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^BSTR^CT 1 c effects of ketotifen(Ket)oo rabbit 

olatelet aggregatiOa indueed by platelet activating fae- 

tor(PAF)。ADP and aracindonia acid(AA)and PAF 

formatinn from A—2，】87--stimulated rat neotrnpbils 

in~itro were studled． PAF (15---l00 prrIol／Ll in． 

dnec d rabbit platelet aggregations，with aIl EC 0f33 

pmol／L Ket shiftcd the PAF dos~'deoendent 

platefat aggregation COIWC to the right in a parallel 

r丑shion with no depress n of the maximal respolxse 

and reversed the secondary aggregation phase，aug- 

gestirtg that Ket had competitive antagonistic actNit~ 

against PAF-indueed platelet aggregation It also 

暑howed inhibitory ~ffc~ts oii platelet aggregations in· 

duced byADP J0#tool／L and AA 50 m01／L．the 

Ic∞ wel-e 94 5 and 143．5 m ol／L respeotively 

Howcvcr,itfalied Io infltmnee PAF formation from 

rat ncutrophils stimulated by A—23187 2．5ⅢnO】／乙 

in vitro． The inbibitory effects of Kct on platelet 

activation． particularly PAF--induecd platelet 
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aggregation，may contribute to its anti—asthmatic · 

properdes． 

KEY W ORDS ketotifen；blood platelets；platelet ． 

activating factor；platelet aggregation；neutrophils 

提要 PAF(aS—l00 pmol／Ll诱导兔血小板聚集呈 

明显剂量一效应关系， EC5o为 33 pmol／L： Ket竞 

争性拈抗 PAF诱导血小板聚集，较高浓度时还能抑 

制 ADP及花生四烯酸诱导的血小板聚集．但本文未 

能证实 Ket对大鼠中性粒细胞 PAF生成有抑制作 

用 Ket的抗血小板聚集作用可能为其平喈作用机理 

之 一． 

关羹词 酮替芬；血小板；血小板激活因子；血小板聚 

集；嗜中性白细胞 

酮替芬 (ketotifen， Ket)临床上用于预防 

哮喘急性发作．但其预防机理至今尚未完全阐 

明 ． Ket能 有 效 地 阻 止 血 小 板 激 活 因 子 

(platelet activating factor，PAF)诱导 支气管 

收缩和气道反应性增高“，，提示其平喘作用可 

能与抑制 PAF有关．为进一步阐明其平喘机 

理，本文观察了Kct的抗兔血小板聚集作用 

以及对 A-23187诱 导太 鼠中性 粒细胞生成 

PAF的影响． 

M ATERl̂ LS AND M ETHODS 

Kct由上海第十六 制药厂生产．PAF 
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ADP、 磷 脂 酶 A2 (phospholipas~A2、 

PLA?) 溶血 卵磷脂(1ys0lccithin．LL)及神经 

鞘馏 磷脂 (sphingomye1in．s)均 系美 国 Sigma 

公 司产 品． 花 生四烯 酸(arachidonic acid， 

AA)由瑞 士 Fluka公 司 生 产 ． 卡 西 霉 素 

(calcimycin． A-23l87)为西德 Calbiochem- 

Bchring公 司产 品． 牛血清 白蛋 白(BSA)为中 

国科学院上海生物化学研究所产品．角叉莱 

胶由辽宁省药物研究所制备． 

兔洗涤血小板(WRP)制备 新西兰兔耳 

中央动脉取血， ACD(每 100 m1含枸橼酸钠 

2．5 g，枸橼酸 1．5 g以及葡萄糖 2．0 g) 抗凝 

(6：1． vol／vo1)． 500 g离心 l5rain制得 

富含血小板血浆(PRP)．PRP经 4"C无钙明胶 

台氏液洗涤两次后混悬于 37"C明胶台氏液， 

调节血小板数至 2．5×l0 ／m1． 

无 钙 明 胶 台 氏液组 成 (retool／L)：KCI 

2．6， NaCI 136．7． M gCI2 1．0， NaHCO3 

I1．9．glucose 5．0， EGTA 0 2，每 1000m】加 

明胶 2 5 g， pH 6 5． 

血小板聚集试验 Kct 5-10 于聚集诱导 

剂前 l min加入 200 】WRP(37℃)中，聚集 

诱导剂加人体积为 l—l0 1，按 比浊法‘ 在血 

小板聚集仪(PAM一2型，江苏丹阳无线电厂) 

上测定血小板聚集反应．以明胶台氏液的透光 

度为 100．聚集率(AR)％即为加入聚集剂后所 

能达到的最大透光度的百分率．聚集抑制率 

=(对照管 AR一实验管 AR)／ 对照管 AR． 

中性粒细胞悬液中 PAF的提取和测定 

中性 粒细胞取 白角 叉莱 胶致炎 的 Sprague- 

Dawlcy大鼠胸腔渗出液0)，混悬于 BSA一台 

氏液中(含 BSA 2．5 g／L)并调节 至一定细胞 

数． 1 ml细胞悬液 37℃预孵 l0 rain，加 

A-23l87 2．5#mol／L攻击 l5 rain，置冰浴 

终止反应 ．按 Bligh-Dycr法 加以改良提取 

PAF 加 0"C甲醇 2 5ml(含 2％冰乙酸)和 0℃ 

氯仿 1．25 m1于细胞悬液中，充分振摇后置冰 

浴放置 0．5 h(每 5rain振摇一次)；离心(1500 

·525· 

g． 15 rain)弃去沉淀物，加氯仿和蒸馏水 

各 1．25 ml于上清液中，充分振摇后静置 0．5 

h，等待分层；吸取氯仿层液体负压抽干 ．加 

BsA一台氏液 100,al溶解之，此即 PAF提 取 

液， 一20℃保存．用血小板聚集法生物测定提 

取液中 PAF的含量． 

观察 Kct对 PAF生成的影响时． Kct先 

与细胞悬液 3TC作用 10rain．洗涤两次去除 

胞外药物后加 A-23187 2 5#mol／L攻击并 

提取 PAF． 

上述 PAF提取液经薄层色谱(TLC)证实 

与 PAF标准品有相同 R 值，其血小板聚集 

活性能被 PLA，完全灭活．与文献 ’ 报道一 

致．被鉴定为 PAF． 

PAF标准液配制：PAF溶于 氯仿 一甲醇 

溶液(9：l， voI／vo1)， 一20℃保存．使用时 

取 l0,ul负压抽干．再溶于一定量 BSA一台氏 

液至需要浓度， 24 h内使用． 

RESUIJTS 

对 PAF诱导 兔血 小板聚集 的竞争抑 制 

PAF(I 5-100 pmol／L】诱导兔洗涤血小板聚 

集 呈 明显 剂 量 一效 应 关 系， EC 为 33 

pmol／L．Ket 5#mol／L可使 PAF诱导血 

一 “ 

器 4【 

E 

20 

Plalcl~(a“lv- R~cto r(一l。＆nl ol／L) 

Fig 1． CoacemtTatlon-dependent platelet aggregation 

Induced by platelet activating factor in the presence of 

ketofifen0【o．tl- 4】，5(● ．tlI -nd 20【x，n 

．
umol／L ±SD． 
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Flg 2．PAF-iduced r-b bIt platelet aggregations with- 

mt{A)or with fB)ketotlfel1． 

小板聚集的量 一效曲线平行右移，而最大反 

应不降低(Fig 1)： Kct 20,umol／L使 PAF 

的量 一效曲线进一步右移(Fig 1)．Ket 50 

jutlol／L则使 PAF 109 pmol／L诱导的血小 

板聚集第二相完全逆转(Fig 2)．上述结果表明 

Kct能竞争性拈抗 PAF诱导血小板聚集． 

对 多种诱 导剂的血小板聚集作用 的影 响 

PAF， ADP和在花生四烯酸(AA)诱导血小 

板聚集 ．最大聚集 率达 85± 5％ ± SD) 

的浓度分别为 0．5 nmol／L，10,umol／L和 

5o,umol／L． Kct抑制 PAF 0．5 nmol／L诱 

导的血小板聚集，其 1c 为 3．2,umol／L；浓 

度较高时还抑制 ADP 10,umol／L和 AA 50 

pmol／L诱 导 的血小 板 聚集 ， IC5o分别 为 

94．5和 143．5,umol／L． 

对 A-23187诱 导 大 鼠 中性 粒细胞 生成 

PAF的影响 在没有 Ket存在时． A-23187 

2．5,umol／L可 刺 激 大 鼠 中性 粒 细 胞 生成 

PAF， PAF生成量髓细胞数增加而显著增 

高， 5×10 、 l×10 、 2×10 中性粒细胞 

分别产生 81±24(n：6)、282±82 =9)和 

883±246(H= 6)PgPAF( ± SD)．中性粒 

细 胞 2× 10 分 别与 Ket 20、 100或 500 

胛 01／L(最 终 浓 度)作 用 10 rain后 再 加 

A-23187 2．5,umol／L攻击 ， PAF生成 量与 

对照组无显著差异(Tab 1)． 

实验中发现，中性粒细胞 2× 10 经与 

Ket 1 0 mmol／L或更高浓度 37℃作用 l0 

rain并洗涤两次后，台盼蓝染色显示细胞存活 

率低于 10％，而 Kct 500,amol／L或更低浓 

度则不影响中性粒细胞活性． 

Tab 1． Effect of ketotlfen oo A一23187 f2．5 

t~mol／L卜Induced PAF formation from rat neu~o pII№ 

(NP)． ±SD．’P> 0．05 contro1． 

DISCUSSloN 

本文工作以兔洗涤血小板为标本，发现 

Ket使 PAF诱导的血小板聚集量 一效曲线平 

行右移而不降低最大反应，并使血小板第二相 

聚集逆转 ，表明 Ket能竞争性拈抗 PAF活化 

血小板；提高 Kct浓度则对 ADP及 AA诱导 

的血小板聚集也有抑制作用．血小板活化是 

哮喘时支气 管收缩和气道高反应性产生的基 

础 )．推测 Ket的抗血小橱活化作用．尤其 

是拈抗 PAF诱导血小板聚集。至少能部分解 

释其平喘机制． 

本文还研究了 Kct对来 自大 鼠胸 腔的中 

性粒细胞在 A-231 87刺激下 PAF生成 的影 

响。发现 Kct不抑制 PAF的生成，即使 Ket 

浓度高达 500胛 01／L，与Joly等 报道不一 

致，他们发现 Ket能抑制由单克隆 I星E被动 

致敏的小 鼠骨髓肥大细胞受相应抗原攻击 时 

PAF的生成，IC 为 20#tool／L．本文结果 

与 Joly等 报道的差异可能与所用刺激剂不 

同有关，因为 Ket抑制抗原诱导的小鼠肥大 

细胞 ca 内流 ，而不影 响 A-23187诱 导的 

ca 内流 ． 哮 喘发作 时 体 内 可产 生较 

多 PAF【l。-l”， Ket是否能影响哮喘时体内 

pAF的产生尚有待研究． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


l Morley J，Page CP，Sanjar S．PAF and mrway 

hyperreaetivity．Lancet 1985；2 ：45l 

2 Born GVR．Aiigregtttiotx of blood  platclets by 

adenosine diphosphate and its reversa1． 

Nature l962：194 ：927 

3 Yue TL，Varl／la D R．Powcll W S．Eflects of protein 

deficiency on the metabolism of arachidonic acid 

by rat plcural polymorphonuclear kuk∞ ytes． 

Blar．~／m 口 Aeta l983：75t：332 

4 Bfi|h EG，Dyer WJ A rapid method of total lipid 

extraction and purification．Can J丑 chem Physi~l 

l 9：37 ：9I】 

5 Pinckard RN， FBrf RS。 Ha~ahan DJ 

Physic,chem ical and fuactionat identity of rabbit 

platelet---activadrtg factor(PAF1 released in ViVO 

during IgE anaphylaxis with PAF released in vitro 

from IgE sensitized basophils．J Immunof l979； 

l23 ：l847 

6 Benvcniste J，Lc Coucdic JP,Polonsky J，Tenet M 

St九】ctura1 analysis of purified platelet-activa％ng 

factorby 1i口ases Nature i 977；7,69 ：l 70 

· 527· 

7 Mazzoni L，Morley J，Page cP，Sanjar S．Indue— 

tion of airway hyper--rcactivity by platclct acti· 

vating factor in the guinea pig J PhyMol (Lond) 

l985； 岱 ：l07P 

8 LeIlouch-Tubiana A，Lcfo r【J，Simon M ，Printer 

A．Vargaftig BB．Eosinophil recruitment into guin— 

ca-pig lungs after PAF-ace ther and alIcrgcn ad— 

m inistration：modulation by prostacyclin，platelet 

dcpletion and selective antagonists．A，"Re Respir 

D 1988；137 ：948 

9 loly F，Bcssou G，Bcnvcnistc L Ninio E Kctotifcn 

jnhibits Paf-ace thcr biosynthesis and 口一hCXO-- 

saminidasc release in mous4~mast cells stimulated  

with antigen．EurJPharmacol l987,144：133 

10 Thompson PJ， H arson IM ， Bilani H ， 

T rner—W a1％vick M ．M orlcy J Platclcts,platclct 

activating factor and asthma AJ，l e Respir D／s 

l984；l29：A3 

ll Nakamura T，Morita Y，Kuriyama M，lshihara K， 

lt0 K．M iyamoto T．Platclet—activating factor in 

1ate asthmatic response．1nt Arch Allergy APPf 

lmDttinofI987；82 ：57 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

中国筠理学报 eta Pharmacologica Sinica 1990 Nov；11(6)：527-530 

3,4，5一兰羟基芪一3--9一单-D-葡萄糖苷在体外对兔血小板聚集 

和产生血栓素 B2的影响 

单春丈、扬素琴、何菡萏、邵淑兰 、张佩文 (第一军医大学药理学教研室，广州 51051 5，中国) 

~flueaceg of 3，4，5一trihydroxystibene一3一 

mono—D—glucoskle oR rabbits pIatdet 
aggregation and thromboxan~B2 production in 

vitro 

SHAN Chun-Wcn，YANG Su-Qin，HE Han-Dan， 

SHAO Su—Lan2
,
ZHANG Pei-Wen 

(Dapartment ofPharmacology．Fh暑l Military Medical 

College，Guangzhou JlOJlJ，China) 

· ABSTRACT Platclct aggregation and thromboxane 
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B2 (’rXB9 production induced by arachidonic add 

(AA)or Adcnosinc diphosphat~(ADP)were studied 

bv turbidimc~y and radioimmunoassay in rabbits． 

3,4，5-tri—hydroxystibene一3一 一mono—D—glucosidc 

{PD、 6．7—1昕 ．2 ,umoi／L inhibitcd platelet 

aggregation and the production of TXB as wel1． 

Thc inhibitions by pD were dose'dcpendent：48--90 

％ fAA-induced)and 43—69％ (ADP-induced)for 

platelet aggregation；50—87 ％ (AA—induced1 and 

4 —68％ (ADP-induced)for TXB，． There were 

positive corrclations betwccn the inhibition of platclet 

aggregation and production OfTXBt 

KEY W ORDS glueosides；adenosine diphosphate； 

arachidonic acids； thromboxanc B2； platclct 

aggregation；nephelomctry and turbidimctry ；radio— 

irfimLinoassa y 
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