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·论著·

全蝎纯化液对凝血酶诱导血管内皮细胞释放
血管性血友病因子和6一酮一前列腺素F。a的影响

易小民，谭 茜，彭延古，徐爱良，黄 莺，靳铁飞

(湖南中医药大学血管生物学实验室，湖南长沙410007)

【摘要】 目的 观察全蝎纯化液对凝血酶诱导血管内皮细胞(VEC)释放血管性血友病因子(vWF)和

6一酮一前列腺素F。。(6-keto—PGF，。)的影响，探讨全蝎抗凝作用的机制。方法 体外培养人脐静脉内皮细胞

(HUVEC)，选择生长良好的细胞分为空白对照组、凝血酶组及全蝎纯化液高、中、低剂量组，每组10个复孔。全

蝎纯化液高、中、低剂量组加入凝血酶10 kU／L后，分别加入全蝎纯化液24、12、6 mg／L；凝血酶组加入凝血酶

10 kU／L；空白对照组加入等量RPMll640培养液。各组均培养12 h后收集上清液，用酶联免疫吸附法

(ELISA)检测上清液中vWF、6-keto—PGF。。的含量。结果 与空白对照组比较，凝血酶组细胞培养上清液中

vWF含量显著升高[(17．Ol土0．54)％比(6．05士0．49)％)、6-keto-PGF。。含量显著降低C(20．40士1．18)ng／L

比(35．20士1．37)ng／L，均P<0．01]；与凝血酶组比较，全蝎纯化液高、中、低剂量组vWF均显著降低
[(7．18士0．44)％、(8．91士0．47)％、(9．81土0．48)％]，6-keto—PGFl。含量均显著升高((30．10士1．50)、

(25．50土1．43)、(23．30±1．47)ng／L]，差异有统计学意义(均P<0．01)。结论全蝎纯化液能抑制凝血酶诱

导HUVEC释放vWF，并对抗凝血酶抑制HUVEC释放6-keto—PGF。。，提示全蝎纯化液对凝血酶诱导的VEC

损伤具有保护作用。

【关键词】全蝎；凝血酶；血管内皮细胞；血管性血友病因子；6-酮一前列腺素Ft。
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[Abstract]Objective To observe the effect of scorpion purified liquid on the release of von willebrand

factor(vWF)and 6-keto—prostaglandin F1。(6-keto—PGFl。)from cultured vascular endothelia cells(VEC)

induced by thrombin，and to investigate the mechanism of anticoagulation．Methods The human umbilical

vein VEC was cultured in vitro．The well grown VECs were divided into the blank control，thrombin and

high，medium，tow concentration scorpion purified liquid groups，10 holes in each group．The thrombin group

was given 10 kU／L of thrombin，and different concentrations of scorpion purified liquid(24，12 and 6 mg／L)

were given after administration of thrombin(10 kU／L)in high，medium，low concentration scorpion purified

liquid groups．The blank control group was given RPMll640 culture medium．The VECs were cultured for

12 hours and the supernatant was collected in each group．The concentrations of vWF and 6-keto—PGFl。in the

supernatant were measured with enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．Results Compared with the

blank control group，the concentration of vWF was significantly increased((17．01士O．54)％vs．(6．05士

O．49)％)and the concentration of 6-keto—PGFl。was markedly decreased in thrombin group((20．40士

1．18)ng／L vs．(35．20±1．37)ng／L，both P<O．013．Compared with thrombin group，the concentration of

vWF was obviously decreased[(7．18士O．44)％，(8．91士0．47)％，(9．81士0．48)％]，the concentration of

6-keto—PGFl。was remarkably increased C(30．10士1．50)ng／L，(25．50士1．43)ng／L，(23．30土1．47)ng／L3

in high，medium。low concentration scorpion purified liquid groups(all P<0．01)．Conclusion Scorpion

purified liquid can inhibit the release of vWF from HUVEC induced by thrombin and counter the thrombin

inhibition on the HUVEC release of 6-keto—PGFl。，suggesting that scorpion protect the injured VEC induced

by thrombin．

【Key words】 Scorpion}Thrombin}Vascular endothelia eell；yon Willebrand factor，6-keto-

prostaglandin F¨

我国心血管疾病从1990年起持续成为居民死

亡首位原因，因此，控制心血管疾病蔓延成为我国

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30772715)l湖南省教育

厅重点资助项目(07A053)；湖南省重点学科实验室资助项目

通信作者；彭延古，Email：py9888@163．eom

作者简介：易小民(1985一)，女(汉族)，湖南省人，硕士研究生。

21世纪提高人类健康水平的重中之重。研究表明，

血管内皮细胞(VEC)能够合成、分泌多种生物活性

物质来维持血管壁的凝血／抗凝、纤溶／抗纤溶之间

的平衡，VEC受损，其合成分泌功能失调，导致血液

呈高凝状态，因此VEC与心脑血管疾病中血栓事

件的发生密切相关口]。全蝎作为传统中药在我国已
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有上千年的历史，并在临床中被广泛应用于抗凝、抗

血栓。体外实验表明，全蝎具有良好的抗凝、抗血栓

作用[23；动物实验表明，全蝎纯化液可通过降低大鼠

内、外源性凝血系统因子活性，增加纤溶系统活性，

进而抑制凝血酶[31；但其机制尚不明确，特别是与血

管性血友病因子(vWF)、6一酮一前列腺素F，。(6一keto—

PGF。。)的关系未见报道。本研究中通过比较不同浓

度全蝎纯化液对VEC释放和表达vWF、6-keto—

PGF。。的影响，探讨全蝎抗凝作用的机制。

1材料与方法

1．1主要实验材料：人脐静脉内皮细胞(HUVEC)

株由武汉大学典型物种保存中心提供。RPMll640

培养基、新生小牛血清、胰蛋白酶为美国Gibco公司

产品，磷酸盐缓冲液(PBS)干粉为武汉博士德公司

产品。96孔培养板为美国Costar公司产品，CO。培

养箱为美国谢尔登制造公司产品，酶标仪为芬兰

Labsystens集团产品，倒置显微镜为日本Olympus

产品，超净工作台为苏州净化设备公司提供。人

6-keto—PGF。。定量检测试剂盒购自美国R&D公司，

vWF含量测定试剂盒为上海太阳生物技术有限公

司产品。

1．2 HUVEC培养与鉴定：将内皮细胞加入含

10％小牛血清、100 kU／L青霉素、100 kU／L链霉

素的RPMll640培养基中，37℃、5 0A C02条件下

培养。倒置显微镜下观察HUVEC呈多角形、铺石

样镶嵌排列，待细胞长满培养瓶底后用0．25％胰蛋

白酶消化传代，经Ⅶ因子(FⅦ)免疫荧光鉴定并选

择生长良好的内皮细胞用于实验。

1．3全蝎纯化液的制备：全蝎购自湖南省医药公

司，经水煮醇沉、凝胶过滤、离子交换层析等分离纯

化过程将其真空冷冻干燥成粉末，一20℃保存备用。

使用前用含10％小牛血清的RPMll640培养液配

成所需浓度工作液，0．22 pm微孔滤膜过滤除菌。

1．4实验分组及药物处理：选取生长良好的2～

3代细胞。将融合生长的HUVEC用0．25％胰蛋白

酶消化吹打制成单细胞悬液，根据预实验结果调节

细胞密度为7．5×104个／ml，接种于96孔培养板

中，每孔200弘l。置37℃、5％C0。培养箱中培养，

待细胞融合成单层细胞时开始实验。将已融合的细

胞分成空白对照组、凝血酶组及全蝎纯化液高、中、

低剂量组。全蝎纯化液高、中、低剂量组加人凝血酶

10 kU／L后分别加入24、12、6 mg／L全蝎纯化液；

凝血酶组只加凝血酶lO kU／LI空白对照组加入

等量RPMll640培养液，每组设10个复孔，分别置

37℃、5％CO：培养箱中培养12 h后收集细胞培养

上清液，置一20℃冰箱中保存备用。

1．5细胞培养上清液中vWF、6-keto—PGF。。的含量

测定：vWF、6-keto—PGF。。含量测定采用酶联免疫吸

附法(ELISA)，严格按试剂盒说明书操作步骤进行。

1．6统计学处理：采用SPSS 15．0统计软件，实验

数据以均数土标准差(z士s)表示，多组间两两比较

采用单因素方差分析，方差齐时用q检验，方差不齐

时用秩和检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1不同剂量全蝎纯化液对凝血酶诱导HUVEC

释放vWF的影响(表1)：与空白对照组比较，凝血

酶组vWF显著增加(P<O．01)I全蝎纯化液各剂量

组vWF均较凝血酶组明显降低(均P<o．01)。说明

全蝎纯化液能明显抑制凝血酶诱导HUVEC释放

vWF的作用。

表1不同剂量全蝎纯化液对凝血酶诱导HUVEC

释放vWF和6-keto—PGFl。的影响(i士s)

注：与空白对照组比较，8P<0．01}与凝血酶组比较，6P<O．01

2．2不同剂量全蝎纯化液对凝血酶诱导HUVEC

释放6-keto—PGF。。的影响(表1)：与空白对照组比

较，凝血酶能明显抑制HUVEC释放6-keto—PGF。。

(P<0．01)，全蝎纯化液各剂量组6-keto—PGF。。均

较凝血酶组明显升高(均P<O．01)。说明全蝎纯化

液能对抗凝血酶抑制HUVEC释放6-keto—PGF，。的

作用。

3讨论

VEC是铺被于血管内腔表面的机械屏障膜，是

人体最活跃的旁分泌器官，不但具有选择性透过的

屏障作用，并已证明其抗凝、纤溶功能在保证血液流

体性、维持血管通畅中具有重要作用[4]。正常VEC

具有防止血管内凝血系统激活和血栓形成等重要生

理功能[5]。VEC主要通过合成分泌各种活性物质，

从而发挥调节血管张力、参与血小板功能调节、激活

血小板促凝因子、清除活化的凝血因子及参与纤溶

过程等作用口]。若VEC受损，其抗血栓形成的功能

减弱甚至消失，相反凝血过程得以充分表达，导致病

理血栓的形成，因此VEC在体内促凝／抗凝平衡中

起着举足轻重的作用，其抗血栓形成在血栓栓塞性
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疾病中的作用也得到公认和证实[7]。

vWF是一种大分子糖蛋白，由VEC合成。vWF

主要有两种生物学功能：①在血管损伤处介导血小

板黏附、聚集和血栓的形成；②作为FⅦ的载体，可

使血浆中FⅦ保持稳定，加速血小板黏附、聚集，促

进血栓形成。当VEC受损时，可使储存的vWF释

放入血，同时皮下层暴露，vWF与血小板膜糖蛋白

形成结合物，黏附在血管内皮下，从而介导血栓形

成。因此vWF对判断血栓形成危险及病情轻重程

度有重要参考价值[8。9]。本实验发现，全蝎纯化液能

抑制HUVEC释放vWF，表明全蝎对VEC损伤具

有一定的保护作用，其机制可能通过抑制受损VEC

释放vWF发挥抗凝、抗血栓形成的作用。

前列环素(PGI。)主要由VEC生成，具有扩张

血管、阻止血小板聚集、稳定细胞膜的作用，是血管

的“保护性激素”Do]；亦是VEC受损的标志物之

一[7]。但因PGI：不稳定，能迅速转变成稳定而无活

性的6-keto—PGF⋯测定PGI。在体内的稳定代谢产

物6-keto—PGF。。含量，不仅可以反映抑制血小板聚

集情况，更可反映VEC的损伤程度[111。故本研究中

通过测定HUVEC培养上清液中6-keto—PGF。。含量

反映PGI。的水平，结果显示，凝血酶可以显著降低

UH VEC培养上清液6-keto—PGF．。含量，全蝎纯化

液能抑制凝血酶的这种作用，表明全蝎纯化液可能

通过促进VEC合成分泌PGI。，起到保护VEC、抑

·经验交流·

制血小板聚集的作用。
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围手术期的麻醉意外及影响因素
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在临床手术麻醉的围手术期中，由

于麻醉及手术操作对患者机体生理功能

会产生影响，同时由于患者的病情复杂

及危重，或存在疑难合并症，这样就使得

麻醉风险增加。麻醉意外的发生主要取

决于麻醉实施、监测和管理的质量。

麻醉意外的出现与否受多种因素的

影响，主要有：①麻醉医师：医师本人的

临床经验、操作技巧、理论知识、工作作

风和态度(责任意识)、精神与情绪(心理

因素)、应变能力等都能明显影响对患者

病情的观察和判断水平，以及处理措施

的准确程度及时效性。②患者：患者病情

的严重程度、病变性质、主要器官功能状

况、潜在疾病，以及患者对治疗、操作和

各种处理措施的反应性等均可影响麻醉

的安全性。③周围环境：各岗位人员密切

协调配合将使手术在更为安全的条件下

进行，这种协调性主要取决于工作人员

的整体素质以及技术操作的规范程度。

手术过程中有大量的物品参与，其性能

的优劣或是否使用得当，也将明显影响

手术的安全进行I手术进行场所的监测

设备、救治和应急条件也常成为麻醉意

外的隐患。此外，医疗护理规章制度、人

员配备、医护质量管理措施和控制模式

等也发挥着重要的作用。麻醉意外的发

生通常为多种因素综合作用所致，对围

手术期的麻醉与手术成败以及患者安危

构成一种。多米诺样效应”，任何一个方

面或因素的不良作用均可能导致麻醉意

外的发生。同时，护理人员耐心仔细的护

理及专业技术的操作配合，都能使麻醉

满意率上升，缩短麻醉操作时间，减轻患

者痛苦。 (收稿日期：2010—09—10)

(本文编辑：李银平)
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