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水蛭素凝胶对小鼠气管切开刮擦法致良性气道病变

气管狭窄率的影响
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广东省中医院呼吸与危重症医学科，广东广州　５１０１２０；２广东省中医药科学院 中医药防治慢
性咳喘病研究团队，广东广州　５１０１２０；３广州中医药大学第二临床医学院 广东广州　５１０１２０

　　摘要　目的：初步评价水蛭素凝胶对气管切开后刮擦法致气道病变小鼠的安全性和疗效，为明确疗效机制提供
基础。方法：气管切开刮擦法造模气道损伤致良性气道病变小鼠模型，随机分为空白组、空白基质凝胶涂抹组、水蛭

素凝胶低剂量（１ＡＴＵ／ｇ）涂抹组、水蛭素凝胶高剂量（２ＡＴＵ／ｇ）涂抹组，观察各组小鼠存活率。分别于试验第８天、
第１５天处死小鼠取材气管组织，组织固定切片后观察病理并计算气管狭窄率。结果：４组存活率分别为１００．００％、
９６．５５％、９３．１０％、９２．３１％。术后第８天取材的水蛭素凝胶低剂量涂抹组、水蛭素凝胶高剂量涂抹组气管狭窄率分
别为（３８．２７％±９．０８％）、（４４．２６％ ±２０．３０％），较空白基质凝胶涂抹组的气管狭窄率（４７．５２％ ±１５．３５％）无统计
学差异（Ｆ＝０．９７，Ｐ＞０．０５）；术后第１５天取材水蛭素凝胶低剂量涂抹组、水蛭素凝胶高剂量涂抹组气管狭窄率分
别为（３８．２７％±９．０８％）、（３７．１２％±１３．９３％），较空白基质凝胶涂抹组的气管狭窄率（３９．１２％±８．９７％）无统计学
差异（Ｆ＝０．０９，Ｐ＞０．０５）。结论：通过气道局部给药具有可行性，虽然水蛭素凝胶各剂量组都没有显示出明显优
势，但术后第８天仍可以观察到水蛭素凝胶改善小鼠局部气道损伤导致肉芽肿增生的趋势。
　　关键词　气道狭窄；肉芽肿增生；水蛭素凝胶
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　　良性中心气道狭窄最常见于气管插管、气管切
开术、肺移植后，以及气管支气管结核后

［１～６］。国内

报道中，有高达３５．６％～６１．４％的良性中心气道狭
窄的病因为气管插管或气管切开术后

［７，８］。虽然低

压高容性带套囊导管已得到广泛使用，但仍有约

１％～４％的患者会发生气管狭窄［９，１０］，瘢痕体质患

者的发生率更是高达１９．２％［１１］。该病不仅早期发

现困难，严重影响患者通气功能，且治疗的再狭窄发

生率高
［１２］。水蛭素是中药提取物，有良好的破血逐

瘀消癥功效，在皮肤瘢痕疙瘩治疗中得到运用。气

道瘢痕狭窄形成的病理学特点和形成机制与皮肤增

生性瘢痕极其相似
［１３］。本实验通过病灶局部涂覆

给药，初步了解水蛭素在气道损伤发生时用药的安

全性及其对气管狭窄的疗效，为疾病治疗提供一种

新思路。

材料与方法

　　１．实验动物：ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／７雄性小鼠，体重
２０～３５ｇ。由广东药康生物科技有限公司提供［动
物许可证号为 ＳＣＸＫ（粤）２０２０００５４］。本实验得到
广东省中医院实验动物伦理委员会批准，所有的动

物实验操作均依照广东省中医院实验动物委员会规

定的协议及相关推荐进行（广东省中医院动物伦理

审字第２０１８０１１号）。
２．主要试剂及仪器：羧甲基纤维素钠（ｃａｒｂｏｘｙ

ｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＣＭＣ）购自Ｓｉｇｍａ公司；凝胶溶胀基
质ｃａｒｂｏｐｏｌ９３４购自广州博远生物科技有限公司；
医用氮酮购自陕西西安全奥生物科技有限责任公

司；水蛭素冻干粉购自陕西西安全奥生物科技有限

责任公司；三乙酰胺购自天津市津东天正精细化学

试剂厂。光学显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
３．空白凝胶制备：将１ｇｃａｒｂｏｐｏｌ９３４溶于适量

无菌蒸馏水中，静置溶胀后，ｃａｒｂｏｐｏｌ９３４水凝胶用
２５％三乙醇胺水溶液调节ｐＨ值至６～７，加入０．１ｇ氮
酮、３．６ｇ乙醇、５ｇ丙二醇混合液，加入蒸馏水至１００ｇ。
４．水蛭素凝胶制备：参照文献［１４］

以及课题组

反复对比制备。先将１ｇｃａｒｂｏｐｏｌ９３４溶于适量无菌
蒸馏水中，充分静置溶胀后，用２５％三乙醇胺水溶
液将ｃａｒｂｏｐｏｌ９３４调节ｐＨ值至６～７，加入０．１ｇ氮
酮、３．６ｇ乙醇、５ｇ丙二醇混合液，加入１００ＡＴＵ或
２００ＡＴＵ天然水蛭素冻干粉，最后将剩余水分补足
至１００ｇ，均匀搅拌即得１ＡＴＵ／ｇ、２ＡＴＵ／ｇ浓度天然
水蛭素水凝胶。

５．动物分组与处理：根据随机数字表法将８９只

健康小鼠分为４组。即空白对照组（Ａ组）５只、气
管切开空白基质凝胶涂抹组（Ｂ组）２９只、气管切开
水蛭素凝胶低剂量涂抹组（Ｃ组）２９只、气管切开水
蛭素凝胶高剂量涂抹组（Ｄ组）２６只。除Ａ组外，其
余组术前３０ｍｉｎ予４．０％戊巴比妥钠水剂腹腔注射
麻醉。于距离小鼠下齿根缘１．６ｃｍ处，剪开皮毛，
暴露主气管，横向切开约１ｍｍ气管切口，自制塑胶
刷轻柔刮擦气管壁，伸入长度约０．５～０．８ｃｍ，上下
刮擦次数各３～５次。随后抽吸干净血液及血凝块，
眼科棉签头端均匀涂布凝胶至切口１．０ｃｍ范围内。
随后逐层缝合。所有操作由同一实验人员操作完

成。分别于术后第 ８天处死实验小鼠 Ａ组 ２只，
Ｂ组１４只，Ｃ组１３只，Ｄ组１２只，迅速离断切口段
气管，剪取长度约为 ０．２～０．３ｍｍ。第 １５天处死
Ａ组３只，Ｂ组１４只，Ｃ组１４只，Ｄ组１２只，相同方
法留取气管段。

６．病理制片及苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色法染色：所取气管置入４％多聚甲醛溶液
浸泡固定，脱水后石蜡包埋、切片，常规脱蜡后行

ＨＥ染色，光学显微镜下观察。
７．气管狭窄率测量：取出气管组织，测量狭窄

段气管，计算气管狭窄率（Ｓ），Ｓ＝（１－（ｒ１＋ｒ２）２／
（Ｒ１＋Ｒ２）２）×１００％，其中 ｒ１和 ｒ２为气管内通气
腔的长径和短径，Ｒ１和 Ｒ２气管软骨围成的环长径
和短径。

８．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进
行分析，计量资料采用（ｘ－±ｓ）表示，多组间比较采
用单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

结　果

　　１．水蛭素凝胶粘稠度、涂展性、局部刺激性：首
先评价羧甲基纤维素钠（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，
ＣＭＣ）是否添加。对比添加１％浓度的ＣＭＣ和未添
加ＣＭＣ的凝胶基质，发现以 ｃａｒｂｏｐｏｌ９３４为凝胶溶
胀基质基础上，添加 ＣＭＣ后粘稠度相似，但在导管
表面的延展度下降，涂布性能下降，难以厚薄均匀的

覆盖导管表面。其次评价氮酮的浓度。按照文

献
［１４］，氮酮的配制浓度为２％时可以改善皮肤角质

层的渗透以促进药物的透皮吸收。本实验中，对比

１％和２％浓度的氮酮凝胶，在粘稠度及延展性方
面，两者没有区别，但２％浓度样品凝胶油度增加，
有轻微刺激性气味。因气道黏膜表面无角质层，对

药物的渗透性能需求下降，不适宜气道用药，选定
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图１　术后第８天各组小鼠气管截面组织病理图

图２　术后第１５天各组小鼠气管截面组织病理图

１％浓度比例。最后，按照上述比例制作的１ＡＴＵ／ｇ
及２ＡＴＵ／ｇ浓度的水蛭素凝胶，在凝胶的均匀性，粘
稠度及涂展性上没有差异。仅在外观上２ＡＴＵ／ｇ浓
度色泽略深。

　　２．造模后小鼠存活情况：术后复苏过程中，
Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组各有１只小鼠死亡。术后第２天，
Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组小鼠均精神状态萎靡，但饮水、饮食
正常，其中Ｃ组死亡１只，Ｄ组２只小鼠呼吸频率增
快，可闻及哮鸣音，但呼吸节律正常。术后第３天，Ｂ
组、Ｃ组、Ｄ组小鼠精神状态正常、活动度可，饮水、
饮食正常，呼吸频率偏快，但呼吸节律正常。术后第

４天，Ｄ组死亡１只。此后至术后第８天、第１５天处
死前时间点，小鼠精神良好，活动度和饮食正常，呼

吸频率趋于正常。至处死前，Ａ组存活率为１００％，
Ｂ组存活率为９６．５５％，Ｃ组存活率９３．１０％，Ｄ组存
活率为９２．３１％。复苏过程３只死亡小鼠获取气管
组织，可见气管软骨断裂后管腔塌陷，管腔内充满血

液，猜测窒息致死。

３．小鼠气管截面组织病理情况：术后第８天，
Ａ组小鼠气管截面 ＨＥ染色可见气道通畅，管腔内
上皮组织／黏膜完整而形态规整，纤毛结构清晰可
见，未发现有肉芽组织增生或狭窄；Ｂ组气管切开并
刮擦后引起机械损伤的区域出现不同程度上皮结构

异常增殖、排列紊乱，并粒细胞浸润和肉芽组织增生

和软骨断裂损伤，部分区域还出现软骨错位、塌陷，

以及肉芽组织、毛细血管显著增生现象；Ｃ组气管切
开并刮擦后引起机械损伤的区域出现上皮结构增

殖、排列紊乱，并一定程度的粒细胞浸润和肉芽组织

增生、毛细血管增生；Ｄ组损伤的区域上皮结构增
殖、排列紊乱，粒细胞浸润，亦见肉芽肿增生和毛细

血管增生。见图１。
　　术后第１５天，Ａ组气管截面 ＨＥ染色可见气道
通畅，管腔内上皮组织／黏膜完整而形态规整，纤毛
结构清晰可见，未发现有肉芽组织增生或狭窄；Ｂ组
机械损伤区域的上皮结构增生修复，伴黏膜下粒细

胞浸润并软骨断裂损伤；Ｃ组机械损伤区域的上皮
层见粒细胞浸润并一定程度黏膜增生、纤毛结构排

列紊乱，轻度肉芽肿增生，轻度气管狭窄；Ｄ组机械
损伤区域的黏膜层、黏膜下层中性粒细胞轻度浸润，

少许毛细血管增生，轻度肉芽肿增生，轻度气管狭

窄。见图２。
　　４．小鼠气管直径及气管狭窄率：８９只小鼠，最
后共获取８３份小鼠气管病理标本，其中可测量环径
气管环标本６０例。分别为 Ａ组５例，Ｂ组２１例，Ｃ
组１９例，Ｄ组１５例。各组小鼠气管内通气腔的长
径和短径之和，以及气管软骨围成的环长径和短径

之和见表１。
　　气管狭窄率情况：术后第８天与空白基质凝胶
涂抹组比较，水蛭素凝胶低、高剂量组未显示出改善

气管狭窄率的显著作用（Ｐ＝０．３９５），但水蛭素凝胶
低剂量涂抹组呈现出一定的改善趋势。术后第１５
天与空白基质凝胶涂抹组比较，水蛭素凝胶低、高剂

量组未显示出改善气管狭窄率的显著作用（Ｐ＝
０．９１８），见表２。
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表１　各组小鼠气管长短径之和（ｍｍ，ｘ－±ｓ）

组别 只
术后第８天
（ｒ１＋ｒ２）

术后第８天
（Ｒ１＋Ｒ２） 只

术后第１５天
（ｒ１＋ｒ２）

术后第１５天
（Ｒ１＋Ｒ２）

Ａ组 ２ ３．５４±０．０３ ４．２９±０．１１ ３ ３．８８±０．１１ ４．２９±０．１０
Ｂ组 １０ １０．３８±５．３０ １４．４５±７．２４ １１ １１．０１±６．３６ １４．０６±７．９３
Ｃ组 ９ １０．６９±５．７８ １３．６１±７．２４ １０ １１．８５±５．６１ １５．３５±７．２３
Ｄ组 ５ ９．５６±６．４０ １２．５２±７．８７ １０ １１．４３±５．３６ １５．０６±７．４５

表２　各组小鼠气管狭窄率比较（％，ｘ－±ｓ）

组别 只 术后第８天 只 术后第１５天
Ａ组 ２ ３１．８０±４．６１ ３ １７．９８±８．１３
Ｂ组 １０ ４７．５２±１５．３５ １１ ３９．１２±８．９７
Ｃ组 ９ ３８．２７±９．０８ １０ ３８．７５±１１．６７
Ｄ组 ５ ４４．２６±２０．３０ １０ ３７．１２±１３．９３
Ｆ值 ０．９７ ０．０９
Ｐ值 ０．３９５ ０．９１８

讨　论

　　气管插管或气管切开术后气管狭窄主要与气管
插管套囊或气管切开管套囊压力过高、受压时间过

长、未能定时套囊放气有关，当气囊和气管壁之间的

压力超过气管黏膜毛细血管的灌注压（２０～
３０ｍｍＨｇ）时，气管黏膜即发生缺血性损伤，继而出
现炎症刺激后黏膜溃疡，如气管壁压力持续升高，进

一步导致软骨膜血流中断，出现肉芽组织增生修复

和／或软骨支架结构破坏，最终导致气管狭窄［１５，１６］。

中医治疗瘢痕多从活血化瘀、通络止痛、化痰散

结等治则入手。中药提取物因细胞毒性小、具有潜

在抑制增生作用。其中水蛭素因有良好的破血逐瘀

消癥功效，在皮肤瘢痕疙瘩治疗中得到运用。现代

医学也证实水蛭素属于天然凝血酶抑制素剂，其制

剂的凝胶剂在减少成纤维细胞增生，抑制瘢痕血管

生成等皮肤瘢痕增生方面有良好效果。

由于气道瘢痕狭窄形成的病理学特点和形成机

制与皮肤增生性瘢痕极其相似，因此，病灶局部在创

伤发生时即经皮给药或是改变目前疾病治疗困境的

一种新思路。

本实验中，气管切开刮擦后药物涂抹小鼠的存

活率均超过９０％，证实通过气道损伤局部直接给药
具有可行性，其次从病理表现看，安全性良好，气管

切开刮擦法水蛭素凝胶无论是低剂量组还是高剂量

组均未见到明显的气管腔内弥漫出血，提示水蛭素

凝胶的浓度配置无论是低剂量还是高剂量组均不会

造成损伤部位的凝血障碍而出现气管内持续出血。

另外，从造模结果看，气管切开刮擦法可以成功

造模肉芽肿增生导致气道狭窄的小鼠模型。但随着

病程推移，局部的机械损伤、上皮结构异常增殖、粒

细胞浸润和肉芽组织增生情况均有一定程度的改

善，尤其是在术后第１５天，空白基质凝胶涂抹组粒
细胞浸润、肉芽肿增生现象得到改善。因此，单次机

械损伤能否造成气道反复的肉芽增生甚至启动瘢痕

形成过程仍然存疑，需要后续更多的实验以及更合

适的实验动物来验证。

从有效性方面看，无论是低剂量还是高剂量水

蛭素凝胶涂抹组，在术后第８天，虽然未能明显改善
损伤小鼠的气管狭窄率，但观察到气管狭窄率随着

药物使用而改善的趋势。而在术后１５天，气管狭窄
率在术后第８天基础上各组均得到改善，但组间优
势不明显，未来可通过扩大样本量、改变用药方式

（如缓释剂型）、探索不同浓度水蛭素凝胶的量效关

系，以进一步明确水蛭素凝胶对气管狭窄的作用效

果和安全浓度。

病理改变上，可以看到术后第８天的水蛭素凝
胶涂抹组的气道损伤部位有减轻粒细胞浸润趋势，

而在术后第 １５天，可见到改善毛细血管增生的趋
势，推测水蛭素凝胶经病灶局部给药可以通过改善

局部炎症，减少血管生成，最终可能达到减少成纤维

细胞活化和肌成纤维细胞的堆积，有预防瘢痕形成

的可能性。

综上所述，本实验初步探索了水蛭素凝胶制作

方法，局部涂抹法在气管损伤致良性气管狭窄治疗

中的安全性和疗效，初步了解了在损伤后小鼠的局

部气道反应和水蛭素凝胶的治疗反应。虽然在气道

损伤造模术后未能见到明显的疗效差异，但考虑与

实验动物样本量偏小，小鼠模型气道直径细小，造模

局部创伤不宜过大有一定的关系。后续将进一步扩

大样本量，改用家兔、犬等大气管直径动物，采用气

管切开气管插管球囊压迫方式，更长时间的观察期

以进一步了解良性气道狭窄的病理改变以及水蛭素

凝胶涂覆对局部病灶的微环境影响，了解作用途径，

为后续覆膜导管制备领域的用药选择提供研究基础。
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Ｋ值异常升高，Ａｎｇｌｅ、ＭＡ值降低代表患者仍存在显
著凝血功能障碍，发生出血事件的风险较高，进而导

致预后不良。

综上所述，血清 Ｈｃｙ、血小板参数、ＴＥＧ在不同
危重程度和不同预后急性创伤伴凝血功能障碍患者

中存在显著差异。在临床治疗中可根据患者的血清

Ｈｃｙ水平、血小板参数、ＴＥＧ变化及时评估患者的出
血风险，制定个体化治疗方案。同时，血清 Ｈｃｙ、血
小板参数、ＴＥＧ对患者预后具有预测价值，且联合
检测的预测价值更高。但受纳入样本量的影响，本

研究结果存在一定的局限性，今后将扩大样本量，开

展多中心研究。
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