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4-DMAP对缺氧红细胞生成高铁血红蛋白的效应特点
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　　提　要:目的　探讨急性缺氧条件下 4-DMAP 对红细胞生成高铁血红蛋白的效应特点。方法　新鲜兔血离心洗涤

后 ,置于特制的 90% N2+5%O2+5% CO2 混合气体缺氧罐内孵育 ,以复制急性缺氧红细胞模型。4-DMAP 与缺氧红细胞

作用一定时间后 ,采用分光光度法于波长 635 nm测定高铁血红蛋白浓度。结果　急性缺氧对红细胞的血红蛋白含量无

明显影响。当反应体系中 4-DMAP浓度为 6.49×10 -7 、6.49×10-6 、6.49×10-5 、6.49×10 -4和6.49×10-3 mol L时 , 缺氧红

细胞生成高铁血红蛋白的能力比常氧红细胞分别提高了 22.0%、27.0%、51.44%、3.14%和 5.05%。升高反应温度和延长

缺氧时间均明显提高 4-DMAP 药理学效应。结论　缺氧增强 4-DMAP 对红细胞生成高铁血红蛋白的效应。
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Effect of 4-DMAP on hypoxic erythrocytes in ferrihemoglobin formation
YUAN Ju-fang , YE Hua-hu , LI Qi-hui , ZENG Hui , Dong Zhao-jun , YUN Liu-hong , RUAN Jin-xiu (Department of Military

Toxicology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To characterize the effect of 4-DMAP on hypoxic erythrocytes in ferrihemoglobin(MHb)

formation.Methods　The experimental erythrocytes were isolated from fresh rabbit blood and incubated in the mixed

gases(90%N2+5%O2 +5%CO2)for the preparation of the hypoxic erythrocyte model.Ferrihemoglobin con-

centration (%of control)after the reaction of 4-DMAP and erythrocytes was determined by spectrophotography at the

wave length of 635 nm.Results　There was no difference in hemoglobin content between hypoxia groups and con-

trols.It was demonstrated that the ability of ferrihemoglobin formation induced by 4-DMAP at the concentrations of

6.49 ×10
-7
, 6.49×10

-6
, 6.49×10

-5
, 6.49 ×10

-4
and 6.49 ×10

-3
mol L increased by about 22.0%,

27.0%, 51.44%, 3.14% and 5.05% in hypoxic erythrocytes , respectively.Both the increases in reaction temper-

ature and the elongation of hypoxia period significantly enhanced the pharmacological effect of 4-DMAP on hypoxic

erythrocytes.Conclusion　Hypoxia can enhance the effect of 4-DMAP on hypoxic erythrocytes in ferrihemoglobin

formation.

　　Key words:hypoxia;4-DMAP;ferrihemoglobin

　　以氢氰酸为代表的氰化物 ,既是应用广泛的化工

原料 ,又是极为重要的化学战剂 ,外军将其作为速杀性

毒剂装备部队。此类毒剂进入机体迅速解离出氰离子

(CN
-
),后者与细胞色素氧化酶的三价铁(Fe

3+
)结合 ,

抑制该酶的活性 ,从而阻断细胞对氧的利用 ,导致能量

产生障碍 。4-二甲氨基苯酚(4-Diaminophenol , 4-DMAP)

是对氰化物中毒疗效最好的抗氰药物 ,在体内能将血

红蛋白氧化为高铁血红蛋白 ,并与细胞色素氧化酶争
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夺氰离子 ,最终解除 CN-对细胞色素氧化酶的抑制作

用
[ 1]
。但迄今有关氰化物中毒的救治方案 ,以及 4-

DMAP形成对高铁血红蛋白的时-效 、量-效参数均来源

于普通常氧环境 ,尚未见缺氧环境下 4-DMAP 生成高

铁血红蛋白相关报道 。本实验以兔血红细胞为材料 ,

研究缺氧对 4-DMAP 体外生成高铁血红蛋白的影响 ,

为探索缺氧条件下氰化物中毒的有效救治方案提供实

验依据。

1　材料与方法

1.1　材料
　　试剂 、仪器和动物:4-DMAP由本室合成 , 纯度 97.5%;Triton

X-100 购自华美生物工程公司;氰化纳和氰化钾由军事医学科
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学院购买;其他试剂均为国产分析纯。 UV-2200 型紫外分光光

度计为日本岛津公司产品;缺氧罐由 5 L干燥器改制 , 附设气体

阀和测压表各 1套。体质量为 1.9～ 2.1 kg的日本大耳白兔由

第三军医大学实验动物中心提供。

1.2　血样处理及急性缺氧细胞模型制备
　　经胸壁穿刺采集家兔心脏血 , 加等体积生理盐水 , 1 000

r min×10 min 离心洗涤 3 次。以 4.9 ml氢氧化钠-磷酸盐缓冲

液悬浮沉淀 ,制成红细胞悬液 , 当日使用。 将红细胞悬液放置

缺氧罐内 ,密封缺氧罐 , 迅速以 90% N2+5%O2+5% CO2 混合

气体反复置换 5 次以上 , 然后以相同气体持续交换 , 由气体截

流阀控制罐内气压与外界相等。以常氧环境为对照组。恒温

实验时 ,先将缺氧罐预置恒温培养箱内预温 4 h以上。

1.3　血红蛋白(Hb)总量测定
　　取血样 20 μl于 5 ml血红蛋白测试液(0.05 g 氢氧化钠 ,

0.20 g 高铁氰化钾 , 0.14 g磷酸氢二钾 , 1 ml Triton X-100 , 加双蒸

水至 1 000 ml),作用 5 min。测定 540 nm 的吸光度 A , 计算血红

蛋白总量。Hb 总量(g L)=A×251×64458 44000=A×367.7。

1.4　对高铁血红蛋白浓度测定
　　处理后的红细胞悬液加入 0.1 ml 4-DMAP混匀培养。 取

1.2 ml血样两份 ,分别加入 10% Triton X-100 溶液 1.8 ml。一份

于 635 nm 比色 , 测得吸光度 A1 。再加 5%氰化钾液一滴 , 2 min

后比色测得吸光度 A2;另一份加 5%高铁氰化钾溶液一滴 , 反

应5 min后 ,测得吸光度 A3 ,再加氰化钾液一滴 , 反应 2 min 后

测得吸光度 A4 ,计算对高铁血红蛋白浓度。

　　计算公式:对高铁血红蛋白%=(A1-A2)/(A3-A4)×100%

1.5　统计学分析
　　实验结果以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

　　常氧和缺氧兔红细胞 Hb含量在(16.18～ 16.91)g L范围内

波动 ,二者无显著差异。

2.1　4-DMAP 的量效关系
　　常氧条件下 ,随着反应体系中 4-DMAP浓度的提高 ,与兔血

红细胞作用所生成的高铁血红蛋白浓度逐渐增加 ,见图 1。当 4-

DMAP浓度为 6.49×10-7mol L 时 ,所生成的高铁血红蛋白仅有

(1.63±0.50)%, 4-DMAP 浓度为 6.49×10-5mol L时, 高铁血红蛋

白为(17.69±0.49)%, 当 4-DMAP浓度为 6.49×10-3mol L时 , 高

铁血红蛋白为(89.50±0.69)%,呈现明显的剂量依赖趋势。

　　经过常压缺氧处理 6 h 的兔血细胞与 4-DMAP 反应后 , 生

成的高铁血红蛋白浓度也随 4-DMAP浓度的升高而升高 , 且存

在明显的量-效依赖趋势。但在所用剂量范围内 , 4-DMAP使红

细胞生成高铁血红蛋白的能力明显增强。 4-DMAP浓度为 6.49

×10 -7 、6.49×10-6 、6.49×10-5 、6.49×10-4和 6.49×10-3mol L

时 ,缺氧红细胞生成高铁血红蛋白的能力比常氧红细胞分别提

高了22.0%、27.0%、51.44%、3.14%和 5.05%, 其快变化段在 1

×10 -7和 1×10-4 mol L之间 ,提示缺氧红细胞对 1×10-7 ～ 1×

10 -4 mol L之间的 4-DMAP敏感性增强。临床实践中 , 抗氰药物

的使用以产生 30%左右的对高铁血红蛋白为合适剂量。故在

以后的实验中 , 4-DMAP浓度均采用 6.49×10-5 mol L。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control at the same concent ration

图 1　缺氧对 4-DMAP效应的影响(n=4)

Fig 1　Effect of hypoxia on the efficiency of 4-DMA in

ferrihemoglobin(%)formation(n=4)

2.2　反应温度对4-DMAP 效应的影响

　　兔血细胞洗涤后,分别在 20 ℃和 37 ℃恒温条件下进行实验 ,

缺氧处理 6 h ,再与 4-DMAP作用 10 min 或20 min ,测定对高铁血红

蛋白。如图 2所示,常氧红细胞于 20 ℃和 37 ℃条件下与 4-DMAP

作用 10 min 生成的高铁血红蛋白分别为%(12.02±0.34)%和

(27.08±1.25)%(P<0.01), 温度的升高使常氧红细胞生成高铁血

红蛋白的能力提高了125.3%。而相同条件下4-DMAP 作用于缺氧

红细胞所生成的高铁血红蛋白浓度分别为(15.13±0.53)%和

(36.70±0.82)%(P<0.01), 温度的升高使使缺氧红细胞生成高铁

血红蛋白的能力提高了 142.6%。而同为 37 ℃温度条件下 ,缺氧红

细胞生成高铁血红蛋白的能力是常氧红细胞的 135.5%。作用时

间为 20 min的结果与10 min 相似 ,见图 2。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control;##:P<0.01 vs 20 ℃ under

hypoxia for same reaction t ime

图 2　温度对 4-DMAP效应的影响(n=4)

Fig 2　Effect of reaction temperature on 4-DMAP efficiency

in MHb formation(n=4)

2.3　反应时间对4-DMAP 效应的影响
　　表 1所示为 37 ℃恒温条件下 , 4-DMAP与常氧和缺氧两种

红细胞作用不同时间所形成的高铁血红蛋白百份比。 在 5～ 50

min内 , 常氧红细胞生成高铁血红蛋白的浓度随 4-DMAP 作用

时间的延长而增加 , 50～ 70 min 高铁血红蛋白浓度维持在平台

水平。 4-DMAP 与缺氧红细胞作用 , 所生成的高铁血红蛋白也

随作用时间而变化 , 50 min 至 70 min的平台水平与常氧红细胞

相差不大。但缺氧红细胞 5 min到 40 min所生成的高铁血红蛋

白水平明显高于常氧红细胞 ,见表 1。
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表 1　4-DMAP效应的时间变化(n=4,  x±s)

Tab 1　Temporal change of 4-DMAP efficiency(n=4 ,  x±s)

Time(min) Normal control Normobaric hypoxia

0 2.10±0.21 2.11±0.13

5 5.20±0.72 7.62±0.50＊

10 27.08±1.25 36.70±0.82＊＊

20 33.32±0.58 47.06±1.27＊＊

30 55.90±1.62 64.10±1.81＊＊

40 67.76±1.98 70.37±0.49＊

50 74.15±1.71 76.72±1.83
60 75.79±1.40 77.90±1.34

70 79.61±0.13 79.19±2.18

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs normal contro l

2.4　缺氧时间对4-DMAP 效应的影响

　　将兔血红细胞置缺氧罐内缺氧 6～ 22 h , 然后加入 4-DMAP

反应 20 min , 测定高铁血红蛋白浓度变化。对照血样于常氧下

放置相同时间。红细胞在常氧环境放置 , 对 4-DMAP的反应有

所增加。见图 3所示 , 常氧放置 6 h , 经 4-DMAP 作用后生成的

高铁血红蛋白为(19.96±1.54)%, 22 h 则为(25.95±2.32)%。

缺氧使红细胞对 4-DMAP的反应更加明显 , 6、10、14、18、22 h 的

药物效应分别增加了 15.92%、21.0%、29.8%、32.6%、36.45%。

＊＊:P<0.01 vs cont rol;##:P<0.01 vs control at 6 h

图 3　红细胞缺氧时间对 4-DMAP效应的影响(n=4 , x±s)

Fig 3　Effect of hypoxia period on 4-DMAP efficiency(n=4,  x±s)

3　讨论

　　业已证实 , 30%～ 40%对高铁血红蛋白为抗氰化

物中毒的最适浓度 ,低于此浓度解毒效果欠佳 ,而高于

50%则可能引起高铁血红蛋白血症
[ 1 , 2]
。4-DMAP是目

前广泛应用的抗氰药物之一 ,但目前有关 4-DMAP 生

成对高铁血红蛋白的实验参数均来自于常氧环境 ,在

高原地区 ,空气稀薄 ,氧分压低 ,可能引起红细胞形态

及生理指标发生改变
[ 3 , 4]
。但本实验显示短期急性缺

氧 ,血红蛋白总量和对高铁血红蛋白本底无明显变化 ,

与文献[ 5]报道结果一致。

　　本研究显示 ,当 4-DMAP 浓度为 6.49×10
-7
、6.49

×10
-6
、6.49 ×10

-5
、6.49 ×10

-4
和 6.49×10

-3
mol L

时 ,缺氧红细胞生成高铁血红蛋白的能力比常氧红细

胞分别提高了 22.0%、27.0%、51.44%、3.14%和

5.05%。其快变化段在 1×10
-7
和 1×10

-4
mol L 之

间。本结果说明 ,缺氧红细胞对 1×10
-7
和 1 ×10

-5

mol L 之间的 4-DMAP 敏感性增强。温度是影响机体

功能状态的重要因素之一。本研究显示 ,当反应温度

由20 ℃升高到 37 ℃,常氧红细胞生成高铁血红蛋白

的能力提高了 125.3%,缺氧红细胞生成高铁血红蛋

白的能力提高了 142.6%。而同为 37 ℃温度条件下 ,

缺氧红细胞生成高铁血红蛋白的能力是常氧红细胞的

135.5%,说明温度对缺氧条件下的 4-DMAP 药理学作

用有重要的影响 。

　　缺氧红细胞对 4-DMAP 敏感性的改变可能导致高

铁血红蛋白峰值浓度的提高或峰值时间的提前。本实

验结果证实 ,红细胞缺氧 10 min生成的高铁血红蛋白

浓度已达 36.70%,缺氧 20 min 的高铁血红蛋白接近

毒害浓度 。但常氧红细胞与 4-DMAP 作用 20 min所产

生的高铁血红蛋白仍在药理安全范围之内。

　　上述结果均说明 ,缺氧使红细胞对 4-DMAP 的敏

感性提高 , 4-DMAP 的药理效应增强。若体内情况亦

然 ,则缺氧环境救治氰化物时 4-DMAP 的使用方案需

要进行必要的修正。

　　缺氧处理后红细胞对 4-DMAP 敏感性增加的原因

尚不清楚。Eyer 研究发现 ,4-DMAP 静脉注射后 ,迅速

形成对高铁血红蛋白反应在红细胞内完成 ,是由氧化

型的 4-DMAP与血红蛋白的-SH共价结合而成。因此 ,

要将亚铁血红蛋白氧化为对高铁血红蛋白 ,首先要求

4-DMAP 进入红细胞 。而在缺氧环境下红细胞体积增

大 、膜组分改变 、可能导致膜通透性增加
[ 5]
,以利于更

多的 4-DMAP 透过质膜 。此外 ,陈振峰等
[ 6]
报道 ,急进

高原后 ,人红细胞谷胱甘肽含量和谷胱甘肽过氧化物

酶活性显著降低 ,而超氧化物歧化酶(SOD)含量明显

升高 。谷胱甘肽是抗氧化剂 , SOD 又是强氧化酶 , 4-

DMAP的氧化活性是否受这些酶类的影响 ,值得进一

步研究。
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