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二氢杨梅素抑制斑马鱼尾静脉血栓形成的作用与机制
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摘　要：研究二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）抗斑马鱼静脉血栓的作用和机制。选取受精后３天的斑马鱼于６
孔板中，随机分为空白对照组、模型组、ＤＨＭ低、中、高剂量给药组（５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）、阿司匹林组（２５μｇ／ｍＬ）。
用ＤＨＭ或阿司匹林饲养斑马鱼６ｈ后，除空白对照组外，其余各组均给予３０μｇ／ｍＬ花生四烯酸１ｈ建立斑马鱼尾
静脉血栓模型。通过对斑马鱼尾静脉及心脏红细胞染色评估ＤＨＭ抗静脉血栓作用，活体荧光成像观察中性粒细胞
活化与募集，ＲＴｑＰＣＲ检测髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦ
α）及白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）ｍＲＮＡ表达，荧光探针法测定活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，显微
镜观察肠道出血情况评估安全性，分子对接验证与关键靶点的结合活性。结果显示，与模型组相比，ＤＨＭ能显著减
少斑马鱼尾静脉血栓形成（Ｐ＜０．０１），增加心脏红细胞染色面积（Ｐ＜０．０１），减少中性粒细胞荧光强度（Ｐ＜０．０１），
抑制ＭＰＯ（Ｐ＜０．００１）、ＴＮＦα（Ｐ＜０．００１）和ＩＬ６（Ｐ＜０．０１）ｍＲＮＡ的表达，抑制ＲＯＳ（Ｐ＜０．００１）的产生，且ＤＨＭ组
不会引起斑马鱼出血反应。分子对接结果显示 ＤＨＭ与 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＭＰＯ及 ＲＯＳ相关蛋白还原型烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸磷酸氧化酶２（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ２，ＮＯＸ２）均有较好的亲和力。以上结果表
明，ＤＨＭ可能通过抑制斑马鱼血栓形成过程中ＴＮＦα／ＩＬ６ＲＯＳＭＰＯ信号轴减少斑马鱼尾静脉血栓的形成，且不引
起出血反应。
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　　静脉血栓栓塞症（ｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ，
ＶＴＥ）是继心肌梗死和中风之后第三大最常见的心
血管疾病，具有极高的致残率和死亡率［１］。目前抗

凝血药物是防治ＶＴＥ的主要手段，然而这些药物作
用靶点单一且并不能完全防止ＶＴＥ的发生和复发，
且由于常发生出血反应而导致治疗失败，其临床应

用仍面临显著挑战［２］。近年来，免疫炎症反应在静

脉血栓形成中的作用备受关注，这表明在不影响止

血功能的情况下抑制静脉血栓的形成具有可能性。

特别是免疫炎症反应触发的中性粒细胞胞外诱捕网

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）是静脉血栓形
成的关键性因素，通过多种途径促进静脉血栓形成，

髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）是评估 ＮＥＴｓ
形成的一个重要指标［３，４］。鉴于 ＮＥＴｓ在静脉血栓
形成中的关键作用及其与炎症反应的密切关联，兼

具抗凝与抗炎活性的天然产物成为新的研究热点。

斑马鱼对临床抗凝／抗血栓药物表现出良好的反应
性，现已被广泛应用于血栓相关的基础研究和药物

开发领域［５］。应用分子克隆等技术建立的转基因

斑马鱼ＭＰＯＥＧＦＰ（以ＭＰＯ启动子驱动增强型绿色
荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）
在中性粒细胞中特异性表达），可在活体情况下通

过荧光显微镜对中性粒细胞进行观察［６］，用于筛选

能够抑制中性粒细胞活化的药物。

二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）是我国中
药藤茶（Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ）的主要活性成分，
其抗炎、抗氧化及心血管保护作用已被广泛报

道［７，８］。据《中华本草》记载，“藤茶，味甘、淡，性凉，

具有清热解毒、利湿消肿、平肝降压、活血化瘀的功

效”［９］。ＤＨＭ具有良好的抗血栓潜力，相关实验结
果显示其能够延长凝血时间、抑制血小板聚集和血

栓形成，是藤茶抗血栓作用的主要有效成分［１０］。作

者前期的研究发现，ＤＨＭ通过抑制血小板激活、保
护血管内皮等多途径发挥抗动脉血栓作用，且不增

加出血风险［７］。此外，ＤＨＭ能够显著降低二硝基苯
基ＩｇＥ复合物致敏的人肥大细胞株 ＫＵ８１２中炎症
因子肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，
ＴＮＦα）和白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）水平，

提示其可能通过调控免疫炎症反应发挥抗静脉血栓

作用［１１］。尽管已有研究初步揭示了ＤＨＭ通过影响
凝血过程和血小板聚集发挥抗血栓作用，但其是否

能够通过调控炎症免疫反应干预静脉血栓形成尚不

明确。本研究在前期工作的基础上，通过建立ＭＰＯ
ＥＧＦＰ斑马鱼尾静脉血栓模型，系统探讨了 ＤＨＭ通
过调节炎症反应及ＮＥＴｓ形成的抗静脉血栓作用及
机制，为ＤＨＭ抗静脉血栓作用提供实验依据。
１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　动物

ＭＰＯＥＧＦＰ转基因品系斑马鱼由贵州中医药大
学陈发老师赠送与鉴定。实验用斑马鱼为受精后３
天（３ｄａｙｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，３ｄｐｆ）幼鱼，饲养于２８℃
的养鱼用水中（水质：每 １Ｌ反渗透水中加入 ２００
ｍｇ速溶海盐，电导率 ４５０～５５０μＳ／ｃｍ，ｐＨ６．５～
８５，硬度５０～１００ｍｇ／ＬＣａＣＯ３），溶解氧浓度维持
６．５～７．０ｍｇ／Ｌ，符合３ｄｐｆ斑马鱼幼鱼的生理需求。
以昼夜１４ｈ：１０ｈ光照循环，每日定时喂食［１２］。本

实验通过贵州中医药大学实验动物伦理审查委员会

审查批准（批准编号：２０２５０３２８００２）。
１．１．２　试剂

ＤＨＭ（（２Ｒ，３Ｒ）构型，［α］２０Ｄ ＝＋１５．５～＋１７．０

（ｃ０．９，甲醇）；批号：Ｄ１０１５４９，纯度 ≥ ９８％）、阿司
匹林（批号：Ａ１０４１８０，纯度 ≥ ９９％）、花生四烯酸
（批号：Ａ１１１７６４，纯度≥９９％）、邻联茴香胺（批号：
Ｏ７５５４７６，纯度 ≥ ９９％）、辛伐他汀（批号：Ｓ１２９５３８，
纯度 ≥ ９９％）（上海阿拉丁生化科技股份有限公
司）；ＤＭＳＯ（纯度 ≥ ９９％，批号：Ｄ８４１８，美国 Ｍｅｒｃｋ
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；ＣＭＨ２ＤＣＦＤＡ荧光探针（批
号：Ｃ６８２７，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ｉＴａｑＴＭＵｎｉ
ｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（批号：１７２５１２４，美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；ＦａｓｔＫｉｎｇｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（去基因组）（批号：ＫＲ１１６，北京天根生化科技有限
公司）；ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＴＬＫｉｔＣ（批号：
ＴＬ６４３０３Ｃ，佛山奥维生物科技有限公司）。
１．１．３　仪器

ＥＳＥＮＡＷ斑马鱼养殖饲养系统（北京爱生科
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技发展有限公司）；ＳＺＸ６１体视荧光显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＳＺＸ７体式显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；ＣＰ２１４精密电子天平（上海奥豪斯国际贸易有
限公司）；ＳＰＡＲＫ多功能酶标仪（上海帝肯贸易有限
公司）；ＪＸＦＳＴＰＲＰ２４Ｌ全自动样品快速研磨仪（上
海净信实业发展有限公司）；ＡｕｔｏＰｕｒｅ３２Ａ全自动核
酸提取仪（杭州奥盛仪器有限公司）；Ｔ１００普通ＰＣＲ
扩增仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ荧光定量
ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＨｅｒａｅｕｓＦｒｅｓｃｏ１７高
速冷冻离心机（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００紫外可见光分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；ＢＥ６１００微孔板迷你离心机（海门市其林贝
尔仪器制造有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　斑马鱼尾静脉血栓模型的建立及药物干预

随机选取３ｄｐｆＭＰＯＥＧＦＰ斑马鱼，在显微镜下
挑选发育正常斑马鱼幼鱼于６孔板中，每孔均处理
３０尾斑马鱼［１３］。本研究 ＤＨＭ的给药剂量参考了
课题组前期研究结果［１３］，并结合已有天然产物在斑

马鱼静脉血栓模型中使用的剂量［１４］，设置５个浓度
（１２．５、２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）进行预实验筛选。
结果显示，５０、１００和２００μｇ／ｍＬ对血栓形成具有显
著抑制作用，故选取这３个浓度作为正式实验的低、
中、高剂量。设置６个实验组：空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，
Ｃｏｎ）、花生四烯酸模型组（ｍｏｄｅｌ，Ｍｏｄ）、阿司匹林
（ａｃｅｔｙｌｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＡＳＡ）对照组、ＤＨＭ低剂量组
（５０μｇ／ｍＬ）、ＤＨＭ中剂量组（１００μｇ／ｍＬ）、ＤＨＭ高
剂量组（２００μｇ／ｍＬ）。Ｃｏｎ组：斑马鱼于含 ０．１％
ＤＭＳＯ的鱼水中饲养；Ｍｏｄ组：斑马鱼于含 ３０μｇ／
ｍＬ花生四烯酸的鱼水中饲养１ｈ；药物组：分别将斑
马鱼于含低、中、高剂量 ＤＨＭ或２５μｇ／ｍＬ阿司匹
林的鱼水中饲养６ｈ，再加入花生四烯酸继续饲养１
ｈ。在以下斑马鱼实验中，各实验组均设置３次独立
的生物学重复（平行实验）。

１．２．２　邻联茴香胺染色观察斑马鱼尾静脉血栓
按照“１．２．１”方法处理各实验组斑马鱼，用４％

多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗３遍，加入新鲜配制的邻联
茴香胺溶液（０．６ｍｇ／ｍＬ）对静脉血栓的主要组成成
分红细胞进行染色，避光孵育１５ｍｉｎ后用含０．０５％
吐温２０的ＰＢＳ洗涤３遍终止反应。每组随机挑选
１０尾斑马鱼，使用体式显微镜（４０×）观察斑马鱼尾
静脉血栓及心脏红细胞染色情况。用 ＩｍａｇｉｎｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ６．０图像处理软件定量分析斑马鱼尾静脉及心
脏红细胞染色面积，按公式（１）计算血栓形成率
（ＲＦ）

［１５］，按公式（２）计算血栓抑制率（ＲＩ）
［１６］。

ＲＦ ＝
Ｓｍ －Ｓｃ
Ｓｍ

（１）

ＲＩ＝
Ｓｍ －Ｓｄ
Ｓｍ

（２）

式中，Ｓｍ、Ｓｃ、Ｓｄ分别表示模型组、空白对照组、
药物组尾静脉红细胞平均染色面积。

１．２．３　荧光显微镜观察中性粒细胞
用含０．０５％三卡因的１％甲基纤维素钠养鱼水

将各实验组斑马鱼固定，每组随机挑选 １０尾斑马
鱼，在体式荧光显微镜（４０×）下观察绿色荧光标记
的中性粒细胞，用 ＩｍａｇｉｎｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像处理软
件定量分析斑马鱼荧光强度。

１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测ＭＰＯ及炎症因子表达
使用ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＴＬＫｉｔＣ提取各

实验组斑马鱼总ＲＮＡ，利用紫外可见光分光光度计
对总ＲＮＡ浓度和纯度进行测定。取２．００μｇ斑马
鱼样品总ＲＮＡ，按照 ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒说明
操作，合成２０．０μＬｃＤＮＡ，通过ＲＴｑＰＣＲ检测βａｃ
ｔｉｎ、ＭＰＯ、ＴＮＦα和 ＩＬ６基因的表达。反应条件为：
预变性９５℃２ｍｉｎ；变性９５℃５ｓ，退火／延伸６０℃
３０ｓ，共３９个循环，熔解曲线从６５°Ｃ升温至９５°Ｃ，
温度每５ｓ增加０．５℃。用βａｃｔｉｎ作为基因表达的
内参，采用２△△Ｃｔ法计算ＭＰＯ、ＴＮＦα和ＩＬ６基因的
ｍＲＮＡ相对表达量，引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

βａｃｔｉｎ
Ｆ：５′ＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＧＡＡＣＣ３′
Ｒ：５′ＣＴＣＧＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＡＡＧＡＴＴＣ３′

ＴＮＦα
Ｆ：５′ＧＣＧＣＴＴＴＴＣＴＧＡＡＴＣＣＴＡＣＧ３′
Ｒ：５′ＴＧＣＣＣＡＧＴＣＴＧＴＣＴＣＣＴＴＣＴ３′

ＩＬ６ Ｆ：５′ＴＣＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣＧＴＧＡＴＧ３′
Ｒ：５′ＴＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＧ３′

ＭＰＯ Ｆ：５′ＣＡＧＡＡＣＣＡＧＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＡ３′
Ｒ：５′ＣＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＣＣＣＣＡ３′

１．２．５　荧光酶标仪检测活性氧
各实验组按照“１．２．１”方法处理斑马鱼后，加

入ＣＭＨ２ＤＣＦＤＡ荧光探针对活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）进行标记，共同孵育２ｈ后使用多
功能荧光酶标仪测定每组ＲＯＳ荧光值。
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１．２．６　显微镜观察斑马鱼肠道出血反应
随机选取３ｄｐｆＭＰＯＥＧＦＰ斑马鱼，在显微镜下

挑选发育正常斑马鱼幼鱼于６孔板中，每孔均处理
３０尾斑马鱼。设置空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）、辛伐
他汀模型组（ｍｏｄｅｌ，Ｍｏｄ）和 ＤＨＭ组（５０、１００、２００、
４００μｇ／ｍＬ）。Ｃｏｎ组：斑马鱼于含０．１％ ＤＭＳＯ的
鱼水中饲养；Ｍｏｄ组：斑马鱼于含８μｇ／ｍＬ辛伐他
汀的鱼水中饲养６ｈ；ＤＨＭ组：分别将斑马鱼于含不
同浓度ＤＨＭ的鱼水中饲养，６ｈ后于显微镜下（４０
×）观察各组斑马鱼肠道出血情况，统计各组斑马
鱼肠道出血数量和肠道出血发生率。

１．２．７　分子对接
分子对接实验用于验证ＤＨＭ与关键靶点ＴＮＦ

α、ＩＬ６、ＭＰＯ及还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
氧化酶２（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｏｘｉｄａｓｅ２，ＮＯＸ２）的结合活性。ＴＮＦα、ＩＬ６蛋白结
构从 ＰＤＢ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）获取，
ＭＰＯ、ＮＯＸ２蛋白结构从 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ａｌｐｈａｆｏｌｄ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／）获取。ＤＨＭ结构来自
ＰｕｂＣｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）。使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１．５．７对蛋白加氢、计
算电荷并设定对接网格，同时优化 ＤＨＭ的可旋转
键。利用ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ１．１．２对接后，计算蛋白与

小分子对接组合的得分，并使用 Ｐｙｍｏｌ和 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ软件进行分析和可视化呈现。
１．２．８　统计方法

本文中所有实验均重复３次，实验数据以平均
值±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软
件对数据进行统计分析及绘图，采用单因素方差分

析和ｔ检验比较各组间差异，Ｐ＜０．０５代表差异具
有统计学意义。

２　结果
２．１　ＤＨＭ抑制斑马鱼尾静脉血栓形成

通过对斑马鱼尾静脉及心脏红细胞进行染色，

研究ＤＨＭ对斑马鱼尾静脉血栓形成的影响。结果
如图１所示，与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组斑马鱼尾静脉红
细胞染色面积显著增加，血栓形成率为９４．２％，说
明斑马鱼尾静脉血栓模型建立成功。与 Ｍｏｄ组相
比，ＤＨＭ低、中、高剂量组干预后均能显著减少尾静
脉血栓形成（Ｐ＜０．０１），血栓抑制率分别为２９．９％，
４７．７％，６０．２％，具有浓度依赖性。同时，与 Ｃｏｎ组
相比，Ｍｏｄ组斑马鱼心脏红细胞染色面积明显减少
（斑马鱼心脏红细胞染色面积与尾静脉血栓负相

关）［１６］，而与Ｍｏｄ组相比ＤＨＭ低、中、高剂量组干预后
斑马鱼心脏红细胞染色面积明显增加（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＤＨＭ对斑马鱼尾静脉血栓及心脏红细胞的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＨＭｏｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｃａｕｄａｌｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓａｎｄｈｅａｒｔｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）
注：红色虚线代表心脏位置，蓝色虚线代表尾静脉位置。与Ｃｏｎ组相比，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与Ｍｏｄ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．００１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｒｅｄｄａｓｈｅｄｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｅａｒｔ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｂｌｕｅｄａｓｈｅｄｌｉｎｅｍａｒｋｓｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｃａｕｄａｌｖｅｉｎ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０．００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．
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２．２　ＤＨＭ抑制ＭＰＯＥＧＦＰ斑马鱼尾静脉血栓模型
中性粒细胞的活化与募集

　　应用绿色荧光蛋白标记中性粒细胞的转基因斑
马鱼ＭＰＯＥＧＦＰ建立尾静脉血栓模型，通过荧光显
微镜在活体情况下观察各实验组斑马鱼 ＭＰＯ荧光
强度，研究 ＤＨＭ对斑马鱼静脉血栓模型中性粒细
胞活化及募集的影响。结果如图２所示，与 Ｃｏｎ组

相比Ｍｏｄ组斑马鱼中性粒细胞在尾静脉的活化及
募集明显增加。ＤＨＭ低、中、高剂量组干预后中性
粒细胞在尾静脉的活化及募集与 Ｍｏｄ组相比均显
著性减少（Ｐ＜０．０１）。同时，ＲＴｑＰＣＲ结果显示与
Ｍｏｄ组相比，ＤＨＭ低、中、高剂量均可显著下调
ＭＰＯ基因的相对表达量（Ｐ＜０．００１）。

图２　ＤＨＭ对ＭＰＯＥＧＦＰ斑马鱼中性粒细胞活化与募集的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＨＭｏｎｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎＭＰＯＥＧＦＰｚｅｂｒａｆｉｓｈ（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

２．３　ＤＨＭ抑制尾静脉血栓模型斑马鱼 ＮＥＴｓ相关
炎症因子表达

　　采用ＲＴｑＰＣＲ研究ＤＨＭ对斑马鱼静脉血栓模
型ＮＥＴｓ相关炎症因子 ＴＮＦα及 ＩＬ６表达的影响。

结果如图 ３所示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组斑马鱼
ＴＮＦα及ＩＬ６相对表达量均显著增加。与 Ｍｏｄ组
相比，ＤＨＭ组均能显著减少 ＴＮＦα相对表达量（Ｐ
＜０．００１）及ＩＬ６相对表达量（Ｐ＜０．０１）。

图３　ＤＨＭ对尾静脉血栓模型斑马鱼炎症因子表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＨＭｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｃａｕｄａｌｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓｍｏｄｅｌ（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）
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表２　ＤＨＭ对尾静脉血栓模型斑马鱼ＲＯＳ生
成的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＭｏｎＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｃａｕｄａｌｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓｍｏｄｅｌ（ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

组别

Ｇｒｏｕｐ
剂量 Ｄｏｓｅ
（μｇ／ｍＬ）

ＲＯＳ荧光值
ＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｃｏｎ － １０８８±２２．３

Ｍｏｄ ３０ １６４１±１９．２＃＃＃

ＡＳＡ ２５ １４９０±２０．２

ＤＨＭ ５０ １４４５±１６．３

１００ １３９４±２５．１

２００ １３６２±２０．６

注：与Ｃｏｎ组相比，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与 Ｍｏｄ组相比，Ｐ＜０．００１，下
同。

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０．００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄ
ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．４　ＤＨＭ抑制尾静脉血栓模型斑马鱼ＲＯＳ产生
为了进一步研究ＤＨＭ对ＮＥＴｓ形成的影响，通

过荧光探针标记 ＲＯＳ研究 ＤＨＭ对诱导 ＮＥＴｓ形成
的ＲＯＳ产生的影响。结果见表２，与 Ｃｏｎ组相比，
Ｍｏｄ组斑马鱼 ＲＯＳ的产生显著增加。与 Ｍｏｄ组相
比，ＤＨＭ组均能显著抑制斑马鱼 ＲＯＳ的产生（Ｐ＜
０．００１）。
２．５　ＤＨＭ不引起斑马鱼出血反应

基于目前常用抗血栓药物的主要不良反应为出

血反应，通过建立辛伐他汀诱导的斑马鱼肠道出血

模型评估ＤＨＭ的安全性。结果如图４及表３所示，
与Ｃｏｎ组相比 Ｍｏｄ组能显著引起斑马鱼肠道出血
反应，出血发生率为９４％（Ｐ＜０．００１），而 ＤＨＭ组
均未引起斑马鱼肠道出血反应，出血发生率均为

０％。

图４　ＤＨＭ对斑马鱼肠道出血的影响
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＭｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂｌｅｅｄｉｎｇｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注：红色虚线框为肠道，红色箭头指示为肠道出血位置。Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｒｅｄｄａｓｈｅｄｂｏｘｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｐｏｉｎｔｓｔｏｔｈｅ

ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂｌｅｅｄｉｎｇ．

表３　ＤＨＭ对斑马鱼肠道出血的影响（ｎ＝３０）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＭｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｂｌｅｅｄｉｎｇｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ（ｎ＝３０）

组别

Ｇｒｏｕｐ
剂量

Ｄｏｓｅ（μｇ／ｍＬ）

肠道出血的

斑马鱼数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｗｉｔｈｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂｌｅｅｄｉｎｇ

发生率

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ（％）

Ｃｏｎ  ０ ０

Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ８ ２８ ９４＃＃＃

ＤＨＭ ５０ ０ ０

１００ ０ ０

２００ ０ ０

４００ ０ ０

２．６　ＤＨＭ分子对接结果
将 ＤＨＭ与 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＭＰＯ、ＲＯＳ相关蛋白

ＮＯＸ２进行分子对接，进一步验证 ＤＨＭ抑制静脉血
栓的作用靶点。结果如表４及图５所示，ＤＨＭ与

表４　ＤＨＭ与靶点蛋白对接结果
Ｔａｂｌｅ４　ＭｏｌｅｃｕｌｅｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＤＨＭｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓ

靶点

Ｔａｒｇｅｔ
结合能

Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ（ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

ＴＮＦα ６．８

ＩＬ６ ６．７

ＭＰＯ ７．１

ＮＯＸ２ ７．６
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图５　ＤＨＭ与靶点的分子对接可视化图
Ｆｉｇ５　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＤＨＭａｎｄｔａｒｇｅｔｓ

ＴＮＦα、ＩＬ６结合能均小于５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，说明 ＤＨＭ
与ＴＮＦα、ＩＬ６之间结合良好（结合能越低说明结合越
稳定）。而ＤＨＭ与ＭＰＯ及ＮＯＸ２的结合能均小于７．０
ｋｃａｌ／ｍｏｌ，表明ＤＨＭ与ＭＰＯ及ＮＯＸ２结合较强。
３　讨论与结论

不同于已被深入研究的动脉血栓，静脉血栓的

形成机制目前仍处于探索阶段。静脉血栓形成是多

因素导致的病理结果，虽然长期以来一直以１８５６年
Ｖｉｒｃｈｏｗ提出的血栓形成三要素来解释静脉血栓的
发生机制，包括血液瘀滞，血液高凝状态以及血管损

伤［１７］。但是，越来越多的研究发现炎症反应在静脉

血栓的发生发展过程中发挥着重要作用。中性粒细

胞在受到炎症刺激后启动细胞内关键蛋白的转录和

翻译，随后经过染色质解聚、核膜解体及细胞膜破裂

等过程，将胞内染色质及多种颗粒蛋白（主要是

ＭＰＯ）释放到胞外形成 ＮＥＴｓ。ＮＥＴｓ的形成为黏附
血小板和红细胞提供了稳定的三维支架，并促进凝

血酶生成和纤维蛋白沉积促进静脉血栓形成［１８］。

ＮＥＴｓ的生成受炎症因子与氧化应激的双重调控，炎
症因子ＴＮＦα和 ＩＬ６通过上调还原型烟酰胺腺嘌
呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）氧化酶活性，诱导 ＲＯＳ爆发，而
ＲＯＳ进一步激活 ＭＰＯ并促进 ＮＥＴｓ释放［１９，２０］。在

这一过程中，ＴＮＦα／ＩＬ６ＲＯＳＭＰＯ信号轴形成级
联放大环路促进ＮＥＴｓ释放，并诱导静脉血栓形成。

ＤＨＭ作为藤茶中的主要活性成分，在多项研究
中被证明具有显著的抗炎与抗氧化作用。ＤＨＭ能
够通过抑制核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）和
丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）等炎症相关信号通路，显著下调 ＴＮＦ
α、ＩＬ６、ＩＬ１β等炎症因子的表达，从而减轻炎性损
伤［２１］。此外，ＤＨＭ能激活核因子Ｅ２相关因子２／血
红素加氧酶 １（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ
２／ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＮＲＦ２／ＨＯ１）信号轴，增强内源
性抗氧化防御，提升超氧化物歧化酶、还原型谷胱甘

肽等关键抗氧化酶的活性，从而减少ＲＯＳ过度生成
及氧化应激引发的细胞伤害［２２］。ＤＨＭ还可降低
ＮＡＤＰＨ氧化酶亚型ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的表达，从源头
抑制ＲＯＳ生成［２３］。以上研究为 ＤＨＭ调控 ＴＮＦα／
ＩＬ６介导的 ＲＯＳ爆发、ＭＰＯ活化及 ＮＥＴｓ形成提供
了理论依据。

本课题组前期研究表明，ＤＨＭ能够有效抑制血
小板活化、延长凝血时间，发挥抗动脉血栓作用［１３］。

在此基础之上，本研究通过建立 ＭＰＯＥＧＦＰ斑马鱼
尾静脉血栓模型，进一步探讨了 ＤＨＭ通过调控炎
症氧化应激级联反应抑制 ＮＥＴｓ形成，从而干预静
脉血栓形成的机制。实验结果显示，ＤＨＭ能够显著
抑制花生四烯酸诱导的斑马鱼尾静脉血栓形成，并

有效降低中性粒细胞活化及ＮＥＴｓ形成标志物ＭＰＯ
的表达。这一效应与 ＤＨＭ对 ＴＮＦα／ＩＬ６及 ＲＯＳ
的调控相关，ＤＨＭ能显著降低 ＴＮＦα和 ＩＬ６的
ｍＲＮＡ的表达水平，同时显著减少 ＲＯＳ爆发。这一
结果通过分子对接技术得到了进一步的验证。

ＮＥＴｓ作为静脉血栓形成的关键介质，其生成过程需
要中性粒细胞的活化及炎症反应和氧化应激的协同

作用，ＤＨＭ可能通过干预这些环节减少 ＮＥＴｓ的形
成与释放，从而有效抑制静脉血栓的形成，作用机制

见图６。
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图６　ＤＨＭ抑制斑马鱼尾静脉血栓形成的机制
Ｆｉｇ６　ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＤＨＭｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｒｏｍｂｕｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｃａｕｄａｌｖｅｉｎ

　　综上所述，ＤＨＭ可通过调节炎症氧化应激级
联反应，抑制中性粒细胞活化及 ＮＥＴｓ形成，从而有
效干预斑马鱼尾静脉血栓的形成，且不引起出血反

应，具有良好的有效性和安全性。这一发现不仅拓

展了 ＤＨＭ的抗血栓机制，也为探讨兼具抗炎与抗
氧化活性的天然产物防治静脉血栓提供了实验依

据。并且 ＤＨＭ通过同时靶向炎症、氧化应激及
ＮＥＴｓ形成等多重病理环节，提示其在治疗 ＮＥＴｓ相
关血栓性疾病（如脓毒症或肿瘤相关 ＶＴＥ）中也可
能具有潜在的治疗优势。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００３８６）中访问获取。
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