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摘 要 目的：建立日本医蛭（水蛭）冻干粉（简称“冻干粉”）的质量标准，为控制其质量提供参考。方法：取3批冻干粉，按照2015

年版《中国药典》（一部）（简称“药典”）水蛭项下要求对冻干粉进行鉴别、检查和抗凝血霉素活性分析；通过最大耐受量（MTD）实

验来考察其毒性；通过设计温度、湿度和强光照射试验来考察其稳定性。结果：供试品薄层色谱中，在与对照药材色谱的相应位置

显相同的紫红色斑点，紫外光灯（365 nm 波长）下显相同的橙红色荧光斑点。3批样品的平均水分含量为 2.61％、总灰分含量为

2.83％、酸不溶性灰分含量为0.38％、pH为6.92、黄曲霉毒素总量为0.28 µg/kg、抗凝血酶活性为257.0 U/g，除汞元素含量略高于药

典水蛭项下限量外，铅、镉、砷、铜元素含量均符合药典规定。MTD实验结果显示，给予以生药量计26.4 g/kg的冻干粉后小鼠未出

现死亡及不良反应，此剂量为药典规定最大用量的 58倍。在 20、40 ℃和强光[（4 500±500）Lx]照射条件下，冻干粉的抗凝血

酶活性随着贮藏时间的延长均明显下降，在4 ℃条件下保存6个月其抗凝血酶活性仍符合药典要求；在高湿（相对湿度为90％、

75％）条件下，冻干粉的吸湿性极强。结论：本研究按照药典标准对日本水蛭冻干粉建立了一套系统的质量评价标准，可用于其质

量控制。
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水蛭是我国传统的常用中药材，2015年版《中国药

典》（一部）（简称“药典”）收载的水蛭药材为水蛭科动物

水蛭（Hirudo nipponica Whitman）、蚂蟥（Whitmania nip-

ponica Whitman）或 柳 叶 蚂 蟥（Whitmania acranulata

Whitman）的干燥全体，捕捉后用沸水烫死，晒干或低温

干燥，具有破血通经、逐瘀消癥的作用，用于血瘀经闭、

癥瘕痞块、中风偏瘫、跌扑损伤等症的治疗[1]。其中，水

蛭（Hirdo nipponica）又名日本医蛭，为吸血水蛭。从日

本医蛭唾液腺中提取的水蛭素是迄今为止发现的最强

的天然凝血酶抑制剂，具有很强的抗凝和溶栓作用，是

治疗人类心脑血管疾病的天然特效物质[2]。药典中水蛭

药材的质量依据其抗凝血酶的活性进行测定[1]。然而笔

者在前期试验中发现，鲜品日本医蛭用冷冻干燥技术

干燥[3]，再经超微粉碎[4]制得的日本医蛭冻干粉（简称“冻

干粉”）具有很强的抗凝血酶活性，均在200 U/g以上，外

购的日本医蛭药材和自制的日本医蛭药材分别只有25、

55 U/g，且冻干粉抗凝血酶活性远高于经常规方法处理

（经沸水处理后晒干）的日本医蛭药材。为保证冻干粉

的质量和用药安全，本研究参考药典水蛭项下考察项

目，对其质量标准进行研究。

1 材料
1.1 仪器

HPP 260恒温恒湿箱（德国 Memmert 公司）；MGC-

100光照试验箱（上海一恒科学仪器有限公司）；C2000-4

半自动凝血分析仪（北京普利生仪器有限公司）；BP61S

十万分之一电子天平（德国Sartorius公司）；XB220A万

分之一分析天平（瑞士Precisa公司）；7310P pH计（德国

WTW公司）；Scientific X Series2电感耦合等离子体质谱

仪（美国Thermo Fisher公司）；Multiwave微波消解仪（奥

地利 Abton Paar 公司）；LC-30A-4500 Qtrap 液相质谱仪

（日本岛津公司）；Lot J0224A1黄曲霉毒素总量（B1/B2/

G1/G2）免疫亲和柱（北京华安麦科生物技术有限公司）。

1.2 药材与试剂

冻干粉（荆州市致强生物科技有限公司，批号：

20160928、20161115、20161118）；日本医蛭对照药材（笔

者按照药典方法自制，原药材由湖北中医药大学生药教

研室陈科力教授鉴定为真品）；黄曲霉毒素混合对照品、

凝血酶、牛纤维蛋白原（中国食品药品检定研究院，批

号：610001-201301、140625-201411、140626-201310）；铅

（批 号 ：GSB04-1742-2004）、镉（批 号 ：GSB04-1721-

2004）、砷（批号：GSB04-1714-2004）、汞（批号：GSB04-

1729-2004）、铜（批号：GSB04-1725-2004）标准溶液（国

家有色金属及电子材料分析测试中心，质量浓度均为

1 000 mg/L）。

1.3 动物

SPF级KM小鼠 20只，♀♂各半，体质量 18～22 g，

购自湖北省疾病预防控制中心，质量合格证号：

42000600020615。

2 方法与结果

根据药典水蛭项下内容，对冻干粉逐项进行检测，

并制订相应的质量标准。

2.1 性状

取3批冻干粉样品置于白色称量纸上，观察其状态、

颜色和气味。结果，3批样品均为细粉末，颜色为深棕色

或红棕色，具有腥味，结果见表1。

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quality standard of Hirudo nipponica freeze-dried powder （called“freeze-dried

powder”for short），and to provide reference for controlling its quality. METHODS：A total of 3 batches of freeze-dried powder

were collected， identified and tested according to the requirements of H. nipponica stated in 2015 edition of Chinese

Pharmacopoeia（part Ⅰ）（shorted for pharmacopoeia）；the antithrombin activity was also analyzed. The maximum tolerated dose

（MTD） was used to investigate the toxicity. The stability was determined by designing temperature，humidity and strong light

exposure tests. RESULTS：In the TLC of test sample，the same red spots were found in the corresponding location of the control

drug chromatogram，and the same orange-red fluorescence spots were shown under the UV light（365 nm）. Average content of

moisture in 3 batches of samples was 2.61％，and the levels of total ash，acid-insoluble ash，pH aflatoxin and antithrombin activity

were 2.83％，0.38％，6.92，0.28 µg/kg and 257.0 U/g，respectively. The content of Pb，Cd，As and Cu were in line with the

requirements of pharmacopoeia except that the content of Hg was slightly higher than lower limit of H. nipponica in pharmacopoeia.

Results of MTD showed that no death and ADR was found in mice after giving 26.4 g/kg freeze-dried powder by the amount of

crude drug，which was 58 times as large as the maximum dosage that the pharmacopoeia described. Under the condition of 20，

40 ℃ and strong light exposure [（4 500±500）Lx]，the anticoagulase activity of freeze-dried powder decreased significantly over

time，while the anticoagulase activity of freeze-dried powder stored at 40 ℃ for 6 months was in line with the requirements of

pharmacopoeia. Under the condition of high humidity（relative humidity were 90％，75％），freeze-dried powder showed a strong

hygroscopicity. CONCLUSIONS：Established quality evaluation standard for freeze-dried powder according to pharmacopoeia

standard could be used to control its quality.

KEYWORDS Hirudo nipponica；Freeze-dried powder；Quality standard；Maximum tolerated dose；Stability test
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表1 样品性状信息

Tab 1 Information of sample property

批号
20160928

20161115

20161118

样品名称
日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉

状态
细粉末状
细粉末状
细粉末状

颜色
深棕色
棕红色
棕红色

气味
具腥味
具腥味
具腥味

2.2 鉴别

薄层鉴别参照药典药材水蛭项下的【鉴别】项进行[1]。

结果，供试品色谱中，在与对照药材色谱的相应位置上

显相同的紫红色斑点；紫外光灯（365 nm波长）下显相同

的橙红色荧光斑点，3批日本医蛭冻干粉的薄层鉴别结

果见图1。

2.3 检查

2.3.1 水分 参照 2015年版《中国药典》（四部）通则

0832第二法[5]测定。结果，批号为 20160928、20161115、

20161118 的 3 批冻干粉中水分含量分别为 3.74％、

2.22％、1.87％，平均为2.61％。药典中规定水蛭药材中

水分含量不得高于 18％，结合测量结果，初步规定日本

医蛭冻干粉水分不得超过6％。

2.3.2 总灰分 参照 2015年版《中国药典》（四部）通则

2302 法 [5] 测定。结果，批号为 20160928、20161115、

20161118的 3批冻干粉的总灰分含量分别为 2.71％、

2.21％、2.23％，平均为2.83％。药典规定水蛭药材中总

灰分含量不得超过8％，结合测量结果，初步规定冻干粉

总灰分含量不得超过5％。

2.3.3 酸不溶性灰分 参照 2015年版《中国药典》（四

部）通则 2302 法 [5] 测定 。 结果 ，批号为 20160928、

20161115、20161118的 3批冻干粉的酸不溶性灰分含量

分别为0.32％、0.41％、0.42％，平均为0.83％。药典规定

水蛭药材中酸不溶性灰分含量不得超过 2％，结合测量

结果，规定冻干粉酸的不溶性灰分含量不得超过1％。

2.3.4 酸碱度 参照 2015年版《中国药典》（四部）通则

0631“pH 值测定法”[5]测定。结果，批号为 20160928、

20161115、20161118的 3批冻干粉的 pH值分别为 6.74、

6.98、7.05，平均为6.92。由于冻干粉的处理过程未添加

任何物质，pH值不发生显著变化，此项与药典中水蛭药

材要求保持一致，规定其pH范围为5.0～7.5。

2.3.5 重金属及有害元素 参照 2015年版《中国药典》

（四部）通则2321“铅、镉、砷、汞、铜测定法”[5]，采用电感

耦合等离子体质谱法测定，结果见表2。

表2 样品中铅、镉、砷、汞、铜含量测定结果（mg/kg）

Tab 2 Content determination of Pb，Cd，As，Hg and

Cu in samples（mg/kg）

批号
20160928

20161115

20161118

样品名称
日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉

铅
1.19

1.16

1.58

镉
0.55

0.57

0.56

砷
3.60

3.19

3.37

汞
1.49

1.50

1.21

铜
62.64

60.46

60.84

按药典“水蛭”项下规定，药材中铅含量不得超过

10 mg/kg、镉含量不得超过 1 mg/kg、砷含量不得超过 5

mg/kg、汞含量不得超过1 mg/kg，对铜含量未作规定。3

批样品测定结果显示，汞含量稍微偏高，可能与加工过

程中和金属物件接触有关；其余重金属元素的含量均在

药典水蛭药材规定范围内。建议冻干粉中收载重金属

及有害元素含量检查，限度参考药典拟定。

2.3.6 黄曲霉毒素含量 参照2015年版《中国药典》（四

部）通则 2351“黄曲霉毒素测定法”[5]，采用柱后衍生法

（光化学衍生法）检测3批冻干粉中黄曲霉毒素含量，结

果见表3。

表3 样品中黄曲霉毒素含量测定结果（µg/kg）

Tab 3 Content determination of aflatoxin in samples

（µg/kg）

批号

20160928

20161115

20161118

样品名称

日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉
日本医蛭冻干粉

黄曲霉毒素种类
B1

0.18

0.09

0.19

B2

-

-

-

G1

-

-

-

G2

0.08

0.17

0.13

总量

0.26

0.26

0.32

注：“-”表示未检出

Note：“-”means not detected

按药典“水蛭”项下规定，每 1 000 g药材中含黄曲

霉毒素B1不得过 5 µg，含黄曲霉毒素G2、G1、B2 和B1的

总量不得过10 µg。3批冻干粉检测结果显示，其中黄曲

霉毒素总量（3批平均为 0.28 µg/kg）均未超过规定。动

物类中药材虽易感染黄曲霉毒素，但冻干粉经冷冻处理

后密封保存，此条件下不易感染黄曲霉毒素。然而冻干

粉易吸潮，吸潮后较易感染，因此需要按药典“水蛭”规

定收载黄曲霉毒素检查项。结合本研究结果，初步限定

每1 000 g冻干粉中含黄曲霉毒素B1不得超1 µg，含黄曲

霉毒素G1、G2、B1、B2的总量不得超过3 µg。

2.4 含量测定

A.日光下 B. 365 nm波长处紫外光下

注：1、2、3、4分别对应批号为20160928、20161115、20161118的样

品和对照药材

Note：1，2，3，4 were respectively corresponding the sample number

of 20160928，20161115，20161118 and control drug

图1 薄层色谱图

Fig 1 TLC chromatograms
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参照药典“水蛭”项下的【含量测定】方法测定[1]。结

果，批号分别为20160928、20161115、20161118的3批冻

干粉的活性分别为277.0、245.0、248.0 U/g（平均为257.0

U/g），均为药典规定的 16.0 U/g的 15倍以上，制成冻干

粉后大大提高了药材的生物活性。考虑大规模生产时

药材质量将有所下降，在保存过程中活性也会缓慢降

低，故取样品最低实测值的1/2左右作为冻干粉的活性标

准，即规定本品每1 g含抗凝血酶活性应不低于120.0 U。

2.5 急性毒性实验

根据祝晓雯等[6]研究结果，本研究采用最大耐受量

法（MTD）[7]进行实验。将 20只小鼠随机分为实验组与

空白组，先适应性饲养3 d，每天喂食换水。冻干粉灌胃

的最大质量浓度为0.33 g/mL（生理盐水为溶剂）。给药

前禁食12 h，实验组小鼠单次按最大灌胃体积40 mL/kg

给药（13.2 g/kg），空白组小鼠给与相应量的生理盐水，同

日内连续给药 2次，每次给药间隔 2 h，从给药当天开始

连续观察7 d，每天喂食换水。结果，实验组小鼠除因灌

胃死亡1只（对照组同号小鼠给药补进实验组）外，其它

小鼠灌胃后均无不良反应发生，未出现死亡，并且皮毛

光滑，呼吸、进食及大小便也均正常。给药结束后，解剖

两组小鼠，其肝、肾组织均无明显区别。采用 SPASS

19.0统计学软件对血常规指标进行 t检验分析发现，两

组小鼠血常规各项指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。

2.6 稳定性考察

2.6.1 温度对抗凝血酶活性的影响 将试验分为3组，

分别为 20 ℃容器密闭（20 ℃ -B）组、20 ℃容器敞开

（20 ℃-K）组和 40 ℃容器敞开（40 ℃-K）组，分别取 3批

样品进行试验。由于设备原因，20 ℃环境下相对湿度无

法归零，为40％；40 ℃环境下可以归零，每隔5 d取样观

察，参照药典水蛭项下的【含量测定】项下方法[1]测量样

品在不同温度下的抗凝血酶活性，用绘图软件Origin 9.0

以时间为横坐标、抗凝血酶活性为纵坐标绘制酶-时间

变化图，见图2。同时，观察于冰箱（4 ℃）中密封储存3、

6个月后3批冻干粉（取样量为1 g）抗凝血酶活性变化，

结果见表4。

表4 样品于冰箱中（4 ℃℃）储存不同时间后抗凝血酶活

性测定结果（U/g）

Tab 4 Determination results of antithrombin activity

in samples after stored at 4 ℃℃ for different time

（U/g）

批号

20160928

20161115

20161118

日期
2016-11-24

277.24

250.50

248.12

2017-01-04

266.22

249.15

248.25

2017-05-03

248.83

248.14

249.07

根据图 2和表 4结果可知，冻干粉的抗凝血酶活性

对温度较为敏感，考虑到运输、能源消耗等因素，建议冻

干粉置于1～4 ℃环境下冷藏保存，根据目前数据来看，

在此条件下保存6个月含量仍符合要求。

2.6.2 高湿试验 分别取3批样品适量，置于称量瓶中，

平铺，然后置于稳定性试验箱中，设置试验箱温度为

25 ℃、湿度为 90％，放置 10 d。分别于放置第 5天和第

10 天时取样观察，测量其增质量情况。结果，3批样品

在相对湿度为 90％的高湿条件下，放置 5 d的平均增质

量就超过了30％，说明样品的吸湿性极强。因吸湿增重

超过5％，保持温度不变，在相对湿度为75％的条件下重

复试验。结果，在相对湿度为75％的条件下，3批样品放

置 5 d的平均增质量均超过了 15％，同样远超过了吸湿

增质量不超过5％的规定[5]，结果见表5。建议日本医蛭

冻干粉密封保存。

表5 高湿试验结果

Tab 5 Results of high humidity tests

相对
湿度

90％

75％

批号

20160928

20161115

20161118

20160928

20161115

20161118

称量瓶
质量，g

31.209 5

31.174 7

31.340 5

31.810 2

28.451 1

30.618 5

取样量，
g

2.240 1

2.172 8

2.313 5

2.133 3

2.270 8

2.144 9

放置第5天
称量时状态

土棕色
棕色
棕色

土棕色
棕色
棕色

放置第5天
称质量，g

34.185 4

33.993 0

34.342 6

34.315 6

31.101 8

33.131 0

增质
量，％

32.85

29.71

29.76

17.44

16.73

17.14

放置第10天
称量时状态

有白色霉菌
有白色霉菌
有白色霉菌

土棕色
棕色
棕色

放置第10天
称质量，g

34.187 3

33.995 6

34.344 7

34.318 6

31.104 5

33.136 4

增质
量，％

32.93

29.83

29.85

18.41

16.85

17.39

2.6.3 强光照射试验 分别取3批样品适量，置于表面

皿中，平铺，置于可调光照箱中，设置光照度为（4 500±

500）Lx，放置 10 d。分别于第 5天和第 10天取样观察，

测量抗凝血酶活性。结果，强光照射对样品有一定的影

响，随着时间推移，3批样品的抗凝血酶活性均有一定下

降，但相比高温因素影响下降幅度小，结果见表6。建议

避光储存，但在短期日常操作中影响不大。

表6 强光照射试验结果

Tab 6 Results of strong light exposure tests

批号

20160928

20161115

20161118

放置第5天
取样量，g

1.005 3

0.996 6

0.994 2

放置第5天
取样时状态

深棕色
棕黄色
棕黄色

放置第5天取样时
抗凝血酶活性，U/g

238.73

230.78

231.34

放置第10天
取样量，g

1.001 4

1.005 3

0.992 0

放置第10天
取样时状态

深棕色
深棕色
深棕色

放置第10天取样时
抗凝血酶活性，U/g

209.71

198.94

211.69

图2 特定温度下抗凝血酶活性随时间的变化图

Fig 2 Changes of antithrombin activity at specific

temperature with time

254

250

246

242

238

234

230

226

222

218

20 ℃-K组
20 ℃-B组
40 ℃-K组

抗
凝

血
酶

活
性

，U
/g

0 10 20 30

时间，d

··1240



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

中国药房 2018年第29卷第9期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 9

3 讨论

关于水蛭的毒性和用量历代有颇多异议，《神农本

草经》中未记载其有毒，但张仲景在《伤寒论》抵当汤中

水蛭用量达到30枚[8]，用量极大。现行版药典规定用量

（入煎剂）为1～3 g，且多用经炮炙后的滑石粉烫水蛭[1]，

意在去其毒性和减其峻猛之性。但是，水蛭经炮制后功

效大减，加之用量轻微，实难以发挥其活血化瘀的功效[9]。

祝晓雯等[6]研究发现，小鼠口服 19.2 g/kg生药量水蛭超

细粉混悬液后，未出现任何毒性反应，无小鼠死亡，并且

皮毛光滑、进食及大小便正常；但发现水蛭水煎液有轻

微毒性，其半数致死剂量（LD50）以生药计为19.9 g/kg，安

全范围较大。本研究在 MTD 实验中采用质量浓度为

0.33 g/mL 的冻干粉混悬液分 2 次给药，此剂量（26.4

g/kg）是药典规定最大用量的58倍，由实验结果可知，实

验组小鼠并未出现不良反应和死亡情况，说明日本医蛭

冻干粉的使用是比较安全的。考虑日本医蛭冻干粉的

抗凝血酶活性较强，参考药典用量，建议用量每天为

0.5～1 g，入丸、散或兑入汤药。实际使用剂量可控制活

性单位每天在 80～100 U，约相当于普通日本医蛭药材

活性的 5～6倍，是安全合理的。日本医蛭是动物药，在

储存中处理不当极其容易感染黄曲霉素而产生毒性，这

也是大部分动物药出现毒性的重要原因之一。日本医

蛭冻干粉在无菌规范的条件下操作，防潮密封、冷藏保

存，有效规避了这一诱因。

根据本研究结果可知，无论是在 20 ℃还是 40 ℃环

境下，冻干粉的抗凝血酶活性均随保存时间的延长而下

降，前 10 d 下降得相对明显，后 15 d 下降得相对平缓。

但是，在40 ℃的环境下，活性下降要比 20 ℃的环境快。

冻干粉的抗凝血酶活性在相同的湿度下在敞开和密闭

的条件下在短时间内（如25 d）相差不大。由表4可以看

出，于 4 ℃冰箱中储存抗凝血酶活性下降缓慢，批号为

20160928的样品在6个月内每1 g冻干粉抗凝血酶活性

下降了 30 U，这可能由人为过多操作引起的；批号为

20161115、20161118的样品则在 5个月内基本稳定，说

明在4 ℃条件下，日本医蛭冻干粉的抗凝血酶活性相对

稳定。

冻干粉是一种物种来源明确、加工方法较为先进的

水蛭商品和制剂中间体[10-11]，相较于日本医蛭药材及其

炮制品，保留了更强的抗凝血酶活性，这对于充分利用

宝贵的日本医蛭资源，发挥药物的疗效有较大的促进作

用。冻干粉混悬液在 26.4 g/kg的剂量下没有发现其毒

性，其加工和储存方式有效地避免了黄曲霉菌的感染，

提升了这一新药材商品的品质和安全性，且药材为粉末

状更便于制剂和服用，是一种具有较好发展前景和巨大

市场的水蛭药材炮制品。通过性状和薄层色谱可对日

本医蛭冻干粉的真伪进行辨别，通过检查水分、酸碱度、

总灰分、酸不溶性灰分和重金属及有害元素可以控制药

材质量，通过含量测定可以判断药材的优劣，从而达到

控制药材质量的目的。且冻干粉在某些检查项的限量

和含量测定的限量上与原药材和传统炮制品相比，都有

了极大提升，更能保证用药的质量和安全。
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