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应用 Fura-2 AM荧光双波长法研究抑肽酶对血小板活化的保护作用
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　　提　要:目的　探讨抑肽酶对血小板活化的保护机制。方法　用钙荧光指示剂 Fura-2 AM 负载人洗涤血小板 , 用荧

光双波长分光光度计比值法测定静息血小板胞浆游离钙浓度([ Ca2+] i)及凝血酶 、抑肽酶对[ Ca
2+] i 的影响。结果　在生

理胞外 Ca2+浓度时 ,正常人血小板[ Ca2+] i 静息水平为(151.840±28.719)nmol L, 凝血酶可引起血小板[ Ca
2+] i 的明显增加

(P<0.01),抑肽酶呈剂量依赖性地抑制由凝血酶引起的[ Ca2+] i 的增加(P<0.01)。结论　抑肽酶的保护血小板机制与

其抑制血小板内[ Ca2+] i 动员等信息传递过程有关。
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Protective mechanism of aprotinin in platelet activation by Fura-2 AM dual-wavelength
method
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　　Abstract:Objective　To study the possible mechanisms of aprotinin in the protection of platelets.Methods　

Cytosolic free calcium concentration ([ Ca
2+
] i)was determined in calcium fluorescent indicator Fura-2 AM loaded

washed human platelets by using dual-wavelength spectrofluorophotometer.The mean value of resting [ Ca
2+
] i and

the changes of [Ca
2+
] i response to thrombin and aprotinin were observed.Results　In the presence of extracellular

Ca
2+
at the dose of 1mmol L , the resting level of [ Ca

2+
] i in platelets of human was(151.840±28.719)nmol L.

Thrombin stimulated the rise in [Ca
2+
] i in the presence of Ca

2+
at the dose of 1mmol L , and the effects were inhib-

ited by aprotinin in a concentration-dependent manner(P<0.01).Conclusion　Aprotinin is an anti-platelet agent

and may exert its action through inhibiting the [Ca
2+
] i mobilization in platelets.

　　Key words:aprotinin;platelet;calcium indicator;cytosolic free calcium

　　抑肽酶作为一个“广谱”的丝氨酸蛋白酶抑制剂 ,

自20世纪 80年代后期 ,被发现具有保护血小板功能 ,

减少术后出血及输血的作用后
[ 1 ,2]
,在体外循环(CPB)

及各种复杂的大手术中的应用已日益增多。但是抑肽

酶对血小板的保护机制 ,尤其是对血小板信号转导通

路的影响尚未完全澄清。而 Ca
2+
作为细胞内重要的

第二信使物质 ,是许多激素 、细胞因子 、药物作用的胞

内信使 。血小板胞浆游离钙浓度([ Ca
2+
] i)升高在血

小板激活中起重要作用 ,并最终调节血小板变形 、分

泌 、聚集等过程
[ 3]
。因此 ,作者采用 Fura-2 AM双波长

荧光比值法观察抑肽酶对凝血酶激活的血小板胞浆游
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离钙动员的影响 ,探讨其保护血小板的可能机制。

1　材料与方法

1.1　材料
　　Fura-2 AM:购自 Sigma 公司 , 以二甲基亚砜(Sigma产品)配

成1 mmol L 的贮备液 , 分装后-70 ℃避光保存;Tyrodes 缓冲

液:葡萄糖 10 mmol L ,MgCl2 1 mmol L , KCl 3 mmol L , NaCl 140

mmol L ,Hepes 10 mmol L , pH 7.4;凝血酶 、牛血清白蛋白(BSA)、

抑肽酶 、Triton X-100 和 EGTA均为 Sigma产品 , 其它为国产分析

纯试剂。

1.2　洗涤血小板悬液制备
　　25～ 45 岁的健康男性献血员(采血前两周未服用任何药

物)肘静脉取血 , ACD抗凝(全血∶ACD=9∶1)。 按文献[ 4] 方法

制备人洗涤血小板悬液 ,血小板混悬液为无钙 Ty rodes 缓冲液 ,

血小板计数为 2×108 个 ml。
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1.3　Fura-2 AM负载及荧光测定
　　在上述制备的血小板悬液中加入 Fura-2 AM 和 BSA , 终浓

度为5μmol L和 0.3%(w v), 37 ℃恒温避光振荡 45 min , 负载中

通以95%O2+5%CO2 混合气 , 离心洗涤后用无钙 Tyrodes 缓冲

液混悬(2×108 个 ml)。台盼蓝排斥试验检测血小板存活率 , 活

细胞率需>95%。应用 Hitachi F-2500 型荧光双波长分光光度

仪作波长扫描 ,发射波长(Em)于 500 nm , 扫描负载血小板悬液

的激发波长 ,如激发波(Ex)波峰由 380 nm移至 340 nm , 表明Fu-

ra-2 AM 已负载酯解进入细胞内 , 可做[ Ca2+] i 荧光测定。测定

时Em 为 500 nm(波宽10 nm), Ex 分别为340 nm 和 380 nm(波宽

5nm), 波长变换间隔为 1 s , 应用荧光比值法连续描记静息状态

及加入药物后的荧光强度比值(F340 F380)变化以及最大荧光

强度比值(Rmax)、最小荧光强度比值(Rmin)。根据下面公式可算

出[ Ca2+] i
[ 5] :

[ Ca2+] i=KD(
R-Rmin
Rmax -R

)(
S1
S2
)(nmol L)

　　R是各测定点的荧光强度比值(F340 F380);KD 是 Fura-2 与

Ca2+反应的解离常数 , 37 ℃时为 224 nmol L;Rmax是胞外游离钙

为1 mmol L时 ,加入 Triton X-100(1%)破膜 ,使 Fura-2 被 Ca2+全

部饱和时所测得的荧光比值;Rmin是 Fura-2 所结合 Ca2+被 EGTA

全部螯合时的荧光比值。 S1 和 S2 分别为零 Ca2+和 Ca2+饱和

时 ,在 Ex 380 nm 测得的荧光强度。实际计算由仪器的钙测定

系统钙定量软件自动求出。

1.4　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　Fura-2 AM负载
2.1.1　血小板 Fura-2 AM负载率　　在 37 ℃, Fura-2 AM 终浓

度为 5 μmol L的条件下 , 负载不同时间后在 Ex 340 nm 处测定

负载血小板的荧光强度。结果发现 , 随负载时间增加 , 酯解进

入细胞内的 Fura-2 增加 , 40 ～ 50 min 后血小板已达到较好的负

载效果 ,继续延长负载时间至 60 min , 荧光强度增幅较少(图

1)。提示洗涤血小板负载时间以 40 ～ 50 min 为宜。

图 1　Fura-2 AM在人洗涤血小板上的负载率(n=3)

Fig 1　Time response effect of loading Fura-2 AM(5μmol L)in

platelet suspension(n=3)

2.1.2　负载后血小板内 Fura-2 漏出率　　根据Mn2+对 Fura-2

漏出荧光的猝灭原理[ 6] , 在负载后的血小板悬液中加入 200

μmol L的 MnCl2 , 观察不同时间内 Ex 340 nm 处荧光强度的变

化。按以下公式计算:漏出率=(A-B) A×100%, A为无 Mn-

Cl2 的荧光强度 , B 为加入 MnCl2 后的荧光强度。结果在室温

下 ,当细胞膜结构没有明显受损时 , Fura-2 即有一定的漏出 , 且

随时间延长 , 漏出逐渐增加 , 40 min 漏出率为 5.1%, 3 h 高达

36%(图 2)。提示血小板[ Ca2+] i 测定最好在 Fura-2 负载后 40

min内完成。

图 2　负载血小板内 Fura-2的漏出率(n=3)

Fig 2　Fura-2 leakage from loaded platelet suspension(n=3)

2.1.3　负载 Fura-2后血小板波峰移动特征　　固定负载血小

板悬液 Em 为 500 nm ,扫描 Ex 波峰。当胞外 Ca2+为 1 mmol L ,

Ex 波峰位于 340 nm;当 Triton X-100 破膜 ,并加入 EGTA(终浓度

为 Ca2+浓度的 3倍 , pH>8.5)后 , 由于 EGTA的钙螯合性 ,又使

Fura-2 游离出来 , Ex 波峰后移至 380 nm 左右(图 3)。出现波峰

移动特征说明Fura-2 AM已进入细胞内 , 并被胞内非特异性酯

酶水解良好 ,可在此基础上进行[ Ca2+] i 的测定。

A:Measured results in platelet suspension-containing 1 mmol L Ca2+;

B:After addition of Triton X-100 and EGTA

图 3　Fura-2 AM负载血小板的荧光激发光谱

Fig 3　Excitation spectra of Fura-2 AM loaded platelet suspension

2.2　制备血小板的存活程度
　　以台盼蓝排斥反应检测负载血小板悬液中血小板存活程
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度 , 5次实验拒染细胞率分别为 94.5%、94%、95.5%、96.5%和

95%,平均为 95.1%。

2.3　血小板静息状态下[Ca
2+
] i

　　在胞外 Ca2+为 1 mmol L的情况下 ,应用 Fura-2 AM 双波长

荧光比值法测得的正常人血小板[ Ca2+] i 静息水平为(151.840

±28.719)nmol L(n=24)。

2.4　凝血酶对[Ca
2+
] i 的动员及抑肽酶的抑制作用

　　凝血酶(thrombin , Thr)呈剂量依赖性引起[ Ca2+] i 增加。

当胞外 Ca2+为1 mmol L 时 , 0.05 U ml和 Thr使[ Ca2+] i 增加至

(525.801±100.735)nmol L(n =6);0.1 U ml的 Thr 使[ Ca2+] i

增加至(899.579±140.674)nmol L(n=6), 两组[ Ca2+] i 峰值与

静息状态组[ Ca2+] i 值比较有统计学意义(P <0.01)。而抑肽

酶可明显抑制 Thr(0.05 U ml)引起的[ Ca2+] i 增加作用 , 并呈剂

量依赖关系(图 4),其与对照组比较有统计学意义(P<0.01)。

图 4　抑肽酶对凝血酶引起的人血小板胞浆游离钙浓度升高的抑

制作用(n=6)

Fig 4　Inhibitive effect of aprotinin on increased concentration of cy-

tosolic free calcium induced by thrombin(n=6)

3　讨论

　　Fura-2是一种新型钙荧光指示剂 ,能特异性地与

Ca
2+
结合 ,由于极性大 ,难以进入细胞 ,故在其负性基

团结合上亲脂的乙酰氧甲脂成为 Fura-2 AM 。Fura-2 

AM很容易透过细胞膜 ,在细胞内非特异性脂酶的作

用下转化为Fura-2 ,后者与胞内游离Ca
2+
结合形成 Fu-

ra-2-Ca
2+
复合物。Fura-2及 Fura-2-Ca

2+
复合物的最大

激发波长分别为 380 nm和 340 nm ,其发射光的强度与

Ca
2+
浓度呈正比 ,据此可测定[ Ca

2+
] i 。目前 ,国内大

部分实验均采用 Fura-2单波长荧光法 ,本研究采用双

波长比值法测定[ Ca
2+
] i ,可减少由于仪器波动 ,被测

细胞密度不同 ,以及由于淬灭或漏出使细胞内 Fura-2

含量改变等因素造成的实验误差 ,提高测量的准确性。

　　研究结果表明 ,静息状态下正常人血小板[ Ca
2+
] i

为(151.840±28.719)nmol L ,与文献[ 7 ,8]报道基本一

致。负载后的血小板 Fura-2 易漏出 , Fura-2的漏出存

在一种和膜损伤无关的独特机制
[ 9]
,其机制可能是通

过细胞膜上亲水阴离子通道外排 ,利用阴离子转运抑

制剂可减少 Fura-2外排。当 Fura-2 漏出率超过 5%,

即可使背景荧光大幅度增加 ,造成测量误差
[ 10]
。利用

Mn
2+
可猝灭漏出 Fura-2的荧光这一原理 ,本实验测定

了Fura-2负载不同时间后的漏出率 ,证实 Fura-2的漏

出随时间延长而逐渐增加 ,在 1 h即可达 8.7%。结果

提示为了减少 Fura-2外排引起的实验误差 ,试验应在

Fura-2负载后 40 min内完成 。

　　血小板内游离 Ca
2+
参与了血小板活化的各个环

节。Rink等
[ 11]
报道 ,当应用 ionomycin为刺激剂使血小

板[ Ca
2+
] i 达一定阈值时 ,血小板即可发生变形及可逆

性聚集;再升至另一阈值时 ,血小板即发生释放反应和

不可逆性聚集 ,可见 Ca
2+
的变化与血小板的功能有密

切关系。

　　抑肽酶对血小板的保护作用已被大量实验及临床

所证实
[ 1 , 2]
。但抑肽酶对在血小板信号传导通路起第

二信使作用的钙离子的影响尚未完全澄清。本实验显

示 ,凝血酶作为血小板致聚剂 ,可引起血小板[ Ca
2+
] i

的明显增加 。一般认为 ,凝血酶通过与血小板膜上特

异性受体结合 ,经 Gp蛋白耦联 ,激活磷脂酶 C (PLC)

将胞膜上磷脂酰肌醇-4 ,5-二磷酸(PIP2)水解产生三磷

酸肌醇(IP3), IP3 可促使 Ca
2+
从致密颗粒和致密管道

系统中释放 ,导致[ Ca
2+
] i 升高

[ 3]
。作者进一步观察了

抑肽酶对凝血酶诱导的血小板[ Ca
2+
] i 动员的影响。

结果表明 ,抑肽酶可显著抑制凝血酶诱导的[ Ca
2+
] i 升

高 ,在 0.05 U ml 凝血酶引起的[ Ca
2+
] i 变化中 , 100

kIU ml和 300 kIU ml的抑肽酶组均明显低于对照组 ,

其[ Ca
2+
] i 峰值仅达到了引起血小板变形及可复性聚

集的阈值(100 kIU ml 的抑肽酶)
[ 11]
, 甚至更低(300

kIU ml的抑肽酶),这提示抑肽酶可能通过抑制凝血酶

诱导的内钙释放和外钙内流 ,使血小板胞浆钙离子浓

度下降 ,从而抑制凝血酶诱导的血小板活化反应 ,达到

保护血小板的目的 。以上实验结果提示 ,抑制血小板

内游离钙离子的动员在抑肽酶的血小板保护机制中起

着重要的作用。
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文章编号:1000-5404(2004)17-1579-02　 个案与短篇

冷冻加点式大隐静脉剥脱术治疗大隐静脉曲张的疗效观察

Evaluation of cryostripping plus dot stripping of great saphenous vein in the treatment

of varicosis of great saphenous vein

马小干 ,秦　荣 ,范　宇 ,葛海燕 ,罗云生 ,唐开业 ,马　丹 ,陈祖林 ,张朝军　　(第三军医大学新桥医院普通外科 ,重庆
400037)

　　2000-01-2003-10 对我科就诊的单纯大隐静脉曲张患者施

行大隐静脉手术 65例共 77 条肢体 , 其中 2002年 5 月后采用冷

冻+点式剥脱术治疗 30例 37 条肢体 , 显示较传统术式有一定

的优越性 ,现报告如下。

1　资料与方法

1.1　病例资料
　　治疗组 30例 37 条肢体 , 男 18 例 22 条肢体 , 女 12 例 15 条

肢体;年龄 46 ～ 71(55.3±7.6)岁 , 采用冷冻+点式剥脱术治疗。

对照组 35例 40 条肢体 ,男 21 例24 条肢体 ,女 14 例16 条肢体 ,

年龄 34～ 76(54.7±10.6)岁 ,采用传统的高位结扎剥脱术。 主

要临床表现:病程 4～ 30 年 , 所有病例均有大隐静脉曲张 , Per-

thes 试验深静脉均通畅 ,大隐静脉瓣膜功能试验阳性 , 4 例下肢

轻度水肿 ,酸胀 47 例 ,皮肤搔痒 、色素沉着 42 例 ,溃疡 13 例 , 两

　　作者简介:马小干(1963-),男 ,北京市人 ,博士 ,副主任医师 ,副教授,主要从

事普通外科临床及基础方面的研究 ,发表论文 10 余篇。电话:

(023)68774605

　　收稿日期:2003-11-27;修回日期:2004-04-02

组年龄 、临床表现无明显差别(P >0.05)。

1.2　冷冻治疗仪
　　ERBE 公司生产的 Erbekryo CA 多功能冷冻治疗仪 , 工作气

体为 CO2 ,工作温度-80 ℃,血管探针长 550 mm ,直径 3.5 mm。

1.3　方法
　　冷冻+点式剥脱术手术方法:术前标记曲张静脉 , 持续硬

膜外麻醉或腰麻 ,从足端开始驱血(若浅静脉扪及血栓 , 则高位

切断大隐静脉后再驱血), 大腿中部上止血带阻断动 、静脉血

流 ,高位结扎切断大隐静脉分支及主干同传统术式[ 1] , 自大隐

静脉远断端插入血管探针 ,尽可能向远端插入 , 一般可达膝下 ,

接通冷冻开关 ,血管探针头端降至-80 ℃,迅速结成冰球并与

血管壁粘结 ,经冷冻 5 s 之后 , 轻轻短促抽拉 , 探针头端静脉断

裂 ,接着以 2 cm/ s的速度拉出探针 , 剥脱大隐静脉主干 , 若拉断

静脉 ,则在断裂处重新冷冻粘结 , 再行剥脱 , 直至完全抽出曲张

静脉主干。小腿部曲张成团静脉手工点式抽剥 , 作 0.5 ～ 1 cm

小切口 , 用血管钳抽剥切口四周曲张静脉团 , 切口缝 1 针或不

缝 ,以小块凡士林纱布覆盖 , 术毕弹力绷带加压包扎。
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