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摘要：通过观察啮齿类动物ＳＤ大鼠长期灌胃给予菲牛蛭冻干粉后产生的毒性反应及其严重程
度，对菲牛蛭冻干粉进行重复给药毒性的研究，为其药用安全性评价提供科学依据．将 ＳＤ大鼠
随机分为溶媒对照组（无菌注射用水）、菲牛蛭冻干粉高、中、低剂量组（３２４、１０８和
０５４ｇ／ｋｇ），给药质量浓度分别为２０５５、６７５和３３７５ｍｇ／ｍＬ，给药体积以每周称量体重计算，
每周连续灌胃给药６ｄ，给药周期６个月，末次给药后恢复８周．对其进行临床指标检测、脏器重
量称量、血液学检查、血清生化检查、组织病理学检查，从而评估菲牛蛭冻干粉的毒理学安全性．
结果在连续给予ＳＤ大鼠菲牛蛭冻干粉６个月后，各项指标均未发现与供试品相关的毒性变化．
本试验条件下，ＳＤ大鼠给予高、中、低剂量菲牛蛭冻干粉未见明显毒性作用．
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　　菲牛蛭（Ｐｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓ），别名“金边蚂蟥”、“马尼拟医蛭”，含有菲牛蛭素 Ａ、菲牛蛭素 Ｂ、水蛭
素等多种活性成分［１－３］，具有抗血小板聚集与抗凝血、抑制血栓形成、抗纤维化等多种药理作用［４－７］，具备较

高的开发利用价值．目前菲牛蛭已收载于《广西壮族自治区壮药质量标准》及《云南省中药材标准》［８－９］．
钟苗等［１０－１１］通过体外、体内的抗凝活性研究发现，与传统的熬、炒等高温炮制方法能够使水蛭的抗凝活

性升高不同，菲牛蛭经高温炮制后抗凝活性降低，而冷冻干燥、清水吊干等低温处理方式能够较为有效地保

留菲牛蛭的抗凝活性．故从保存活性成分的角度出发，菲牛蛭以冻干粉的形式使用较为合理．但传统中医药
理论认为炮制对水蛭具有减毒作用［１２］．可见，对于未经过高温炮制的菲牛蛭冻干粉而言，安全性是决定其能
否合理药用的关键．因此，本研究开展了 ＳＤ大鼠经口给予菲牛蛭冻干粉重复给药的毒性试验，评价其毒理
学安全性，为今后菲牛蛭的药用安全性提供参考与科学依据．

１　实验材料与仪器

１１　样品供试品
菲牛蛭冻干粉（由云南海瑞迪生物药业有限公司生产提供），批号Ｃ０４１９１１１１０１，粉末状．临床拟用量为１～

３ｇ／日／人．溶媒对照品：无菌注射用水（由中国医学科学院医学生物学研究所提供），批号Ｊ２０２１－０１－Ｆ．
１２　实验动物和饲养环境

ＳＤ大鼠（ＳＰＦ级）１２０只，雌雄各半（购于北京维通利华实验动物技术有限公司），生产许可证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１６－００１１，并提供近期动物质检合格报告保证实验动物质量．购入时动物体重范围：１８０～２２０ｇ，同批
动物体重不能超过平均体重的２０％．已获得实验动物伦理审批，饲养地点位于中国医学科学院医学生物学
研究所药物安全性评价研究中心屏障环境动物室，设定温度２０～２６℃，相对湿度４０％ ～７０％，照明时间



１２ｈ／１２ｈ明暗交替（采用动物照明控制系统，８∶００～２０∶００开灯）．换气次数 ＞１５次／ｈ，工作照度 ＞２００Ｌｘ，
动物照度１５～２０Ｌｘ．定期进行笼具更换和清洁消毒．实验动物在进行试验前，检疫６ｄ，检疫项目包括外形、
体型、生殖器、行动、呼吸、被毛、鼻、口腔、眼、耳、尿、粪便等．
１３　主要仪器与设备

ＹＰ２０００１电子天平（上海光正）、ＵＡ－６６尿液分析仪（深圳迈瑞）、ＣＡ５００血液分析仪（Ｓｙｓｍｅｘ）、Ｎｉ
Ｋｏｎ８０ｉ荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ）、ＯＬＹＰＵＳＡＵ４００全自动生化分析仪（日本奥林巴斯）、ＩＭＳ９７２电解质仪（深
圳希莱恒）、病理取材台（美国Ｔｈｅｒｍｏ）、脱水机（德国Ｌｅｉｃａ）、包埋机（德国Ｌｅｉｃａ）、切片机（德国Ｌｅｉｃａ）、摊片
机（德国Ｌｅｉｃａ）、烤片机（德国Ｌｅｉｃａ）、盖片机（德国Ｌｅｉｃａ）、染色机（德国Ｌｅｉｃａ）．

２　实验方法

２１　实验动物分组
试验选用１２０只ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雌雄各半．按性别和体重随机分为４个试验组（溶媒对照组、菲牛蛭冻

干粉高剂量组、中剂量组、低剂量组），如表１所示．每组３０只，雌雄各１５只．组别标识：分组后溶媒对照组以
白色笼卡标识，供试品组以蓝色、橙、红色笼卡标识．动物编号：雄性动物以Ｍ开头，编号为 Ｍ０１－Ｍ６０，雌性
动物以Ｆ开头，编号为Ｆ０１－Ｆ６０．

表１　实验动物分组

组别 笼卡颜色 给药剂量／（ｇ·ｋｇ－１） 雄性 雌性

溶媒对照组 白色 ０ Ｍ０１－１５ Ｆ０１－１５
菲牛蛭冻干粉低剂量组 蓝色 ０．５４ Ｍ１６－３０ Ｆ１６－３０
菲牛蛭冻干粉中剂量组 橙色 １．０８ Ｍ３１－４５ Ｆ３１－４５
菲牛蛭冻干粉高剂量组 红色 ３．２４ Ｍ４６－６０ Ｆ４６－６０

２２　给药方案
每周连续灌胃给药６ｄ，给药周期６个月，末次给药后恢复８周．根据《中药、天然药物长期毒性研究技术

指导原则》［１３］，将菲牛蛭冻干粉设置为高、中、低剂量组，给药剂量分别为３２４、１０８和０５４ｇ／ｋｇ，给药质量
浓度分别为２０５５、６７５和３３７５ｍｇ／ｍＬ，给药体积以每周称量体重计算．同时，设置溶媒对照组，给予无菌
注射用水．供试品组给予菲牛蛭冻干粉溶液．
２３　指标检测
２３１　临床指标检测

（１）试验期间每日观察动物临床症状，每周测定体重和摄食量；（２）给药结束后第２天计划剖检溶媒对
照组大鼠１０♀／１０♂、供试品组大鼠１０♀／１０♂，并进行血液学、凝血检测、血清生化（包括电解质）、剖检后进
行骨髓涂片、脏器湿重称量，并采集组织样本进行组织病理学检查．（３）恢复期结束后１ｄ计划剖检溶媒对照
组大鼠５♀／５♂、供试品组大鼠５♀／５♂，并进行血液学、血清生化（包括电解质）、凝血检测，剖检后采集组
织样本进行组织病理学检查．（４）计划剖检前一天进行尿常规和眼科检查．
２３２　脏器称量及系数计算

给药结束后，对溶媒对照组、菲牛至冻干粉低剂量组、菲牛至冻干粉低中量组、菲牛至冻干粉高剂量组的

雌雄动物进行解剖，同时将剖检的脏器组织进行重量称量并计算脏器系数（脏器湿重ｇ／体重ｇ×１００）．称量
脏器包括：脑、心脏、肺脏、肝脏、肾脏、肾上腺、胸腺、脾脏、睾丸、附睾、卵巢、子宫．
２３３　血液学检查

红细胞计数（ＲＢＣ）、红细胞压积（ＨＣＴ）、血红蛋白含量（ＨＧＢ／Ｈｂ）、红细胞平均体积（ＭＣＶ）、平均血红蛋白含
量（ＭＣＨ）、平均血红蛋白浓度（ＭＣＨＣ）、红细胞分布宽度（ＲＤＷ）、白细胞数量（ＷＢＣ）、血小板数量（ＰＬＴ）、平均血
小板容积（ＭＰＶ）、白细胞分类计数（ＬＹＭ、ＮＥＵ、ＢＡＳＯ、ＥＯＳ、ＭＯＮＯ）及百分计数（ＬＹＭ％、ＮＥＵ％、ＢＡＳＯ％、ＥＯＳ％、
ＭＯＮＯ％）、网织红细胞（ＲＥＴＩＣ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、纤维蛋白原（Ｆｂｇ或ＦＩＢ）．
２３４　血清生化检查

谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白
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（ＡＬＢ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（ＣＲＥＡ）、总胆固醇（ＣＨＯＬ）、甘油三酯（ＴＧＬ）、葡萄糖（ＧＬＵ）、肌酸激酶（ＣＫ）、
钾（Ｋ＋）、钠（Ｎａ＋）、氯（Ｃｌ－）．
２３５　组织病理学检查

所有称重脏器并连舌下腺、颌下腺、腮腺、脊髓（颈、胸、腰段）、垂体、气管、食管、胃、十二指肠、空肠、回

肠、盲肠、结肠、直肠、胰腺、主动脉、皮肤（腹部）、乳腺（雌性）、阴道、输卵管、膀胱、坐骨神经、胸骨、股骨、甲

状腺、肌肉（骨骼肌）、远端和近端淋巴结、眼、哈氏腺、肾上腺、脑（大脑、小脑、脑干）、前列腺、精囊（雄性）、

甲状（旁）腺及所有大体观察到异常的组织、组织肿块均进行组织病理学检查．根据本中心病理组织ＨＥ染色
的标准操作规程进行染色，染色前用二甲苯将切片组织中的蜡彻底脱净，接着用酒精将切片组织彻底脱水透

明，再用二甲苯提高组织的透光度，最后用中性树胶封盖，染色结束后检查切片组织是否完整且均约着色，确

保无误即可进行镜检；动物剖检具体分配情况如表２所示．
表２　动物剖检计划表

检测项目 给药结束后第２ｄ 恢复期结束后１ｄ
血液学检测 每组１０♀／１０♂ 每组５♀／５♂
凝血指标检测 每组１０♀／１０♂ 每组５♀／５♂

血清生化检测（包括电解质） 每组１０♀／１０♂ 每组５♀／５♂
剖检（骨髓涂片、脏器称重、病理样本采样） 每组１０♀／１０♂ 每组５♀／５♂

２４　试验结果统计与处理
动物的体重、体重增长率（体重增长百分率＝（体重－给药前体重）／给药前体重×１００％）、摄食量、血液学、

凝血、血清生化检测各指标、脏器湿重和脏器系数等计数数据以及尿检和组织病理学检查等计数数据使用ＥＸ
ＣＥＬ软件进行列表，在报告中以ＭＥＡＮ±ＳＤ表示，采用ＳＰＳＳ软件进行统计分析．

计数数据尿常规指标用卡方检验（样本量大于５）或Ｆｉｓｈｅｒ精准检验（样本量小于５）．大鼠体重、摄食量、脏
器湿重用ＳＰＳＳ软件分析：首先，对数据进行正态性分析，若样本符合正态性分析，则用独立Ｔ检验；若样本不符
合正态性分布，则用非参数检验中的Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙＵ．如果样本量小，选用Ｄ检验（Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｎｏｖ）．样
本量大则选用Ｗ检验（Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ）．血液学、凝血、血清生化指标用ＡＮＯＶＡ方法进行分析．

３　结果

３１　给药结束后与恢复期结束后雌性、雄性大鼠体重变化
试验期间，各试验组动物一般状态良好，活动正常，未见明显临床症状，未出现与供试品相关动物死亡．

如图１～４所示，给药结束后与恢复期结束后各组雌性、雄性大鼠体重整体稳步增长，阴性对照组与供试品组
体重偶见统计学意义上的显著性差异，轻度波动，最后趋势恢复正常，未见统计学差异．
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３２　血液学指标
试验末期，与阴性对照组比较，菲牛蛭冻干粉高剂量组：ＥＯＳ雄性数值降低；ＲＥＴＩＣ雌性数值升高．以上

指标均具有统计学意义上的显著性差异Ｐ＜００５，各组其它各指标均未见异常（见表３和表４）．
表３　给药结束后雌性、雄性大鼠血液指标检测结果

性别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）

ＷＢＣ／

（×１０９·Ｌ－１）

ＮＥ＃／

（×１０９·Ｌ－１）

ＬＹ＃／

（×１０９·Ｌ－１）

ＲＢＣ／

（×１０１２·Ｌ－１）
ＭＣＨ／
Ｐｇ

ＲＥＴＩＣＳ／
％

雌

０．００ ４．６８±１．０５ ０．９３±０．３６ ３．４４±０．６８ ７．６６±０．３０ １７．８４±０．７３ ２．８３±０．３９
０．５４ ４．５１±０．９１ ０．９３±０．３７ ３．２９±０．７４ ７．６０±０．４５ １７．４３±０．４８ ２．７４±０．８５
１．０８ ４．７７±１．３２ ０．９７±０．５９ ３．４９±１．０９ ７．５４±０．４５ １７．２９±０．５２ ２．６６±０．４４
３．２４ ４．６６±２．０１ ０．９±０．３２ ３．３９±１．６７ ７．４９±１．０４ １７．３１±１．４１ ２．８０±１．１３

雄

０．００ ６．０９±１．８９ １．０３±０．２８ ４．６６±１．７１ ８．５１±０．３４ １８．１２±０．６９ ２．９７±０．７５
０．５４ ４．９２±１．９０ ０．９７±０．５１ ３．６３±１．４５ ７．７９±０．４３ １７．３４±０．４７ ２．７５±０．６０
１．０８ ４．９１±２．２８ ０．９９±０．５７ ３．６０±２．１７ ７．６３±０．５３ １７．２４±０．６０ ２．７１±０．３０
３．２４ ４．８０±１．７６ ０．９９±１．１６ ３．５０±０．７２ ７．６０±０．６３ １７．２０±０．６３ ２．６６±０．６３

表４　恢复期结束后雌性、雄性大鼠血液指标检测结果

性别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）

ＷＢＣ／

（×１０９·Ｌ－１）

ＮＥ＃／

（×１０９·Ｌ－１）

ＬＹ＃／

（×１０９·Ｌ－１）

ＲＢＣ／

（×１０１２·Ｌ－１）
ＭＣＨ／
Ｐｇ

ＲＥＴＩＣＳ／
％

雌

０．００ ３．８３±２．５６ １．５２±２．１２ １．９７±０．３９ ７．１３±０．７０ １９．９４±０．５９ ４．３５±１．３６
０．５４ ３．７５±２．０４ ０．８８±０．４０ ２．６０±１．４８ ７．３５±０．３５ １９．０３±０．５５ ３．０２±０．４６
１．０８ ２．７１±０．６５ ０．９３±０．２３ １．４８±０．４９ ７．０１±０．１５ １９．８６±０．５５ ３．２４±０．４３
３．２４ ３．０８±０．５０ ０．９４±０．２８ １．８９±０．３８ ７．５２±０．３９ １９．６０±０．７６ ３．０２±０．３４

雄

０．００ ６．００±０．７１ １．３７±０．２１ ４．２０±０．８４ ８．３３±０．７９ １７．６６±０．４４ ２．９９±０．１４
０．５４ ６．９５±２．８９ １．４１±０．５３ ４．９５±１．９９ ８．７９±０．５７ １７．８５±０．６４ ３．１３±０．２７
１．０８ ５．２５±１．１２ ０．９３±０．２０ ４．０４±１．０５ ８．５９±０．２０ １７．９０±０．４８ ２．６４±０．７６
３．２４ ５．８７±２．１１ １．３２±０．２８ ４．１７±１．８５ ８．８５±０．６５ １７．６８±０．７６ ２．４０±０．４２

３３　生化指标
与阴性对照组比较，菲牛蛭冻干粉高剂量组：ＣＫ、ＴＧ雄性数值降低；ＣＲＥＡ雌性数值升高，以上指标虽

然有统计学意义上差异（Ｐ＜００５），但没有剂量和时间效应关系，可能和动物个体指标波动有关；各组其它
各指标均未见异常（见表５和表６）．

２７１ 云南民族大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　第３３卷



书书书

表
５　
给
药
结
束
后
雌
性
、
雄
性
大
鼠
的
生
化
指
标
检
测
结
果

性
别

剂
量
／

（
ｇ·
ｋｇ
－
１
）

ＣＫ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｐ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＣＲ
ＥＡ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＰ
／

（
ｇ·
Ｌ
－
１
）

ＡＳ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｂ
／

（
ｇ·
Ｌ
－
１
）

ＣＨ
ＯＬ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＧＧ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＧ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＢ
ＩＬ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＢＵ
Ｎ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＧＬ
Ｕ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

雌

０．
００

４８
９．
４５
±
８．
３８
５３
．３
０
±
０．
３７
４１
．１
４
±
０．
３６
３３
．８
７
±
２７
．０
７
５８
．４
２
±
０．
１３
１０
２．
２９
±
２１
．８
３
３２
．６
６
±
０．
７３
１．
８６
±
７．
９４

１．
１６
±
０．
６３

０．
５１
±
０．
１３

２．
４６
±
０．
７３

５．
３０
±
０．
６３
１１
．２
１
±
８．
６４

０．
５４

４５
１．
５１
±
１．
８２
３９
．８
０
±
０．
２９
５４
．２
４
±
０．
４３
３９
．１
６
±
４２
．８
２
６２
．３
８
±
０．
１８
９９
．２
８
±
６３
．２
３
３６
．４
２
±
０．
５３
１．
８８
±
９．
７５

１．
１２
±
０．
５７

０．
５３
±
０．
１８

２．
４９
±
０．
５３

５．
３２
±
０．
５７

９．
２５
±
２．
９５

１．
０８

５３
６．
７１
±
４．
１６
４６
．７
０
±
０．
３８
８８
．１
２
±
０．
７０
４０
．１
１
±
２５
．３
６
６２
．４
５
±
０．
２１
１５
２．
７８
±
１１
７．
４９
３５
．３
４
±
３．
９６
２．
１４
±
６．
６３

１．
３４
±
０．
６８

０．
５５
±
０．
２１

３．
８２
±
０．
９６

５．
７５
±
０．
６７
１１
．１
５
±
６．
７２

３．
２４

４４
２．
０１
±
２２
３．
７９
５６
．５
０
±
０．
６２
４３
．０
５
±
０．
３１
４０
．９
９
±
２６
．４
４
６０
．３
７
±
０．
１６
９４
．２
３
±
２６
．０
６
３３
．１
１
±
０．
８８
１．
７９
±
６．
５０

１．
２７
±
０．
９５

０．
４８
±
０．
１６

２．
５６
±
０．
８８

５．
８１
±
０．
９４

９．
５９
±
３．
３０

雄

０．
００

６９
１．
６４
±
２０
５．
９５
４６
．１
０
±
０．
５６
３８
．８
２
±
０．
２７
３７
．２
７
±
２５
．１
９
５９
．８
９
±
０．
２２
１３
０．
５０
±
１８
．１
８
３３
．４
３
±
０．
７３
１．
８９
±
６．
２０

１．
０８
±
０．
４８

０．
５１
±
０．
２２

２．
４３
±
０．
７２

５．
６８
±
０．
４８

７．
９４
±
１．
１８

０．
５４

４７
２．
６７
±
３０
８．
４８
５７
．４
０
±
０．
５４
４３
．４
６
±
０．
２８
３８
．９
３
±
２９
．９
６
６０
．５
４
±
０．
２１
１０
６．
２９
±
２８
．５
６
３３
．４
３
±
１．
３６
２．
０７
±
９．
５６

１．
３２
±
０．
４８

０．
５７
±
０．
２１

２．
５７
±
１．
３５

５．
２９
±
０．
４８
１１
．８
３
±
７．
８３

１．
０８

５６
１．
６８
±
３７
７．
０２
７３
．３
３
±
０．
３１
１０
０．
５７
±
０．
７１
４４
．９
５
±
９８
．２
５
５９
．８
８
±
０．
４２
１６
５．
１２
±
１７
２．
２８
３４
．１
８
±
６．
１４
１．
７７
±
３１
．４
７
１．
２７
±
０．
６４

０．
５９
±
０．
４２

４．
３７
±
０．
１３

５．
７０
±
０．
６４
１０
．１
０
±
６．
４７

３．
２４

３５
６．
２６
±
１２
３．
３８
４０
．１
０
±
０．
３６
５５
．７
４
±
０．
７１
４１
．０
２
±
３１
．２
９
５９
．７
１
±
０．
０９
１１
０．
３５
±
５７
．１
７
３４
．４
７
±
０．
７３
１．
８５
±
８．
７７

１．
２６
±
０．
６８

０．
３３
±
０．
０９

２．
３３
±
０．
７３

５ ．
９５
±
０．
６８

８．
８２
±
４．
５５

　
　
注
：
ＡＳ
Ｔ
为
谷
草
转
氨
酶
；
ＡＬ
Ｔ
为
谷
丙
转
氨
酶
；
ＡＬ
Ｐ
为
碱
性
磷
酸
酶
；
ＴＢ
ＩＬ
为
总
胆
红
素
；
ＴＰ
为
总
蛋
白
；
ＡＬ
Ｂ
为
白
蛋
百
；
ＢＵ
Ｎ
为
尿
素
氮
；
ＣＲ
ＥＡ
为
肌
酐
；
ＣＨ
ＯＬ
为
总
胆
固
醇
；
ＴＧ
Ｌ
为
甘
油
三
酯
；
ＧＬ
Ｕ
为
葡
萄
糖
；
ＣＫ
为

肌
酸
激
酶
；
Ｋ
为
钾
；
ＮＡ
为
钠
；
ＣＬ
为
氯
；
ＧＧ
Ｔ
为
谷
氨
酰
转
肽
酶
；
ＣＡ
为
钙
．

表
６　
恢
复
期
结
束
后
雌
性
、
雄
性
大
鼠
的
生
化
指
标
检
测
结
果

性
别
剂
量
（
ｇ·
ｋｇ
－
１
）
ＣＫ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｐ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＣＲ
ＥＡ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＰ
／

（
ｇ·
Ｌ
－
１
）

ＡＳ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＡＬ
Ｂ
／

（
ｇ·
Ｌ
－
１
）

ＣＨ
ＯＬ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＧＧ
Ｔ
／

（
Ｕ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＧ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＴＢ
ＩＬ
／

（
μｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＢＵ
Ｎ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

ＧＬ
Ｕ
／

（
ｍ
ｍ
ｏｌ
·
Ｌ
－
１
）

雌

０．
００

２６
４．
１０
±
１３
３．
７７
３１
．０
０
±
９．
１９
４５
．９
４
±
３１
．７
５
３９
．６
４
±
８．
８２
６７
．７
４
±
２．
７１
１５
４．
１６
±
１１
８．
７５
３８
．９
０
±
１．
５８
２．
６６
±
０．
５８

１．
４０
±
０．
８０

０．
４９
±
０．
２９

２．
５８
±
１．
６２

４．
４４
±
０．
８４

９．
６３
±
３．
９０

０．
５４

３７
０．
４０
±
１３
０．
７１
２０
．４
０
±
６．
５４
６３
．４
８
±
２７
．３
５
３３
．４
６
±
７．
８８
６４
．７
８
±
２．
５６
１４
７．
５４
±
６８
．４
０
３６
．９
８
±
１．
５３
２．
０８
±
０．
３１

１．
１９
±
０．
４４

０．
８２
±
０．
３８

２．
５７
±
０．
２０

４．
８３
±
０．
３９

８．
６４
±
０．
７９

１．
０８

６２
８．
６６
±
３２
３．
８２
２４
．２
０
±
７．
４０
８９
．２
６
±
５４
．１
８
４４
．２
８
±
１０
．１
８
６６
．０
０
±
３．
０５
２２
０．
３６
±
９１
．９
０
３７
．０
２
±
２．
０３
２．
１８
±
０．
４２

１．
２３
±
０．
３７

０．
５０
±
０．
１０

２．
８６
±
０．
５９

５．
３１
±
０．
３３

７．
９１
±
０．
５１

３．
２４

７０
７．
３６
±
６３
６．
７６
２０
．６
０
±
２．
７０
６１
．９
０
±
２５
．２
９
３３
．０
４
±
２．
９７
６５
．９
４
±
６．
９４
２０
４．
４２
±
８６
．６
６
３７
．６
０
±
３．
２６
２．
３１
±
０．
５３

２．
０２
±
１．
５９

０．
５４
±
０．
１９

２．
６６
±
０．
４５

４．
０４
±
１．
００

８．
３４
±
１．
１６

雄

０．
００

８８
４．
５２
±
３４
１．
８８
８５
．６
０
±
１５
．３
４
５９
．９
４
±
１８
．５
７
３４
．７
８
±
６．
９５
５４
．６
４
±
４．
７２
１５
４．
２６
±
５０
．０
８
２９
．６
２
±
２．
２７
１．
８０
±
０．
３８

１．
６５
±
０．
３７

０．
６９
±
０．
２４

２．
２８
±
０．
０８

４．
９７
±
０．
６６
１０
．４
４
±
２．
１６

０．
５４

５４
７．
３５
±
２５
１．
７４
８５
．２
５
±
２０
．２
７
９３
．８
０
±
９７
．０
８
５２
．６
６
±
３３
．４
１
５８
．１
８
±
２．
７０
１２
９．
１３
±
６２
．９
１
３１
．０
０
±
１．
１８
２．
１４
±
０．
２０

１．
５５
±
０．
４０

０．
６５
±
０．
３１

１．
９５
±
０．
４６

４．
８８
±
０．
８６
１８
．１
０
±
１６
．７
２

１．
０８

８９
５．
０６
±
５４
４．
４４
７０
．８
０
±
１３
．２
６
５２
．５
０
±
１３
．６
６
４４
．５
０
±
６．
６７
５７
．８
８
±
３．
２４
１３
４．
４０
±
５２
．９
０
３０
．９
２
±
１．
７６
１．
９５
±
０．
３３

１．
４１
±
０．
２３

０．
５４
±
０．
２４

１．
９４
±
０．
６３

５．
０８
±
１．
１４
１２
．０
１
±
８．
３８

３．
２４
１０
１１
．７
５
±
５９
７．
００
６６
．５
０
±
５．
９２
４４
．２
３
±
８．
５９
３５
．６
１
±
４．
６８
５４
．９
３
±
３．
２８
１２
４．
２３
±
４７
．９
７
２９
．５
０
±
１．
３１
１．
７３
±
０．
３９

１．
４１
±
０．
４０

０．
５０
±
０．
１０

１．
９７
±
０．
５６

５ ．
３９
±
０．
４１

８．
８７
±
０．
９０

　
　
注
：
ＡＳ
Ｔ
为
谷
草
转
氨
酶
；
ＡＬ
Ｔ
为
谷
丙
转
氨
酶
；
ＡＬ
Ｐ
为
碱
性
磷
酸
酶
；
ＴＢ
ＩＬ
为
总
胆
红
素
；
ＴＰ
为
总
蛋
白
；
ＡＬ
Ｂ
为
白
蛋
百
；
ＢＵ
Ｎ
为
尿
素
氮
；
ＣＲ
ＥＡ
为
肌
酐
；
ＣＨ
ＯＬ
为
总
胆
固
醇
；
ＴＧ
Ｌ
为
甘
油
三
酯
；
ＧＬ
Ｕ
为
葡
萄
糖
；
ＣＫ
为

肌
酸
激
酶
；
Ｋ
为
钾
；
ＮＡ
为
钠
；
ＣＬ
为
氯
；
ＧＧ
Ｔ
为
谷
氨
酰
转
肽
酶
；
ＣＡ
为
钙
．
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３４　凝血指标
本试验采用凝血酶原时间（ＰＴ）测定试剂盒（凝固法）进行凝血指标检测．待测血浆加入过量的含钙组织

凝血活酶，重新钙化的血浆在组织因子存在时激活因子Ｘ成为Ｘａ，后者使凝血酶原转化成凝血酶，凝血酶使
纤维蛋白原转变为不溶性纤维蛋白，测定凝固所需时间，即为待测血浆凝血酶时间．如表７所示，给药结束和
恢复期结束后雌雄动物凝血指标结果显示各供试品组与阴性对照组比较均未见统计学意义上的显著性

差异．
表７　雌性、雄性动物凝血指标检测结果

性别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）

　　　　　　给药结束　　　　　　 　　　　　　恢复期结束　　　　　　

ＰＴＳ／ｓ ＡＰＴＴＳ／ｓ ＰＴＳ／ｓ ＡＰＴＴＳ／ｓ

雌

０．００ １５．４１±０．９９ ２４．３３±３．７８ １３．３８±０．４３ １３．５０±１．３８
０．５４ １５．３７±１．３４ ２４．９１±３．５０ １３．５４±０．７０ １３．７２±１．９６
１．０８ １４．８３±１．３２ ２１．８４±４．０３ １３．２０±０．８０ １３．００±３．７７
３．２４ １４．５４±０．９８ ２１．９４±２．９５ １３．５８±０．２７ １４．１８±０．６２

雄

０．００ １５．５８±１．８１ ２４．３７±４．５３ １４．０６±０．７０ １４．５２±２．３４
０．５４ １５．５８±１．８１ ２４．３７±４．５３ １３．９５±０．４５ １３．９３±２．６９
１．０８ １８．９２±１．１９ ２２．８７±４．３４ １４．０２±０．５８ １６．９８±２．８０
３．２４ １５．２７±１．０６ ２６．２１±７．３０ １３．９８±０．９５ １５．７５±１．６４

３．５　电解质指标
给药结束和恢复期结束后各供试品组与阴性对照组比较，电解质离子各项数值均未见统计学意义上的

显著性差异（如表８所示）．
表８　雌性、雄性动物电解质指标检测结果

性别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）

　　　　　　　　给药结束　　　　　　　　 　　　　　　　　恢复期结束　　　　　　　　

Ｋ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎａ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｌ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｋ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎａ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｌ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

雌

０．００ ５．２０±４．３６ １４６．５９±４．００ １０４．２４±１．８７ ５．２２±１．４２ １４６．０８±０．７７ １０２．２１±０．７６
０．５４ ４．８０±０．６９ １４５．６９±７．８７ １０４．６９±６．６７ ４．０９±０．３６ １４５．２６±０．７４ １０１．５７±１．１１
１．０８ ４．８４±１．３３ １４６．４１±１．８２ １０５．１０±１．４０ ４．５１±０．４７ １４５．６５±０．９９ １０２．０７±１．３８
３．２４ ４．８７±１．２３ １４６．７１±１．５８ １０５．２８±２．３６ ４．０７±０．５１ １４６．３９±１．３２ １０２．４５±０．６６

雄

０．００ ４．８６±１．１５ １４６．２７±５．３４ １０３．９８±４．４４ ４．６２±０．３３ １４５．８４±０．７２ １０３．６４±１．３３
０．５４ ４．９４±０．５６ １４５．５５±１３．８７ １０４．６７±３．１６ ４．５３±０．１８ １４４．２９±４．１５ １０１．９０±１．９３
１．０８ ４．７９±１．７１ １４６．１５±１．４５ １０４．９７±２．００ ５．４４±１．７０ １４６．１９±０．９９ １０２．３６±１．２３
３．２４ ４．８６±２．２７ １４６．５６±１．２９ １０５．２２±１．７５ ４．６７±０．２７ １４５．８０±１．５８ １０１．４０±０．９９

３．６　动物脏器重量
给药结束后，我们对溶媒对照组、菲牛至冻干粉低剂量组、菲牛至冻干粉低中量组、菲牛至冻干粉高剂量

组的雌雄动物进行解剖，同时将剖检的脏器组织进行重量称量．给药结束后雌雄动物脏器系数统计结果见表
９、表１０．

表９　给药结束雌性动物脏器系数统计

组别 脑／％ 心／％ 肺／％ 肝／％ 肾（左）／％ 肾（右）／％

溶媒对照组 ０．５６１５±０．０３７５ ０．２７３４±０．０１６６ ０．４８８７±０．０５９０ ２．４６４±０．７９８５ ０．２８１９±０．０２３９ ０．２８０９±０．０１２６

菲牛至冻干粉低剂量组 ０．５４６６±０．０２６７ ０．２８３５±０．０１７９ ０．５０１６±０．０３７１ ２．７５３１±０．２４７５ ０．３０１７±０．０４１９ ０．３０９４±０．０５１６

菲牛至冻干粉中剂量组 ０．５５０５±０．０４５９ ０．２７００±０．０２３５ ０．４８２９±０．０３９７ ２．７３９２±０．２１９１ ０．２９５２±０．０３８９ ０．３０４４±０．０４２２

菲牛至冻干粉高剂量组 ０．５５４８±０．０２２７ ０．２６３６±０．０２３５ ０．４９５０±０．０２６８ ２．８４８１±０．２２８９ ０．３２０３±０．０３６６ ０．３２５２±０．０３６２
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续表９

组别 肾上腺（左）／％ 肾上腺（右）／％ 子宫／％ 卵巢／％ 胸腺／％ 脾／％

溶媒对照组 ０．０１２６±０．００２３ ０．０１２７±０．００１９ ０．２４１１±０．０３１６ ０．０２３０±０．００８３ ０．０５８３±０．０１２６ ０．１５６２±０．０１６８

菲牛至冻干粉低剂量组 ０．０１３２±０．００２８ ０．０１２９±０．００４３ ０．３１３７±０．０７２３ ０．０１９６±０．００５４ ０．０６６０±０．０１５９ ０．１６８５±０．０３９０

菲牛至冻干粉中剂量组 ０．０１０６±０．００２３ ０．０１２０±０．００３０ ０．２８５２±０．０２９９ ０．０２２５±０．００４９ ０．０５９９±０．０１４５ ０．１６３５±０．０３７８

菲牛至冻干粉高剂量组 ０．０１２７±０．００２８ ０．０１１５±０．００２２ ０．２７１１±０．０４５１ ０．０２８４±０．００９７ ０．１２０７±０．１０１５ ０．１８９３±０．０３１１

表１０　给药结束雄性动物脏器系数统计

组别 脑／％ 心／％ 肺／％ 肝／％ 肾（左）／％ 肾（右）／％

溶媒对照组 ０．３３３３±０．０１０８ ０．２５２８±０．０２６３ ０．３７７９±０．０２４７ ２．４４４８±０．２５０４ ０．２６２０±０．０１９４ ０．２６２９±０．０２１４

菲牛至冻干粉低剂量组 ０．３３６９±０．０１２５ ０．２５０１±０．０１９６ ０．３６３５±０．０１９１ ２．３４６７±０．１２８８ ０．２４９０±０．０２０３ ０．２５８０±０．０２２６

菲牛至冻干粉中剂量组 ０．３４０３±０．０１８０ ０．２４５１±０．０１８７ ０．３４５１±０．０１９６ ２．３４０２±０．１４８１ ０．２８１４±０．０１８３ ０．２８９０±０．０２１１

菲牛至冻干粉高剂量组 ０．３４０３±０．０１４９ ０．２３９５±０．０１４０ ０．３５３４±０．０１５２ ２．３３１９±０．０８３６ ０．２５６０±０．０２４７ ０．２６４０±０．０３４２

组别 肾上腺（左）／％ 肾上腺（右）／％ 胸腺／％ 脾／％ 附睾／％ 睾丸／％

溶媒对照组 ０．００５５±０．００１５ ０．００４２±０．００１５ ０．０６５２±０．０１６４ ０．１３９８±０．０１６４ ０．２８０３±０．０２０１ ０．５６５１±０．０４４８

菲牛至冻干粉低剂量组 ０．００４５±０．００１０ ０．００３５±０．００１０ ０．０４９０±０．０１８７ ０．１４２６±０．０１７３ ０．２６８９±０．０１８６ ０．５６４６±０．０３７４

菲牛至冻干粉中剂量组 ０．００５３±０．００１１ ０．００５０±０．００１８ ０．０６２２±０．０１２１ ０．１４１５±０．０１６９ ０．２６５４±０．０２３０ ０．５６５３±０．０３７４

菲牛至冻干粉高剂量组 ０．００４９±０．０００９ ０．００４９±０．００１１ ０．０６４４±０．０１５９ ０．１３５２±０．０１８４ ０．２７１６±０．０１３１ ０．５５９２±０．０３４６

３７　组织病理学检查
末次给药后２ｄ，对照组和高剂量组个别动物心脏局部见炎性坏死灶，偶见出血（见图５Ａ１，Ａ２）；肾脏主

要表现为肾小管病变，包括局部轻度管腔扩张，少量炎性细胞浸润（见图５Ｂ１，Ｂ２），恢复期肾脏扩张较给药
末期加重，见嗜碱性结构（见图５Ｃ１，Ｃ２）；各组肺脏肺间隔增厚，细胞脱落伴有炎性细胞浸润或单一见多点
状出血（见图５Ｄ１，Ｄ２）；肝脏多为管腔周围坏死炎性小灶或局部脂肪变性（见图５Ｅ１，Ｅ２，Ｆ１，Ｆ２）；给药末期
脑组织少量动物见局灶性出血，充血（见图５Ｇ１，Ｇ２），恢复期动物改病变明显改善．此外，研究中偶见个别动
物肾上腺、甲状腺、睾丸和附睾出现极轻度的局部细胞变性．以上病变均为极轻度（轻度）局部改变，未见明
显的组织学结构消失．除恢复末期左肾脏对照组病变数量较高剂量组显著性增多（Ｐ＜００５）外，其余无统计
学差异，未见明显的组别依赖性，发病数量雌雄未见明显差异（图中阴性对照组：心脏（Ａ１，♂）、肾脏（Ｂ１，
♀、Ｃ１，♀）、肺脏（Ｄ１，♂）、肝脏（Ｅ１，♀、Ｆ１，♀）、和脑（Ｇ１，♂）；高剂量组：心脏（Ａ２，♂）、肾脏（Ｂ２，♀、Ｃ２，
♂）、肺脏（Ｄ２，♂）、肝脏（Ｅ２，♂、Ｆ２，♂）和脑（Ｇ２，♂）；图中白色箭头代表脏器对应出现的不同病变性状）．

除上述脏器，其余各种动物脏器组织病理学检查未见明显异常，恢复末期较给药末期病变动物比例及程

度并未增加，未出现明显特异性的改变，均为动物常见的自发或偶发性疾病．主要脏器组织镜检典型病变示
意图见图５，病变结果统计见表１１．病理结果图中的箭头对应末次给药后２ｄ，对照组和高剂量组个别动物的
脏器出现的不同病变性状．

图５　给药结束后第２天大鼠组织病理学检查
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表１１　各组动物脏器病变结果统计

脏器名称

　　　　给药末期Ｎ＝４０（２０♂２０♀）　　　　 　　　　　恢复末期Ｎ＝１９（９♂１０♀）　　　　　
阴性对照组

Ｎ＝２０
（１０♂１０♀）

高剂量组

Ｎ＝２０
（１０♂１０♀）

Ｐ
阴性对照组

Ｎ＝１０
（５♂５♀）

高剂量组

Ｎ＝９
（４♂５♀）

Ｐ

心脏 １ １ ＞０．０５ ２ ２ ＞０．０５
左肾脏 ４ ７ ＞０．０５ ６ ２ ＜０．０５
右肾脏 ５ ４ ＞０．０５ ３ ３ ＞０．０５
肺脏 １１ １１ ＞０．０５ ５ ４ ＞０．０５
肝脏 ８ １０ ＞０．０５ ４ ４ ＞０．０５
脑 ３ ３ ＞０．０５ １ ０ ＞０．０５

　　注：Ｎ＝（１０♂１０♀），表示雌性动物１０只，雄性动物１０只；Ｎ＝１９（９♂１０♀），表示雌性动物１０只，雄性动物９只．

４　讨论

据对水蛭品种的考证研究结果显示，菲牛蛭是与古代药用水蛭相符的品种之一，这为后续菲牛蛭药用的

相关研究奠定了重要的基础［１４］．随着现代研究的深入，菲牛蛭在抗凝、抗栓和溶栓、降低血脂和改善血液循
环、抗肿瘤等方面的活性日益明确［１５－１７］，显示出菲牛蛭在治疗疾病领域巨大的潜在利用价值与开发前景．

目前，菲牛蛭的毒理学相关研究较少，仅见急性毒性研究的报道，其结果表明菲牛蛭冻干粉的氨基酸含

量较高、有害元素及农药残留量较低、急性毒性试也未见明显毒副作用［１８］，结合后续冷冻干燥、清水吊干等

低温处理方式能够较为有效地保留菲牛蛭抗凝活性的报道［１０－１１］，菲牛蛭冻干粉确为较合理的使用形式，其

长期毒性值得深入研究．因此，本项目组开展了菲牛蛭冻干粉重复给药的毒理学研究．结果显示，经口重复给
予菲牛蛭冻干粉的试验条件下，ＳＤ大鼠每周连续灌胃给药６ｄ，给药周期６个月，末次给药后恢复８周，其一
般状态观察，包括临床状态、体重、摄食量未见与供试品相关的明显异常．其次，无 ＳＤ大鼠死亡现象．尿检、
血液学、生化检验、血凝、电解质等临床指标检测结果显示偶见个别指标波动变化，变化趋势无明显的组别和

剂量依赖性，其余同样未见异常．同时，据我们对 ＳＤ大鼠长期给予菲牛蛭冻干粉给药结束后２天以及恢复
期结束后１天的组织病理学结果显示，供试品组个别脏器见轻度出血，其余脏器产生的组织病理学改变无明
显的组别或剂量依赖性，未见由供试品引起的异常改变．

综上所述，本试验研究条件下，菲牛蛭冻干粉未见明显的毒性反应作用．该研究结果对菲牛蛭冻干粉今
后的药理学、毒理学研究，药用安全性、以及临床研究提供了价值参考与科学依据．
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