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摘 要 目的：研究丹参是否能提高纤溶酶的活性，促进纤维蛋白溶解。方法：用纤溶激活试验、

补体免疫溶血试验、红细胞C3bR功能表达调节试验、抗原抗体结合干预试验，观察丹参不同制剂对纤

溶、补体活性、红细胞C3bR功能、抗原抗体反应的影响。结果：①不同丹参制剂在含有和不合纤溶酶

原的纤维蛋白板上均未出现纤溶活性，也未发现试验药物对t．PA、u—PA激活纤溶的增强作用。②丹参

≥o．3 m∥rIll、复方丹参片≥0．3 mg／ml、丹参注射液≥1．9 mg／ml对10 IU／ml t-PA、0．3 IU／fnl u—PA激

活纤溶的抑制率均I>50％，丹参≥4．0 mg／ml、复方丹参片≥3．6 mg／ml、丹参注射液≥18．8 mg／ml均

完全抑制t．PA激活纤溶。③丹参≥64．1 mg／ml、复方丹参片≥25．0 mg／ml、丹参注射液≥75．0 mg／ml

时引起羊红细胞溶解，丹参≥0．641 mg／ml、复方丹参片≥1．25 mg／ml、丹参注射液≥30．0 mg／ml抑制

补体免疫溶血活性I>50％，丹参≥6．41 mg／ml、复方丹参片≥10．0 mg／ml、丹参注射液≥75．0 mg／ml

完全抑制补体免疫溶血活性。④一定浓度的丹参制剂作用于HRBC后，不影响HRBC-z花环率，但能导

致HRBC．C3bR花环率极显著降低，复方丹参片、丹参注射液在较高浓度时使HRBC—C3bR花环率增

加，在较低浓度时可减少HRBC—C3bR花环率。⑤丹参制剂在一定浓度范围，分别抑制Pg、CIINH、

C4、ALb的抗原抗体结合反应，对ALb、Pg的抗原抗体结合反应抑制作用更强，对C3、PA的抗原抗体

结合反应无明显影响。结论：丹参无直接纤溶活性，未见增强纤溶激活和提高纤溶酶的活性。丹参在一

定浓度范围，能不同程度抑制t-PA、U—PA激活纤溶活性，抑制补体免疫溶血活性，使HRBC—C3bR活

性减弱，抑制Pg、C1INH、C4、ALb的抗原抗体结合反应。在纤溶和补体系统之间，丹参可能主要作用

于纤溶系统。
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维蛋白溶解(fibrinolysis，简称纤溶)。近年来，人们

对机体的纤溶系统有许多新的认识，为进一步阐明丹

参等活血化瘀中药的作用机制提供了有益的线索。为

此，我们分别用组织型纤溶酶原激活剂(tissue plas—

minogen activator，tPA)和尿激酶型纤溶酶原激活剂

(urokinase—type plasminogen activator，uPA)纤溶激

活试验、补体免疫溶血试验、红细胞C3bR功能表达

调节试验、抗原抗体结合干预试验，观察丹参不同制

剂的影响，探索丹参在纤溶系统中的作用。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 被测药品来源于本院药剂科。6-氨基己酸

(EACA)作为纤溶抑制剂对照。

1．1．2 标准u—PA、凝血酶、纤维蛋白原(含纤溶酶

原)试剂(卫生部药品生物制品检定所)。标准t-PA

(英国国立生物标准与控制研究所)。不含纤溶酶原的

纤维蛋白原(Sigma公司)。

1．1．3 溶血素(卫生部上海生物制品研究所)。

1．1．4 冻干补体致敏及未致敏酵母菌试剂(上海长

海医院免疫室)。

1．1．5 纤溶酶原(Pg)、c1抑制剂(C1INH)、补体

成分(c3、C4)、前白蛋白(PA)、白蛋白(ALb)

的抗血清及相应参考血清均购于卫生部上海生物制品

研究所。

1．1．5 琼脂糖(上海东海制药厂)，琼脂粉(日本

进口分装)，其它化学试剂均为分析纯。

1．2 方法

1．2．1 纤溶激活试验¨。

1．2．1．1 制备纤维蛋白琼脂板：用o．05 M pH 7．4

PBS、0．01％Tween-20(PBST液)配制1％琼脂，溶

化并恒至60。C，在搅拌下分别加入纤维蛋白原(含

或不含纤溶酶原)1 mg／ml、凝血酶0．1 NIH U／ml，

搅拌均匀倒1．5 mm厚的含纤溶酶原和不含纤溶酶原

的纤维蛋白琼脂板，冷凝后打孔(孔径3 mm)备用。

1．2．1．2 药物对t-PA激活纤溶的影响：t-PA用

PBST液稀释成80、40、20、10、5、2．5 IU／m|作标准

参照，药物不同浓度、蒸馏水对照分别与20 IU／ml t—

PA等量混合，分别取10汕l加入纤维蛋白板孔中，放

湿盒37℃13小时，测量各孔溶解圈直径。以标准t—

PA活力单位的对数值与溶解圈直径绘制标准曲线或

求得回归方程式，计算药物孔和对照孔纤溶活力单

位。以不加t．PA的各浓度药物测定药物浸液中是否

含有激活纤溶物质或纤溶物质。

1．2．1．3 药物对u—PA激活纤溶的影响：u—PA用

PBST液稀释成2．4、1．2、0．6、0．3、0．15、0．075

IU／ml作标准参照，药物不同浓度、蒸馏水对照分别

与0．6 IU／ml u．PA等量混合，以后的操作与药物影响

t．PA激活纤溶的方法相同。

1．2．2 补体免疫溶血试验口o

1．2．2．1 致敏羊红细胞：艾氏血球保养液保存2周

内的绵羊红细胞，用生理盐水洗3次，沉淀的羊红细

胞加等量50个凝集单位溶血素，混匀，37。C致敏5

分钟。

1．2．2．2 致敏羊红细胞琼脂糖板：生理盐水配制

1％琼脂糖，溶化并冷至55～58。C，按0．5％加入致

敏羊红细胞，混匀，倒1．5 mm厚平板，冷凝后打孑L，

孔径3 mlYl，孔距5 mm。

1．2．2．3 药物对补体溶血活性的影响：正常人新鲜

血清用生理盐水稀释成2～128倍作为参照，药物不

同浓度、生理盐水对照分别与8倍稀释血清等量混

合，分别取10仙l加入致敏羊红细胞琼脂糖板孔中，

放湿盒37℃30分钟，观察并测量各孔溶血环，计算

药物孔和对照孔的补体溶血活力。测定不加血清的各

浓度药物中是否含有溶血物质。

1．2．3 红细胞C3bR功能表达调节试验。4
o

1．2．3．1 影响HRBC的最小药物浓度测定：新鲜O

型正常人红细胞(HRBC)50¨1分别与不同浓度等渗

药液或对照用生理盐水100¨l混合，置37℃湿温箱

30分钟。各管加0．25％戊二醛水溶液50¨l混合，

分别取适量加入血球计数池计数并分类各形态HRBC

(溶解、肿胀、聚集、球形、正常)，计算药物对HR．

BC有明显影响的最小药量。

1．2．3．2 药物影响HRBC—C3bR花环率测定：取

对HRBC形态和数量均无明显影响的不同浓度等渗药

液100恤l，用生理盐水100斗l作对照，分别加HRBC

50¨l混合，置37℃湿温箱30分钟后，各管加生理盐

水3 ml洗涤，2000转／分离心5分钟，倒弃上清液，

沥干，沉淀用700¨l生理盐水混匀，分别取50斗l于
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两支试管。第1管加50灿l 0．8×108／ml C3b致敏酵

母菌，第2管加50“1 0．8×108／ml酵母菌，摇匀后

放37℃湿温箱30分钟，取出轻轻悬匀，分II]II生理

盐水200斗l、0．25％戊二醛100 txl轻轻悬匀，分别取

适量加于血球计数池用高倍镜计数。一个HRBC结上

二个或二个以上酵母菌或C3b致敏酵母菌为一朵花

环，计数400个HRBC，计算HRBC．酵母菌花环

(HRBC．z)或HRBC．C3b致敏酵母菌花环(HRBC．

ZC)百分率。

1．2．4 抗原抗体结合干预试验

1．2．4．1 采用琼脂单向免疫扩散法定量，参照试剂

说明书分别制备各种抗血清的1．5 mm厚琼脂单向免

疫扩散板，冷凝后以孔径3 mm打孔备用。

j．2．4．2 不同浓度药物、生理盐水对照分别与12．6

斗g／ml Pg、34．4斗g／m1 C1INH、262．0斗g／ml C3、125．0

¨g／ml c4、50．0斗g／ml PA、150．0斗g／ml ALb的新鲜血

清等量混合，分别取10斗l加入琼脂单向免疫扩散板

孔中，放湿盒37℃48小时，测量各孔抗原抗体复合

物沉淀圈直径。以相应参考血清的不同含量与沉淀圈

面积值绘制标准曲线或求得回归方程式。计算药物孔

和对照孔相应测定物的含量。

2 结 果

2．1 丹参制剂对纤溶激活活性的影响

2．1．1 在本实验稀释度范围，t-PA、u—PA活力单位

的对数值与溶解圈直径呈直线正相关(1分别为0．

9997、0．9998)，不同浓度t-PA、U—PA批内、批间测

定的变异系数均<10％。在不含纤溶酶原的纤维蛋白

板上，t-PA、u—PA、稀释液、蒸馏水均不出现溶解

圈。

2．1．2 不同丹参制剂在含有和不含纤溶酶原的纤维

蛋白板上均未出现纤溶活性，也未发现试验药物对t．

PA、u—PA激活纤溶的增强作用。2．5 mg／ml EACA完

全抑制t-PA激活纤溶，但此浓度EACA对u—PA激活

纤溶无明显影响。

2．1．3 一定浓度丹参制剂抑制t-PA、u—PA激活纤

溶。以完全抑制t—PA激活纤溶的药物最大稀释度计

算药物最小浓度为完全量；药物与对照的纤溶活性比

较，以抑制率t>50％的药物最大稀释度计算药物最小

浓度为部分量。结果见表1。
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表1 丹参制剂抑制纤溶激活的实验结果(mS／m1)

药物 嗽豁擎 塑制!：坠邀适堑姿
部分量 完全量

复方丹参片0．3 0．3 3．6

丹 参0．3 0．3 4．0

盟叁逵盟速 !：2 1：2 11：1

2．2 丹参制剂对补体免疫溶血活性的影响

2．2．1 正常^新鲜血清在2～64倍稀释度范围出现浓度

相关的完全透明溶血环，生理盐水对照孔不出觋溶血环。

2．2．2 丹参制剂在一定浓度范围，自身具有溶血作

用，抑制正常人新鲜血清补体免疫溶血活性。以完全

抑制补体免疫溶血活性的药物最大稀释度计算的药物

最小浓度为完全量；药物与对照的溶血活性比较，以

抑制率I>50％的药物最大稀释度计算的药物最小浓度

为部分量。结果见表2。

表2丹参制剂抑制补体溶血活性的实验结果(ms／m1)

拉怖 自身溶血最小量
药物 目葬藩蒜棼釜里

抑制补体溶血

部分量 完全量

复方丹参片 25．0 1．25 10．0

丹 参 64．1 0．641 6．41

墨叁逵盟邃 2i：Q !Q：Q Zi：Q

2．3 丹参制剂对红细胞C3bR功能表达调节试验的

影响。

2．3．1 当丹参≤3．2 mr,／ml、复方丹参片≤1．2 mg／

ml、丹参注射液≤7．5 mg／ml时，对HRBC形态和数

量均未见明显影响。

2．3．2 一定浓度的丹参制剂作用于HRBC后，不影

响HRBC—Z花环率，但能导致HRBC—C3bR花环率极

显著降低。其中，复方丹参片、丹参注射液在较高浓

度时使HRBC—C3bR花环率增加，在较低浓度时可减

少HRBC—C3bR花环率。结果见表3。

表3药物致HRBC—ZC降低的实验结果
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2．4 丹参制剂干预抗原抗体结合反应

丹参制剂在一定浓度范围，分别抑制Pg、

C1INH、C4、ALb的抗原抗体结合反应，对C3、PA

的抗原抗体结合沉淀环的形成无明显影响。以与对照

孔有显著差异的药物最大稀释度计算药物特异性抑制

抗原抗体结合反应的最小浓度。结果见表4。

表4丹参制剂抑制抗原抗体结合反应的实验结果

(mg／m1)

3讨论

丹参在《神农本草经》中被列为上品，称丹参能

“主心腹邪气，肠鸣幽幽如走水，寒热积聚；破症除

瘕，止烦渴，益气。”《妇人明理论》认为：“四物汤

治妇人病，不问产前产后经水多少，皆可多用，惟一

味丹参散，主治与之相同，盖丹参能破宿血，补新

血，安生胎，落死胎，止崩中带下，调经脉，其功大

类当归、地黄、芎蒡、芍药故也。”近代研究表明，

丹参能改善不良的心脏功能，加强心肌收缩力而不

增加心肌耗氧量，增加肢体和冠脉血流量，抗血栓

形成和改善血瘀患者的血液流变学特征，促进组织

的修复与再生，有明显的镇静作用，还有一定的抑

菌作用。

本研究发现，不同丹参制剂均无直接纤溶活性，

未见提高纤溶酶的活性。丹参在一定浓度范围，能不

同程度抑制t-PA、u．PA激活纤溶活性。

产生抑制作用的抑制物是怎样的分子基团，是抑

制t-PA、u—PA的纤溶激活活性，还是抑制纤溶酶的

纤溶活性，尚待更深入研究。

我们研究发现，丹参制剂在一定浓度范围能抑制

人血清补体免疫溶血活性，使HRBC-C3bR活性减弱。

补体活性正常，能非特异抗微生物感染、溶解免疫复

合物和免疫调理，细胞膜C3bR活性对清除免疫复合

物和免疫调理起协同作用。过度的补体活化，可与凝

血、纤溶、激肽系统相互作用而产生炎症损伤等一系

列病理反应。丹参能抑制蛋清、角叉菜胶、甲醛性关

节肿胀，抑制甲醛性腹膜炎、巴豆油引起的小鼠实验

性炎症肉芽肿，临床治疗关节肿痛、抗纤维化和斑痕

形成、抗肿瘤、心血管疾病等，可能与抑制补体过度

活化和调节细胞膜C3bR活性有重要关系。

本研究用抗原抗体结合干预试验发现丹参制剂在

一定浓度范围，分别抑制Pg、C1NH、C4、ALb的抗

原抗体结合反应，对C3、PA的抗原抗体结合沉淀环

的形成无明显影响。与干预C1INH、C4的特异性抗

原抗体结合反应相比，丹参对Pg的抗原抗体结合反

应抑制作用更强。在纤溶和补体系统之间，丹参可能

主要作用于纤溶系统。丹参抑制ALb的抗原抗体结合

反应比对Pg更强，说明丹参中含有与ALb分子的某

些抗原决定簇亲和力更强的对应结构，我们正在进一

步研究。

临床上，为治疗血栓而大量应用纤溶酶原激活剂

时，不仅发生出血，而且部分病例经溶栓后不久又再

出现血栓，这与纤溶酶大量生成、消耗生理性的纤溶

抑制剂、活化胶原酶等水解细胞外基质的蛋白水解

酶、损伤血管内皮细胞有关。我们认为，丹参的纤溶

抑制成分可能有防止过度纤溶反应和再度血栓形成的

调节作用。

已知纤溶酶原激活剂和纤溶酶都是丝氨酸蛋白水

解酶类，抑制纤溶的丹参可能也对属于丝氨酸蛋白水

解酶类的凝血酶、弹性蛋白酶、激肽释放酶、胰蛋白

酶、胆碱酯酶、部分补体成分等有抑制作用，这对调

节凝血、纤溶、补体、激肽四大系统交互激活的平

衡，对抗炎症反应等都具有重要意义。
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