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毛冬青皂苷 B3的抗血栓作用研究 
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摘  要：目的  从毛冬青根中分离、鉴定毛冬青皂苷 B3，研究其抗血栓作用。方法  色谱法、重结晶法分离、精制毛冬青

皂苷 B3，薄层色谱对照及波谱分析法对毛冬青皂苷 B3进行结构鉴定。采用体内血栓形成试验、体外血凝块溶解试验及二磷

酸腺苷（ADP）诱导血小板聚集试验，观察毛冬青皂苷 B3的抗血栓作用。结果  体内抗血栓试验显示，毛冬青皂苷 B3对胶

原蛋白肾上腺素诱发的血栓形成所致小鼠的偏瘫和死亡及 FeCl3 诱导的大鼠腹主动脉血栓形成均有明显的抑制作用；在体

外实验中，对家兔血凝块无明显的溶解作用，对 ADP 诱导的离体家兔血小板聚集也无明显的抑制作用。结论  毛冬青皂苷

B3可能为毛冬青抗血栓作用的物质基础之一，其体内抗血栓形成的作用可能与其促进血凝块溶解和抗 ADP 诱导的血小板聚

集无关。 
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Antithrombotic activity of ilexsaponin B3 from roots of Ilex pubescens 
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Abstract: Objective  To separate and prepare ilexsaponin B3 (IB3) from the roots of Ilex pubescens, and to study its antithrombotic 
activity. Methods  Chromatography and recrystallization were used in the separation and purification of IB3, and the structure was 
identified by PTLC and 1H-NMR. Antithrombotic activity of IB3 was observed by in vivo thrombosis test, solubility test of blood clot 
in vitro, and platelet aggregation in rabbits induced by adenosine diphosphate (ADP). Results  IB3 had significant inhibition on 
thrombosis-caused hemiplegia and death induced by collagen-epinephrine in mice, and on abdominal arterial thrombotic model 
induced by FeCl3 in rats. IB3 neither had dissolution solubility experiment of blood clot in rabbits nor had inhibition on platelet 
aggregation in rabbits induced by ADP. Conclusion  IB3 may be one of the ilexolic material bases for the antithrombotic activity, but it 
may have no correlation with increasing thrombolysis and platelet aggregation induced by ADP. 
Key words: Ilex pubescens Hook. et Arn.; ilexsaponin B3 (IB3); antithrombosis; thrombosis; platelet aggregation 
 

毛冬青为冬青科（Aquifoliaceae）冬青属植物

毛冬青 I1ex pubescens Hook. et Arn. 的干燥根，主

产广东、广西、福建、江西，是我国南方常用中

药。毛冬青主要用于治疗循环系统疾病，对冠心

病、炎症、血栓性疾病疗效确切[1]。然而毛冬青有

效成分和作用机制仍不清楚。本课题组采用色谱

法和重结晶法从毛冬青根中分离得到毛冬青皂苷

B3（ilexsaponin B3，IB3），采用薄层色谱对照及波

谱分析法对该化合物进行结构鉴定，并对其体内

抗血栓形成、体外血栓溶解作用及抗血小板聚集

作用进行研究，为阐明毛冬青抗血栓活性成分提

供实验依据。 
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1  材料 
1.1  药材与试剂 

毛冬青购自广州致信中药饮片有限公司，经广

州中医药大学祝晨蔯研究员鉴定为冬青科植物毛冬

青 Ilex pubescens Hook. et Arn. 的干燥根；阿司匹林

肠溶片，每片 0.1 g，拜耳医药保健有限公司，批号

BJ01119；盐酸肾上腺素注射液，1 mg/mL，广州白

云山明兴制药有限公司，批号 100904；肝素钠注射

液，2 mL∶12 500 U，江苏万邦生化医药股份有限

公司，批号 1103129-B。柱色谱和薄层色谱硅胶，青

岛海洋化工厂；三氯化铁，分析纯，天津市大茂化

学试剂厂；尿激酶、I 型胶原蛋白，Sigma 公司；二

磷酸腺苷（ADP），批号 3413 03/2012，美国

Chrono-Log 公司；3%戊巴比妥钠，北京北化学试

剂公司；阿司匹林，上海润捷化学试剂有限公司，

批号 20070423；3.8%枸橼酸钠溶液，国药集团化学

试剂有限公司。 
1.2  动物 

SD 大鼠，雄性，SPF 级，体质量 180～200 g；
昆明种小鼠，雄性，SPF 级，体质量 18～20 g；新

西兰家兔，清洁级，雌雄各半，体质量 2.0～2.5 kg，
均购自广州中医药大学实验动物中心，许可证号为

SCXK（粤）2008-0020，合格证号分别为 0089475、
0086842、0095855。 
1.3  仪器 

Bruker AV 400 型核磁共振仪，瑞士 Bruker 公
司；HH—6 数显恒温水浴锅，金坛市医疗仪器厂；

JB/T5374 电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有

限公司；560—CA 血小板聚集测试仪，Chrono-Log
公司。 
2  方法 
2.1  Ilexsaponin B3 的分离和鉴定 

毛冬青干燥根 12.0 kg，粉碎，用甲醇渗漉提取，

提取液减压回收溶剂得总浸膏 1.5 kg。浸膏用蒸馏

水（4 L）充分分散，滤去沉淀。滤液分别用醋酸乙

酯（3×4 L）和正丁醇（3×4 L）萃取，正丁醇萃

取液减压回收溶剂得浸膏。取浸膏 300 g，用大孔树

脂进行色谱分离，依次用水及 15%、30%、70%、100%
甲醇进行洗脱。取 70%甲醇洗脱部位进行硅胶柱色

谱分离，以氯仿-甲醇（100∶1→2∶1）梯度洗脱，

洗脱液每 1 000 mL 为 1 份，以 TLC 进行检测、合

并，得到 15 个部位（A1～A15）。A3 35 g 反复经硅

胶柱色谱、重结晶（甲醇-水混合溶剂）等方法分离，

得白色针晶（2.3 g）。将其 1H-NMR 和 13C-NMR 数

据与文献报道比对[2-4]，鉴定化合物为毛冬青皂苷 
B3（IB3）。 
2.2  IB3 药液的配制 

在体内实验中，IB3 用蒸馏水配制成含相应给药

剂量的药液；在体外实验中，IB3 用生理盐水配制成

相应质量浓度的药液。 
2.3  对家兔血凝块的溶解作用[5] 

家兔颈总动脉插管放血入长约80 cm、直径3 mm
的塑料管中，夹闭管两端，于室温放置 24 h，取血凝

块，将其切成质量约 50 mg 的小段。精密称取后，分

别放置含有 IB3（6.25、12.50、25.00、50.00、100.00 
mg/L）、尿激酶（100 U/mL）和生理盐水（对照组）

各 2 mL 的 7 个试管中（每组重复 10 次），37 ℃温浴

24 h 后取出剩余血凝块，称质量，计算血凝块溶解率。 
血凝块溶解率＝（溶解前血凝块湿质量－溶解后血凝块

湿质量）/溶解前血凝块湿质量 

2.4  对胶原蛋白-肾上腺素诱导的血栓形成模型小

鼠偏瘫和死亡率的影响[6] 
小鼠按体质量随机分成对照组，模型组，阿司

匹林肠溶片阳性对照组，IB3 低、中、高剂量（15、
30、60 mg/kg）组，每组 10 只。3 个 IB3组每天分别

ig IB3 1 次，阳性对照组每天 ig 阿司匹林肠溶片 20 
mg/kg 1 次，连续给药 5 d。于末次给药 45 min 后，除

对照组外，其余 5 组小鼠尾 iv 胶原蛋白（225 μg）-
肾上腺素（9 μg）的混悬液 0.5 mL，对照组给予相同

体积的生理盐水。观察并记录 iv 混悬液后 5 min 内

小鼠死亡数和 15 min 内小鼠偏瘫后未恢复数。偏瘫

以小鼠翻正反射消失为标准。实验结束后，颈椎脱

臼处死小鼠，取出肺组织称质量，计算肺指数。 
肺指数＝肺质量/体质量 

2.5  对 FeCl3诱导的大鼠腹主动脉血栓形成的影响[7] 
SD 大鼠按体质量随机分成假手术组，模型组，

肝素钠阳性对照组，IB3低、中、高剂量（15、30、
60 mg/kg）组。IB3 组每天 ig 给予相应药物 1 次，每

次 2 mL/100 g，连续给药 5 d，假手术组和模型组 ig
等量蒸馏水。末次给药前 12 h，肝素钠组大鼠 sc 肝

素钠（1 250 U）2 mL，共给药 2 次，间隔 6 h。末

次 ig 给药 30 min 后，所有大鼠 ip 10%水合氯醛 0.3 
mL/100 g 麻醉，分离腹主动脉段，除假手术组外，

其他组用 70% FeC13 浸透的 2.0 cm×1.0 cm 的滤纸

条环抱动脉，其下置小片保鲜薄膜（3.0 cm×2.0 
cm），用于保护血管周围组织，假手术组动脉用等
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量生理盐水滤纸条包裹。50 min 后去除纸片，在滤

纸环抱处截取 1.0 cm 长血管，吸干血管中的残留血

液，用电子天平称质量，取出血栓后再称血管质量，

两者之差即为血管段内血栓质量。 
2.6  对 ADP 诱导的家兔血小板聚集的影响[8] 

家兔以 3%戊巴比妥钠局部麻醉，颈总动脉插

管放血，3.8%枸橼酸钠 1∶9 抗凝，混匀，1 000 r/min
离心 10 min，取上清液，即为富血小板血浆（PRP）；
剩余部分以 3 000 r/min 离心 20 min，即得贫血小板

血浆（PPP）。取上述 2 种血浆，用 PPP 调零，以

PRP 为血小板供体。实验设阿司匹林阳性对照组、

对照组和 IB3低、中、高剂量组，每组（每管 250 μL）
8 个平行样本。阳性对照组加入阿司匹林 500 mg/L，
3 个给药组分别加入 IB3 1、10、100 mg/L 各 10 μL，
对照组 PRP 中加入等体积生理盐水。各组 PRP 于
37 ℃温育 5 min 后，加入 ADP（终浓度为 10 
μmol/L）5 μL，按比浊法用血小板聚集仪测定血小

板最大聚集率，计算血小板聚集抑制率。 
血小板聚集抑制率＝（对照组血小板聚集率－给药组血

小板聚集率）/对照组血小板聚集率 

2.7  数据处理 

数据均用 ±x s 表示，采用 SPSS 17.0 统计软件

对各组数据进行单因素方差分析。质反应资料统计

采用 Monte Carlo 确切概率法进行组间比较。 

3  结果 
3.1  对家兔血凝块的溶解作用 

与对照组比较，各质量浓度的 IB3 对体外形成

的家兔血凝块无明显溶解作用。结果见表 1。 
3.2  对胶原蛋白肾上腺素诱导的小鼠体内血栓形

成的影响 
各组小鼠尾 iv 胶原蛋白肾上腺素混合诱导剂

后，均出现不同数量的死亡或偏瘫现象。模型组小 

表 1  IB3对家兔血凝块的溶解作用 ( ± = 10x s , n ) 
Table 1  Dissolution of IB3 on blood clot in rabbits 

   ( ± = 10x s , n ) 

血凝块湿质量 / mg 
组 别

ρ / 
(mg·L−1) 给药前 给药后 

溶解率 / %

对照 － 40.2±5.2 32.1±9.0 20.5±17.5

IB3 6.25 47.8±1.9 36.5±2.9 23.8± 4.0

 12.50 45.9±2.6 34.0±3.3 25.9± 5.1

 25.00 45.3±3.3 34.1±3.2 24.6± 3.8

 50.00 46.5±2.7 35.0±2.9 24.7± 3.1

 100.00 44.4±2.8 34.1±2.7 23.0± 6.1

尿激酶 100 U·mL−1 40.9±4.7 25.4±4.2 37.8± 6.8*

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

鼠死亡率为 100%。与模型组相比，阿司匹林肠溶

片组死亡小鼠 2 只，偏瘫小鼠 4 只，对血栓形成的

保护作用明显（P＜0.01）。IB3 高、中、低剂量组小

鼠死亡数分别为 2、1、1 只，偏瘫数分别为 3、2、
2 只，也有明显的抗血栓形成作用（P＜0.05）。IB3

各组小鼠的肺指数与模型组相比明显减轻（P＜0.05、
0.01）。结果表明 IB3 对胶原蛋白肾上腺素诱导的小

鼠体内血栓形成有显著保护作用。结果见表 2。 
3.3  对 FeCl3诱导的大鼠腹主动脉血栓形成的影响 

与模型组相比，IB3 15 mg/kg 组和肝素钠组小

鼠血栓质量明显减轻（P＜0.05）。结果见表 3。 
3.4  对 ADP 诱导的家兔血小板聚集的影响 

与对照组比较，IB3 质量浓度分别为 100、10、
1 mg/L 时，ADP 诱导的家兔血小板聚集率分别为

（27.00±5.04）%、（27.88±4.45）%、（27.50±6.16）%，

血小板聚集抑制率分别为 9.24%、6.29%、7.56%，

提示 IB3各质量浓度对ADP诱导离体家兔血小板聚

集无明显抑制作用。结果见表 4。 

表 2  IB3对胶原蛋白肾上腺素诱导的血栓形成模型小鼠偏瘫和死亡的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 2  Effect of IB3 on thrombosis-caused hemiplegia and death induced by collagen-epinephrine in mice ( ± = 10x s , n ) 

组 别 剂量 / (mg·kg−1) 死亡 / 只 偏瘫 / 只 保护率 / % 肺指数 / % 

对照 － 0 0 － 0.75±0.06** 

模型 － 10 0 0 2.44±0.10 

IB3 15 1 2 70* 2.06±0.43* 

 30 1 2 70* 2.03±0.41** 

 60 2 3 50* 1.80±0.30** 

阿司匹林肠溶片 20 2 4 40* 1.19±0.44** 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 
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表 3  IB3对 FeCl3诱导的大鼠腹主动脉血栓形成的影响 
       ( ± = 10x s , n ) 

Table 3  Effect of IB3 on abdominal arterial thrombosis   
  induced by FeCl3 in rats ( ± = 10x s , n ) 

组  别 剂量 / (mg·kg−1) 血栓质量 / mg 

模型 － 7.97±0.81 

IB3 15 7.25±1.12* 

 30 7.35±0.44 

 60 7.36±0.64 

肝素钠 － 5.85±0.30* 

与模型组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs model group 

表 4  IB3对 ADP 诱导离体家兔血小板聚集的影响 
( ± = 8x s , n ) 

Table 4  Effect of IB3 on platelet aggregation in rabbits 
induced by ADP ( ± = 8x s , n ) 

组  别 ρ / (mg·L−1) 
血小板 

聚集率 / % 

血小板聚集

抑制率 / %

对照 － 29.75±6.41 － 

IB3 100 27.00±5.04 9.24 

 10 27.88±4.45 6.29 

 1 27.50±6.16 7.56 

阿司匹林 500 19.63±5.58* 34.02 

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

4  讨论 
胶原蛋白和肾上腺素均为血栓形成诱导剂，两

者合用有显著的协同作用，给小鼠尾 iv 可引起血栓

性偏瘫和死亡[5]。本实验发现 IB3 15、30、60 mg/kg
均能降低胶原蛋白肾上腺素诱导的小鼠血栓性偏

瘫率和死亡率，减轻肺指数，提示其对血栓形成有

明显的保护作用，该作用可能与其降低血液黏度和

抗血管收缩有关。FeCl3可使血管内膜受损，从而激

活血小板和凝血系统，在损伤局部形成阻塞性栓塞。

本实验发现，IB3 对 FeCl3诱导的大鼠腹主动脉血栓

形成有抑制作用，该作用可能与其抑制血小板聚集、

增强纤溶作用、保护血管有关。此外，IB3 对体外形

成的家兔血凝块未显示明显的溶解作用，表明 IB3

可能对纤溶系统无促进作用。 
血小板聚集主要通过 3 种途径[9]：（1）ADP 途

径，ADP、胶原、凝血酶均可诱导血小板释放内源

性 ADP，后者引起血小板聚集反应；（2）血栓烷

A2（TXA2）途径，细胞膜上的磷脂可以产生游离的

花生四烯酸，花生四烯酸的环氧化酶代谢产物对血

小板的功能活动有很大的影响，经 TXA2 合成酶催

化生成的 TXA2 具有较强的导致血小板聚集的作

用；（3）PAF 途径，PAF 是迄今发现的最强的血小

板活化剂，可能是凝血酶引起的不依赖 ADP 及

TXA2 的血小板聚集的媒介，凝血酶也可引起 PAF
的释放。ADP 属中等强度的血小板聚集诱导剂，其

诱导的血小板活化的信号通路是血小板聚集过程中

最为重要的信号通路，因此本实验选择 ADP 诱导

的血小板聚集进行研究。结果 IB3 对 ADP 诱导的离

体家兔血小板聚集无明显抑制作用。 
综上所述，IB3 明显抑制胶原蛋白肾上腺素诱

导的小鼠体内血栓形成，抑制 FeCl3 诱导的大鼠腹

主动脉血栓形成，表明该化合物可能是毛冬青抗血

栓作用的物质基础之一，其作用可能与其促进血凝

块溶解和抗 ADP 诱导的血小板聚集无关，而可能

与降低血液黏度和抗血管收缩有关。因而可对 IB3

降低血液黏度、扩张血管的作用以及从 TXA2、PAF
途径对该化合物的抗血小板聚集作用等进行进一步

研究。 
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