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聚乙二醇大分子化猪血红蛋白对其携氧特性的影响

洪 民 宋文俊 李士云 袁中一"

（中国科学院上海生物化学研究所 上海 #$$$3!）

摘 要 用C;D共轭结合猪血红蛋白（EFG）以增大总分子量是延长它在血液循环系统中存留时间的有效方法。
作为一种线性的亲水大分子，C;D对EFG的共轭会对它的携氧特性产生显著影响。研究了EFG处于不同空间构
象（脱氧的4构象或氧合的H构象）、C;D修饰程度的高低、修饰用C;D的分子量的大小、有无别构效应调节剂等
不同条件下C;D修饰对EFG携氧能力的影响。进而又用了C;D修饰已经用双（3，:2二溴水杨酸）延胡索酸酯
（IJJ8）分子内交联的EFG，考察修饰对这种内交联EFG携氧功能的影响。还比较了6种不同方法活化的C;D衍
生物，对EFG修饰效率、对修饰产物携氧功能的影响及修饰产物稳定性等。本文认为，IJJ8分子内交联的EFG，在
有别构效应调节剂的存在下，再用C;D修饰，可以获得携氧能力好、分子量适宜、四聚体稳定的修饰产物。
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聚乙二醇（C;D），也叫聚氧乙烯（CM;），具有良
好的生物相容性。用它共价结合蛋白质后，一般对

蛋白质自身的活性影响不大。它可以降低蛋白质的

免疫原性，增加蛋白质在体内的稳定性，降低蛋白质

在体内的代谢清除率，从而促进蛋白质在临床上的

应用。因此，自!077年I+N=A首次报道用C;D修饰
蛋白质的研究工作以来，有关这方面的研究已经在

医学和生物工程领域成为热门课题。将无基质血红

蛋白与可溶性有机高分子化合物共轭结合，是目前

血红蛋白类血液代用品研究的方向之一。已经尝试

过的高聚物材料包括右旋糖苷、菊粉、羟乙基淀粉、

聚乙烯吡咯烷酮等［!］。C;D大分子化猪血红蛋白
（EFG）是延长其在循环系统中的存留时间、降低免
疫原性、减少肾脏毒性的有效办法。C;D修饰一般
都会使EFG携氧能力下降，具体的影响程度随修饰
反应特性的影响，以寻找一种既可以维持EFG四聚
体空间构象，增大它的分子量，又可以保持其氧结合

特性的修饰方案。

! 材料与方法

!"! 材料
六磷酸肌醇（OFC）、吡哆醛2:2磷酸（CPC）、双

（3，:2二溴水杨酸）延胡索酸酯（IJJ8）和各种分子

量C;D及 <C;D为Q=@<+公司产品。荧光胺为

8’-R+公司产品。新鲜猪血采自上海龙华肉联厂。
其余试剂为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 无基质EFG的制备：按S?5-,@方法制
备［#］，红细胞于低渗缓冲液溶血释放血红蛋白后，

分别以超速离心、I;L;纤维素吸附等步骤去除膜
碎片等基质，于T1$U低温冰箱保存。

!"#"# 氧解离曲线（又称氧结合曲线）、半饱和氧分
压（C:$）、希尔系数（F=’’B&5VV=B=5,WA，,）的测定：按
参考文献［3］的方法用分光光度法测定。测定在

37U，EF7K6磷酸钠缓冲液中进行，EFG的浓度为

$K$#<<&’／P。

!"#"$ EFG和高铁EFG含量测定：分别按参考文
献［6］和参考文献［:］方法以分光光度法测定。

!"#"% C;D的活化：分别用6种不同方法活化

C;D（所得的C;D衍生物结构如图!）。JQQ2C;D
的制备，按 LG-B?&XAR=［"］方法制备，此法活化的

JQQ2C;D及QQ2YC;D具有活化收率高，反应活性
高以及修饰后蛋白质活力保留好等优点，近年来已

成为流行的活化方法；;CM2C;D的制备，按F5+Z［7］

法；)CS2C;D的制备，按Q+.W&.5［1］等方法；Q[DP\2
C;D的制备，将)CS2C;D与甘氨酸反应，所得产物
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种较理想的修饰方案。

;<= 不同活化"#$对&’(修饰
合成了F种()*活性衍生物：)(N3()*、O(P3

()*、JKK()*和KQ*RS3()*，并分别用于修饰内
交联H.>。结果如表?，合成)(N3()*方法简便，
只需一步反应，但合成收率低，而且它修饰能力差，

修饰H.>所需反应时间较长（约F;）。O(P3()*
合成简便，也只需一步反应，修饰效率较高，但修饰

使H.>氧亲和力增加较大。JKK3()*活化效率高，
修饰效率也高，对氧亲和力改变不大，是一种较理想

表; 不同方法活化的"#$衍生物对内
交联猪血红蛋白的修饰
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的活化()*衍生物，只是该分子中存在一个不很稳
定的酯键（见图B），在生理条件下缓慢水解断键，使
已修饰上的()*离去，会增加实验的不可预知性。
而另G种()*衍生物都不会发生这种键的断裂，这
是它不利的一面。KQ*RS3()*修饰效率高，对

H.>氧亲和力影响也不大，且也不存在易于断裂的
酯键，是这几种()*衍生物中最好的一种。不过，

KQ*RS3()*的合成反应步骤较多，使合成KQ*3
RS3()*的最终收率不高，这是它的缺点。

B 讨 论
常规输血存在一些难以克服的困难，如来源紧

张；储存期短；可能传播乙肝和6XYK等血源性疾病
等。因此，有必要研制一种安全有效的血液代用品。

以血红蛋白为基础的血液代用品能体内代谢，具有

与天然红细胞类似的K形氧解离曲线等因素，已成
为血液代用品研究的主方向。

BEDC年W">$41#［B?］等的实验证明裂解红细胞
的毒副作用主要来自红细胞的基质部分，并首次用

无基质血红蛋白溶液给动物换血。然而，去除了基

质的血红蛋白仍有些缺陷，主要是氧亲和力过高和

在循环系统中的存留时间过短。近?,年来，人们用
化学修饰来尝试解决这些问题。()*共轭结合血
红蛋白既可以降低血红蛋白免疫原性，又可以延长

血红蛋白在循环系统中的存留时间。遗憾的是，

()*修饰会引起血红蛋白的氧亲和力增 高。好在
已发现多种化合物修饰血红蛋白能降低其氧亲和

力，如(R(［BG］、OZ(R(［BF］、YJJZ［B+］等。YJJZ的
优点是既可以分子内交联血红蛋白亚基，抑制四聚

体解聚，又可以降低血红蛋白氧亲和力［BD］。但这种

修饰没有增大总分子量，在血液循环系统中的存留

时间较短。因此，我们考虑将两种修饰方法结合起

来，取长补短。通过考察，认为选择分子量约FD,,
的()*以适当方法活化，在X.(参与下，活性成分
与H.>定在?,LB，修饰处在-状态的H.>，可以获
得分子量适宜、氧亲和力接近天然红细胞、四聚体稳

定的()*3H.>轭合物。
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