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重组巴曲酶对猴长期毒性观察
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［摘要］　目的：观察重组巴曲酶（ｒＢＡＴ）连续ｉｖ３０ｄ对猴的长期毒性。方法：健康恒河猴按体质量随机分为低、中、高剂量组

（１．５、５．０和１５．０ｋＵ／ｋｇ）和溶剂对照组（ｎ＝６，雌雄各半）。连续３０ｄ静注给药。末次给药后处死一半动物做病理解剖，另一

半停药后继续观察１５ｄ。观察症状和检测指标包括：（１）一般症状；（２）心电图；（３）凝血时间（ＣＴ）等血液学指标；（４）血浆

纤维蛋白原含量（Ｆｉｂ）等血液生化指标；（５）尿液检查；（６）骨髓检查；（７）病理检查；（８）抗体检测。结果：ｄ１５及ｄ３０给药后

３０ｍｉｎ采集的血样中，与ｄ０或与溶剂对照组相比，低、中、高剂量组的Ｆｉｂ明显减少，且有剂量依赖性，但ｄ１５及ｄ３０给药后２４

ｈ及ｄ４５采集的血样中上述指标恢复正常。病理组织学检查发现ｄ３０及ｄ４５各剂量组均有部分动物肝肾淤血，细胞轻度水肿，

可能是动物隐性感染；ｄ３０注射部位皮肤出现局部炎症反应，ｄ４５炎症反应基本消失。其余观察指标未见明显异常。ｄ１５到

ｄ４５均可检测到抗ｒＢＡＴ非中和抗体。结论：ｒＢＡＴ对猴血液系统有一定的药理毒理作用，主要表现为使猴低、中、高剂量组

Ｆｉｂ呈剂量依赖性降低。ｒＢＡＴ对猴药理毒理作用靶器官为血液系统，其作用均是可逆的。ｒＢＡＴ对猴的安全剂量为１．５ｋＵ／

ｋｇ。临床使用时应密切注意ｒＢＡＴ对血液系统的影响。
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Ｅｍａｉｌ：ｎｅｗｄｒｕｇ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　重组巴曲酶（ｒＢＡＴ）是我国自主开发的基因工
程新型止血药，其作用类似立止血和蛇毒中的类凝
血酶，临床拟用于治疗出血性疾病［１］。为了观察由
于ｒＢＡＴ蓄积而对机体可能产生的毒性反应及死亡
情况，找出毒性反应的靶器官，并了解毒性损害可逆
与否，确定ｒＢＡＴ对猴的无毒性反应剂量，为拟定人
用安全剂量提供实验依据，本研究评价了ｒＢＡＴ对
恒河猴ｉｖ，ｑｄ，连续３０ｄ的长期毒性。

１　材料和方法

１．１　药物　ｒＢＡＴ为白色粉末，上海万兴生物制药
有限公司提供，批号：２００３０６０１，蛋白含量：０．１ｍｇ／
支，比活性：２０００ｋＵ／ｍｇ，纯度＞９８％，０～４℃保
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存，使用时用醋酸缓冲液配制成相应浓度。

１．２　动物　恒河猴，３～４岁，体质量４．０～６．０ｋｇ，
由江苏苏州西山中科实验动物有限公司提供，动物
许可证号为ＳＣＸＫ（苏）２００２０００７。实验前在动物
房驯养１个月。经一般行为观察，结核菌素试验和

２次血液、血液生化和心电图检查。通过检疫选用
符合国家普通级实验猴作为实验动物。动物雌、雄
分别按体质量随机分４组：溶剂对照组、低剂量组、
中剂量组、高剂量组。每组６只，雌、雄各半。

１．３　给药剂量及方法［２］　根据药效学剂量和参考
对猴急性毒性试验结果，给药组共设３个剂量组，
给药剂量分别为１．５、５．０和１５．０ｋＵ／ｋｇ。给药容
积为１．０ｍｌ／ｋｇ，溶剂对照组给予１．０ｍｌ／ｋｇ醋酸
缓冲液（ｐＨ４．８）。每天上午８时开始前肢内侧皮下
头静脉或后肢外侧皮下小隐静脉交替给药，连续给
药３０ｄ。

１．４　观察指标

１．４．１　一般情况　如有动物死亡，则记录死亡数，
并及时解剖了解死因。观察猴的外观、行为、活动、
步态、精神、食量、体质量、大便、肛温、呼吸、瞳孔、皮
毛、有无流涎、恶心、呕吐等，注射部位有无出血、水
肿、感染等。

１．４．２　心电图　猴仰卧固定于工作台上，用 ＸＤ
７１００型心电图机描记肢体Ⅱ导联。观察心率、Ｐ波
电压、ＰＲ间期、Ｒ波电压、ＱＲＳ时间、ＳＴ段、Ｔ波电
压和ＱＴ间期共８项指标的变化。

１．４．３　 血液学 　 每只猴取静脉血，用美国产

ＣＥＬＬＤＹＮ６１０型全自动血球记数仪测定：红细胞
（ＲＢＣ）计数、血红蛋白（Ｈｂ）定量、红细胞压积
（Ｈｃｔ）、红细胞平均容积（ＭＣＶ）、红细胞平均血红蛋
白含 量 （ＭＣＨ）、红 细 胞 平 均 血 红 蛋 白 浓 度
（ＭＣＨＣ）、血小板（Ｐｌａｔ）计数、白细胞（ＷＢＣ）计数及
分类（淋巴细胞、粒细胞和单核细胞）共１１项。另用

２滴血记录凝血时间（ＣＴ）。

１．４．４　血液生化　静脉取血，分离血清，用意大利
产Ｕｎｉｆａｓｔ２半自动生化分析仪，测定丙氨酸氨基转
移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷
酸酶（ＡＬＰ）、总胆红素（Ｔｂｉｌｌ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐
（Ｃｒ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白（Ａｌｂ）、血糖（Ｇｌｕ）、总胆固
醇（Ｔｃｈ）。同时取抗凝血，分离血浆，用上海医科大学
华山医院技协试剂所提供的试剂盒检测凝血酶

（ＴＴ）、部分凝血活酶（ａＰＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、血
浆纤维蛋白原含量（Ｆｉｂ）。共检测１４项指标。

１．４．５　尿液分析　用ｍｉｃｒｏＡＵＴＩＯＮ　ＭＡ４２６０
自动尿液分析仪（日本），测试尿液葡萄糖、蛋白质、

胆红素、尿胆原、ｐＨ、比重、红细胞、酮体、亚硝酸盐
和白细胞共１０项。

１．４．６　骨髓检查　于解剖的同时在胸骨取材，涂
片，染色，镜检。

１．４．７　大体病理检查　末次给药后２４ｈｉｖ３％戊
巴比妥钠麻醉，用颈总动脉放血及气管切断法每组
处死一半猴，其余猴停药观察１５ｄ后同法处死病
检。大体观察各脏器有无病变。对心、肝、脾、肺、
肾、脑、肾上腺、胸腺、甲状腺、前列腺、睾丸、子宫及
卵巢１３个脏器称量，分别计算各脏器的相对质量。

１．４．８　组织病理检查　取心、肝、脾、肺、肾、脑、胃、
十二指肠、回肠、结肠、垂体、甲状腺、肾上腺、胸腺、
胰腺、肠系膜淋巴结、前列腺、膀胱、睾丸及附睾、子
宫及卵巢、眼球、视神经和注射部位血管组织，立即
固定于１０％甲醛溶液中，常规包埋、切片、染色。观
察各剂量组和对照组有无病理变化。

１．４．９　 抗体检测 　 于 ｄ０、ｄ１５、ｄ３０ 及 ｄ４５ 用

ＥＬＩＳＡ法分别测定血清抗ｒＢＡＴ抗体，选择抗体效
价高的猴血清与ｒＢＡＴ原液等体积混匀后，置３７℃
水浴中孵育１ｈ后，测定ｒＢＡＴ的生物学活性，判断
抗体有无中和性［３］。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１０．０进行统计学处理，
数据均以珚ｘ±ｓ表示。自身对照采用配对ｔ检验，各
试验组与对照组间采用 ＡＮＯＶＡ 的 Ｄｕｎｎｅｔｔ检
验。　　　　　

２　结　果

２．１　一般指标　与溶剂对照组及ｄ０相比，给药各
剂量组食量级别、体质量、肛温、呼吸、瞳孔均无明显
差异，表明长期给予ｒＢＡＴ对猴的食量、体质量、肛
温、呼吸、瞳孔无明显影响。各组猴外观、行为、活
动、步态、精神、食欲、大小便和皮毛等无明显变化，
也无恶心、呕吐、活动受限、震颤和共济失调等症状。
注射部位无明显出血、水肿、感染等病变。

２．２　心电图　无论是给药组与对照组、还是给药后
与ｄ０相比，心率、Ｐ波电压、ＰＲ间期、Ｒ波电压、

ＱＲＳ时间、ＳＴ段、Ｔ波电压和ＱＴ间期均无统计学
差异，表明长期给予ｒＢＡＴ对猴的心率、心电图均
无明显影响。

２．３　血液学检查　ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、

ＭＣＨＣ、Ｐｌａｔ、ＷＢＣ及其分类、ＣＴ在各组间及给药
前后无明显变化。表明ｒＢＡＴ对这些血液学指标无
明显影响。

２．４　血液生化指标　ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ、Ｔｂｉｌｌ、

ＢＵＮ、Ｃｒ、ＴＰ、Ａｌｂ、Ｇｌｕ、Ｔｃｈ、ＰＴ、ＴＴ和ａＰＴＴ各组
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间相比或给药前后相比均无明显变化。ｄ１５及ｄ３０
给药后３０ｍｉｎ采集的血样中，与ｄ０及与溶剂对照
组相比，低、中、高剂量组的Ｆｉｂ明显减少，且呈剂量

依赖性降低，但ｄ１５及ｄ３０给药后２４ｈ及ｄ４５的血
样中，Ｆｉｂ恢复正常。检测结果见表１。

表１　重组巴曲酶对猴Ｆｉｂ的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｔｒｏｘｏｂｉｎｏｎｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｉｎＭａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｇ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｄ０
ｄ１５

３０ｍｉｎａｆｔｅｒ
ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ

２４ｈａｆｔｅｒ
ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ

ｄ３０

３０ｍｉｎａｆｔｅｒ
ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ

２４ｈａｆｔｅｒ
ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ

ｄ４５

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．８９±０．４５ ３．０２±０．５１ ２．９８±０．４４ ２．９９±０．５２ ３．１２±０．６７ ３．０８±０．７３
Ｌｏｗｄｏｓａｇｅ ２．８１±０．４５ ２．０１±０．６２△ ２．７３±０．４６ ２．０７±０．６１△ ２．６９±０．３１ ２．７２±０．３６
Ｍｅｄｉａｎｄｏｓａｇｅ ２．８４±０．５５ １．７７±０．４６△△ ２．７１±０．５９ ２．０１±０．１１△△ ２．７３±０．４６ ２．７６±０．４８
Ｌａｒｇｅｄｏｓａｇｅ ２．９０±０．４１ １．４９±０．３６△△ ２．６５±０．２７ １．５２±０．３７△△ ２．５５±０．２１ ２．７０±０．２１

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｄ０

２．５　尿液检查　尿液中葡萄糖、蛋白质、胆红素、尿
胆原、ｐＨ、比重、红细胞、酮体、亚硝酸盐和白细胞１０
项检查结果给药前后及组间比较，均无明显差异，且
均在正常范围内波动。表明ｒＢＡＴ对猴尿中上述指
标无明显影响。

２．６　骨髓检查　给药后３０ｄ、停药后１５ｄ，各剂量
组粒细胞系各阶段均可见，形态、大小、比例均无异
常，全片可见巨核细胞４０～５０个，颗粒型为主，成熟
型周边可见血小板形成，全片均可见散在血小板。
红系各阶段比例基本正常，形态、大小无异常。粒红
比例正常，为（１．３～３．７）１。淋巴、单核、浆细胞形
态、比例正常，未见寄生虫感染及异常骨髓细胞。结
果表明ｒＢＡＴ对猴的骨髓系无明显影响。

２．７　大体病理检查　ｄ３０及ｄ４５各组的绝对脏器
质量、相对脏器质量与对照组相比均无明显的差异。
表明ｒＢＡＴ对猴的各脏器无影响。

２．８　组织病理检查　ｄ３０及ｄ４５各剂量组均有部
分动物肝肾淤血，细胞轻度水肿。ｄ３０各组均可见
部分动物注射部位皮肤出现局部炎症反应，ｄ４５注
射部位皮肤的炎症反应消失。其余器官均未见病
变。因上述病变分布在包括溶剂对照组在内的各组
动物中，结合肝、肾相关的各项生化指标检测未见明
显异常，故认为这些病变的出现可能是动物的自身
感染，非药物所致。注射部位局部炎症可能是给药
时针头机械刺激及动物不配合而引起的药物渗漏造

成的。肝、肾组织及注射部位的病理变化见表２。

表２　猴给药重组巴曲酶后病理组织学变化

Ｔａｂ２　 ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｉｎＭａｃａｃａｍｕｌａｔｔａｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｔｒｏｘｏｂｉｎ
（Ｎ）

Ｇｒｏｕｐ
ｄ３０［Ｄｏｓｅ（ｋＵ／ｋｇ）］

０ １．５ ５．０ １５．０
ｄ４５［Ｄｏｓｅ（ｋＵ／ｋｇ）］

０ １．５ ５．０ １５．０
Ｌｉｖｅｒ Ｈｙｄｒｏｐｉｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ２ １ ２ ２ １ １ １ ２

Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ２ １ ２ ２ １ １ ２ ２
Ｋｉｄｎｅｙ Ｈｙｄｒｏｐｉｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ １ １ ２ １ １ １ １ １

Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ０ １ ２ １ ０ ０ ０ ０
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ Ｌｏｃａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ １ １ ０ ２ １ １ １ １

　ＴｈｒｅｅＭａｃａｃａｍｕｌａｔｔａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．９　抗体检测　ｄ１５高、中剂量组可检测到血清抗

ｒＢＡＴ抗体，ｄ３０和ｄ４５各剂量组均可检测到抗ｒＢＡＴ
抗体。抗体效价较高的猴血清与ｒＢＡＴ原液等体积混
匀后，置３７℃水浴中孵育１ｈ后，测得ｒＢＡＴ的生物学
活性未见降低，表明抗ｒＢＡＴ抗体为非中和性抗体。

３　讨　论

　　本研究主要观察了ｒＢＡＴ１．５～１５．０ｋＵ／ｋｇ
连续ｉｖ猴３０ｄ后的长期毒性，发现该药ｄ１５及ｄ３０
给药后３０ｍｉｎＦｉｂ减少，且呈剂量依赖性降低，但
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给药后２４ｈ上述指标均恢复正常。这可能与ｒＢＡＴ

ｉｖ半衰期较短有关，药代动力学实验观察到ｒＢＡＴ

ｉｖ猴Ｔ１／２β为１．９～２．８ｈ，国外也报道类凝血酶ｉｖ
大鼠Ｔ１／２β为３．９±０．７ｈ

［３］。ｒＢＡＴ 临床拟用剂量为

０．０５ｋＵ／ｋｇ，本试验高、中、低剂量分别相当于临床拟

用剂量的３００、１００、３０倍，低剂量也高于药效学最低

有效剂量，且观察到了相应的药理毒理作用，故这３
个剂量已满足长期毒性试验关于给药剂量的要求。

　　与溶剂对照组及ｄ０相比，低剂量组ｄ１５及ｄ３０
给药后３０ｍｉｎＦｉｂ减少明显（Ｐ＜０．０５），而中、高剂

量组ｄ１５及ｄ３０给药后３０ｍｉｎＦｉｂ减少非常显著

（Ｐ＜０．０１），因此ｒＢＡＴ对猴的安全剂量暂定为１．５

ｋＵ／ｋｇ较合适。由于影响ＣＴ结果的因素较多，本

试验中ＣＴ指标未出现统计学有意义的变化，而另

一药效学研究中ｒＢＡＴ５．０ｋＵ／ｋｇ可使大鼠ＣＴ缩

短［４］。

　　本中心在对ｒＢＡＴ猴急性毒性试验时发现，猴

单次ｉｖ２００ｋＵ／ｋｇ时，ＣＴ、ＰＴ、ａＰＴＴ延长，Ｆｉｂ减

少，表明ｒＢＡＴ大剂量给药时可导致出血倾向，因此

ｒＢＡＴ对凝血系统的作用具有双向性，这与我们大

鼠实验观察到的结果相一致［４］。

　　ｒＢＡＴ具有凝血酶样作用，能直接使Ｆｉｂ溶液

和离体抗凝血浆凝固。ＨＰＬＣ分析显示，与凝血酶

对Ｆｉｂ的作用不同，ｒＢＡＴ仅能释放Ｆｉｂ的纤维蛋白

肽Ａ，而对肽Ｂ无释放作用［５，６］。同时，凝血酶能激

活凝血因子ⅩⅢ，而ｒＢＡＴ不能［７］。因此ｒＢＡＴ降

解Ｆｉｂ的纤维蛋白肽Ａ以后，形成纤维蛋白Ⅰ单体

（ＦⅠｍ），在出血部位ＦⅠｍ逐渐增多，Ｆｉｂ逐渐减

少，当ＦⅠｍ与Ｆｉｂ比例大于１５时，即促发一系

列的酶促反应，从而促进止血［８］。而在体内血管内

膜和血流正常的情况下，由于ｒＢＡＴ只能裂解Ｆｉｂ
的纤维蛋白肽 Ａ，形成的纤维蛋白较松散，而且

ｒＢＡＴ不能激活凝血因子ⅩⅢ，因此形成的纤维蛋白

很快被体内的纤溶系统所溶解［１］，而大剂量使用

ｒＢＡＴ时，可因上述机制导致Ｆｉｂ的大量消耗，从而

产生抗凝作用。

　　因此，ｒＢＡＴ１．５～１５．０ｋＵ／ｋｇ连续ｉｖ猴３０

ｄ，对猴血液系统有一定的药理毒理作用。ｒＢＡＴ对

猴毒性作用的靶器官为血液系统，其作用均是可逆

的。ｒＢＡＴ对猴的安全剂量为１．５ｋＵ／ｋｇ。临床使

用时应密切注意ｒＢＡＴ对血液系统特别是对凝血系

统的影响，加强对Ｆｉｂ等指标的监测，并还应防止大

剂量用药时引起的出血倾向。
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