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五种高铁血红蛋白形成剂对红细胞膜的通透性 

叶 玲 ，黄如衡 (军事 学科学院毒物药物研究所，北京 100850，中国) 

Permeability of 5 methcmoglobi． fogmegs 

through red ceH membrane 

YE Ling。，HUANG Ru—Hcng 

(In．etitute of Pharmacology and Toxicology．Academy 

M ilitary Medical Sciences， Beiling 100850， 

China) 

^BSTRACT By measuring the methemog]obin for- 

mation，the permeabi]ities of some cyanide antidotes 

passing through mouse erythroc／ te membrane WCEC 

studied K1Fe(CN)6(0 I moI／L)did not ocrmcate 

the red ccl1 and no methcmoglobin formed To the 

red col1 suspension，adding PAPP 0 07 mmol／L，an 

useful cyanide antidote， no mcthemoglobin was 

fourm  On the contrary．PHAPP．the metabolite of 

PAPP．transported into the eel】readily and reacted 

with hemoglobin to form methemoglobin quickly 

DM AP and NaNO， passed through the red ccll 

nlcmbra he early． W ith comparable amount of 

mcthemog1obin formation， the COOCCntration of 

NaNO， was about 2o0 times as much as that of 

DM AP A co mparison of the antic／anide potency 

0r D M AP and NaNO．． the ocrmcability rate 

COnstunt，the half time and activation energy were 

measured as：0 217 and 0．0506／rain；3 2 and 13．7 

rain；I7t arm 502 kl／mol，resocctive 0wingto 

its ready pcrmeability and formation of 

mcthemog]obin． DM AP is a better antidote than 

NaN0 aga|n cyanide poisoning 

KEY W ORDS erythrocytes； cell membrane 

permeability； cyanides； antidotes； aminophenols； 

pr0pi0phcn0nc sodium nitrite； ferricyanides； 

mcthcmoglobin 

提要 本文利J千j测高铁血红蛋 白(MetHb)来研究 红细 

胞腔对 5种 MctHb形成剂 的通透性 对氨基苯丙 酮 

【PAPP)．K Fe(CN) 不自E通透 RBC膜，而对羟胺苯 

丙酮极易进^ RBC生成 MetHb．37℃下对二甲氮基 

苯 酚 (DMAP)0 5 mmol／L 和 NaNO， 30 

mmoI／L的通透速率常数 ，T 和活化能分别为： 

0．21 7， 0．0506 min ：3 2， 13 min：I 7．I， 50．2 

kJ／mo1．DMAP是比NaNO，优越的抗氰药物 

关键词 红细胞；细胞膜通透性：氰化物；解毒剂；氮基 

苯酚：苯丙酮：亚硝酸钠：高铁氰化钾：高铁血红蛋白 

⋯ 一  氰化物极易与细胞色素氧化酶作用生成氰 

Received 1989 Dec 2I Ac,"cptcd 1990 Jun 29 一酶复合物，使酶中毒，也极易与高铁血红蛋 
N。 m ofGeronto 。 aB Geriatric 白(MetHb)结合成 MetHb—CN 体 内有大量 

Chi~ese P General Hospital， Beifing 100853． 一 ⋯  一 一 ～ ⋯ ’一 

Chin日 Ⅱf【红蛋 白(Hb)，当部分 Hb转变为 MctHb时 
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就可与氰一酶复合物竞 争而 防治氰化物中 

毒” ．本 文报道 MetHb形成剂 K，Fc(CN)6， 

NaNO2．对二 甲氮基苯 酚(DMAP)．对 氨基 

苯丙酮(PAPP)及其代谢产物对羟胺苯丙酮 

HAPP)等 穿 透 红 细 胞 膜 的 速 度 及 生 成 

MetHb量，作为评价它们抗氰化物中毒效果 

的指标之一． 

l 

> “}【 
} 一  

n0ph 

--一 ： 一 ⋯ -t 

P ^minnptopiophcnunc ， fIyd ro am inopropioDh CBOn~ 

fPA PP】 f{APP} 

M ATERIALS AND M ETHODS 

DMAP． PAPP， PHAPP均由本所合成 

室合成．亚硝酸钠dE京红星化工厂)．高铁氰 

化钾(北京化工厂)．以上试剂均用生理盐水配 

成 0．1 tool／L，一l5℃保存，1wk内应用． 

uV一可见分光光度计， 日本 岛津 uv一 

250． 

昆明种 小鼠 6，20± SD 3 g，本院动物 

场繁殖供应，取正常小鼠，摘眼球采血，肝素 

抗凝． 

压积 实验 将新鲜 鼠血 加入压积管中至 

10 cm 处．经 3000 g 离心 30m n，记录血 

球界 面刻度 ．不 同批 小鼠血球压积为 47± 

0．7％ ， = 】2)． 

红细 胞 膜 通 透性 实验 取 压积 47± 

0．7％的全血 0．05 mI，加 0_35mI pH 7．4的等 

渗磷酸盐缓冲液制成血球悬液，加 O．】ml 

DMAP 0．5 mmol／L 或 NaNO， 30 

mmol／L作用一定 时间后 ，立 即 3000 g 

离心 2 min，弃去上清液，血球沉淀用生理盐 

水洗涤两次．沉淀血球用含 】％ Triton X-100 

·56l· 

的蒸馏水 2．9mI溶血 ，3000 x g离心 5rain， 

测上清液中高铁血红蛋白．按下式o J{十算 

MetHb含量． 

MctHb (％ ) = t(A a- rA ") ／ 

[A5aa 7(R一，)】}×100 [1】 

式中 A5 7与 A62a为 588．7和 628 nm处 

的吸光度．R，r均为常数，分别为 0．98， 

0．O2 同时 以 0．1 ml生理盐水代替 MetHb形 

成剂为空白管，平行操作． 

反应速度测定 在红细胞悬液中分别加人 

0．1 ml DMAP 0．5 mmo|／L 和 NaNO 30 

mmo|／L，在 37℃， 2O℃． 1O℃， 0℃下作 

用 1． 3， 5， lO． 15， 20 min后 ，迅速直 

接 以 3000 g离心 2min，再 同上处 理测 

MetHb，各样品管测定结果均减去空白． 

RESUI S 

五种高铁血红蛋白形成剂穿透红细胞膜的 

能 力 K，Fc(CN) NaNO2， DMAP 

PAPP， PHAPP分别与血球悬液混合，经作 

用后测 MctHb含量．计算结果如 Tab 1． 

Tab 1． Permeability of RBC mumbralle to 5 

methemoglob~ farmem．Dra gs w re Incubated with 

RBC ●t 20℃ for10mln． 一 4．f ±SD． 

Drug mmol／L Mc b ) 

K3Fc(CN)6 100 

NaNO2 10 

Dimethylaminophcnol 5 

p--Aminopropiophcnone O．07 

P_IH~drox aminopropiophenone 0．07 

0 

0．8±0．6 

67．2± 1．3 

O 

7I．6±2 2 

Tab l显示 5种 MctHb形成 剂对红细胞 

膜通 透 性 有 差异 ． K，Fo(CN)6虽 然 用 0．1 

moI／L仍无 MctHb形成 ．提示其不能穿过红 

细胞膜与细胞内的 Hb作用生成 MetHb。故 

无抗氰能力．PAPP是一个优良的抗氰药，但 

在体外实验时也无 MetHb生成 ，而其代谢 

产 物 PHAPP却 有 很 强 的 MetHb形 成 能 

力㈣．提示 PAPP是通过在体内代谢转化为 
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PHAPP后起抗氰作用 的．DMAP和 NaNO2 

均能穿过红细胞膜进入血球内再与 Hb作用产 

生 MetHb发挥抗氰效用． 

DMAP 和 NaNO2穿 遗 RBC膜 产 生 

MetHb的浓度依赖性与速度等特点 

1 浓度依赖性 将 不 同浓度的 DMAP 

和NaNO，分别加入血球悬液中，室温作用后 

测 MetHb生成量 ，如 Tab 2． 

T-b E“酏 of 

_ M etHb formation．̂ 一 4． ±SD． 

- NaNO2 

0．01 0．16土0．04 

n10 4．13土0．87 

0．25 7．99土 1．19 

0．50 17．03土2．23 

1．00 24．94土 I．22 

5．00 67 24土 I．27 

10 0．82±0．63 1000 

20 4．64士0．49 200 

30 7．32± I．04 l2O 

40 I8．39土 1．2， 80 

5o l9．0l±2．84 50 

l00 75．93±4．95 20 

按加权概率单位分析法求得 DMAP的半 

数有效浓度 EC 为 2．62 mmol／L，其 95％ 

置信限为 0．59一l1．72 mmol／L．NaNO2的 

Ec∞为 72．41 mmol／L， 95％置信限为42．24 
— 124．14 mmol／L． NaNO 的 EC 是 

DMAP 的 27．64倍 ．另 外 ， 药 物 浓 度 与 

MetHb％的关系符合 Hill公式： 

DMAP： ln[MetHb％ ／(100一 

MetHb％)】；1．13 lnC 一0．944 [2】 

NaNO，： ln[MetHb％ ／(100一 

MetHb％)】一 2．47 inC 一10．64 [3】 

式中 c为药物浓度 mmol／L．用上两式 

分别计算形成 50％ MetHb时的浓度为 2．3l 

和 73．98 mmol／L。这与加权法求得的 EC 

基本相符．从浓度依赖性分析，DMAP的抗 

氰效果明显比 NaNO2优越． 

2 速 度 比较 不 同温度 下 DMAP 0,5 

mmol／L和 NaNO， 30 mmol／L与血球悬 

液作用不同时间后测得的 lnMetHb％与时间 

关系见 Fig 1． 

Fig 1．Formation r- of laMetHb I％ )of 4一 

dhnetbylamlnopheuol 0．5 mmol／L -Ⅱd N-N0， 30 

mmoI／L re~~thl with RBC -t d胁 rmt tempe~tture． 

ⅡM^Pr — k NaNO 一 k 3T℃ 10)； 

2O℃ 

I●klO℃ {×kO℃ ]  ̂ 3 

MetHb的生成速度符合一级动力学公 

式： 

ha{(MetHb％ ／[(MetHb％)曲 一 

(MetHb~／o)J)=kt [4】 

式中(Met_Hb％ 。 (MetHb％) 分别为 

平衡时和 t时的 MetHb％。 k 为一级 动力 

学速率常数，t为时间 min．速率常数计算结 

果如 Tab 3． 

Tab i Pm aeable rate eomltu t of DM AP 5 

retool／L)and NaNO1 I30 mmol／Ll paining throq h 

RBC membrane uader different tempm-ature． 

‘Calculated by：ln{(MetHb*／,) ／ [(MetHb％) 一 

(MetHb％)j，=舡 

从上表可见 DMAP穿透红细胞膜的速度 

比 NaNO2快 ，温度 高穿 透快 ，温度 对 

DMAP穿透速率常数呈线性相关，为： 
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而温度对 NaNO2的穿透速率常数呈指数相 

关，为： 

= 0．0029 C0．0746T 【6】 

式中 T为温度(℃)．温度低时 MetHb％升高 

慢，20℃后升高快． 

两速率常数 的比值随温度升高而下降． 

37℃时， DMAP的穿透速率比NaNO2大 3．3 

倍，加上浓度相差 60倍的因素。总的速度相 

差约 200倍． 

按公式： =0．693／k 【7】 

计算 在 37℃时 DMAP和 NaNO2分别为 

3．2与 l3．7rain．NaNO2的 要 比 DMAP长 
t 

3．28倍． 

， 话化能比较 根据热力学性质，正常 

分子所处能阶是按正态分布的，但分子只有具 

备比平均能量高的活化能才能发生反应．药 

物分子运动时，若细胞膜能障高，只有能量超 

过该能障的分子，才能穿透膜进入细胞内． 

若细胞膜能障低。通过的分子就多． 因此了 

解通透红细胞膜的能障，有助于阐明药物穿透 

速率及穿透量差异的原因． 

话化能计算按 Arrhenius公式： 

ln(b，／b，)=卜El／ (1／TI—I／T2) 【8] 

式中 
．

， 

，
为在相应温度 T ， T2下测 

得的速率常数．E。为活化能，相当于膜对该 

药的能障．皿为气体常数 8．3l4 J／too1．Tl， 

为绝对温度．将 4个温度下测得的速率常 

数 k与 T代人 6次，计算得平均话化能分别 

为 l7．1±1．3与 50．2±12．3 kl／tool， = 6． 

NaNo 通 过 红 细 胞 膜 的能 障明显 高于 

DMAP，达 2．9倍。提供了NaNO2穿透红细 

胞膜难的热力学根据． 

DISCUSSl0N 

K3Fe(CN)6是一个经典的高铁血红蛋白 

·563 · 

形成剂，在测 MetHb法中用作使血红蛋白完 

全氧化为 MetHb的试剂 ．在本实验 中发现 

K3Fe(CN)6加 人 红 细 胞 悬 液 中 不 能 产 生 

MetHb，提示其不能进人红细胞内。其原因 

可能由于 K3Fc(CN)6是无机配位复盐，不溶 

于脂质层中，且Fe(CN)~一离子大，带有3个 
负电荷，与红细胞膜上唾液酸所带的负电荷相 

斥而被阻于细胞外．与其相比 NOi只有 1个 

电荷且分子小，在电解质平衡作用下较易进入 

细胞内与 Hb作用产生 MetHb． 

PAPP加人 红 细 胞悬 液 中也 不 能 产 生 

MetHb，只有其代谢产物 PHAPP才极易穿 

过红细胞膜产生 MctHb．故 PAPP不能作氰 

化物中毒急救用．但其起效慢且持久，可用 

作预防药．而 DMAP脂溶性较大．活化能 

低，极易进人红细胞并很快与 Hb作用生成 

MetHb．即使当氰化物中毒症状出现时再给 

DMAP尚可使动物存话．因此 DMAP是较 

理想的抗氰化物中毒的药物一 
～ ． ，  

’  
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