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修饰血红蛋白作为红细胞代用品的研究进展和挑战
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摘 要 血源紧缺和病毒污染问题推动了血液代用品的研究，以血红蛋白为代表的红细胞代用品成为研究的重点。为克服

血红蛋白直接使用的毒副作用，各种修饰技术得到了迅速发展，其中包括双阿司匹林交联、戊二醛交联、棉子糖交联、聚乙二

醇偶联、脂质体包埋、生物可降解高分子包埋等。其中一些技术已经形成规模化制备工艺，产品进入临床试验，有的已在个别

国家上市。鉴于这项研究意义重大，我国有关研究已经起步并正在迅速发展，各国同行的研究有重要的参考价值，因此有必

要对近年来血红蛋白作为红细胞的代用品研究状况进行分析，明确面临的挑战，这将有利于发展更全面和有效的研究方案，

以期取得突破性进展。
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输血常常是抢救生命的重要手段之一。在第二

次世界大战中，至少有 <#U以上的人员伤亡是由于
没有得到及时的输血抢救。在战场恶劣的条件下不

可能有充足的血源供应，而且也没有充足的时间和

条件来验对血型。我国在抗美援朝中也有大量伤员

由于抢救不及时而失去年轻的生命。近年来台风、

海啸、地震等突发事件也造成大量人员死亡，其中无

法及时输血抢救是原因之一。人体血液由血浆、红



细胞、白细胞和血小板组成，成分非常复杂，要制造

出一种完全代替血液的溶液非常困难，或者说几乎

不可能；但研制一种临时替代品，在急需情况下短时

间内代替血液中某种组分的作用却具有可行性。血

液紧缺在平时就已经是个难题。在我国，各大城市

几乎都发生过“血荒”，一些手术不得不等待血液到

来才能实施。血液的运输、保存都需要特殊的低温

条件，而且保存期最多不过一个月。艾滋病、肝炎等

病毒也可通过输血传染。多年来，人们一直在探索

是否能够造出一种血液代用品，在紧急时刻不需验

对血型即可直接使用，而且可以长期保存以备急

需［!］。

美国是自第二次世界大战以来对血液代用品研

究投入最多的国家，先后有多家公司的产品进入临

床。日本和加拿大也做了大量工作。国际上这几年

又掀起血液代用品的高潮。从 "#$%&’上检索，!(()
年以来共有近 !***多篇关于血液代用品的文章，研
究范围包括血浆代用品、血小板代用品和红细胞代

用品。其中白蛋白、羟乙基淀粉、右旋糖苷等溶液作

为血浆代用品已被应用于临床，主要作用是维持血

液的渗透压、酸碱平衡及血容量［+］。血小板代用品

十分重要，但仍正处于研究初期。红细胞代用品由

于具有载氧功能，是研究的重点，发展很快。+**,
年 )月，第 !*届国际血液代用品大会在美国举行，
以修饰血红蛋白作为红细胞代用品的研究论文占多

数。鉴于我国血液代用品已经起步并正在迅速发

展，各国同行的研究有重要的参考价值，回顾和分析

血红蛋白作为红细胞代用品研究的成就和问题，有

利于明确面临的挑战，取得突破性进展。

! 血红蛋白的分离纯化
———最初的挑战

在脊椎动物血液中，血红蛋白位于红细胞内。

红细胞表面的糖基决定血型，存在血型匹配问题。

但血红蛋白没有血型问题，只是随物种不同序列和

结构不同。红细胞不稳定，但血红蛋白要稳定得多，

可在溶液状态和冻干状态下保存［-］。人血红蛋白由

!!!+"!"+四个亚基构成，含量占红细胞胞内蛋白质
(*.以上，具有在高氧分压下载氧、低氧分压下释氧
的功能。早在 !(!) 年就有将初步纯化的人血红蛋
白用于贫血症治疗的尝试，然而事与愿违，出现了明

显的肾毒性［/］。后来发现，这种初步纯化的血红蛋

白含有杂质，有细胞膜磷脂，还有提取过程混入的细

菌内毒素。红细胞代用品输入量大，即使存在痕量

的杂质也能出现明显的累积毒性，所以血红蛋白的

分离纯化非常重要，这也是血红蛋白作为红细胞代

用品首先遇到的挑战。

血红蛋白的分离纯化过程主要包括红细胞与血

浆分离、红细胞释放血红蛋白、从红细胞破裂液中纯

化血红蛋白等。红细胞可以通过简单的离心或过滤

与血浆分离，然后充分洗涤红细胞。通过控制溶液

的渗透压使红细胞溶胀但不破碎，血红蛋白渗出以

利于后续纯化［,］。

膜分离和色谱技术是血红蛋白纯化的关键。膜

分离技术可以去除病毒、热源等，但产品纯度不高。

采用色谱技术可以得到高纯度的产品，众多的工艺

中，新发展的透过式离子交换色谱技术实现了只吸

附杂质而使血红蛋白直接透过，回收率达 (*.，适
合于规模制备，但不足之处是纯度相对不高［)］。我

国开发的聚乙二醇伴随的透过式离子交换层析纯化

血红蛋白工艺，制备出色谱纯和电泳纯的产品，单步

收率均在 (,.以上，基本解决了大量高纯度血红蛋
白的制备问题［01(］。

血红蛋白溶液可以用巴斯德法、超滤法和化学

法等方式消毒灭菌，除去引起 2345、乙型肝炎等的
病原微生物［-］。但随后发现，高纯度的血红蛋白仍

然面临着体内半衰期短和氧亲和过力高两个严重问

题。人血红蛋白失去红细胞内 +，-1二磷酸甘油酸
（+，-14"6）调节，氧亲和力升高，半饱和氧分压 ",*从

-7/08"9降到 *7)08"9，即不能向组织有效供氧。另
外，脱离红细胞的血红蛋白四聚体结构不稳定，易分

解成二聚体和单体，透过血管进入器官及组织间质，

引起严重的副作用，在循环中的半衰期仅为 + : /;。
因此，即使是高纯度血红蛋白也不能直接用作红细

胞代用品。

" 进行分子内交联，防止四聚体解离
———焦点之一

人们首先着眼于将血红蛋白分子进行化学修

饰，降低未有 +，-14"6调节的血红蛋白的氧亲和性，
稳定四聚体结构。+，-14"6是靠非共价键与血红蛋
白结合的，在血液代用品中加入大量 +，-14"6会造
成毒性。但是如果能找到一种类似于 +，-14"6、且
能与血红蛋白上与 +，-14"6结合位点进行交联的分
子则可能解决 +，-14"6的问题。吡哆醛衍生物 ,1磷
酸吡哆醛（"<"）大小和电荷性质与 +，-14"6 相似，
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可与脱氧血红蛋白!亚基的 !，"#$%&结合位点形成
共价键，从而调节氧亲和力［’(］，是最早应用的修饰

剂之一。还有人合成了两个吡哆醛的双醛基衍生物

)*%+%，可与脱氧血红蛋白反应，在!’（),’）缬氨酸
和!!（-*.）赖氨酸间形成双键连接，降低氧亲合力，
防止解聚［’’］。而替代 !，"#$%&的最著名的试剂是
双阿司匹林［/01（"，2#30/456517809:8）;<6747=>］，简称
$??*。
!"# 用双阿司匹林进行血红蛋白的分子内交联
双阿司匹林分子如图 ’所示，它在脱氧条件下

对人血红蛋白的交联发生在血红蛋白两个"亚基各
自第 @@位的赖氨酸（+:1）上［’!］（图 ’）。由于"亚基
和!亚基之间的结合比较牢固，所以两个"亚基之
间的交联就有效地防止了血红蛋白四聚体结构的破

坏。通过控制反应物浓度的配比，可以使 $??*的
反应只发生在血红蛋白的分子内部，而不会出现大

量分子之间的交联。$??* 交联产物比较均一，容
易控制，同时反应产物的氧亲和力得到改善［’!］，因

而一度受到学术界和商业界的青睐。美国 ?7A=>4公
司将双阿司匹林分子内交联入血红蛋白（$B+C/）
进行了#、$、%期临床［’"#’D］，取得了一些振奋人心
的结果，如证实 $B+C/不会产生细胞毒素或造成缺
血组织损伤等。人们对它寄予了很大希望。但遗憾

的是，%期临床后期发现，在对失血性休克伤员的抢
救中没有表现超乎寻常的效果，一部分伤员死亡。

进而发现输入 $B+C/增加平均动脉血压，容易携带
)E透过血管壁，引起血管收缩。因此，?7A=>4公司
不得不于 ’@@F年中断了临床试验［’!］。这是血液代
用品研究的一个挫折。

图 ’ 双阿司匹林分子内交联血红蛋白
*0GH ’ I>79=05J 5; /01（"，2#30/456517809:8）

;<6747=>（$??*）K0=L L>65G85/0J

!"! 重组血红蛋白
美国 M567=5G>J公司的科学家与英国的医药研

究委员会合作，将人血红蛋白基因进行改造，在大肠

杆菌中表达，商品名为 EN=45OP。其独特之处在于用
基因工程方法将两个 7 链首尾连接，形成共价键。
除此之外，还修饰了 !，"#$%&所处的中央孔穴，改进
了结合与释放氧的特性，使血红蛋白氧平衡曲线类

似于正常人的红细胞。这种基因工程血红蛋白无需

化学修饰就解决了四聚体稳定的问题，又不引入化

学试剂，是其长处。临床试验给病人输入 ’((G 产
品，没有明显的副作用［’2］。但是，类似于 $B+C/，采
用基因工程手段内交联的血红蛋白同样会结合 )E
并透出循环系统，从而引起高血压反应［’.］。’@@F年
" 月，M567=5G>J 被 ?7A=>4 C>78=L974> 兼 并，之 后
EN=45OP由于出现副作用而被中断临床试验［’Q］。
?7A>4公司现正致力于发展第二代基因工程血红蛋
白，处于临床前期研究阶段。

$ 增大分子量，提高半衰期，开发动物
血源

稳定的四聚体结构虽然使得肾毒性问题有所缓

解，但各种修饰的单分子血红蛋白在临床试验中不

断因出现明显的副作用而中断。此后，开发各种分

子量大于四聚体的血红蛋白衍生物作为红细胞代用

品成为研究的热点。分子量增大的血红蛋白可在血

红蛋白浓度较高时仍保持低渗透压，并防止血红蛋

白透出血管壁，半衰期延长。与此同时，动物血红蛋

白的开发逐渐引起重视。

动物血红蛋白来源广泛，价格低廉。而且牛血

红蛋白比人血红蛋白更稳定，还不需要 !，"#$%&来
调节载氧能力，唯一的问题是免疫原性。牛血红蛋

白和人血红蛋白的同原性在 F2R以上，仅使用 ’次
或 !次往往不会引起明显的免疫反应［"］。如果有适
当的修饰方法，一方面克服血红蛋白单独使用的毒

性，另一方面屏蔽免疫原性，则更是一举两得。

$"# 戊二醛聚合牛血红蛋白
C>65N<4>OP（C?EB#!(’）是美国 ?05N<4> 公司研

制的戊二醛交联的牛血红蛋白。其交联产物是寡聚

血红蛋白的混合物，存在 !个、"个或更多的牛血红
蛋白聚集体。在以绵羊为模型的研究中，将全血的

@2R置换成戊二醛交联的牛血红蛋白未见异常［’F］，
但产品的循环半衰期不长，仅为 2!SQ T ’FS(L，而且
高铁血红蛋白的含量增加［’@］。高铁血红蛋白不具

备载氧活性，甚至对人体有不利作用，应限制在较低

的水平，一般不超过 2R，所以降低高铁血红蛋白含
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量是聚合血红蛋白产品研究要解决的一个问题。另

外，为了避免疯牛病等病毒污染，牛血红蛋白应取自

严格管理和专门饲养的牛，这样也增加了成本。

!"#$%&’(已经被 )’’多位患者试用，剂量累计高达
&)’*。&’’(年该产品通过了!期临床试验，在非洲
被批准用于临床输血，而在美国被批准用于宠物治

疗。"+,-./0公司一直希望产品在美国上市，但遇到
123的阻力，要求提供某些临床和临床前试验的数
据详细资料。因此，美国 "+,-./0公司的产品还处于
123的审查中。尽管如此，戊二醛聚合牛血红蛋白
是血液代用品的一个成功范例，极大地鼓舞了学术

界和商业界。

!"# 聚合人吡哆醛化的血红蛋白
美国 4,/567+089 公司将人血红蛋白经吡哆醛进

行分子内交联后再以戊二醛聚合，形成人血红蛋白

的寡聚物 -,8:%;1!%-，商品名为 <,8:!0=0。和
"+,-./0公司牛血红蛋白寡聚物 !0=,-./0>?类似，
<,8:!0=0也是一个不同分子量的混合物，区别是一
个为牛血红蛋白，一个为人血红蛋白。4,/567+089公
司是最早开展血液代用品的公司之一，具有悠久历

史，曾经进行过大剂量人体换血试验，表明其产品的

安全有效性。与输入全血相比，输入 -,8:%;1!%<没
有引起肺动脉压力及肺部毛细血管压力发生明显改

变［&’］。临床实验研究表明，-,8:%;1!%< 可以维持由
于红细胞损失而降低的血红蛋白浓度，未发现有副

作用。目前 -,8:%;1!%<正在进行!期临床，试验其
在急性外伤和紧急手术中的作用效果，是一个有发

展潜力的产品。

!"! 棉子糖衍生物交联人血红蛋白
棉子糖衍生物交联人血红蛋白是加拿大

!0=,@,8公司开展的一项有特色的研究［A］。与其它
采用化学合成的交联剂不同，!0=,@,8公司的交联剂
是从天然寡糖中衍生的。他们将 #%棉子糖上相邻
的两个同位羟基用高碘酸盐氧化，生成二醛；由于醛

基活泼，可以和血红蛋白上的氨基等基团反应，用来

交联人血红蛋白。这种棉子糖衍生物交联血红蛋白

的反应产物也是混合物，有 BAC的聚合血红蛋白和
ADC的分子内交联血红蛋白［&(］。

!0=,@,8公司的应用是冠心病患者冠状动脉搭
桥中的输血，在手术中，病人出血量很大，需要及时

补充血液。血液代用品有望取代人血用于手术中。

在"期临床试验过程中，#%棉子糖血红蛋白没有显
著的副作用，受试者没有出现血液凝集、肾毒性、免

疫或其它血液动力学的不良反应［&&］。但 &’’A年初，
发现#期临床中 #%棉子糖血红蛋白对心脏产生副
作用的比率较高，原因不明。!0=,@,8公司不得不停
止了#期 E试验。
!"$ 高分子聚合物偶联牛血红蛋白
血红蛋白与大的惰性分子如右旋糖苷、聚氧乙

烯（<#F）、聚乙二醇（<FG）、羟乙基淀粉和菊糖
（+H.8+H）等连接可增大分子量，所得到的偶联物有效
地延长了血红蛋白的循环半衰期［&A%&I］。

美国 FHJ,H 公司曾研制 <FG 偶联的牛血红蛋
白，用琥珀酰亚胺活化的 <FG修饰血红蛋白，增加
了分子大小，改善了血红蛋白表面性能，降低了免疫

原性，得到较长的体内循环半衰期［&B］（大鼠约 &’6，
兔子约 I’6）。<FG化的血红蛋白避免了肾小球的
快速滤过，不引起急性的肾管损伤，也没有任何细胞

死亡的迹象［&D］。FHJ,H公司将 <FG%血红蛋白用于固
体组织缺氧肿瘤的放射治疗。研究表明 <FG%血红
蛋白传递氧气至组织缺氧的肿瘤部位，能够增加放

射治疗的效果［&K］。但有报道指出 <FG偶联的血红
蛋白能够快速从肠胃黏膜渗出，并使阻塞血管的物

质从肠黏膜进入血液循环［&L］，FHJ,H 公司被迫中断
了临床试验。

近年来，美国 ;MH*M/5公司报道了一种 <FG修饰
的人血红蛋白，称为 ?<) 或 !0=,@-MH（商品名）［A’］。
与 FHJ,H公司的修饰技术不同，;MH*M/5 先用马来酰
亚胺与血红蛋白的氨基进行共价偶联，然后用 <FG
与马来酰亚胺的自由巯基进行偶联。这种二步偶联

法制备的产物具有均匀的修饰度，每个血红蛋白分

子偶联的 <FG 数量相近，产品均一性比较好。据
;MH*M/5报道，他们的产品显示了良好的生物学特性，
已经通过了 N期临床，#期临床也已近结束，未见出
现副作用的报道，也没有使血压升高或造成肠胃不

适的现象［A’］。美国纽约爱因斯坦医学院也报道了

相同的 <FG偶联技术［A(］。
德国 3-0O "+,@P+0HP0公司发展了一种经磷酸吡

哆醛修饰，并用聚氧乙烯交联的氧亲和力低的高分

子 量 血 红 蛋 白 衍 生 物［A&］，商 品 名 为 <!<
（ -:/+9,OM8M509 60=,*8,E+H -,8:,O:056:80H0）。 <!< 的

"Q#期临床试验表明，<!<具有恢复正常血液动力
学效应的潜能，可以减少对血管加压药物的需求。

另外，其具有很好的耐受性，过量的 <!<未见有临
床副作用或实验异常现象，现正在进行!期临床试
验。
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! 仿红细胞———更接近血液特性的发
展

!"# 血红蛋白和其它酶协同包埋
血红蛋白分子修饰产品仅是红细胞代用品的一

部分。在这些产品中没有保护性的膜包覆血红蛋白

分子，因而它们的纯度必须很高，以避免输入体内后

有副反应发生。另外，它们还缺乏红细胞中存在的

酶类，循环半衰期也很短。

早在 !"#$ 年 %&’ ()*+, 就报道用人工膜包埋
血红蛋白和酶，制备了人造红细胞，其氧合曲线与红

细胞相似［--］。随后，有人用交联蛋白、双层磷脂复

合蛋白和硅胶等其它聚合物包埋血红蛋白［-$］。现

有的包埋血红蛋白主要包括脂质体包埋血红蛋白和

可降解聚合物微胶囊包埋血红蛋白。

!"#"# 脂质体包埋血红蛋白：一般构成脂质体膜的
主要成分为天然磷脂，其分子中均含有不饱和脂肪

酸链，易氧化水解成过氧化物、丙二醛、脂肪酸及溶

血卵磷脂等。!"./年，0123415678)和 &79953［-:］制备了
粒径为 /;<!=的脂质体人造红细胞，循环半衰期已
超过 <$ )。通过对过氧化氢酶（(*>）和超氧化物歧
化酶（’?0）的协同包埋，部分地解决了贮存时及输
血后高铁血红蛋白的形成问题。但血红蛋白脂质体

仍存在以下不足：循环半衰期仍不能满足多数临床

需要，贮存期间及输入体内后的稳定性较差，磷脂对

网状内皮系统具潜在影响，磷脂易发生过氧化和载

药量偏低等。脂质体包埋血红蛋白（简称 @AB）是日
本血液代用品研究的主攻产品，历经多年研究［-#］。

从 <//: 年日本第 !< 次血液代用品年会上获知，早
稻田大学研究的 @AB已在日本一家公司进行放大
和试制。

!"#"$ 可降解聚合物微胶囊包埋血红蛋白：聚乳酸
和聚乙二醇类物质会在体内降解，降解速率可通过

聚合物的分子量和类型加以调节。随着药物缓释的

研究发展，制备粒径为 <// +=微胶囊已成为可能。
</世纪 "/ 年代初期，()*+,等用界面聚合法、乳液
扩散法和界面沉淀法进行了 BC 微胶囊的制备［-］。
作为新一代红细胞代用品，BC 微胶囊具有许多优
点。用于包埋的聚乳酸（D@E）等聚合物具生物可降
解性，在完成载氧任务后，可降解为对人体无害的乳

酸、水和 (?< 排出体外；聚合物膜可制备成多孔，机

械强度优于脂质体磷脂膜，微胶囊所需膜材较少；形

成微胶囊后，血红蛋白的 D:/ 、F2)3效应和 B799系数

不发生变化；’?0、(*>和高铁血红蛋白还原酶可与
血红蛋白协同包埋，体外实验表明该法对高铁血红

蛋白的转化有很好的效果［-］。我国学者也研究了用

聚乳酸 G聚乙二醇嵌段聚合物包埋血红蛋白，报道
了制备过程的优化研究［-H］。

!"$ 血红蛋白与其它蛋白质偶联
红细胞含有过氧化氢酶（(E%）、超氧化物歧化

酶（’?0）等酶类。在临床治疗中风、心肌梗塞或大
出血休克时，易出现再灌注损伤。红细胞中的这些

氧化还原酶可在一定程度上抑制这种变化。然而，

对血红蛋白纯化的同时也除去了这些酶类，因而在

严重缺氧时，输入修饰的血红蛋白容易发生再灌注

损伤。为抑制这种变化，可以把适量的过氧化氢酶

和超氧化物歧化酶交联到血红蛋白分子上形成

D29IBCJ’?0J(E%［-#］。与单纯聚合血红蛋白相比，
D29IBCJ’?0J(E% 在很大程度上消除了氧自由基及
过氧化物。它也能使修饰的血红蛋白稳定，减少

K5- L及血红素的析出。另外，它还能抑制聚合血红
蛋白制备过程中高铁血红蛋白的形成［-.］。大鼠换

血试验结果表明，D29IBCJ’?0J(E%对于减少再灌注
损伤的机体内羟基再生具有明显效果，有潜力成为

一种再灌注损伤治疗剂。目前正在进行临床前动物

试验。

我国学者研制的血红蛋白与人血清白蛋白的偶

联物（BCJB’E），兼具有血红蛋白的载氧功能和白蛋
白运载营养物质的作用，制备的偶联物具有接近于

血液的良好的理化特性，并经大鼠换血试验初步证

实其作为红细胞代用品的安全性和有效性［-"］。

!"% 含血红素的重组人血清白蛋白
日本早稻田大学 %MN8)74*研究小组将合成的血

红素共价结合在重组人血清白蛋白分子上，制成的

白蛋白J血红素（E9CN=7+J)5=5）［$/］，如图 <所示，每个
白蛋白分子具 .个血红素，与血红蛋白相比具有更
高的载氧能力，并且该分子大小适中，较好保持了白

蛋白原有特性，不容易透过循环系统而被迅速代谢。

动物换血试验显示了产品的有效性［$!］。

上述各种血红蛋白修饰和改性技术都有其独特

之处，所开发的产品也有不同的用途，产品开发亦处

于不同阶段。总的说来，美国对血液代用品的投资

最多，其研究走在世界的前列，已有六家公司研制的

修饰血红蛋白进入临床试验。加拿大、日本和德国

也有产品进行了临床试验。表 !列出了基于血红蛋
白的红细胞代用品临床试验情况。

!!路秀玲：修饰血红蛋白作为红细胞代用品的研究进展和挑战



图 ! 血红素与白蛋白的共价结合
"#$% ! &’()*#+,-.*. /0’)1#0+ #/ 0(12#+.3 (4 *#5#+$ 06 /4+1-.1#7 -.*. 8#1- 2’()*#+ /0’)1#0+

表 ! 基于血红蛋白的红细胞代用品研究开发情况［"，!#，!$，%"］

&’()* ! +(,(’-*. ()//. -0(-12101* 34/.051- 26 5)2625’) 142’)-
产品 研究或开发单位 采用技术 开发进展 应用 副作用

9:;<(
（<.*&//#/1）

美国 =251.> <.2’1-72>.
公司

双阿司匹林分子内

交联人血红蛋白
!期临床
结束后中断

外科手术
血管收缩，

血压升高

?<?
德国 &@.5 =#0/7#.+7.
公司

吡哆醛化人血红蛋白,
聚氧乙烯交联物 !期临床

脓血症引起的急性

低血压休克
血压升高

<=A:,!BC
（<.*0@)>.）

美国 =#0@)>.公司
戊二醛聚合牛

血红蛋白 !期临床结束
外科手术（南非）；

宠物治疗（美国）

血管收缩，心脏

输出降低

@0’4,D"<,?
（?0’4-.*.）

美国 E0>1- 6#.’3公司
吡哆醛化的聚合

人血红蛋白 !期临床
部分外科手术，

外伤
未见报道

A,>266#+0/. <(
（<.*0’#+F）

加拿大 <.*0/0’公司
开环棉子糖交联人

血红蛋白
!期临床
（暂停）

冠状支路搭桥手术 血管收缩

G<(CHCICH!
（A@1>0）

美国 =251.> <.2’1-72>.
公司I美国 D0*210$.+
公司（CJJK年前）

基因工程

血红蛋白 "期临床中断 外伤
血管收缩，

血压升高

<.*0/@2+ 美国 D2+$2>1公司
马来酰化的 ?LM偶联
人血红蛋白 "期临床 部分手术 未见报道

?LM,<( 美国 L+N0+公司 ?LM修饰血红蛋白 O期临床 (中断 放射治疗促进剂
引起肠胃上皮

细胞脱落

<(P 日本早稻田大学 包埋血红蛋白 #期临床 外伤 循环半衰期短

G<(!HB 美国 =251.> <.2’1-72>.公司 基因重组人血红蛋白 临床前试验

<.*0Q4*. 美国 D4+Q4*.公司
聚合的多硝酰基人

血红蛋白（@0’4*.>#N.3
@0’4+#1>054’ -.*0$’0(#+）

临床前试验

?0’4<(,DA9,:&R 加拿大 S7M#’’大学
聚合牛血红蛋白与超氧化

歧化酶和过氧化氢酶偶联
临床前试验

<.*0R.7-
美国 <.*0=#0R.7-
公司

A,&R?、0,腺苷和谷胱
甘肽修饰的血红蛋白

临床前试验

A54P#12
美国 O?=; ?-2>*%
公司

癸二酰阿司匹林交联

的血红蛋白
临床前试验

# 修饰血红蛋白主要理化性质及其对
功能的影响

修饰血红蛋白的理化特性直接影响其是否适合

用作红细胞代用品。D2F2#等人［TU］从粒径、分子量、
膜透过性、胶体渗透压、粘度、引起红细胞聚集及氧

亲和力等几个方面研究了双阿司匹林分子内交联血

红蛋白（V;<(）、聚氧乙烯,磷酸吡哆醛化的血红蛋
白（?AL,?;?,<(）、羟乙基淀粉,交联血红蛋白（<LD,
V;<(）、戊二醛聚合的交联血红蛋白（?0’4,V;<(）等
非细胞型交联血红蛋白以及细胞型的表面偶联了聚

氧乙烯的血红蛋白微囊体（?AL,<(P）等修饰血红蛋
白的理化性质（表 !），并探讨修饰对血红蛋白功能
的影响。
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表 ! 基于血红蛋白的携氧剂及人血红细胞的理化性质
"#$%& ! ’()*+,-,(&.+,#% /0-/&01+&* -2 3$4$#*&5 6! ,#00+&0* #75 (8.#7 0&5 $%--5 ,&%%（9:;）

!"#"$%&%#’ ()*+ !,-.!)!.*+ !/01 2 ()*+ *-3.()*+ !,-.*+4 50//6（758）

!"#&9:0% 69"$%&%#;<$ = > ? ?? > ? @= > A= BC > ?@ ??@ > =B CDDD

E<;FG =? ACB HAD @IA

EJ;FG BB ACK ?AH@ ?=C?

!HD ;F!" @L?= ALC= ?LB= ?LKI ?L@D（@L?=） IL=I

*900 :/%MM9:9%<& ?LD ALI ?L? ?L? ?LA ?L= N ILD

,O1P%< &#"<’Q/#&9<P %MM9:9%<:1;R I? A= CLD ?= ?D ?C

8/<&%<& /M M%##9: *+（E%&*+）;R ?L? @LH ?L= @LH ?LH S DLH

E/</$%#9: *+;R ADD @L@ H ILI T/& 6%&%:&%6

［*+］;（P;6)） H H H H H A? N A=

)9Q96;（P;6)） D @LH D IL@ ?LK

8/00/96 /’$/&9: Q#%’’U#%;F!" ?LAA KLIB DL?= AL?= D（?LB=） ILII

49’:/’9&1;:! ALD BLA ALH ?L? ?LB（I） I N @

<=> 分子大小，分子量及微孔滤膜的透过性
毛细管及前毛细管的直径为 H N C!$，一些血液

循环不好的区域则更小。一个半径 C!$两面凹形
的红细胞变形成为降落伞形即能够透过窄的毛细

管，而红细胞不能通过小于 I!$孔。基于血红蛋白
的氧载体均比红细胞小很多，能够透过直径为

DL@!$的孔。这些血红蛋白溶液对于血栓或血液阻
塞，红细胞流动不充分的组织供氧非常有效。!,-.
*+V在 DL?!$孔径的流速几乎为 D，其平均分子直
径为 ??@!$，因此 DL?!$ 是它的透过极限。!/01.
()*+ 和 *-3.()*+ 的膜透过性不如 ()*+，()*+
对于 DLA!$的孔通过性最高。

*+在血液中循环时间和内皮细胞的透过性与
分子大小相关。()*+在 W9’&"#鼠体内循环半周期
为 ALBX（输入全血的 ADR）。其它修饰血红蛋白，如
Q/01.()*+ 和 !,-.*+V 的循环半寿期长些，分别为
IX和 @X。血红蛋白分子能够透过网状内皮细胞进
入肝脏间隙，*+ 结合 T,，导致明显的窦状小管收
缩。T"F"9等人［@@］指出 *+的分子大小影响 *+对内
皮细胞层的透过性及进入平滑肌吸附 T,的能力。
因此，最小的 ()*+最易透过上皮细胞层，使血管收
缩及高血压症状尤为突出。聚合的牛或人血红蛋白

在临床试验时期，也有研究报道其影响血管活性，引

起高血压。这些理化结果表明需要优化分子粒径。

<=! 粘度
血液在体内的流动是动脉系统血管舒张协同性

的重要表征。用扩容剂稀释会降低血液粘度，进而

降低剪切力。为了维持壁剪切力和直径，就需要提

高粘度。()*+的粘度为 ALD:!并不受剪切速率影
响，说明溶液为牛顿型流体，当 *+ 浓度提高到 AD

P;6)时粘度增加到 ALI:!，剪切速率为 II?’2 A，粘度
仍低于血液。对于 !,-偶联的血红蛋白，即使 *+
浓度仅为血液中 *+浓度（AHP;6)）的 A;I，溶液粘度
也已增加至 BLA:!，明显高于血液的粘度。!/01.
()*+表现出牛顿型流体特征，粘度为 ALH:!，与临
床试验的聚合血红蛋白粘度（ALI N ?L?:!）一致。同
样HP;6)的 *-3.()*+也显示出牛顿型流体特征，粘
度为 ?L?:!，但浓度提高至 ADP;6)时粘度也明显提
高，为 =LC:!，剪切速率为 II?’2 A，体现出非牛顿型流
体特性，说明可能出现蛋白质聚集。!,-.*+V 悬于
*3Y溶液中，浓度为 HP;6)和 ADP;6)时，粘度分别为
I:!和 @:!，与人血液类似。
非细胞型 *+ 溶液粘度较血液低，可能由于低

剪切力而引起血管收缩。从粘度和血流速率关系

看，()*+和 Q/01()*+的粘度与血液相比过低，*-3.
()*+和 !,-.*+V的 *3Y溶液较合适。
<=? 胶体渗透压
胶体渗透压（8,!）与水的静压作用力相反，共

同维护血液与组织间隙的液流分布与平衡。8,!是
聚集特性参数，取决于有作用力的蛋白质浓度，尤其

是大分子蛋白质所占的比例。高 8,!的溶液会引
起组织间隙的水穿透毛细管进入血管内腔。

()*+的 8,!是 ?LAAF!"，浓度为 HP;6)，而聚合
()*+ 由于聚合多个血红蛋白分子，8,! 降到
DLIIF!"，!,-.!)!.*+的 8,!最高，达 KLBAF!"，约为
血液的 I倍（ILIIF!"），而此时 *+浓度 HP;6)只有血
液浓度的 A;I。用 !,- 偶联的牛血红蛋白进行换
血，增加了血液的体积和平均动脉压力，换血后血压

没有降低［@H］。但 5"06J9<X等人报道输入的 !,-.*+
能够促进 !,-.*+ 和血浆蛋白的外渗，引起组织水
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肿最终导致肠炎［!"］。#$%&’()的 *$#为 +,#-，因为
在这种大颗粒悬液中，与 #$%&#.#&’(同样 ’(浓度
但颗粒数目不足 #$%&#.#&’( 分子的万分之一。
’%/&0.’(由于增加了高度亲水性的 ’%/，其 *$#
高于 12340.’(（56789:6::,#-）。#234&0.’( 的 *$#
极低，若要大剂量输入需补充血浆扩容剂以调整溶

液的 *$#达到血液水平，添加剂量取决于 ’(的浓
度和扩容剂蛋白质的分子量。#$% ; ’()没有渗透
压效应，微粒需要悬浮在血浆扩容剂中，得到的悬液

的 *$#与悬浮基质的 *$#完全相同。当 #$% ; ’(
悬于 <=’/>溶液中，*$#为 76"8,#-，不受 ’(溶液
的影响，’/>的浓度为 ?=时，*$#为 <67+［!8］。
!"# 红细胞聚集
加了 %@A>的人血与一定体积的每种 ’(样品

分别混合，用光学显微镜观察红细胞的形状。#$%
; #.#&’(和 ’%/ ; 0.’(能够使红细胞聚集，表明
二者组分间的相互作用很强，活化的 ’%/没有表现
出明显的聚集，1234 ; 0.’( 混合液形成缗钱体，说
明组分间的相互作用较弱，#$% ; ’()和 0.’(不使
红细胞聚集。通过测定体内粘度证实，聚集的形成

是可逆的。但一旦体内血管中的细胞发生聚集，血

液流动速率和剪切力较低，将导致血液循环弱区的

血流速率和剪切力均降低。据报道，高分子量的葡

聚糖（5+++,@）引起 BC*聚集并降低了周围组织的
血流速率［!?］。用 #$% ; ’( 交换血液产生 BC* 聚
集，提高周围组织的抗性，导致血液流速降低［!D］，

#$%; ’()不引起 BC*聚集，说明 BC*间无相互作
用。偶联 #$%通过静电斥力也能够阻止微囊间聚
集［<+］。

!"! 氧亲和力
纯化后的无基质 ’( 氧的亲和力很高，!<+ E

+6"8,#-，由于缺少原存在于血液中的 7，:&@#F作为
变构效应因子，#<+的值影响氧传递效率（$A%），其由
动脉与静脉氧分压（<6::,#-和 5!6"8,#-）所对应的
氧饱和率的差来表示。人血红细胞和纯化后的血红

蛋白的氧传递效率分别为 7:=和 +=，所以研究基
于血红蛋白的氧载体需要提高 #<+，以使其在周围组

织循环过程中快速放氧。0.’( 的氧亲和力最低，
（#<+高达 !678,#-），吡哆醛化的 ’( 减弱了氧亲和

力，#<+为 76?+,#-。尽管 #$%交联物增加了氧亲和

力，#<+降至 +6<:,#-，’G33系数仅为 56:，$A%非常低，
仅 58=，’G33系数明显降低，说明四聚体构象从 A态
改变为 B态，! 个亚基的协同性可能被结合的 #$%

链破坏。脱氧条件下（A态）用戊二醛聚合 0.’(，#<+

从 !678,#-降至 76D:,#-，而在氧合条件下（B态）#<+

降至 56+"8,#-。因此在脱氧（A态）条件下聚合防止
氧亲和力升高非常重要。’%/交联的 0.’(在 A态
下合成能够尽量减少氧亲和力的升高，#<+ 达

76D:,#-，’() 的 #<+可调整到 +6"8,#- H 7+,#-，通过

包埋适当的 #.#或六磷酸肌醇作为变构因子［<5］，其
中 #.#与 ’(摩尔数相同，#<+可调整至 76!+,#-，当

摩尔比 #.#：’( I :J5时，#<+为 !678,#-。

血液氧亲和力 #<+是决定对组织传递及释放氧

能力的关键因素。相对于红细胞，$7 平衡曲线右移

（低 $7 亲和力，高 #<+）利于氧向组织中释放，降低心

脏输出，增强血管对氧消耗量或血压缺乏变化时的

抵抗力。另一方面，$7 平衡曲线左移只在严重缺氧

情况下才有优势。据推测对于这种氧载体，只有与

红细胞的氧亲和力相同或更低时，才能提高氧传递

效率，使 $7 释放。对于基于 ’(的氧载体，最适 #<+

的确切数值在目前仍未有定论。

表 :列出了 !种已经进入临床试验的红细胞代
用品的产品特性，包括血红蛋白浓度、高铁血红蛋白

浓度、#<+、希尔系数（’G33 K2LMMGKGLNO）等
［5+］。从中可以

看出有些性能或指标的差异很大，例如 #<+，最低为

+687,#-，最高达 <6+8,#-。

$ 红细胞代用品研究面临的挑战
生物体具有复杂性和多样性。创造一种新的溶

液暂时替代与生命密切相关的血液或红细胞，这是

对人类一项的挑战。通过近一个世纪的不懈努力，

红细胞代用品研究已经取得显著进展。目前还有以

下一些难题需要解决。

$"% 修饰血红蛋白的最适生理指标仍无定论
生物自身存在的即是最优和最适的，开发的各

种红细胞代用品均无法保持红细胞原有的各种生理

特性。修饰血红蛋白溶液不含有红细胞内众多的微

量组分，大部分制备的红细胞代用品也不具备红细

胞的膜结构，因此胶体渗透压、粘度等特性与血液差

异较大。更重要的是修饰血红蛋白的分子量大小和

氧亲和力 #<+这两个参数，它们是决定在体内能否行

使载氧功能，是否会产生副作用的关键因素。分子

量过小，如单体血红蛋白和分子内交联的血红蛋白，

容易透过血管壁和肾小球，循环半衰期短，且可能造

成血压升高等副作用。据报道分子量过高
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（ ! "##$%），可能会阻塞循环系统，引起网状内皮系
统功能阻断及刺激免疫应答等不良反应［&］。而确切

的最佳分子量需要通过单一分子量的临床试验才能

确定，至今尚无定论。

表 ! 典型修饰血红蛋白产品特性
"#$%& ! ’()*&(+,&- ). +/*,0#% 1)2,.,&2 3&1)4%)$,5

’()*+(,- ./0123#4 ’)5-6+7+ .+7)8*9: .+7)5;:$<=

.+7)>5)?;:@（>@AB） 43 C 4D 43 C 4D DE3 4#
=+,6+7)>5)?;:@F G 4#F G "F G "F G 4#F

’"# @$’9 "E#H 3ED# C 3EI& #EH3 DE"&
.;55 J)+KK;J;+:, 4E& 4E& 4E3 4

*. HEL C HEI HED HE"
M:A),)N;:@（MO@7B） G #E" G #E" G #E#L

1)55);A )87),;J *(+88P(+@$’9 3ED 3ELH C &E&& LE"& &E3#

=)5+JP59( Q+;>6,
A;8,(;?P,;):@$%

4&# C "##
LD C D##（RP7?+( 9S+(9>+
7)5+JP59( Q+;>6, 4"#$%）

I#

&3$% ! "F
LD$% && T 4#F
43U C L##$% L& T 43F
! L##$% !&F

.95K25;K+ ;: 6P79:8 3D C &L6 3D6 4U C 3#6

V6+5K 5;K+
3 -+9(8 9, ())7
,+7*+(9,P(+

4 -+9( (+K(;>+(9,+A 4 -+9( (+K(;>+(9,+A

修饰的血红蛋白 ’"#相对于天然血红蛋白有较

大改变，通常与正常的 &EH&$’9 相比过高或过低。
如已进入!期临床试验的 ’MW 修饰的血红蛋白
（.+7)8*9:<=）’"#约为 #ELH$’9［&#］，已用于宠物失血休
克治疗的戊二醛聚合血红蛋白（./012&#4）’"#约

DE"&$’9［4#］。后者经大量动物和临床试验证明，治疗
缺血缺氧症效果显著。但也有研究指出，较低 ’"#的

血红蛋白在体内氧分压较低的组织或部位（如血液

循环末端），能够释放所运载的氧气，使血红蛋白在

最缺乏氧气的部位发挥传氧功能。而 ’"#过高，即氧

释放能力过强的血红蛋白，刚刚结合氧气，还未抵达

需要的组织就已提前释放，没能起到输血补氧的功

能，因此略低的 ’"#要优于过高 ’"#，并有助于提高输

入红细胞代用品的利用效率［D&］。最适合的氧亲和

力还需要在临床上长期的探索。

678 产品组成复杂，不易推断产生副作用的原因
某些红细胞代用品在临床前或临床试验中出现

了副作用，分析和鉴定产生不良反应的原因，往往需

要排除其它因素干扰，逐项考察。但由于大部分修

饰血红蛋白产品的组成复杂，是分子量分布不均一

的混合物，使得对原因的推断具有一定的局限性。

这也是如今大部分血红蛋白类红细胞代用品共有的

难题。

修饰血红蛋白产品组成不均一，主要是由于修

饰反应复杂，不易控制。目前有研究采用新的修饰

方式增强反应的可控性。如 V9:>9(, 公司采用修饰
血红蛋白表面的氨基同时引入巯基的方式，偶联马

来酰化的 ’MW，使 ’MW 修饰反应具有较强的专一
性，得到平均分子量 I#$%、分布均一的 ’MW修饰血
红蛋白［&#］。本研究小组发展了固相辅助修饰技术，

利用固相介质吸附的空间作用和蛋白质之间的位阻

效应，制备了分子量均一的两个蛋白质的偶联

物［"3，"&］。现有的控制修饰技术还处于发展阶段，仅

局限于部分修饰血红蛋白产品，需要建立一系列修

饰技术平台，以实现多种产品的控制性制备，并结合

相应产品的临床试验综合研究。

67! 临床试验出现意外
至今已有很多进行动物试验以及临床试验的血

红蛋白类红细胞代用品，经试验证明均具有一定的

生物安全性和有效性。但随着研究和试验的深入，

这些产品又不断受到安全性和有效性的挑战。尤其

有些红细胞代用品顺利通过"期临床试验，但在其
后的!、#期临床中出现各种明显副作用。临床前
的动物实验没能完全预见临床试验可能出现的副作

用。由于试验动物的基因和生理情况与病人不完全

相同，而且使用的动物基本上都是年轻和健康的，并

在麻醉的条件下使其失血，因此不能模拟处于疾病

状态的患者的真实情况［D］。这些差异为客观判断红

细胞代用品的安全和效用带来困难。目前，如何减

少或降低临床试验结果与临床前试验的不一致性问

题仍有待进一步探索。

9 发展新趋势———氧治疗剂
随着研究和临床试验的深入，人们发现制造完
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全的血液代用品或者红细胞代用品难度极大，由于

其组成极其复杂，很难真正模拟血液，但是作为氧治

疗剂进行开发研究具有很强的现实意义。氧是身体

的基本要素，因此氧治疗剂的定义非常广泛，甚至包

括现有的用作红细胞代用品的人工携氧剂，负责将

氧传递到缺氧的组织和器官。典型的发展是用于肿

瘤治疗，肿瘤组织的血液灌注困难，用放射治疗可以

更有效供氧。最新动物试验表明，聚合血红蛋白溶

液能够在放射治疗中促进肿瘤组织的灌注，是有效

的氧治疗剂［!］。"#$%&研究组等进一步发展了聚合
血红蛋白与酪氨酸酶的复合物，在为肿瘤放射治疗

供氧的同时，降低肿瘤滋长所需的酪氨酸含量，遏制

肿瘤扩散［’(］。

! 我国的红细胞代用品研究
我国红细胞代用品研究起步于 )* 世纪 +* 年

代，中国科学院上海有机化学研究所成功地合成了

氟碳携氧剂，进行了 !**多例临床试验。)*世纪 ,*
年代，中国科学院过程工程研究所致力于修饰血红

蛋白作为红细胞代用品的研究，解决了血红蛋白在

分离纯化中的不稳定性，获得了高纯度、高收率的血

红蛋白，探索了 -./修饰血红蛋白、戊二醛交联血
红蛋白、辛二酸二琥珀酰亚胺酯修饰血红蛋白等人

红细胞代用品［’)，’!，’’0’1］的工程化技术。由国家科技

部组织的“12!”重大项目《人工血液代用品的研究》
发展了 -./化血红蛋白技术，经北京凯正生物工程
发展有限责任公司开发产品，已于 )**!年进入!期
临床，是我国唯一被批准进入临床试验的红细胞代

用品。在已有工作的基础上进一步发展，我国科研

人员设计并研制了血红蛋白与人血清白蛋白偶联

物［!,］，作为新一代的红细胞代用品，申请了国际发

明专利［’1］。)**!年和 )**’年分别在日本和美国召
开的国际血液代用品大会上，我国的研究成果得到

了国内外专家的高度评价。除了中科院过程工程研

究所和凯正公司的研究外，医科院成都输血研究所

和西北大学进行了聚合血红蛋白用作红细胞代用品

的探索，中科院上海生物化学研究所、军事医学科学

院、浙江大学、天津大学等单位近年来也开展了修饰

血红蛋白理化性质方面的研究［’,，2*］。可以说红细胞

代用品的研制正日益受到更广泛的关注。

血液代用品的研究涉及人类健康，关系到紧急

情况下抢救生命的需求，是一项宏伟、充满希望的探

索，同时也是一条艰难坎坷之路。生物体具有复杂

性和多样性。创造一种新的溶液暂时替代与生命密

切相关的血液或红细胞，这是对人类一项的挑战。

通过近一个世纪的不懈努力，红细胞代用品研究已

经取得显著进展。而美国、加拿大、日本的同行已经

走在我们的前面。至今与红细胞代用品相关的欧美

日专利已有 3’*篇左右，几乎都来自美国、加拿大和
日本，而目前我国只有一篇国际专利［’1］。因此需要

开发更多的具有我国自主知识产权的红细胞代用

品。作为拥有 3! 亿多、约占世界 34( 人口的国家，
在进行现代化建设的同时，必须提高人民健康水平，

做好应对各种突发事件的准备，各种血液代用品的

研究意义重大。虽然我国起步晚，但所采用的是有

自主知识产权的制备技术，有潜力和能力达到国际

先进水平，关键是扎扎实实地开展研究，在产物结构

设计和工艺设计上达到最优，在中试和生产上达到

严格的 /5-标准，在生物学实验和临床应用上进行
深入探索。

致谢 感谢中国科学院过程工程研究所的苏志国研

究员审阅本综述。
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