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铅污染对水蛭的体外抗凝血活性的影响
杨超杰 孟杰亲 陈秀芬 杨瑶珺

（北京中医药大学中药学院，北京 102488）

【摘要】目的 探讨重金属铅污染对水蛭抗凝血活性的影响。方法 选取市场上主流的水蛭品种—蚂蟥Whitmania pigra

Whitman，将蚂蟥种苗随机分为正常对照组、铅低残留组、铅中残留组、铅高残留组各 70条，分别养殖在含有原始土壤、

低剂量硝酸铅土壤、中剂量硝酸铅土壤、高剂量硝酸铅土壤的水族箱中。50 d后获得不同程度铅污染的水蛭样品，分别采

用凝血酶滴定法和凝血酶时间（TT）法评价其抗凝血活性。结果 凝血酶滴定法测定结果显示，与生理盐水相比，各组水

蛭样品均显示出抗凝血活性，且效价均高于药典对水蛭药材的规定（3 U/g）；与正常对照组相比，铅高残留组水蛭的U值

较低（P<0. 01）。TT法结果显示，与生理盐水相比，各组水蛭样品均能延长TT；其中铅高残留组水蛭的TT较正常对照组水

蛭的短（P<0. 01）。结论 铅污染可降低水蛭的抗凝血活性。
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水 蛭 为 水 蛭 科 动 物 蚂 蟥 （Whitmania pigra

Whitman）、水蛭（Hirudo nipponica Whitman）或柳

叶蚂蟥（Whitmania acranulata Whitman）的干燥全

体［1］，为传统的活血化瘀药之一，广泛应用于血

液疾病及糖尿病性神经病变的治疗中［2-3］。现代研

究［4-5］表明，水蛭具有抗凝血、抗血栓形成、抗动

脉粥样硬化和抗血小板聚集等多种药理作用，其

有效成分主要是以水蛭素为代表的多肽和蛋白质

等大分子以及糖脂、蝶啶类等小分子，而内源性

物质的含量可能受水蛭栖息环境的影响。目前水

蛭药材的来源以养殖为主，其中 90%以上的水蛭

养殖品种为蚂蟥［6］。郭巧生等［7］发现，蚂蟥体内

的重金属残留量高于其栖息环境，对铅的明显富

集可能是导致部分水蛭药材重金属铅含量超标的

重要原因。本课题组前期通过模拟蚂蟥的养殖环

境，获得不同程度铅污染的水蛭药材，测定其活

化部分凝血酶时间（APTT）和凝血酶原时间（T），

研究结果表明铅污染能够降低水蛭的抗凝血活

性［8］，但未采用其他凝血酶活性测定方法加以佐

证。本实验采用凝血酶滴定法测定不同铅残留量

水蛭样品的抗凝血酶活性效价（U），并借助全自

动凝血仪测定其凝血酶时间（TT），结合前期实验

结果，全面评价铅污染对水蛭抗凝血活性的影响，

为保障水蛭药材的品质与临床用药安全提供理论

依据。

1 实验材料

1. 1 实验动物

药用动物水蛭（初始质量约 10 g）购自黑龙江

友搏药业有限责任公司山东微山湖蚂蟥养殖基地，

经北京中医药大学鉴定系主任杨瑶珺教授鉴定，

均为水蛭科动物蚂蟥（Whitmania pigra Whitman）。

1. 2 实验试剂

盐酸（北京化工厂，批号 20170826）；TT试剂

盒 ［希森美康医用电子 （上海） 有限公司，批号

48066］；兔血浆 （批号 J13D9577418）、三羟基甲

基氨基甲烷（批号Y02M9K54873）、生理盐水（批

号 L07S9G69791） 等均购自源叶生物科技有限公

司；牛血纤维蛋白原（批号NOP-XAWF）、凝血酶

（批号 3Y3D-6JC4） 等购自中国食品药品检定研

究所。

1. 3 实验仪器

电脑智能温控器 （乐清朗本电器有限公司，

LB-SM6）；电热鼓风干燥箱（上海一恒科学仪器有

限公司，DHG-9070A）；手提式高速中药粉碎机
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（温岭市大德中药机械有限公司，DFT-100）；电热

恒温水浴锅 （上海博讯医疗生物仪器股份有限公

司 ， HH. S21-6） ； pH 计 （FiveEasy Plus，
METTLER）；高速冷冻离心机 （SIGMA，3K15）；

全自动凝血测定仪 （日本希森美康公司，Sysmex
CA-500 series）。

2 实验方法

2. 1 蚂蟥分组、养殖及样品制备

以原始土壤为对照，分别将低 （50 mg/kg）、

中（250 mg/kg）、高（500 mg/kg）剂量的硝酸铅水

溶液拌入原始土壤中，在玻璃水族箱（30 cm×35 cm×
60 cm）内铺成厚约 2 cm的底泥，加曝气 24 h的自

来水，用于蚂蟥养殖。将蚂蟥种苗随机分为正常

对照组、铅低残留组、铅中残留组、铅高残留组

各 70条，分别养殖在含有原始土壤，低、中、高

剂量硝酸铅土壤的水族箱中。每日监测水温、定

时换水、投喂田螺、充氧 2 h。养殖 50 d后，捞出

蚂蟥，用沸水烫死，于 55 ℃电热鼓风干燥箱中烘

干，即得水蛭样品［9］。经电感耦合等离子体质谱

仪 （inductively coupled plasma mass spectrometry，
ICP-MS）测定［8］，正常对照组铅含量（2. 05±0. 84）
mg/kg， 铅 低 、 中 、 高 残 留 组 铅 含 量 分 别 为

（3. 185±1. 63）、（6. 46±3. 25）、（10. 66±2. 79）mg/kg。
将所有水蛭样品剪成小段、打粉，过 3号筛，

备用。

2. 2 凝血酶滴定法

参照 2015年版《中国药典》水蛭药材的抗凝

血活性测定方法。取水蛭粉末约 1 g，精密称定，

加入生理盐水 5 mL，充分搅拌，浸提 30 min，并

时时振摇。混合液以 700 g离心 10 min，取上清液，

即得供试品溶液，质量浓度为 0. 2 g/mL。精密移取

供试品溶液 100 μL于 2 mL离心管中，加入含

0. 5%（牛）纤维蛋白原的三羟甲基氨基甲烷盐酸

缓 冲 溶 液 200 μL， 摇 匀 ， 置 水 浴 锅 中 （37±
0. 5）℃温浸 5 min，滴加 10 U/mL的凝血酶溶液，

每 4 min滴加 1次，每次 2 μL，边滴加边轻轻摇匀

至凝固，记录消耗凝血酶溶液的体积。重复测定

3次，取均值后按下式计算抗凝血酶活性效价。以

等量生理盐水为空白对照。U=C1V1/C2V2，U为每

1 g水蛭药材含凝血酶活性单位（U/g）；C1为凝血

酶 溶 液 浓 度 （U/mL）； C2 为 供 试 品 溶 液 浓 度

（g/mL）；V1为消耗凝血酶溶液体积 （μL）；V2为
供试品溶液加入量（μL）。

2. 3 凝血酶时间法 （TT法）

取水蛭粉末约 1 g，精密称定，加入生理盐水

5 mL，浸提 30 min，并时时振摇。混合液以 900 g
离心 20 min，取上清液，即得供试品溶液，质量浓

度为 0. 2 g/mL。取血凝仪样品杯，每孔加入兔血浆

和供试品溶液各 50 μL，混匀，37 ℃孵育 60 s，加

入 TT试剂 100 μL，检测并记录凝固时间，重复测

定3次。以等量生理盐水为空白对照。

2. 4 统计学方法

采 用 Microsoft Excel 2016 和 GraphPad Prism
7. 00进行数据分析，数据以均数±标准差 （x̄ ± s）
表示，多组比较采用方差分析，进一步两两比较

采用 Turkey检验；相关性分析采用 Pearson相关分

析。P<0. 05为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 抗凝血酶活性效价测定结果

正常对照组、铅低残留组、铅中残留组、铅

高残留组水蛭的抗凝血酶活性效价均高于药典对

水蛭药材的规定（3 U/g），且随着样品中铅残留量

的增加，抗凝血酶活性效价呈降低趋势。与正常

对照组相比，铅高残留组的 U值低 （P<0. 01）。

见表1。

3. 2 TT测定结果

与空白对照组相比，其他各组水蛭的TT延长，

且随着样品中铅残留量的增加，TT呈缩短趋势。

与正常对照组比较，铅高残留组 TT缩短 （P<
0. 01）。见表2。

表1 各组抗凝血酶活性效价测定结果比较（U/g，n=3，x̄ ± s）
组别

空白对照组

正常对照组

铅低残留组

铅中残留组

铅高残留组

效价测定值

2
5
6
5
4

2
5
6
5
4

2
6
5
5
4

效价均值

2. 00±0
5. 33±0. 47△△
5. 66±0. 47△△
5. 00±0. 00△△
4. 00±0. 00△△*

与空白对照组比较，△△P<0.01；与正常对照组比较，*P<0.05

表2 各组凝血酶时间测定结果比较（s，n=3，x̄ ± s）
组别

空白对照组

正常对照组

铅低残留组

铅中残留组

铅高残留组

TT测定值

11. 4
25. 8
25. 6
25. 1
23. 7

11. 9
25. 7
25. 1
24. 1
23. 4

12. 1
25. 5
24. 1
25. 4
24. 0

TT均值

11. 80±0. 36
25. 67±0. 15△△
24. 97±0. 71△△
24. 87±0. 68△△
23. 70±0. 30△△*

与空白对照组比较，△△P<0.01；与正常对照组比较，*P<0.05
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3. 3 TT与铅残留量的相关性

TT与水蛭样品的铅残留量呈负相关（相关系

数 =-0. 905 1，P<0. 05）。线性回归的决定系数

（R2） =0. 905 1，表明水蛭样品的铅残留量可以解

释TT变异性的90. 51%。

4 讨论

目前，用于测定水蛭体外抗凝血活性的反应

体系除《中国药典》规定的滴定法外，还有借助

全自动凝血仪测定的TT法、纤维蛋白原-凝血酶时

间（Fib-TT）法、APTT法、PT法等［10-12］。不同中

药的抗凝机制有别，适用于不同反应原理的测定

方法，因此越来越多的相关研究采取联合检测方

法［13-14］，能够提高试验结果的准确性和可靠性。本

课题组前期研究分别采用APTT法和PT法测定水蛭

的抗凝血活性［8］。前者是测定内源性凝血系统较

为敏感和常用的筛选试验，反应体系中涉及内源

性凝血因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ等；后者则常用于外源

性凝血系统，见于凝血因子Ⅶ、Ⅲ等参与凝血过

程［15-16］。本研究中的 TT法针对凝血共同途径，可

用于评估干扰因素对抗凝结果的影响［9］。Fib-TT法
和滴定法原理相同，反映纤维蛋白原在凝血酶的

作用下转化为纤维蛋白这一过程，测定结果中 1个
抗凝血酶活力单位 （ATU） 相当于中和 1个单位

（NIH） 凝血酶的水蛭素量［17］，该方法更加稳定、

确切，具有简便、直接的特点［11］。

前期 PT法试验中，与生理盐水相比，水蛭未

显示出抗凝血活性，因此无法评价铅污染对水蛭

抗凝血活性的影响；APTT试验与本研究中 TT法、

滴定法试验结果一致：与生理盐水相比，各组水

蛭均显示出抗凝血活性；与正常对照组水蛭相比，

仅铅高残留组水蛭的抗凝血活性显著降低。根据

铅残留量与 TT的相关性分析结果可知，水蛭的抗

凝血活性随铅残留量的增加而降低，提示铅残留

量与水蛭抗凝血活性的降低程度存在一定量效关

系，但只有当铅含量达到一定水平时才会造成明

显影响。

水蛭药材的铅残留现象与其栖息环境遭受污

染相关［18］。无论是在天然生态系统，还是在模拟

养殖环境中，铅均可以持久性存在于水体中。且

蚂蟥的天然饵料螺蛳对重金属有较高的富集作用，

因此铅可能通过食物链螺蛳从土壤、水体转移到

水蛭体内，并随时间的推移而富集［19-20］。本研究土

壤造模的铅添加量参照我国无公害水产品产地环

境要求（GB18407. 4-2001，以下简称国标），即用

于水产养殖的底质中铅的最高限量为Pb≤50 mg/kg。
铅低残留组土壤的铅添加量为该上限，铅中残留

组为5倍上限，铅高残留组为10倍上限。经 ICP-MS
法测定，铅高残留组的铅残留量（10. 66 mg/kg）与

2020年版《中国药典》规定的水蛭药材的重金属

铅限量（10 mg/kg）接近，因此推测铅超标可能是

水蛭临床疗效不佳的原因之一，反之，重金属铅

含量达标的水蛭其养殖环境中铅含量也可能远远

超出了国标上限，提示水蛭养殖环境的管理需引

起重视。

铅是危害水生动物的常见重金属元素之一［18］。

持续暴露于含铅环境的水生动物，会产生不同程

度的细胞形态改变、脏器损伤等病理变化，其合

成代谢活动、免疫功能等也会受到干扰［21-22］。一些

针对铅暴露鱼、虾等水生动物的组学研究［23-25］表

明，铅能够影响其糖代谢、蛋白质代谢等能量代

谢过程，氧化应激反应等。而水蛭的活性物质基

础以多肽、小分子蛋白为主，铅污染水蛭抗凝血

活性下降的机制是否与能量代谢等生物过程受到

干扰有关，有待借助组织病理学、多组学技术等

作进一步探究。

综上所述，水蛭药材的铅含量控制不仅是临

床用药安全的保障，也是保证药材疗效的措施之

一。因此，国家有关部门应对水蛭养殖环境的重

金属限量予以重视，确保养殖环境免遭工业重金

属的污染，并制定相关标准，指导企业规范养殖，

这对于保障水蛭药材的安全有效具有十分重要的

意义。
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《北京中医药》杂志对论文中使用
法定计量单位的要求

计量单位名称与符号一律实行国务院颁布的《中华人民共和国法定计量单位》，并用单位符号表示。使用时可参阅

2001年中华医学会杂志社主编的《法定计量单位在医学上的应用》（第 3版，人民军医出版社出版）。根据有关规定，血压计

量单位恢复使用毫米汞柱（mm Hg）,但在文中首次出现时应注明mmHg与千帕斯卡（kPa）的换算系数（1 mmHg=0.133 kPa）。

（本刊编辑部）
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