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　 　 ［摘要］ 　目的 　评价 SD大鼠连续腹腔注射纤维蛋白封闭剂的安全性 。方法 　 SD大鼠雌雄分别按体质量随机分 ４组 ，

即空白对照组 、纤维蛋白封闭剂低剂量组 、中剂量组和高剂量组 ，每组 ２０只 ，雌雄各半 。 ３个给药组的给药剂量分别为 ８５畅５ 、

１７１ ．０和 ３４２ ．０ mg ／kg ，每天腹腔注射给药 ，连续 １４ d ，恢复期 ２８ d ，进行一般症状 、血液学 、血液生化和病理组织学等指标检

测 。结果 　与空白对照组相比 ，纤维蛋白封闭剂中 、高剂量组大鼠第 １４天的白细胞计数显著升高 ，纤维蛋白原显著降低 ，中 、

高剂量组大鼠脾脏的脏器重量有增加趋势 。组织病理学检查发现部分高剂量动物腹腔出现残留药物引起的纤维肉芽组织包

裹 。上述变化指标在恢复期结束时基本可恢复 。结论 　 大鼠腹腔注射纤维蛋白封闭剂 ８５畅５ ～ ３４２ ．０ mg／kg ，安全剂量为

８５畅５ mg ／kg ，毒性剂量为 １７１ ．０ mg／kg 。毒性靶系统或靶部位为血液系统 、免疫系统和给药局部 ，毒性作用可逆 。
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Repeat唱dose toxicity study of fibrin sealant in SD rats
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LU Guocai （Center for New Drug Evaluation ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To evaluate the safety of fibrin sealant （FS） intraperitoneal injection in SD rats ．Methods 　 ８０ male
and female SD rats were randomly divided into four groups （０ ，８５畅５ ，１７１ ．０ ，３４２ ．０ mg／kg） by body weight ．All rats were in唱
traperitoneally injected with vehicle or FS daily for １４ days followed by a ２８唱day recovery period ．The clinical signs ，hematolog唱
ical and biochemical indices were measured ．The pathology were observed ．Results 　 Increase of white blood cell count （WBC）
and decrease of fibrinogen （FIB） in d １４ were found in １７１ ．０ mg／kg and ３４２ ．０ mg／kg dosage groups ．Furthermore ，the tend唱
ency of weight increase of spleen were found in １７１ ．０ mg／kg and ３４２ ．０ mg ／kg dosage groups ．Pathological exams of peritoneal
cavity found that there were granulation tissues containing FS in some of the rats in ３４２ ．０ mg／kg group ．All of these changes
got reversed after the recovery period ．Conclusion 　 The safety dose in this study is considered to be ８５畅５ mg／kg ，and the toxic唱
ity dose is １７１ ．０ mg／kg ．The target toxicity systems or site of FS in SD rats are hematological system ，immune system and in唱
jection site ．The toxic effects of FS are reversible ．

　 　 ［Key words］ 　 fibrin sealant ；SD rats ；repeat唱dose toxicity ；preclinical safety

　 　纤维蛋白封闭剂（fibrin sealant ，FS）是一种新
型的生物可降解的组织粘合剂和止血药［１］

，主要成

分为纤维蛋白原和凝血酶 ，各组分混合后喷洒于创

面形成纤维蛋白 ，促进血凝块形成从而发挥止血作

用 ，可用于外科手术后的止血和促进伤口愈合［２ ，３］
，

本研究通过腹腔注射重复给予 SD 大鼠猪源性 FS ，

观察 FS对 SD大鼠产生的毒性反应及严重程度 、主

要毒性靶器官及毒性损害的可逆程度 ，找到重复给

药毒性的安全剂量 ，为临床研究提供实验依据 。

1 　材料与方法［4唱6］

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　药物与试剂 　纤维蛋白封闭剂（组分 Ⅰ ：纤

维蛋白原 ，批号 ：２００７１１０１ ，规格 ：１３４ ．５４ mg／瓶 ；组

分 Ⅰ溶解液 ，批号 ：２００７１１０１ ，规格 ：６ ml／瓶 。组分

Ⅱ ：凝血酶 ，批号 ：２００７１１０１ 规格 ：８９３ IU ／瓶 ；组分

Ⅱ溶解液 ，批号 ：２００７１１０１ ，规格 ：６ ml／瓶）由上海利

康生物工程有限公司提供 ，样品 ２ ～ ８ ℃避光保存 。
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血液学检测试剂由西门子医学诊断产品（上海）有限

公司生产 ，血清生化检测试剂购自复星长征医学科

学有限公司 。

1 ．1 ．2 　 主要仪器 　拜耳 ADVIA２１２０ 血球分析仪
（德国 ） 、日立 ７０８０ 全自动生化分析仪 （日本） 、

C２０００唱４型血凝分析仪（日本） 、EasyLyte型钠钾氯
电解质分析仪（美国） 、OLYMPUS BX４１ 型光学显
微镜 （日本 ）和 OLYMPUS DP１２ 数码相机 （日

本）等 。

1 ．1 ．3 　动物 　 SPF 级 SD 大鼠 ８０ 只 ，６ ～ ８ 周龄 ，

雌雄各半 ，购于上海西普尔唱必凯实验动物有限公

司 ，实验动物生产许可证号 ：SCXK（沪） ２００３唱０００２ 。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　剂量设计 　根据大鼠药效学最低有效剂量

３３ ．６ mg／kg ，以及大鼠重复给药毒性前期试验结果

提示大鼠可以耐受 ３４２ mg／kg 剂量 ，且此剂量时的

给药浓度已达最适可配浓度 ，设低 、中 、高给药剂量

分别为 ８５畅５ 、１７１畅０ 、３４２畅０ mg／kg 。
1 ．2 ．2 　动物分组及给药 　动物分笼饲养于 SPF 级
动物房 ，５ 只／笼 ，自由摄食与饮水 。 动物房室温

２０ ～ ２６ ℃ ，相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ，光照周期 １２ h 。
经检疫驯化 ７ d后 ，大鼠雌雄分别按体重随机分成

空白对照组 、纤维蛋白封闭剂低剂量组 、中剂量组和

高剂量组 ，每组 ２０ 只 ，雌雄各半 。低 、中 、高剂量给

药组 的 给 药 剂 量 分 别 为 ８５畅５ 、 １７１ ．０ 和

３４２ ．０ mg／kg ，给药体积均为 １５ ml／kg ，相应的给药

浓度分别为 ５ ．７ 、１１ ．４和 ２２ ．８ mg／ml 。空白对照组
腹腔注射 １５ ml／kg生理盐水 。连续给药 １４ d ，恢复

期 ２８ d 。
1 ．2 ．3 　观察指标 　每天观察和记录动物的活动及

精神状况 ，皮毛和粪便的颜色及是否成形等 。体质

量每周称一次 ，根据体质量增长更新给药量 ，计算出

每组动物的平均体质量 ，观察体质量增长的动态变

化 。食量每天称一次 ，算出每周每组动物的平均食

量 ，观察其动态变化 。分别在给药结束（第 １４天）和

恢复期结束（第 ４２天） ，各组均取 １０只大鼠（雌雄各

半）静脉注射 ２％ 戊巴比妥钠麻醉 ，经腹主动脉采

血 ，进行血液生化指标和血液学指标检测 。血液学

指标包括红细胞 （RBC）计数 、血红蛋白 （HGB）定
量 、血细胞比容 （HCT ） 、红细胞平均容积（MCV ） 、

红细胞平均血红蛋白容量（MCH） 、红细胞平均血红

蛋白浓度 （MCHC） 、血小板计数（PLAT ） 、白细胞
（WBC）计数和白细胞分类 ［中性粒细胞比例

（NEUT ％ ） 、淋巴细胞比例（LYMPH％ ） 、单核细胞

比例（MONO％ ） 、嗜酸性粒细胞比例（EOS％ ）和嗜

碱性粒细胞比例（BOS％ ）］ 、网织红细胞 （RET ）计
数 、凝血酶原时间 （PT ） 、活化部分凝血活酶时间
（APTT ） 、凝血酶时间 （TT ）和血浆纤维蛋白原

（FIB） 。血液生化指标包括血清丙氨酸氨基转移酶
（ALT ） 、天冬氨酸氨基转移酶（AST ） 、碱性磷酸酶
（ALP） 、乳酸脱氢酶（LDH ） 、总胆红素（TBI） 、尿素
氮（BUN） 、肌酐（Cr） 、总蛋白（TP） 、白蛋白（Alb） 、
血糖（Glu） 、总胆固醇（Tch） 、三酰甘油（TG） 、肌酸

磷酸激酶（CPK） 、血清钙（Ca）和血清磷（P） 、血清钾
（K） 、血清钠（Na）和血清氯（Cl） 。第 １４ 天及第 ４２

天各组麻醉大鼠完全放血安乐死后进行剖检 ，按枟化

学药长期毒性试验指导原则枠要求摘取脏器 ，固定后

进行组织切片 ，HE 染色后进行病理组织学检查 。

股骨骨髓涂片后进行骨髓细胞学检查 ，对心脏 、肝

脏 、脾脏 、肺 、肾脏 、脑 、肾上腺 、胸腺 、睾丸 、附睾 、子

宫 、卵巢质量进行测量并计算相对质量 。

1 ．2 ．4 　数据统计与处理 　对于体质量 、摄食量 、血

液学指标及血清生化检查指标等计量资料 ，均按照

以下方法统计 ：①首先进行正态性检验 ；②如果资料

符合正态性 （检验 P ＞ ０畅０５） ，则进行方差齐性分

析 ，如果数据方差齐性 ，则进行方差分析检验（F检
验） 。如果方差分析检验结果显著（P ≤ ０畅０５） ，则进

一步用 LSD唱t 、Dunett唱t 参数检验法进行多重比较
检验 ；如果方差分析结果不显著（P＞ ０畅０５） ，则统计

结束 。 ③如果数据方差不齐性 ，则进行 Dunett唱T３
参数检验法进行多重比较检验 。 ④如果资料不符合

正态性 ，则进行 Kruskal唱Wallis 检验 （H 检验）和

Median检验 。如果 Kruskal唱Wallis 检验结果显著
（P ≤ ０畅０５） ，则进一步用非参数检验法进行两两比

较检验 ；如果 Kruskal唱Wallis检验结果不显著 ，则统

计结束 。对于脏器病理变化比例等计数资料采用

χ
２检验 。

2 　结果

2 ．1 　 一般状况 　 试验期间 ，各剂量组大鼠一般行

为 、活动 、毛发 、大小便与对照组相比未见明显异常 。

2 ．2 　体重 、摄食量 　 与空白对照组相比 ，相同时间

点给药组大鼠的体质量和摄食量未见与药物相关的

明显变化 。

2 ．3 　血液学指标 　与空白对照组相比 ，中 、高剂量

给药组大鼠第 １４天的 WBC 显著升高 ，FIB 显著降
低 。上述指标显现一定的剂量依赖性 。其余部分指

标虽有统计学差异 ，但均在正常范围内波动 。结果

见表 １ 。
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表 1 　纤维蛋白封闭剂腹腔注射对大鼠血液学指标的影响（n＝ １０ ，珚x ± s）

项目 测定时间 空白对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

WBC（ × １０９ ／L ） 第 １４ 天 ５ 貂．３４ ± １ ．１７ ６ )．１９ ± １ ．７３ ７ =．５７ ± １ ．８８１） ７ g．８５ ± １ ．２８２）

第 ４２ 天 ５ 貂．９０ ± ２ ．０９ ６ )．１２ ± １ ．４７ ６ =．０１ ± ２ ．０７ ６ g．００ ± ２ ．４６

NEUT （％ ） 第 １４ 天 １３ 貂．７ ± ５ ．７ １６ )．２ ± ７ ．１ １５ =．３ ± ４ ．８ １９ g．３ ± ６ ．８

第 ４２ 天 １６ 貂．６ ± ４ ．８ １５ )．７ ± ４ ．２ １６ =．４ ± ５ ．９ ２１ g．８ ± １６ ．３

LYMPH（％ ） 第 １４ 天 ８１ 貂．５ ± ５ ．６ ７８ )．１ ± ７ ．４ ７８ =．７ ± ５ ．６ ７３ g．２ ± ７ ．５

第 ４２ 天 ７９ 貂．１ ± ５ ．１ ７９ )．５ ± ４ ．３ ７８ =．９ ± ６ ．４ ７２ g．２ ± １７ ．２

MONO（％ ） 第 １４ 天 １ 貂．８ ± ０ ．４ ２ )．３ ± ０ ．７ ２ =．３ ± ０ ．８ ２ g．７ ± １ ．１

第 ４２ 天 １ 貂．８ ± ０ ．６ ２ )．１ ± ０ ．７ ２ =．２ ± ０ ．６ ３ g．１ ± １ ．５ １）

FIB （g ／L ） 第 １４ 天 ２ 貂．０１ ± ０ ．２６ １ )．７２ ± ０ ．３７ １ =．５７ ± ０ ．２９２） １ g．４５ ± ０ ．２７２）

第 ４２ 天 １ 貂．８２ ± １ ．５７ １ )．６７ ± ０ ．３７ １ =．７０ ± ０ ．３２ ２ g．１０ ± ０ ．６５

　 　 １） P ＜ ０ ．０５ ，与空白对照组比较 ；２） P ＜ ０ ．０１ ，与空白对照组比较

2 ．4 　血清生化指标 　与空白对照组相比 ，各给药组

大鼠第 １４天及第 ４２ 天检测的生化指标无明显差

异 ，表明受试物对 ALT 、AST 、ALP 、TBI 、BUN 、Cr 、
TP 、Alb 、Glu 、Tch 、 LDH 、 CPK 、TG 、 K 、Na 和 Cl
无明显影响 。

2 ．5 　骨髓细胞检查 　骨髓涂片结果显示 ，粒细胞系

统 、红细胞系统 、巨核细胞系统 、淋巴细胞及单核细

胞系统均未见异常增生 。

2 ．6 　 对脏器重量的影响 　 脏器称重结果显示 ，第

１４天时大鼠脾脏重量有剂量依赖性升高趋势 ，第 ４２

天时基本能恢复 。其余脏器未见明显影响 。

表 2 　纤维蛋白封闭剂腹腔注射对
大鼠脾脏绝对质量的影响（n ＝ １０ ，珚x ± s ，g）

时间 空白对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

第 １４ 天 ０ 谮．６７２ ± ０ ．１６６ ０ 後．７４６ ± ０ ．１８５ ０ 梃．８１３ ± ０ ．１５２ ０ 痧．８６６ ± ０ ．２７４

第 ４２ 天 ０ 谮．７４８ ± ０ ．１９１ ０ 後．７１９ ± ０ ．２０６ ０ 梃．７４８ ± ０ ．２０４ ０ 痧．８０５ ± ０ ．１９２

2 ．7 　病理学检查 　病理组织学检查发现给药结束

时中 、高剂量组大鼠脾脏淋巴细胞增生 ；部分高剂量

组动物的腹腔脏层腹膜组织 ，肉眼或镜下查见有注

入的药剂残留诱发的瘤样隆起病灶 ，最大的直径达

１ ．２ cm ，单发或多灶散在 ，灰白色 。镜下观察病灶外

裹厚层的增生纤维结缔组织 ，中心可见粉染的大量

无定形胶样固态物（残留药物） 。个别高剂量组大鼠

病灶内还混有中性粒细胞（图 １ ～ ３） 。 恢复期结束

时各组大鼠未见药物相关的器质性病变 。

3 　讨论

　 　局部止血药已在国外被广泛使用 ，但有临床报

道手术中局部止血药残留会增加术后不良反应的发

生 ，同时增加了术后 CT 、MRI等影像学对于术后恢

图 1 　空白对照组 SD大鼠第 14天
肠系膜组织结构（HE ，× １００）

注 ：肠系膜组织结构正常

图 2 　高剂量组 SD大鼠第 14天
肠系膜组织结构（HE ，× １００）

注 ：肠系膜组织充血水肿 ，炎症细胞广泛浸润

复诊断的难度 ，甚至会把残留的止血药误诊为肿瘤

或脓肿［７唱９］
。因此手术过程中应尽可能避免使用过

多的局部止血药 。

　 　本研究中的受试物纤维蛋白封闭剂是猪源的蛋

白分子复合制剂 ，主要由凝血酶与纤维蛋白组成 。

凝血酶与纤维蛋白独立分装于 Y 型针管中的 ２ 个

３３２
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图 3 　高剂量组 SD大鼠第 14天脏层
腹膜组织结构（HE ，× １００）

注 ：炎性包块 ，中央为大片残存的粉染无定型固态

物（残存受试药物） ，外围为增生的纤维结缔组织

臂中 ，给药时 ，二组份于 Y 型针管的共同管道内混
合并发生酶催化反应 ，到达给药部位表面时可快速

凝固 ，并达到止血的目的 。 随着此类药物的临床应

用越来越普遍 ，其安全性也越来越受到人们的关

注［１０］
。

　 　本研究血液学指标发现高剂量组大鼠的 WBC
与空白对照组相比显著升高 ，可能与未完全吸收的

药剂残留物在腹腔内引起炎症反应 ，形成纤维肉芽

组织 ，并对大鼠腹腔局部具有一定刺激作用有关 。

表明给药剂量较高时 ，药物对给药部位存在一定的

刺激性 。

　 　中 、高剂量组大鼠纤维蛋白在第 １４天与对照组

相比显著降低 ，脾脏绝对质量和相对质量有增加趋

势 ，病理组织学检查发现中 、高剂量组大鼠脾脏淋巴

细胞增生 ，提示纤维蛋白封闭剂可能对动物的免疫

系统有一定影响 。

　 　第 １４天变化的指标在恢复期结束时基本恢复 ，

并且病理组织学观察中脾脏未见明显异常 ，表明药

物的毒性作用较轻且可逆 。

　 　因此 ，纤维蛋白封闭剂 ８５ ．５ ～ ３４２ ．０ mg／kg连
续腹腔注射大鼠 １４ d ，安全剂量为８５ ．５ mg／kg ，

１７１ ．０ mg／kg 剂量以上时可致血液系统的 WBC 增
加 、纤维蛋白减少 、脾脏质量增加 ，药物也不能完全

被吸收 ，药剂残留物在腹腔内可能会导致纤维肉芽

组织形成 ，但上述毒性作用均可逆 。临床使用时应

注意药物较高剂量使用时对毒性靶部位血液系统 、

免疫系统和给药局部可能存在的影响 ，避免发生术

后不良反应 。
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