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紫杉醇在体外对二磷酸腺苷诱导的血小板聚集的影响
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!!'摘要(!目的!研究紫杉醇在体外对二磷酸腺苷!C)D"诱导的血小板聚集的影响)方法!血小板混悬液中

加入不同浓度6&!对照组"+&N&!17*.9+&N!17*.9+!17*.9+!&17*.9+!&&17*.9+!&&&17*.97的紫杉醇&在

最佳C)D终浓度和最佳孵育时间条件下&分别测定血小板聚集率)结果!在C)D终浓度为!&#.-5*9+孵育时间

为!&.01条件下&随着紫杉醇浓度的增高&其促进C)D诱导的血小板聚集的作用也随之增加&不同浓度紫杉醇间

血小板聚集率的比较差异具有统计学意义!!$&N&K")结论!紫杉醇能在体外增强C)D诱导的血小板聚集&且诱

导作用呈浓度依赖性)
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!!随着药物洗脱支架!8*67+56301743+13&)M;"

在冠状动脉疾病患者中的广泛应用&支架内血栓形

成越来越受到人们的关注与重视)总的来说&支架

内血栓发生的概率并不高&但由于其可能造成致命

性的后果&因而成了近年内广大学者研究的热点/!0)

有研究表明&)M;与裸金属支架!/2*+.+32543+13&

YG;"相比&)M;并不增加支架内血栓总发生率&但

是其迟发晚期支架内血栓的发生率却以每年

"*!&&&%'*!&&&的速率增加
/"0))M;植入后晚期

支架内血栓发生的原因很多&既可能与植入支架的

手术操作有关&也可能和患者自身的基础病情相关#

还有学者认为)M;植入后晚期支架内形成血栓可

能和)M;本身所导致的内皮愈合延迟+增加炎症反

应等密切相关
/"0)其中&血小板的聚集在血栓的形

成过程中发挥了重要的作用)紫杉醇洗脱支架是目

前临床上常用的一种)M;&但紫杉醇本身对血小板

聚集功能的影响目前尚不清楚)目前国内外没有相

# 通讯作者&MA.205$)*NL6N10+"7.205N,-.

关紫杉醇对血小板聚集功能影响的研究)鉴于此&

本实验研究了在体外情况下不同浓度的紫杉醇对二

磷酸腺苷!28+1-401+80@L-4@L23+&C)D"诱导的血

小板聚集的影响&旨在探讨紫杉醇药物本身对血小

板聚集功能有无影响)

1!材料和方法

1N1!血液标本

清晨采取成年男性健康志愿者的空腹静脉血&

年龄""%"B!"'a!N'"岁&既往均无慢性基础疾病&

且最近"周内未曾服用过任何可能影响血小板功能

的药物&采血前!8禁食高脂食物&已签署知情同意

书)收集血液后试管应立即行密封处理&标本置于

!K%"K \条件下#实验在采集血标本后"L内进

行)

1N/!药物+主要试剂和仪器

紫杉醇!Q3BK#NX!"$由;07.2公司提供&实验

时先用二甲基亚砜!)G;="促溶&然后用蒸馏水调

整至所需浓度#C)D!Q3'"WN"&"$由;07.2公司提
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供&实验时先用生理盐水溶解&然后用蒸馏水调整至

所需浓度#)G;=$由;07.2公司提供#血液凝集仪$

上海通用机电技术研究所IcgJAX!型#全自动血

细胞分析仪$;P4.+R公司 ;MAXK&&型#离心机$

:+*2+64公司92/-H67'&&V型#电子天平$梅特勒

C9型)

1N2!实验方法

1N2N1!药物溶解!室温下用电子天平称量&N!.7

紫杉醇&加入!.9)G;=&充分震荡使其完全溶

解&最终用蒸馏水稀释至所需实验浓度)

1N2N/!试剂制备!血小板草酸铵稀释液$室温下用

电子天平称量草酸铵!7&加入蒸馏水至!&&.9&过

滤后在'\条件下保存)C)D以&NK.9蒸馏水溶

解至浓度为&N"..-5*9&在"%B\条件下保存#使

用前根据需要加入蒸馏水调整至所需实验浓度)

1N2N2!血小板混悬液的制备!参照相关文献
/#0
制

备富血小板血浆和贫血小板血浆&用以制作实验所

需血小板混悬液)血小板计数采用草酸铵法/#0)最

终确定在!&&倍光学显微镜下计数血小板数目范围

为"K&̂ !&X*9%#&&̂ !&X*9)

1N2N3!最佳孵育时间的确定!血小板混悬液中分

别加入&!对照组"+!&17*.9紫杉醇!实验组"&孵

育不同时间!!+#+K+!&+!K+"&+#&.01"后&在相同浓

度C)D!##.-5*.9"条件下采用比浊法测定最大

血小板聚集率&根据结果确定最佳孵育时间)

1N2N6!最佳 C)D终浓度的确定!血小板混悬液

中分别加入&!对照组"+!&17*.9紫杉醇!实验

组"&孵育相同的时间!由!N#N'确定"&在不同C)D

终浓度下!!+#+K+!&+!K#.-5*.9"条件下采用比浊

法测定最大血小板聚集率&根据结果确定最佳C)D

终浓度)

1N2N4!不同浓度紫杉醇对血小板聚集率的影响!

血小板混悬液分别加入不同浓度6&!对照组"+&N&!+

&N!+!+!&+!&&+!&&&17*.97的紫杉醇&加入最佳

C)D终浓度!由!N#NK确定"&孵育相同时间!由

!$#$'确定"后&采用比浊法分别测定血小板聚集

率)紫杉醇促进C)D诱导的血小板聚集效果用公

式!紫杉醇实验组血小板聚集率b对照组血小板聚

集率"*对照组血小板聚集率 !̂&&[来表示)

1N3!统计学方法

每组实验均重复#次&所有实验数据均采用

,2a?表示)组间比较采用方差分析&!$&N&K为差

异具有统计学意义)

/!结果

/N1!不同孵育时间与血小板聚集作用的关系

随着孵育时间的延长&紫杉醇实验组和对照组

对C)D诱导的血小板聚集均呈现出逐渐增加后又

逐渐降低的趋势&在!&%!K.01这段时间内&血小

板的聚集表现最充分&且达到相对稳定的阶段)孵

育!&.01时血小板聚集率最大&且与孵育!K.01

比较差异具有统计学意义!!$&N&K")因此后续实

验的最佳孵育时间定为!&.01)见表!)

/_/!不同E9X终浓度与血小板聚集作用的关系

表1!不同孵育时间时的血小板聚集率!!P2&O"

Q'=?,1!Q%,W?'>,?,>'AAF,A'>#;(#(-#RR,F,(>#($&='>#;(>#<,!!P2&O"

Z*-6@! !.01 #.01 K.01! !&.01! !K.01 "&.01 #&.01

D2,5032R+5 %KN'Wa&NB& %BN'#a&NB# W!N'Wa&NXW B"N&#a!NK#" W%N##a&NB& W"N"Wa!N!& %WN%#a!N%#

(-13*-5 '%N#Wa&NX% 'XNK&a!N"K K#NW#a&N%& KXN#&a!N&K" K'N'&a&NBX K!NW&a&N#% '%N'#a&NW!

!!"!$&N&K&O4N-3L+*30.+@-0134

!!随着C)D终浓度的增大&血小板的聚集程度

逐渐增加&在K#.-5*.9和!&#.-5*.9条件下表

现最为明显&而在C)D终浓度为!K#.-5*.9时血

小板聚集率又出现下降)在终浓度为!&#.-5*.9

时血小板聚集程度最大&且与K#.-5*.9比较差异

具有统计学意义!!$&N&K")因此后续实验的最佳

C)D终浓度定为!&#.-5*.9)见表")

/N2!不同浓度紫杉醇时的血小板聚集率

表/!不同E9X浓度时的血小板聚集率!!P2&O"

Q'=?,/!Q%,W?'>,?,>'AAF,A'>#;(#(-#RR,F,(>$;($,(>F'>#;(;RE9X!!P2&O"

Z*-6@
C)D

!#.-5*.9 ##.-5*.9 K#.-5*.9 !&#.-5*.9 !K#.-5*.9

D2,5032R+5 WWN&#a!N"' B!N&&a!N%W B'N'Wa&N%K X&N#&a!N&K" B"N##a!N#%

(-13*-5 %KN#Wa!N#% %BN&#a!N#X W"NK#a!N&& W%N%&a!N!B" W&NKWa!N"K

!!"!$&N&K&O4N-3L+*,-1,+13*230-14

X"X
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!!当紫杉醇浓度为&!对照组"+&N&!+&N!+!+!&+

!&&+!&&&17*.9时&最大血小板聚集率分别为

!WKN&Wa!N&&"[+!W'NB%a!NKX"[+!W%N!%a

!$B""[+!WBN##a!N&&"[+!BXNXWa!NXB"[+

!X%$##a!NX&"[+!XBN%Wa&NKK"[)随着紫杉醇

浓度的增高&C)D诱导的血小板的聚集程度也随之

增高)不同浓度紫杉醇间血小板聚集率的比较差异

具有统计学意义!!$&N&K")

2!讨论

当前在对)M;进行长期疗效评价时&支架内血

栓的形成是影响疗效和预后的主要问题之一)血栓

的形成同诸多因素相关&涉及血管内膜+血小板+凝

血系统+纤溶系统等多个方面&而其中尤以血小板的

黏附+聚集和活化反应与血栓的形成关系最为密切)

紫杉醇是复杂的二萜类化合物&临床中常用于肿瘤

患者的化疗&其水溶性差而脂溶性较好&化学性质相

对稳定)紫杉醇能使细胞发育停止于Z&*Z! 期&从

而抑制血管平滑肌细胞的分裂+增殖+迁移和信息传

输&因此可以减少再狭窄的发生/'0)由于紫杉醇呈

脂溶性&相对容易通过细胞膜&而且其抗平滑肌增殖

时的剂量远小于抗肿瘤时的剂量!大约低!&&倍"&

所以非常适用于通过支架缓慢释放药物以减少其对

全身的毒副作用
/'0)应用紫杉醇M);的临床试验

包括M9fMI;+C;DM(I和ICgf;等均已验证了

其有明显抑制再狭窄的作用)有研究表明&紫杉醇

洗脱支架在早期释放所携带药物总量的#[%!&[

之后&仍有多达X&[的药物残留于支架的多聚物涂

层内&而这些残留的紫杉醇对人体的远期影响目前

尚不清楚)同时&置入)M;后的病理学研究表明&

雷帕霉素和紫杉醇等药物在抑制血管平滑肌细胞迁

移和增殖的同时&也抑制成熟内皮细胞的迁移和增

殖&甚至对内皮祖细胞的增殖+分化和归巢都有一定

的影响
/K0))M;的长期并发症是支架内血栓形成

而非全身广泛的血栓形成&由于紫杉醇呈脂溶性&提

示支架内局部的药物浓度可能远高于体循环中的血

药浓度&继而推测可能由于局部紫杉醇浓度的升高&

诱导促进血小板聚集&导致了支架内血栓的形成)

当然&局部紫杉醇浓度升高从而诱导血小板聚集在

支架内血栓的形成过程中可能只是诸多原因之一&

其他因素包括内皮机械性损伤+血管内皮化延迟&以

及局部过敏反应与炎症等等&都可能在支架内血栓

的形成过程发挥了相应的作用
/% B0)

本次体外研究发现&随着孵育时间的延长&相同

浓度的紫杉醇对C)D诱导的血小板聚集程度的影

响呈逐渐增加后又逐渐降低的趋势&在!&%!K.01

这段时间内&血小板的聚集表现最充分&此后又逐渐

降低)一般而言&离体血小板仅能在离体#L内保

持相对稳定的活性
/X0)孵育时间过长导致离体血小

板功能明显减退&可能影响实验结果)考虑到本实

验为体外研究&在体内能否得到相同或者相似的结

果&还有待于在接下来的动物体内实验中进一步证

实)本研究发现随着紫杉醇浓度的增高&C)D诱导

的血小板聚集程度也随之增高&且当紫杉醇浓度大

于!17*.9时&血小板的聚集率随着紫杉醇的浓度

增高而迅速增高)该结论提示&作为可以人为控制

的条件之一&选择紫杉醇含量较低的)M;可能有助

于改善晚期支架内血栓的发生)该结论有待于在今

后的临床实践中进一步得到证实)
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