶C 对血小板粘附性及表面膜Gp Ib的影响3 Ξ
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　　[摘　要 ]　采用旋转玻球法测定了磷脂酶 C (PL C)经十二指肠给药后对家兔血小板粘附性的影响,同时利用

竞争性酶联免疫法测定了 PL C 对人血小板表面膜糖蛋白 Ib (Gp Ib) 分子数的影响。结果表明, PL C 冻干辅料及

100和 200 U ökg的 PL C 对家兔血小板粘附率无明显影响,而 400～ 1 000 U ökg PL C 对血小板粘附率具有明显的

影响。PL C 冻干辅料对人血小板表面膜 Gp Ib 分子数没有明显影响,而每mL 血浆 (PR P)中加入 0. 5, 1. 0和2. 0 U

的 PL C 对人血小板表面 Gp Ib 分子数可产生明显影响。

[关键词 ]　磷脂酶C;血小板;粘附率; Gp Ib

[中图分类号 ]　R 973. 2　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0720005204

　　血小板是机体正常凝血机制中的关键成分,同

时在病理性血栓形成过程中起着非常重要的作

用[1 ]。抗血小板药物主要通过抑制血小板的异常形

态变化、粘附、释放及聚集等反应,来抑制血栓形成

和动脉粥样硬化等疾病的发生与发展。因此,抗血小

板药物已成为防治心脑血管疾病的重要药物[2, 3 ]。

磷脂酶 C (pho spho lipase C, 简称 PL C)是一类

可作用于磷脂C 3 磷脂酰键的脂类水解酶,广泛分布

于动植物及微生物细胞和组织中,在细胞代谢和信

号传导中起着很重要的作用。作者近期研究发现,利

用微生物发酵制备的 PL C 能明显地抑制血小板的

粘附性,因而 PL C 是一种潜在的抗血小板新药。为

进一步阐明 PL C 抗血小板粘附作用的机理,本研究

采用竞争性酶联免疫法测定了 PL C 对血小板表面

膜糖蛋白 Ib (g lycop ro tein Ib,简称 Gp Ib)数量的影

响,现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　主要药品与试剂

1. 1. 1　PL C 冻干制剂　由本课题组分离筛选的

PL C 菌株经发酵及一系列分离纯化制备的 PL C 添

加辅料后冻干制成。药品效价为 1 950 U ög, - 20 ℃

贮存。

1. 1. 2　阿司匹林 (asp irin, 简称A SA )　阳性对照

药,白色肠溶片,由湖南制药厂生产。

1. 1. 3　酶联免疫试剂盒　包被鼠 IgG ( IgG2Coat) ;

标准 IgG ( IgG2ST ) ;羊抗鼠酶标二抗 (HR P2GAM ) ;

牛血清白蛋白 (BSA ) ; 单克隆抗体 (M cA b) SZ22,每

支单抗用 5 mL 含5 göL BSA 的 PBS 溶解; 固定剂

250 mL öL 戊二醛,用 PBS按体积比 1∶100稀释成

2. 5 mL öL ;血小板洗涤液 (20×T EN ) ,用D 2H 2O 按

体积比 1∶20 稀释; 20×PBS, 用蒸馏水按体积比

1∶20稀释; 柠檬酸缓冲液 (buffer 2×5) ,用蒸馏水

按体积比 1∶5稀释;邻苯二胺 (O PD ,干粉) ;包被缓

冲液 (buffer 1×5) ,用蒸馏水按体积比 1∶5稀释。

1. 2　主要仪器设备

血小板粘附仪XSN 2R 1 型,由上海俊海科技公

司制造;酶标仪,由美国 T ECAN 公司制造。

1. 3　血小板粘附性的测定

用玻球旋转法测定。取 40只雄性新西兰大耳白

家兔 (2. 5±0. 25) kg,随机分成阴性对照组 (PL C 冻

干辅料组) ,阳性对照组 (A SA 组)和 100, 200, 400,

600, 800, 1 000 U ökg 的 PL C 剂量组,共 8 组,每组

5只,开腹行十二指肠给药,分别于给药前和给药后

1, 2, 4 h 时取静脉血 1. 8 mL , 加入含有 0. 2 mL

0. 147 mo löL 枸橼酸钠的硅化刻度管中,混匀,从试

管中取 1 mL 加入容量为 8 mL 的长颈圆球瓶中,置

于 XSN 2R 1 型血小板粘附仪转盘上, 恒温 37 ℃,
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3. 0 röm in旋转 15 m in,分别测定转动前、后血小板

数,计数 2次,取平均值,按下式计算血小板粘附率:

血小板粘附率ö% = (粘附前血小板数- 粘附后

血小板数) ö粘附前血小板数。
1. 4　血小板膜 Gp Ib 的测定

采用竞争性酶联免疫法测定。

1. 4. 1　标准曲线制备　取 IgG2Coat 1支加 12 mL

buffer1 溶解后,加入酶标孔内 (200 ΛL ö孔) , 4 ℃湿

盒过夜,用含有 0. 5 mL öL Tw een220的 PBS洗涤 3

次, 甩干后封口置- 20 ℃备用。取 IgG2ST 1 支加

0. 5 mL含 5 göL BSA 的 PBS溶解后,再用含 1 göL
BSA 的 PBS 倍比稀释成 31. 25, 62. 5, 125, 250,

500, 1 000 ngömL ,分别加入到已用 IgG2Coat 包被

的酶标孔中 (100 ΛL ö孔)。取 HR P2GAM 1 支加 6

mL 含 1 göL BSA 的 PBS 溶解后,分别向加有不同

浓度 IgG2ST 的酶标孔中加入 100 ΛL HR P2GAM ,

37 ℃温育 1 h。竞争反应完毕后, 用含 0. 5 mL öL
Tw een220的 PBS洗涤 6次,甩干。用 buffer 2配成

O PD 1 m gömL ,加入 300 mL öL H 2O 2 0. 5 ΛL ömL ,

于每个反应孔中加入 200 ΛL 该显色液, 37 ℃显色

反应 20 m in,加入 3 mo löL H 2SO 4 (50 ΛL ö孔)终止

反应,酶标仪上测定各孔的OD 492。以各点 IgG2ST

量的 ln IgG2ST 为横坐标, 以各点 IgG2ST 量所对

应的OD 492的 ln OD 492为纵坐标,绘制标准曲线。

1. 4. 2　PL C 对血小板表面膜 Gp Ib 的作用　健康

成人空腹时静脉取血, 0. 147 mo löL 枸椽酸钠与静
脉血按体积比 1∶9 抗凝, 800 röm in 离心 10 m in,

取上清液得富含血小板的血浆 (PR P)。每管取 1 mL

PR P, 分别加入生理盐水、PL C 冻干辅料及 0. 5,

1. 0, 2. 0 U 的 PL C, 37 ℃温育 30 m in。反应完后加

入等体积的 2. 5 mL öL 戊二醛, 37 ℃固定 20 m in。

以T EN 2 500 röm in, 10 m inö次离心洗涤 2次,最后

用含 0. 2 göL N aN 3 的 T EN 悬浮血小板, 用 T EN

调整血小板为 2×108ömL。取单抗 SZ22 100 ΛL 和

血小板样品 100 ΛL , 37 ℃温育 1 h, 然后用含 0. 5

mL öL Tw een220的 PBS 2 500 röm in×10 m in 洗涤

2次,再以含 10 göL BSA 的 PBS悬浮血小板,调整

血小板浓度为 4×107ömL。

以上述经过不同处理并已结合有单抗 SZ22 的

血小板样品代替标准曲线制备中的 IgG2ST 进行竞

争反应。其余操作步骤均同标准曲线制备。根据不

同血小板悬浮样品测得的OD 492值, 从标准曲线上

求得待测样品所对应的 IgG 的量 (ngömL )。再根据

待测样品所对应的 IgG 的量 (ngömL ) ,即可推算出

平均每个血小板上所含糖蛋白 Gp Ib 的分子数量:

每个血小板膜表面的糖蛋白分子数=

待测样品内 IgG×阿佛加德罗常数
IgG 摩尔质量×待测样品内血小板数=

IgG (ngömL )×10- 9×6. 023×1023

1. 5×105 (gömo l)×4×107 =

IgG (ngömL )×102

1. 5　统计方法

试验结果以 xθ±s 表示, 组间比较采用 t 值检

验。

2　结果与分析

2. 1　PL C 对血小板粘附率的作用

　　PL C 冻干辅料阴性对照组、A SA 阳性对照组及

PL C 各剂量组分别于给药前和给药后 1, 2, 4 h 时取

静脉血测定血小板粘附率,结果见表 1。

表 1　PL C 对血小板粘附率的影响

T able 1　Effect of PL C on adhesion rate of p la telet

分组
Group

剂量ö(U·kg- 1)
Do se

血小板粘附率ö% (xθ±s, n= 5) A dhesion rate of p latelet

给药前
Befo re

adm in istration

给药后 1 h
1 h after

adm in istration

给药后 2 h
2 h after

adm in istration

给药后 4 h
4 h after

adm in istration

冻干辅料 F reeze2drying additive - 15. 2±2. 31 14. 7±2. 29 14. 9±3. 12 15. 50±1. 32

A SA - 13. 8±2. 44 10. 0±1. 76 10. 4±3. 02 9. 89±2. 35

PL C 100 14. 6±2. 95 14. 4±3. 15 14. 9±2. 25 13. 70±1. 83

200 12. 9±1. 76 11. 7±2. 17 12. 8±2. 14 13. 00±2. 57

400 15. 5±3. 04 11. 7±3. 58 10. 9±2. 64 10. 60±1. 97

600 16. 3±2. 34 11. 8±3. 23 10. 5±2. 51 11. 30±4. 01

800 21. 5±3. 59 15. 2±2. 84 14. 5±3. 61 13. 90±1. 78

1 000 17. 7±1. 41 10. 6±2. 10 9. 8±1. 36 8. 43±2. 64

　　由表 1可以看出:① PL C 冻干辅料给药前与给

药后 1, 2, 4 h 时的血小板粘附率无明显改变 (P >

0. 05) ,可见 PL C 冻干辅料对血小板粘附性无明显

影响;②A SA 可明显降低血小板粘附性,A SA 给药
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前与给药后 1, 2, 4 h 的血小板粘附率相比差异显著

(P < 0. 05) ; ③ 100 和 200 U ökg 的 PL C 对家兔血

小板粘附性无明显影响,其给药前与给药后 1, 2, 4

h 的血小板粘附率无显著差异 (P > 0. 05) ; 400, 600,

800和 1 000 U ökg 的 PL C 可明显降低血小板的粘

附性,且随着 PL C 剂量的增加,其抑制血小板粘附

的作用逐渐增强,各组给药前与给药后 1, 2, 4 h 的

血小板粘附率差异显著 (P < 0. 05)。

2. 2　PL C 对血小板表面膜 Gp Ib 的影响

2. 2. 1　标准曲线绘制　以各标准 IgG 浓度的

ln IgG为横坐标, 各标准 IgG 量所对应的OD 492的

ln OD 492为纵坐标绘制标准曲线,结果见图 1。由图 1

可见,中间 4点具有较好的线性关系,而第 1点和第

6 点偏离了线性区域,可能是标准 IgG 的浓度过高

和过低所致。因此在实际样品测定时,主要取中间 4

点进行线性回归,根据线性回归方程计算实际样品

所对应的 IgG 量。

2. 2. 2　PL C 对血小板表面膜 Gp Ib 的作用　血小

板分别经生理盐水、PL C 冻干辅料及 0. 5, 1. 0 和

2. 0 U ömL PL C 处理后测定其OD 492值,根据标准曲

线计算出所对应的 IgG 量,再根据 1. 4. 3 中公式推

算出平均每个血小板表面所含的 Gp Ib 分子数量,

结果见表 2。

图 1　Gp Ib 测定标准曲线

F ig. 1　Standard curve of Gp Ib determ ination

由表 2 可知, 与生理盐水相比, PL C 冻干辅料

对血小板表面膜 Gp Ib 的分子数量基本上没有影

响,而各 PL C 剂量组对血小板表面膜 Gp Ib 分子数

量产生了明显影响,且随 PL C 剂量的增加, Gp Ib 分

子数量逐渐减少。

表 2　PL C 对血小板 Gp Ib 分子数的影响 (xθ±S , n= 6)

T ab le 2　Effect of PL C on Gp Ib mo lecu lar num ber of p la telet

分组 Group 剂量ö(U·mL - 1) Do se OD 492 IgGö(ng·mL - 1) Gp Ib 分子数
Gp Ib mo lecu lar num ber

生理盐水 PSS - 0. 768±0. 078 64. 965 54 6 496. 554

冻干辅料 F reez2drying additive - 0. 805±0. 124 62. 537 54 6 253. 754

PL C 0. 5 1. 103±0. 118 48. 465 54 4 846. 544

1. 0 1. 367±0. 102 40. 738 19 4 073. 819

2. 0 2. 055±0. 453 29. 282 81 2 928. 281

3　讨　论

血栓的形成与血小板的粘附、释放、聚集等活性

密切相关,而血小板的粘附是导致血栓形成的最早

反应之一,因此抑制血小板粘附活性是控制血栓形

成的有效途径之一。本研究表明, PL C 经十二指肠

给药后能明显抑制家兔血小板粘附性, 因而服用

PL C 是一种有效控制血栓形成的措施。有研究[4 ]表

明, PL C 能有效抑制家兔实验性静脉血栓的形成。

这些研究成果对于将 PL C 研制开发成一种抗血栓

的新型药物提供了重要依据。

血小板表面膜糖蛋白与血小板活性关系密切,

其中 Gp Ib 是血友病因子 (vW F)及相关蛋白因子的

受体,在血小板粘附及聚集过程中起着重要的桥梁

作用。近来也有研究[5, 6 ]证实, Gp Ib 与血小板粘附聚

集活性呈现正相关的生理规律。本试验研究表明,

PL C 能明显减少血小板表明膜 Gp Ib 的数量, 这可

能是 PL C 抑制血小板粘附作用的重要原因之一。
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Effect of PL C on p la te le tπs adhesion and Gp Ib
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3 W uhan Institu te of V irology , Ch inese A cad emy of S ciences,W uhan, H ubei 430071, Ch ina)

Abstract: T he rounding glass ball m ethod w as taken to study the effect of pho spho lipase C (PL C) on

p la teletπs adhesion adm in istered via duodenum , and compet it ive enzym e2linked imm uno so rben t assay

(CEL ISA ) w as taken to study the effect of PL C on p la teletπs Gp Ib mo lecu lar num ber at the sam e t im e. T he

resu lt w as that freeze2drying addit ive, 100 and 200 U ökg PL C, had no eviden t effect on p la teletπs adhesion

ra te, bu t 400, 600, 800 and 1 000 U ökg PL C had sign if ican t effect. F reeze drying addit ive had no apparen t

effect on p la teletπs Gp Ib mo lecu lar num ber, bu t 0. 5, 1 and 2 U ömL PR P PL C had sign if ican t effect.

Key words: PL C; p la telet; adhesion ra te; Gp Ib
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Exp ression of c2m y c and c2f os in ovary of the

R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus

L E I X in 1, 2, ZHANG Y u-hui1

(1 Colleg e of L if e S ciences, S haanx i N orm al U niversity , X iπan, S haanx i 710062, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences, Y anπan U niversity , Y anπan, S haanx i 716000, Ch ina)

Abstract: Imm unocytochem ical localiza t ion w as invest iga ted at d ifferen t developm en ta l stages of the

fo llicles of the R ana g uad ranus and B a trachup erus tibetanus u sing an t ibodies again st M yc and Fo s. T he

resu lts ind ica te that M yc is exp ressed strongly in the oocyte and fo llicle cells a t the stages É 2Ê , then mo re

w eak ly at the stages Ë 2Ì . Fo s is w eak ly exp ressed in the oocyte a t early stages, bu t mo re st rongly at

stages Ë 2Ì . T hese resu lts p rove that fo r R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus, c2m y c p lays a key

ro le in the early developm en t of oocyte, and c2f os in the m edium and upper stages of oocyte. T he tw o p ro to2
oncogenes m ay regu la te the oocyte developm en t of R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus by

regu la t ing the syn thesis and secret ion of sex stero ids.

Key words: R ana g uad ranus; B a trachup erus tibetanus; c2m y c; c2f os; ovary
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