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摘 要：目的 目的 研究人参二醇（PD）的止血作用并探讨其作用机制。方法 在体内研究中，采用小

鼠断尾和肝划痕方法，观察PD对小鼠断尾出血时间和肝划痕出血时间的影响，应用血常规分析仪检测血常

规；在体外研究中，采用血凝分析仪检测凝血四项；应用血小板聚集仪检测血小板聚集度；应用流式细胞仪

检测人洗涤血小板中 P-选择素（CD62P）和糖蛋白 IIb/IIIa（PAC-1）表达；蛋白免疫印迹（Western blot）法检测

人血小板的相关蛋白表达。结果 与空白对照组比较，PD能明显降低小鼠断尾和肝划痕的出血时间；显著

增加大鼠血浆中红细胞分布宽度标准差（RDW-SD）、红细胞分布宽度变异系数（RDW-CV）、血小板数量

（PLT）、血小板压积（PCT）和大型血小板比率（P-LCR）；PD能显著缩短大鼠血清的活化部分凝血活酶时间

（APTT）和增加纤维蛋白原的含量（FIB）；在血小板聚集的结果中，大鼠和人的血小板聚集率随着PD浓度的

增加而显著增加，当 PD浓度 为 140 μM时，最大聚集率分别为 51.40%和 33.40%。PD激活血小板，促进

CD62P 的释放和增加糖蛋白 IIb/IIIa 的表达。同时，PD能显著增加磷酸肌醇 3 激酶（Phosphoinositide3-
kinase，PI3K）、蛋白酶 B（Protein Kinase B，Akt）和糖原合酶激酶 3β（glycogen synthase kinase 3 beta，GSK3β）
磷酸化水平。结论 PD具有止血作用，作用机制是通过激活内源性凝血途径和血小板的 PI3K/Akt/GSK3β
信号通路促进血小板聚集，形成血栓，参与止血过程。
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20（S）-人参二醇（20（S）-panoxadiol）属三萜类化

合物，在皂苷中存在的原形是 20（S）-原人参二醇[1]。

20（S）-原人参二醇属于人参达玛烷型皂苷[2]，包含人

参皂苷Rb1、Rb2、Rb3、Rc、Rd、Rg3、Rh2、CK和三七皂

苷R4、Fa、Fc等，由于苷键属缩醛结构，极易被催化降

解。近年来研究发现原人参二醇型皂苷在体内酸、

碱、酶、微生物等条件下苷键逐步断裂，先失去糖链上

外侧糖，再失去内侧糖，最终得到皂苷元，即 20（S）-原
人参二醇（20（S）-Protopanaxdiol）[3]，而原人参二醇在

水解时，C-20位的构型极易受酸的影响，发生脱水环

合生成人参二醇 [4,5]。目前很多学者认为皂苷在体内

的水解产物是重要的活性成分。现代药理学研究发

现，人参二醇具有肝肾保护[6]，抗肿瘤[7,8]，中枢抑制[9]，

抗辐射[11]，抗衰老[11]等作用。高瑞兰等人[12]研究发现人
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参皂苷中人参二醇能促进造血细胞的增殖和诱导分

化，调控造血相关基因的转录，具有一定的造血功能。

课题组在前期研究中发现 20（S）-原人参二醇能提高

大鼠的红细胞和血小板数量，促进造血功能；同时能

激活血小板、释放颗粒物质，促进血小板聚集进而参

与止血过程[13,14]。磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶（PI3K/
Akt）信号通路参与血小板活化过程中血小板-基质相

互作用和血小板聚集[15]，进而激活下游分子糖原合酶

激酶-3β（GSK-3β）参与止血和血栓形成过程中，因此

PI3K/Akt/GSK3β信号通路是调节血小板反应重要的

信号通路[16]。在五加科植物人参、三七[17]等药材中皂

苷水解产物均含有人参二醇。《本草纲目》记载人参

“治男妇一切虚症，……吐血，嗽血，下血，血淋，血崩，

胎前产后诸病”；而三七为止血要药，具有化瘀止血，

活血定痛的功效，主治各种出血症，跌打损伤，瘀血肿

痛。目前研究发现三七中止血成分为三七素、三七皂

苷Ft1和原人参二醇。基于原人参二醇和人参二醇的

结构特点，因此本文通过体内外研究人参二醇的止血

作用并初步探讨其作用机制。本文的研究补充了人

参具有止血的功效的物质基础，为临床使用皂苷类药

品提供基础，防止不合理使用皂苷元类成分导致血栓

类疾病的发生。

1 材料和方法

1.1 试验动物

雄性昆明小鼠（20.0 ± 2.0 g）和雄性 Wistar 大鼠

（190.0 ± 10.0 g）购自于辽宁长生生物技术有限公司，

许可证号为 SCXK（吉）-2016-0003。本实验经长春中

医药大学实验动物伦理学委员会批准，批准编号为

20190133。鼠饲养于 SPF级动物实验室内，12 h/12 h
昼夜循环，室温 22 ± 2℃，相对湿度 52±2%，鼠自由摄

食、饮水。鼠在实验开始前适应3天。

1.2 主要试剂

20（S）-人参二醇（PD，纯度≥98 ％，批号 19666-
76-3），上海源叶生物科技有限公司，图 1为PD化学结

构式；白眉蛇毒血凝酶（Hemocoagulase），锦州奥鸿药

业有限责任公司；凝血酶原（PT），活化部分凝血活酶

时间（APTT），凝血酶时间（TT）和纤维蛋白原（FIB）试

剂盒，南京建城生物工程研究所；FITC Anti-Human
CD41/CD61 （PAC-1）抗 体 和 FITC Anti-Human-
CD62P（P-选择素）抗体，美国Biolegend公司。

1.3 仪器

H1201型血凝分析仪，江苏霍纳医疗器械有限公

司；XT-2000i自动血液分析仪，日本 Sysmex公司；700
型血小板聚集仪，美国Chrono-log公司。

1.4 试验方法

1.4.1 体内实验研究

（1）小鼠断尾和肝划痕出血时间测定[18]

小鼠断尾出血模型。取 40只雄性昆明小鼠，随机

分为 5组，分别为空白对照组（1% CMCNa生理盐水），

血凝酶组（阳性组，1.0 KU·mL-1），PD低剂量组（2.0
mg·kg-1），PD中剂量组（4.0 mg·kg-1）和 PD高剂量组

（8.0 mg·kg-1）。皮下给药 4 h后，腹腔注射 1%戊巴比

妥钠麻醉。麻醉后的小鼠固定于鼠板，将鼠尾浸没于

37℃生理盐水中预温 3分钟；在距尾尖 10 mm 处用手

术刀剪断，尾巴置于 37℃的生理盐水中，记录出血

时间。

小鼠肝划痕出血模型。分组和给药方式与小鼠

断尾出血模型实验相同，麻醉后的小鼠固定于鼠板

上，用手术剪刀剪开腹腔，完全暴露肝脏。用 2 mL注

射器在右叶肝脏上划出约 1 cm创口，造成肝脏出血，

用滤纸每隔 10 s蘸一下，直至划痕处不再出血，记录

出血时间。实验结束后，小鼠脱颈处死。

（2）大鼠血常规的检测

取 Wistar雄性大鼠40只，分组和给药方式与小鼠

断尾出血模型实验相同。皮下注射药物 4 h后，采用

1% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，腹主动脉取血 10mL，
置于含EDTA的抗凝管中，颠倒混匀。应用血液分析

仪进行血常规检测。

图1 20（S）-人参二醇结构式
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1.4.2 体外实验研究

（1）凝血四项的测定

雄性 Wistar大鼠采用 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉，腹主动脉取血 10mL，置于含 3.8% 枸橼酸钠的抗

凝管中，离心（3000 r·min-1，5 min）；取 1.45 mL上清血

浆，分别加入 0.05 mL甲醇、凝血酶（0.5 U·mL-1）或 PD
（35.0 μM、70.0 μM、140.0 μM），放置 37℃烘箱中孵育

10 min，根据 PT，APTT，TT和 FIB试剂盒说明书，应用

血凝分析仪进行检测。血液标本在4 h内完成测定。

（2）洗涤血小板的制备

健康志愿者肘静脉采血或雄性 Wistar大鼠腹主

动脉取血，分别加入含有 3.8 %枸橼酸钠的抗凝管中；

离心（800 r·min-1，5 min），取上层血浆进一步离心

（2500 r·min-1，8 min），取 沉 淀 血 小 板 ，加 入 适 量

Tyrode’s buffer（包含 137 mM NaCl, 2 mM KCl, 12 mM
NaHCO3, 5 mM HEPES, 0.35 % BSA, 1 mM CaCl2，PH
7.4）洗涤两次，用 Tyrode’s buffer重悬血小板，用血液

分析仪测定血小板数目为 3×108/mL，待用。

（3）血小板聚集率检测

本实验应用血小板聚集仪测定血小板聚集率，设

置条件为：1000 r·min-1转速，37± 1℃。取人或大鼠洗

涤血小板 270 μL 加入反应杯，然后放入血小板聚集

仪，调整基线为 100%，分别加入 30 μL甲醇、凝血酶

（阳 性 药 ，0.5 U·mL-1）或 PD（17.5 μM、35.0 μM、

70.0μM、140.0 μM、280.0 μM），待聚集率达到最高停

止记录。本实验重复 3次。

（4）流式细胞仪检测 P-选择素（CD62P）表达率和糖蛋

白 IIb/IIIa（PAC-1）表达率

取人洗涤血小板 145 μL，分别加入甲醇、阳性药

（凝血酶，0.5 U·mL-1）和 PD（35.0 μM、70.0 μM、140.0
μM），37℃避光孵育 5 min，然后分别加入 5μL FITC
Anti-Human-CD62P（P-选择素）抗体和 FITCAnti-
Human CD41/CD61（PAC-1）抗体，避光室温孵育 20
min，加 200 μL PBS终止反应，上流式细胞分析仪，收

集 10000 个细胞，分别计算 CD62P 和 PAC-1的表

达率。

（5）蛋白免疫印迹（Western Blotting，WB）

取人洗涤血小板分别加入甲醇、凝血酶（0.5 U·
mL-1）或 PD（35 μM、70 μM和 140 μM）在 37℃孵育 5
min，离心（3000 r·min-1，5 min），弃上清，加入 100 μL
RIPA 裂解缓冲液（含蛋白酶/磷酸酶抑制剂）。取 30

μg 蛋白质进行电泳（十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶），转模（聚偏二氟乙烯，PVDF）。采用脱脂奶粉封

闭后，分别加入 PI3K（Phosphoinositide 3-kinase），p-
PI3K，AKT（Protein Kinase B, PKB），p-AKT，GSK3β
（glycogen synthase kinase 3 beta），p-GSK3β和 β-actin
一抗（1:1000稀释）4℃孵育过夜，TBST洗膜 5次，二抗

（1:1000稀释）孵育 1 h。TBST 洗膜后，用 Ecl化学发

光试剂盒显色，并在凝胶成像系统中拍照。

1.5 统计学方法

采用 Prism8.0软件分析数据，采用单因素方差分

析（one-way ANOVA）方法进行组间比较，结果用 x̄ ± s
表示，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PD对小鼠出血时间的影响

表 1结果显示，皮下给药 4 h后，PD和血凝酶（阳

性药）能显著缩短小鼠断尾出血时间和肝划痕出血时

间。在小鼠断尾出血模型中，中剂量和高剂量 PD均

能显著缩短小鼠断尾出血时间（P < 0.05 或 P <
0.001）。在小鼠肝划痕出血模型中，PD三个剂量均能

显著缩短小鼠肝划痕出血时间（P < 0.05 或 P <
0.001）。以上结果表明 PD对组织外伤导致的出血有

一定的止血作用。

2.2 PD对大鼠血常规的影响

表 2和 3结果显示，皮下注射 4 h后，PD对红细胞

参数和血小板参数有显著的影响，而对其他细胞（如

白细胞、中性粒细胞、淋巴细胞、血红蛋白等）无影响

（数据略）。表 2为PD对大鼠红细胞参数的影响，与空

白对照组比较，低剂量和中剂量 PD均能显著增加大

鼠血浆中红细胞分布宽度标准差（redcell distribution
width-standard deviation，RDW-SD）（P < 0.05 或 P <
0.01）和红细胞分布宽度变异系数（red cell distribution

表1 PD对小鼠断尾模型和肝划痕模型出血时间的影响

（x̄ ± s，n=8）
分组

空白对照组

阳性药组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

给药剂量

10 mL·kg-1
1.0 KU·kg-1
2.0 mg·kg-1
4.0 mg·kg-1
8.0 mg·kg-1

小鼠断尾出血

时间/min
1.89 ± 0.41
1.41 ± 0.31*
1.56 ± 0.31
1.36 ± 0.41*
1.12 ± 0.26***

小鼠肝划痕出

血时间/min
1.11 ± 0.14
0.87 ± 0.13*
0.90 ± 0.15*
0.76 ±0.14***
0.69 ± 0.16***

注：与空白对照组比较，*P < 0.05和***P < 0.001。
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width-coefficient of variation，RDW-CV）（P < 0.05）；而

PD也能增加红细胞数量（RBC），红细胞压积（hemato⁃
crit，HCT）和平均红细胞体积（mean corpuscular vol⁃
ume，MCV），但与空白对照组比较没有统计学差异

（P > 0.05）。表 3为血小板参数结果，与空白对照组比

较，中剂量和高剂量 PD能显著增加大鼠血清中血小

板数量（platelet，PLT）（P < 0.05 或 P <0.01）和血小板

压积（plateletcrit，PCT）（P < 0.01）；高剂量PD能显著增

加大鼠血清中大型血小板比率（platelet larger cell ra⁃
tio，P-LCR）（P < 0.05）；同时 PD 能 增 加 血 小 板 分

布 宽 度（platelet distribution width，PDW）和平均血小

板体积（mean platelet volume，MPV），但与空白对照组

比较没有统计学意义（P > 0.05）。以上结果表明皮下

注射 PD能在短时间内促进大鼠血小板的生成，影响

红细胞参数和血小板参数参与止血或血栓形成。

2.3 PD对大鼠凝血四项的影响

凝血四项（PT、APTT、TT、FIB）是评价药物止血效

果的重要指标。表 4结果显示，与空白对照组相比，

PD中剂量和高剂量均能显著减少大鼠血浆 APTT
（P < 0.05）；PD的 3个剂量均能增加血浆中FIB的含量

（P < 0.01或P < 0.05），结果展现出剂量依赖性；PD对

大鼠血浆 TT和 PT没有显著的改变（P > 0.05）。以上

结果显示PD缩短APTT同时增加FIB，表明PD可激活

内源性凝血途径，促进FIB的生成而达到止血的作用。

2.4 PD促进洗涤大鼠/人血小板的聚集

表 5结果显示，与空白对照组比较，PD可以增加

大鼠和人洗涤血小板聚集率，同时随着 PD浓度的增

加聚集率显著增加。当PD浓度大于 140 μM，PD对洗

涤血小板的聚集率增加趋势不显著。PD为 140 μM
时，大鼠洗涤血小板的聚集率为 51.40 %，人洗涤血小

板的聚集率为 33.40%；表明 PD对人血小板的聚集作

用明显低于对大鼠血小板的聚集作用。综合以上结

果，PD可诱导人和鼠的洗涤血小板聚集，但聚集强度

明显弱于凝血酶的作用。

表2 PD对大鼠红细胞参数的作用（x̄ ± s，n=8）
分组

空白对照组

阳性药组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

给药剂量

-
1.0 KU·kg-1
2.0 mg·kg-1
4.0 mg·kg-1
8.0 mg·kg-1

RBC/×1012•L-1
6.76 ± 0.59
6.96 ± 0.33
6.80 ± 0.47
6.71 ± 0.49
6.96 ± 0.43

HCT/%
42.33 ± 2.64
43.95 ± 1.72
43.35 ± 2.20
42.06 ± 2.50
43.97 ± 2.02

MCV/fL
62.76 ± 2.05
63.20 ± 2.55
63.78 ± 2.15
62.75 ±2 .55
63.32 ± 1.96

RDW-SD/%
31.59 ± 1.51
33.47 ± 1.81
34.81 ± 2.27**
34.18 ± 2.27*
32.51 ± 1.73

RDW-CV/%
14.16 ± 0.57
14.89 ± 0.67
15.58 ± 1.40*
15.79 ± 1.49*
14.72 ± 0.81

注：与空白对照组比较，*P < 0.05和**P < 0.01。（RBC：红细胞数量；HCT：红细胞压积；MCV：平均红细胞体积；RDW-SD：红细胞分布宽度标准差；

RDW-CV：红细胞分布宽度变异系数）

表3 PD对大鼠血小板参数的作用（x̄ ± s，n=8）
分组

空白对照组

阳性药组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

给药剂量

-
1.0 KU·kg-1
2.0 mg·kg-1
4.0 mg·kg-1
8.0 mg·kg-1

PLT/×109·L-1
1278.88 ± 69.82
1313.70 ± 182.55
1456.60 ± 143.55
1578.20 ± 167.81**
1526.40 ± 212.57*

PCT/%
0.95 ± 0.14
1.04 ± 0.13
1.12 ± 0.11
1.20 ± 0.12**
1.19 ± 0.17**

MPV/fL
7.61 ± 0.27
7.91 ± 0.29
7.68 ± 0.27
7.64 ± 0.27
7.84 ± 0.22

PDW/%
8.48 ± 0.40
8.91 ± 0.48
8.51 ± 0.33
8.57 ± 0.40
8.79 ± 0.41

P-LCR/%
8.76 ± 1.60
11.12 ± 1.95*
9.32 ± 1.41
9.48 ± 1.75
10.88 ± 1.54*

注：与空白对照组比较，*P < 0.05和**P < 0.01。（PLT：血小板数量；PCT：血小板压积；MPV：平均血小板体积；PDW：血小板分布宽度；P-LCR：大型血

小板比率）

表4 PD对大鼠凝血四项的作用(x̄ ± s，n=3)
分组

空白对照组

阳性药组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

给药浓度

-
0.5 U·mL-1
35.0 μM
70.0 μM
140.0 μM

APTT/s
26.50 ± 3.04
20.75 ± 3.03*
23.75 ± 1.92
20.25 ± 1.89*
20.25 ±2 .49*

PT/s
14.67 ± 0.75
14.38 ± 0.48
14.20 ± 0.75
14.80 ± 0.40
15.00 ± 0.71

TT/s
45.50 ± 2.30
33.50 ± 3.50**
43.00 ± 2.16
43.00 ± 1.87
44.33 ± 4.71

FIB/mg·dL-1
158.20 ± 7.99
193.80 ± 6.50*
195.10 ± 14.35*
197.34 ± 8.26*
201.24 ± 14.12**

注：与空白对照组比较，*P < 0.05和**P < 0.01。（APTT：活化部分凝血活酶时间；PT：凝血酶原；TT：凝血酶时间；FIB：纤维蛋白原）
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2.5 PD能促进人洗涤血小板CD62P和PAC-1的表达

一些激动剂诱导血小板聚集过程中，血小板发生

形态改变、释放颗粒物质和糖蛋白 IIb/IIIa的活化。

CD62P是血小板活化释放的颗粒物质；PAC-1是血小

板表面糖蛋白 IIb/IIIa的复合物，二者表达的增加是血

小板活化的重要指标[19]。从图 2和表 6可以看出，PD
能显著的促进血小板 CD62P和 PAC-1的表达（P <
0.001），并呈现剂量依赖性。当 PD浓度为 140μM时，

CD62P 的 表 达 率 为 84.32%；PAC-1 的 表 达 率 为

86.87%；此时 PD的作用的强度相当于凝血酶（0.5 U•
mL-1）的作用。

2.6 PD对血小板内PI3K/Akt/GSK3β信号通路的作用

磷脂酰肌醇 3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，
PI3K）是血小板激活过程中的关键细胞内信号转导分

子[20]。Akt，是 PI3K主要的下游效应蛋白，因此进一步

地检测了 PD对 PI3K信号通路的作用。图 3结果显

示，随着 PD浓度的增加，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt和
p-GSK3β/GSK3β的相对表达值增加；与空白对照组比

较 ，PD 能 显 著 增 加 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 和 p-
GSK3β/GSK3β蛋白磷酸化水平（P < 0.05，P < 0.01或
P < 0.001）。以上结果表明 PD通过调节血小板内

PI3K/Akt/GSK3β信号通路，激活血小板，促进血小板

聚集。

3 讨论

人体的组织或血管损伤导致出血时，很多成分参

与止血过程，其中包括血浆成分、血管成分、凝血因子

等[21]。本文通过体内的出血模型、血常规实验和体外

血小板聚集实验评价了 PD的止血作用，并初步探讨

了其作用机制。结果表明 PD通过激活内源性凝血途

径和诱导血小板聚集参与止血过程。在我们的前期

研究中，发现原人参二醇可通过激活内源性凝血途

径，增加纤维蛋白原含量，同时通过与血小板表面的

PAR1受体结合激活血小板，增加 PAC-1和 CD62P表
达，促进钙离子内流，诱导血小板聚集参与体内外止

血过程[13,14]。在人参、三七和西洋参等五加科植物的

皂苷中，皂苷通过水解得到皂苷元原人参二醇，而原

人参二醇在体内酸、碱、酶等作用下，结构不稳定，很

表6 PD对人洗涤血小板CD62P的表达和PAC-1的表达

(x̄ ± s，n=3)
分组

空白对照组

凝血酶组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

给药浓度

-
0.5 U·mL-1
35.0 μM
70.0 μM
140.0 μM

CD62P/%
10.18 ± 1.06
93.07 ± 1.64***
41.78 ± 3.51***
66.70 ± 6.52***
84.32 ±2 .31***

PAC-1/%
10.95 ± 0.86
88.24 ± 1.74***
67.53 ± 9.78***
79.08 ± 3.94***
86.87 ± 1.50***

注：与空白对照组比较，***P<0.001。

表5 PD对洗涤的大鼠血小板的聚集作用（x̄ ± s，n=5）

分组

空白对照组

阳性药组

给药组

给药浓度

-
0.5 U·mL-1
17.5 μM
35.0 μM
70.0 μM
140.0 μM
280.0 μM

大鼠血小板

聚集率/%
8.60 ± 1.02
69.25 ± 3.34***
13.8 ± 3.93*
32.20 ± 1.72***
43.40 ± 1.85***
48.6 ± 1.51***
51.40 ± 1.72***

人血小板

聚集率/%
10.00 ± 1.58
37.80 ± 4.14***
17.80 ± 0.84
21.80 ± 1.09***
27.00 ± 1.00***
33.40 ± 1.14***
35.15 ± 1.58***

注：与空白对照组比较，*P<0.05和***P<0.001。

图2 流式细胞仪检测PD对人洗涤血小板CD62P（A）表达率和PAC-1（B）表达率的作用
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容易水解产生 PD[4]。PD和原人参二醇都属于四环三

萜化合物，通过本文的研究，验证了皂苷元 PD同原人

参二醇一样，都具有一定的止血功效。

在 PD止血的体内研究中，我们首先通过出血模

型实验确定 PD的止血作用，结果发现 PD能显著抑制

小鼠断尾出血时间和肝划痕出血时间，表明 PD具有

一定的止血作用。其次我们检测了 PD对大鼠体内血

常规的影响。给药 4 h后 PD能显著增加血小板参数

和红细胞参数。而血小板和红细胞是参与止血的重

要的血浆成分，在血管损伤中，破损处的胶原因被暴

露激活，富集血液循环中的血小板粘附于内膜下组织

与红细胞聚集成团，加速止血[22]。在红细胞参数中，

PD能显著提高RDW-SD和RDW-CV水平。而红细胞

分布宽度（RDW）常反映外周红细胞体积异质性的参

数，研究发现RDW-SD和RDW-CV在血栓、脑梗等心

脑血管疾病中异常增加[23,24]。在血小板参数中，PD能

显著提高 PLT数量、PCT和 P-LCR。PLT是血液中最

小的血细胞，具有粘附、聚集、释放、收缩和吸附等作

用，在止血和血栓形成过程中起着重要作用[25]。血小

板压积（PCT）受血小板平均体积（MPV）和血小板

（PLT）数量的影响。PCT的增加与冠状动脉疾病相

关[26]。在生理状态下，血小板新生时体积较大，成熟之

后体积变小，大型血小板多为年轻血小板，由骨髓新

近释放。大型血小板比率（P-LCR）是指大型血小板

占总的血小板的比例[27]。一些临床研究发现，PCT和
P-LCR增加与血栓类疾病发生密切相关[28,29]。综合以

上结果，表明皮下注射 PD可在短时间内促进血小板

的生成，通过影响血小板参数和红细胞参数参与体内

止血的过程。

通过体内的出血模型和血常规确定了 PD具有一

定的止血作用。进一步的我们检测 PD对凝血参数

（APTT、PT、TT和 FIB）的影响。凝血参数是评价药物

止血效果的重要指标[30]。APTT和PT分别反应药物参

与内源性和外源性凝血途径的检测方法[31]。TT是指

在共同凝血途径中，所生成的凝血酶使纤维蛋白原转

化为纤维蛋白的时间，也作为纤溶系统的筛选试验；

FIB是纤维蛋白的前体，在凝血的最后阶段可将纤维

蛋白原转成不溶性纤维蛋白，使血液凝固，同时反应

凝血技能状态[32]。本文结果中PD可显著缩短APTT形
成时间，增加 FIB的含量，表明 PD可激活内源性凝血

途径，促进FIB转化成不溶性的纤维蛋白，进而发挥止

血作用。

在一些激动剂的作用下，如二磷酸腺苷（ADP）、凝

血酶（Thrombin）、胶原（Collagen）可激活血液循环中的

血小板，活化的血小板具有粘附、释放和聚集的作用。

血小板活化后能够释放出致密颗粒（ADP、三磷酸腺

苷、CD63、5-羟色胺等）和α颗粒（P-选择素、血小板因

子 4、血管性血友病因子等）[33]。释放的颗粒物质

（ADP、三磷酸腺苷、5-羟色胺、血管性血友病因子等）

进一步激活血小板表面的受体，加速循环中的血小板

粘附和聚集。在静息血小板表面P选择素（CD62P）极

少，血小板被活化后P-选择素从α颗粒释放出来与血

小板表面的胞膜融合，因此CD62P被认为是血小板活

化的标志物[34]。活化血小板上的糖蛋白Ⅱb/Ⅲa可通

过结合粘附蛋白介导血小板聚集，促进其与纤维蛋白

原结合，转化为不溶性的纤维蛋白。而 PAC-1为GP
Ⅱb/Ⅲa的特异性抗体，可用于评价血小板活化程度的

指标[19]。本文采用流式细胞仪检测人洗涤血小板中

图3 PD对血小板内PI3K/Akt/GSK3β信号通路的作用（x̄ ± s，n=3）。
注：与空白对照组比较，*P<0.05，**P<0.01和***P<0.01。
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CD62P和 PAC-1的表达，结果发现 PD能促进血小板

CD62P的释放和 PAC-1的表达，表明 PD能激活血小

板，促进颗粒物质的释放和血小板粘附。

目前研究发现 PI3K/Akt/GSK3β信号通路为调节

血小板反应的主要信号通路[16]。PI3K是一种细胞内

的磷脂酰肌醇激酶，在血小板的功能反应和血栓形成

方面起着重要的作用[35]。而Akt是PI3K下游的信号分

子，PI3K的激活能诱导Akt磷酸化水平增加[36]。研究

发现蛋白激酶C（PKC）α和Akt可以通过调节GSK3α/
β促进凝血酶介导的整合素αIIbβ3的激活和颗粒物质

的分泌，参与血小板活化过程[35]。本文结果中人参二

醇能够明显增加 PI3K、Akt和 GSK3β磷酸化，表明人

参二醇通过影响 PI3K/Akt/GSK3β信号通路促进血小

板聚集进而参与止血过程。

综上结果，PD可能是通过激活内源性多种的凝血

因子，提高血浆中 FIB含量、PLT、PCT和 P-LCR和

RDW参数，促进血小板聚集，形成血栓，进而达到止血

的作用。PD为原人参二醇型皂苷的水解产物，广泛存

在于人参、三七等药材中，古籍记载人参和三七等具

有止血功效，本文对 PD的止血作用及其作用机制进

行了初步的探讨，补充了人参和三七具有止血的功效

的物质基础，为全面阐述人参和三七的临床功效提供

理论基础，同时防止不合理使用皂苷元类成分导致血

栓类疾病的发生。
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20-(S) Panoxadiol Effects PI3K/Akt/GSK3β Signaling Pathway to Induce Platelets Aggregation to

Participate in Hemostatic Process

Zhang Xu1，Zhang Yuyao1，Ding Yue1，Li Jing1，Chen Jinjin1，Su Wenjie1，Zhao Daqing1，Zhang He1,2

(1. Changchun University of Chinese Medicine, Jilin Provincial Key Laboratory of BioMacromolecules of Chinese
Medicine, Changchun 130117, China；2.The Affiliated Hospital of Changchun University of

Chinese Medicine, Changchun 130021, China)

Abstract: Objective To investigate the hemostatic effect of panoxadiol (PD) and explore its mechanism.Methods In
vivo experiments, the tail amputation model and liver scratch model experiments were used to observe the effect of PD on
the bleeding time. Blood routine was investigated by blood analyzer. In vitro experiments, we used the coagulation
analyzer detected coagulation parameters. The effect of PD on the rate of the washed platelet aggregation was observed
by applying a platelet aggregometer. CD62P expression rate and PAC-1 binding rate were analyzed with a flow
cytometer. Western blot analyzed the related proteins of human platelets.Results Compared with the control group, PD
could significantly shorten the tail bleeding time and liver bleeding time of mice; PD significantly increased red blood
cell distribution width-standard deviation (RDW-SD) and red blood cell distribution width-coefficient of variation
(RDW-CV) in red blood cell parameters, and markedly increased platelet count (PLT), plateletcrit (PCT) and platelet-
larger cell ratioin (P-LCR) in platelet parameters. In the high- and medium-dose group, PD significantly decreased
APTT; different concentrations of PD could significantly increase the content of fibrinogen (FIB). With the increase of
PD concentration, the rat/human platelet aggregation rate increased dramatically, when the dose of PD was augmented to
140 μM. The rat and human platelet aggregation rate was around 51.40% and 33.40%, respectively. PD could activate
platelet to release the CD62P and increase the glycoprotein IIb/IIIa (PAC-1) expression. The results of western blot
showed that PD increased phosphorylation level of PI3K, Akt and GSK3β.Conclusion PD has a hemostatic effect. The
mechanism of hemostatic effect of PD is related to activate the internal coagulation pathway and PI3K/Akt/GSK3β
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signaling pathway to induce platelets aggregation to form a blood clot to achieve hemostatic.
Keywords: 20(S)-panoxadiol, Hemostatic mechanism, Coagulation function, Platelet aggregation
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