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  [ 摘要]  目的:对大鼠原位肠肝灌流模型的灌流液组成成分进行优化,以获取最佳灌流液配方。方法:根据灌流液配方不

同, 共分 8组。观察各组灌流液的 pH、乳酸脱氢酶( LDH) 、丙氨酸氨基转移酶( ALT)活性, 以及肝、肠干湿重比,从而比较不同

灌流液对肝功能、肝细胞损伤以及组织水肿程度的影响。结果: 第 8 组灌流液( 不加红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素组) 的

pH, LDH, ALT与第 1 组灌流液( 加红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素组) 相比无显著性差异; 第 8组灌流液肠干湿重比与正常对

照组相比无显著性差异;结论:红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素对于维持肠肝灌流模型功能无显著影响。
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  自从 1985 年 Pang等
[ 1]
建立大鼠原位肠肝灌流

模型并应用于研究依那普利的吸收、代谢及首过效

应以来,该模型在药代动力学的研究中得到了广泛

应用。后经不断完善
[ 2-6 ] ,该模型日渐成熟。

目前该模型灌流液中主要含有 K-H 缓冲液,

1%牛血清白蛋白溶液 ( 牛血清白蛋白配成 25% 台

氏溶液备用) , 3%右旋糖酐, 10% 大鼠红细胞, 临用

前加地塞米松、去甲肾上腺素( 分别为 4% , 2% ) [ 7]
。

灌流液中加入红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素的目

的是为了模拟生理环境,发挥缓冲作用,维持肝细胞

的正常形态、功能并减轻肝、肠组织水肿
[ 7]

,使模型

能够较长时间保持活性,从而观察肝脏的首过效应、

对药物代谢的影响等。但是我们在试验中发现,

10%红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素的准备过程非

常耗费人力、物力、财力。首先需要抽取多只动物的

新鲜全血,离心制备灌流液中 10% 红细胞, 而红细

胞容易发生溶血,对进一步的指标检测会产生影响。

其次地塞米松和去甲肾上腺素为处方药,必须在医

院急诊病房购买,而且每次限量供应,易缺货、断货。

以上这些因素都限制了试验的顺利完成。因此,本

试验对灌流液组成成分进行优化,通过观察比较不

同灌流液组成对肝功能、肝细胞损伤情况以及组织

水肿程度的影响,明确红细胞、地塞米松、去甲肾上

腺素对于肠肝灌流模型的影响,以期能够更加顺利、

高效的完成实验研究。

1 材料

1.1 药物与试剂  牛血清白蛋白,批号 20090813;

右旋糖酐,批号 20090614,均购自北京科海军舟有限

责任公司;地塞米松 5 mg·mL- 1,天津金耀氨基酸有

限公司,批号 0908011;去甲肾上腺素 2 mg·mL - 1 ,上

海禾丰制药有限公司, 批号 091202;娃哈哈纯净水,

杭州娃哈哈集团有限公司。

1.2 动物  SD大鼠,雄性,体重 250 g 左右,清洁

级,由中国药品生物制品检定所实验动物资源中心

提供,动物合格证号 scxk( 京) 2005-0004。

1.3 仪器  BT100-1F恒流泵 ( 保定兰格恒流泵有

限公司) ; HJ-5 电动加热搅拌器( 常州国华电器有限

公司) ;美的电暖器( 广东美的电器有限公司) ; DZF-

6020 真空干燥箱 ( 上海一恒科技有限公司 ) ; 日立

7180 自动生化仪 ( 日本 ) , PHS-3BW 酸度计 ( 上海理

达仪器厂) 。

2 方法

2.1 分组 48 只雄性 SD大鼠, 随机分为 8 组,每

组 6 只。第 1 组含所有成分即: K-H缓冲液,牛血清

白蛋白溶液,右旋糖酐,红细胞,地塞米松,去甲肾上

腺素;第 2 组不含红细胞;第 3 组不含地塞米松;第 4
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组不含去甲肾上腺素;第 5 组不含红细胞和地塞米

松;第 6 组不含红细胞和去甲肾上腺素;第 7 组不含

地塞米松和去甲肾上腺素;第 8 组不含红细胞、地塞

米松和去甲肾上腺素,见表 1。
表 1 动物分组及灌流液组成

组别 缓冲液
牛血清白蛋白

/%

右旋糖酐

/%

红细胞

/%

地塞米松

/%

去甲肾上腺素

/%

1 K-H 1 3 10 4 2

2 K-H 1 3 - 4 2

3 K-H 1 3 10 - 2

4 K-H 1 3 10 4 -

5 K-H 1 3 - - 2

6 K-H 1 3 - 4 -

7 K-H 1 3 10 - -

8 K-H 1 3 - - -

  注: K-H缓冲液: NaCl 7. 8 g, KCl 0. 35 g, MgCl2 0.22 g, NaH2PO4 0.22 g,

NaHCO3 1. 37 g, Glucose 3.0 g, CaCl2 0. 37 g, pH 7. 4。

2.2 肠肝灌流模型制备
[ 1 , 7]

 大鼠用 20% 乌拉坦

( 5 mL·kg
- 1

) ip麻醉后,腹部切口,先结扎腹腔动脉

与肝动脉。将上肠系膜动脉、右肾动脉和腹主动脉

游离出来,用线围绕主动脉与右肾动脉和上肠系膜

动脉分支处上下松结扎,右肾动脉在靠近右侧肾门

处扎紧,然后用动脉夹夹住右肾动脉入腹主动脉处,

在右肾动脉 上夹子和结 扎点之间作切 口, 用

0. 5 mm×1 mm的塑料管插入右肾动脉,穿过腹主

动脉进入上肠系膜动脉,插管固定后立即开通灌流,

流速 5 mL·min - 1 , 同时通入氧气 ( 95% O2 和 5%

CO2,流速 1 L·min
- 1

) 。随即快速打开胸腔, 在右心

房上作一切口,用 1. 5 mm×2 mm的塑料管插入切

开的右心房,其尖端顺下腔静脉进入肝静脉,固定插

管后将流速提高到 10 mL·min
- 1
。将上述松结扎处

扎紧,电暖器维持模型温度 37 ℃左右。先用不含右

旋糖酐和红血球的灌流液冲洗残血,待肝脏转为浅

黄色时换用完整灌流液进行灌流。灌流液体积 150

mL。

2.3 灌流模型功能的评定

2.3.1 灌流液 pH 于不同时间点 ( 0, 30, 60, 90,

120 min) 采集灌流液,在酸度计上测 pH。

2.3.2 肝、肠干湿重比 ( D/W)  灌流结束后取肝、

肠组织,排去器官内存液或内容物,去除脂肪, 称湿

重;然后经 120 ℃烘烤 24 h后称干重, 计算两者比

率,并与正常大鼠比较,由此检查脏器水肿情况。

2.3.3 灌流液中 LDH, ALT活性 测定不同时间点

( 同 2.3. 1) 酶活性,判断肝功能及肝细胞损伤情况。

2.4 统计分析 数据以 珋x±s表示,应用 SPSS 13. 0

软件进行单因素方差分析, P < 0. 05 为有统计学意

义。

3 结果

3.1 灌流液 pH的变化 随着时间的延长,各组灌

流液 pH 均逐渐升高。灌流结束时, 8 组与 1 组相

比, pH无显著性差异。见表 2。
表 2 不同灌流液对不同时点 pH 的影响 ( 珋x±s, n = 6 )

组别
pH

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min

1 7. 42±0.01 7. 44±0.01 7.47±0.01 7.49±0.02 7.52±0.03

2 7. 42±0.01 7. 62±0.092) 7.81±0.102) 7.97±0.112) 8.14±0.102)

3 7. 43±0.02 7. 62±0.072) 7.80±0.102) 8.01±0.112) 8.12±0.082)

4 7. 42±0.01 7. 66±0.072) 7.81±0.112) 7.98±0.102) 8.12±0.122)

5 7. 41±0.04 7. 74±0.062) 7.88±0.052) 8.06±0.092) 8.21±0.082)

6 7. 42±0.01 7. 71±0.012) 7.89±0.082) 8.05±0.072) 8.21±0.062)

7 7. 42±0.01 8. 19±0.172) 8.85±0.172) 9.47±0.272) 9.99±0.192)

8 7. 41±0.01 7. 43±0.01 7.44±0.01 7.46±0.01 7.47±0.01

  注 :与灌流液 1 组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01。

3.2 肝、肠干湿重比 ( D/W)  干湿重比越小,表示

水肿越严重。与正常对照组比, 1 ～8 组的肝脏干湿

重比均有显著性差异,但是以 2, 3, 4, 8 组水肿较轻;

3, 4, 8 组的肠干湿重比与对照组比无显著性差异。

与 8 组相比, 5, 6, 7 组肝脏、肠干湿重比均有显著性

差异; 1 组与 8 组比,肝、肠干湿重比无显著性差异。

见表 3。
表 3 不同灌流液对肝、肠干湿重比的影响 ( 珋x±s, n = 6 )

组别
干湿重比 ( D/W)

肝脏 肠道

正常对照 0. 33 ±0. 014) 0. 19 ±0. 01

1 0. 23 ±0. 022) 0. 16 ±0. 02 2)

2 0. 24 ±0. 022) 0. 16 ±0. 02 2)

3 0. 26 ±0. 022) 0. 18 ±0. 01

4 0. 24 ±0. 012) 0. 18 ±0. 02

5 0. 21 ±0. 012, 4) 0. 15 ±0. 01 2, 3)

6 0. 21 ±0. 022, 3) 0. 16 ±0. 01 2, 3)

7 0. 21 ±0. 022, 3) 0. 15 ±0. 01 2, 3)

8 0. 24 ±0. 012) 0. 18 ±0. 02

  注 :与正常对照组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01; 与灌流液 8 组比

较 3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01( 表 4 ～5 同 )。
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3.3 灌流液中 LDH 的变化  随着时间的延长,各

组灌流液中 LDH 不断升高。灌流结束时, 8 组的

LDH活性最低。与 1 组相比, 2, 7 组有显著性差异;

与 8 组相比, 2, 3, 4, 7 组有显著性差异。见表 4。

3.4 灌流液中 ALT的变化  随着时间的延长,各

组灌流液中 ALT 不断升高。灌流结束时, 8 组的

ALT活性最低。与 1 组、8 组比, 7 组显著升高 ( P <

0. 01) 。见表 5。
表 4 不同灌流液对不同时间点 LDH 活性的影响 ( 珋x±s, n = 6)

组别
LDH/ U·L - 1

0 min 30 min 60 min 90 min  120 min 

1 19. 17 ±9. 094) 66. 67 ±27. 264) 134. 17 ±49. 783) 284. 67 ±119. 02 659. 33 ±175. 98

2 11. 33 ±3. 391, 3 ) 44. 17 ±9. 621, 4) 185. 50 ±129. 694) 792. 00 ±576. 382, 4) 1 448. 67 ±467. 792, 4)

3 11. 33 ±2. 801, 3 ) 41. 33 ±17. 331, 4) 130. 50 ±120. 573) 387. 17 ±366. 123) 917. 00 ±749. 974)

4 20. 50 ±6. 754) 69. 67 ±17. 244) 233. 00 ±120. 454) 421. 50 ±220. 993) 943. 67 ±334. 924)

5 8. 83 ±2. 794) 15. 33 ±5. 792) 69. 50 ±33. 42 165. 83 ±78. 94 540. 00 ±268. 70

6 5. 50 ±2. 594) 17. 17 ±18. 102) 36. 00 ±15. 58 106. 17 ±89. 06 498. 00 ±663. 47

7 11. 75 ±10. 781, 3) 30. 00 ±12. 682, 3) 204. 75 ±121. 374) 543. 00 ±150. 534) 1 581 ±632. 972, 4)

8 2. 67 ±2. 332) 8. 67 ±8. 662) 19. 67 ±12. 68 1) 56. 17 ±25. 77 131. 83 ±78. 05

表 5 不同灌流液对不同时间点 ALT活性的影响 ( 珋x±s, n = 6)

组别
ALT/ U·L - 1

0 min 30 min 60 min   90 min   120 min 

1 0. 50 ±0. 55 2. 17 ±0. 75 4. 67 ±2. 07 14. 00 ±5. 73 59. 17 ±16. 04

2 1. 00 ±0. 63 2. 67 ±1. 03 7. 83 ±1. 17 41. 17 ±9. 04 177. 00 ±41. 68

3 1. 50 ±1. 22 3. 33 ±1. 51 9. 67 ±4. 59 45. 67 ±25. 06 203. 83 ±151. 77

4 1. 67 ±2. 16 3) 5. 17 ±5. 98 11. 00 ±4. 60 38. 50 ±22. 92 208. 67 ±188. 49

5 1. 17 ±2. 32 2. 33 ±2. 66 16. 17 ±22. 341, 3) 47. 83 ±62. 11 210. 17 ±273. 80

6 0. 67 ±1. 37 5. 00 ±7. 38 9. 83 ±7. 39 42. 33 ±44. 51 309. 67 ±432. 87

7 0. 00 ±0. 00 3. 50 ±2. 38 6. 25 ±0. 96 68. 50 ±22. 071, 3) 1 510. 50 ±379. 772, 4)

8 0. 00 ±0. 00 1. 17 ±0. 75 3. 67 ±2. 34 17. 83 ±10. 89 40. 00 ±26. 80

4 讨论

肠肝灌流模型在药代动力学研究方面有其独特

的优势,利用该模型可以同时采集不同部位的灌流

液研究药物的吸收、代谢情况,比如采集门静脉灌流

液考察药物的吸收情况;采集肝静脉灌流液考察肝

药酶对药物的代谢情况;采集胆汁考察有无存在肠

肝循环;十二指肠给药与上肠系膜动脉给药有助于

比较分析肠道菌群、黏膜对于药物的代谢作用。

灌流液本身的 pH、营养、渗透压等对于肠肝灌

流模型成功与否意义重大,只有确保灌流液最大限

度的模拟体内生理环境,才能使模型中的组织器官

具有活性,以便进行后续的药代、药效研究。此外,

影响肠肝灌流模型的因素还有很多,比如温度、流速

等
[ 8]
。

本试验结果显示,第 8 组灌流液不加红细胞、地

塞米松、去甲肾上腺素,对 pH, LDH, ALT活性指标

的影响,均小于其余各组,且在正常值范围内
[ 9 ]

;肠

干湿重比与正常对照组相比,无显著性差异;肝干湿

重比虽然与正常对照组相比有显著差异,但是低于

1, 2, 4, 5, 6, 7 组( 与 5, 6, 7 组相比,有统计学意义) ;

说明 8 组灌流液的配方对于维持肝细胞的正常形

态、功能以及减轻肝、肠组织水肿是较为合理的。结

果提示,红细胞、地塞米松、去甲肾上腺素对于肠肝

灌流模型的功能稳定无明显影响,灌流液配方可以

简化。如此,可以节省时间,资金,人力,从而使肠肝

灌流模型更加简便、高效的应用于药物体内过程的

研究。
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本研究表明,脑缺血再灌注后 24, 48 h,在神经

细胞出现凋亡的同时,胞浆中的 p-JNK1 /2 蛋白的表

达亦显著增强。PNS可抑制缺血再灌注后脑组织 p-

JNK1 /2 蛋白表达,提示三七总皂苷通过线粒体通路

抗神经元凋亡的作用可能是通过抑制其上游的 JNK

信号转导通路、抑制 JNK 蛋白磷酸化,进而调节凋

亡相关因子的活性,从而发挥其抗神经元凋亡的作

用。
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