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摘 要：本研究旨在评估中药白及非多糖成分 militarine的止血活性，并探讨其止血机制。采用活体动物模

型的方式，通过建立小鼠断尾模型和全身肝素化出血模型，分别检测出血时间（bleeding time，BT）和凝

血时间（clotting time，CT），初步评估 militarine在生理和病理条件下的止血活性。通过测定凝血酶原时

间（prothrombin time，PT）、凝血酶时间（thrombin time，TT）、纤维蛋白原（fibrinogen，FIB）和活化

部分凝血活酶时间（activated partial thromboplastin time，APTT）评价 militarine对凝血功能的影响。此外，

检测 P-选择素（P-selectin，CD62P）、血栓素 B2（ thromboxane B2，TXB2）和 6 酮前列 -腺素 F1α

（6-keto-prostaglandin F1 alpha，6-keto-PGF1α）的水平，以探讨其对血小板系统的作用和机理。实验结果

显示，militarine在正常小鼠和全身肝素化小鼠中以剂量依赖的方式减小 BT 和 CT 值，显示出明显的止血

和促凝作用。然而，在凝血功能指标（PT、TT、APTT 和 FIB）方面，militarine对正常小鼠和肝素化小鼠

并未表现出显著影响，但却显著增加了 CD62P的水平，这提示其可能通过影响血小板系统来发挥止血作用。

Militarine可显著性增加肝素化小鼠血浆中 CD62P和 TXB2的含量，减少 6-keto-PGF1α的生成，表明其可能

通过直接促进血小板活化，增强凝血功能，从而加速血液凝固发挥止血作用，militarine可能是一种有效的

止血药物。
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Abstract: The aim of this study was to assess the hemostatic effect of militarine, a non-polysaccharide component

militarine from Bletilla striata, and to investigate its potential mechanism. The hemostatic effect of militarine was

preliminarily evaluated by determining the bleeding time (BT) and clotting time (CT) of mice in physiological and

pathological conditions using a tail-transection mouse model and a heparinized bleeding mouse model,

respectively. Coagulation parameters, including prothrombin time (PT), thrombin time (TT), fibrinogen (FIB), and

activated partial thromboplastin time (APTT) were also assessed to evaluate its effect on the coagulation function

of mice. In addition, the levels of P-selectin (CD62P), thromboxane B2 (TXB2) and 6-keto-prostaglandin F1α

(6-keto-PGF1α) were determined to explore its effects and mechanisms on the platelet system. The results showed

that militarine reduced BT and CT values in a dose-dependent manner in normal and heparinized mice, displaying

significant hemostatic and procoagulant effects. However, for coagulation function indices (PT, TT, APTT and

FIB), militarine did not show a significant effect on normal and heparinized mice but significantly increased the

level of CD62P, suggesting that it might exert its hemostatic effect by affecting the platelet system. Militarine

significantly increased the levels of CD62P and TXB2 in the plasma of heparinized mice and decreased the

production of 6-keto-PGF1α, suggesting that it may exert hemostatic effect by directly promoting platelet

activation and enhancing the coagulation function of platelets to accelerate blood coagulation. These findings

suggest that militarine may be an effective hemostatic agent.
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出血是临床常见的急诊之一[1]，在一些情况下会导致严重的并发症，如呼吸困难、心肌

梗死等[2]，严重时可能还会危及患者生命[1]，因此对于止血药物的开发具有重要的临床意义。

小鼠断尾模型是筛选止血药物常用的模型[3]，它通过切割小鼠尾巴末端来模拟出血情况，操

作简单方便，易于观察，可用于评估正常的凝血止血功能[4]。除小鼠断尾模型外，全身肝素

化小鼠模型也在探讨药物的止血作用中发挥着重要作用[5]。全身肝素化小鼠模型通过注射肝

素钠，诱导小鼠出现全身性抗凝血状态，可用于评估具有出血倾向机体的凝血止血功能[4]。

白及（Bletilla striata (Thunb.) Reichb. F.）是一种兰科植物，其干燥块茎（Bletillae Rhizoma）

被《中华人民共和国药典》列为常用中药之一。白及在临床上被广泛用于治疗咯血、吐血、

外伤出血等症状，具有收敛止血、清热利湿、消肿生肌的功效[6]。在前期研究中我们发现，

白及非多糖组分 BS-80EE具有突出的止血作用[6]，militarine是 BS-80EE发挥止血作用的物

质基础之一[7]。Militarine是从白及的块茎中分离得到的一种糖苷类化合物，是白及药材的主

要成分（1.45%~3.32%）[8]，被作为白及药材及其相关中成药质量控制的关键指标[9]。研究



表明，militarine 可显著增加二磷酸腺苷或凝血酶诱导的血小板聚集，缩短肝素化小鼠的凝

血时间，具有较好的止血活性[6]，但其对凝血功能的影响及增加血小板聚集的机理尚未见报

道。因此本研究采用了活体动物模型的方式，系统评价了白及非多糖成分 militarine在生理

和病理条件下的止血活性，并通过相关指标的全面分析，探讨了其止血活性的生理机制，为

militarine作为止血药物的开发提供了实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

Militarine（化学名：双[4-(β-D-吡喃葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸酯）由贵州医科大

学中药民族药研究开发中心从贵州正安白及种植基地的白及药材中分离纯化制备而得（批号：

20070131），并经 1H NMR、13C NMR、MS、和 IR等波谱进行鉴定，化学结构见图 1所示

[8]，经 HPLC-DAD在多个波长下进行检测，峰面积归一化结果显示，其纯度大于 98%。

图 1 Militarine的化学结构

Fig. 1 Chemical structure of militarine

肝素钠注射液（批号：51506101；江苏万邦生化医药股份有限公司）；氯化钠注射液

0.9%（批号：H20033939；贵州科伦药业有限公司）；硫酸鱼精蛋白注射液（批号：09150303；

北京悦康凯悦制药有限公司）；酚磺乙胺注射液（批号：20160715；国药集团容生制药有限

公司）。

1.2 实验动物

SPF级 20~24 g的昆明小鼠 240只，雌雄各半，由贵州医科大学实验动物饲养中心提供，

许可证号：SCXK（黔）2012-0001。所有实验均获得贵州医科大学动物伦理委员会批准（批

准号：1600246）。实验过程中，所有动物均被饲养于同一环境下，室内温度维持在 18~24 ℃，

环境安静，进行明暗 12 h循环饲养。所有动物均可自由进食进水，实验开始前的 24 h禁食

不禁水。

1.3 主要药物的配制

1.3.1 Militarine溶液的配制

称取适量 militarine，加入生理盐水超声溶解，配成 6 mg/mL，使用时稀释至所需浓度。

1.3.2 肝素钠、酚磺乙胺及硫酸鱼精蛋白注射液的配制



取适量的肝素钠注射液、酚磺乙胺注射液及硫酸鱼精蛋白注射液，分别用生理盐水稀释，

配制成活性浓度分别为 16 U/mL、40 mg/mL和 0.16 mg/mL的溶液，现用现配。

1.4 Militarine对出血时间（bleeding time，BT）的影响

1.4.1 Militarine对断尾出血模型小鼠 BT的影响

取昆明小鼠 50只，雌雄各半，随机分为 5组，每组 10只。分为空白组（control，Con）、

止血阳性药酚磺乙胺组（etamsylate，Eta；40 mg/kg）、militarine高剂量（militarine in high dose，

Mil-H；80 mg/kg）、militarine中剂量（militarine in medium dose，Mil-M；40 mg/kg）、militarine

低剂量（militarine in low dose，Mil-L；20 mg/kg）组。各组小鼠每天尾静脉注射相应药物 1

次，空白组给予生理盐水 10 mL/kg，连续 5 d。第 5 d，注射给药 60 min后用手术刀于距小

鼠尾尖 0.5 cm处割断，待血液自行溢出时开始计时，每隔 30 s用滤纸吸附血滴一次，直至

血液自然停止（滤纸吸时无血迹）。将人工形成创面到出血停止所需时间作为小鼠 BT。

1.4.2 Militarine对全身肝素化小鼠BT的影响

取昆明小鼠60只，雌雄各半，随机分为6组，每组10只。分为空白组（control，Con）、

肝素化模型组（model，Mod）、硫酸鱼精蛋白组（protamine sulfate，PS；1.6 mg/kg）、militarine

高（militarine in high dose，Mil-H；80 mg/kg）、中（militarine in medium dose，Mil-M；40 mg/kg）、

低（militarine in low dose，Mil-L；20 mg/kg）剂量组。各组小鼠每天尾静脉注射相应药物1

次，空白组给予生理盐水10 mL/kg，连续5 d。第5 d，灌胃给药60 min后，除空白对照组外

其余各组均尾静脉注射肝素钠，3.2 U/只，15 min后，使用手术刀在距离小鼠尾部0.5 cm的位

置割断，当血液自行溢出时开始计时，每隔30 s用滤纸吸附血滴一次，直至血液自然停止（滤

纸吸时无血迹）。将人工形成创面到出血停止所需时间作为小鼠BT。

1.5 Militarine对凝血时间（clotting time，CT）的影响

1.5.1 Militarine对断尾出血模型小鼠CT的影响

分组及给药方法同“1.4.1”项。在第5 d灌胃给药60 min后，使用内径1 mm，长10 cm的

毛细玻璃管从小鼠内眼球后静脉丛取血，待血液充满玻璃管时开始计时。然后每隔30 s折断

两端毛细玻璃管（约0.5 cm），并缓慢向左右拉开，观察折断处有无血凝丝出现，从血液充

满玻璃管开始至出现血凝丝所经历的时间作为小鼠CT。

1.5.2 Militarine对全身肝素化小鼠CT的影响

分组及给药方法同“1.4.2”项。于第5 d灌胃给药60 min后，除空白组外其余各组均尾

静脉注射肝素钠，3.2 U/只，15 min后用内径1 mm，长10 cm的毛细玻璃管从小鼠内眼球后

静脉丛取血，待血液充满玻璃管时开始计时，接着每隔30 s折断两端毛细玻璃管（约0.5 cm），



并缓慢向左右拉开，观察折断处有无血凝丝出现，从血液充满玻璃管开始至出现血凝丝所经

历的时间作为小鼠CT。

1.6 Militarine对凝血功能的影响

1.6.1 Militarine对正常小鼠凝血四项的影响

取昆明小鼠50只，雌雄各半，随机分为5组，每组10只，分组及给药方法同“1.4.1”项。

眼球取血1 mL，加入0.1 mL用枸橼酸抗凝，抗凝血全血，3 000 r/min离心10 min，分离上层

血浆备用。血浆用于凝血酶原时间（prothrombin time，PT）、凝血酶时间（thrombin time，

TT）、活化部分凝血活酶时间（activated partial thromboplastin time，APTT）和纤维蛋白原

（fibrinogen，FIB）的测定。

1.6.2 Militarine对全身肝素化小鼠凝血四项的影响

取昆明小鼠60只，雌雄各半，随机分为6组，每组10只，分组及给药方法同“1.4.2”项。

于第5 d灌胃给药60 min后，摘眼球取血1 mL，加入0.1 mL用枸橼酸抗凝，抗凝血全血，3 000

r/min离心10 min，分离上层血浆备用。血浆用于PT、TT、APTT和FIB的测定。

1.7 Militarine体外对血小板膜糖蛋白 P-选择素（P-selectin，CD62P）活化的影响

取枸橼酸钠（1∶9）抗凝全血5 μL加入流式管，然后加入不同浓度的militarine（20、40、

80 mg/mL）孵育20 min，接着按照说明书向管中加入CD61-FITC、CD62P-PE各5 μL，并加

入PBS至总体积100 μL，祸旋混匀，避光孵育20 min，立即加入2~8 ℃的1%多聚甲醛混匀，

终止反应并于4 ℃固定15 min后，上机检测。裸细胞阴性对照不含CD61-FITC、CD62P-PE

染色，其余步骤同上。将染色好的样品用流式细胞仪检测，用488 nm的氩离子激发，对前向

散射光（forward light scattering，FSC）、侧向散射光（side scatter，SSC）进行对数放大，

并设定阈值。通过使用单一全血裸细胞对照、抗CD61-FITC单染对照以及抗CD62P-PE单染

对照进行校正，调节流式细胞仪的SSC、FSC和相应频道的荧光参数，并进行电压和补偿的

调整。以CD61/SS双参数设定血小板门，测定100 000个细胞，最后分析CD62P阳性血小板百

分率。

1.8 Militarine对全身肝素化小鼠 CD62P、血栓素 B2（thromboxane B2，TXB2）和 6酮前列-

腺素 F1α（6-keto-prostaglandin F1 alpha，6-keto-PGF1α）的影响

分组及给药方法同“1.4.2”项。于第5 d灌胃给药60 min后，摘眼球取血，3 000 r/min离

心10 min，取上层血清用于CD62P、TXB2和6-keto-PGF1α的测定。

1.9 统计学方法

数据采用 SPSS（26.0）统计软件进行分析，结果用（x ± s）表示。实验数据经单因素



方差分析（One-Way ANOVA）后，采用 Dunnett′s test分析方法比较组间差异，两组间比较

采用 t-test法。当 P < 0.05时认为差异具有统计学意义。

2实验结果

2.1 Militarine对正常小鼠 BT和 CT的影响

如图2所示，与空白组相比，小鼠尾静脉注射militarine单体后可剂量依赖性缩短小鼠的

BT和CT（P < 0.5或P < 0.01），表明militarine具有明显的止血作用。

图 2 Militarine对正常小鼠 BT和 CT的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 2 Effect of militarine on the BT and CT of normal mice (x ± s, n = 10)

注：与Con相比，#P < 0.05，##P < 0.01；与Mod相比，*P < 0.05，**P<0.01，下同。

Note: Compared with Con, #P < 0.05, ##P < 0.01; Compared with Mod, *P < 0.05, **P < 0.01, the same below.

2.2 Militarine对全身肝素化小鼠 BT和 CT的影响

由图3可看出，小鼠尾静脉注射肝素钠注射液后，小鼠的BT和CT与空白组相比明显延

长（P < 0.01），说明小鼠出血模型建模成功[10,11]。Militarine各剂量组与模型组相比，均能

剂量依赖性地缩短全身肝素化小鼠的BT和CT（P < 0.05或P < 0.01），表明militarine对病理

性出血小鼠具有明显的促凝作用。

图 3 Militarine对全身肝素化小鼠 BT和 CT的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 3 Effects of militarine on BT and CT of heparinized mice (x ± s, n = 10)

2.3 Militarine对正常小鼠凝血功能的影响

如图4所示，小鼠尾静脉注射militarine后，其血浆中PT、TT、APTT和FIB含量与空白组

相比均无显著性差异，提示militarine的止血作用可能不在凝血系统上。



图4 Militarine对正常小鼠凝血功能的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 4 Effects of militarine on the coagulation function of tail transection mice (x ± s，n = 10)

2.4 Militarine对全身肝素化小鼠凝血功能的影响

从图5中可以看出，小鼠尾静脉注射肝素钠注射液后，与空白组相比，TT和APTT增加（P

< 0.05），然而小鼠尾静脉注射militarine后虽能一定程度上减小TT和APTT的值，但没有表

现出显著性差异，同样对PT和FIB含量均无明显影响，表明militarine的促凝作用可能不通过

凝血系统。

图5 Militarine对全身肝素化小鼠凝血功能的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 5 Effects of militarine on the coagulation function of heparinized mice (x ± s，n = 10)

2.5 Militarine体外对血小板膜糖蛋白 CD62P活化的影响

如图6所示，militarine体外和大鼠全血孵育后，可显著增加大鼠血小板膜糖蛋白CD62P



的活化程度，表明militarine可促进血小板的活化，使血小板发生形变、聚集，从而发挥止血

的作用。

图 6 Militarine体外对血小板膜糖蛋白 CD62P活化的影响

Fig. 6 Effect of militarine on activation of platelet membrane glycoprotein CD62P in vitro

2.6 Militarine对血小板活性成分的影响

如图7所示，与模型组相比，militarine以剂量依赖的方式显著增加肝素化小鼠体内CD62P

和TXB2的含量，减少6-keto-PGF1α的生成，表明militarine可通过影响血小板系统中相关因子

的含量，从而发挥促凝作用。

图7 Militarine对血小板活性成分的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 7 Effects of militarine on the contents of the active components of platelets (x ± s，n = 10)

3 讨论与结论

出血是临床中常见的并发症，且多为危、急、重症。出血通常伴随着疼痛和炎症反应，

如果失血过多可能导致休克，甚至危及生命[1,12]。因此，止血是处理临床上出血性重症的必

要步骤和重要手段[13]。止血是一个复杂的生理过程，受到多种因素的影响，其中包括血液

凝固和血小板聚集等关键因素[14]。凝血功能的评估指标中，PT、TT、APTT 和 FIB 等被广

泛应用，以反映不同凝血途径的状态。其中，PT 主要反映外源性凝血系统的状态，APTT

主要反映内源性凝血系统的状态，TT主要反映纤维蛋白原转变为纤维蛋白所需的时间，是



内、外源凝血途径的共同途径，而 FIB 主要反映纤维蛋白原转变为纤维蛋白的能力[15]。实

验结果显示，militarine均能够缩短小鼠断尾模型和全身肝素化模型的 BT和 CT，表明其具

有一定的止血和促凝作用。然而，militarine 对小鼠断尾模型和全身肝素化模型血浆中的凝

血四项均没有表现出显著性差异，说明其止血和促凝作用可能不是通过凝血系统。

除凝血系统外，血小板在生理性止血过程中也发挥着重要作用，而血小板活化、聚集

是其发挥止血作用的关键步骤[16]。当血管受损时，血小板会迅速聚集到受损部位，形成血

小板血栓，从而暂时性地封闭受损的血管，防止血液不断流失[17]。CD62P是一种在血小板

和内皮细胞表面表达的黏附分子，介导血小板与内皮细胞的相互作用，促进血小板的黏附和

聚集，从而参与血栓形成的早期阶段[18]。实验结果显示，militarine可显著增加其活化程度，

表明 militarine可促进血小板的活化，使血小板发生形变、聚集，从而发挥止血作用。此外，

聚集的血小板会释放多种活性物质，如 TXB2，进一步促进血小板聚集、收缩血管、增加血

管通透性，以及招募其他凝血因子参与血栓形成[19]。在全身肝素化小鼠血浆中，TXB2的水

平相较于模型组被显著增加，表明 militarine 对血小板聚集可能具有一定的作用。

6-keto-PGF1α是前列腺素 F1α的代谢产物，具有抑制血小板聚集和促进血管扩张的作用[20]。

实验结果显示，militarine可显著降低全身肝素化小鼠血浆中 6-keto-PGF1α的水平。

综上所述，militarine 可增强正常和具有出血性倾向机体的凝血止血功能，其止血和促

凝作用可能与直接促进血小板活化，增加 TXB2的水平、减少 6-keto-PGF1α的生成从而增加

血小板聚集有关。
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