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摘  要 

目的：探究哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物3g体内抗血小板聚集和抗血栓作用。方法：选用SD大鼠，采用比

浊法考察3g进入大鼠体内离体抗血小板聚集活性；选用昆明小鼠，腹腔注射角叉菜胶建尾部血栓模型，

根据小鼠黑尾情况及黑尾长度，求算尾部血栓抑制率来考察3g对小鼠尾部血栓形成的抑制作用；选用昆

明小鼠，测定3g进入体内后的出血时间，考察其对凝血功能的初步影响；最后，根据以上实验结果探究

哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物3g体内抗血栓活性。结果：体内抗血小板聚集活性良好，与空白组的5分钟

内最大血小板聚集率(43.16 ± 3.16)%相比，高剂量组(14.25 ± 4.54)%、中剂量组(17.09 ± 4.76)%和低

剂量组(21.31 ± 3.18)%的聚集率均显著下降，且抑制作用呈剂量依赖性；对角叉菜角诱导小鼠尾部血栓

形成具有较强的抑制作用，与模型组相比，3个剂量下均显著缩短血栓长度，血栓抑制率分别为高剂量

39.81%、中剂量30.89%、低剂量19.82%；小鼠尾部出血时间实验结果显示：跟空白组相比，化合物

在3个治疗剂量下，出血时间无显著差异(P < 0.05)。结论：哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物3g进入体内后经

过生物转化具有跟体外一致的抗血小板聚集活性，并且对角叉菜胶诱导的小鼠尾部血栓具有较强的抑制

作用。 
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Abstract 
Objective: To explore the antiplatelet aggregation and antithrombotic effect of 3g of the combined 
[2,3-b]piperazine derivatives. SD rats were selected, and the anti-platelet aggregation activity of 
3g into the rat in vitro was investigated by turbidimetric method; Kunming mice were injected 
with carrageenan to build tail thrombosis model. According to the black tail and the length of 
black tail, the inhibition rate was calculated to investigate the inhibitory effect of 3g on tail 
thrombosis; Kunming mice were selected to determine the bleeding time of 3g into the body to 
determine its initial effect on coagulation function; Finally, we explore the antithrombotic activity 
of 3g of the combined [2,3-b]piperazine derivatives from the above experimental results. Results: 
The anti-platelet aggregation activity in vivo was good, compared with the maximum platelet aggre-
gation rate within 5 minutes of the blank group (43.16 ± 3.16)%, the high-dose group (14.25 ± 
4.54)%, the middle-dose group (17.09 ± 4.76)% and the low-dose group (21.31 ± 3.18)% of the ag-
gregation rates were significantly decreased, and the inhibition was dose-dependent; Compounds 3g 
has inhibitory effect in tail thrombosis in mice. Compared to the model group, the thrombus length 
was significantly shortened at all three doses. The thrombus inhibition rate was 39.81% high 
dose, 30.89% medium dose and 19.82% low dose. The results of the tail bleeding time in mice 
showed that: compared with the blank group, the bleeding time of compounds at 3 therapeutic 
doses was not significantly different (P < 0.05). Conclusion: Piperidine[2,3-b]piperazine deriva-
tives 3g has anti-platelet aggregation activity consistent with in vitro, and has a strong inhibitory 
effect on tail thrombosis in mice. 
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1. 引言 

血小板活化和聚集在各种心脑血管疾病中起关键作用，包括心肌梗死、中风和不稳定型心绞痛，同

时血小板也是导致血栓病急性临床表现的关键[1] [2]。保护性止血和病理性血栓形成的关键步骤都是血小

板活化，而血小板活化可通过多种途径发生[3] [4]。因此，抗血小板药物是预防和治疗血栓性疾病的重要

手段之一。 
川芎嗪为中药川芎中主要的生物碱类化合物(即四甲基吡嗪 tetramethylpyrazine, TMP) (图 1)，研究表

明，川芎嗪具有多种药理作用，如抑制血小板聚集、抗氧化、抗自由基、对心肌细胞缺血缺氧的损伤保

护、钙离子阻滞作用等[5] [6] [7]。但川芎嗪代谢快、半衰期短，临床上为保持有效的药物治疗浓度必须

频繁给药，因此易致积蓄中毒，使其应用受到一定限制。为了寻找新型的抗血小板聚集药物，前期研究

根据生物电子等排原理将噻吩并吡啶类抗血小板聚集药物结构中的噻吩环替换成川芎嗪环，设计、合成

了一系列哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物，并得到具有良好体外抗血小板聚集活性化合物 3g (图 1) [8]。本研

究将进一步探讨化合物 3g 给药进入体内后是否仍保留跟体外一致的抗血小板聚集活性以及探讨其体内

抗血栓活性。 
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Figure 1. Chemical structure of piperidine[2,3-b]piperazine derivatives 3g 
图 1. 哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物 3g 的化学结构 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

实验动物：SD 大鼠(7 周)，SPF 级，雄性，体重 280~330 g，购于长沙天勤生物技术有限公司，许

可证号：SCXK(湘)2019-0014；昆明小鼠，SPF 级，雄性，体重 18~22 g，由贵州医科大学动物中心提

供。 
实验仪器：半自动血小板分析仪(北京中勤世帝生物科技有限责任公司)；X1 型高速冷冻离心机(香港

基因有限公司)；小鼠固定器、玻璃毛细管(购于沃尔森生物技术有限公司)；FA805N 型十万分之一电子

天平(上海菁海仪器有限公司)。 
实验试剂：ADP(二磷酸腺苷，购于南京建成生物制剂公司)；枸橼酸钠；角叉菜胶；肝素钠(购于索

莱宝生物制剂有限公司)；阳性药阿司匹林(ASP)、丁苯酞(NBP 纯度 99.6%，批号 518160103，石药集团

恩必普药业有限公司)、川芎嗪(TMP)、3g (实验室自制，纯度 98%以上)；其余试剂均为分析级试剂。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 分组及给药 
将实验动物 SD 大鼠/昆明小鼠分为空白组；阳性对照川芎嗪组、丁苯酞组、阿司匹林组；以及待测

化合物 3g 低(5 mg/kg)、中(10 mg/kg)、高(20 mg/kg)剂量组，每组 8 只，均采用腹腔注射。 

2.2.2. 体内离体抗血小板聚集活性 
通过比浊法[9]，评价化合物 3g 体内离体抗血小板聚集作用。按上述分组腹腔给药，3 h 后，用 10%

水合氯醛麻醉。采取股动脉取血，3.8%枸橼酸钠溶液抗凝，抗凝剂与全血体积比为 1:9，放于冷冻离心机

中在 1300 rpm/min，4℃离心 17 min，取上清液即为富血小板血浆(PRP)；取出 PRP 后，剩余部分于 3000 
rpm/min 离心 10 min，取上清液即得穷血小板血浆(PPP)。将 PRP 和 PPP 于 37℃孵育 5 min。提前打开血

小板聚集仪，预温至 37℃。准备就绪后，取 250 μL 的 PPP 放于测试杯中调零，设置基线。另取 240 μL
的 PRP 放于预温通道预温 3 min，预温结束将其移入测试通道，加入磁珠和 10 μL ADP 诱导剂(终浓度 10 
μmol/L)，开始测试记录 5 min 内最大聚集率。按照下列公式(1.1)计算出待测化合物对血小板聚集聚集的

抑制率(aggregation inhibition rate, AIR) 

100%AIR −
= ×
空白组聚集率 实验组聚集率

空白组聚集率
                    (1.1) 

2.2.3. 体内抗小鼠尾部血栓活性 
采用小鼠角叉菜胶尾动脉血栓模型评价体内抗血栓活性[10]，昆明雄性小鼠(18~22 g)，腹腔给药 1 h
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后按剂量 40 mg/kg 腹腔注射角叉菜胶诱导形成尾部血栓，给药后将其放置于 16℃ ± 2℃，允许自由进食，

观察并记录 24 h 内小鼠黑尾情况及黑尾长度。按照下列公式(1.2)计算出待测化合物对小鼠尾部血栓抑制

率。 

100%−
= ×
小鼠尾全场 小鼠尾黑长

尾部血栓抑制率
小鼠尾全长

                 (1.2) 

2.2.4. 出血时间测定 
雄性昆明小鼠给药 4 h 后，置于小鼠固定器中，用手术刀片距鼠尾尖 5 mm 处迅速横断，在有血液流

出时开始秒表计时，每隔 30 s 用滤纸轻轻于尾部拭血 1 次，直至拭后不再出血为止，从开始出血至停止

出血的时间为小鼠出血时间[11]。若出血时间超过 60 min，按 60 min 记录。 

2.2.5. 统计学方法 
数据分析采用GraphpadPrism 8统计软件进行分析，其计量数据以( x s± )表示，使用方差分析，P < 0.05 

表示差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 体内离体抗血小板聚集活性 

如表 1 所示：溶媒对照组的最大聚集率为(43.16 ± 3.16)%，跟溶媒对照组相比，化合物 3g 腹腔注射

进入大鼠体内后仍具有显著的抗血小板聚集活性，3 个剂量下都显著降低血小板聚集率(P < 0.01)并且保

持跟体外一致的剂量依赖性；特别是化合物在高治疗剂量下，对血小板抑制率达 66.98%，优于母体化合

物川芎嗪(P < 0.05)，跟阳性对照药丁苯酞相当。 
 
Table 1. In vivo anti-ADP-induced platelet aggregation activity of compound 3g ( x s± , n = 8) 
表 1. 化合物 3g 体内离体抗 ADP 诱导的血小板聚集活性( x s± , n = 8) 

分组 聚集率(%) 聚集抑制率(%) 

溶媒组 43.16 ± 3.16 - 

川芎嗪 20.03 ± 3.28**** 53.59 

阿司匹林 12.59 ± 4.31**** 70.82 

丁苯酞 14.98 ± 2.17**** 65.29 

3g (低剂量) 21.31 ± 3.18**** 50.63 

3g (中剂量) 17.09 ± 4.76**** 60.40 

3g (高剂量) 14.25 ± 4.54**** 66.98 

注：****表示与溶媒组相比，P < 0.0001。 

3.2. 体内抗小鼠尾部血栓活性 

结果如下表(表 2)所示跟正常组相比，模型组血栓形成率达到 84.82 ± 4.40% (P < 0.05)，有统计学差

异。经化合物 3g 预防给药，可明显降低角叉菜胶诱导小鼠尾部血栓形成，并且在 3 个治疗剂量下，抑制

效果都优于母体化合物川芎嗪跟阳性对照药丁苯酞，并且在高剂量下(20 mg/kg)，对血栓形成的抑制作用

达 39.81%，跟临床上二级预防一线药物阿司匹林(34.32%)相当。 
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Table 2. Compound 3g in vivo anti-tail thrombosis in mice ( x s± , n = 8) 
表 2. 化合物 3g 体内抗小鼠尾部血栓作用( x s± , n = 8) 

分组 血栓形成率(%) 血栓抑制率(%) 

溶媒组 86.82 ± 4.20 - 

川芎嗪 73.79 ± 2.21* 15.00 

阿司匹林 57.02 ± 5.44**** 34.32 

丁苯酞 70.40 ± 5.21** 18.91 

3g (低剂量) 69.61 ± 4.18** 19.82 

3g (中剂量) 60.00 ± 6.76**** 30.89 

3g (高剂量) 52.25 ± 3.54**** 39.81 

注：*表示与模型组相比，P < 0.05，***模型组相比，P < 0.001，****表示与模型组相比，P < 0.0001。 

3.3. 出血时间测定 

测定小鼠出血时间来评价化合物 3g 的出血风险。结果如下表 3：3g 在 3 个治疗剂量下的出血时间相

对余空白组(714.50 ± 42.48)无显著差异(P < 0.05)，其各自的出血时间为高剂量(782.50 ± 42.48)、中剂量

(741.33 ± 40.22)和低剂量(732.50 ± 42.48)显著低于阳性对照药丁苯酞；因此，可初步判定 3g 在 3 个治疗

剂量下对凝血酶无显著性影响，出血风险较小。 
 
Table 3. Effect of compound 3g on bleeding time (BT) in mice ( x s± , n = 8) 
表 3. 化合物 3g 对小鼠出血时间(BT)的影响( x s± , n = 8) 

分组 出血时间(s) 时间延长率 (%) 

溶媒组 714.50 ± 42.48 - 

川芎嗪 730.33 ± 82.33 2.21 

阿司匹林 794.33 ± 30.22** 11.17 

丁苯酞 921.33 ± 49.27* ** 28.94 

3g (低剂量) 732.50 ± 42.48 2.51 

3g (中剂量) 741.33 ± 40.22 3.75 

3g (高剂量) 782.50 ± 42.48* * 9.52 

注：**表示与溶媒组相比，P < 0.01，***表示与溶媒组相比，P < 0.001，****表示与溶媒组相比，P < 0.0001。 

4. 讨论 

综上所述，本实验对具有良好体外抗血小板聚集活性的哌啶并[2,3-b]哌嗪类衍生物 3g 做进一步体内

活性评价，结果表明 3g 经腹腔给药进入大鼠体内后仍保留跟体外一致的抗血小板聚集活性，并且在高剂

量下，抑制作用显著优于母体化合物川芎嗪，跟丁苯酞相当；对角叉菜胶诱导的小鼠尾部血栓形成具有

较强的抑制作用，并且在高剂量下(20 mg/kg)，对血栓形成的抑制作用达 39.81%，跟临床上二级预防一

线药物阿司匹林(34.32%)相当；除此之外，更难能可贵的是该化合物在治疗剂量下对凝血功能无显著影

响，出血时间跟空白对照组无显著差异。该化合物进入体内后通过抑制 ADP 诱导的血小板聚集而对血栓

具有一定的抑制作用，但该化合物的具体作用机制有待进一步探究。 
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