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摘要 目的 探究安菲博肽( ANF) 对小鼠缺血性脑损伤的

保护作用的抗血小板活化机制。方法 用改良线栓法制造

小鼠大脑中动脉短暂性闭塞( tMCAO) 的缺血性脑损伤模

型。小鼠随即分为: 假手术组、模型组、脑缺血组、ANF ( 4、
2、1 μg / kg ) 组及阳性药替罗非班 ( TＲF，0. 5 mg / kg ) 组。
ANF 组及 TＲF 组在小鼠大脑中动脉短暂性闭塞至脑缺血 90
min 后进行再灌注，1 h 后给予 ANF 或 TＲF，给药方法为尾静

脉注射。在小鼠脑缺血再灌注 24 h 后，分别使用 ELISA 法

测定各组小鼠血清血小板球蛋白( β-TG) 和可溶性 P-选择素

水平; 免疫组化检测各组小鼠的脑组织中血管性假血友病因

子( vWF) 的表达; 免疫荧光法检测各组小鼠脑组织 vWF 和

血小板膜糖蛋白( GP) Ib 表达。结果 ANF( 4、2 μg / kg) 可

显著降低缺血再灌注 24 h 后 tMCAO 小鼠血清中可溶性 P-
选择素和 β-TG 的浓度，降低 tMCAO 小鼠缺血脑组织微血

管 vWF 和 GPIb 的表达丰度。结论 ANF 可能通过抑制血

小板的活化从而产生对脑缺血小鼠大脑的保护作用，ANF
通过降低微血管 GPIbα和 vWF 的表达丰度，抑制可溶性 P-
选择素和 β-TG 的过度释放，进而影响血小板黏附、聚集及

血栓形成，从而减轻脑缺血再灌注损伤。
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缺血性脑病是世界范围各个人群中都存在的一

种疾病，也是临床上最为常见的能够引起患者死亡

的疾病，其发病后死亡率和致残率很高，这些均是缺

血性脑病的显著特点，除此之外，缺血性脑病能够对

患者的生命安全造成极其严重的危害，并给社会及

患者家庭带来沉重的医疗负担。因此，深入了解其

发病机制，进行药物干预极为重要［1 － 2］。
安菲博肽( anfibatide，ANF) 是一种多肽，上世纪

90 年代初从蛇毒中提取分离，具有显著的抗血小板

黏附、聚集的效果，ANF 作为血小板膜糖蛋白( gly-
coprotein，GP) Ib 的受体阻断剂，是世界上第一种以

GPIb 为靶 点 的 抗 血 栓 的 药 物。前 期 研 究［3］ 显 示

ANF 可以显著降低缺血性脑损伤小鼠的脑梗死体

积且具有保护大脑的功能，该文在前期研究基础上

观察 ANF 对小鼠缺血性脑损伤保护作用及其抗血

小板活化作用机制，为 ANF 进一步应用提供依据。

1 材料与方法

1． 1 药品、试剂与仪器 ANF 购自合肥兆科药业

有限 公 司，生 理 盐 水 配 置，现 配 现 用，批 号:

20150924; 盐酸替罗非班氯化钠注射液购自武汉远

大制药集团，5 mg /100 ml，批号: 151008; 鼠抗 vWF
单克隆抗体购自美国 SANTA 公司，批号: T7505; 兔

抗 GPIba 多克隆抗体购自英国 biorbyt 公司，批号:

A2319; CY3 山羊抗鼠 LgG 购自北京博奥森生物技

术有 限 公 司，批 号: 990796; FITC 标 记 山 羊 抗 兔

LgG、免疫组化染色试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号: 122319A、13152A06; 小鼠 P 选

择素、β-TG ELISA 检测试剂盒购自美国 Ｒ＆D 公司，

批号: E202012M、E92163M; DMI-6000 型 激 光 共 聚

焦荧光显微镜、ＲM2135 型石蜡切片机购自德国 Lei-
ca 公司; BM-Ⅱ型病理组织包埋机、QP-B1 型切片漂

烘温控仪购自安徽电子科学研究所。
1． 2 小鼠短暂性大脑中动脉闭塞( transient middle
cerebral artery occlusion，tMCAO) 致局灶性脑缺

血模型制备及分组给药 雄性昆明种小鼠 50 只、
SPF 级、6 ～ 8 周、体质量 18 ～ 22 克，随机分为 5 组。
使用改良 Zea Longa 法［4］制备小鼠短暂性大脑中动

脉闭塞模型。腹腔注射浓度为 7% 的水合氯醛( 350
mg / kg) 使小鼠麻醉，待小鼠瘫软翻正反射消失后将

小鼠固定于鼠板，之后在颈部正中处做一纵向切口，

大约为 1 cm 左右。然后缓慢将小鼠右侧颈总动脉、
颈内和颈外动脉从肌肉组织中钝性分离，使其暴露

在视野下，之后用 3 － 0 手术线结扎颈总和颈外动

脉，在颈内和颈外动脉分叉处剪一小口，使用的线栓

为细尼龙线( 0. 128 或 0. 148 mm) ，插入头端用蜡
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灼圆并蘸取多聚赖氨酸，尼龙线插入颈内动脉长度

距分叉处约 9 ～ 10 mm，结扎丝线。在小鼠颈部切口

处滴加少量抗生素，然后缝合切口，最后进行消毒皮

肤。待小鼠缺血 90 min 后拔出丝线，从而使血流再

灌。手术过程使用保温毯维持小鼠体温在 37 ℃ 左

右，假手术组小鼠不做血管结扎和阻塞外，其余均与

各组相同，整个实验时间控制在 15 min 内为宜。雄

性昆明鼠，分为假手术组( Sham) 、模型组、ANF 组

( 4、2 和 1 μg /kg) 和阳性药替罗非班( TＲF) 组( 0. 5
mg /kg) 。各用药组分别于缺血 90 min 再灌注 1 h
后给药，注射量为 10 ml /kg。
1． 3 ELISA 法 检 测 小 鼠 血 清 血 小 板 球 蛋 白 ( β-
thromboglobulin，β-TG) 和 P-选择素含量 在小鼠

脑缺血再灌注 24 h 后，眼眶取血，在 4 ℃环境下静置

1 h，3 000 r /min 离心 10 min，取上清液，－80 ℃保存

待测。随即采用 ELISA 法测定，首先向预先包被 P-
选择素和 β-TG 抗体的包被微孔中，分别加入标本、标
准品、HＲP 标记的检测抗体，温育并彻底洗涤。
1． 4 免疫组织化学法检测小鼠缺血脑组织血管性

假血友病因子( von willebrand factor，vWF) 表达

待小鼠脑组织缺血再灌注 24 h 后，取出小鼠腹腔注

射水合氯醛( 350 mg /kg) 使其麻醉，待小鼠翻正反

射消失后，固定在鼠板上，剪开小鼠胸腔使其暴露心

脏，确保其心脏保持搏动，先后用事先预冷的生理盐

水和浓度为 4% 的多聚甲醛灌注，待全身发白身体

僵硬后，取脑，依次用 4%多聚甲醛和 30%蔗糖水溶

液固定。然后制备石蜡切片，采用过氧化物酶标记

的链霉卵白素法染色法染色，具体操作步骤按试剂

说明书进行。结果分析: 每组 5 只动物，每张切片选

取 5 个高倍视野，显微镜下观察切片 vWF 表达，采

用 Image-Pro Plus 6. 0 专业图片分析软件测量免疫

阳性产物平均光密度值。
1． 5 免疫荧光双标法检测小鼠缺血脑组织 vWF
和 GPIbα表达 组织取材方法同上，待脑组织取出

后，取缺血脑半球，进行冰冻切片。每只小鼠取 10
张制备完成的切片，置于冷丙酮中固定 15 min。具

体免疫荧光双染操作按说明书进行。免疫荧光双染

完成后，将制作完成的切片在激光共聚焦荧光显微

镜下观察并拍摄照片，采用 Image-Pro Plus 6. 0 专业

图片分析软件分别计算 vWF 和 GPIbα 的平均荧光

强度。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，多组间均数比较采用单因素方差

分析( one-way ANOVA) ，P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠血清 β-TG 和

可溶性 P-选择素含量的影响 与 Sham 组比较，缺

血再灌注 24 h 后模型组 tMCAO 小鼠血清中可溶性

β-TG 和 P-选择素浓度显著升高( F = 10. 32、18. 79，

P ＜ 0. 01 ) ，同时，相对于模型组，ANF 4 μg /kg 和 2
μg /kg 组 tMCAO 小鼠血清 β-TG 和可溶性 P-选择素

浓度显著下降( P ＜ 0. 01) ; 而与模型组比较，TＲF 组

tMCAO 小鼠血清 β-TG 和可溶性 P-选择素浓度差异

无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见图 1A、1B。

图 1 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠血清 β-TG

和 P-选择素含量的影响

A: β-TG; B: P-选择素; 与 Sham 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与模型组比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠脑组织 vWF
表达丰度的影响 Sham 组小鼠的正常脑组织中

vWF 表达丰度较低，而模型组 tMCAO 中小鼠缺血

侧组织 vWF 表达丰度较 Sham 组明显增高，vWF 阳

性细胞主要表达在脑组织缺血区域的微血管壁上，

切片染色呈棕色颗粒状。与 Sham 组比较，模型组

tMCAO 小鼠缺血侧脑组织 vWF 阳性细胞表达平均

光密度明显升高，差异有统计学意义( F = 8. 042，P
＜ 0. 01) 。与模型组比较，ANF 4 μg /kg 和 2 μg /kg

组 tMCOA 小鼠脑组织中 vWF 表达丰度均有下调，
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平均光密度值明显降低，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。TＲF 组 tMCAO 小鼠脑组织 vWF 表达丰度

未见降低，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见图 2。

图 2 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠缺血侧脑组织 vWF

表达的影响 免疫组化 × 400
A: Sham 组; B: 模型组; C: ANF 4 μg /kg 组; D: ANF 2 μg /kg 组;

E: ANF 1 μg /kg 组; F: TＲF 组; G: vWF 表达丰度; 红色箭头标示处为

vWF 阳性颗粒; 与 Sham 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜
0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠脑血管 GPIbα
和 vWF 表达的影响 采用免疫荧光双标法检测，

FITC( fluorescein isothiocyanate ) ，即 异 硫 氰 酸 荧 光

素，其阳性反应在荧光显微镜下呈绿色，FITC 标记

的山羊抗兔二抗与 GPIbα 反应，显示 GPIbα 表达。
CY3 阳性反应在荧光显微镜下呈红色，CY3 标记的

山羊抗鼠二抗与 vWF 反应，显示 vWF 表达。将两

者组合( Merged) ，在荧光显微镜下呈黄色，表示两

者在微血管壁上表达的分布情况。模型组小鼠脑组

织 GPIba 和 vWF 表清晰达，切片染色主要位于脑组

织缺血半球，分别呈绿色和红色，GPIba 和 vWF 主

要表达在脑组织缺血区域的微血管壁上。与 Sham
组比较，模型组小鼠脑组织 vWF 和 GPIbα 的表达丰

度明 显 升 高，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 17. 930、
5. 895，P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比较，ANF 4 μg /kg 和

2 μg /kg 可使 tMCAO 小鼠缺血侧脑组织微血管壁

GPIbα 和 vWF 的表达丰度显著下调，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 01) 。TＲF 组虽也可使小鼠脑组织 vWF
和 GPIbα 的表达丰度有所降低，但差异无统计学意

义( P ＞ 0. 05) 。见图 3。

3 讨论

脑缺血再灌注损伤的机制还不是很明确，目前

公认的引起缺血再灌注损伤的学说有能量代谢障

碍、细胞凋亡、氧自由基损伤等［5 － 6］。脑缺血再灌注

损伤是由各种因素共同作用的结果，前期研究［3］证

实急性 tMCAO 小鼠体内凝血系统被激活，血液呈现

高凝状态，缺血侧脑组织极易发生二次血栓形成，二

次血栓形成后加重脑内循环障碍从而再次损伤脑组

织。当脑缺血组织恢复血液灌注时，会造成脑血管

内皮细胞的受损，血小板的活化程度会明显提高，活

化血小板与血管内皮、粒细胞相互作用形成血栓，从

而造成急性脑梗死，这一系列过程在急性脑梗进程

中非常重要。
脑组织血管内皮细胞及活化血小板颗粒释放大

量内容物及膜糖蛋白入血，在组织损伤中是识别血

小板活化的重要指标［7］。GPIb 是存在于血小板膜

上的一种糖蛋白，能够在血小板活化、血栓形成早期

介导血小板黏附、聚集，是 vWF 和凝血酶受体。胞

黏附分子 P-选择素( granular membrane protein 140，

GMP140) 由血小板 α 颗粒和内皮细胞释放，能够诱

导血小板的活化，介导内皮细胞表面上粒细胞和单

核细胞的滚动及其与血小板的黏附，GMP140 与血

栓形成密切相关。β-TG 是血小板 α 颗粒分泌的血
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图 3 ANF 对急性局灶性脑缺血小鼠缺血侧脑血管 GPIbα和 vWF 表达的影响 免疫荧光 × 400

A: 脑血管 GPIbα平均荧光强度; B: 脑血管 vWF 平均荧光强度; 与 Sham 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

小板特异性球蛋白，血小板活化时 β- TG 被大量释

放进入血液中，其参与凝血、免疫应答反应、炎症趋

化及组织修复等重要生理病理过程，并可进一步加

重血管内皮的损伤［8］。研究［9］表明，特定的血小板
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糖蛋白成分及颗粒释放物的量的改变不仅仅是血小

板活化的标志性指标，而且也是卒中后死亡率的预

测因子。加强对血小板活化分子标志物的监测对血

管栓塞的预防有着极其重要的作用，同时也为缺血

性脑病使用抗血小板药物进行防治提供了基础。
ANF 是九十年代初从蛇毒中分离得到的一种

多肽，其相对分子质量为 29 799. 7，其分子结构相对

简单，包含 α、β 两个亚基，是全世界范围内第一个

以 GPIb 为作用靶点的并在临床研究中的抗血栓药

物。ANF 已在世界上好几个国家完成临床试验，拟

用于治疗心肌梗死，且具有良好的安全性。前期研

究［3］显示，ANF 对缺血再灌注小鼠脑组织具有保护

作用，能够降低脑损伤，改善损伤脑组织功能。本实

验结果显示，ANF( 4、2 μg / kg) 可以显著下调 tM-
CAO 小鼠缺血区过度增高的脑血管 GPIbα 和 vWF
的表达丰度，降低血循环中血小板活化特异性标志

性可溶性 P-选择素和 β-TG 的浓度。进一步分析其

机制，ANF 作为 GPIb 受体拮抗剂，可抑制血小板的

过度活化，降低脑血管 GPIbα 和 vWF 的表达丰度，

减少可溶性 P-选择素和 β-TG 的过度释放，进而阻

断 GPIb-vWF 途径，保护内皮血管细胞，防止血栓

形成，保持脑微血管的畅通及血液灌注，从而降低缺

血再灌注后小鼠的脑损伤，其确切机制有待进一步

的研究。
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Antiplatelet activation mechanisms of anfibatide on ischemic
brain injury protection in mice
Xu Zhehao，Hou Shixiang，Chen Chunyan，et al

( Dept of Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the antiplatelet activation mechanisms of anfibatide on ischemic brain injury pro-
tection in mice． Methods The focal cerebral ischemia-reperfusion model was built by the suture method for the
right middle cerebral artery occlusion in mice． Male Kunming mice were randomly assigned to six groups including
sham group，model group，ANF ( 4，2，1 μg /kg ) and positive drug tirofiban ( TＲF，0. 5 mg /kg ) treatment
groups． In ANF and TＲF treatment groups，ANF or TＲF were administrated by intravenous injection after 90 min
cerebral ischemia followed by 1 h reperfusion． 24 h after reperfusion，serum β-TG and soluble P-selection concen-
tration were measured by ELISA，the vWF protein expression was investigated by immunocytochemistry，abundance
of GPIbα and vWF were observed by immunofluorescence． Ｒesults ANF ( 4，2 μg /kg) significantly decreased the
serum concentration of soluble P-selection and β-TG in tMCAO mice after 24 hour of reperfusion． ANF also re-
duced the abundance of GPIbα and vWF expression in the vascular walls of the ischemic hemisphere． Conclusion

The protective effect of ANF on focal cerebral ischemia in mice may be related to inhibition of platelet activa-
tion，reduction abundance of GPIbα and vWF in ischemic cerebral microvascular，inhibition over release of soluble
P-selectin and β-TG in blood，and this affects platelet adhesion and aggregation and thrombus formation，so as to
reduce the focal cerebral ischemia-reperfusion injury．
Key words anfibatide; focal cerebral ischemia; glycoprotein Ib; von willebrand factor; platelet activation
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