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肝脏功能动物实验研究
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【摘要】 目的 采用 自行设计的小动物呼气试验模型进行大鼠 城 1
一 13

CI 苯丙氨酸呼气试验 (’ 3
c

-

hP
e B叨

,

以验证该实验方法的可行性和有效性
,

并提供有效的试验参数
。

方法 280
一 2 90 9 的雄性 s D

大鼠 20 只
,

随机分为急性肝损伤组和正常对照组
,

每组 or 只
,

采用四氯化碳橄榄油灌胃染毒复制急

性肝损伤模型
,

小动物呼气机进行机械通气制作呼气试验模型 ; 按 20 m g八 g 体重尾静脉弹丸给予
’ 3
c

-

苯丙氨酸 (
’ 3
C
一
Ph

e
)

,

收集给药前和给药后 1
一
60 m in 呼出气样共 29 次气样

,

应用气体同位素比值质谱

仪测定样品中
’℃ 丰度

。

结果
’ 3
c 排除时相曲线呈单峰

,

峰值多位于给药后 2 m i;n 急性肝损伤大鼠

呼气试验参数
’℃排除速率常数 ( P h

e B不K )为 ( 2
.

4 5土0
.

2 5 ) x l o 佗 m in
一 , ,

显著低于正常对照组 (2
.

9 5 , o一 9 )

xl o“ m in
一 ,

=(t 5
.

40
,

P< .0 oo l)
,

而急性肝损伤大鼠呼出气中
’℃排除峰值和血清中丙氨酸转氨酶(A叨

、

天冬氨酸转氨酶 (A叨
、

总胆汁酸邝B )A
、

碱性磷酸酶 (A K巧和总胆红素 ( T BI )L 含量均显著高于正常对

照组 (t 值分别为 8
.

15
,

.3 40
,

3
.

90
,

.4 83 和 4
.

12
,

P< .0 05 ) ;
’
℃ 快处置常数在两组间差异无显著性 (t =

.0 58
,

乃 .0 05 ;) 急性肝损伤大鼠 Ph
e B T

~

K 与血清 ALT 和 A K P 活度以及 rrB A 和 T BI L 水平呈负相关 (r

分别为一 74
、

一
3

、

刁.8 2 和刁 .6 7
,
尸值均小于 .0 05 )

,

而与血清 AsT 活度无相关性 (
; = 0

.

16
,

尸 >

.0 05 )
。

结论 自行设计的小动物呼气试验模型是进行呼气试验基础研究的有效工具 ; 动物 hP eB T
.

K

是 一项灵敏的分析指标
。
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lsC 或 陀 呼气试验已经应用 于消化系统疾病诊

断
。

采用稳定性核素
`
℃ 标记底物呼气试验具有安

全
、

无辐射和非侵害性的特点
,

目前正逐步成为临

床和基础研究的热门领域
。

选择适当的标记底物进行
’
℃ 呼气试验检测肝

脏细胞功能和肝脏功能储备被认为具有广阔的应用

前景
,

特别是其对肝脏移植前后肝脏功能的定量评

价具有独特的优势
, ,

·

2]
。

B u r k e
等I,最早采用 L

一

[l
一 ” C ]

苯丙氨酸呼气试验 ( L
一

[ l
一 ” C ]p h e n y l目an i n e b er a t h te s t

,

laC
一

hP eB )T
,

发现终末期肝病患者摄人 L
一

汇1
一 ’ 3
C] 苯

丙氨酸 ( L
一

[l
一 ’ 3

C ]p h e n y l al an i n e , ” C
一

p h e )后
”
e o :
排除

能力下降 4 / 5 以上
。

近年来一些研究者在不同的人

群中获得类似的结果 .14 5!
。

我们对乙型肝炎后肝硬

化患者的研究也取得有意义的实验结果 llo0

由于
’
℃ 0

:

呼气试验是通过检测患者呼出气中

试验底物代谢后的最终产物
’
℃ 0

:

的浓度来推断机

体内的生理过程和病理变化
,

试验的内在机制并不

十分明确
,

试验结果可能还会受一些因素的影响
,

因而限制了呼气试验在临床的广泛应用
。

故此进行

临床前的动物实验具有重要理论价值和现实意义
。

由于动物缺乏有意识的自主呼吸
,

这给动物呼气试

验带来了一定的难度
。

国外采用的动物呼气试验方

法有两种
,

即封闭容器法和呼气面罩法
,

但两者都

各自存在一些不足
,

本实验研究采用自行设计的小

动物呼气试验模型对正常和急性肝损伤大鼠进行
,

℃
一

hP eB T
,

以验证该试验方法的可行性和有效性
,

并提供有效的试验参数
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物

健康清洁级 S p ar g u e D a w le y ( SD )大 鼠
,

雄性
,

体重在 2 2 0 ~ 2 3 0 9
,

由复旦大学实验动物中心提供
,

大鼠饲养在健康清洁级动物室中
,

动物室 1 h2 光
-

暗交替
,

室温 ( 2 2土 1 )℃
,

湿度 ( 65 士5 )%
,

定时通风

换气
,

大鼠分笼饲养
,

自由进食常规颗粒饲料和饮

水
,

观察一周后
,

选取 2 8 0 ~ 2 9 0 9 的大 鼠 2 0 只
,

随机分为两组
,

每组 or 只
。

肝损伤模型复制完成

后急性肝损伤组大鼠重为 ( 270 .0 料 .9) 9
,

正常对照组

大鼠重为 ( 2 7 一7巧
.

2 ) g
。

1
.

2 S D 大鼠急性 C 1C
4

肝损伤模型的复制

实验器材和试剂
:
一次性使用无菌注射器 (上

海米沙瓦医科工业有限公司 ) ; 分析纯 C C以上海化

学试剂公司 ) ; 化学纯橄榄油 (上海化学试剂公司 ) ;

C 1C
4

用橄榄油稀释成 60 %的溶液备用
。

1
.

3 大鼠呼气试验模型的建立

主要仪器设备和试剂
:

( l) 电热恒温鼠兔两用解剖台 (张家港市生物医

学仪器厂 )
。

( 2) 哈佛 6 83 型小动物呼气机 H a vr adr A pp aer
-

t u s R o d e n 珑m al l a n im a l v e n t i l a t o r ( M o d e l 6 8 3 ; Hvar
a记

A P P a ar tu s ,

In e ,

S o u th N a t i e k
,

M A
,

U SA )
。

( 3) A PZ oo 3 气体同位素比值质谱仪 ( A n al iyt
c al

p r e e is i o n p or d u e t s
,

C h e s h ier
,

UK )
。

( 4 ) 10耐气体收集瓶 (u b c 。 u d
,

B u e k in hg
a m -s

h i er
,

U K )
。

( 5 )
`
犯

~

P h e
粉剂 由 15 0作C 公司生产提供 ( iM

-

a m i s b u嗯
,

o h i o
,

U S A )
,

化学纯度大于 9%9
, ’
3C 丰度

为 9 9%
。

实验过程
:

大 鼠称重
,

麻醉采用腹腔给予 5%戊巴 比妥

钠
,

剂量为 50 m酬k g 体重
。

将麻醉的大鼠仰卧位

固定在电热恒温小动物解剖台上
,

颈正中切 口
,

游

离气管
,

在游离段上剪一 T 型小 口
,

插人套管
,

用尼龙线结扎固定
,

手术面用生理盐水浸湿的纱布

覆盖
。

实验过程中内脏温度保持在 ( 37
.

5 土 .0 5 )℃
。

采用小动物呼气机进行机械通气 (小动物呼气机机

械原理见图 l )
,

给予含 2 1%氧气的空气
,

出气 口通

过软管直接通室内大气
。

机械通气潮气量为 .2 s ml
,

通气频率为 52 次 / m i n
,

呼
一

吸时间比 :1 1 .18 101
。

通气

15 im
n
后

,

用专用气样收集瓶采集呼 出气体 20
5 ,

作为本底
。

尾静脉弹丸给予 1
.

6% lsC
一

hP
e
生理盐水

溶液
, ’ 3c

一

hP
e
给药剂量为 20 m g / k g 体重

。

即刻开
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始收集呼出气样和注射完成后第 1
,

2
,

3
,

4
,

5
,

6
,

7
,

8
,

9
,

10
,

1 1
,

12
,

1 3
,

14
,

15
,

1 6
,

17
,

18
,

1 9
,

2 0
,

2 5
,

3 0
,

3 5
,

4 0
,

4 5
,

5 0
,

5 5
,

6 0m in 时关 29 次气样
,

气样收集时间每次均 为

2 0 5 。

应用气体同位素比值质谱仪测定样品中
’
℃ 丰

度得到各时相的 6
’
℃值 (输 ) :

右
, ,
C (%

。

)
= [( ” C% / ” C%

, d
)
一 l ]x l X() 0

其中
’℃%为样品中

’
℃ /

’
犯 xl oo %

, ’
℃% , ,

为国际标

准品 P D B ( P
e e d e e B e l e mn i t e ) 中

” C /
’
2C x 1 0( {跳

,

为

0
.

0 1 12 3 7 2
。

各时相的 6 ’ 3C 值减去 。 时相 (本底 ) 6
` 3
C

值得到该时相
’℃ 丰度的变化即 △各’

℃ :

么6
, 3C (嘛 )气(

’
3C% r̀

n一 ’ 3
C% 0 `

n

) /
, 3C%

川』x l (兀旧

lsC
一

hP eB T 呼气试验 参数
’
℃ 排除速率常数 (

’ 3C
-

hP eB T
一

)K 采用 w en is gn 等 191 的方法求得
。

结果在正常对照组和急性肝损伤大鼠组间的差异以

及呼气试验参数与常用肝损伤指标的相关性
。

2 结果

2
.

1 动物一般状态观察

c 1C
4

急性肝损伤大鼠活动减少
,

而正常对照组

动物无明显异常情况
。

.2 2 光学显微镜下组织形态学观察

正常大鼠肝脏小叶结构完整清晰
,

肝脏细胞呈

条索状延中央静脉放射排列 (见图 Za) ; 急性肝损伤

大鼠肝脏小叶结构破坏
,

肝小叶呈中央性变性 (浊

肿
、

胞浆疏松
、

气球样变 )和坏死 (见图 Zb 、 Zd )
。

输 出

(单向 )

— 连接导管

气 泵

图 1 小动物呼气机机械原理示意图

1
.

4 实验动物血液样品的采集

动物呼气试验结束
,

颈动脉采集血样
。

血样室

温下静置 3 0m i n
,

15X()
r / In i n 离心 (半径为 15 e m )

,

留取血清
,

IH AT C IH 7 1 70 型全 自动生化分析仪检测

血清丙氨酸转氨酶 (欲a n i n e

anr i n o t ar n s fe r a s e ,

A口 )
、

天冬氨酸转氨酶 (
a s p a rt a t e t r a n s a m i n a s e ,

A s T )
、

总

胆汁酸 ( t
o t al b i l e a e id

,

珊 A )
、

碱性磷酸酶 ( al k a l i n e

p h o s p h at a s e ,

A K p )和总胆红素 (t
o t al b i l iur m

,

T B IL )
。

放血后立即摘除大鼠肝脏
,

用冰冻过的生理盐水冲

洗干净
,

称量肝脏湿重
,

取肝脏相同部位组织一块
,

经 or % 中性福尔马林固定
,

蜡块包埋切片
,

常规苏

木素
一

伊红染色
,

光学树脂胶封片
。

1
.

5 数据处理和统计分析

结果用均数士标准差 ` 士 :
)表示

,

统计分析采

用 SSP S ll
.

0 软件进行两样本均数差别的 ` 检验和

相关性分析
。

比较呼气试验参数和各血液生化检查

图 2 正常 ( Za) 和急性肝损伤大鼠肝脏组织 H E 染

色 (Z b
一 Zd ) (2 (刃

x
)

.2 3 肝功能血液生化指标

正常对照组大鼠 A班 为 ( 4 6
.

6 0士 1 3
.

9 5 ) u / L ( 2 6
-

6 7 u / L )
,

A S T 为 ( 9 6
.

2 0士2 5
.

3 8 )U / L ( 6 8一 14 6 u / L )
,

T B A 为 ( 6
.

6 0料
.

6 7 )林m o

讥 ( l
一 15协m o l / L )

,

A K P 为

( 1 17
.

5 0 士2 9
.

7 6 ) U / L ( 7 2
一 15 6 U / L )

,

珊 IL 为 ( 1
.

6 5 士

0
·

18 )林m o l / L ( l 一 2
.

2林m o l / L ) ; 急性肝损伤组大鼠血

清 A LT 为 ( 6 0 4
.

3 0 士 2 1 6
.

0 0 ) tJ / L ( 3 6 3一0() 4 u / L )
,

A S T 为 ( 19 6
.

6 0 士5 8
.

6 3 ) u / L ( 9 5
一 3 8 7 u / L )

,

T B A 为

( 13 2
.

5 0 土 10 2
.

0 9 )林m o l / L ( 2 3一 3 6 8林m o l / L )
,

A K P 为

( 2 16
,

10药7
,

3 5 )U / L ( 1 2 9
一 3 1 8 U / L )

,

BT I L 为 ( 10
.

6 6士

6
.

9 0 )林m o l / L ( 4
.

6一 2 5
.

4 卜m o l / L )
,

其均明显高于正

常对照组 ( r 分别为 5
.

15
,

3
.

4 0
,

3
.

9 0
,

4
.

5 3 和 4
.

12
,

P< 0
.

0 1 )
。

.2 4
’
℃ 排除时相曲线

正常和肝损伤大鼠尾静脉弹丸给予
’℃

一

hP
e
后

半分钟内就能在动物呼气机排气口收集到代谢后产

生的
’
℃ 0 2 ,

其浓度迅速升高
,

绝大多数大 鼠 (正常

组为 9 / 10
,

肝损伤组为 8/ 10) 在注射后 Zm in 时呼出
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,

J a n u

叼 2峨x场
,

V ol 30
,

No
.

l

气中
’
℃ 达到峰值

,

随后缓慢下降
,

所有大鼠 60 m in

内的
’
℃ 排除时相曲线呈尖锐平滑的单峰 (见图 3 )

。

物呼吸抑制从而导致实验的失败
。

呼气试验气样测

量装置分为单样测量仪 !刀和连续气流测量仪 181 两种
,

由于后者制造技术难度较大
,

造价更为昂贵
,

所以

较少为研究者使用
。

本次大鼠呼气试验的实验研究

首次采用动物呼气机机械通气结合气体收集瓶间断

点采样方式
,

此方法的优点首先在于采用机械通气

能够长时间维持动物在常态下的生命体征和生理指

标
,

避免麻醉剂对动物呼吸中枢功能
、

血液循环和

内脏器官功能等的影响 ; 其二
,

改装后的通气机械

可以尽可能减小气体收集死腔
,

提高测量的灵敏

度 ; 其三
,

采用间断点气样收集方式可以降低
’
℃

检测设备的技术配置要求
,

降低仪器成本
,

便于试

验方法的应用推广 ; 另外
,

采用静脉给药和机械通

气相结合的呼气试验方法特别适合于临床重症疾病

昏迷期不能 口服给药和进行有效自主呼吸的患者
。

肝脏在氨基酸代谢和蛋白质合成中起到重要的调节

作用
,

而肝脏的损害会造成这些调节功能的破坏
,

研究显示
,

血浆氨基酸清除与肝脏能量产生和肝性

脑病患者生存率相关
,

氨基酸血浆清除率能够反映

肝细胞功能以及肝脏功能储备
,

预测外科手术干预

的预后
,

但是由于该项检查实验室操作复杂耗时
,

所以氨基酸清除试验也没有得到广泛的临床应用
。

P h e
是人体 8 种必需氨基酸之一

,

不能在体内代谢

产生
,

必须由食物提供
,

摄人后主要在肝脏代谢分

解
。

研究发现
,

肝病患者静脉给予 hP
e
后

,

其体内

清除损害与酪氨酸生成障碍相一致
,

中央静脉 hP
e

血浆清除率与总氨基酸血浆清除率高度相关
。

所

以
,

理论上可以采用
’
℃

一

hP
e B T 检测肝细胞功能和

肝脏功能储备
。 ’ 3C

一

Phe 在体内代谢最后产生
’
犯 0

2

的过程如图 4 所示
。

000005050
1勺ē22

刁.,ó

ǎ求)切
代1刃心

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0 4 5 5 0 5 5 6 0

时间 ( m i n )

. 为正常对照组 ( n 二】0)
,

O 为 C CI
;

急性肝损伤组 (=n IO)

图 3
,3
C
一

hP
e
B T

”
C排除时相曲线

2
.

5
, 3
C
一

hP
e B T试验参数

正常对照组大鼠
’
℃排除峰值 ( 170 .6 5士22 .8 5) 骗

小于急性肝损伤组 ( 2 04
.

33 月 5
.

80) 输
,

两者之间差异

有显著性 ( t
= .2 5 1

,

尸 0<
.

0 5 ) ; 正常和急性肝损伤大鼠

lsC 排除时相曲线显示
,

静脉给予
’
℃

一

hP e2 0gm k/ g体

重
, ’
℃排除均分为快

、

慢两个时相
,

比较正常对照

组的快 (时相 )处置常数
、

慢处置常数 (即
’
犯

一

排除速

率常数
, ’
℃

-

P h e B -T K )和急性肝损伤组大鼠快 (时相 )

处置常数
、

慢处置常数
,

两组之间快处置常数差异

无显著性 ( :习 .5 8
,

J洲〕
.

05 )
,

慢处置常数差异非常显

著 (`=5
.

4 0
,

尸 0<
.

X() l )
,

见表 l
。

表 1 c C七急性肝损伤大鼠和正常对照组呼气试验参数的对比 (、 , )

3I C排除峰值
’
℃快处置常数

’
℃慢处置常数

(%
。
) ( x l o七 1 1记 ) (

x l o与 l i n
一 ,

)

急性肝损伤组 2 04
.

3 3土 3 5
.

8 0 9 .4 6士 3
.

2 7 2 .4 5士 0
.

2 5

( n = 10 ) ( 1 3 3
.

2 7一 2 6 5
.

19 ) ( 2 2 -6 1 3
.

1 5 ) ( 2
.

0 3一 2
.

7 9 )

正常对照组 1 7 0
.

6 5玫2
.

8 5 10
.

17士2
.

10 2 .9 8士Q 19

( n = 10 ) ( 13 5
.

0 2 一 2 0 7
.

3 2 ) ( 7
.

7 4一 13
.

10 ) ( 2 7本 3
.

2 9 )

尸 值 < .0 0 5 >0
.

0 5 司习0 1

注
: ’
℃ 慢处置常数即为

1℃甲 heB -T K

.2 6 急性肝损伤

大鼠 P h e B T
一

犬与血清 A计 (
; = 一0

.

7 4
,

尸 < 0
.

0 5 )
、

AKP (
; = 一0

.

7 3
,

P< O 0 5 )
、

T B A (
: = 一0

.

8 2
,

P < 0
.

0 1 )以

及 T B IL ( ; = 一0
.

6 7
,

尸 <0
.

0 5 )水平呈负相关
,

而与血

清 A S T 无相关性 ( ; = 0
.

16
,

尸 > 0
.

0 5 )
。

L
一

【I
一

叱 ]苯丙氨酸

丰
苯丙氨酸” 化酶

酪 氨 酸

牛
酪氨酸转氨酶

3 讨论 4
一

经苯丙酮酸

lsC O :
呼气试验出现以来也已被应用于实验动

物研究
,

动物呼气试验方法多采用封闭容器法 171和

呼气面罩法 181
,

两者均存在通气死腔较大和测量气

流会受腔内涡流的影响
,

进而影响测量方法的灵敏

度
。

另外
,

呼气面罩法由于实验动物需要麻醉
,

动

物个体间对麻醉的耐受性差异较大
,

往往会造成动

呱 ~ 一寸
4
一

” 苯丙酮酸氧化酶

黑 尿 酸

工
延胡索酞乙酞乙酸

丰 丰
延胡索酸 乙酞乙酸

图 4 L
一

〔l
一 1℃』苯丙氨酸在肝脏中分解代谢示意图
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l
,

J
a : l u a

ry 200 6
,

v o l 3o
.

N 。,
.

不同研究者附
l
分别对肝硬化者进行 口 服

,3
C
一

hP
e B T

结果显示
,

肝病患者
’ 3
C
一

hP eB T 参数降低
,

其降低

程度与部分血液肝功能生化指标
、

叫噪靛青绿检查

结果或 C hi ld
一

P ug h 计分存在不同程度的相关性
。

本实验采用 C C I
、

染毒 S D 大 鼠复制实验性急性

肝功能损伤模型
,

它是一种经典的实验性肝损伤模

型
。

C C I
;

通过对肝脏细胞的直接溶解作用及其活性

代谢产物对细胞膜结构的破坏作用
,

最终导致肝细

胞损伤乃至坏死
,

细胞内容成分渗人血液中
。

血清 A LT 和 A S T 检查是 目前最常用 的肝功能

指标
,

A LT 及 A S T 升高的程度在急性肝功能损害

时往往与肝细胞受损的程度相一致
,

而 A LT 对肝

细胞损伤更为敏感
,

急性肝损伤早期血清中 A ST/

A LT 比例会出现倒置 ll0]
。

血清 TB A
、

AK P 和 T BI L

也是常用的反映肝脏分泌和排泄功能的指标侧
。

肝

细胞与胆汁酸的生物合成
、

分泌
、

摄取
、

加工转化

都有密切关系
,

当肝细胞损伤或胆道阻塞时都会引

起胆汁 酸代谢的障碍
,

血液中 T B A 会明显升高
,

其升高的程度与其他肝功能试验以及肝脏组织学变

化极为吻合
,

在肝细胞仅有轻微坏死时
,

T B A 的

升高比其他检查更为灵敏 ; 同样
,

A K P 和 T BI L 也

会在肝脏疾患时由于肝细胞处理胆红素的能力下降

而增高
。

本次研究显示
,

急性肝损伤模型大鼠血液

中 A LT
、

A S T
、

T B A
、

A K P 和 T BI L 水平显著高于正

常对照组
, ’
℃

一

Phe B T一与血清 A LT
、

T B A
、

A K P 和

BT IL 呈负相关
,

而与血清 A s T 活度无相关性
,

另

外
,

血浆中 A LT 增加较快
,

A ST/ ALT 出现倒置
。

分析正 常对照 和 C C 1
4

急性肝损伤大 鼠
’ 3
C

-

hP
e BT 显示

, ’
℃ 排除峰值在两者之间存在显著差

异
,

急性肝损伤大鼠峰值显著高于正常大鼠
,

我们

认为这应该反映出急性肝损伤后大鼠血流动力学的

改变
。

文献报道 l” }
,

急性化学性肝损伤模型大鼠肝

脏总血流量增加 3 0 0% 一 5 0 0%
,

如此会加快
” e

一

P h e

在体内的分布和吸收过程
,

同时又由于肝损伤后肝

脏细胞对 Phe 氧化分解能力降低
,

这一对正反两方

面的因素又造成两组之间快处置常数差异无显著

性
。

根据药物代谢动力学原理
,

快处置常数主要 由

分布过程来决定
,

慢处置常数则主要由消除过程来

决定
,

药物在体内的半衰期由慢处置常数决定
`, 2]

。

研究显示
,

我们设计的以小动物呼气机为基本

辅助设备的动物呼气试验模型具有安全
、

方便
、

经

济实用和有效定量的特点
,

可以在今后作为各类呼

气试验基础研究的重要手段
。

动物呼气试验参数
,

℃
一

Phe B T
一

K 是一项灵敏的指标
。
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本干U协有乍力汗 U单位 (按字顺笔划为序 )
:

天津市协和医药科技有限公司

天津市第一中心医院

夭津市康赛生物技术有限公司

中山大学第二附属医院

北京大学第一医院

北京大学第三医院

四川省沪州医学院附属医院

军事医学科学院放射医学研究所

佛山市第一人民医院

苏州大学附二院

河北医科大学第二医院

南京市临床核医学中心

首都医科大学朝阳医院

复旦大学放射医学研究所

海南省人民医院
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