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天然水蛭素水凝胶可改善随意皮瓣的存活*
★
 

 
韦淑怡，殷国前，韩志强，潘新元，林博杰(广西医科大学第一附属医院整形美容外科，广西壮族自治区南宁市  530021) 

 
文章亮点： 
天然水蛭素是一种生物活性物质，具有抗凝、抗血栓等药理作用，但由于其抗原性使其应用受到限制，

而重组水蛭素也以注射、口服给药为主。实验创新性的将注射用天然水蛭素改制成外用药剂，大幅降低药物

对实验动物的毒性、致敏性，使给药方式更自主灵活。结果表明天然水蛭素水凝胶同样可减轻大鼠随意皮瓣

的瘀血，同时能促进血管生成，提高皮瓣存活率。 
关键词： 
器官移植；组织移植；天然水蛭素；凝胶；皮肤渗透实验；随意皮瓣；皮瓣存活率；大鼠；省级基金 
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广西壮族自治区卫生厅重点科研课题资助项目(2011101)*，课题名称：天然、重组水蛭素凝胶对大鼠随意皮
瓣淤血模型中 VEGF、PGI2、TXA2的影响 
 

摘要 
背景：随意皮瓣移植后易发生瘀血，甚至缺血坏死，临床与动物实验已经证明水蛭素能够提高皮瓣的存活

率。 
目的：探讨天然水蛭素凝胶对大鼠随意皮瓣存活的影响。 
方法：制备天然水蛭素凝胶，用改良的 Franz扩散池进行经皮渗透实验，使用 Markwardt法进行水蛭素活
性的检测。选用Wistar大鼠，在其背部设计随意皮瓣，面积为 9 cm×3 cm；皮瓣随机分 3组，分别涂抹
生理盐水、天然水蛭素凝胶、空白凝胶基质。术后进行大体、组织病理学形态观察，第 7天计算皮瓣存活
率。 
结果与结论：体外实验：Markwardt 法检测到天然水蛭素凝胶组的活性成分能透过皮肤，而空白凝胶组未检
测到任何活性成分。体内实验：术后 7 d，天然水蛭素凝胶组皮瓣坏死长度明显长于生理盐水组、空白凝胶基
质组，差异有显著性意义(P < 0.05)。术后 3 d，天然水蛭素凝胶组真皮内毛细血管及微静脉红细胞瘀滞现象
较生理盐水组、空白凝胶基质组明显减轻；术后 7 d，天然水蛭素凝胶组皮下胶原及肉芽组织增生明显优于生
理盐水组、空白凝胶基质组；术后 7 d，天然水蛭素凝胶组皮瓣存活率高于生理盐水组、空白凝胶基质组，差
异有显著性意义(P < 0.05)。结果表明天然水蛭素可渗透进入完整皮肤组织，局部应用天然水蛭素水凝胶同样
对皮瓣移植后瘀血有改善作用，有利于新生血管的生成。 
 

Natural hirudin hydrogel improves the survival rate of random pattern flaps  

 

Wei Shu-yi, Yin Guo-qian, Han Zhi-qiang, Pan Xin-yuan, Lin Bo-jie (Department of Plastic Surgery, the First 
Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning  530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: A random pattern flap is prone to resulting in blood stasis and even ischemic necrosis. Clinical 
and animal experiments have proved that hirudin can improve the survival rate of the pattern flap.  
OBJECTIVE: To discuss the effects of natural hirudin hydrogel on the survival of rat random pattern flaps.  
METHODS: Natural hirudin hydrogel was prepared for percutaneous permeation experiment using modified 
Franz diffusion cell. Markwardt method was used to detect hirudin activity. Random pattern flaps from the back of 
Wistar rats, 9 cm × 3 cm, were used for flap preparation. The flaps were randomized into three groups, normal 
saline group, hirudin group and blank gel matrix group. Postoperative gross, histopathological, and morphological 
observations were conducted, and the survival rate of the flaps was calculated at day 7. 
RESULTS AND CONCLUSION: In vitro experiments: The active ingredient of the natural hirudin hydrogel 
passed through the skin, but there was no active ingredient in the blank gel group. In vivo experiments: After 7 
days, the length of necrotic flaps in the hirudin group was significantly longer than that in the normal saline and 
blank gel matrix groups (P < 0.05). After 3 days, the phenomenon of red blood cell stasis in dermal capillaries and 
venules was significantly reduced in the hirudin group as compared with the normal saline and blank gel matrix  
groups; after 7 days, subcutaneous collagen and granulation tissue hyperplasia was more obvious in the hirudin 
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group than in the normal saline and blank gel groups; after 7 days, the survival rate of flaps in the hirudin group was 
significantly higher than that in the normal saline and blank gel matrix groups (P < 0.05). Natural hirudin permeate the 
intact skin tissue, and local application of natural hirudin hydrogel can improve blood stasis after flap transplantation and 
be conducive to the formation of new blood vessels. 
 
Subject headings: hirudins; gels; osmosis; surgical flaps; rats, Wistar 
Funding: the Major Scientific Research Project of Guangxi Zhuang Autonomous Region, No. 2011101* 
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0  引言  Introduction 
 

随意皮瓣移植修复创面是临床上应用较广泛的手

术方法之一，而术后的皮瓣瘀血会影响手术的疗效。长

久以来使用活体水蛭的吸血疗法治疗皮瓣瘀血已经得

到了肯定
[1-2]
，但活体水蛭价格昂贵，在紧急状况下不易

获得，同时会受地域、气候等限制
[3-4]
，因此寻求一种替

代活体水蛭疗法的方法很重要。天然水蛭素是一种生

物活性物质，属于天然的凝血酶抑制剂
[5]
，具有抗凝、

抗血栓等药理作用。课题组前期经动物实验证实，对

于随意皮瓣术后瘀血，注射天然水蛭素有明显改善作

用，且具有促进血管生成、抗凝抗血栓、抗氧化及炎

症反应、抑制血管收缩等作用
[6-7]
。因注射用天然水蛭

素还存在一些问题，例如感染、局部瘙痒等
[8-9]
，将其

制成经皮给药制剂，可达到局部迅速给药、降低药物

毒副作用等目的。 
课题组通过对自主研发的天然水蛭素凝胶进行一

系列的临床前实验研究，探讨天然水蛭素是否能通过局

部外用给药，观察天然水蛭素制成水凝胶后对大鼠随意

皮瓣的影响，讨论天然水蛭素从表皮给药后是否仍然具

有改善皮瓣瘀血、促进新生血管形成的作用，旨在为临

床上治疗皮瓣移植后瘀血及提高皮瓣存活率提供一种

新的给药方式。 
 
1  材料和方法  Materials and methods   

 
设计：体外皮肤渗透试验，随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2012年1至12月在广西医科大

学实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康Wistar大鼠30只，雌雄各半，体质量

(250±20) g；健康裸鼠，体质量(20±2) g，由广西医科
大学动物实验中心提供并统一喂养，自由饮水，室温    
25 ℃，相对湿度40%-70%。实验过程中对动物处置符
合动物伦理学要求。 

分组：将30只健康的Wistar大鼠按雌雄各半的比例
随机分为3组：生理盐水组、天然水蛭素凝胶组、空白
凝胶基质组，每组10只。 

天然水蛭素水凝胶对大鼠随意皮瓣存活影响的实验所用

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

天然水蛭素凝胶的制备：由实验室自行研制，先将1 g 
Carbopol 934溶于适量蒸馏水中，静置充分溶胀后，
Carbopol 934水凝胶用25%三乙醇胺水溶液调节pH值至
7，加入0.2 g氮酮、3.6 g乙醇、5 g丙二醇混合液，加入
100 ATU天然水蛭素冻干粉，最后将剩余水分补足至  
100 g，均匀搅拌即得1 ATU/g浓度天然水蛭素水凝胶。 

体外皮肤渗透试验：取适量空白凝胶基质，再在其

中加入实验剂量的天然水蛭素冻干粉，按需要配置成

100 ATU/g浓度的天然水蛭素凝胶。常规处死裸鼠，无
菌条件下剥离腹部完整皮肤，去除皮下组织，露出真皮

层。将皮片剪裁成适当大小，安装在透皮扩散杯上，角质

层朝上，真皮层朝下。实验组给予天然水蛭素凝胶1 g，
对照组给予空白凝胶1 g，将凝胶均匀涂于角质层。向接
受室中注入6. 5 mL 0.9%氯化钠注射液，置于(37±1) ℃恒
温水浴中，转速设置为200 r/min。分别于0.5，1，2，3，
4 h吸取0.5 mL接受室溶液进行储存。 

水蛭素的活性检测：使用Markwardt法[10]
进行水蛭素

活性的检测。分别配置0.05 mol/L Tris-HCl溶液、    
100 U/mL凝血酶溶液、5 g/L纤维蛋白原溶液。使用移
液器向一次性试管中加入200 μL纤维蛋白原溶液，再加
入50 μL样品，吹吸混匀，加入5 μL凝血酶溶液并即时
开始计时，记录下试管中纤维蛋白原凝结时的时间。若

1 min纤维蛋白原溶液未凝集，则再加入5 μL凝血酶溶
液。每个样本重复检测5次。 

大鼠随意皮瓣的建立：购入实验动物安静饲养3 d后，
予5%水合氯醛5 μL/g腹腔麻醉，将大鼠四肢固定于实验

试剂及仪器 来源 

天然水蛭素凝胶 
天然水蛭素冻干粉 

 
人纤维蛋白原 
凝血酶 
Carbopol 934 
氮酮 
光学显微镜 
RYJ-6B型透皮扩散仪  

自制 
专利号 ZL03113566.8，浓度分别为 20 ATU/瓶和

80 ATU/瓶，广西科康生物科技有限责任公司 
上海莱士 
湖南一格 
美国诺誉化工有限公司 
阿拉丁试剂 
OLYMPUS公司 
上海黄海药检，接受池体积为 6.50 mL， 
透皮有效扩散面积为 2.8 cm2 
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皮瓣存活率=皮瓣存活面积/总面积×100%动物手术台上，用电动理发器剔除大鼠背部毛发，使用

亚甲蓝在大鼠背部设计皮瓣，见图1，每只大鼠设计1个
皮瓣，皮瓣面积为9 cm×3 cm。制备皮瓣时，沿皮瓣设
计线切开皮肤，于浅筋膜下锐性分离至皮瓣蒂部，小心

不要破坏蒂部血管，掀起后，充分止血，用4-0丝线原
位缝合。术中如遇其他血管，则切断后结扎，以保证皮

瓣为随意皮瓣。手术过程严格遵守无菌操作。 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
术后处理：术后大鼠放在无垫料的动物房，由广西医

科大学动物实验中心统一喂养，分笼单独常规饲养，室

温控制在25 ℃左右。每天观察大鼠生长状态及皮瓣瘀血
情况，并拍照留证。术后生理盐水组予每天每次涂抹10 g
生理盐水，3次/d，天然水蛭素凝胶组每天每次涂抹10 g
天然水蛭素水凝胶，3次/d，空白凝胶基质组每天每次涂
抹空白凝胶10 g，3次/d。 
主要观察指标：于术后即刻开始，每天观察皮瓣瘀

血改变情况，皮瓣远端坏死判断标准为皮瓣颜色发黑、

质硬、无毛发生长、无毛细血管反应，并用游标卡尺测

量各皮瓣远端瘀血的长度，精确到0.01 cm。 
于术后第3，5，7天，使用5%水合氯醛5 μL/g腹腔

麻醉，切取各组皮瓣远端3 cm处组织，每只大鼠只取一
次，取出的组织使用体积分数为10%的甲醛溶液固定，
常规石蜡包埋切片，苏木精-伊红染色，光镜下观察组

织学变化。 
术后7 d，麻醉大鼠后，展平背部，用数码相机拍

摄皮瓣情况，用 Imaga-Pro 6.0软件分析系统 (美国
TIANGE公司)计算皮瓣坏死面积、存活面积和总面积并
计算存活率。 

 
 
统计学分析：使用SPSS 16.0统计软件进行统计学

分析。数据以x
_

±s表示，两组间比较使用t 检验，P < 0.05
为差异有显著性意义。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  体外皮肤渗透试验结果  Markwardt法对透过物
质的纤维蛋白原凝结时间的检测结果显示：在各观察时

间点，实验组的纤维蛋白原凝结时间均有延迟(P < 
0.05)，在3 h时达到最大(85.400±1.454) s，而对照组纤
维蛋白原凝结时间无明显延迟，见表1和图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  大体观察  3组大鼠均无死亡，皮瓣术后无感染，
饮食无异常。术后即刻，3组大鼠的皮瓣外观并无差别。
术后7 d，3组皮瓣远端不同面积痂壳形成，坏死区域稳

表 1  各组纤维蛋白原凝结时间对比 

Table 1  Comparison of the coagulation time of fibrinogen in 
each group                               (x

_

±s, s)

注：实验选用 Markwardt法，可检测透过液中是否存在直接抗凝血酶成分，

若存在直接抗凝血酶成分表明纤维蛋白原凝结时间延长。该方法同时可以

检测样本中水蛭素的含量，纤维蛋白原凝结时间越长，表明样本中所含水

蛭素越多。 

渗透时间 实验组 对照组 

0 h 
0.5 h 
1 h 
2 h 
3 h 
4 h 

59.733±0.594   
66.867±0.743   
77.733±1.222   
83.066±1.163   
85.400±1.454   
81.533±1.302 

59.800±0.560    
59.667±0.724     
59.800±0.560     
59.800±0.560      
59.733±0.799     
59.800±0.414 

图 1  制备随意皮瓣，掀开皮瓣后注意保护蒂部血管 

Figure 1  Preparation of random pattern flap with attention to 
protecting the vascular pedicle 

图 2  天然水蛭素凝胶体外经皮渗透情况(200 r/min，37 ℃) 

Figure 2  In vitro percutaneous penetration of natural hirudin 
hydrogel (200 r/min, 37 ℃) 
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注：在各观察时间点，实验组的纤维蛋白原凝结时间均有延迟，

在 3 h时达到最大(85.400±1.454) s，而对照组纤维蛋白原凝结
时间无明显延迟。 
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定，存活与坏死界限较清楚，天然水蛭素凝胶组皮瓣坏

死面积明显小于其余2组(P < 0.05)，掀开皮瓣后可见天
然水蛭素凝胶组较生理盐水组、空白凝胶基质组皮下新

生血管增多，见图3。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
2.3  皮瓣存活率测定  天然水蛭素凝胶组皮瓣存活率
高于生理盐水组、空白凝胶基质组(P < 0.05)，空白凝
胶基质组皮瓣存活率略高于天然水蛭素凝胶组，但其差

异无显著性意义(P > 0.05)，见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  组织学观察  见图4，5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  各组Wistar大鼠随意皮瓣术后第 7天大体观察 

Figure 3  General observation of random pattern flaps of Wistar 
rats at postoperative 7 d 

A：生理盐水组 

注：大体观察 3 组皮瓣远端不同面积痂壳形成，存活与坏死界限
较清楚，天然水蛭素凝胶组皮瓣坏死面积明显小于其余两组，掀

开皮瓣后可见天然水蛭素凝胶组较其余两组皮下新生血管增多。

表 2  各组Wistar大鼠随意皮瓣存活率 

Table 2  Survival rate of the random pattern flap in each group  
(x

_

±s)

与其他组比较，
aP < 0.05。 

注：天然水蛭素凝胶对大鼠随意皮瓣有改善作用。 

 

组别          坏死面积(cm2)  皮瓣面积(cm2)  存活率(%) 

生理盐水组 
天然水蛭素凝胶组 
空白凝胶基质组    

6.42±0.91 
2.52±0.65 
5.79±0.79 

27  
27 
27       

76.22±3.36 
90.66±2.41a

78.56±2.91

图 4  术后第 3天各组Wistar大鼠随意皮瓣皮肤组织病理变
化(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 4  Histopathological observation of random pattern 
flaps at postoperative 3 d (Hematoxylin-eosin 
staining, ×400) 

注：生理盐水组、空白凝胶基质组真皮内毛细血管及微静脉内大

量红细胞(箭头所示)，部分单核、中性粒细胞附壁；天然水蛭素
凝胶组真皮内毛细血管及微静脉未见明显红细胞瘀滞现象。 

A：生理盐水组  B：天然水蛭素凝胶组 

C：空白凝胶基质组 

图 5  术后第 7天各组Wistar大鼠随意皮瓣皮肤组织病理变
化 (苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 5  Histopathological observation of random pattern 
flaps at postoperative 7 d (Hematoxylin-eosin 
staining, ×400) 

注：生理盐水组、空白凝胶基质组皮肤切片呈均质红染，皮肤结

构层次严重破坏；天然水蛭素凝胶组可见皮下胶原增生及大量肉

芽组织形成，出现大量新生血管，皮肤结构层次清晰。 

A：生理盐水组  B：天然水蛭素凝胶组  

C：空白凝胶基质组 

B：天然水蛭素凝胶组  

C：空白凝胶基质组  
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术后3 d，镜下观见皮肤结构清晰，生理盐水组、
空白凝胶基质组真皮内毛细血管及微静脉内大量红细

胞，部分单核、中性粒细胞附壁；天然水蛭素凝胶组真

皮内毛细血管及微静脉未见明显红细胞瘀滞现象。术后 
7 d，生理盐水组、空白凝胶基质组皮肤切片呈均质红染，
皮肤结构层次严重破坏，无正常细胞结构，表皮角质层

走行不连续且基底层结构不明显；天然水蛭素凝胶组可

见皮下胶原增生及大量肉芽组织形成，出现大量新生血

管，皮肤结构层次清晰。 
 

3  讨论  Discussion 
 
各种皮瓣在整形、修复重建及显微外科等领域已成

为修复和再造的常用手段，但静脉回流障碍导致的静脉

瘀血是其术后常见的并发症之一，是引起皮瓣等组织坏

死的主要原因
[11-14]
。水蛭疗法已成为救治静脉瘀血并发

症的标准疗法
[15]
，但活体水蛭价格昂贵，在紧急状况下

不易获得，同时会受地域、气候等限制。而注射用天然

水蛭素存在一些不良因素，如注射不均匀，代谢过快，

治疗时需多次注射才能达到效果等，因此，寻求一种安

全、有效的给药方式势在必行
[16]
。 

水蛭素是目前已知最有效和安全的凝血酶抑制 
剂

[17-27]
。已有研究表明，水蛭素外用可治疗中轻度的瘀

伤
[28-29]

。课题组的前期研究更深入的研究了水蛭素的作

用机制，孙智勇等
[30-31]

应用天然水蛭素对猪随意皮瓣进

行治疗，获得了较好的效果。肖汉、殷国前等
[32-35]

通过

实验证实，水蛭素能促进瘀血皮瓣的血管内皮细胞生长

因子表达，可使皮瓣超氧化物歧化酶的含量升高，而血

栓素B2、丙二醛及内皮素的含量降低，可以抑制血栓形
成，降低血小板的黏附。上述机制表明天然水蛭素能使

移植皮瓣新生血管增多，炎症细胞减少，本实验组织学

能观察到这一现象，并且天然水蛭素凝胶组中红细胞聚

集现象几乎没有。在3，7 d的皮瓣大体中可明显观察到
天然水蛭素凝胶组皮瓣瘀血范围较生理盐水组、空白凝

胶基质组小，掀开皮瓣后可见新生血管增多，皮瓣存活

率增高(P < 0.05)，证实了实验所制天然水蛭素凝胶对
大鼠随意皮瓣有改善作用。 
天然水蛭素是一条单链多肽，分子质量为7 ku，呈

水溶性，酸性环境下稳定。实验选用Carbopol 934作为
凝胶基质，对皮肤有良好的亲和性和润湿性，在本制剂

中含水量高于90%，水分可使角质层水化而促进药物的
透皮吸收

[17]
。弱碱三乙醇胺作为中和剂，能较好保护天

然水蛭素的活性不被pH影响，并对皮肤刺激性较小。氮
酮作用于皮肤角质层，加上丙二醇协同作用，最终将水

凝胶中的有效活性成分送入皮下。在课题组的实验中，

已经通过毒理实验证实天然水蛭素凝胶皮肤局部用药

对实验动物较为安全。 

透皮给药系统可以绕过肝脏的首关效应及胃肠道

的破坏，维持稳定、持久的血药浓度，相较注射给药能

降低药物全身毒性和不良反应，减少给药次数，给药方

便。但药物经皮吸收必须先通过皮肤屏障，故先通过体

外皮肤渗透试验，证实凝胶中的天然水蛭素已能顺利渗

透进入皮下，药物进入皮下后，可在表皮、真皮内形成

药物储库，使药物缓慢释放，持久地发挥局部药效。而

实验设计的天然水蛭素水凝胶在处方设计上除考虑从

正常皮肤给药以外，同时也能通过破损皮肤给药，凝胶

覆盖于伤口上给药的同时起着伤口保护、预防感染的作

用，在预实验中已经证实对破损皮肤无刺激性。 
综上所述，实验表明天然水蛭素水凝胶同样可减轻

大鼠随意皮瓣的瘀血，同时能促进血管生成，提高皮瓣

存活率。但本实验所制水凝胶透皮效率较低，实验选用

动物与人类皮肤解剖有较大差异，尚待进一步优化研究。 
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