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大鼠无肝状态小肠 !"#$%& 酶活性增强和 ’()%表达增高及芬太尼肝外代谢

李玉萍!，顾健腾!，陶国才!，向学凤&，杨* 波& * * （第三军医大学西南医院：!麻醉科，&药理基地，重庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 研究无肝期前后芬太尼血药浓度变化及其代谢酶 ,-.+/! 在大鼠小肠活性的改变和基因表达的变
化，探讨无肝期芬太尼的代谢及其形成原因。方法 * 分两部分实验：实验一，&" 只大鼠随机分成对照组和阻断肝门组
（! 0 !"），1, 2 34 2 34法测芬太尼血药浓度，观察无肝期前后芬太尼的代谢；实验二，+" 只大鼠随机分为 + 组（! 0 !"）：
!为对照组（5! 组）；"阻断肝门 +" 678 组（5& 组）；#阻断肝门 )" 678 组（5+ 组）。采用逆转录聚合酶链式反应
（9:#.,9）检测各组 ,-.+/! 69;/的表达，荧光比色法检测 ,-.+/! 酶的活性。结果* 无肝期组芬太尼浓度下降比对照
组明显减慢（" < "= "$），但仍有下降趋势。小肠组织 ,-.+/! 酶的活性和 69;/ 表达水平 5&、5+ 组均明显高于 5! 组。
5& 组与 5+ 组差异无统计学意义（" > "= "$）。结论* 芬太尼主要在肝脏代谢，无肝期小肠 ,-.+/!69;/表达上调，酶活
性增加，可能为无肝期芬太尼肝外代谢的机制之一。
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* * %>6+5/*+：!"#$%&’($* :K 78XIQH7CGHI HRI XGP7GH7K8 KN NI8HG8TS LK8LI8HPGH7K8 G8W HRI CI8I IZBPIQQ7K8 G8W
GLH7X7HT KN PGH 78HIQH78GS LTHKLRPK6I .%$" +/! 78 G8RIBGH7L BRGQI= )$&*+,-* :RI IZBIP76I8H UGQ LK6BP7QIW KN
& QHIBQ= 4HIB !：:RI PGHQ UIPI PG8WK6ST W7X7WIW 78HK IZBIP76I8HGS CPKAB（CPKAB /&，A8WIPUI8H KLLSAQ7K8 KN HRI
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5+（ HRI PGHQ A8WIPUI8H WIXGQLASGP7]GH7K8 KN HRI RIBGH7L BKPHGS NKP +" KP )" 678）= :RI SIXISQ KN ,-.+/! 78 PGH
Q6GSS 78HIQH78I UIPI GQQIQQIW U7HR 9:#.,9 G8W HRI I8]T67L GLH7X7HT KN ,-.+/! UGQ WIHILHIW \T NSAKPK6IHPT=
.$-/0&- * [I8HG8TS LK8LI8HPGH7K8 78 G8RIBGH7L BRGQI WPKBBIW 6KPI QSKUST 78 CPKAB /& HRG8 CPKAB /!
（" < "^ "$），\AH QH7SS PI6G78IW WIQLI8W78C= :RI CI8I IZBPIQQ7K8 G8W HRI I8]T67L GLH7X7HT KN ,-.+/! 78 PGH
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* * ?2. @7516：NI8HG8TS；,-.+/!；G8RIBGH7L BRGQI；BSGQ6G LK8LI8HPGH7K8；9:#.,9；NSAKPK6IHPT

* * 芬太尼是肝移植手术常用的麻醉性镇痛药，主要
通过细胞色素 .%$"（ LTHKLRPK6I .%$"）系统在肝脏代
谢，在人体和大鼠相关代谢酶分别主要为 ,-.+/%、
,-.+/!。细胞色素 .%$" 属于血红素蛋白基因超家
族，编码一系列代谢酶系统，参与各类不同结构亲脂性
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化合物的生物转化，增强代谢物水溶性，利于排出体

外，从而降低外源物对机体靶器官的毒性效应。以往

的研究表明大鼠肝血流阻断后异丙酚代谢酶基因表达

增强［!］。这可能是肝移植手术无肝状态下异丙酚能

维持稳定药代动力学的原因。国外研究显示芬太尼存

在肝外代谢［&］，但对其肝外代谢的途径和机制均不明

确。本实验以大鼠为动物模型，小肠为研究对象，观察

肝血流阻断前后芬太尼的血药浓度及细胞色素 .%$"
酶系中芬太尼代谢相关 ,-.+/! 酶活性的变化，并通
过 9:#.,9了解酶活性改变的机制，为探讨芬太尼肝
外代谢的途径及作用机制提供依据。
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第 ! 期" 李玉萍，等#大鼠无肝状态小肠 $%&’() 酶活性增强和 *+,(表达增高及芬太尼肝外代谢"

!" 材料与方法

)# )" 主要试剂与仪器
" " 芬太尼标准品（中国药品生物制品检定所），正己烷（进
口）、甲醇、浓氨水均为分析纯；枸橼酸芬太尼注射液为湖北宜

昌制药厂产品（生产批号 -!-.-)/.），01&$ 购于美国 234*5 公
司，67389: +,(提取试剂盒购于北京天根生物制品公司，两步
法逆转录聚合酶链反应（+6/&$+）试剂盒为日本 6;%;<;公司
产品；&$+ =57>?7 为美国 &79*?45 公司产品。细胞色素 &@A-
亚酶 $%&’(活性比色法定量检测试剂盒为美国 B?C*?D 公司
产品，低温高速冷冻离心机（. E)A 型）， F .- G低温冰箱
（<$0..!. 型），&$+ 仪（ &6$.)A 型），核酸蛋白紫外分光光
度仪（2*57H/IJ?KH’--- 型），凝胶成像分析仪（<39/+5D 公司），
荧光分光光度仪（L,.A-- 型），高效液相色谱仪（(43:?CH ))--
型），质谱仪（(< M 6+(&型）。
)# ." 实验动物及分组
" " 2&L级雄性大鼠 A- 只，). N )@ 周龄，’A- N @-- 4。实验一：
.-只大鼠分为对照组（()）和处理组（(.）（每组 )- 只），处理组
夹闭肝门后两组均由右股静脉缓慢输注芬太尼（.- !4 O >4）。实
验二：’-只大鼠分为 ’组，每组 )-只，<)为对照组，<.为阻断肝
门 ’- *3C组，<’为阻断肝门 P- *3C组。
)# ’" 无肝动物模型的建立
" " 参照文献［)］制作，具体步骤为：采用乙醚将大鼠麻醉后，
右侧颈深静脉置入 .@ 号静脉留置针，用于采血。右股静脉切
开，植入 )# - 号硅胶管，用于注射药物和输液。纵行开腹，游离
肝动静脉及胆总管，用动脉夹夹闭阻断入肝血流，无菌纱布覆

盖切口防止污染。

)# @" 血样采集和处理
" " 乙醚麻醉大鼠，右股静脉切开，植入 )# - 号硅胶管，() 组
直接，(. 组于肝门夹闭后静脉注射芬太尼 .- !4 O >4，分别于注
射后 )、.、’、A、)-、)A、.-、’-、@A、P-、!A、Q- *3C时间点由颈静脉
各采血 -# A *:，同时回输等量乳酸林格液。于装有血样的 1J
管中加入内标液氨基比林（)- !4 O *:）)- !: ，漩涡混合 ’- I，加
入 -R . *:的浓氨水（JS T )’# -）振荡混匀 ) *3C，再加入正己烷
)R . *:，振荡混匀 ) *3C，离心 .- *3C（’ A-- 7 O *3C）静置)- *3C，
然后取上清液 )# - *:，室温下氮气吹干。向吹干的 1J 管中加
入 )-- !:甲醇，振荡 ) *3C，离心（)’ --- 7 O *3C）A *3C后取上清
液 U- !:进样分析。
)# A" 芬太尼标准曲线绘制及样品血药浓度测定
" " 参照文献［’］采用 V$ O =2 O =2 方法建立标准工作曲线，流
动相：甲醇W甲酸 T Q-W )-；柱温：’- G；色谱柱：$)U；质谱条件：

芬太尼：M) O M’ T ’’!# )- O )UU# --；0X?Y T .-- *I；0& T @.R ’-；
$1 T .Q# )-；$1& T ).# )’；$Z& T .# !-；氨基比林：M) O M’ T
.’.R )- O ))’# --；0X?Y T .-- *I；0& T .@# --；$1 T )!# --；$1& T
))R A；$Z& T .# .-；标准曲线方程 ! T -" -)A P# [ -# --! .)（ $ T
-R QQQ !）。根据设定条件测定各样本中芬太尼的血药浓度。
)# P" 小肠组织的取材
" " <) 组大鼠直接开腹截取距胃幽门 @ K* 处小肠组织，<.、
<’ 组分别阻断肝门 ’-、P- *3C后截取距胃幽门 @ K*处小肠，’
组标本均用 @ G盐水洗涤后液氮冻存备用。

)# !" $%&’() 酶活性的检测
" " 苄氧基异吩口恶 唑 ;/脱烷基化酶（ !/\?C8]:9^]7?I97Y_3C
;/D?5:>]:5H5I?；<+;0）的活性是 $%&’() 的诊断标记，其基于
<+;0选择性催化 $%&’() 的活性，乙氧基异吩口恶唑（!/\?C8]/
:9^]7?I97Y_3C）在苄氧基异吩口恶唑 ;/脱烷基化酶的催化下，转化
为羟基异吩口恶唑酮（ 7?I97Y_3C）后荧光峰值的变化（激发波长 A’-
C*，散发波长 AQ- C*），来定量测定 $%&’() 的活性。组织匀
浆后根据试剂盒说明严格操作，并根据试剂盒中已给出的各标

准品的浓度值及实验所测荧光读数，构建标准曲线，纵坐标（%
轴）为相对荧光单位，横坐标（Z 轴）为不同稀释比例标准羟基
异吩口恶唑酮浓度值（纳摩尔）。根据标准曲线计算样品羟基异

吩口恶唑酮浓度。

" " 样品活性 T［羟基异吩口恶唑酮浓度（C*9:）‘样品稀释倍
数］a［样品总容量（*:）‘ )-（*3C）］a［样品蛋白浓度（*4·
*: F)）］（C*9:·*4 F)·*3C F)）

)# U" $%&’() 基因的 +6/&$+测定
" " 按照 6+bc;V +,( 提取试剂盒说明书提取小肠组织总
+,(，引物由上海生工生物工程公司合成，所用大鼠 $%&’()
和 "/5KH3C引物如下：$%&’()（@AA \J）上游引物：Ad/(B6$B6$/
$6BB6B$6$$6$6($/’d，下游引物：Ad/6B$$6B6$6$$B$$6$6/
6B$66/’d；"/5KH3C（..Q \J）上游引物：Ad/6B$$6B6$6$$B$/
$6$66B$66/’d，下游引物：Ad/$BB($6$(6$B6($6$$6B$6/’d。
用两步法 +6/&$+试剂盒进行逆转录和 &$+ 扩增反应，扩增
产物经琼脂糖凝胶电泳，紫外分光密度扫描，并以共同扩增的

"/5KH3C 蛋白基因作为内参照，二者扩增条带密度之比表示
$%&’() 的表达水平。
)# Q" 统计学方法
" " 计量资料用 !# e %表示。采用 0(2 .# - 软件计算各实验组
消除半衰期参数，2&22 )’# - 软件进行统计学分析：血药浓度方
面数据采用重复测量数据方差分析，基因条带光密度值和酶活

性方面数据采用单因素方差分析。

#" 结果

.# )" 大鼠无肝期前后芬太尼血药浓度变化
" " 两组血药浓度时量变化趋势见图 )。单次剂量芬太尼注射
后，无肝期组（(.）较对照组（()）芬太尼血药浓度曲线下降速
度明显放缓。由 0(2 .# - 软件计算得出无肝期组芬太尼消除
半衰期［（!# U!A e )R .@)）f］较对照组［（A# ’.’ e )# UAU）f］
明显延长（& g -R -)）。
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!" !# 大鼠小肠无肝期前后 $%&’() 酶活性变化
# # 与对照组（*) 组）比较，阻断肝门 ’+ ,-.（*! 组），阻断肝
门 /+ ,-.（*’ 组）$%&’() 酶活性差异有统计学意义（ ! 0
+1 +2），均明显增强（图 !）。
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3：! 0 +" +2，与对照组比较
图 !" 大鼠小肠组织对照组与夹闭肝门不同时间点
（#$、%$ &’(）酶活性比较

!" ’# 无肝期大鼠小肠 $%&’() 基因的 456&$4结果
# # 如图 ’ 所示 ’ 组大鼠小肠组织扩增条带。以 $%&’() 和
!6378-. 扫描密度值的比值为相对密度，代表各组大鼠 $%&’()
,49( 的表达水平。阻断肝门 ’+ ,-.（*! 组）（+" :’ ; +" )2）、
/+ ,-.（*’ 组）（+" :< ; +" )=）时，大鼠小肠组织 $%&’() 的基
因表达水平明显高于对照组（*) 组）（+" :+ ; +" )2）（! 0
+1 +2）；*! 与 *’ 两组相比较，$%&’() 的基因表达没有统计学
意义（! > +" +2）。
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?：标准；)：对照组；!：阻断肝门 ’+ ,-.组；’：阻断肝门 /+ ,-.组
图 #" 无肝期大鼠小肠组织 )*+#,- &./,的 .01+).结果

#" 讨论

# # 芬太尼是人工合成的强效麻醉性镇痛药。镇痛作
用机制与吗啡相似，为阿片受体激动剂，作用强度为吗

啡的 /+ @:+倍。与吗啡和哌替啶相比，其作用迅速，维
持时间短，不释放组胺、对心血管功能影响小，能抑制气

管插管时的应激反应。因此备受临床工作者青睐，是目

前麻醉镇痛的主要使用药物。肝脏是芬太尼代谢的主

要器官，国外有研究表明芬太尼存在肝外代谢，但肝外

代谢对其降解，尤其在无肝状态时的作用并不明确。

# # 本实验以夹闭大鼠肝门模拟肝移植无肝期状态，
单次静脉注射芬太尼后，观察阻断入肝血流前后芬太

尼血药浓度变化情况，结果显示无肝期组血药浓度衰

减明显比正常对照组减慢，消除半衰期延长。在失去

肝脏的情况下，芬太尼的代谢显著下降，表明肝脏是芬

太尼的主要代谢器官。但是随着无肝期时间的延长，

芬太尼血药浓度逐渐呈下降的趋势，说明芬太尼可能

存在肝外代谢途径。同时我们对阻断入肝血流后不同

时段小肠中 $%&’() 酶的活性和 ,49( 水平进行测
定，结果显示在肝动静脉夹闭 ’+ ,-. 和 /+ ,-. 后
$%&’() 酶的活性和 ,49(表达水平显著升高。提示
无肝状态下机体通过上调 $%&’() 的转录水平，增强
小肠该酶的活性，从而增强小肠对芬太尼的代谢能力，

这可能是芬太尼肝外代谢的机制之一。研究中发现在

夹闭 ’+ ,-.和 /+ ,-. 两个时间点 $%&’() 酶的活性
和 ,49(表达水平无明显差异，我们考虑可能与实验
中所观察时间较短有关，但是其否存在时间依赖性尚

需进一步实验来验证。

# # 在 $%& 超家族中，涉及芬太尼代谢的 $%&’( 亚
家族成员为 $%&’(A（人），其在大鼠体内的同源蛋白
为 $%&’() B !［A，2］。肠内 $%&A2+ 酶主要为 $%&’(A
亚族，分布于上皮细胞［/］。且 $%&’(A 的底物覆盖面
很广，如地西泮，咪达唑仑，芬太尼，阿芬太尼，胺碘酮

等。它主要通过 $6或 96脱烃和 $6羟化反应来代谢药
物。$%&’(的表达受多种因素影响，目前研究认为主
要受性别，年龄，营养状况及激素水平（包括性激素、

糖皮质激素、胰岛素、生长激素等）及全身和局部病理

反应如炎性细胞因子的影响，此外有诸多 &A2+ 同工酶
的特异性诱导和抑制药均影响该酶系的表达。C-.
等［<］报道 $%&’(,49(的表达可被地塞米松增强，且
呈剂量依赖性；而脂多糖（D&E）、肿瘤坏死因子（59F）
则减少 $%&’(,49(的表达从而影响药物的代谢［:］。
另外生长激素的分泌模式也会调节 $%&A2+ 的表
达［=］。$%&’(转录激活的分子机制非常复杂，很多核
受体包括糖皮质激素受体（G4）、孕烷 H 受体（&H4）、
维生素 I 受体（JI4）和组成型雄甾烷受体（$(4）都
可能发挥作用。研究显示［)+］石胆酸（ D$(）能激活
&H4并诱导 $%&’(表达，从而加速 D$(转化为亲水的
KL!D$(，使其利于排出体外，减少由于胆汁淤积造成的
肝损伤，起到保护肝脏的作用。肝移植无肝期机体的内

环境发生变化，体内细胞因子、激素水平、电解质的变化

都可能使肝外器官 $%&’(的活性发生改变而影响芬太
尼的代谢。本实验表明大鼠小肠中 $%&’(的基因表达
在无肝期 ’+、/+ ,-.比无肝期前明显增强，这可能与无
肝期前后内外源性物质的改变有关。

# # 参与药物代谢的肝外组织包括血浆、皮肤、脑、肺、
肾脏、肾上腺、胃肠道等［))，)!］。有研究报道［)’］细胞膜

转运蛋白———阴离子转运多肽6’（338M6’）在肾脏表达
水平的改变可以影响肾脏对药物的清除；同样，无肝期

大鼠小肠 $%&’() 基因表达增强，在一定程度上说明
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肝外药酶活性增强可影响药物的代谢。至于无肝期究

竟哪些因素促使 $%&’() 表达增强，及其表达增强是
通过何种途径产生的，均需通过进一步研究才能确定。
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经口检查者术后 ) b3 I内，可能有短暂的咽喉部疼痛，同时咽喉

壁因麻醉的关系，产生异物感，患者有咳出分泌物的反射。此时

不能勉强咳出分泌物，以免引起黏膜破损；同时可用复方茶多酚

等漱口液消毒，也可含服润喉片以减轻症状，利于恢复［’］。若从

下消化道进镜者应注意做好肛周护理，让患者卧床休息。

3# L# 3" 密切观察生命体征的变化 " " 少数患者可出现腹痛、

腹胀，可嘱患者下床活动或者按摩下腹部，以促进肠蠕动利于

肠道内的气体排出。若腹痛未缓解或排血便者，要严密观察腹

痛的性质、部位、程度，以及大便的颜色、量，如发现剧烈腹痛、

腹胀、面色苍白、心率加快、血压下降等表现提示胃肠穿孔。大

便次数增多提示肠出血，应及时报告医生。

3# L# ’" 饮食护理" " 检查完毕后 ) 9左右可进食，或待患者作

呕吐反射后进食［3］。以易消化的流质或半流质饮食为宜，有取

活检者进食温冷的食物，忌食对消化道黏膜有刺激性的食物。

3# L# L" 器械处理" " 检查完毕后将小肠镜进行初步清洁，然

后对内镜进行全管里路的冲洗和浸泡消毒。而后所有仪器、附

件消毒后吹干备用。

!" 讨论

" " 我科室对 ))5 例患者行双气囊小肠镜检查过程顺利，检查

过程中未发生严重并发症，检出阳性率达 ]]# 1c。在护理配合

上我们术前作了耐心的解释，帮助患者消除紧张、恐惧心理，使

其积极配合检查。并通过严格的肠道准备及术中熟练的配合，

既缩短了检查时间，又减轻了患者的痛苦，提高了小肠镜检查

的质量。

" " 在检查操作中应注意因镜体较长，安装时注意保护好前端

部，切勿碰及坚硬物体，勿折角。启动主机、气泵，检查内镜注

水、注气以及吸引通道是否通畅，气泵自动充气功能是否良好。

另外还要准备心电监护仪、吸氧装置、注射针、活检钳、美蓝染

色剂等。

" " 此外，行双气囊小肠镜检查，患者容易出现恶心、呕吐、腹

痛、腹胀等不良反应，而这些副反应缺乏特异性，且行该检查的

患者本身往往就有消化道的疾患，镜检的副反应易与疾患本身

的症状相混淆，应引起足够重视，应备好解痉阵痛药物，并及时

检查报告。
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