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［摘 要］ 目的：探讨莱菔硫烷（sulforaphane，SFN）对氧化低密度脂蛋白（oxidized low⁃density lipoprotein，ox⁃LDL）诱导血小板

活化的影响及其可能的分子机制。方法：在体外实验中，将健康人纯化血小板与不同浓度的SFN（1.0、2.5、5.0 μmol/L）共同孵

育40 min，然后用 ox⁃LDL激活血小板20 min，并检测血小板活化的指标，包括CD62P的表达、胞内血小板因子4（platelet factor
4，PF4）和趋化因子配体5（chemokine ligand 5，CCL5）的释放水平。机制上，用Western blot蛋白免疫印迹法检测血小板肉瘤酪

氨酸激酶（sarcoma tyrosine kinase，Src）及其下游的脾酪氨酸激酶（spleen tyrosine kinase，Syk）磷酸化水平；用活性氧（reactive ox⁃
ygen species，ROS）检测试剂盒测定胞内总ROS水平。结果：ox⁃LDL诱导的血小板CD62P的表达以及PF4和CCL5的释放水平

均可被 SFN显著抑制（P < 0.05）；SFN显著下调 ox⁃LDL诱导的血小板 Src和 Syk的磷酸化水平以及胞内总 ROS水平（P <
0.05）。此外，ox⁃LDL诱导的血小板CD62P的表达、PF4和CCL5的释放可被Src家族激酶抑制剂PP2所抑制（P < 0.05），但PP2
与SFN联合使用时，无协同抑制效果（P > 0.05）；Src家族激酶激活剂MLR⁃1023可逆转SFN对 ox⁃LDL诱导的血小板活化的抑

制作用（P < 0.05）。结论：SFN可显著抑制ox⁃LDL诱导的血小板活化，其机制可能是下调Src/Syk/ROS介导的信号通路。
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［Abstract］ Objective：The current study aims to determine the effects of sulforaphane（SFN）on oxidized low⁃density lipoprotein（ox⁃
LDL）⁃induced platelet activation and its possible mechanism. Methods：Purified human platelets were treated with SFN（1.0，2.5，5.0
μmol/L）for 40 minutes in vitro，and then stimulated by ox⁃LDL for additional 20 minutes. The levels of platelet CD62P expression and
intracellular PF4 and CCL5 release were measured to determine the effects of SFN on platelet activation. Moreover，the
phosphorylation of sarcoma tyrosine kinase（Src）and its downstream spleen tyrosine kinase（Syk）were measured by Western blot.
Reactive oxygen species（ROS）assay kit was used to measure the levels of total intracellular ROS generation. Results：The ox⁃LDL⁃
increased platelet CD62P expression and PF4 and CCL5 release were significantly inhibited by SFN when compared with the control
group（P < 0.05）. SFN treatment greatly down⁃regulated Src and Syk phosphorylation and ROS generation stimulated by ox⁃LDL（P <
0.05）. Furthermore，the ox⁃LDL⁃increased the expression of CD62P and release of PF4 and CCL5 were significantly abolished by PP2，
a specific inhibitor of Src family kinases，which，nevertheless，showed no synergistic effects when combined with SFN（P > 0.05）. In
addition，the inhibitory effects of SFN on platelet activation induced by ox⁃LDL were reversed by an activator of Src family kinases
MLR⁃1023. Conclusions：SFN attenuates platelet activation induced by ox⁃LDL possibly by down⁃regulating Src/Syk/ROS pathway.
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近年来，心血管疾病（cardiovascular disease，CVD）
已经成为威胁我国人民健康的主要问题和突出的

公共卫生问题［1-2］。诱发CVD的危险因素很多，其

中高脂血症一直受到高度认可与关注，被普遍认为

是引起CVD最重要的危险因素之一。高脂血症的

发生发展涉及错综复杂的病理机制，大量报道证明

了血小板在高脂血症中起着重要的作用，由高脂血

症导致的血小板活化是高脂血症引起各种心脑血

管并发症（如血栓等）的重要病理生理基础［3］。在

高脂血症患者的循环血液中，氧化低密度脂蛋白

（oxidized low⁃density lipoprotein，ox⁃LDL）异常增高

是诱导血小板高度活化的主要因素［3-4］。ox⁃LDL通

过与血小板表面清道夫受体CD36分子结合，可触

发一系列胞内信号转导事件，促进血小板活化，如

可使血小板表面表达大量的分子标志物（包括

CD62P和CD63 等）以及释放PF4和CCL5等可溶性

蛋白，最终导致血小板连接在一起形成聚集体，参

与动脉粥样硬化和血栓的形成和发展［3，5］。

ox⁃LDL诱导高脂血症中血小板活化的分子机

制是错综复杂的，其中酪氨酸家族蛋白酶的活化是

重要的机制之一［5-6］。ox⁃LDL可通过CD36激活胞内

酪氨酸蛋白酶，其中肉瘤酪氨酸激酶（sarcoma tyro⁃
sine kinase，Src）是受ox⁃LDL调控的最重要的酪氨酸

激酶，ox⁃LDL可使其发生磷酸化，进而促使其下游

的脾酪氨酸激酶（spleen tyrosine kinase，Syk）和蛋白

激酶 C（protein kinase C，PKC）等蛋白发生磷酸化，

使得胞内总ROS增加，最终诱发血小板发生活化和

血栓的形成发展［6］。抑制高脂血症中血小板活化已

经成为防治血栓形成的重要途径之一［7］。

大量的研究证实，营养干预是预防心血管疾病的

重要途径之一［8-10］。莱菔硫烷（sulforaphane，SFN），又
被称为萝卜硫素，属于异硫氰酸盐类植物化学物，

在十字花科蔬菜如西兰花、白花菜、卷心菜、甘蓝和

萝卜等中含量十分丰富［11-12］。SFN具有多种生物活

性作用，包括抗肿瘤、抗氧化、抗炎、代谢解毒以及

免疫调节等［13-14］。近年来，SFN在防治心血管疾病

领域也越来越受关注，大量的流行病学、临床试验

和动物实验研究表明，SFN通过抗炎、抗氧化、改善

内皮细胞功能以及改善糖脂代谢紊乱等机制发挥

保护心血管的作用［15-17］。在调控血小板功能方面，有

研究发现SFN可以有效抑制生理性激动剂（如胶原、

二磷酸腺苷）诱导的健康人血小板聚集反应［18-19］；SFN
还可以抑制胶原诱导的血小板整合素αⅡbβ3 的活

化和血栓素A2的释放［20］。另外，Gillespie等［21］在体

内动物实验中发现，SFN可以显著抑制脂多糖诱导

的小鼠血小板聚集反应以及脑微循环血栓的形

成。但是，SFN 对 ox⁃LDL诱导血小板活化的作用及

其可能的分子机制尚不清楚，本研究旨在体外实验

中探讨 SFN对 ox⁃LDL诱导血小板活化的影响及其

可能的分子机制，为 SFN防治高脂血症中血栓形成

提供新靶点和重要理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

FITC标记抗人 CD62P抗体、PF4和 CCL5检测

试剂盒（eBioscience公司，美国）；SFN、N⁃乙酰半胱

氨酸（NAC）（Sigma⁃Aldrich 公司，美国）；oxLDL（广

州奕源生物科技有限公司）；一抗 phospho ⁃ Src
（Tyr416）（武汉爱博泰克生物科技有限公司）；phospho⁃
Syk（Tyr323）、GAPDH 以 及 二 抗 羊 抗 兔（Affinity
Bioscience 公司，美国）；Src的家族激酶抑制剂PP2、
Src的家族激酶激动剂MLR⁃1023（Selleck Chemical
公司，美国）；活性氧（reactive oxygen species，ROS）
检测试剂盒（Abcam公司，英国）。

CytoFlex流式细胞仪（Beckman Coulter公司，美

国）；低温高速离心机（H1650R）、低速离心机（L400）
（湖南湘仪实验仪器开发有限公司）；低温冰箱（BCD⁃
4.8.5WGHTDD9DYU1，青岛海尔有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 研究对象的招募

12例符合条件的健康志愿者（年龄25~40岁）在

大理大学校内招募。所有志愿者均自愿参与该项

目，并均已签署书面知情同意书。志愿者若出现以

下至少一种情况将给予排除：滥用药物（如头孢菌素

类和青霉素类抗菌药和核苷类抗病毒药物等）、酗酒、

吸烟半年以上；现在或曾经患有恶性肿瘤、CVD、免疫

缺陷病等病史；近半年内服用辅酶Q10、维生素等具

有显著改善血小板功能的膳食营养补充剂；在 2周
内服用抗血小板的药物（如αⅡbβ3受体抑制剂、

磷酸二酯酶抑制剂、阿司匹林和 P2Y12受体拮抗剂

等）［22-23］。本研究完全按照《赫尔辛基宣言》相关准则

进行，并已通过大理大学伦理委员会的批准。

1.2.2 健康人血样及纯化血小板的制备过程

将抽取的 15 mL肘静脉全血注入含 3.2% 的枸

橼酸钠真空抗凝管中（1/9，V/V），静置 10 min后，在

22 ℃、150 g全血离心20 min，小心吸取最上层3/4的
血浆，即为富血小板血浆（platelet⁃rich plasma，PRP）。
用枸橼酸葡萄糖溶液（含 75 mmol/L 柠檬酸钠、
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39 mmol/L柠檬酸和 135 mmol/L葡糖糖，pH 6.5）对

PRP进行 3倍稀释，同时加入 0.1 U/mL的三磷酸腺

苷双磷酸酶，防止血小板在离心过程中发生活化，

对血小板PRP进行离心（22 ℃、800 g、10 min），弃上

清后用台式缓冲液（137 mmol/L氯化钠、12 mmol/L
碳酸氢钠、2 mmol/L氯化钾、0.34 mmol/L磷酸氢二

钠、1 mmol/L氯化镁、5.5 mmol/L葡萄糖、5 mmol/L乙

磺酸，pH 7.4）重悬血小板，可得到纯化血小板（血小

板纯度>98%），置于 37 ℃恒温箱中备用［24-25］。以下

实验中的样本均来自单独志愿者的纯化血小板。

1.2.3 流式细胞术检测血小板表面CD62P的表达

用不同浓度的SFN（1.0、2.5、5.0 μmol/L）或溶剂

对照（0.05%DMSO）与纯化血小板（5×106个/mL）孵

育 40 min 后，用 50 μg/mL 的 ox⁃LDL 刺激血小板

20 min，然后加入 FITC偶联的CD62P 抗体，避光孵

育 20 min后用 1%的多聚甲醛固定，最后用流式细

胞仪检测血小板 CD62P 的表达［8］。SFN和 ox⁃LDL
干预浓度和干预时间的选择依据已发表文献［6，20］。

1.2.4 血小板PF4和CCL5释放水平的测定

分别用不同浓度的SFN（1.0、2.5、5.0 μmol/L）或

溶剂对照以及 ox⁃LDL（50 μg/mL）处理纯化血小板

（1×108个/mL）后，在 4 ℃、12 000 g的条件下离心

5 min，弃沉淀，用酶联免疫吸附法测定上清液中

PF4和CCL5水平，具体方法参照制造商提供的说明

书。当探讨Src/Syk/ROS信号通路在SFN调控PF4和
CCL5 释放中的作用时，Src 家族激酶抑制剂 PP2
（20 μmol/L）或激动剂MLR⁃1023（1 μmol/L）与血小板

预孵育20 min，然后加入 SFN（5 μmol/L）和血小板

继续孵育 40 min，ox⁃LDL激活血小板 20 min后进

行PF4和CCL5释放水平的测定。

1.2.5 血小板总ROS生成水平的测定

分别用不同浓度的 SFN（1.0、2.5、5.0 μmol/L）
或溶剂对照以及 ox⁃LDL（50 μg/mL）处理纯化血小

板（1×106 个/mL）后，在各组血小板悬液中加入

20 μmol/L荧光探针DCFH⁃DA，避光孵育 20 min，
离心（12 000 g、4 ℃、5 min）后用酶标仪在发射波长

525 nm和激发波长490 nm的条件下读取荧光值，用

来反映血小板内总ROS水平［22］。

1.2.6 Western blot蛋白免疫印迹分析

健康人纯化血小板（2.5×108个/mL）经不同浓度

的SFN（1.0、2.5、5.0 μmol/L）和 ox⁃LDL（50 μg/mL）处

理后，在4 ℃、12 000 g的条件下离心10 min，弃上清

得到血小板沉淀，对血小板进行裂解后，常规提取

血小板蛋白，经蛋白浓度测定后，对样本进行十二

烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶（SDS⁃PAGE）电泳，将

蛋白转到聚偏二氟乙烯膜（PVDF）后，用5%的脱脂奶

粉溶液封闭1.5 h，TBST洗膜3次后于4 ℃避光孵育一

抗 phospho⁃Src（1∶1 000）、phospho⁃Syk（1∶1 000）和

GAPDH（1∶10 000）过夜，洗膜后室温避光孵育二抗

羊抗兔（1∶20 000）1.5 h，最后用自动化学发光图像

分析系统对条带进行曝光，以检测血小板 Src、Syk
的磷酸化水平。条带灰度用Quantity One分析软件

进行分析［8，22-23］。实验重复3次，每次实验的样本均

来自独立的志愿者。

1.3 统计学方法

采用SPSS 20.0统计软件进行数据分析，多组间

比较采用单因素方差分析，差异显著后采用 Tukey
法进行组间两两比较，双侧P < 0.05为差异有统计

学意义。实验数据用平均值±标准误（x ± sx）表示，

统计数据至少来自3个独立的志愿者样本。

2 结 果

2.1 SFN对ox⁃LDL诱导的血小板活化的影响

通过检测血小板表面 CD62P的表达和 PF4与

CCL5的释放水平来评价 SFN对血小板活化的影

响。流式细胞术结果表明，与对照组相比，仅高浓度

的 SFN（5.0 μmol/L）可显著降低 ox⁃LDL诱导的血小

板表面 CD62P的表达水平，差异具有统计学意义

（P < 0.01，图 1A）；而更低浓度的 SFN（1.0 μmol/L和

2.5 μmol/L）虽有抑制CD62P表达的趋势，但是与对

照组相比，差异无统计学意义（P > 0.05）；此外，各浓

度 SFN间的比较结果发现，5.0 μmol/L浓度的抑制

作用要比 1.0 μmol/L的更为显著（P < 0.05，图 1A）。

同时，酶联免疫吸附实验结果表明，与对照组相比，

2.5 μmol/L和 5.0 μmol/L浓度的 SFN均可显著抑制

ox⁃LDL诱导的血小板PF4和CCL5的释放（P < 0.05，
图 1B、C）；相对于 1.0 μmol/L 浓度，2.5 μmol/L 和

5.0 μmol/L浓度的SFN作用更加显著（P < 0.05）。以

上结果说明，SFN可抑制ox⁃LDL诱导的血小板活化。

2.2 SFN对 ox⁃LDL诱导的血小板Src/Syk/ROS信号

通路活化的影响

已有研究证实，Src/Syk/ROS信号通路在ox⁃LDL
诱导血小板活化过程中发挥重要作用［6］。与对照组

相比，2.5 μmol/L和5.0 μmol/L的SFN均可显著下调

ox⁃LDL诱导的血小板 Src（Tyr416）和 Syk（Tyr323）发生

磷酸化和ROS生成，差异具有统计学意义（P < 0.05，
图2A~C），然而更低浓度的SFN（1.0 μmol/L）干预后

无显著效果（P > 0.05）。2.5 μmol/L和5.0 μmol/L浓
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△P < 0.05，△△△P < 0.001（A、B：n=3；C、D：n=4）。

图2 不同浓度的SFN对50 μg/mL ox⁃LDL诱导的血小板Src/Syk/ROS信号通路活化的影响

Figure 2 Effects of SFN of different levels on ox⁃LDL（50 μg/mL）induced platelet Src/Syk/ROS signalling pathway
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图1 不同浓度的SFN对50 μg/mL ox⁃LDL诱导的血小板表面CD62P的表达（A）以及PF4和（B）CCL5（C）释放的影响

Figure 1 Effects of SFN of different levels on platelet CD62P expression（A）and PF4（B）and CCL5 release induced（C）by
ox⁃LDL（50 μg/mL）

度的 SFN比 1.0 μmol/L浓度对 Src和 Syk磷酸化水

平和ROS生成的抑制作用更加显著（P < 0.05），但

2.5 μmol/L和 5.0 μmol/L两浓度间差异无统计学意

义（P > 0.05）。ROS 的清除剂 N⁃乙酰半胱氨酸

（NAC）对 ox⁃LDL诱导ROS生成的抑制作用比 SFN
（5.0 μmol/L）更为显著（P < 0.05，图 2D），但两者联

合使用时未见协同效果（P > 0.05）。此外，Src家族

激酶激活剂MLR⁃1023（1.0 μmol/L）可完全逆转 SFN
对 ox⁃LDL诱导的血小板总 ROS生成的抑制作用

（P < 0.001，图2E），说明SFN抑制总ROS生成受Src/
Syk信号通路的调控作用。以上结果说明 SFN可

抑制 ox⁃LDL 诱导的血小板 Src/Syk/ROS 信号通路

的活化。

2.3 SFN经Src/Syk/ROS信号通路调控 ox⁃LDL诱导

的血小板活化的影响

Src家族蛋白激酶抑制剂PP2可显著抑制ox⁃LDL
诱导的血小板CD62P的表达、PF4和CCL5释放（P <
0.001，图3A~C），且PP2的抑制效果与5.0 μmol/L浓
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度的 SFN抑制效果相当。SFN和 PP2联合使用时，

对 ox ⁃ LDL 诱导的血小板 CD62P 的表达、PF4 和

CCL5释放的抑制作用无协同效果（P > 0.05）。Src
家族激酶激活剂 MLR⁃1023（1.0 μmol/L）可逆转

SFN对 ox⁃LDL诱导的血小板CD62P的表达、PF4和
CCL5释放的抑制作用（P < 0.01，图 3D~F）。以上

结果说明 SFN主要通过下调 Src/Syk/ROS信号通路

抑制 ox⁃LDL诱导的血小板活化。

A~C：PP2对CD62P的表达和 PF4、CCL5释放的影响；D~F：MLR⁃1023对CD62P的表达和 PF4、CCL5释放的影响。与对照组比较，**P <
0.01，***P < 0.001；与5.0 μmol/L SFN组比较，##P < 0.01，###P < 0.001（n=3）。

图3 SFN经Src/Syk/ROS信号通路调控50 μg/mL ox⁃LDL诱导的血小板活化的影响

Figure 3 SFN regulates platelet activation induced by ox⁃LDL（50 μg/mL）via Src/Syk/ROS signalling pathway
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3 讨 论

高脂血症是心血管疾病的重要危险因素之一，

高脂血症诱导的血小板高反应性是导致血栓形成

的重要原因［26］。ox⁃LDL被认为是高脂血症中诱导

血小板活化的关键蛋白，本研究体外实验表明，植

物化学物 SFN经 Src/Syk/ROS信号通路抑制 ox⁃LDL
诱导的血小板活化，为 SFN改善脂代谢紊乱，防治

心血管疾病提供新的分子机制和重要的实验依据。

在高脂血症患者的循环血液中，ox⁃LDL显著升

高，其可通过识别并结合到血小板表面的清道夫受

体CD36分子，进而引发细胞内一系列的信号转导

事件，最终导致血小板异常活化，如诱发血小板表

面CD62P的表达和释放多种趋化因子［3-4］。这些分

子可介导血小板⁃血小板、血小板⁃白细胞、血小板⁃
内皮细胞间的炎症反应，在动脉粥样硬化和血栓形

成过程中发挥关键作用［27］。例如，血小板可通过其

表面表达的CD62P与单核细胞表面的 P⁃选择素糖

蛋白配体⁃1（PSGL⁃1）结合，形成血小板⁃单核细胞聚

集体，加速动脉粥样硬化的形成［4］；另外，血小板活

化时释放的趋化因子如PF4和CCL5，可募集白细胞

到达损伤的血管内皮处，促进白细胞和内皮细胞的

活化、分化甚至凋亡以及分泌炎症介质等，加剧血

小板⁃白细胞⁃内皮细胞聚集体的形成，促进动脉粥

样硬化和血栓形成［28］。之前的研究发现，SFN可抑

制生理性激动剂（如胶原）诱导的血小板聚集和其

表面CD62P的表达以及抑制脑血栓的形成［19，21］，在

本研究中发现 SFN可显著抑制 ox⁃LDL诱导的血小

板 CD62P的表达以及 PF4和 CCL5的释放，这提示

SFN可能在高脂血症中抑制血小板高反应性，防治

血栓形成中发挥重要作用［14］。此外，SFN还可以直

接调控单核细胞的功能，而单核细胞也是 ox⁃LDL重

要的靶细胞，因此SFN可能通过调控多种细胞的功

能共同发挥抗心血管疾病的作用［29］。SFN对血小板

⁃白细胞⁃内皮细胞间相互作用的调控作用尚不清

楚，仍需进一步深入探讨。此外，膳食补充 SFN对

高脂血症中动脉粥样硬化和血栓的调控作用需在

今后的动物实验中做深入探讨。
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在高脂血症中，ox⁃LDL诱导血小板活化的机制

十分复杂，目前尚未研究清楚，但现有研究结果一

致认为，Src家族蛋白激酶在其中扮演重要角色。

ox⁃LDL结合血小板表面CD36分子后，进一步激活

Src家族蛋白激酶（如Src和Fyn等），使得下游的Syk
分子发生磷酸化，随后引起 PLCγ2和 PKC的活化；

PKC的磷酸化可导致NADPH 氧化酶⁃2发生激活，

促进胞内ROS生成，进而激活ERK5，最终导致血小

板活化和血栓形成［6，30-31］。本研究发现，SFN可显著

下调 ox⁃LDL诱导的血小板 Src和 Syk磷酸化水平，

同时显著降低其诱导的胞内总ROS生成水平；Src
家族蛋白激酶的抑制剂PP2可显著抑制ROS生成和

血小板活化，SFN与PP2联合使用时，对胞内总ROS
生成和血小板PF4和CCL5释放水平的抑制作用无

协同或相加效应；此外，Src家族蛋白激酶的激动剂

MLR⁃1023可完全逆转SFN对 ox⁃LDL诱导的血小板

PF4和CCL5释放的抑制作用，说明SFN抑制ox⁃LDL
诱导的血小板活化主要通过下调 Src/Syk/ROS信号

通路实现的。此外，研究发现 ox⁃LDL通过调控血小

板活化的机制还可能包括 cGMP/PKG、cAMP/PKA
和Src/Syk/JNK2等信号通路［6，32-33］。有研究提示SFN
可通过增加胞内 cAMP水平来抑制生理性激动剂如

凝血酶等诱导的血小板活化［34］。至于SFN是否通过

调控cAMP/PKA等其他信号通路发挥抑制ox⁃LDL诱

导血小板活化的作用则需要我们今后进行更多的

实验进一步探讨。同时，膳食补充含 SFN的食物

（如西兰花等）是否对高脂血症动物和人群中ox⁃LDL
浓度和血小板活化等具有抑制作用，则需要体内研

究更深入地探讨。

SFN在西兰花、白花菜、卷心菜、甘蓝和萝卜等

十字花科蔬菜中含量十分丰富，因此在平时的日常

生活中也很容易摄取。人群研究发现，健康志愿者

服用 100 g的西兰花（含 SFN约 61.3 mg）后，血浆中

SFN的浓度最高可达 7.4 μmol/L；另外，健康志愿者

口服摄入200 μmol/L西兰花芽异硫氰酸酯1 h后，血

浆中 SFN的浓度可达 0.9~2.3 μmol/L［35］。已有相关

研究发现，在体外实验中SFN作用于血小板的剂量

高达 200 μmol/L时未见显著的细胞毒性作用［19，37］，

本体外实验使用的 SFN浓度范围在 1.0~5.0 μmol/L
之间，而且对 ox⁃LDL诱导血小板活化产生抑制作用

的剂量是2.5 μmol/L和5.0 μmol/L，该浓度在生理剂

量范围之内。然而，SFN是否有望开发成为安全的

抗血小板药物需更多的实验证实。总之，本研究从

营养膳食或从功能食品途径为 SFN防治心血管疾

病提供新的分子机制和重要的实验依据。
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