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［摘　要］目的：观察水蛭对肺纤维化大鼠纤溶酶原激活物抑制因子１（Ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ
１）的作用，并探讨其机制。方法：采用气管内注入博莱霉素（ＢＬＭ）制作大鼠肺纤维化模型，造模后随机分为模
型组（ＭＤ组，生理盐水６ｍｌ／ｄ灌胃），水蛭组［ＨＤ组，水蛭粉４ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃］，另设鼠龄、体重相匹配的正常
对照组（ＮＣ组），每组８只；２８ｄ后ＥＬＩＳＡ法测定血浆ＰＡＩ１含量及活性，同时检测肺组织羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量。
结果：ＮＣ组ＰＡＩ１含量（０４６９２±００８１３）μｇ／Ｌ，活性（０３６３４±００４７０）Ａｕ／ｍｌ，明显低于 ＭＤ组和 ＨＤ组（Ｐ
＜００１）；ＭＤ组ＰＡＩ１含量（８９２０５±１０９４８）μｇ／Ｌ，活性（２０６６７±０５９８６）Ａｕ／ｍｌ，高于 ＨＤ组（３４７９８±
０４８７２）μｇ／Ｌ、（１２２５３±０１９９４）Ａｕ／ｍｌ（Ｐ＜００１）；ＮＣ组、ＨＤ组ＨＹＰ低于ＭＤ组（Ｐ＜００１）。结论：水蛭可
能通过减少凝血酶在肺内的表达，抑制ＰＡＩ１生成及活性，使重组尿激酶型纤溶酶原激活物（Ｕｒｏｋｉｎａｓｅｐｌａｓｍｉｎｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）活性升高，减少纤维蛋白沉积，对肺纤维化大鼠肺组织具有保护作用。
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　　近年来，凝血酶在肺间质纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉ
ｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）发病中的作用逐渐引起人们的注意，凝

血酶可激活内皮细胞，作为炎症细胞和成纤维细胞

的化学诱导物，刺激成纤维细胞增殖［１］和胶原的
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产生［２］，从而促进纤维化的形成。水蛭是治疗血

瘀症的常用药物，主要活性成分为水蛭素，是凝血

酶的特异性抑制剂［３］，能抑制凝血酶诱导的平滑

肌细胞迁移和成纤维细胞增殖，抑制凝血酶对内皮

细胞的刺激反应［４］。本实验通过检查 ＰＦ大鼠血
浆纤溶酶原激活物抑制因子 １（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉ
ｖａｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）的含量及活性，探讨水蛭对
ＰＦ大鼠凝血系统的影响，为临床治疗ＰＦ开辟新的
思路。

１　材料与方法
１１　实验动物

ＳＤ清洁级雄性大鼠（由河北医科大学实验动
物中心提供），体重２００～２２０ｇ。
１２　方法
１２１　试剂与仪器　酶标仪，芬兰雷博；低温离心
机，北京医用离心机厂；ＰＡＩ１ＥＬＩＳＡ试剂盒，上海
太阳生物技术有限公司；ＰＡＩ１活性试剂盒，复旦
大学分子遗传学研究室提供；羟脯氨酸试剂盒，南

京建成生物工程开发有限公司提供；博来霉素

（ＢＬＭ）Ａ５针剂，天津太河制药有限公司生产，批号
０５０３０２。水蛭粉购于河北省中医药研究所。
１２２　动物分组　大鼠适应性饲养５ｄ，经气管内
注入ＢＬＭ５ｍｇ／ｋｇ制作模型，于造模当日给予水
蛭粉（４ｇ／ｋｇ）灌胃（按５０ｍｌ生理盐水配４ｇ水蛭
粉）定为水蛭组（ＨＤ组），用生理盐水代替水蛭粉
灌胃定义为模型组（ＭＤ组），另设正常对照组（ＮＣ
组）。所有大鼠自由饮水，标准大鼠饲料喂养。持

续给药２８ｄ后处死，每组随机取８只进行处理。
１２３　检测指标　大鼠左心室穿刺采血２ｍｌ，置
于含有１／１０体积０１０９ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠抗凝剂的
试管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上层血浆，
测定ＰＡＩ１含量及活性，具体操作按试剂盒说明书
进行。取大鼠肺组织湿重９０～１００ｍｇ，用样本碱
水解法测羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量。
１３　统计学处理

数据结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１１０统计软件行方差分析，两组间比较采用
ｔ检验。

２　结果

２１　动物一般情况
正常对照组一般情况好，动物被毛紧密贴身，

色白光泽，两眼有神活动敏捷，体重增加明显，唇及

爪色淡红。模型组在成模后的２ｄ内外观与正常
对照组无明显差异，运动活泼，被毛光泽；３ｄ后出
现轻度呼吸困难，伴爪及唇轻度紫绀，有不同程度

的耸毛，精神萎靡，反应迟钝；１０ｄ后情况逐渐好
转，水蛭组精神状态较模型组好。

２２　肺病理改变
正常对照组肺组织未见明显病变；模型组可见

支气管壁、肺间质大量胶原纤维呈束状或片状沉

积，肺泡结构破坏，纤维化严重；水蛭组血管壁、肺

泡间质仅有少量的胶原纤维增生，纤维化程度较模

型组减轻。见图１。

图１　各组肺组织病理图片（Ｍａｓｓｏｎ×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐｉｃｔｕｒｅｏｆ
ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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２３　血浆ＰＡＩ１含量、活性及肺组织 ＨＹＰ含量　
模型组血浆 ＰＡＩ１含量明显高于其它各组（Ｐ＜
００１），水蛭组明显高于正常对照组（Ｐ＜００１）。
ＰＡＩ１活性：模型组、水蛭组明显高于正常对照组

（Ｐ＜００１），水蛭组明显低于模型组（Ｐ＜００１）。
ＨＹＰ含量：模型组显著高于水蛭组和正常对照组
（Ｐ＜００１），水蛭组高于正常对照组（Ｐ＜００１），
见表１。

表１　各组大鼠ＰＡＩ１水平及ＨＹＰ含量（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＰＡＩ１ｌｅｖｅｌｓａｎｄＨＹＰｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＡＩ１（μｇ／Ｌ） ＰＡＩ１活性（Ａｕ／ｍｌ） ＨＹＰ（ｍｇ／ｇ）
ＮＣ组 ８ ０４６９２±００８１３ ０３６３４±００４７０ ０２４５８±００１１６
ＭＤ组 ８ ８９２０５±１０９４８（１） ２０６６７±０５９８６（１） ０９０６９±００４０７（１）

ＨＤ组 ８ ３４７９８±０４８７２（１）（２） １２２５３±０１９９４（１）（２） ０７４２２±００９７４（１）（２）

注：与ＮＣ组比较，（１）Ｐ＜００１；与ＭＤ组比较，（２）Ｐ＜００１。

３　讨论

利用 ＢＬＭ气管内注入复制大鼠 ＰＦ模型是目
前国内外公认的研究方法。研究表明，注入ＢＬＭ１
～７ｄ，病变以肺泡炎为主，第７天时，肺泡炎达高
峰，并开始出现肺泡间隔增厚，成纤维细胞及毛细

血管增生，第２８天形成稳定的 ＰＦ。本实验中，实
验动物气管内滴入ＢＬＭ第２８天，大体观察肺表面
凹凸不平，肺体积缩小，苍白，硬度增加，Ｍａｓｓｏｎ染
色可见片状、条索状的胶原纤维，纤维化严重。

ＨＹＰ是机体胶原蛋白的主要成分之一，不同组织
中的ＨＹＰ含量可作为衡量胶原组织代谢的重要指
标。本实验中肺组织ＨＹＰ含量较正常对照组明显
升高，说明本实验采用 ＢＬＭ复制的动物模型是成
功而稳定的。

随着对ＰＦ机制的深入研究以及相关的分子
生物学技术的发展，纤溶系统在 ＰＦ中的作用越来
越受到重视。凝血酶可激活内皮细胞，作为炎症细

胞和成纤维细胞的化学诱导物，刺激成纤维细胞增

殖和胶原蛋白的产生，促进 ＰＦ的形成［５］。纤维蛋

白溶解是调节纤维蛋白沉积的另一系统，在纤溶酶

原激活物（ＰＡ）的催化下形成的纤溶酶具有胰蛋白
酶样作用，不仅可以降解纤维蛋白原和纤维蛋白，

还可以降解多种细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）成分，包括纤维连接蛋白和层连蛋白；此外，
纤溶酶又为基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）活化所必需。
ＰＡ和ＰＡＩ１在肺炎症所引起的纤溶酶活化中扮演
着重要的角色。ＰＡＩ１是丝氨酸蛋白酶抑制剂家
族成员之一，是纤溶系统的主要抑制物，ＰＡＩ１也
是ＰＡ高效的生理性抑制因子，其组织内水平的升
高和活性的增强能够有效的抑制 ＰＡ对纤溶酶的

活化，从而有效的抑制纤维蛋白水解和ＥＣＭ降解，
因而有可能促进组织内纤维蛋白沉积和 ＥＣＭ积
聚，导致器官纤维化。在ＰＦ患者的ＢＡＬＦ中，发现
纤溶酶原的活性受到损害，而这种纤溶酶原活性的

异常是由于 ＰＡＩ１表达的增加所致。Ｅｉｔｚａｎ［１］和
Ｈａｔｔｏｒｉ等［６］证实，ＰＡＩ１在 ＰＦ的病理过程中扮演
重要角色，研究者对ＰＡＩ１缺陷的小鼠进行气管内
灌注ＢＬＭ，发现它们对于胶原沉积有抵抗作用，ＰＦ
的程度减低；反之，ＰＡＩ１过度表达的小鼠的 ＰＦ明
显。因此，可假定 ＰＡＩ１基因的缺失使其避免了
ＢＬＭ导致的纤溶酶原活性的受损，纤溶酶原未受
损或者表达增加可能减少了胶原的产生或增加了

胶原的清除。另外一种假设则认为，ＰＡＩ１促进了
很多炎性细胞的迁移和黏附，通过这些炎性细胞以

及它们所释放的细胞因子参与了随后的纤维化。

Ｈａｔｔｏｒｉ等［６］对ＰＡＩ１缺陷的小鼠用凝血酸（纤溶酶
的抑制剂）预处理后，发现 ＢＬＭ诱导的 ＰＦ与野生
型小鼠的程度相似，但两者ＢＡＬＦ中的白细胞的数
目和种类差不多，进一步验证了 ＰＡＩ１主要是通过
干预纤溶酶的活性而促进ＰＦ。

水蛭是一味传统的中药，属于高度特化的环节

动物，俗称蚂蟥。中医认为水蛭有破血、逐瘀、通

经、利水道之功效，现代中医以水蛭的破血、逐瘀为

纲，使用单味水蛭或复方，用其煎剂、片剂、口服液

等剂型，通过口服、外敷、和局部注射等途径给药，

治疗不同系统、部位的血瘀症，适应症涉及心脑血

管、肝、肾、血液等疾病以及外伤疼痛、癌症等，Ｈａｙ
ｃｒａｆｔ［７］通过试验证明水蛭水提取物具有抗凝血作
用。水蛭水提取液在体外有强的抗凝血作用，能显

著延长纤维蛋白原的凝聚时间［８］；水蛭水提取液

对ＡＤＰ诱导的大鼠血小板聚集有显著抑制作用，
能明显抑制正常人的血小板聚集，降低全血比黏度
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和血浆比黏度，使红细胞电泳时间缩短。水蛭抗凝

作用的发挥主要依赖于其中的活性成分—水蛭素。

水蛭素是凝血酶特异抑制剂，能与凝血酶形成极稳

定的复合物，而且反应速度极快，使凝血酶失去裂

解纤维蛋白的能力，同时阻止凝血酶催化凝血因子

的活化［９］，阻止凝血酶同血小板结合以及引起血

小板的聚集、释放反应，从而阻止血液凝固［１０］。除

此之外，水蛭素还能抑制凝血酶诱导的平滑肌细胞

迁移和成纤维细胞增殖，抑制凝血酶对内皮细胞的

刺激反应［１１］。有研究发现，水蛭素能显著下调凝

血酶介导的肾小球系膜细胞 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达，
采用水蛭素等进行抗凝血和抗纤维蛋白沉积，还可

拮抗凝血酶介导的 ＥＣＭ合成与降解的失衡［１２］。

凝血酶通过凝血酶受体１（ＰＡＲ１）的蛋白水解作
用诱导人肺成纤维细胞产生结缔组织生长因子

（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）［１３］。ＣＴＧＦ
能促使成纤维细胞有丝分裂，是胶原蛋白和纤维连

接蛋白产生的化学诱导剂和启动因子。对新生的

小鼠重复皮下注射ＣＴＧＦ可导致结缔组织沉积，证
实了ＣＴＧＦ对组织修复和纤维化形成起重要的作
用［１４］。

ＨＹＰ是机体胶原蛋白的主要成分之一，不同
组织中的ＨＹＰ含量可作为衡量胶原组织代谢的重
要指标。本研究中，ＨＤ组 ＨＹＰ明显低于 ＭＤ组，
表明水蛭对博来霉素诱导的肺纤维化大鼠具有一

定的保护作用。本研究中 ＭＤ组 ＰＡＩ１含量及活
性明显高于 ＨＤ组，ＮＣ组 ＰＡＩ１明显低于其它各
组，提示肺纤维化大鼠机体中凝血及抗凝系统的动

态平衡被打破，给予水蛭干预后，ＰＡＩ１含量及活
性明显降低，推测水蛭可通过影响肺纤溶活性而影

响胶原代谢，其机理可能是水蛭通过减少凝血酶在

肺内的表达，降低 ＰＡＩ１含量及活性，达到减少纤
维蛋白沉积和加速胶原降解的作用，其确切作用机

制尚需进一步研究。
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