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水蛭素调节断指再植大鼠皮瓣成活、血管生成、炎症因子表达的作用 

刘  涛，朱宏涛，戴黎明 

三峡大学仁和医院 手外科（三峡大学手外科研究所），湖北 宜昌  443001 

摘  要：目的  探讨水蛭素调节断指再植大鼠皮瓣成活、血管生成、炎症因子表达的作用。方法  选取 80只Wistar大鼠为

研究对象，建立断指再植模型后随机分为两组：模型组、水蛭素组，均 40只。水蛭素组大鼠皮瓣局部 sc天然水蛭素 6 ATU/
次，2次/d，模型组大鼠 sc生理盐水。术后 7 d，观察大鼠皮瓣存活率；制备皮瓣组织匀浆，提取总蛋白，采用 ELISA双抗

体夹心法测定血管内皮生长因子（VEGF）、白细胞介素-6（IL-6）、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
表达情况；采用免疫印迹法测定皮瓣中细胞外调节蛋白激酶（ERK1/2）、Bcl-2、p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）表

达；HE 染色法测定皮瓣中炎症介质浸润情况；CD34 免疫组织化学染色法检测血管密度值。结果  水蛭素组大鼠皮瓣存活

率、血管密度值、VEGF水平、ERK1/2相对表达量均明显高于模型组，而 p38 MAPK、Bcl-2相对表达量，IL-6、ICAM-1、
TNF-α 水平明显低于模型组，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。结论  水蛭素在断指再植模型大鼠中具有提高皮瓣成活率、

促进 VEGF表达、抑制细胞凋亡、减少炎症因子表达作用。 
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Effect of hirudin on survival, angiogenesis and expression of inflammatory 
factors in replanted flaps of rats with finger replantation 
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443001, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of hirudin on survival, angiogenesis and expression of inflammatory factors in 
replanted flaps of rats with finger replantation. Methods  Totally 80 Wistar rates were selected to establish finger replantation 
model, and they were randomly divided into two groups with 40 cases in each group. Hirudin group was given local subdermal 
injection of six ATU natural hirudin, twice a day, and control group was given local subdermal injection of normal saline. After 7 d, 
rat skin flap survival rate was observed; Flap tissue homogenate was prepared to extract total protein, and then detect vascular 
endothelial growth factor (VEGF), interleukin -6 (IL-6), intercellular adhesion molecule -1 (ICAM-1), and tumor necrosis factor 
alpha (TNF-α) expression by using enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) double antibody sandwich method. Western 
blotting method was used for the determination of flap in extracellular regulated protein kinase (ERK1/2), Bcl-2 and p38 mitogen 
activated protein kinase (p38 MAPK) expression; Flap inflammatory infiltration was determined by HE staining; CD34 
immunohistochemical staining method was used to detect vascular density. Results  The flap survival rate, vessel density, VEGF 
level, and relative expression of ERK1/2 of hirudin group were significantly higher than those of model group, but p38 MAPK and 
relative expression of Bcl-2 were significantly lower than control group (P < 0.05); The IL-6, ICAM-1, TNF-α levels of hirudin 
group were significantly lower than those of control group (P < 0.05). Conclusion  Hirudin for rats model with finger replantation 
can increase flap survival rate, promote VEGF expression, inhibit cell apoptosis, and reduce inflammatory factors expression. 
Key words: hirudin; finger replantation model; inflammatory factors; replanted flaps; vascular endothelial growth factor (VEGF); apoptosis 
 

断指再植是指失去血液供应的离断肢体，通过

外科手术重建其血液循环并使断指再生的手术。断

指再植手术是临床比较常见的一种外科手术，且不

断增长。断指常伴有皮肤软组织缺损，临床常采用 
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各种皮瓣进行修复[1]。皮瓣手术成功的关键在于保

证术后皮瓣的成活。影响皮瓣坏死的因素较多，包

括皮瓣下血肿、血液循环障碍、皮瓣感染及皮瓣撕

脱。目前，临床常采用糖皮质激素、前列腺素抑制

剂、抗交感药、血瘤阻滞剂等药物，以防止皮瓣的

完全坏死，但效果不佳，且需要大剂量的全身用药，

导致多种毒副反应的发生[2]。相关研究表明[3]，应

用水蛭素可显著减少皮瓣完全坏死发生，提高断指

再植的成功率。本研究对 80只断指再植模型、行皮

瓣修复的Wistar大鼠断指分别使用水蛭素和生理盐

水进行干预，比较皮瓣存活情况、细胞外调节蛋白

激酶（ERK1/2）、Bcl-2、p38 丝裂原活化蛋白激酶

（p38 MAPK）的磷酸化水平及白细胞介素-6（IL-6）、
细胞间黏附分子-1（ICAM-1）、肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）等炎症因子水平，旨在探讨水蛭素调节断

指再植模型大鼠血管内皮细胞凋亡及炎症因子表达

的作用，为临床应用水蛭素预防及治疗断指再植术

中皮瓣坏死提供参考。 
1  材料 
1.1  实验动物 

选取 80只 SPF级 Wistar大鼠为研究对象，凯

学生物科技（上海）有限公司提供，实验动物生产

许可证号 SCXK（沪）2014-0013，12 周龄，均为

雄性，体质量 200～280 g，平均（256.36±25.26）g。
所有大鼠均自由摄食、饮水，饲养室温度 23～
25 ℃，相对湿度 8%左右，适应性饲养 1周。 
1.2  主要试剂 

天然水蛭素（南宁净血皇生物工程有限公司，

生产批号 20161201，规格 5 ATU/mL）；碘伏（浙江

普洛康裕制药有限公司，生产批号 20161101）；水

合氯醛（青岛宇龙海藻有限公司，生产批号

20161102）；血管内皮生长因子（VEGF）、IL-6、
ICAM-1、TNF-α ELISA双抗体夹心试剂盒（北京金

桥生物公司提供）；CD34抗体，英国 Abcam公司。 
1.3  主要仪器 

恒温水浴箱（北京长源试剂设备厂）；光学显微

镜（日本奥林巴斯）；电泳仪（美国 Bio-red）；扫描

仪（美国 LI-COR）；酶标仪（美国 Thermo）。 
2  方法 
2.1  建立断指再植大鼠模型及皮瓣修复 

参考 Reyers建模方法[4]，使用碘伏消毒，铺无

菌巾，使用 0.3 g/kg的 10%水合氯醛进行腹腔麻醉，

大鼠取仰卧位，股内侧皮肤去毛。于股内侧做长 2～

3 cm切口，逐层分离至股骨，暴露游离股动脉。切

断股骨，使用 10号注射针头进行髓内固定，将血管

夹上于股动脉远近端后剪断，内膜外翻吻合，缝合

皮肤和腹壁。皮瓣移植时应先在皮瓣受区将皮神经、

静脉和动脉解剖出来，在显微镜下将血管修剪为无

絮状漂浮物，切开皮肤及皮下组织，在肉膜下层分

离皮瓣，根据受区皮肤缺损大小、形状设计皮瓣进

行皮瓣修复。 
2.2  分组及干预 

将成功建立断指再植模型及皮瓣修复的大鼠根

据随机数表法随机分为 2组：模型组、水蛭素组，

均 40例。水蛭素组大鼠局部 sc天然水蛭素，术后

即刻开始注射，6 ATU/次（距蒂部 2～8 cm皮瓣位

置对称选择 6个点，每个点注射 1 ATU），2次/d（间

隔 12 h），直至大鼠被处死。模型组大鼠局部 sc生
理盐水，注射时间及剂量与水蛭素组一致。 
2.3  观察指标及检测 
2.3.1  大鼠皮瓣存活率  术后第 7天，ip 1.5%戊巴

比妥钠麻醉大鼠，待背部皮肤展平后数码相机拍摄

大鼠背部皮瓣，照片经 Image-Pro 6.0软件计算皮瓣

总面积、坏死与存活表面积，皮瓣存活率＝存活表

面积/总面积。 
2.3.2  HE 染色  术后第 7 天，处死所有大鼠，在

皮瓣中部取一 1 cm×3 cm的全层皮肤作为标本，组

织包埋、制备切片，应用 HE 染色法测定皮瓣中炎

症介质浸润情况。 
2.3.3  炎症及皮瓣凋亡相关因子  制备皮瓣组织匀

浆，提取组织总蛋白，采用 ELISA双抗体夹心法测定

VEGF、IL-6、ICAM-1、TNF-α 表达情况，严格按照

试剂盒操作说明书进行；采用吸光度法和免疫印迹法

测定皮瓣中 ERK1/2、Bcl-2、p38 MAPK表达情况。 
2.3.4  血管密度值   皮瓣组织切片染色，采取

CD34免疫组织化学染色法，200倍光镜下对棕褐色

排列成圈状的 3个视野下血管密度进行计数。 
2.4  统计学分析 

采用 SPSS 20.0软件进行统计学检验，计量资

料符合正态分布且方差齐采用 x s± 表示，配对 t
检验进行统计分析，检验水准 α＝0.05。 
3  结果 
3.1  HE染色 

如图 1所示，模型组大鼠皮瓣组织中可见炎性

渗出和中性粒细胞聚集，数量较多，出现组织水肿。

水蛭素组大鼠皮瓣组织中可见中性粒细胞聚集及炎 



  Drug Evaluation Research  第 41卷 第 1期  2018年 1月 

     

• 75 • 

  
模型                        水蛭素 

图 1  大鼠皮瓣组织 HE染色结果（×40） 
Fig. 1  HE staining results of flap tissues in rats (×40) 

性渗出，但数量不多，未出现组织水肿。 
3.2  皮瓣存活率和皮瓣存活表面积 

两组大鼠皮瓣存活率和存活表面积比较，水蛭素

组均明显高于模型组，差异具有统计学意义（P＜
0.05）。见表 1。 
3.3  血管密度值和 VEGF水平 

两组大鼠血管密度值和VEGF水平比较，水蛭素

组均明显高于模型组，差异具有统计学意义（P＜
0.05）。见图 2和表 2。 

表 1  两组皮瓣存活率比较（ ±s, n = 40） 
Table 1  Comparison of flap survival rate between two 

groups of rats ( ±s, n = 40) 

组别 皮瓣存活率/% 皮瓣存活表面积/cm2 
模型 65.52±5.64 5.44±1.21 
水蛭素 80.25±6.21* 7.36±1.36* 

与模型组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

  
模型                            水蛭素 

图 2  大鼠皮瓣内血管密度值（×200） 
Fig. 2  Vessel density in flap of rats (×200) 

表 2  两组血管密度值和 VEGF水平比较（ ±s, n = 40） 
Table 2  Comparison of vessel density and VEGF level 

between two groups ( ±s, n = 40) 

组别 血管密度值 VEGF/（ng·L−1） 
模型 20.53±3.67 200.53±25.37 
水蛭素 30.58±3.24* 389.36±36.57* 

与模型组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

3.4  ERK1/2、p38 MAPK、Bcl-2水平  
水蛭素组大鼠 ERK1/2、Bcl-2相对表达量明显

高于模型组，差异具有统计学意义（P＜0.05）；水

蛭素组大鼠 p38 MAPK 相对表达量明显低于模型

组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。见表 3。 
3.5  IL-6、ICAM-1、TNF-α 水平 

两组 IL-6、ICAM-1、TNF-α 水平比较，水蛭素

组均明显低于模型组，差异具有统计学意义（P＜
0.05）。见表 4。 

表 3  两组 ERK1/2、p38 MAPK、Bcl-2相对表达量比较

（ ±s, n = 40） 
Table 3  Comparison of relative expression of ERK1/2, p38 
MAPK and Bcl-2 between the two groups of rats ( ±s, n = 40) 

组别 ERK1/2 p38 MAPK Bcl-2 
模型 0.29±0.09 0.38±0.11 0.41±0.16 
水蛭素 0.44±0.08* 0.30±0.09* 0.78±0.24* 

与模型组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

表 4  两组 IL-6、ICAM-1、TNF-α 水平比较（ ±s, n = 40） 
Table 4  Comparison of IL-6, ICAM-1 and TNF-α levels 

between two groups of rats ( ±s, n = 40) 

组别 IL-6/(ng·L−1) ICAM-1/(ng·L−1) TNF-α/(ng·L−1) 
模型 425.63±35.23 385.36±28.56 236.52±12.03 
水蛭素 324.25±32.35* 265.37±22.85* 175.85±12.36* 
与模型组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

4  讨论 
近年来，随着我国工业的不断发展、交通事故

的增多，我国行断指再植手术人数明显增多。大部

分断指患者伴有不同程度的皮肤组织缺损，常需要

进行皮瓣修复。皮瓣在烧伤科、创伤手外科、整形

外科等众多外科手术中应用较为广泛，如用于瘢痕

切除整复术、皮肤软组织缺损修复术、阴茎再造术、

鼻再造术及耳廓再造术，具有皮瓣色泽、质地接近

修补区及操作简便等优点，受到广大患者及临床医

师的青睐[5]。但在皮瓣修复的过程中，皮瓣远端血

运循环障碍是比较常见的问题，一旦皮瓣血运出现

障碍，皮瓣组织会受到一系列损伤，导致皮瓣坏死，

影响皮瓣修复效果。随着对皮瓣血供、监测手段及

手术方式的深入研究，皮瓣组织术后的坏死率大大

降低。但在临床工作中，尽管在手术前完善各项检

查、术中仔细操作、充分止血、认真缝合、合理包

扎，但仍不能确保皮瓣完全存活[6]。皮瓣坏死的发

x

x

x

x

x

x

x

x
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生，严重影响手术效果，增加患者住院时间、医疗

费用等，给家庭及社会带来沉重的负担。 
皮瓣发生局部或完全坏死的原因比较复杂，主

要与皮瓣下血肿、皮瓣撕脱、皮瓣感染及血液循环

障碍等有关。其中血液循环障碍分为两种，即静脉

回流障碍和动脉供血不足，在皮瓣移植术后，静脉

回流障碍发生率明显高于动脉供血不足，表明静脉

回流障碍引起的皮瓣损伤明显更大[7]。静脉回流障

碍引发的皮瓣坏死的机制比较复杂，主要与皮瓣内

的过度炎症反应、缺血再灌注损伤、细胞凋亡、静

脉内血液淤滞、皮瓣局部微循环发生障碍、凝血功

能改变等有关。血管内皮细胞通常指衬于心血管和

淋巴管内表面的单层扁平上皮，形成血管的内壁，

具有吞噬异物、细菌、坏死和衰老的组织，还参与

集体免疫活动功能[8]。VEGF 又称血管通透因子，

是人类血管发生和血管生成过程中重要的调控因

子，可特异性作用于内皮细胞，具有诱导血管发生

和血管生成、增强血管的渗透性、促进内皮细胞生

长及细胞迁移、抑制细胞凋亡等作用[9]。由此可见，

抑制血管内皮细胞的凋亡，增强 VEGF的表达，可

显著减少皮瓣的坏死。丝裂原活化蛋白激酶信号通

路存在于部分细胞内，主要包括 p38MAPK通路、

ERK1/2通路。临床发现，p38 MAPK通路可传导炎

性细胞因子和多种类型的细胞应激信号，而 ERK1/2
通路主要传导细胞生长、分化及分裂信号[10-11]。据

此，我们推测 p38MAPK通路、ERK1/2通路在皮瓣

坏死的发生、发展中具有重要作用。bcl-2是一种原

癌基因，可抑制由多种细胞毒因素所引起的细胞死

亡，其抑制细胞凋亡的机制可能与细胞抗氧化作用、

抑制钙离子跨膜流动等有关。本研究结果显示，水

蛭素组皮瓣存活率、皮瓣存活表面积、血管密度值、

VEGF水平、ERK1/2、bcl-2相对表达量均明显高于

模型组，而 p38MAPK相对表达量低于模型组。表

明水蛭素在断指再植模型大鼠中具有提高皮瓣成活

率、促进 VEGF的表达、抑制细胞凋亡的作用，可

促进皮瓣修复成功。 
在断指再植及皮瓣修复手术的过程中，手术创

伤、缺血及术后瘀血均是炎症反应的触发因素。炎

症反应发生时会产生多种炎性介质，包括趋化因子、

黏附分子和细胞因子[12]。IL-6是活化的成纤维细胞

及 T细胞产生的一种淋巴因子，参与机体免疫应答，

当宿主对组织损伤、感染等发生炎症反应时，巨噬

细胞分泌大量的 IL-6并参与到炎症反应中。TNF-α

是由巨噬细胞分泌的一种小分子蛋白，是重要的炎

症因子，具有杀伤和抑制肿瘤细胞、诱导肝细胞急

性期蛋白合成、促进细胞增殖和分化等作用[13]。此

外，TNF-α 还可以促进 T细胞产生各种炎症因子，

进而促进炎症反应的发生。ICAM-1 是介导黏附反

应重要的一个黏附分子，作为内皮细胞和白血球跨

膜的蛋白质，其在促进白血球和内皮细胞的迁移和

稳定细胞间相互作用起到重要作用。ICAM-1 可增

进炎症部位的黏连性，和受体特异性结合后，可增

强炎性细胞、白细胞等黏附作用。正常情况下，内

皮细胞与白细胞保持滚动状态，若 ICAM-1过度表

达，可导致白细胞的大量聚集，从而释放炎症细胞。

因此，减少炎症反应的发生，是提高断指再植、皮

瓣修复手术成功率的关键。本研究结果显示，水蛭

素组 IL-6、ICAM-1、TNF-α 水平均低于模型组。提

示水蛭素在断指再植模型大鼠中具有提高皮瓣成活

率、减少炎症因子表达等作用。分析原因为，水蛭

素是由 65～66个氨基酸组成的小分子蛋白质，具有

高效抗血栓形成、抗凝血、阻止因血小板反应、凝

血酶催化的凝血因子活化等加重血瘀现象及抑制凝

血酶对内皮细胞的刺激、凝血酶诱导的成纤维细胞

的增殖等作用，可有效改善皮瓣静脉回流障碍和动

脉供血不足，从而减少皮瓣坏死的发生[14-16]。 
综上所述，水蛭素在断指再植模型大鼠中具有

提高皮瓣成活率、促进 VEGF表达、抑制细胞凋亡、

减少炎症因子表达等作用，优势显著，具有临床推

广意义。 
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