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多肽衍生物 LX2416 抗血栓形成作用研究 
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摘  要：目的  研究多肽衍生物 LX2416 的抗血栓形成作用。方法  通过凝血酶原时间（PT）、部分活化凝血酶原时间（APTT）
测定，考察 LX2416 对凝血系统的影响。通过二磷酸腺苷（ADP）诱导的体外血小板聚集实验，考察 LX2416 的抗血小板聚

集作用。采用 SD 大鼠随机分为对照组、替罗非班（1.0 mg/kg）组、LX2416（0.3、1.0、3.0 mg/kg）组，通过动静脉旁路血

栓模型，考察 LX2416 体内的抗血栓作用。采用 ICR 小鼠随机分为对照组、替罗非班（1 mg/kg）组、LX2416（1、3、10 mg/kg）
组，通过出血毒性实验，考察 LX2416 的出血风险。结果  LX2416 对 PT、APTT 无显著性影响，能够抑制 ADP 诱导的体

外血小板聚集和大鼠动静脉旁路血栓形成，呈剂量相关性。LX2416 具有一定的出血风险，但比替罗非班出血风险要低。

结论  LX2416 通过抑制血小板聚集，具有良好的抗血栓形成作用，并且出血风险较低。 
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Antithrombotic effect of polypeptide derivative LX2416 
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Abstract: Objective  To study the antithrombotic effect of polypeptide derivative LX2416. Methods  Effect of LX2416 on 
coagulation system was evaluated by PT/APTT assay. Effect of LX2416 on platelet aggregation was observed by the platelet 
aggregation assay induced by ADP in vitro. SD rats were randomly divided into control group, tirofiban (1.0 mg/kg) group, and 
LX2416 (0.3, 1.0, and 3.0 mg/kg) groups, and the antithrombotic effect of LX2416 was evaluated by the model of arteriovenous 
shunt thrombosis. ICR mice were randomly divided into control group, tirofiban (1 mg/kg) group and LX2416 (1, 3, and 10 mg/kg) 
groups. The bleeding risk of LX2416 was evaluated by bleeding toxicity assay. Results  LX2416 had no significant effect on 
PT/APTT, but could inhibit the platelet aggregation induced by ADP in vitro and the thrombus formation in rats in a dose-dependent 
manner. Compared with tirofiban, LX2416 had lower bleeding risk. Conclusion  LX2416 has good antithrombotic effect by 
inhibiting platelet aggregation with low bleeding risk. 
Key words: LX2416; antithrombosis; antiplatelet aggregation; bleeding risk 

近年来心血管疾病的发病率和致死率居高不

下，而动脉粥样硬化血栓是血管阻塞性脑病和缺血

性心脏病等心血管疾病发生的主要原因[1]。因此开

发抗血栓药物成为当前治疗心血管疾病药物研究领

域的重要方向之一。 
众多研究表明，蛇毒具有良好的抗血栓形成作

用[2]。蛇毒中存在多种多肽类活性物质，从蛇毒中

分离纯化活性多肽为研究新型抗血栓药物提供了思

路。自尖吻蝮蛇蛇毒中分离得到的天然三肽 AAP
（焦谷氨酸-天冬酰胺-色氨酸，图 1）具有良好的抗

血血栓形成作用[3]。但进一步研究表明，由于 AAP
属于三肽，化学结构不稳定。为此，本课题组对 AAP
进行结构改造，合成多种 AAP 衍生物，并从中筛

选出了一种活性较高的新化合物 LX2416（图 1）。
本实验考察了 LX2416 的抗血栓形成活性，为探究

其作用机制提供了参考。 
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图 1  AAP（A）和 LX2416（B）的化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of AAA (A) and LX2416 (B) 

1  材料 
1.1  药物与试剂 

LX2416（中国药科大学药学院提供，质量分数

99.9%，批号 20130101），替罗非班（中国药科大学

药学院提供，质量分数 99.9%，批号 20120701）；
凝血酶原时间（PT）试剂盒（南京建成生物工程研

究所，编号 F007）；部分活化凝血酶原时间（APTT）
试剂盒（南京建成生物工程研究所，编号 F008-1）
二磷酸腺苷（ADP，美国 Sigma 公司，编号 A2754）。
其他常用试剂均为市售分析纯。 
1.2  实验仪器 

LG-PABER-1 全自动凝血仪（北京中勤世帝科

学仪器有限公司）；PRECIL BY-NJ4 血小板聚集仪

（北京普利生仪器有限公司）；AL104 电子天平

（METTLER TOLEDO）。 
1.3  实验动物 

雄性新西兰兔，体质量 2.5±0.5 kg；SPF 级 SD
大鼠，雌雄各半，体质量 180～220 g；SPF 级 ICR
小鼠，雌雄各半，体质量 18～22 g，由南京青龙山

动物繁殖场提供，实验动物生产许可证号 SCXK
（苏）2017-0001。实验期间自由饮食和摄水。 
2  方法 
2.1  PT 和 APTT 的测定 
2.1.1  动物分组与给药  30 只 ICR 小鼠按随机数

字表随机分为对照组、肝素（5 mg/kg）组和 LX2416
（1、3、10 mg/kg）组，每组 6 只。尾 iv 给药 1 次，

给药体积 5 mL/kg。肝素、LX2416 的给药剂量依据

课题组预实验结果所得。 

2.1.2  贫血小板血浆（PPP）的制备   给药 15 min
后，小鼠眼眶取血。加 3.8%枸橼酸钠溶液（1∶9
抗凝），混匀后 3 000 r/min 离心 15 min，收集上清

液，即得。 
2.1.3  PT 的测定  取 50 μL PPP 置凝血仪测试杯

中，37 ℃孵育 5 min 后加入 100 μL PT 溶液，记录

纤维蛋白形成时间。 
2.1.4  APTT 的测定  取 50 μL PPP 置凝血仪测试

杯中，37 ℃孵育 5 min 后加入 50 μL APPT 溶液，5 
min 后加入 50 μL 25 mmol/L CaCl2，记录纤维蛋白

形成时间。 
2.2  ADP 诱导体外血小板聚集实验 

新西兰兔麻醉后分离颈动脉插管，取血，3.8%
枸橼酸钠溶液（1∶9抗凝）。1 000 r/min离心 20 min，
收集上清液，得富血小板血浆（PRP），剩余部分

3 000 r/min 离心 15 min，收集上清液，得贫血小板

血浆（PPP）。以 PPP 稀释 PRP 至血小板数为（200～
250）×109/L。依据 Born 氏比浊法，血小板聚集仪

预热至 37 ℃，300 μL PPP 调零。取 270 μL PRP 加

20 μL 待测样品至测试杯中，孵育 5 min 后，加 10 μL 
ADP（终浓度 10 μmol/L）诱导剂，以替罗非班（100 
μmol/L）为阳性对照，含 0.5% DMSO 的生理盐水

为对照，测定 5 min 内血小板 大聚集率，考察

LX2416（30、100、300 μmol/L）对 ADP 诱导的血

小板聚集的抑制作用。 
血小板聚集抑制率＝（对照组 大聚集率－给药组

大聚集率）/对照组 大聚集率 

2.3  动静脉旁路血栓模型 
2.3.1  动物分组与给药  30 只 SD 大鼠采用随机数

字表随机分为对照组、替罗非班（1.0 mg/kg）组和

LX2416（0.3、1.0、3.0 mg/kg）组，每组 6 只。尾

iv 给药 1 次，给药体积 5 mL/kg。替罗非班、LX2416
的给药剂量依据课题组预实验结果并参考临床用量

按大鼠体表面积折算所得。 
2.3.2  动静脉旁路血栓模型的制备  取 1 根 12 cm
长 PE-160 管，内置 10 cm 长棉线（预先称量干质量

和湿质量）后与 2 根 4 cm 长 PE-60 管组成套管，注

入生理盐水浸润。大鼠给药 15 min 后，ip 10%水合

氯醛 3 mL/kg 麻醉。颈部正中切口，分离右侧颈总

动脉和左侧颈外静脉，分别切口后插入套管固定，

注入肝素生理盐水，松开动脉夹，血液循环 20 min，
取出棉线称量湿质量，置 60 ℃干燥 20 min 后称量

干质量。分别减去预先测量的棉线湿质量和干质量
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得血栓湿质量和干质量，计算血栓形成抑制率。 
血栓形成抑制率=（对照组血栓质量－给药组血栓质

量）/对照组血栓质量 

2.4  出血毒性实验 
2.4.1  动物分组和给药  50 只 ICR 小鼠采用随机

数字表随机分为对照组，替罗非班（1 mg/kg）组、

LX2416（1、3、10 mg/kg）组，每组 10 只。尾 iv
给药 1 次，给药体积 5 mL/kg。替罗非班、LX2416
的给药剂量依据课题组预实验结果并参考临床用量

按小鼠体表面积折算所得。 
2.4.2  出血时间测定  小鼠给药 15 min 后，腹腔注

射 5%水合氯醛 6 mL/kg 麻醉。小鼠置于固定器中，

尾部穿出固定器小孔，自尾尖剪去 3 mm 后浸入 40 
mL 37 ℃生理盐水中，记录出血时间。如出血时间

大于 20 min，则记为 20 min。 
2.5  统计学处理 

采用 GraphPad Prism 6.01 软件处理各组数据，

结果以⎯x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析和

Dunnett’s 检验。 
3  结果 
3.1  LX2416 对小鼠 PT、APTT 的影响 

与对照组比较，LX2416 1、3、10 mg/kg 对 PT、
APTT 均无统计学差异。即使选择更高浓度进行实

验，LX2416 对 PT、APTT 也无显著性影响，见表 1。 
3.2  LX2416 对 ADP 诱导体外血小板聚集的影响 

与对照组比较，LX2416（30、100、300 μmol/L）
都能极其显著地抑制体外血小板聚集（P＜0.001），
呈剂量相关性，提示 LX2416 有显著的体外血小板

聚集抑制作用，但仍弱于替罗非班，LX2416 对 ADP
诱导体外血小板聚集的影响见表 2。 

表 1  LX2416 对小鼠 PT、APTT 的影响（⎯x ± s, n = 6） 
Table 1  Effect of LX2416 on PT and APTT of mice (⎯x ± s, 

n = 6 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) PT/s APTT/s 

对照 — 17.3±0.6 20.6±0.4 

肝素  5 ＞60*** ＞60*** 

LX2416  1 18.2±0.8 20.3±0.4 

  3 17.6±0.4 19.9±0.6 

 10 17.3±0.5 20.2±0.6 

与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

表 2  LX2416 对体外血小板聚集的影响（⎯x ± s, n = 10） 
Table 2  Effect of LX2416 on platelet aggregation (⎯x ± s,  

n = 10) 

组别 剂量/(μmol·L−1) 血小板聚集率/% 

对照 — 90.5±3.1 

替罗非班 100 19.9±2.2*** 

LX2416  30 51.1±1.5*** 

 100 45.8±1.5*** 

 300 33.3±0.8*** 

与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

3.3  LX2416 对大鼠动静脉旁路血栓形成的影响 
与对照组比较，LX2416（0.3 mg/kg）组血栓干

质量、湿质量有所降低，但并无统计学差异。LX2416
（1.0、3.0 mg/kg）组能显著抑制大鼠动静脉旁路血

栓的形成（P＜0.001）。提示 LX2416 对大鼠动静脉

旁路血栓形成的抑制作用呈剂量相关性，LX2416
对大鼠动静脉旁路血栓形成的影响见表 3。 

 

表 3  LX2416 对大鼠动静脉旁路血栓形成影响（⎯x ± s, n = 6） 
Table 3  Effects of LX2416 on the formation of arteriovenous shunt thrombosis in rats (⎯x ± s, n = 6 ) 

干血栓形成 湿血栓形成 
组别 剂量/(mg·kg−1) 

干质量/mg 抑制率/% 湿质量/mg 抑制率/% 

对照 — 5.6±0.2 — 22.5±0.5 — 

替罗非班 1.0 2.4±0.2*** 57.31 13.9±0.5*** 38.42 

LX2416 0.3 5.1±0.1 8.36 21.1±0.4 6.29 

 1.0 3.4±0.2*** 38.21 16.6±0.3*** 26.42 

 3.0 2.2±0.1*** 60.30 13.1±0.2*** 41.67 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 
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3.4  LX2416 对出血时间的影响 
与对照组比较，LX2416（1、3、10 mg/kg）组

出血时间显著增加（P＜0.05）。替罗非班（1 mg/kg）
组出血时间较长，部分小鼠到 20 min 出血仍未停

止，记为 20 min。提示 LX2416 虽然具有一定的出

血风险，但比替罗非班出血风险要低，结果见表 4。 

表 4  LX2416 对小鼠出血时间的影响（⎯x ± s, n = 10） 
Table 4  Effect of LX2416 on bleeding time in mice(⎯x ± s,  

n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 出血时间/min 

对照  9.7±0.8 

替罗非班  1 16.6±1.1**** 

LX2416  1 12.1±0.6* 

  3 12.5±0.7* 

 10 13.2±1.0* 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 

4  讨论 
血栓形成是心脑血管疾病的主要诱因。凝血/

抗凝血系统、血小板、纤溶系统在血栓形成过程中

发挥着重要作用。正常血管中各系统之间相互制

约，作用相对平衡，不易形成血栓[4]。但一些因素

改变后，如血管内皮损伤，凝血/抗凝血系统、血

小板、纤溶系统之间的平衡被打破， 终导致血栓

形成，诱发各类心脑血管疾病[5-7]。蛇毒中含有多

种生物活性蛋白和多肽类化合物，广泛作用于血液

凝固，血小板聚集、黏附、释放及溶栓等，具有良

好的开发前景[2]。本研究对蛇毒三肽化合物 AAP
进行结构改造，并通过 PT、APTT 测定，体外血

小板聚集实验，动静脉旁路血栓模型和小鼠出血毒

性实验对新合成化合物LX2416的抗血栓形成作用

进行了评估。 
PT、APTT 测定是外源性和内源性凝血系统

为常用的筛选实验。结果表明，LX2416 对 PT、APTT
并无显著性影响。提示 LX2416 的抗血栓活性并非

作用于凝血系统。使用抗血小板聚集实验进一步研

究表明，LX2416 能够剂量相关性地抑制 ADP 诱导

的血小板聚集。由此可以确定 LX2416 的抗血栓活

性主要是通过抑制血小板的活性来实现。观察不同

剂量的 LX2416 对大鼠动静脉旁路血栓模型的影

响，结果表明 LX2416（1.0、3.0 mg/kg）组静脉给

药时能有效抑制血栓形成，血栓湿质量和干质量与

对照组差异有显著性，并且这种抑制作用呈剂量相

关性。本研究从体外和体内水平上都证实了LX2416
的抗血栓形成作用，为进一步探索 LX2416 的作用

机制和临床前研究提供了参考。 
目前上市的抗血小板药物大部分都具有一定的

出血风险，其临床应用受到严密监控[8-10]。特别是

GBIIb/IIIa 受体拮抗剂，如替罗非班，虽然具有很

强的抗血小板聚集作用，但出血风险相对其他作用

机制的血小板聚集药物更高。因此限制了这类药物

的临床应用。与替罗非班比较，在治疗剂量下，

LX2416 的出现风险明显低于替罗非班，这预示着

LX2416 具有潜在的临床应用价值。同时，其出血

毒性降低的机制有待进一步研究，将为后续抗血小

板聚集药物的开发提供参考。 
综上所述，LX2416 通过剂量相关性地抑制血

小板聚集，能够显著抑制血栓形成，并表现出了较

低的出血风险。进一步研究其作用机制与出血风险

之间关系，有助于新型抗血小板聚集药物的开发。 
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