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注射用尖吻蝮蛇凝血酶对兔凝血功能的影响

樊　华１，张　鹏２，康　强１，王秀英１

（１．辽宁省食品药品检验所，辽宁 沈阳 １１００２３；２．沈阳市食品药品检验所，辽宁 沈阳 １１００００）

　　摘要：目的　研究注射用尖吻蝮蛇凝血酶（Ｈｅｍ）对兔凝血功能的影响，为临床应用提供实验依据。
方法　于日本大耳白兔耳静脉分别一次性ｉｖ给予Ｈｅｍ０．２５，０．５和１．０Ｕ·ｋｇ－１和阳性对照药注射用血凝
酶（ＨＡＩ）１．０克氏单位（ＫＵ）·ｋｇ－１，于给药前（０ｍｉｎ）和给药后１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，２ｈ和１２ｈ分别采血，应
用ＬｅｅＷｈｉｔｅ试管法测定全血凝血时间（ＣＴ），血球计数仪测定血小板计数（ＰＬＴ），Ｃ２０００４高性能血凝仪
测定凝血酶原时间（ＰＴ）、凝血酶时间（ＴＴ）、血浆纤维蛋白原（ＦＩＢ）和鞣花酸活化部分凝血活酶时间
（ＡＰＴＴ）。结果　正常对照组不同时间点各指标均无明显变化。与给药前比较，ＣＴ在给予Ｈｅｍ０．２５，０．５和
１．０Ｕ·ｋｇ－１和ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１后１０ｍｉｎ～１２ｈ明显缩短（Ｐ＜０．０５）；ＰＬＴ在 Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１给药后
１０～３０ｍｉｎ明显增加（Ｐ＜０．０５）；ＡＰＴＴ在Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１（１０ｍｉｎ～２ｈ）和ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１（３０ｍｉｎ～
１２ｈ）明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＰＴ在Ｈｅｍ０．２５Ｕ·ｋｇ－１（１０ｍｉｎ），０．５Ｕ·ｋｇ－１（１０ｍｉｎ～２ｈ）和１．０Ｕ·ｋｇ－１

（１０～３０ｍｉｎ）及ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１（１０～３０ｍｉｎ）明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＴＴ在Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１（１０ｍｉｎ～
１２ｈ）和ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１（３０ｍｉｎ）明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＦＩＢ在Ｈｅｍ０．２５Ｕ·ｋｇ－１（３０ｍｉｎ），０．５Ｕ·ｋｇ－１

（１０～３０ｍｉｎ）和１．０Ｕ·ｋｇ－１（１０ｍｉｎ～２ｈ）及ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１（１０～３０ｍｉｎ）明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论
Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１在给药后１０ｍｉｎ即有促凝血作用，ＴＴ缩短可持续１２ｈ。
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　　蛇毒类凝血酶属胰蛋白酶家族中的丝氨酸蛋白
酶，是蝮亚科蛇毒中一个具有促凝血活性的组成成

分，能直接作用于纤维蛋白原，促进血液凝固。据报

道，很多蛇毒成分已用于出血或血栓性疾病的诊断和

治疗［１－３］。研究表明，蛇毒类凝血酶的主要药理学作

用是对凝血因子、纤溶活性和血小板功能的影

响［１－３］，如已上市的注射用血凝酶（ｈｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅ
ａｔｒｏｘｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＨＡＩ），又名巴曲酶（ｂａｔｒｏｘｏｂｉｎ），
取自大具窃蝮蛇（矛头蛇，Ｂｏｔｈｒｏｐｓａｔｒｏｘ），能够缩短
正常人鞣花酸活化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄｐａｒ
ｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｔｉｎ，ＡＰＴＴ），且其主要成分巴曲酶能够
促进血小板聚集等［４］。本研究应用兔作为实验动物观

察蛇毒类凝血酶新型研发药 注射用尖吻蝮蛇（百

步蛇，Ａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｒａｃｕｔｕｓ）凝血酶（ｈｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅ
ａｃｔｕｔｕｓｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，Ｈｅｍ）对兔凝血功能指标的影响，
观察其在治疗血液疾病方面是否存在优于已上市药物

的疗效，为其进一步开发提供实验依据。
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从事药理和毒理学研究。
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ｃｏｍ，Ｔｅｌ：（０２４）２５４２４７３９

１　材料与方法

１．１　动物、药物、试剂和仪器
普通级日本大耳白健康兔４０只，体质量２．５～

３．５ｋｇ，雌雄各半，单笼饲养，挂牌标记，购自沈阳市
双义实验动物研究所，实验动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（辽）２００３００１２；实验动物使用许可证号：
ＳＹＸＫ（辽）２００８０００８；动物室温度：１９．６～２１．８℃，
湿度：４０％～７０％。Ｈｅｍ由沈阳守正生物技术有限
公司提供，由蓬莱诺康药业有限公司生产，批号：

０８０７０３；规格：每瓶含１ＵＨｅｍ；用２ｍｌ生理盐水
溶解，静脉注射，也可肌内注射，成人每次１～２Ｕ，
质控材料由沈阳守正生物技术有限公司提供。阳性

对照ＨＡＩ，由瑞士素高药厂生产，每瓶含１克氏单位
（Ｋｌｏｂｕｓｉｔｚｋｙｕｎｉｔ，ＫＵ）的血凝酶；成人每次１．０～
２．０ＫＵ，紧急情况下，立即静脉注射１．０ＫＵ，同时
肌内注射 １．０ＫＵ。凝血酶时间（ｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，
ＴＴ）、凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）、血浆
纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）和 ＡＰＴＴ检测试剂
盒，保定天岳生物工程有限公司生产；０．９％氯化钠
注射液，辽宁味邦生物制药有限公司生产。

Ｃ２０００４型高性能血凝仪，北京普利生仪器有限公司；
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ＭＥＫ６３１８血球计数仪：日本光电工业株式会社。
１．２　动物分组和给药

日本大耳白兔随机分为正常对照组（生理盐水

注射液）、Ｈｅｍ０．２５，０．５和 １．０Ｕ·ｋｇ－１及 ＨＡＩ
１．０ＫＵ·ｋｇ－１组，每组８只，经耳缘静脉一次性 ｉｖ
给予，给药体积１ｍｌ·ｋｇ－１。
１．３　凝血时间的测定

给药前（０ｍｉｎ），给药后１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，２ｈ
和１２ｈ由耳缘静脉取血，应用ＬｅｅＷｈｉｔｅ试管法［５］

测定全血凝血时间（ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＣＴ）。
１．４　血小板计数的测定

测定ＣＴ的同时，自耳静脉取血３ｍｌ（抗凝剂∶
血＝１∶９，Ｖ／Ｖ），应用血球计数仪计数给药前和给药
后１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，２ｈ及 １２ｈ血小板（ｐｌａｔｅｌｅｔ，
ＰＬＴ）。
１．５　凝血因子的测定［６－８］

取１．４制备的抗凝血，５００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取
上层血浆，应用 Ｃ２０００４高性能血凝仪测定 ＰＴ，
ＴＴ，ＦＩＢ和ＡＰＴＴ。

１．６　统计学分析
实验结果数据均以ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ１６．０

软件根据实验结果分别采用方差分析，以 Ｐ＜０．０５
认为具有统计学差异。

２　结果

２．１　注射用尖吻蝮蛇凝血酶对兔凝血时间的影响
由表１可见，正常对照组各时间点 ＣＴ无明显

变化，给予Ｈｅｍ０．２５，０．５和１．０Ｕ·ｋｇ－１及 ＨＡＩ
１．０ＫＵ·ｋｇ－１后１０ｍｉｎ～１２ｈ与给药前相比ＣＴ明
显缩短（Ｐ＜０．０５）。
２．２　注射用尖吻蝮蛇凝血酶对兔血小板计数的
影响

由表２可见，正常对照组各时间点 ＰＬＴ无明显
变化；Ｈｅｍ０．２５和０．５Ｕ·ｋｇ－１及ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１

给药后各时间点ＰＬＴ与给药前比较未见明显变化；
Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１给药后１０和３０ｍｉｎ其ＰＬＴ均明
显高于给药前（Ｐ＜０．０５）。

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅａｃｔｕｔｕｓｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ｈｅｍ）ｏｎｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ（ＣＴ）ｏｆｒａｂｂｉｔｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＣＴ／ｓ

０ｍｉｎ　 １０ｍｉｎ　　 ３０ｍｉｎ　　 ２ｈ　　 １２ｈ　　

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２２０±２５ ２１１±２９ ２０４±３１ ２０６±２９ ２１０±２１

Ｈｅｍ０．２５ ２０８±４９ １９１±４３ １７８±５０ １７６±４７ １８７±５３

　　 ０．５ ２０８±６５ １８２±５４ １７５±５９ １７２±５７ １８１±６３

　　 １．０ ２１５±４２ １９２±４１ １７４±４２ １６６±４１ １８０±４６

ＨＡＩ　１．０ １９８±４４ １７７±４３ １６２±４４ １５７±３８ １６９±４６

Ｈｅｍ０．２５，０．５ａｎｄ１．０Ｕ·ｋｇ－１ｏｒｈｅｍｏｃｏａｇｕｌａｓｅａｔｒｏｘｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ＨＡＩ）１．０Ｋｌｏｂｕｓｉｔｚｋｙｕｎｉｔ（ＫＵ）·ｋｇ－１ｗａｓｏｎｃｅｉｖｇｉｖｅｎｉｎｅａｒｖｅｉｎ
ｔｏｔｈｅｒａｂｂｉｔｓ．Ｂｅｆｏｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（０ｍｉｎ）ａｎｄ１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，２ｈａｎｄ１２ｈａｆｔｅｒＨｅｍｏｒＨＡＩｗａｓｇｉｖｅｎ，ＣＴｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈＬｅｅ
Ｗｈｉｔｅｔｕｂｅｍｅｔｈｏｄ．ｘ±ｓ，ｎ＝８．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（０ｍｉｎ）ｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨｅｍｏｎｐｌａｔｅｌｅｔ（ＰＬＴ）ｃｏｕｎｔｏｆｒａｂｂｉｔｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＰＬＴ／１０９Ｌ－１

０ｍｉｎ　 １０ｍｉｎ　　 ３０ｍｉｎ　　 ２ｈ　 １２ｈ　

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２００±２４ １６２±４４ １７５±３０ ２１０±５８ １９３±２６

Ｈｅｍ０．２５ ２８８±９１ ２０６±３１ ２２４±６９ ２６１±７７ １８７±９７

　　 ０．５ ２４５±９２ ２２６±８７ ２１３±８０ ２４８±６２ ２７５±６０

　　 １．０ １６５±３３ ２５７±５３ ２２３±５３ ２１５±７０ ２０１±４３

ＨＡＩ　１．０ ２２９±４２ ２４６±１３ ２３２±４０ ２６４±８８ ２３２±４０

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｂｂｉｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．ｘ±ｓ，ｎ＝８．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ０ｍｉｎｇｒｏｕｐ．
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２．３　注射用尖吻蝮蛇凝血酶对兔凝血因子的影响
由表３可见，正常对照、Ｈｅｍ０．２５和０．５Ｕ·ｋｇ－１

组各时间点ＡＰＴＴ无明显变化，Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１组
１０ｍｉｎ～２ｈ及 ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１３０ｍｉｎ～１２ｈ组
ＡＰＴＴ明显低于给药前（Ｐ＜０．０５）。由表４可见，正常
对照组各时间点ＰＴ无明显变化，Ｈｅｍ０．２５Ｕ·ｋｇ－１组
１０ｍｉｎ，０．５Ｕ·ｋｇ－１组１０ｍｉｎ～２ｈ和１．０Ｕ·ｋｇ－１组
１０～３０ｍｉｎ及ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１组１０～３０ｍｉｎＰＴ明

显低于给药前（Ｐ＜０．０５）。由表５可见，正常对照、
Ｈｅｍ０．２５和０．５Ｕ·ｋｇ－１组各时间点ＴＴ无明显变化，
Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１组１０ｍｉｎ～１２ｈ和ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１

组３０ｍｉｎＴＴ明显低于给药前（Ｐ＜０．０５）。由表６可
见，正常对照组各时间点 ＦＩＢ无明显变化，Ｈｅｍ
０．２５Ｕ·ｋｇ－１组３０ｍｉｎ，０．５Ｕ·ｋｇ－１组１０～３０ｍｉｎ和
１．０Ｕ·ｋｇ－１组１０ｍｉｎ～２ｈ及 ＨＡＩ１．０ＫＵ·ｋｇ－１组
１０～３０ｍｉｎＦＩＢ明显高于给药前（Ｐ＜０．０５）。

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨｅｍｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐａｒｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｔｉｎ（ＡＰＴＴ）ｏｆｒａｂｂｉｔｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＡＰＴＴ／ｓ

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ２ｈ １２ｈ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２３．９±６．４ ２３．０±３．５ ２２．８±３．５ ２３．１±５．２ １８．６±４．１
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３　讨论

目前已经发现４０余种蛇毒中含有类凝血酶成
分，并有２０余种先后得到分离和纯化［３］，Ｈｅｍ就是
其中之一。蛇毒类凝血酶在临床上主要用于止血、

抗血栓和诊断试剂等方面。本研究通过检测 ＣＴ，
ＰＬＴ以及ＰＴ，ＴＴ，ＡＰＴＴ和 ＦＩＢ４个凝血因子，观
察Ｈｅｍ对血小板功能和凝血因子的影响。研究结
果表明，给予兔 Ｈｅｍ０．２５，０．５和１．０Ｕ·ｋｇ－１和
ＨＡＩ１．０ｋＵ·ｋｇ－１后１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，２ｈ和１２ｈ
４个不同时间点与给药前相比 ＣＴ明显缩短（Ｐ＜
０．０５）。同时Ｈｅｍ１．０Ｕ·ｋｇ－１给药后１０ｍｉｎ与给
药前相比即可见ＰＬＴ明显增高（Ｐ＜０．０５），可维持
至３０ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５），提示Ｈｅｍ可以促凝血，Ｈｅｍ
１．０Ｕ·ｋｇ－１作用较显著。另外，ＨＡＩ在给药后
１０ｍｉｎ～１２ｈ与给药前比较 ＰＬＴ无明显变化，考虑
其凝血作用机制可能并不是通过增加ＰＬＴ实现的，
这与文献报道相吻合［９－１０］。不同来源的蛇毒类凝

血酶其对血浆蛋白的作用方式并不相同。综合ＰＴ，
ＴＴ，ＦＩＢ和ＡＰＴＴ４项指标，Ｈｅｍ对 ＰＴ，ＴＴ，ＦＩＢ
和ＡＰＴＴ在不同时间点均有不同程度的影响，Ｈｅｍ
１．０Ｕ·ｋｇ－１均在给药后１０ｍｉｎ即出现明显的药效
作用，特别是可以使 ＴＴ缩短并维持至１２ｈ。其作
用机制尚待进一步研究。

本实验过程中通过兔耳缘静脉反复多次采血，

血液质量影响指标检测结果的可靠性。耳静脉采血

无疑是一种方便且创伤小的方法，但对操作者的技

术要求和实验动物自身的要求较为严格，故建议在

实验操作过程中应熟练掌握采血技术并严格控制时

间，同时可通过实验组别、采血顺序设计和采血人员

交替等方法尽量减少人为误差。
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中国毒理学会第六届全国毒理学大会第六次全国会员代表大会征文通知

在中国毒理学会成立二十周年之际，第六届全国毒理学大会暨第六次全国会员代表大会将于２０１３年１１月１０－１３日在广
州召开。大会由中国毒理学会主办，广东省疾病预防控制中心承办，中山大学公共卫生学院和广东省医学实验动物中心共同协

办，中国毒理学会理事长庄志雄教授担任大会主席。本次会议主题为＂现代毒理科学与社会经济和健康事业发展＂，旨在更好地
推动我国毒理学学科的发展，及时交流我国毒理学及相关学科研究所取得的新成果和新经验、增进会员之间的交流与合作。

１　征文主题
大会征集和交流的学术论文为未公开发表的研究论文或综述性论文摘要，包括但不局限以下主题：临床毒理学与中毒救

治，环境、生态毒理学，药物毒理学与药物安全评价，食品安全与营养，放射毒理学，．工业毒理与职业卫生，药物依赖、神经毒
理，农药与新化学品毒理学评价，纳米毒理学与新材料毒理学，生物毒素毒理学，饲料及兽医毒理学，靶器官毒理学，生殖与发

育毒理学，遗传毒性与癌变机制，系统毒理学与转化医学，毒物代谢与毒代动力学，毒性测试策略与毒理学替代法，毒性生物

标志物，管理毒理学与风险评估和分子毒理学与毒性通路等。

２　征文要求
凡与上述会议主题有关的实验研究、流行病学研究、临床研究、管理研究、社会和心理学研究、政策法规研究、理论与实践

等均在征文范围。① 所提交的论文摘要必须尚未在杂志上公开发表，文字表达应符合科学论文一般规范要求，表达要求准
确、简洁明了，真实反映研究结果。使用代号或缩写应有相关说明（保密内容由作者处理，文责自负）。论文摘要１０００字以内
（不少于６００字）。Ｗｏｒｄ文档形式上传。征文经有关专家审阅通过后，将以摘要形式在《中国药理学与毒理学杂志》增刊正
式出版。② 论文摘要包括论文的题目、作者、单位和 Ｅｍａｉｌ地址，采用结构式摘要，包括目的、材料和方法、结果和结论。综
述性文章摘要可按照论述式撰写。同时注明基金项目、通讯作者的姓名、电话及Ｅｍａｉｌ地址。可参考《中国药理学与毒理学
杂志》正式发表的论著和综述摘要格式书写（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｊｐｔ．ａｃ．ｃｎ）。③ 提交的论文均将作为大会交流材料。经大会学术
组评审为“优秀论文”的，可做分会专题报告发言。如果作者同意，评审组可以推荐全文在《中国药理学与毒理学杂志》正刊上

尽快刊出。④ 其他参会人员将参加壁报交流，壁报规格为１．２ｍ长×０．９ｍ宽。
大会将设置“优秀壁报奖”，设立评奖委员会，从参加交流的壁报中评选获奖壁报，并在大会闭幕式上对获奖者予以表彰

奖励。为鼓励年轻科技人员参会并发现毒理学优秀后备科技人才，大会将评选青年（４０岁以下）优秀论文奖，由中国毒理学
会颁发大会优秀论文证书并给予一定奖励。

３．注册和论文提交
① 在中国毒理学会网站ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｈｎｔｏｘ．ｏｒｇ／ｃｈｎｔｏｘ０４／ｃｎ／“中国毒理学会第六届全国毒理学大会”注册，２０１３年

８月２０日止。论文截止日期：２０１３年８月３０日。② 采用电子投稿方式，要求用Ｗｏｒｄ２０００或更高版本，所有来稿通过中国
毒理学会网站点击“论文提交”，并附作者联系方式。③ 符合大会投稿要求的论文摘要经审稿被录用后将通知作者，并通知
论文交流的形式。

联系人：关华　Ｔｅｌ：（０１０）６６９３２３８７，（０１０）６８１８７０３８　Ｅｍａｉｌ：ＣＳＯＴ６＠ｃｈｎｔｏｘ．ｏｒｇ　通讯地址：北京市海淀区太平
路２７号　邮编：１００８５０

中国毒理学会２０１３年１月２４日
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