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不同提取法炮制对水蛭体外溶栓活性的影响
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摘要　目的：研究炮制对水蛭体外溶栓活性的影响。方法：采用水提取法和仿生提取法对水蛭净制品、烫制品、酒制品进
行提取，选用纤维蛋白平板法和纤维蛋白原平板法，以平板上透明圈面积为指标进行纤溶活性测定；并建立体外血栓模

型，通过血凝块的失重比进一步评价水蛭不同炮制品的溶栓活性。结果：水蛭在炮制前后均能在纤维蛋白平板上产生透

明圈。采用水提取法时，烫制品和酒制品的溶圈面积减小，炮制后纤溶活性降低，活性顺序为：净制品＞酒制品＞烫制品。
而采用仿生提取法时，显示烫制和酒制后水蛭纤溶活性升高，活性顺序为：烫制品 ＞酒制品 ＞净制品。体外血栓模型中，
血凝块失重比结果与纤溶活性测定结果一致，采取水提取法时，炮制使溶栓活性降低，而采用仿生提取法时显示炮制使溶

栓活性增加。结论：与水提取法比较，仿生提取法更符合水蛭经口服后在人体内的消化吸收过程，其结果更有说服力。传

统炮制可增强水蛭溶栓活性。
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　　水蛭是破血逐瘀类药材的代表，始载于《神农本
草经》，抗凝、溶栓是其最重要的药理作用。《中华

人民共和国药典》２０１５年版（一部）收录了 ３种水
蛭，分别为水蛭科动物蚂蟥 ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔ
ｍａｎ、水蛭 ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ和柳叶蚂蟥

ＷｈｉｔｍａｎｉａａｃｒａｎｕｌａｔａＷｈｉｔｍａｎ［１］，目前以蚂蟥应用最
多。水蛭常用的处理方法为清水吊干，有滑石粉烫

制、酒制等诸多炮制方法，其中滑石粉烫制法是《中

华人民共和国药典》２０１５年版（一部）收载的临床使
用最多的炮制方法［２］。据记载，炮制能使水蛭毒性
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降低、利于粉碎、消减腥味。但目前研究表明，炮制

使水蛭抗凝溶栓作用降低，所以临床应用中多选用

其清水吊干品［３５］。这些研究中主要采用水为溶剂

提取样品，而水蛭主要活性成分为蛋白类物质，其发

挥真正药效作用的物质可能是经胃肠道消化降解后

的成分，仅采用水提取法时不能很好地模拟水蛭在

体内被消化降解的过程，因此得出的结论可能有失

偏颇［６７］。本实验组前期采用仿生提取法研究水蛭

的抗凝活性时，发现炮制后水蛭抗凝活性增加［８］。

除抗凝活性外，溶栓活性也是水蛭的主要药理活性，

而关于炮制对水蛭溶栓作用的影响还没有相关研

究。本实验选用水提取和仿生提取２种方法［９］，用

纤维蛋白平板法、纤维蛋白原平板法和体外溶栓实

验对水蛭不同炮制品的溶栓活性进行探讨。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　水蛭，市售，清水吊干品，经北京中医
药大学中药学院鉴定系杨瑶臖教授鉴定为蚂蟥

Ｗｐｉｇｒａ。雄性 ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，动物许可证号为
ＳＣＸＫ（京）２０１６０００２，由斯贝福（北京）生物技术有
限公司提供。

１１２　药物　黄酒，市售，老恒和浙江黄酒（五年陈
酿·清爽型黄酒，湖州老恒河酿造有限公司）；滑石

粉，市售。

１１３　试剂与仪器　磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）缓冲
液（片剂，Ｓｏｌａｒｂｉｏ，批号：８０９Ａ０３２）；胃蛋白酶
（１∶１００００，Ｐ７０００，北京拜尔迪生物技术有限公司，
批号：９００１７５６）；纤维蛋白原（ＳｉｇｍａＦ８６３０，批号：
ＡＰ００３６）；琼脂糖（ＡｇａｒｏｓｅＧ１０，批号：１４６１０００）；胰
蛋白酶（１∶２５０，０４５８，北京拜尔迪生物技术有限公
司，批号：９００２０７７）；凝血酶（Ｔ４６４８１ＫＵ，Ｓｉｇｍａ，批
号：ＳＬＢＶ３６０４）；注射用尿激酶（２５万单位，广东天
普生化医药股份有限公司，批号：０７１７０４０１１）；０９％
氯化钠注射液（２５０ｍＬ，山东华鲁制药有限公司，批
号：Ｇ１７ｉ２１３０７）；乌拉坦、氢氧化钠、盐酸等其他试剂
为分析纯试剂；实验用水为去离子水。

ＲＸＺ智能型人工气候箱（宁波市科技园区新江
南仪器有限公司）；梅特勒托利多 ＦＥ２０实验室 ｐＨ
值计（梅特勒托利多仪器上海有限公司）；中科美菱
超低温冷冻储存箱（型号：ＤＷＨＬ３８８）；水蛭，市售，
清水吊干品，经北京中医药大学中药学院鉴定系杨

瑶臖教授鉴定为蚂蟥Ｗｐｉｇｒａ；黄酒，市售，老恒和浙
江黄酒（五年陈酿·清爽型黄酒，湖州老恒河酿造有

限公司）；滑石粉，市售。ＬＧＪ１２冷冻干燥机（北京

松源华兴科技发展有限公司）；ＤＦ１０１Ｓ集热式恒温
加热磁力搅拌器（北京世纪予华仪器有限公司）；

Ｇ１６型医用高速离心机（安新县白洋离心机厂）。
１２　方法
１２１　水蛭炮制　１）净制：取水蛭清水吊干品适
量，去离子水洗净，剪切成小段，冷冻干燥２４ｈ后，
打粉，过３号筛，得净制品粗粉，置于 －２０℃冰箱密
封保存备用。２）烫制：将滑石粉置于锅内，武火炒至
灵活状态时加入净选后的水蛭清水吊干品适量，不

断翻动，烫至微鼓起、表面呈黄棕色时取出，筛去滑

石粉，放凉至室温，去离子水快速冲洗去除残存的滑

石粉，冷冻干燥２４ｈ后，打粉，过３号筛，得烫制品
粗粉，置于 －２０℃冰箱密封保存备用。３）酒制：取
水蛭清水吊干品适量，除去杂质，称重，剪切成小段，

用黄酒拌匀，水蛭黄酒（１０∶１），酒吸尽后加盖闷透，
置于烘箱中加热（４０℃）干燥至表面微变色、质酥脆
时取出，放凉至室温，打粉，过 ３号筛，得酒制品粗
粉，置于－２０℃冰箱密封保存备用。
１２２　水蛭各炮制品活性成分的提取　１）水提取
法：称取水蛭各炮制品粗粉各 ０１５ｇ，分别加入
２８ｍＬ去离子水，室温下磁力搅拌５ｈ，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ２０ｍｉｎ，取上清液，备用。２）仿生提取法：取
１０ｍＬ人工胃液（人工胃液：９ｍＬ浓 ＨＣｌ，加水定容
至１０００ｍＬ），加入胃蛋白酶（酶底比１２５％），搅拌
均匀后分别加入水蛭各炮制品粗粉１５０ｇ，３７℃磁
力搅拌３ｈ（蛋白质在胃内的消化吸收时间）；用 ｐＨ
值１３００的ＮａＯＨ溶液将反应液ｐＨ值调至６８０，加
入胰蛋白酶（酶底比７５％），３７℃磁力搅拌２ｈ（蛋
白质在小肠内的消化吸收时间）将反应样品取出，置

于８５℃水浴中灭活 １５ｍｉｎ，自然冷却至室温；以
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，备用［８］。

１２３　纤维蛋白平板和纤维蛋白原平板实验　纤
维蛋白平板的制备：用ｐＨ值７４的ＰＢＳ配置１％的
琼脂溶液，加热至 ９０℃使其完全融化，待冷却至
７５℃左右，取 ２０ｍＬ琼脂溶液与用 ｐＨ值 ７４的
ＰＢＳ配置的８ｍＬ０５％的纤维蛋白原溶液和１ｍＬ
１０Ｕ／ｍＬ的凝血酶溶液混合，搅拌均匀后，立即倒入
经高压蒸汽灭菌后的直径为１０ｃｍ的培养皿中，轻
轻摇匀，冷却静置约５０ｍｉｎ琼脂完全凝固后，打出
直径为８ｍｍ的孔，打孔后用移液枪小心将孔中液
体吸出，备用。

纤维蛋白原平板的制备：用ｐＨ值７４的磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）配置３％的琼脂溶液，加热至９０℃使
其完全融化，待冷却至７５℃左右，取２０ｍＬ琼脂溶
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表１　水蛭不同炮制品水提物及仿生提取物纤维蛋白平板溶圈大小（珋ｘ±ｓ）

组别
水提取法

短径（ｍｍ） 长径（ｍｍ） 面积（ｍｍ２）
仿生提取法

短径（ｍｍ） 长径（ｍｍ） 面积（ｍｍ２）
净制品组（ｎ＝３） ２４５０±００７ ２５１５±００７ ４８３７８±２８８ １９１８±００４ １９７３±０１２ ２９７１２±１６５

酒制品组（ｎ＝３） ２１００±０３２ ２１７８±０５７ ３５９１６±１２７△ ２１３２±００６ ２３２０±００６ ３８８９７±２８９△

烫制品组（ｎ＝３） １２０５±０２７ １３１９±０２０ １２５０２±１２３△ ２２３４±００９ ２４２１±００６ ４２５２５±２２６△

空白对照组（ｎ＝３） ８００±０１２ ８１１±００２ ５０９３±０６９ １１９８±０１３ １２３１±００８ １１５７９±４０８
阳性对照品（ｎ＝３） ３１３２±０３６ ３３２４±０３２ ８１７９７±５２８ ３４２６±０３３ ３５１８±０２７ ９４６３０±４５９

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５；与净制品比较，△Ｐ＜００５

液与１０ｍＬ用ｐＨ值７４的 ＰＢＳ配置的０１％的纤
维蛋白原溶液混匀，立即倒入经高压蒸汽灭菌后的

直径为１０ｃｍ的培养皿中，轻轻摇匀，冷却静置约
３０ｍｉｎ琼脂完全凝固后，打出直径为８ｍｍ的孔，打
孔后用移液枪小心将孔中液体吸出，备用。

纤溶活性测定：分别精密吸取水蛭各样品溶液、

阳性对照品（尿激酶）、空白试剂各１２０μＬ（其中水
提样品以水为空白对照，仿生提取样品以空白酶解

液为空白对照，空白酶解液按仿生提取法所述，除不

加水蛭样品外，其余操作相同），同板加样，置于恒

温（３７℃）培养箱中培养２０ｈ取出观察。
１２４　大鼠体外溶栓实验　血栓的制备：从大鼠腹
主动脉取血于无菌离心管中，４℃放置自然凝血
５ｈ，待凝固后取出，用手术刀将血凝块均分［１０１２］，每

块约０２ｇ，分别用生理盐水漂洗至无颜色以除去表
面黏附的血细胞和杂质，将血凝块烘干称重（Ｗ１），
并随机放入无菌离心管中，分为４组，每组３支平
行管。

溶栓活性测定：向每组离心管中分别加入水蛭

各样品溶液、空白试剂各３ｍＬ（其中水提样品以生
理盐水为空白对照，仿生提取样品以空白酶解液为

空白对照），置于３７℃水浴箱内恒温孵育，３６ｈ后
取出血凝块，用生理盐水反复漂洗至无颜色后，将血

凝块烘干称重（Ｗ２）
［１２１３］，计算３６ｈ后３组血凝块

溶解率平均值。血凝块溶解率（％）＝［（Ｗ１－Ｗ２）／
Ｗ１］×１００％。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件处理
所有数据，计量资料用平均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
采用单因素方差分析。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　纤维蛋白平板实验结果　将水蛭及炮制品的
水提物和仿生提取物分别加入纤维蛋白平板中，恒

温（３７℃）培养２０ｈ后出现的结果如图１所示。纤
维蛋白平板的溶圈面积反映了人体内血栓形成后各

样品通过与纤维蛋白反应直接溶解血栓的效果。阳

性对照品（尿激酶）出现明显透明圈，证明纤维蛋白

平板制作成功。无论水提取法还是仿生提取法，与

空白组比较，水蛭各炮制品均能与纤维蛋白平板作

用产生透明圈，表明水蛭各炮制品能通过直接降解

纤维蛋白以达到纤溶作用，但是炮制前后纤溶活性

对比时，不同提取方法下，不同炮制品产生的透明圈

大小差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

图１　宽体金线蛭不同炮制品水提物及仿生
　　提取物纤维蛋白平板溶圈图

　　注：ａ阳性对照品，ｂ烫制品，ｃ酒制品，ｄ净制品，ｅ空白对照

　　水提取法显示水蛭各炮制品在纤维蛋白平板上
产生透明圈的大小顺序为：净制品 ＞酒制品 ＞烫制
品，表示炮制降低了净制品的溶栓活性；仿生提取法

显示，水蛭各炮制品在纤维蛋白平板上产生透明圈

的大小顺序为：烫制品＞酒制品＞净制品，表示烫制
和酒制均能使净制品的溶栓活性增强。

２２　纤维蛋白原平板实验结果　将水蛭各炮制品
的水提物和仿生提取物分别加入纤维蛋白原平板

中，恒温（３７℃）培养２０ｈ后发现阳性对照品（尿激
酶）出现明显透明圈，证实纤维蛋白原平板具有活

性。但是无论水提取法还是仿生提取法均显示水蛭

各炮制品均不能在纤维蛋白原平板上产生透明圈，

即水蛭各炮制品在发挥抗血栓作用时，不是通过直

接降解纤维蛋白原抑制血栓形成，而是对已形成的

血栓进行溶解。

２３　大鼠体外溶栓实验结果　无论采用水提取法
还是仿生提取法，与空白对照组比较，水蛭各炮制品

均有显著的体外溶栓效果，差异有统计学意义（Ｐ＜
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００５）。观察显示，样品组溶栓后，血凝块质地松
散，体积减小，溶液明显红染。而空白组溶栓前后血

凝块形状、质地及溶液颜色均无明显变化。

溶栓率结果表明，水提取法和仿生提取法均显

示水蛭各炮制品对血栓有很好的溶解效果，但是炮

制前后溶栓活性比较，不同提取法差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。见表２。
表２　水蛭不同炮制品水提物及仿生提取物的

溶栓率比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 水提取法 仿生提取法

净制品组（ｎ＝３） ７０５６±１７１ ５８８５±１０８

酒制品组（ｎ＝３） ６２８２±２０７△ ６９６９±１１４△

烫制品组（ｎ＝３） ４４５３±１４９△ ８１８７±１３６△

空白对照组（ｎ＝３） ２４６８±２７６ ４６７９±１３２

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５；与净制品比较，△Ｐ＜００５

　　水提取法显示水蛭各炮制品溶栓率顺序为：净
制品＞酒制品＞烫制品，表示炮制降低了水蛭的活
性；仿生提取法显示水蛭各炮制品溶栓率顺序为：烫

制品＞酒制品＞净制品，表示烫制和酒制均能使水
蛭的溶栓活性增强。

３　讨论
由于水蛭在体内发挥抗血栓活性作用的成分为

蛋白类物质，所以经水提取法和仿生提取法得到的

物质存在很大差异，对抗血栓活性的强弱有着决定

性的影响。本实验结果表明，通过出现的透明圈和

测得的溶栓率证明水蛭能直接降解纤维蛋白并溶解

血栓。在采用２种提取方法研究炮制对水蛭纤溶活
性的影响时，在纤维蛋白平板和体外血栓模型上所

得到的结果却几乎相反。在水提取法中，根据观察

测量透明圈的大小及测得的溶栓率显示，炮制使水

蛭抗血栓活性明显降低，这与采用水提取法的研究

者所得出的实验结论基本相同［１０］；而采用仿生提取

法时，通过产生透明圈的大小及测得的溶栓率显示

２种炮制方法均能使水蛭的抗血栓活性增强。在纤
维蛋白原平板上所得到的结果与纤维蛋白平板不

同，根据观察，２种提取方法得到的成分均不能产生
透明圈，反映了水蛭不能直接降解纤维蛋白原。

由于水蛭的给药形式通常为口服，所以仿生提

取法得到的抗血栓活性成分与在人体内真正发挥药

效作用的物质更加相似，所得结果比水提取法更具

有说服力，对于在２种不同平板上所得到的不同结
果及２种提取方法在纤维蛋白平板上及体外血栓模
型中所得到的抗血栓活性结果相悖的情况，可能的

原因分析如下。

３１　水蛭在纤溶过程中可能发挥类纤溶酶的作用

　　机体内存在凝血系统、纤溶系统。凝血纤溶平
衡系统血液凝固过程中最后可溶的纤维蛋白原在凝

血酶的作用下变成不溶的纤维蛋白而凝固。在哺乳

动物血液系统中包含２个基本的纤溶过程：一个是
纤溶酶溶解纤维蛋白或者纤维蛋白原，从而溶解血

栓；另一个是在纤溶酶原激活剂的作用下，纤溶酶原

转变成纤溶酶，进而发挥溶栓作用。通过建立体外

血栓模型反映溶栓药物向血栓渗透并发挥作用的溶

栓效果［１４］。由实验结果推测，水蛭各炮制品可能起

着类似纤溶酶的作用［１５］，其中含有１种或多种可以
溶解纤维蛋白但不能直接溶解纤维蛋白原的成分，

这可能是因为纤溶过程中构成纤维蛋白原的肽链不

具有水蛭各炮制品的纤溶作用点，而有效的作用部

位在形成纤维蛋白时暴露出来。

３２　烫制对水蛭抗血栓活性的影响　水提取法提
取出的活性物质主要为大分子蛋白类物质，而仿生

提取法产物多为相对分子质量较小的肽类物质。水

蛭经过滑石粉高温烫制后，蛋白质变性甚至失活，水

溶性降低。因此，采用水提取法提取出的物质中水

溶性蛋白变少，抗血栓活性较未经炮制的水蛭有所

降低。而烫制后，水蛭中蛋白类成分的空间结构被

破坏，活性中心暴露，结构变得疏松易被酶解而释放

出更多的活性肽，因此采用仿生酶解提取法后抗血

栓活性的增强可能是活性肽的含量升高所导致。

３３　酒制对水蛭抗血栓活性的影响　蛋白具有热
变性的属性，在高温下易变性而致某些理化性质、生

物活性改变。酒制烘干时的温度和黄酒中的乙醇共

同导致了部分蛋白质变性，但综合两者所达到的变

性程度仍不及烫制所达到的高温。因此，水提取法

所得到的抗血栓活性较未炮制的水蛭有所减弱，但

其活性明显高于烫制品。而采用仿生提取法的酒制

品抗血栓效果大幅提升，一方面与蛋白质变性，提取

得到的活性肽增多有关，另一方面，传统炮制理论认

为酒制可引药上行、增强药物活血功效，如经酒制后

的大黄、丹参等药物活血作用增强［１６］。水蛭经酒制

后可矫味矫臭、引药上行［１７］，还能加强破血逐瘀之

功效，推测对头面部的血栓可能会有更好的溶栓

效果。

３４　基于溶栓特异性的抗血栓作用　水蛭在临床
应用中可能会较少的引发出血现象，所以有必要深

入探究其对纤维蛋白专一性，同时也有望揭示其发

挥溶栓作用的真正药效成分。此外，现存的水蛭以

及动物类药材的加工炮制工艺仍缺少确定的参数，

还需以抗凝溶栓效果及蛋白多肽的变化为主要指
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标，建立更完善的水蛭高温炮制过程的标准化质量

控制体系。

综上所述，采用水提取法和仿生提取法研究炮

制对水蛭体外抗血栓活性的影响结果几乎完全相

反。水提取法显示，水蛭经炮制后在纤维蛋白平板

上产生的透明圈及体外血栓溶解率均变小，而采用

仿生提取法时，产生的透明圈及血栓溶解率均变大。

仿生提取法模拟了胃肠道的吸收过程，其结果比传

统的水提法更具有可信度。此外，炮制可使水蛭质

地更加酥脆易于打粉，同时还能够矫味矫臭、增效减

毒。因此，采用烫制法或者酒制法对水蛭进行炮制

在临床应用上具有一定的科学性。
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