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反相高效液相色谱内标法检测球体培养猪肝细胞利多卡因代谢功能
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ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

徐　新１，陈　钟２

（１．南通大学附属医院药剂科，南通２２６００１；２．南通大学附属医院肝胆外科）

［摘要］　目的：采用反相高效液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）内标法测定培养的猪肝细胞利多卡因浓度，以初步评价球体培养的猪肝细

胞利多卡因代谢功能。方法：采用原位胶原酶循环灌注法分离猪肝细胞，以１×１０７／ｍｌ密度接种至无血清培养基中，分别采用

球体培养法和贴壁培养法培养０～７ｄ。分别于培养０、１、３、５、７ｄ在培养液中加入利多卡因１００ｎｇ／ｍｌ。用锥虫蓝拒染试验检

测培养肝细胞的活率；在倒置显微镜下观察肝细胞形态；采用ＲＰＨＰＬＣ内标法测定培养２４ｈ后上清液中利多卡因浓度。结

果：培养３～７ｄ，球体培养组肝细胞活率高于贴壁培养组（Ｐ＜０．０５）。球体培养２４ｈ后８０％～９０％的肝细胞形成多细胞球形

聚集体。培养１～７ｄ，球体培养组利多卡因浓度低于贴壁培养组（Ｐ＜０．０５）；两组在培养第３天时利多卡因浓度最低。结论：

ＲＰＨＰＬＣ内标法可用于测定培养的猪肝细胞利多卡因浓度，方法灵敏、准确、快速。高密度下球体培养猪肝细胞利多卡因代

谢功能高于贴壁培养，以培养第３天为最强。
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　　生物人工肝（ｂｉｏａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｉｖｅｒ，ＢＡＬ）是急性肝衰竭（ａ

ｃｕｔｅｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＡＬＦ）和等待肝移植患者的一种有前途的

治疗手段。猪肝细胞是最合适的异种肝细胞来源［１］。理想

的生物人工肝应当包含大量有功能的肝细胞。利多卡因试

验最能反映肝细胞Ｐ４５０系统的代谢功能［２］。为了探讨保持

肝细胞良好功能，本研究采用反相高效液相色谱（ＲＰ

ＨＰＬＣ）法，以盐酸萘唑啉为内标测定猪肝细胞培养液中的利

多卡因浓度，以猪肝细胞球体培养和贴壁培养进行对比研

究。结果表明本法准确可靠、简单快速，肝细胞球体培养有

助于提高培养肝细胞的功能。

１　材料和方法

１．１　仪器与材料　中国实验用小型猪（ｎ＝５），雌雄不限，体

质量２～４ｋｇ，由南通大学动物实验中心提供。ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ

１００（ＨＰ）高效液相色谱系统，包括ＬＣ２９０可变波长紫外检

测器、ＴＬ９９００色谱数据工作站；利多卡因对照品（中国药品

生物制品检定所）；内标盐酸萘唑啉（ＮａｐｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

Ｉｎｃ．）；胶原酶Ⅳ型、ＲＰＭＩ１６４０均购于Ｇｉｂｃｏ公司；甲醇为色

谱纯，其他试剂均为分析纯。

１．２　肝细胞分离和培养　采用原位胶原酶循环灌注法分离

猪肝细胞［３］。分离的肝细胞清洗后悬浮在 ＲＰＭＩ１６４０中。

肝细胞以高密度（１×１０７／ｍｌ）培养接种至含２００μｇ／Ｌ氢化

可的松、１ｍｇ／Ｌ肝细胞生长因子（ＨＧＦ）、１０μｇ／Ｌ表皮生长

因子（ＥＧＦ）、２０μｇ／Ｌ神经生长因子（ＮＧＦ）、１００μｇ／Ｌ胰岛

素，４μｇ／Ｌ胰高血糖素，６．２５ｍｇ／Ｌ转铁蛋白、１０ｍｇ／Ｌ亚油

酸、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、０．５ｇ／Ｌ牛血清白蛋白、３ｎｍｏｌ／Ｌ

硒酸钠、０．１μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、５０ｐｍｏｌ／ＬＺｎＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ、１５ｍｍｏｌ／ＬＮ２羟乙基呱嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、２００

μｇ／Ｌ头孢哌酮钠、１０万Ｕ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的无

血清ＲＰＭＩ１６４０培养液中，采用以下两种方式进行肝细胞

培养：（１）球体培养组，将上述接种物注入到预先用聚羟乙基

异丁烯酸被覆的培养瓶内，置于３７℃培养箱持续旋转培养７

ｄ（转速１２ｒ／ｈ）。（２）贴壁培养组，将上述接种物注入到预先

用鼠尾胶原覆盖的培养瓶内，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养

７ｄ，分别于培养０、１、３、５、７ｄ在培养液中加入利多卡因１００

ｎｇ／ｍｌ。

１．３　观察指标　（１）肝细胞存活率：用锥虫蓝拒染试验检

测。（２）肝细胞形态：用倒置显微镜观察肝细胞形态。（３）肝

细胞利多卡因代谢情况：在球体培养组和贴壁培养组的细胞

培养液中，分别收集１、３、５、７ｄ培养２４ｈ的上清液，测定利

多卡因浓度。样品处理及 ＨＰＬＣ色谱条件：精密量取培养上

清液０．５ｍｌ，置１０ｍｌ具塞刻度离心管中，加内标溶液（０．０５

ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，１ｍｏｌ／ｍｌ氢氧化钠溶液１００μｌ，涡旋１０ｓ，加入

氯仿５ｍｌ涡旋１ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ），弃水层取氯

仿层４ｍｌ，３７℃水浴氮气吹干，１００μｌ流动相复溶，２０μｌ进
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样。色谱柱为ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动

相为０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ４．０，含０．５％三乙胺）

甲醇（４０!６５）；流速：１ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２２０ｎｍ，灵敏度

０．０１ＡＵＦＳ。

１．４　统计学处理　结果用珚ｘ±ｓ表示。用ＳＴＡＴＳ６．０软件

进行方差分析（ＡＮＯＶＡ）。当Ｐ＜０．０５时，认为有差异有显

著性意义。

２　结　果

２．１　肝细胞存活率　培养１～７ｄ内球体培养组和贴壁培

养组肝细胞存活率见表１。培养０、１ｄ，两组间肝细胞存活率

均无统计学差异。培养３～７ｄ，球体培养组肝细胞存活率均

高于贴壁培养组（Ｐ＜０．０５）。

表１　培养肝细胞存活率
（％，ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

培养时间（ｔ／ｄ） 球体培养组 贴壁培养组

０ ９８．６±１．３ ９８．５±１．２

１ ９６．１±２．６ ９６．０±２．５

３ ９５．８±２．３ ９０．５±１．０

５ ９５．１±２．２ ８９．０±１．５

７ ９５．２±２．３ ８８．３±２．０

　Ｐ＜０．０５与贴壁培养组比较

２．２　肝细胞形态观察　球体培养２４ｈ后８０％～９０％的肝

细胞形成多细胞球形聚集体，其形态更接近于体内的肝细

胞，在以后培养的１周内，一直保持完整的多细胞球形聚集

体形态。贴壁培养１２～２４ｈ后肝细胞贴壁，培养５～７ｄ后，

部分肝细胞形态改变。

２．３　肝细胞利多卡因代谢情况

２．３．１　色谱分离结果　样品色谱分离结果见图１。

图１　样品分离色谱图

１：利多卡因；２：内标

２．３．２　线性关系　于空白培养基中加入标准利多卡因溶

液，配成已知浓度的标准液，与样品作同样处理，测定，以利

多卡因与内标的峰面积之比进行线性回归，结果表明，在１～

１２０ｎｇ／ｍｌ范围内呈良好的相关性。线性方程为Ｙ＝０．２９３４

Ｘ－０．００５６６１（ｒ＝０．９９９４）。

２．３．３　回收率和精密度　分别取１０、５０和１００ｎｇ／ｍｌ浓度

的标准液，依法测定，计算回收率和精密度，结果见表２。

表２　回收率和精密度测定结果
（％）

利多卡因浓度
（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１）

天内

平均回收率 精密度

天间

平均回收率 精密度

１０．０ ９９．６ ４．５ １０１．２ ３．２

５０．０ １００．１ ３．２ １００．２ ４．１

１００．０ ９８．３ ３．８ ９８．６ ２．３

２．３．４　利多卡因浓度测定结果　两组肝细胞培养上清液利

多卡因浓度测定结果见表３。统计学处理结果表明，培养

１～７ｄ，球体培养组利多卡因浓度均低于贴壁培养组（Ｐ＜

０．０５），提示球体培养的肝细胞利多卡因代谢功能强于贴壁培

养的肝细胞。两组在培养第３天，利多卡因浓度均降至最低。

表３　培养肝细胞利多卡因浓度
（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１，ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

培养时间（ｔ／ｄ） 球体培养组 贴壁培养组

０ ９９．５６±０．００ ９９．５６±０．００

１ １０．０６±３．７３ １５．３２±３．０１

３ ６．８３±２．０２ ９．５６±４．１２

５ ７．４９±２．６１ １０．０６±２．８３

７ １０．４５±３．０７ １４．７２±３．２８

　Ｐ＜０．０５与贴壁培养组比较

３　讨　论

　　动物实验及初步临床试验表明生物人工肝是治疗肝功

能衰竭的一种有效方法，但其临床应用尚有一些问题有待解

决。肝细胞作为生物人工肝的生物材料必须具有特异性功

能并且可满足患者的要求，但普通方法体外培养的肝细胞

很快失去其分化功能。因此，如何保持培养肝细胞的功能是

目前生物人工肝研究的热点之一。

　　贴壁培养是将培养瓶壁预先用鼠尾胶覆盖促使肝细胞

贴壁。通常情况下，肝细胞的形态和功能可维持１～２周。

但在高密度培养情况下，培养７２ｈ后，肝细胞存活率和功能

便降低。本研究将分离的肝细胞注入到预先用聚羟乙基异

丁烯酸被覆的培养瓶中旋转培养，以限制肝细胞贴壁，促进

肝细胞球形聚集生长。实验结果表明，采用球体培养方法２４

ｈ后８０％～９０％的肝细胞形成多细胞球形聚集体，其形态更

接近于体内的肝细胞，在培养１周内细胞活率保持在９５％以

上。

　　肝脏的Ｐ４５０系统是正常肝脏功能的重要组成部分。该

系统直接完成肝脏转化和代谢功能。生物人工肝是否具有

Ｐ４５０系统的作用，成为评价其人工肝性能的可靠与实用的

指标。而其中最能反映Ｐ４５０系统代谢功能的当属利多卡因

试验。
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　　利多卡因的化学结构是双乙基甘氨酰二甲苯。９０％以

上的利多卡因在肝内经Ｐ４５０系统氧化代谢，Ｎ位去乙基化

生成单乙基甘氨酰二甲苯胺和甘氨酰二甲苯胺。

　　文献报道生物样品中利多卡因的检测方法有ＴＤＸ荧光

偏正免疫法（ＦＰＩＡ）、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）、气相色谱质

谱联用法（ＧＣＭＳ）、液相色谱质谱联用法（ＬＣＭＳ）、高效毛

细管电泳法（ＣＺＥ）等［４，５］。其中ＦＰＩＡ易受到一些内源性物

质的干扰，其结果可靠性差。色谱质谱联用资金投入较高，

其使用受到限制。ＨＰＬＣ具有专属性强、样品用量少、检测

灵敏度高、稳定性好、快捷方便等特点，但外标法因提取过程

和进样量引起的误差较大，所以本文建立了ＲＰＨＰＬＣ内标

法测定培养猪肝细胞利多卡因代谢功能，结果更为准确。本

研究在强碱性条件下以氯仿提取，内标与利多卡因的提取率

均很高，保证了方法的检测限和灵敏度。同时在碱性条件下

提取，杂质含量少。在此色谱条件下测定，无干扰、准确、简

便、快捷，适用于肝细胞培养液中利多卡因的浓度测定。

　　本研究结果表明，培养３～７ｄ，球体培养肝细胞的存活

率高于贴壁培养肝细胞（Ｐ＜０．０５）；培养１～７ｄ，球体培养肝

细胞利多卡因浓度均高于贴壁培养肝细胞（Ｐ＜０．０５）；所建

立的ＲＰＨＰＬＣ内标法在１～１２０ｎｇ／ｍｌ范围内呈良好的相

关性，回收率和精密度均较高，提示可将 ＲＰＨＰＬＣ内标法

用于初步评价球体培养的猪肝细胞利多卡因代谢功能，方法

准确可靠、简单快速。此外，本研究还发现，培养第３天，球

体培养组和贴壁培养组利多卡因浓度均降至最低，提示培养

的肝细胞利多卡因代谢功能在培养３ｄ左右较好。Ｐｏｙｃｋ
等［６］研究发现，１５℃低温保存的猪肝细胞，其利多卡因消除

第３天明显升高；Ｌｏｒｅｎｔｉ等［７］研究猪肝细胞培养外源性基

质的重要性时也发现利多卡因代谢物在第４天达到最高。

本研究结果与文献报告基本一致。
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