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玉足海参糖胺聚糖对血液中钙离子的影响

朱伟， 张家骊“， 蒋毅2， 朱劫1， 任蓓霞1， 龚逸奕1

(1．江南大学医药学院，江苏无锡214122；2．上海开润生物医药有限公司，上海200000)

摘 要：研究玉足海参糖胺聚糖(GAG)对血液中钙离子(Ca2+)浓度的影响。健康家兔耳缘静脉取

血进行体外复钙凝血实验，考察GAG对复钙凝血时间的影响。用GAG浸泡、烘干后的毛细管进

行小鼠眼眶后静脉丛取血，考察GAG对取血过程中Ca2+浓度的影响。考察静脉注射连续给药一

周后，GAG对大鼠血液中Ca2+浓度的影响。GAG对复钙凝血时间的延长可随足够Ca2+的加入

而减小。用GAG浸泡、烘干后的毛细血管对小鼠眼眶后静脉丛进行取血，发现GAG可显著降低

血液中Ca2+的浓度。
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Abstract：The objective of this manuscript was to investigate the effect of holothurian

glycosaminoglycan(GAG)extracted from sea cucumber on the content of calcium ions(Ca2+)in

blood with rabbit as animal model．It was found that the Ca2十content was reduced remarkably

with the soaked capillarys and also reduced significantly after i．V．drug administration of GAG

for one week．
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玉足海参糖胺聚糖(holothurian glycosamin—

oglycan，GAG)是从中国南海一带海域广泛存在的

玉足海参体壁中提取的一种含岩藻糖分支的糖胺

聚糖[1]，在临床上主要用于血栓性疾病的预防和治

疗。实验和l|缶床研究发现，GAG可通过多种机制

发挥其抗凝血和抗血栓作用，具有明显的抗凝血、

抗血栓、降低血液黏度和降低血脂等作用[2-5]。

Ca2+是血液中极其重要的活性离子，作为凝血

因子Ⅳ在凝血过程中发挥极其重要的作用，凝血因

子Ⅸ、X等的激活及相关凝血因子复合物／激活物

的形成均必需Ca2+的参与，凝血酶(II)及纤维蛋白

多聚体的形成中Ca2+也是必不可少的，可以说
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Ca2十几乎参与了血液凝固的整个过程[6]。枸橼酸

钠等体外抗凝血药，就是通过其酸根离子与血中

Ca2十形成难解离的可溶性络合物枸橼酸钙等，致使

血中Ca2+减少，阻止凝血酶原转化为凝血酶[7J。因

此，可以认为一定程度上降低血液中Ca2+浓度，会

达到一定的抗凝血作用。糖胺聚糖是一类富含硫

酸基团、具有生物活性的聚阴离子多糖，对K+、

Na+、Ca2+、M92+等具有较大的亲和力，能调节这些

离子在组织中的分布。诸葛健等曾指出，多数功能

性多糖的抗凝血活性与其硫酸基含量相关，且其活

性随硫酸取代基的增加而增加口]。据文献报道，

GAG的硫酸基含量较肝素等其他糖胺聚糖明显偏

高。由于GAG对血液中Ca2+的作用至今未见有

报道，因此，实验通过体内、体外实验研究了GAG

对血液中Ca2+浓度的影响与分析。

1材料与方法

1．1实验动物

选用300 400 g的清洁级SD雄性大鼠：购自

上海斯莱克实验动物有限责任公司，许可证号：

SCXK(沪)2003—0003；清洁级昆明种小鼠：雄性，体

重20～30 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司，许可证号：SCXK(沪)2007—0005；家兔：雄性，体

重(2．5±0．2)kg，购自无锡市惠山江南实验动物

场，许可证号：SCXK(沪)2002—0006。

1．2药品与主要实验仪器

肝素钠：上海化学试剂公司产品，(900416)；钙

测定试剂盒：南京建成生物工程研究所生产；SP一

752型紫外可见分光光度计：上海光谱仪器有限公

司生产。

1．3 GAG对免血体外复钙凝血时间的影响

体外复钙凝血实验方法参照药理学实验凹]。

实验中采用每次加入10 g／L和3 g／L两种不同质

量浓度Ca抖试液进行实验，比较两者实验结果，考

察GAG对兔血体外复钙凝血时间的影响与血液中

Ca2+质量浓度是否相关。

1．4 GAG对小鼠眼眶后静脉丛取血过程中血液中

Ca2+质量浓度的影响

实验将毛细管置于不同抗凝剂(10 g／L草酸钾

组、50 g／L草酸钾组、38 g／L枸橼酸钠，1 g／LGAG

组、2 g／L肝素钠组)中浸泡24 h，烘干备用。60只

小鼠随机分为6组，每组10只，用烘干的毛细管对

小鼠进行眼眶后静脉丛取血0．2 mL于一次性塑料

离心管中，3 000 r／rain离心10 rain，取上清液，用甲

基百里酚蓝比色法测定血清中的Ca2+质量浓度，观

察各抗凝剂浸泡、烘干后的毛细管在取血过程中是

否对血液中Ca2+质量浓度产生影响，实验中以浸泡

生理盐水的毛细管为空白对照组。

1．5 GAG连续给药后对大鼠血液中Ca2+质量浓

度的影响

40只大鼠随机分为正常对照组、GAG低剂量

组、GAG高剂量组、肝素钠组，每组10只。尾静脉

注射给药，连续一周。正常对照组给予生理盐水；

GAG高、低剂量组分别将GAG冻于粉针以蒸馏水

配成2 g／L、1 g／L溶液，给药剂量分别为2 mg／(kg

·d)、1 mg／(kg-d)，相当于60 kg成人临床给药

剂量(每天10～20 mg，连续一周)的最高、最低用

量；肝素钠组将肝素钠以蒸馏水配成1 g／L溶液，给

药剂量1 mg／(kg·d)。最后一次给药后，眼眶后静

脉丛取血备查血液Ca2+质量浓度。

1．6统计学处理

数据结果均以z士s表示，应用SPSS 13．0软件

进行单因素方差分析。

2 结果与分析

2．1 GAG对体外复钙凝血时间的影响

GAG对体外复钙凝血时间影响的结果见表1，

10 g／L Ca2+组与3 g／LCa抖组相比，GAG延长凝

血时间显著缩短，即当向血液中加入足够Ca2+时，

GAG延长凝血时间的能力减弱。这与枸橼酸钠组

相似，不同之处在于枸橼酸钠各浓度组在加入充足

Ca2+后几乎在同一时刻出现凝血，表明GAG的抗

凝血、抗血栓作用并不完全体现为其对血液中Ca2+

的影响，这与已经揭示的GAG可通过多种机制发

挥其抗凝血、抗血栓作用结果一致。实验中发现10

g／L Ca2+与3 g／L Ca抖对肝素钠的抗凝血作用几

乎无影响。

表1 GAG对体外复钙凝血时间的影响(j士s)

Tab．1 Effect of GAG on calcification coagulation time in

virtu(x+sl

药物浓度／ 复钙凝血时间／s

(g／L) 3 g／I．Ca2+ 10 g／L Ca2+
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续表1

药物浓度／ 复钙凝血时间／s

(g／L) 3 g／L Ca”， 10 g／L Ca2+

注：每隔30 S观察一次，如20 rain不出现凝血，则再加入

上述质量浓度的Ca“，重新观察，2 h不出现凝血，则视为不

凝(记作一)，各组数据均为平行操作9次后取平均值。与3

g／L Ca2+组比较，**P<0．01

2．2 GAG浸泡的毛细管对眼眶后静脉丛取血过程

中血液Ca2+的影响

GAG浸泡的毛细管对眼眶后静脉丛取血过程

中血液Ca2+的影响见图1。如图1所示，经1 g／

LGAG浸泡过的毛细管在小鼠眼眶后静脉丛取血

过程中能显著降低血液中Ca2+质量浓度，其作用强

度稍弱于38 g／L枸橼酸钠，实验中发现2 g／L肝素

钠组一定程度上可降低血液中Ca2+浓度，但无显著

影响，说明肝素钠对血液中Ca2+的影响不及GAG。
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蜊1．
爱
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图中，1为空白组，2为10 g／L草酸钾组，3为50 g／L草酸

钾组。4为38 g／L枸橼酸钠，5为1 g／LGAG组，6为2 g／L肝

索钠组，与空白组比较，*P<0．05，-*P<0．01

图l GAG浸泡的毛细管对取血过程中血液Caz+浓度

的影响

Fig．1 Effect on the content of Ca2+in sampling blood

with GAG soaked capillarys

2．3 GAG连续给药后对实验大鼠血液中Ca2+的

影响

给药后，取血分离血清，按钙测定试剂盒方法

(甲基百里香酚蓝比色法)测定血清中Ca2+浓度，其

结果见表2。

表2给药后大鼠血液中ca2+的比较(X士s)

Tab．2 Compararion of Ca2+in rats’blood after i．V．drug

administration

注：与正常组比较，*P<0．05，**P<O．01；与肝素钠

组比较，△P<O．01；与GAG低剂量组，☆P<O．01；n为实验

动物数

3 结 语

Ca2+是凝血过程不可缺的活性离子，若能对凝

血过程中Ca2+产生显著影响，可能会影响到血液凝

固的整个过程。实验通过体内、体外的实验研究发

现，GAG可显著降低血液中Ca2+浓度。Goto等¨0]

曾给犬股动脉灌注肝素，发现血浆钙离子水平下

降，且呈剂量依赖型。实验观察到：大鼠尾静脉连

续给药一周后，GAG对血液中Ca2+的影响明显强

于肝素钠，这可能是由于GAG的硫酸基含量较高。

实验结果表明，GAG可通过屏蔽血液中Ca2+

延长兔血复钙凝血时间，即可通过作用于血液中

Ca2+发挥一定的抗凝血作用，实验中未发现肝素钠

组有此现象，可能是因为GAG的硫酸基含量较高，

且肝素钠发生明显抗凝血作用的浓度较低。Che—

valier等[11]在报道中指出肝素和硫酸乙酰肝素等作

用并调节细胞外蛋白的多数过程均涉及到其与阳

离子Ca2+或者M92+的作用，由此想到，肝素、硫酸

乙酰肝素等在抗凝血过程中对凝血因子(多数为蛋

白质)的调节很有可能涉及到其与血液中Ca2+的作

用。实验发现，肝素类似物GAG可与血液中Ca2+

发生明显的作用，能显著降低血液中Ca2+浓度，且

其作用强度明显强于同剂量的肝素钠。Naqase H

等[43曾指出，GAG的抗凝血作用是通过作用于因

子Ⅸa一因子Ⅷa的复合物而抑制因子X的激活，此

过程不依赖于抗凝血酶(AT—m)和肝素辅因子Ⅱ

(He—II)；GAG亦是一种依赖于Hc-Ⅱ的凝血酶抑

制剂。由于在上述实验过程中均需加入一定量的
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Ca2+，由此推测GAG对过程中Ca2+的作用很可能

会影响到因子X的激活和凝血酶(11)的产生，并可
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