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摘要：目的 观察聚乙二醇修饰牛血红蛋白（ＰＥＧ
Ｈｂ）是否理想的血液代用品。方法 分别以 ＰＥＧ
Ｈｂ６０，３０，１５和６ｇ·Ｌ－１浓度灌流大鼠离体肾脏，测
定肾功能。结果 ６０ｇ·Ｌ－１ＰＥＧＨｂ灌流后引起肾
小球滤过率明显降低，在 ３０，６０，９０和 １２０ｍｉｎ时分
别下降了７５．５％，７３．４％，６８．２％和７４．８％，同时灌
流阻力均有升高，其他低浓度组无改变；６０ｇ·Ｌ－１

ＰＥＧＨｂ还引起 Ｎａ重吸收分数在 １２０ｍｉｎ时降低；
ＰＥＧＨｂ６０，３０ｇ·Ｌ－１组的尿液 Ｎ乙酰βＤ氨基葡
萄糖苷酶含量升高，最高可达对照组的 ４倍，１５ｇ·
Ｌ－１组 １２０ｍｉｎ时该酶含量亦明显升高。结论 低

浓度ＰＥＧＨｂ不引起大鼠离体灌流肾的肾功能下
降，高浓度ＰＥＧＨｂ灌流可使肾功能下降。
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由于血源紧张、血液污染、输血反应常有发生，

因而，人们一直在寻找安全有效的血液代用品。分

子血红蛋白曾一度被用于紧急补充血容量，但存在

一些缺点，如易解离为二聚体，在血循环中存留时间

短，经肾脏滤过产生强烈的肾毒性［１］；能与 ＮＯ结
合，导致血管收缩；人源血红蛋白失去红细胞内２，３
二磷酸甘油酸的调节，致使氧亲和力过强等，故人们

力图寻求化学修饰的方法，稳定血红蛋白结构，进而

减少其毒副作用。近年来，人们通过对血红蛋白进

行交联、聚合等化学修饰方法得到了一类新型的血
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液代用品，聚乙二醇修饰牛血红蛋白（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｂｏｖｉｎｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＰＥＧＨｂ）正是这一
类产品之一。在一些整体动物实验及临床试验中，

它都显示了良好的携氧、扩容作用［２］，被认为在急

性外伤、失血性休克、实体瘤治疗中有良好的应用前

景。但是，修饰后的血红蛋白毒副作用如何仍是人

们关注的问题。Ｃｏｎｏｖｅｒ等［３］给大鼠输注 ６％ ＰＥＧ
Ｈｂ后，其血压和肾血流量未发生改变，但 Ｌｅｎｚ等［４］

在黑猩猩体内进行的实验表明，修饰血红蛋白溶液

增加肺动脉阻力。Ｂｉｒｏ等［５］在狗体内也得到同样的
肾血管收缩效应。本研究通过体外肾灌流的方法初

步探讨了 ＰＥＧＨｂ对肾脏滤过、重吸收等功能的影
响。

１ 材料和方法

１．１ 动物和试剂

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，♂，体重２５０～３５０ｇ，军事医学科学
院实验动物中心提供。ＰＥＧＨｂ由国家北京新药安
全评价研究中心提供（ＰＥＧＨｂ质控标准为 ６０ｇ·
Ｌ－１，纯度９９％）。
１．２ 仪器

７０２０全自动生化分析仪（日立公司，日本），
ＡＶＬ９１３０钠钾氯分析仪（ＡＶＬ公司，美国），ＳＹＢＺ蠕
动泵（北京国营青云仪器厂）。恒温循环仪按

Ｍａｃｃｋ［６］的方法组装，主要部件：蠕动泵，氧合器，恒
温控测仪，热交换器，恒温灌流室，压力表，流量计。

１．３ 离体大鼠肾制备

大鼠术前禁食 ４ｈ，自由摄水。采用改良 Ｂｏｗ
ｍａｎ［７］法取肾，步骤如下：苯巴比妥钠５０ｍｇ·ｋｇ－１ｉｐ
麻醉，开腹暴露右肾，剥离并行右输尿管插管，分离

腹主动脉，右肾动脉，下腔静脉及各分支血管，从下

腔静脉注入肝素４００Ｕ，行下腔静脉插管及右肾动脉
插管并结扎分支动静脉，迅速切取右肾于氧合灌流

液冲洗并移至３７℃恒温循环仪上。
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１．４ 灌流液制备和分组

灌流液用ＰＥＧＨｂ溶剂作为母液，加入肌酐，葡
萄糖，氨基酸，其组成如下：（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ＮａＣｌ１５０，
ＮａＨＣＯ３５，Ｎａ２ＨＰＯ４４，ＮａＨ２ＰＯ４１，ＫＣｌ５．０，葡萄糖

５．５，蛋氨酸０．５，丙氨酸２．０，甘氨酸２．０，丝氨酸
２．０，精氨酸２．０，脯氨酸２．０，天冬氨酸３．０，异亮
氨酸１．０，半胱氨酸１和肌酐１００ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ７．６。
牛白蛋白的加入量根据不同浓度 ＰＥＧＨｂ而不同，
０，６，１５，３０，６０ｇ·Ｌ－１ＰＥＧＨｂ分别加入牛白蛋白６０，
５４，４５，３０，０ｇ·Ｌ－１。灌流液渗透压７７１～７９７ｋＰａ。
１．５ 实验方法

肾脏分离后迅速置于３７℃恒温循环灌流仪，恒
速充以 ９５％ Ｏ２和 ５％ ＣＯ２的混合气体，１００ｍＬ·

ｍｉｎ－１，平衡３０ｍｉｎ。灌流液按 ０．４ｍＬ·ｇ－１体重，控
制流量在 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，灌流持续 １２０ｍｉｎ，每隔 ３０
ｍｉｎ收集尿液和灌流液作为测定标本。尿液收集２０
ｍｉｎ，在其中点时间收集肾静脉出口的灌流液。测定

肾小球滤过率（ＧＦＲ），灌流阻力（ＲＶＲ，灌流压／灌流
量），离子选择电极法测定Ｎａ［８］并计算 Ｎａ重吸收分
数（ＦＲＮａ，〔１－（尿钠／灌流液钠）／（尿肌酐／灌流液
肌酐）〕×１００％），酶法测定尿液中 Ｎ乙酰βＤ氨基
葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）活性［９］，苦味酸法测定肌酐［８］。
１．６ 统计学处理

结果用珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＡＳ统计软件处理，进
行方差分析和Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。

２ 结果

２．１ ＰＥＧＨｂ对肾小球滤过率的影响
由表１结果可见，与对照组相比，灌流ＰＥＧＨｂ

６０ｇ·Ｌ－１引起肾小球滤过率下降，在 ３０，６０，９０和
１２０ｍｉｎ分别下降了 ７５．５％，７３．４％，６８．２％和 ７４．
８％，差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．２ ＰＥＧＨｂ对灌流阻力的影响

由表２结果可见，ＰＥＧＨｂ６０ｇ·Ｌ－１灌流可引起

Ｔａｂ１． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｒｆｕｓｉｎｇｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｂｏｖｉｎｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ（ＰＥＧＨｂ）ｏｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（ＧＦＲ）ｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓ

ＰＥＧＨｂ
／ｇ·Ｌ－１

ＧＦＲ／ｍＬ·ｍｉｎ－１

３０ ６０ ９０ １２０（ｍｉｎ）

０ ０．１０６±０．０１７ ０．１２８±０．０２３ ０．１５１±０．０２５ ０．２０２±０．０３８

６０ ０．０２６±０．０１２ ０．０３４±０．０１９ ０．０４８±０．０２５ ０．０５３±０．０２８

３０ ０．０８９±０．０１９ ０．１１４±０．０４９ ０．１３４±０．０４７ ０．１７０±０．０４５

１５ ０．１０２±０．０３１ ０．１２６±０．０３４ ０．１４１±０．０２０ ０．１８３±０．０２７

６ ０．０９３±０．０１７ ０．１１７±０．０２４ ０．１３７±０．０２０ ０．１９０±０．０２１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｇ·Ｌ－１）．

Ｔａｂ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｒｆｕｓｉｎｇｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｂｏｖｉｎｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｏｎｒｅｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ＲＶＲ）
ｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓ

ＰＥＧＨｂ

／ｇ·Ｌ－１
ＲＶＲ／ｋＰａ·ｍＬ－１·ｍｉｎ－１

３０ ６０ ９０ １２０（ｍｉｎ）

０ １．０９±０．４０ １．２５±０．４５ １．３７±０．４９ １．４２±０．５６

６０ １．７３±０．３６ １．９０±０．２８ １．９３±０．２７ ２．０１±０．３２

３０ １．４４±０．２９ １．５３±０．３６ １．５９±０．４７ １．９０±０．４３

１５ １．２２±０．２１ １．４４±０．２１ １．４６±０．３５ １．５７±０．３６

６ １．０９±０．１２ １．１３±０．１５ １．２２±０．２３ １．４８±０．２１

ＲＶＲ＝ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｆｌｏｗ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｇ·Ｌ－１）．

·８７２· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００２ Ａｕｇ；１６（４）



Ｔａｂ３． ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｅｒｆｕｓｉｎｇｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｂｏｖｉｎｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｏｎｆｒａｃｔｉｏｎａｌｒｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆＮａ
（ＦＲＮａ）ｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓ

ＰＥＧＨｂ
／ｇ·Ｌ－１

ＦＲＮａ／％

３０ ６０ ９０ １２０（ｍｉｎ）

０ ９０．４±３．５ ８９．７±３．２ ８８．７±３．８ ８５．７±２．７

６０ ９６．２±２．７ ９４．８±３．７ ８５．０±２．５ ７３．１±４．６

３０ ９６．７±３．８ ９３．６±２．８ ８６．６±３．６ ７９．３±５．１

１５ ９２．２±６．８ ９１．５±４．２ ８６．４±４．０ ７９．４±３．２

６ ９１．７±５．０ ８９．１±２．７ ８８．５±４．５ ８４．６±２．８

ＦＲＮａ＝〔１－（ＵＮａ／ＰＮａ）／（Ｕｃｒｅ／Ｐｃｒｅ）〕×１００％．ＵＮａ：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｕｒｉｎｅＮａ；ＰＮａ：ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｅｒｆｕｓａｔｅＮａ；Ｕｃｒｅ：ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｕｒｉｎｅｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；Ｐｃｒｅ：ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｅｒｆｕｓａｔｅｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｇ·Ｌ－１）．

Ｔａｂ４． ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｅｒｆｕｓｉｎｇｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｂｏｖｉｎｅｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｏｎｕｒｉｎａｒｙＮａｃｅｔｙｌｂｅｔａＤｇｌｕ
ｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ（ＮＡＧ）ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓ

ＰＥＧＨｂ
／ｇ·Ｌ－１

ＮＡＧａｃｔｉｖｉｔｙ／μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｇ－１ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

３０ ６０ ９０ １２０（ｍｉｎ）

０ ５３±１９ ５９±１２ ６９±１３ １０５±３９

６０ １８７±２８ １８４±２２ ２０６±２６ ２２１±２５

３０ ２１４±５６ ２１９±８６ ２４１±９６ ２０１±３９

１５ ８０±２９ １±２３ １３６±３８ １８０±５９

６ ８３±１１ ９６±１９ １０１±２４ １１９±３１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｇ·Ｌ－１）．

灌流阻力上升，在 ３０，６０，９０和 １２０ｍｉｎ比相应对照
值分别升高了５８．５％，５２．１％，４０．８％，４１．１％，差异
有显著性（Ｐ＜０．０５）。３０ｇ·Ｌ－１组在１２０ｍｉｎ时升高
较明显，但与同一时间的对照值比较无显著性差异。

２．３ ＰＥＧＨｂ对Ｎａ重吸收分数的影响
由表３结果可见，在本实验条件下，ＰＥＧＨｂ灌

流对ＦＲＮａ的影响不明显，只有 ＰＥＧＨｂ６０ｇ·Ｌ－１组
在１２０ｍｉｎ时引起ＦＲＮａ下降，与对照组同一时间点
比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．４ 尿液中 Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶活性的变
化

由表４结果可见，ＰＥＧＨｂ灌流可引起尿液中
ＮＡＧ含量升高，６０和３０ｇ·Ｌ－１组在３０，６０，９０和１２０
ｍｉｎ时的酶含量均显著高于对照组，１５ｇ·Ｌ－１组在
１２０ｍｉｎ时ＮＡＧ活性升高与对照相比有显著性差异
（Ｐ＜０．０５）。

３ 讨论

研究表明 ＰＥＧＨｂ四聚体稳定性增强，血管内

存留时间延长，携氧能力不改变而氧亲和力仅受氯

离子调节，是一种理想的携氧扩容剂［２］。然而，修饰

后的血红蛋白依然存在血压升高、肾功能受损等副

作用［１０］，研究者认为这是由于修饰后的血红蛋白溶

液中仍有一些游离分子存在，或化学修饰方法不稳

定致部分分子重新游离所致。我们应用离体肾灌流

模型，初步探讨了体外灌流 ＰＥＧＨｂ条件下，肾脏功
能的改变。

实验结果表明，６０ｇ·Ｌ－１ＰＥＧＨｂ能引起灌流阻
力升高，肾小球滤过率降低，但不能确定这种现象是

因肾脏血管收缩还是血红蛋白漏出堵塞肾小管引

起。一些研究者认为血红蛋白致高血压是血红蛋白

与ＮＯ相互作用的结果［１１］。ＮＯ是血管内皮细胞释
放的松弛因子，能松弛血管平滑肌以维持全身和肺

动脉血压正常。生理条件下，血红蛋白不能透过红

细胞膜与ＮＯ结合，但当溶血或输血红蛋白溶液时，
血红蛋白游离于红细胞外，透过内皮屏障与 ＮＯ结
合抑制了ＮＯ的舒血管作用，导致血管收缩，血压升
高，有人将此称为“ＮＯ清除效应”。大量的整体和离
体实验表明，纯化的无基质分子血红蛋白溶液能引

·９７２·中国药理学与毒理学杂志 ２００２年８月；１６（４）



起鼠和狗的血管收缩，导致血压升高。但是修饰血

红蛋白溶液的血管作用研究结果并不一致。在本实

验中，只有 ６０ｇ·Ｌ－１组的 ＰＥＧＨｂ引起了灌注阻力
升高。这种作用差异是否由于血红蛋白溶液的制备

工艺、溶液中游离分子的含量、血红蛋白透过内皮屏

障的能力以及各个脏器血管对“ＮＯ清除效应”敏感
性的不同所致，还需进一步研究。

本实验结果还发现６０ｇ·Ｌ－１ＰＥＧＨｂ灌流引起
尿液中ＮＡＧ含量升高。ＮＡＧ分布于溶酶体，被认为
是溶酶体的特异酶，人及动物肾单位中含量较高，尤

多含于近曲小管上皮细胞内，其含量的升高表明小

管细胞受到损伤，同时这一浓度组的 ＦＲＮａ在 １２０
ｍｉｎ时明显降低，也证实了肾小管细胞受损，重吸收
功能下降。在实验过程中，还观察到随着灌流时间

的延长，尿液中出现血红蛋白，这与其他研究相一

致［１２］，说明肾脏的滤过和重吸收功能都有下降。

无基质的分子血红蛋白不能直接作为血液代用

品，是由于它易于透过各种屏障，产生明显的升压效

应和强烈的肾毒性，研究结果表明，不仅其二聚体可

以通过肾小球滤过，而且四聚体的血红蛋白分子也

可以出现于尿中［１３］。化学修饰稳定了血红蛋白结

构，增加了分子量，使其不能透过内皮屏障，减轻升

压效应；不能通过肾小球滤过，减少肾毒性。本实验

中，肾功能的改变主要发生在６０ｇ·Ｌ－１组，其他组无
明显变化，这可能是因为部分修饰血红蛋白分解，游

离于溶液中而引起的。所以完善化学修饰的方法，

减少修饰血红蛋白的分解，将会减少其毒副作用，使

之成为有应用前景的血液代用品。
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（本文编辑 董立春）

欢迎订阅２００３年《中国药学杂志》

《中国药学杂志》是由中国药学会主办，中国药学杂志编辑部出版的综合性药学学术刊物。月刊，国内外

公开发行。读者为高、中级药学工作者及其医药卫生人员。内容包括药学各学科，辟有专题笔谈、综述、中药

与天然药物、药理、药剂、临床药学、药品检验及质量、药物化学、药物与临床、生物技术、新药介绍、药学史、药

学人物、药事管理、学术讨论、科研简报等栏目。创刊近５０年来在医药卫生界影响较大，享有很高声誉，连续
获得国家科委、中宣部、新闻出版署共同主办的第一、二届全国优秀科技期刊评比一等奖，新闻出版署和国家

科委联合主办的首届国家期刊奖以及中国科协第一、二届优秀科技期刊一等奖。２００１年被国家新闻出版总
署列入中国期刊方阵“双高期刊”。
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