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·论 著·

水蛭联合淮山药对静脉血栓栓塞症大鼠的保护作用

王大芬 江楚峰 祝晨 蔡丹莉 石莹 王灵聪

[摘要] 目的 通过复制静脉血栓栓塞症大鼠模型，探讨水蛭联合淮山药对静脉血栓栓塞症的保护作用。方法

选取 40只 SD雄性大鼠按随机分成空白组、假手术组、模型组、低分子肝素组、水蛭淮山药组，药物干预后取血及栓

塞血管段，采用全自动血凝仪检测血浆凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）；采用ELISA 法检测血

浆D二聚体（D-Dimer）及栓塞血管内皮素（ET)、一氧化氮（NO）；采用免疫组织化学检测栓塞血管组织纤溶酶原激

活物（t-PA）、纤溶酶原激活物抑制物-1（PAI-1）、血管性血友病因子（vWF）。结果 与模型组比较，低分子肝素组、

水蛭淮山药组的大鼠血浆 PT、APTT、D-Dimer 明显减少（t分别=-11.84、-10.58、-10.37、-10.19、-16.45、-16.39，P均

＜0.05）；与模型组比较，低分子肝素组、水蛭淮山药组的大鼠栓塞血管组织 ET 明显降低、NO 明显增加（t分别=
-5.50、-5.89、5.61、5.73，P均＜0.05）；与模型组比较，低分子肝素组和水蛭淮山药组的血管 t-PA阳性细胞比率明显

升高（t分别=22.83、24.74，P均＜0.05），PAI-1、vWF阳性细胞比率明显降低（t分别=-12.50、-11.51、-57.63、-55.86，P
均＜0.05）。结论 水蛭联合淮山药可以显著降低VTE大鼠血浆PT、APTT及D-Dimer，显著下调栓塞血管段组织中

ET、PAI-1、vWF的表达量，显著上调NO及 t-PA的表达量，从而改善肺栓塞；其作用机制可能与改善内皮功能、提高

凝血与纤溶调节能力有关。

[关键词] 静脉血栓栓塞症； 深静脉血栓； 肺栓塞； 水蛭； 淮山药

Protective effect of leech combined with Huai Yam on venous thromboembolism in rats WANG Dafen, JIANG
Chufeng, ZHU Chen, et al. Department of Intensive Care Unit, The First Affiliated Hospital of Zhejiang Chinese Medi⁃
cine University, Hangzhou 310006, China.
[Abstract] Objective To investigate the protective effect of leech combined with Huai Yam on venous thromboembo⁃
lism by establishing venous thromboembolism rat model. Methods Forty male SD rats were randomly divided into blank
group, sham operation group, model group, low molecular weight heparin group and leech Huai yam group. After drug in⁃
tervention, blood and embolized vascular segments were collected. Plasma prothrombin time (PT) and activated partial
thrombin time (APTT) were measured by automatic coagulation apparatus. Plasma D-Dimer (D-dimer), vascular endothe⁃
lin (ET) and nitric oxide (NO) were detected by ELISA. Vascular tissue plasminogen activator (t-PA), plasminogen activa⁃
tor inhibitor-1 (PAI-1) and von Willebrand factor (vWF) were detected by immunohistochemistry. Results Compared
with model group, the PT, APTT and D-Dimer in low molecular weight heparin group and leech Huai Yam group were

significantly decreased (t=- 11.84，- 10.58，- 10.37,
- 10.19，- 16.45，- 16.39，P＜0.05). Compared with
model group, ET and NO in embolized vascular tis⁃
sue of rats in low molecular weight heparin group
and leech Huai Yam group were significantly de⁃
creased and significantly increased (t=-5.50，-5.89，

5.61，5.73，P＜0.05). Compared with model group,
the ratios of t-PA positive cells in low molecular
weight heparin group and leech Huai Yam group
were significantly increased (t=22.83，24.74，P＜

0.05), while the ratios of PAI-1 and vWF positive
cells were significantly decreased (t=-12.50，-11.51，
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-57.63，-55.86，P＜0.05). Conclusion Leech combined with Huai Yam can significantly reduce PT, APTT and D-Dimer
in plasma of VTE rats, significantly down-regulate the expression levels of ET, PAI-1 and vWF in embolized vascular seg⁃
ments, and significantly up-regulate the expression levels of NO and t-PA, so as to improve pulmonary embolism. It is sug⁃
gested that the mechanism may be related to the improvement of endothelial function and the ability of coagulation and fibri⁃
nolytic regulation.
[Key words] venous thromboembolism; deep vein thrombosis; pulmonary embolism; leech; Huai Yam

静 脉 血 栓 栓 塞 症（venous thromboembolism，

VTE）是一种由于静脉内血栓形成而引起静脉阻塞

性回流障碍及其一系列相关病理生理改变的潜在

致死性疾病，包括深静脉血栓栓塞症（deep venous
thrombosis，DVT） 和 肺 血 栓 栓 塞 症（pulmonary
thromboembolism，PTE）[1,2]。 近年来，全球每年有约

1 000 万VTE病例[3]。我国VTE发病率也呈上升的

趋势[4]。有研究显示，在血管疾病中VTE的发生率

仅次于急性冠脉综合征和脑卒中，40%～60%的住

院患者存在VTE风险。而DVT和PTE发生后，1 个

月内病死率分别达到 6% 和 10%[5]。VTE 严重危害

人们健康，因此，探索对VTE保护作用的药物意义

重大。本实验采用我院国家级名老中医经验方

——水蛭联合淮山药，通过复制VTE大鼠模型，探

讨该方对VTE的保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 选取湖北省实验动物研究中心

[（许可证号 SCXK（鄂）2015-0018）]提供的雄性健康

SD大鼠 40只，体重 200～250 g。饲养环境：22 ℃恒

温，空气湿度为50%，用标准的奶头喂养。所有的程

序都遵守了机构动物保健和使用委员会的指导

原则。

1.2 主要试剂和仪器 水蛭及淮山药（由杭州华东

中药饮片有限公司生产），低分子肝素钙针（由葛兰

素史克中国投资有限公司生产）。广谱二抗（由上

海长岛生物技术有限公司生产），酶标仪（由Thermo
Scientific生产），冷冻离心机（由上海卢湘仪离心机

仪器有限公司生产），全自动血凝分析仪（由日本希

森美康公司生产），Quantum FX µCT Instrument（由

Perkin Elmer生产）。

1.3 动物模型的建立 采用Reyers法[6]，用3%的戊

巴比妥钠按 50 mg/kg体重腹腔麻醉后，腹中部皮肤

去毛，消毒，打开后腹膜，游离左肾静脉与下腔静脉

汇合处，用 0号丝线于左肾静脉下方结扎下腔静脉

（活结），同样于髂总静脉上方置一结扎线（无需活

结），将外置肠管回纳腹腔，缝合腹壁和皮肤，给予

腹腔注射 0.9% 氯化钠注射液 2.0 ml，6 h 后抽出近

心端活结，解除左肾静脉汇入下腔静脉处结扎，成

功建立VTE大鼠模型。假手术组：不进行血管两处

结扎处理，其它处理与模型组操作相同。

1.4 动物分组与给药 40只 SD雄性大鼠按随机数

字表法分成空白组、假手术组、模型组、低分子肝素

组、水蛭淮山药组共5 组，每组8只。

水蛭淮山药组从造模前 4 天至造模后 2 天按

拟定剂量 3.35 g·kg-1 ·d-1 灌胃 [以人的每日剂量

（水蛭 3 g，淮山药 30 g）折算成大鼠的剂量，换算

公式：大鼠剂量（mg/kg）= 6.09×成人每日剂量

（mg）/成人体重（60 kg）]，每次 1.675 g /kg，每日

2 次。其余组在同一时间给予等量的生理盐水灌

胃。低分子肝素组于造模当天起皮下注射低分

子肝素钙注射液 0.01 ml/kg，每天 2 次。实验期间

每组大鼠自由活动和饮食、饮水。

1.5 观察指标 造模2 d后，随即处死动物，取血及

栓塞血管段进行检测。①采用全自动血凝仪检测

血浆凝血酶原时间（plasma prothrombin time，PT）、

活化部分凝血活酶时间（activation of partial throm⁃
boplastin time，APTT）。②采用酶联免疫吸附试验

法检测血浆D二聚体（D-Dimer）及栓塞血管内皮素

（endothelin，ET）、一氧化氮（nitric oxide，NO）。③采

用免疫组织化学检测栓塞血管组织纤溶酶原激活

物（tissue plasminogen activator，t-PA）、纤溶酶原激

活物抑制物-1（plasminogen activator inhibitor -1，
PAI-1）、血管性血友病因子（von Willebrand factor，
vWF）。
1.6 统计学方法 采用 IBM SPSS 22.0统计软件进

行数据分析。所有计量数据均以均数±标准差

（x±s）表示，多个样本比较采用单因素方差分析，两

两比较采用 LSD法或Tamhane，s T2法检验。设P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠血浆 PT、APTT、D-Dimer水平和血管

t-PA、PAI-1、VWF阳性细胞比率比较见表1
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表1 各组大鼠血浆的PT、APTT、D-Dimer水平和血管 t-PA、PAI-1、VWF阳性细胞比率比较

组别

空白组

假手术组

模型组

低分子肝素组

水蛭淮山药组

PT/s
9.33±0.77
9.60±0.49

18.58±0.62*△

13.29±0.65＃

13.85±1.53＃

APTT/s
12.59±0.88
12.51±0.89
24.90±1.73*△

17.69±1.63＃

17.81±1.56＃

D-Dimer/μg/L
827.76±176.67
993.83±131.80

2848.19±218.64*△

1480.62±141.28＃

1485.39±147.88＃

t-PA/%
25.88±1.87
26.38±2.08
37.27±1.39*
57.03±1.07＃

58.67±2.02＃

PAI-1/%
25.26±2.17
30.12±2.00
81.48±5.87*
48.59±4.57＃

47.22±6.03＃

vWF/%
24.75±1.90
28.28±2.50
93.57±1.90*
53.44±0.54＃

53.28±0.76＃

注：*：与空白组比较，P＜0.05；＃：与模型组比较，P＜0.05；△：与假手术组比较，P＜0.05。
由表 1 可见，五组 PT、APTT、D-Dimer 比较，差

异 均 有 统 计 学 意 义（F 分 别 =142.63、106.644、
182.52，P均＜0.05）。与空白组比较，假手术组大鼠

血浆 PT、APTT、D-Dimer 无明显改变（t分别=0.62、
0.11、2.00，P均＞0.05）。与空白组、假手术组比较，

模型组大鼠血浆 PT、APTT、D-Dimer 显著增加（t分

别=20.71、20.09、17.71、17.82、24.30、22.31，P均＜

0.05）。与模型组比较，低分子肝素组、水蛭淮山药

组的大鼠血浆PT、APTT、D-Dimer明显减少（t分别=
-11.84、-10.58；-10.37、-10.19；-16.45、-16.39，P均

＜0.05）。低分子肝素组、水蛭淮山药组血浆 PT、
APTT、D-Dimer 比较，差异无统计学意义（t分别=
-1.26、-0.18、-0.06，P均＞0.05）。

五组 t-PA、PAI-1、vWF阳性细胞比率比较，差

异 均 有 统 计 学 意 义（F 分 别 =684.67、193.96、
2118.08，P均＜0.05）。两两比较，模型组血管栓塞

严重，t-PA、PAI-1、vWF阳性细胞比率较空白组升

高（t分别=13.15、25.40、72.60，P均＜0.05）。与模型

组比较，低分子肝素组和水蛭淮山药组的血管 t-PA
阳性细胞比率明显升高（t分别=22.83、24.74，P均＜

0.05），PAI-1、vWF阳性细胞比率明显降低（t分别=
-12.50、-11.51；-57.63、-55.86，P均＜0.05）。
2.2 各组大鼠栓塞血管NO、ET水平见表2

表2 各组大鼠栓塞血管NO、ET表达

组别

空白组

假手术组

模型组

低分子肝素组

水蛭淮山药组

NO
10.22±0.20
10.48±0.43
7.79±0.53*△

8.83±0.13＃

8.85±0.41＃

ET
314.05±29.21
312.91±19.79
466.08±25.81*△

394.43± 9.32＃

389.44±37.44＃

注：*：与空白组比较，P＜0.05；＃：与模型组比较，P＜0.05；
△：与假手术组比较，P＜0.05。

由表 2 可见，五组 NO、ET 比较，差异均有统计

学意义（F分别=71.68、48.40，P均＜0.05）。
与空白组比较，假手术组大鼠栓塞血管组织

NO、ET 无明显改变（t 分别 =1.40、- 0.09，P 均＞

0.05）。与空白组、假手术组比较，模型组大鼠栓塞

血管组织ET明显增加，NO明显减少（t分别=11.66、
11.75；-13.12、-14.52，P均＜0.05）。与模型组比较，

低分子肝素组、水蛭淮山药组的大鼠栓塞血管组织

ET 明显降低、NO 明显增加（t分别=-5.50、-5.89；
5.61、5.73，P均＜0.05）。低分子肝素组、水蛭淮山

药组大鼠栓塞血管组织NO、ET比较，差异均无统计

学意义（t分别=-0.12、0.38，P均＞0.05）。
３ 讨论

VTE的形成与多方面因素有关，Virchow三角学

说是血栓形成的重要理论基础，该学说认为血栓形

成是血管内皮细胞损伤、血流动力学改变和血液黏

滞度增加相互作用的最终结果[7]。

内皮细胞能够合成和分泌多种血管活性物质，

影响凝血、纤溶功能，维持血管内皮促血栓形成和抗

血栓形成之间的平衡[8]。NO具有舒张血管、抗血小板

聚集、抗血栓形成、抑制平滑肌细胞过度增殖作用，若

NO释放减少，则促进血栓形成；ET引起血管收缩，激

活巨噬细胞，促进平滑肌细胞增殖和迁移。若NO、ET
失衡，血栓聚集。t-PA、PAI-1是纤溶系统的两个重

要组成部分，t-PA是纤溶系统主要启动物质，能特异

性结合纤维蛋白原，促进血栓溶解；PAI-1可抑制纤

溶酶原激活物活性[9]。病理状态下，两者平衡状态将

被打破，内皮细胞表达PAI-1增加，致血小板聚集，血

流速度下降，从而促进静脉血栓形成与发展[10]。vWF
是一种大分子多聚糖蛋白，储存于Weibel-Palade小
体内。它参与激活血小板及凝血过程，被认为是反映

血管内皮损伤的特异性标志物。血管内皮损伤后，内

皮下胶原纤维与 vWF结合，进而诱导血小板聚集和

黏附，启动病理性静脉血栓[11]。本次研究结果显示，

模型组大鼠肺栓塞、血管栓塞严重，血浆 PT、APTT、
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D-Dimer显著增加，栓塞血管组织NO显著减少、ET
显著增加以及 t-PA、PAI-1、vWF阳性细胞比率升高。

进一步验证了以往的有关研究。

VTE 在中医归属于“血瘀”“股胀”“股肿”等范

畴，瘀血阻滞是该病的主要病机，治疗以活血祛瘀

为主。水蛭，俗称蚂蝗，属环节动物蛭纲颚蛭目，光

滑，咸，苦，微毒。有破血，活血化瘀，疏通效果。主

治癞瘕积聚、血瘀经闭、跌打损伤、胸痹心痛、癫痫

等症。现代药理研究表明，水蛭具有抗凝、促纤溶、

抑制血栓形成、抗血小板聚集、降低血液黏度、促进

血液循环和降血脂、抗炎、脑保护作用、抗细胞凋

亡、抗肿瘤、抗纤维化等作用[12～15]。山药又称薯蓣、

淮山等，药用来源为薯蓣科植物山药干燥根茎。其

味甘、平，归脾、肺、肾经，具有健脾、补肺、固肾、益

精的功效。本次研究以水蛭及淮山药联用，山药能

养正补气，用以成水蛭啮血逐瘀之功，使补而不滞，

攻而无伤，攻补兼施法。本次研究显示，水蛭淮山

药组大鼠肺栓塞较模型组减轻，血管栓塞也明显好

转，提示水蛭联合淮山药对治疗VTE有效。同时，

水蛭联合淮山药显著降低VTE大鼠血浆 PT、APTT
及D-Dimer，显著下调栓塞血管段组织中ET、PAI-1、
vWF的表达量，显著上调NO及 t-PA的表达量，提示

其作用机制可能与改善内皮功能、提高凝血与纤溶

调节能力有关。

综上所述，水蛭联合淮山药对VTE大鼠具有一

定的保护作用，值得临床进一步借鉴、应用。但是

否存在其他更深层次的作用机制，还有待于进一步

研究。
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