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　 　 【摘要】 　 目的　 研究本课题组研发的亲和吸附材料特异清除外源性内毒素的有效性。 方法　 １５ 只比格犬静

脉输注内毒素制造内毒素血症模型后随机分为治疗组（ｎ ＝ １０）和对照组（ｎ ＝ ５），治疗组用本课题组研发的一次性

血液灌流器进行干预，对照组不用该灌流器。 在灌流开始、１２０ ｍｉｎ 测定犬血液中内毒素及肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）、
白介素 １β（ＩＬ⁃１β）、白介素 ６（ＩＬ⁃６）、白介素 ８（ＩＬ⁃８）的水平；灌流过程中监测犬的生命体征。 结果　 造模成功后，
治疗组、对照组灌流开始血液中内毒素水平分别为（１１８􀆰 ６３ ± ２７􀆰 ９８）、（１１７􀆰 １６ ± ２２􀆰 ９５） ＥＵ ／ ｍＬ，灌流 １２０ ｍｉｎ 分别

为（０􀆰 ０３９ ± ０􀆰 ０１）、（１３１􀆰 ９８ ± ７􀆰 ０１） ＥＵ ／ ｍＬ，治疗组灌流后内毒素清除率达 ９４􀆰 ０７％ 。 灌流开始治疗组血液中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 水平分别为（１􀆰 ５３ ± ０􀆰 ２７）、（１２􀆰 ８２ ± １􀆰 ６６）、（５４􀆰 ７７ ± ３􀆰 ９８）、（０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３２） ｎｇ ／ ｍＬ，对照组

分别为（１􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０６）、（１３􀆰 ０５ ± ０􀆰 １８）、（５４􀆰 ５８ ± ０􀆰 １９）、（０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０６） ｎｇ ／ ｍＬ；灌流后 １２０ ｍｉｎ 治疗组血液中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 水平分别为（０􀆰 １３ ± ０􀆰 ０６）、（０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ３６）、（１􀆰 ６２ ± ０􀆰 ８０）、（０􀆰 ０１ ± ０􀆰 ００） ｎｇ ／ ｍＬ，对照组分

别为（２􀆰 ２６ ± ０􀆰 １５）、（１５􀆰 １２ ± ０􀆰 １８）、（６２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ９３）、（０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ９３） ｎｇ ／ ｍＬ，两组灌流开始与 １２０ ｍｉｎ 各指标分别

相比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 该亲和吸附材料能有效清除实验犬血液中的内毒素及炎症介质，清除率

达 ９４􀆰 ０７％ 。
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　 　 内毒素血症（ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ，ＥＴＭ）是由于细菌

释放大量的内毒素进入机体循环系统，或输入含

有大量内毒素感染的液体，从而引发的一种病理

表现 ［１］ 。 内毒素血症可致全身炎症反应综合症

（ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ） 、
多 器 官 功 能 障 碍 综 合 征 （ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ） 、弥漫性血管内凝血

（ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ，ＤＩＣ） 等严

重病症。 研究表明，血液中内毒素浓度的增高与

休克事件的发生有关，进入血液的内毒素浓度越

高休克发生可能性越大 ［２］ 。 机体有细菌存在或

有高度可疑感染灶所释放内毒素可致的全身炎

症反 应 综 合 征 （ ＳＩＲＳ ） ， 病 死 率 约 为 ３０％ ～
６０％ ［３］ 。 血液灌流（ ｈｅｍｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＨＰ）技术可以

通过吸附作用清除血液中的内毒素、净化血液，
以达到治疗相应疾 病 的 效 果。 Ｓｈｏｊｉ［４］ 对 多 例

ＭＯＤＳ 患者多次进行灌流治疗后，患者内毒素水

平从治疗前的 ７６ ｎｇ ／ Ｌ 降至 ２１ ｎｇ ／ Ｌ。 先前有研

究显示，不同的灌流材料对内毒素的清除作用不

同 ［５］ 。 本实验采用本课题组研发的高分子亲和

吸附材料，制备一次性血液灌流器，特异性清除

实验犬体内高内毒素，用以验证该亲和吸附材料

对清除高内毒素血症的有效性和特异性，为临床

上治疗内毒素血症提供新方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级比格犬（性别不限）１５ 只，由军事医学科

学院实验动物中心提供，无孕，１ ～ ２ 岁，体重（３９ ±
１􀆰 ８） ｋｇ ［ＳＣＸＫ （军） ２０１２ － ０００２］。 在军事医学科

学院实验动物中心［ＳＹＸＫ （军） ２０１２ － ００４］饲养 １
周后进行实验，实验前 １２ ｈ 禁食不禁水，实验过程

中按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义

关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

内毒素（Ｓｉｇｍａ）；内毒素检测鲎试剂盒（厦门鲎

试剂实验厂有限公司）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海酶联）。 心电监护仪（深圳迈瑞

ｉｐＭ１２）；大型动物麻醉机（北京众实迪创 ＺＳ⁃Ｍ）；
ＥＬＸ８０８ 酶标仪（厦门鲎试剂生物科技有限公司）；
ＤＴＸ８８０ 酶标仪（美国贝克曼）。

亲和吸附材料及灌流器：本课题组由天津市阳

权医疗器械有限公司研发低密度聚合物特异亲和

高分子吸附材料，制成一次性使用血液灌流器

（ＤＨＣ⁃ＩＩ⁃３４０ 型），该灌流器供本课题犬血液灌流

使用。
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 内毒素动物模型的建立

犬禁食 １２ ｈ，在麻醉前 １５ ｍｉｎ 给予 ０􀆰 ２５ ｍＬ 阿

托品肌肉注射，并使用氯胺酮 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 加胃复安 １０
ｍｇ 肌肉注射进行诱导麻醉，待犬昏迷后取仰卧位固

定四肢，麻醉机维持麻醉。 在左颈静脉处静脉留置

针穿刺以备抽取血液标本。 钝性分离左侧股静脉，
进行静脉插管，内毒素 ０􀆰 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ 溶于生理盐水

１００ ｍＬ，经静脉在 ３０ ｍｉｎ 内完成输注。
１􀆰 ３􀆰 ２　 灌流通路的肝素化

启动血泵，用生理盐水 ３００ ｍＬ ＋肝素 １０ ｍｇ，以
１００ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的速度冲洗灌流器，排除管道内的空

气，进行灌流通路的肝素化，最后用生理盐水 ２５０
ｍＬ ＋肝素 ５０ ｍｇ 在灌流通路中闭式循环 １０ ｍｉｎ 后

备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 血液灌流

钝性分离犬右侧股动脉，连接灌流导管、血泵

和灌流器，形成闭合体外循环通路。 由血泵提供动

力，血液经过灌流器后返回体内。 造模后 ４５ ｍｉｎ 治

疗组用本课题组研发的灌流器灌流，对照组不用该

灌流器。 灌流开始后用肝素泵持续并追加肝素 １２
ｍｇ ／ ｈ，在灌流结束前 ３０ ｍｉｎ 停止使用肝素。 灌流

１２０ ｍｉｎ 后，采用空气回血法让血液流回犬体内，缝
合伤口。
１􀆰 ３􀆰 ４　 测定指标

（１）内毒素检测：分别于灌流开始前、灌流 １２０
ｍｉｎ 时抽取静脉血 ２ ｍＬ，经离心后取血清，用动态浊

度法测定犬血液中内毒素水平。 内毒素清除率计

算方法：Ｒ（％ ） ＝ （Ｃ０ － Ｃ ｔ） ／ Ｃ０ × １００％ ，Ｃ０、Ｃ ｔ 分

别为内毒素的初始浓度及 ｔ 时间吸附后的浓度。
（２）细胞因子测定：用 ＥＬＩＳＡ 法测定灌流开始

（造模后 ４５ ｍｉｎ）、灌流 １２０ ｍｉｎ 血清中的细胞因子

（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８）的水平。

（３）生命体征监测：实验过程中监测犬的生命

体征，包括体温（ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）、脉率（ｐｕｌｓｅ ｒａｔｅ，
ＰＲ）、 呼 吸 频 率 （ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ， ＲＲ ）、 收 缩 压

（ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＳＡＰ），记录灌流开始（造模

后 ４５ ｍｉｎ）、灌流 ６０ ｍｉｎ、灌流 １２０ ｍｉｎ 实验动物的

生命体征。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析，符合正态

分布的资料结果均以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表

示，两组间比较采用配对 ｔ 检验或单因素方差分析，
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 内毒素清除效果

造模成功后，治疗组在灌流开始前、灌流 １２０
ｍｉｎ 后血液内毒素水平分别为（１１８􀆰 ６３ ± ２７􀆰 ９８）、
（０􀆰 ０３９ ± ０􀆰 ００９） ＥＵ ／ ｍＬ，对照组在灌流开始前、灌
流 １２０ ｍｉｎ 后血液内毒素水平分别为 （１１７􀆰 １６ ±
２２􀆰 ９５）、（１３１􀆰 ９８ ± ７􀆰 ０１） ＥＵ ／ ｍＬ。 治疗组灌流开始

与灌流 １２０ ｍｉｎ 比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
内毒素平均清除率 Ｒ ＝ ９４􀆰 ０７％ ；对照组灌流开始、
灌流 １２０ ｍｉｎ 比较，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 对细胞因子的清除效果

治疗组、对照组灌流开始、１２０ ｍｉｎ 时血清中细

胞因子测定结果见表 １。
从表 １ 中看出治疗组灌流 １２０ ｍｉｎ 后血清中各

细胞因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８）的水平都有显

著下降，与灌流开始时比较差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；对照组中各指标灌流 １２０ ｍｉｎ 后都有所上

升，且与灌流开始比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 对生命体征的影响

两组灌流中，分别记录灌流开始、灌流 ６０ ｍｉｎ、
灌流 １２０ ｍｉｎ 三个时间点的生命体征，数据见表 ２。

表 １　 灌流前后对细胞因子的清除效果（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

治疗组（ｎ ＝ １０）
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组（ｎ ＝ ５）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

灌流开始
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

灌流 １２０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ １２０ ｍｉｎ

灌流开始
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

灌流 １２０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ １２０ ｍｉｎ

ＴＮＦ⁃α １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ２７ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 ０６∗ １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０６ ２􀆰 ２６ ± ０􀆰 １５∗

ＩＬ⁃１β １２􀆰 ８２ ± １􀆰 ６６ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ３６∗ １３􀆰 ０５ ± ０􀆰 １８ １５􀆰 １２ ± ０􀆰 １８∗

ＩＬ⁃６ ５４􀆰 ７７ ± ３􀆰 ９８ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ８０∗ ５４􀆰 ５８ ± ０􀆰 １９ ６２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ９３∗

ＩＬ⁃８ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３２ ０􀆰 ０１ ± ０􀆰 ００∗ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ９３∗

注：与灌流开始相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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表 ２　 灌流过程中生命体征的变化（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖｉｔａｌ ｓｉｇｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

治疗组（ｎ ＝ １０）
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组（ｎ ＝ ５）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

灌流开始
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

灌流 ６０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ

灌流 １２０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｆｏｒ １２０ ｍｉｎ

灌流开始
Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

灌流 ６０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ

灌流 １２０ ｍｉｎ
Ａｆｔｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｆｏｒ １２０ ｍｉｎ

体温（℃）
Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３８􀆰 ５ ± ０． ９４ ３７􀆰 ５ ± ０． ８４∗ ３６􀆰 ９ ± ０． ６３∗ ３８􀆰 ７ ± ０􀆰 １９ ３８􀆰 ８ ± ０􀆰 ０９∗ ３９􀆰 ２ ± ０􀆰 ２６∗

呼吸频率
（每分钟次数）
Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ

（ ｔｉｍｅｓ ｐｅｒ ｍｉｎｕｔｅ）

２９􀆰 ０ ± １． １３ ２５􀆰 ０ ± １． ３８∗ ２７􀆰 ０ ± ０． ６９∗ ３０􀆰 ０ ± １􀆰 １０ ３２􀆰 ０ ± １􀆰 ４８ ３５􀆰 ０ ± １􀆰 ３０∗

脉率
（每分钟次数）

Ｐｕｌｓｅ ｒａｔｅ
（ ｔｉｍｅｓ ｐｅｒ ｍｉｎｕｔｅ）

８５􀆰 ０ ± ４． １０ ８０􀆰 ０ ± ４． ５８ ８４􀆰 ０ ± ３． ３４ ８７􀆰 ０ ± ２􀆰 ９７ ８９􀆰 ０ ± １􀆰 ７９∗ ９２􀆰 ０ ± １􀆰 ５８∗

收缩压（ｍｍＨｇ）
Ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ １６３􀆰 ０ ± １１． ２５ １５８􀆰 ０ ± １１． ５１ １６０􀆰 ０ ± １１． ５５ １６３􀆰 ０ ± ３􀆰 ０５ １６３􀆰 ０ ± １􀆰 ９２ １６４􀆰 ０ ± １􀆰 ３０

注：单因素方差分析，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

　 　 从表 ２ 看出，治疗组灌流开始时实验犬体温最

高，随着灌流治疗的延续体温逐渐下降，灌流 ６０
ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ 与灌流开始比较差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；灌流 ６０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ 的呼吸频率与灌流开始

比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 对照组体温、脉率

随着灌流的进行逐渐上升，灌流 ６０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ 分

别与灌流开始比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；呼吸

频率随灌流的进行逐渐上升，灌流开始与灌流 １２０
ｍｉｎ 比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 两组在灌流中

收缩压都保持平稳。

３　 讨论

随着材料技术和免疫学的快速发展，吸附材料

的发展也日新月异，在医学上的应用也展现出不错

的前景。 目前，由于膜吸附材料具有脂溶性，对清

除高分子溶质、脂溶性好或蛋白结合的毒物作用有

限；聚乙烯基咪唑对人体产生不良反应；多粘菌素 Ｂ
容易从载体上脱落加重肾的负担。 本课题组选择

亲水单烯和疏水芳香双烯单体制得“双亲性”大孔

共聚物，再引入间隔臂将此共聚物与含大量氨基酸

的配基相连制成“双亲型”亲和吸附材料，这种吸附

材料无毒、无味、可降解且具有良好的血液相容性，
也能够高效地清除血液中的内毒素及内毒素作用

下机体产生的炎症介质，并且能够在使用中具有良

好的稳定性。
本课题组研发的亲和吸附材料所制成的一次

性灌流器，在犬内源性内毒素血症的研究中已取得

极好的效果［６］。 本实验将其应用于犬的外源性内

毒素血症的清除治疗中，并探讨该材料清除内毒素

的有效性。 本实验治疗组对内毒素的平均清除率

可达 ９４􀆰 ０７％ ，对清除内毒素作用机体产生的炎症

介质也作用十分显著。 对照组中内毒素及相应细

胞因子的水平保持上升。 研究证明，当机体受内毒

素刺激后，机体的单核巨噬细胞系统和炎性反应细

胞被激活， 会释放大量的炎性因子， 如 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 等最终导致瀑布样炎症级联反

应［７ － ８］。 目前的研究认为，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８
等炎症因子所导致的瀑布样炎症级联反应与体内

内毒素的浓度密切相关［９ － １０］，因此阻断瀑布样炎症

级联反应，是关于高内毒素血症的靶标治疗［１１］。 本

实验治疗组通过血液灌流，清除血液中的内毒素，
及时阻止炎症因子的释放，从而达到减少内毒素对

机体单核巨噬细胞系统和炎性反应细胞的刺激，进
一步加大了本实验清除内毒素的有效性。 内毒素

可直接作用于下丘脑体温调节中枢或白细胞，使其

释放内源性致热原，引起发热反应［１２］。 治疗组中犬

的体温随着体内内毒素的清除而下降是因为减少

了致热原的产生而阻断了发热反应；在灌流过程中

呼吸频率、收缩压等生命体征有轻微的波动，但都

在正常范围之中趋于平稳。 对照组中犬的体温、脉
率、呼吸频率都有相应的变化，可能是体内内毒素

水平持续升高所导致的，但收缩压保持平稳，说明

内毒素及灌流治疗对血压没有影响，待进一步的探

讨。 （下转第 ７１ 页）
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时亦为 ＳＪ５⁃ＳＰＦ 鸡的标准化鉴定和质量控制提供

依据。
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　 　 实验结果表明，本课题研发的高分子亲和吸附

材料能高效地清除血液中内毒素及内毒素作用机体

产生的炎症因子，可以及时降低内毒素对机体的

危害。
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