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摘= =要：目的= =确定蚂蟥的最佳酶解工艺。方法= =选取活化部分凝血活酶时间（Amqq）、凝血酶原时间（mq）、凝血酶时间

（qq）P 种抗凝活性指标，以外翻肠囊实验筛选蚂蟥酶解物在肠吸收前后最佳活性测定指标。采用胃蛋白酶、胰蛋白酶、复

合酶（先胃蛋白酶后胰蛋白酶）对蚂蟥进行酶解，以筛选得到的最佳活性指标考察酶的种类、酶底比、酶解时间以及酶解温

度对蚂蟥酶解工艺的影响。结果= = qq 是测定蚂蟥酶解物抗凝活性的最佳指标，采用胰蛋白酶对蚂蟥酶解可获得高活性的酶

解产物，最佳的酶解条件为温度 TP=℃，酶底比 NMB，酶解时间 U=h。结论= = qq作为抗凝指标进行酶解工艺考察，可反映整

个凝血过程，结果更可靠，且该法操作简便，灵敏度高。所优选的酶解工艺简单可行，可为蚂蟥合理提取提供依据。=
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水蛭是一味传统中药，《中国药典》OMNM 年版

收载了 P种水蛭：水蛭科动物蚂蟥（即宽体金线蛭

thitmania=pigra=tháíman）、水蛭 eirudo=nipponica=
tháíman 和 柳 叶 蚂 蟥 thitmanaia= acranulata=
tháímanxNz，其中蚂蟥是我国市场上使用最多的品

种，具有抗凝、抗血栓等作用xOz。目前文献报道的

水蛭抗凝成分主要是凝血酶抑制剂，如水蛭素、菲

牛蛭素、森林山蛭素以及其他成分，如溶纤素、待

可森等xPJRz。对于水蛭有效成分的提取方法有水提

法、有机溶剂提取法、酶提取法和湿法超微粉碎法xSz。

由于其活性成分为蛋白类，口服后会被胃肠道消化

酶酶解，因此对其进行酶解法提取可能是更合理的

提取方法。目前，关于采用酶解法对水蛭进行提取

的研究已有少量报道，但在提取工艺优化过程中选=
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择的活性测定指标比较混乱，并且这些指标均是体

外指标，是否适合体内过程并未报道xTJUz。因此本实

验首先对蚂蟥酶解物进行外翻肠囊法xVz实验，对肠

吸收前后的样品分别进行活化部分凝血活酶时间

（Amqq）、凝血酶原时间（mq）、凝血酶时间（qq）
测定，确定蚂蟥酶解物在肠吸收前后各活性指标的

区别，选出最佳的活性指标，然后在该指标指导下，

采用胃蛋白酶、胰蛋白酶、复合酶（先胃蛋白酶酶

解，后胰蛋白酶酶解）对蚂蟥酶解工艺考察，为蚂

蟥的提取方法提供依据。=
N= =仪器与材料=

id—mA_bo 型血小板聚集凝血因子分析仪，

北京世帝科学仪器公司；赛多利斯 m_—NM=ée计，

深圳市凯铭杰仪器公司；R= mi离心机，白洋离心

机厂。=
蚂蟥，市售，经北京中医药大学中药学院鉴定

系杨瑶珺教授鉴定为蚂蟥thitmania=pigra=tháíman
的干燥全体；胃蛋白酶 N∶NM=MMM，págma=mTMMM，
北京环亚泰克生物医学技术有限公司；胰蛋白酶

N∶ORM，AmrescoMQRU，北京拜尔迪生物技术有限

公司；Amqq、mq、qq试剂盒，上海太阳生物技术

有限公司；盐酸、氢氧化钠、氯化钠、磷酸二氢钾

等均为分析纯试剂。=
pa大鼠（雄性），体质量为 NUM～OOM=g，清洁

级，动物许可证号为 pCuh（京）OMNOMMMN；健康

日本大耳白兔（雄性），体质量约 O=kg，符合国家健

康一级动物标准，动物许可证号为 pCuh（京）

OMNMMMMN。=
O= =方法与结果=
OKN= =溶液制备=

MKN= moäLi盐酸溶液：取盐酸 V= mi，加蒸馏水

稀释成 N=MMM=mi，即得；ée=SKU磷酸盐溶液：取 MKO=
moäLi磷酸二氢钾溶液 ORM= mi，加 MKO= moäLi氢氧

化钠溶液 NNU=mi，用水稀释至 N=MMM=mi，摇匀，即

得xNMz。台氏液：kaCä=UKM=g、hCä=MKO=g、kaeClP=NKM=
g、kaeOmlQ=MKMR=g、jgCäO=MKN=g、CaCäO=MKO=g、葡

萄糖 NKM=g，纯水定容至 N=MMM=mi。=
OKO= =抗凝活性指标的筛选=
OKOKN= =酶解物样品制备= =称取适量蚂蟥，按料液比

N∶NM（g∶mi）加入 ée=SKU磷酸盐溶液，加入 TKRB
胰蛋白酶，于 SP=℃条件下，酶解 S=h。酶解液 UR=℃
加热 NR=mán灭活后以 Q=MMM= rLmán离心 NR=mán，收

集上清液，调至 ée为 TKM，冷冻干燥。取适量蚂蟥

胰蛋白酶酶解物，台氏液配制成质量浓度为 RM=
mgLmi的溶液，备用。=
OKOKO= =外翻肠囊法实验模型= =参照文献方法xNNz，实

验前大鼠禁食 NO=h，自由饮水，áé=ORB乌拉坦，沿

腹中线剖开腹部，迅速取出大鼠小肠，放入冷台氏

液中冲洗，至无内容物流出，截取长度为 U=cm的回

肠 O段，小心剥离肠段表面的肠系膜和脂肪，用细

玻璃棒将肠管翻转使黏膜面朝外，翻转后结扎一端，

将小肠另一端固定于自制取样口，向肠内注入 N=mi
空白台氏液，作为受药体系，然后将肠段垂直放入

含有RM=mgLmi蚂蟥胰蛋白酶酶解物溶液（按“OKNKN”
项下配制）或台氏液（作为空白对照）的试管中。

整个装置放入 PT=℃恒温水浴中进行实验，并通入

空气以保持离体肠囊的活性。于 O= h后取肠囊内溶

液，NR=MMM=rLmán下离心 NM=mán，取上清液作为样品

溶液或者空白肠液，备用。=
OKOKP= =血浆制备= =将健康兔耳缘 áv乌拉坦麻醉后，

颈动脉取血，PKUB枸橼酸钠抗凝（N∶V），混匀后

以 Q=MMM=rLmán，离心 NR=mán，取上清液，分离出贫

血小板血浆（mmm）。=
OKOK4= = qq测定= =取 mmm=RM=μi于测试杯中，加入样

品溶液 RM=μi，预温 R=mán后加入 qq试剂，用血小

板聚集凝血因子分析仪测定凝固时间。以台氏液或

空白肠液为阴性对照。=
OKOKR= = Amqq测定= =取 mmm= RM= μi于测试杯中，加

入样品溶液 RM= μi，加入 PT=℃预温 Amqq试剂 RM=
μi，PT=℃孵育 R=mán，加入 PT=℃预温的 MKMOR=moäLi=
CaCäO溶液 RM=μi，记录凝固时间。以台氏液或空白

肠液为阴性对照。=
OKOKS= = mq 测定= =取 mmm= RM= μi，加入样品溶液 RM=
μi，PT=℃预温 R=mán，加入 PT=℃预温 mq试剂 MKN=
mi，记录凝固时间。以台氏液或空白肠液为阴性

对照。=
分别测定蚂蟥胰蛋白酶酶解物及酶解物肠吸收

液的 Amqq、mq、qq，确定最佳的抗凝活性指标。

结果见表 N。由表 N 可看出酶解物在肠吸收前后和

空白组对比均可延长 Amqq、mq、qq=P种指标。在

肠吸收前 P 种指标的空白延长率分别为 RPKTPB、

OPKVQB和 NVVKTOB。而经过肠吸收后 P种指标的空

白延长率分别为 NRKOTB、MKSQB和 RUKUPB。无论是

从肠吸收前的样品还是经过肠吸收的样品均可以看

出，qq的延长最为显著，Amqq稍有延长，但没有

qq显著，而 mq延长效果最弱。=
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表 N= =蚂蟥胰蛋白酶酶解物及其肠吸收液抗凝活性测定结果= En＝PF=
qable=N= = Anticoagulant=activity=of=enzymatic=products=by=trypsin=and=intestinal=absorption=liquids=of=tK pigra=En＝PF=

反应液= Amqq=L=s= mq=L=s= qq=L=s= 反应液= Amqq=L=s= mq=L=s= qq=L=s=

蚂蟥胰蛋白酶酶解=

物（RM=mg·mi−N）=

ROKNP±NKNM NQKQT±MKNO QOKVT±OKPM 蚂蟥胰蛋白酶酶=

解物肠吸收液=

PTKUM±MKVR NNKQP±MKMS OOKPP±MKNO 

台氏液= PPKVT±OKMM NNKTS±NKOT NQKPP±MKNO 空白肠液= POKUM±NKNM NNKPS±MKPR NQKMT±MKON 

空白延长率= L=B= RPKTP= OPKVQ= NVVKTO= 空白延长率= L=B= NRKOT= MKSQ= RUKUP=

=
因此选择 qq 为蚂蟥酶解物抗凝活性指标，进行下

一步酶解工艺的优化。=
OKP= =胃蛋白酶酶解工艺研究=

称取蚂蟥粗粉 OKMM=g，置于 RM=mi离心管中，

加入 OM=mi=MKN=moäLi盐酸溶液，密闭，置于不同温

度的水浴中，分别加入一定量胃蛋白酶酶解一定时

间。将酶解液置 UR=℃水浴中灭活 NR= mán，冷却至

室温后，以 Q=MMM=rLmán离心 NR=mán，取上清液，调

ée至 TKM，测定 qq。=
OKPKN= =酶解温度对蚂蟥胃蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶底比（g∶g）NKORB，酶解时间 Q=h条件下，考

察了酶解温度分别为 PT、QR、RP、SN=℃对蚂蟥酶

解物活性的影响，qq 测定结果分别为（ONKNP± 

MKPU）、（OMKPT±MKPR）、（NVKPM±MKVO）、（NUKQT±MKST）
s（n＝P）。发现不同温度下的蚂蟥酶解物 qq 有所

不同，随温度升高，酶解物的 qq 逐渐缩短，可能

是温度升高影响了酶的活性。因此确定最佳酶解温

度为 PT=℃。=
OKPKO= =酶底比对蚂蟥胃蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶解温度 PT=℃，酶解时间 Q=h条件下，考察了酶

底比分别为 NKORB、OKRB、RB、TKRB、NMB时，蚂

蟥酶解产物的 qq 值，结果分别为（NSKRP±MKNO）、
（NSKRM±MKNM）、（NRKRT±MKMS）、（NRKSP±MKMS）、
（NRKNM±MKOM）s（n＝P）。可看出随胃蛋白酶酶底比

增大，蚂蟥酶解物 qq呈下降趋势，因此选择 NKORB
为最佳酶底比。=
OKPKP= =酶解时间对蚂蟥胃蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶解温度 PT=℃，酶底比 NKORB条件下，考察酶

解时间分别为 MKR、O、Q、S、U=h对蚂蟥酶解物 qq
值 的 影 响 ， 结 果 分 别 为 （ NSKSP±MKOR ）、

（NTKQP±MKPN）、（NUKSP±MKON）、（NTKUR±MKNT）、
（NTKSM±MKQS）s（n＝P）。可看出随酶解时间的延长，

蚂蟥酶解产物的 qq随之增长，Q= h后，qq出现下

降。因此酶解时间为 Q=h较合适。=
由上述结果可得蚂蟥胃蛋白酶的最佳工艺条件

为酶底比 NKORB，酶解温度 PT=℃，酶解时间 Q=h。=
OK4= =胰蛋白酶酶解工艺研究=

称取蚂蟥粗粉 OKMM=g，置于 RM=mi离心管中，

加入 OM=mi=ée=SKU磷酸盐溶液，密闭，置于不同温

度的水浴中，分别加入一定量胰蛋白酶酶解一定时

间，将酶解液置 UR=℃水浴灭活 NR= mán，冷却至室

温后，以 Q=MMM=rLmán离心 NR=mán，取上清液，调至

ée为 TKM，即得。=
OK4KN= =酶解温度对蚂蟥胰蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶底比 TKRB，酶解时间 S=h条件下，考察 PT、RP、
SP、TP=℃不同酶解温度对蚂蟥胰蛋白酶酶解物 qq
的影响，结果分别为（OUKVM±NKMN）、（PPKRM±OKTN）、
（RQKOM±NKRT）、（RMKQM±RKQS）s（n＝P）。可看出在

SP=℃以下时，温度对 qq影响较大；超过 SP=℃时，

qq稍稍下降，故最适温度为 SP=℃。=
OK4KO= =酶底比对蚂蟥胰蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶解温度 SP=℃，酶解时间 U=h条件下，考察酶底

比分别为 NKORB、OKRB、RB、TKRB、NMB时，对蚂

蟥胰蛋白酶酶解物 qq 的影响，结果分别为

（ORKVT±MKPU）、（PMKPP±MKSU）、（QMKUM±NKQQ）、
（QPKUT±NKMT）、（RMKVM±OKNT）s（n＝P）。可看出随

胰蛋白酶酶底比增大，蚂蟥酶解物的 qq逐渐延长，

为节约实验成本，因此确定最佳酶底比为 TKRB。=
OK4KP= =酶解时间对蚂蟥胰蛋白酶酶解物活性的影响= =
在酶解温度 SP=℃，酶底比 TKRB条件下，考察酶解

时间为 MKR、O、Q、S、U=h时，对蚂蟥胰蛋白酶酶解

物 qq 的影响，结果分别为（ OVKQP±OKST）、
（POKNP±NKVS）、（QOKVP±NKTO）、（RMKSM±MKOS）、
（QRKMP±PKOP）s（n＝P）。可看出随胰蛋白酶酶解时

间变化，qq呈上升趋势，S= h后 qq缓慢降低。因

此选取 S=h为最佳酶解时间。=
由上述结果可得蚂蟥胰蛋白酶解条件为酶底比

TKRB，酶解温度 SP=℃，酶解时间 S=h。=
OKR= =复合酶酶解工艺研究=

参照文献报道xUINOz，称取蚂蟥粗粉 OKMM=g，置于
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离心管中，在最佳的胃蛋白酶酶解条件下反应后，

再将反应液 ée调至 SKU，在 SP=℃的恒温水浴中恒

温 PM= mán后加入酶底比为 TKRB的胰蛋白酶分别酶

解 MKR、O、Q、S、U=h，将酶解液置于 UR=℃的水浴

中灭活 NR=mán，冷至室温，以 Q= MMM= rLmán离心 NR=
mán，取上清液，调至 ée为 TKM，测定其 qq值。不

同酶解时间对产物活性的影响结果分别为

（PQKOM±OKTV）、（PVKQP±NKNS）、（QMKSP±PKRU）、
（QRKSM±OKRR）、（QOKPT±NKTU）s（n＝P）。可以看出

随酶解时间延长，蚂蟥酶解物的 qq随之延长，S=h
后 qq稍稍下降。因此酶解时间为 S=h较合适。=

由以上酶解实验结果可以看出，采用胰蛋白酶

酶解和复合酶解法产物活性较胃蛋白酶酶解活性

高，胰蛋白酶酶解和复合酶解法产物活性基本一致，

但前者工艺更简单，确定胰蛋白酶酶解物效果最佳，

因此拟对胰蛋白酶解工艺进行优化。=
OKS= =胰蛋白酶酶解工艺优化=

实验中以酶解温度（A）、酶解时间（_）和酶

底比（C）为考察因素，选择不同水平，以 qq为指

标，按正交设计 iVEPQF=表安排试验，取蚂蟥胰蛋白

酶解后的溶液进行测定试验。试验设计及结果见表

O，方差分析见表 P。=
由方差分析结果可得出以 qq 为考察指标时，

A、_、C=P因素均有显著性差异，其影响大小依次

为 A＞_＞C。同时结合极差分析结果，确定蚂蟥用

胰蛋白酶酶解的最佳工艺条件为 AP_PCP，即温度

TP=℃、酶底比 NMB、酶解 U=h。=
=

表 O= = iVEP4F=正交试验设计与结果=
qable=O= =aesign=and=results=of=iVEP4F=orthogonal=test=

编号= A=L=℃= _=L=h= C=L=B= a=E空白F= qq=L=s=

N= RP=ENF= Q=ENF= RKM=ENF= ENF= PMKP=
O= RP=ENF= S=EOF= TKR=EOF= EOF= PPKS=

P= RP=ENF= U=EPF= NMKM=EPF= EPF= PRKU=

Q= SP=EOF= Q=ENF= TKR=EOF= EPF= PVKT=

R= SP=EOF= S=EOF= NMKM=EPF= ENF= QPKU=

S= SP=EOF= U=EPF= RKM=ENF= EOF= QOKT=

T= TP=EPF= Q=ENF= NMKM=EPF= EOF= RNKR=

U= TP=EPF= S=EOF= RKM=ENF= EPF= ROKU=

V= TP=EPF= U=EPF= TKR=EOF= ENF= ROKV=

hN= = VVKT= NONKR= NORKU NOTKM= =

hO= NOSKO= NPMKO= NOSKO= NOTKU= =

hP= NRTKO= NPNKQ= NPNKN= NOUKP= =

o = RTKR= = = VKV= = = RKP= = = NKP= =

表 P= =方差分析=
qable=P= =Analysis=of=variance=

方差来源= 离差平方和= 自由度= c值= 显著性=

A= RROKNST= O= N=VOPKVOT= m＜MKMMN=

_= = NVKQSM= O= STKUMR= m＜MKMR=

C= = = RKUMT= O= OMKOPP= m＜MKMR=

a=E误差F= = = MKOUT= O= = =

cMKMREOI=OF＝NVKMM= = cMKMNEOI=OF＝VVKMM= = cMKMMNEOI=OF＝VVVKMM==
按照上述优化所得蚂蟥最佳酶解工艺条件平行

制备蚂蟥酶解物 Q批，其 qq值分别为 TNKN、SRKV、
SUKS、STKV= s。qq 结果表明在此优化的酶解工艺条

件下，蚂蟥酶解物抗凝效果显著。优选的工艺简单

可行，重复性较好。=
P= =讨论=
PKN= =活性测定指标的选择=

在进行水蛭酶解工艺考察时，活性测定方法的

选择至关重要。目前文献报道的关于水蛭活性测定

方法多采用《中国药典》OMNM年版中记载的凝血酶

滴定法，该法只反映纤维蛋白原向纤维蛋白的转化

环节，且此种方法灵敏度较低，易受多种因素的影

响，如凝血酶活性受 ée影响，ée= PKM以下，凝血

酶失活，此外由于酸性太强，纤维蛋白原析出沉淀，

再加入凝血酶也不凝固。部分文献采用凝血酶滴定

法为指标考察胃蛋白酶提取工艺时，活性在酸性环

境中测定，结果可信度不高xNPz。李濯冰等xUz采用

Amqq 测定抗凝活性，结果表明胃蛋白酶水解得到

的产物活性更高。但凝血过程有多种途径，Amqq
仅反映内源性凝血途径。因此本实验选择可反映内

源性、外源性和共同凝血途径的 P种指标：Amqq、
mq和 qq，通过外翻肠囊法确定蚂蟥酶解物样品在

肠吸收前后各指标的差异，确定肠吸收前后均是 qq
的延长最明显，因此选 qq为酶解工艺的活性指标。

该指标包含了凝血的全部过程，以此来考察酶解工

艺，结果更可靠。此外该法采用商品化的试剂盒，

稳定、灵敏度高，操作更加简便。因此确定 qq 为

抗凝活性指标。=
PKO= =不同酶解方法的比较=

实验中分别采用胃蛋白酶、胰蛋白酶和复合酶

对其进行了酶解，其中胰蛋白酶酶解物较胃蛋白酶

酶解物活性更为显著，该结果与武建卓的研究结果

一致xNQz。此外，为模拟药物在体内的消化吸收过

程，对蚂蟥先进行胃蛋白酶酶解，然后进行胰蛋白

酶酶解，结果表明采用复合酶所得的产物活性与胰
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蛋白酶酶解物活性基本相同。这些结果表明蚂蟥活

性成分在胃蛋白酶酶解时不易释放，而胰蛋白酶酶

解对活性影响更显著，因此提取时可用胰蛋白酶酶

解，此外胰蛋白酶的酶解条件更为简单，可节约实

验成本。=
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