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Abstract
AIM: To establish equations to define portal 
pressure based upon perfusion velocity in iso-
lated chronically injured rat liver.

METHODS: Chronic liver injury was induced 
in Wistar rats using carbon tetrachloride. The 
liver index and pathological changes were re-

corded. On days 0, 28, 56 and 84 after induction 
of chronic liver injury, the hepatic artery, portal 
vein and hepatic vein were cannulated. The 
residual blood in the isolated liver was elimi-
nated with Krebs-Henseleit solution through the 
hepatic artery. Portal vein perfusion velocities 
were precisely controlled between 2 500 μL/min 
to 15 630 μL/min with a pump. The pressure 
(mmHg) was monitored using the BL-420S 
physiological experiment system. The equations 
for estimating portal pressure were developed 
using Prism-4 software, and median velocities 
and their 95% confidence intervals were calcu-
lated.

RESULTS: On days 0, 28, 56 and 84, the equa-
tions for estimating portal pressure (mmHg) 
based on the logarithmic velocity (μL/min) in 
isolated rat liver were y = -0.1428+1.1423/[1
+10(13.805-3.84x)] (r2 = 0.9996), y = -0.1570+1.419/ 
[1+10(4.666-1.27x)] (r2 = 0.9958), y = 0.05106+0.96594
/[1+10(10.877- 2.958x)] (r2 = 0.9987), and y = -0.09893
+1.406/[1+10(4.3-1.158x)] (r2 = 0.9989), respectively. 
The median velocities (95% confidence intervals) 
were 3.595 (3.561-3.628), 3.674 (3.285-4.064), 3.677 
(3.614-3.740) and 3.713 (3.449-3.977), respectively.

CONCLUSION: The equations for estimating 
portal pressure based on the logarithmic veloc-
ity in isolated rat liver are similar at different 
time points during the progression of carbon 
tetrachloride-induced chronic liver injury. A dry 
model of systems biology for portal pharmaco-
dynamics could be derived from the increased 
median perfusion velocities.
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摘要
目的: 建立灌流流速所决定的慢性各阶段肝
损伤大鼠离体门脉压力方程.
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■背景资料
慢性肝病患者具
有最终死亡和阶
段性进展的临床
特征. 其中, 门脉
高压是最主要的
致死性并发症. 既
往肝脏离体灌流, 
只能分析正常猪
或大鼠肝动脉灌
入的肝脏弹性.

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科



方法: 常规观察CCl4慢性肝损伤第0、28、
56、84天的肝脏系数与肝脏病 ,  大鼠肝动
脉、门脉和肝静脉插管, 经肝动脉冲净残血, 
门脉灌流状态下游离肝脏; 定量蠕动泵调节
门脉灌流流速(μL/min), 生物机能实验系统监
测压力(mmHg), 采用Prism-4非线型可变斜率
回归由对数流速所决定的压力效能方程式, 计
算半效对数流速及其95%的可信区间. 

结果: 在连续CCl4慢性肝损伤0、28、56、84
天, 由灌流数值流速(μL/min)决定的离体大鼠
门脉灌流压力(mmHg)效能方程分别为y = -0
.1428+1.1423/[1+10(13.805-3.84x)](r2 = 0.9996)、y 
= -0.1570+1.419/[1+10(4.666-1.27x)](r2 = 0.9958)、
y = 0.05106+0.96594/[1+10(10.877-2.958x)](r2 = 
0.9987)和y = -0.09893+1.406/[1+10(4.3-1.158x)]
(r2 = 0.9989); 半效对数流速(95%CI)分别为
3.595(3.561-3.628)、3.674(3.285-4.064)、
3.677(3.614-3.740)和3.713(3.449-3.977).

结论: 随着慢性肝损伤进展, 离体门脉灌流流
速所决定的压力方程具有不同系数和相同形
式的特征, 增高半效灌流流速可建立门脉舒张
潜能低下的系统生物学门脉药效干模式.

关键词: 慢性肝损伤; 离体灌流; 门脉压力方程; 大

鼠; 系统生物学
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0  引言

慢性肝病具有死亡率高[1]和临床阶段性特征[2]. 
最主要的门脉高压致死机制[3]未能得到猪[4]或

大鼠[5]离体灌流验证. 我们在前期实验中认识到

门脉高压病机的可逆转特征[6], 发现降低模型大

鼠CCl4性
[7]、免疫性[8]或胆管阻塞性[9]肝纤维化

门脉高压复方单体间的联合作用; 肝外门脉主

干离体张力和在体门脉压力不能解释单体联合

药理[10]; 我们提出肝内门脉局部压力调控主导

慢性肝损伤门脉高压发病机制的设想. 本实验

在CCl4慢性肝损伤门脉高压症大鼠造模前及第

28、56、84天, 观察定量灌流流速对离体门脉

压力的决定作用; 发现随慢性肝损伤进展, 离体

灌流速度决定的门脉压力方程的形式类似而系

数不同; 逐步增高的半效对数压力奠定了门脉

药效中医复方评价的系统生物学基础[11]. 
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1  材料和方法

1.1 材料 体质量200 g±13 g, ♂, Wistar大鼠16
只, 购于北京华阜康生物科技有限公司. 标准饲

料购自北京科澳饲料有限公司. 每日光照与黑

暗各12 h, 温度28 ℃±2 ℃, 湿度45%±2%, 自
由饮食. HX-1050恒温循环器为成都泰盟科技有

限公司产品. BTO1蠕动泵为北京信康亿达科技

有限公司产品. 950 mL/L O2, 50 mL/L CO2混合

气体为北氧特种气体研究所有限公司产品. BL-
420S生物机能实验系统及压力传感器为成都泰

盟科技有限公司产品. 瑞士Mettler公司AE160型
电子分析天平. 德国LETIZ公司FS/FAS5030石蜡

切片机. 日本滨松Nano Zoomer Digital Pathology
数字病理扫描系统等病理科常规设备. 灌流液

为Krebs-Henseleit溶液(KCl 4.7 mmol/L, KH2PO4 
1.2 mmol/L, CaCl2 2.5 mmol/L, MgSO4 1.2 mmol/
L, NaCl 118 mmol/L, 葡糖糖11.0 mmol/L, pH值

7.35-7.45). 肝素钠由江苏常州市光明生物化学

研究所提供. CCl4为国药集团化学试剂公司产

品. 橄榄油为汕头市西陇化工有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 普通级动物房内大鼠适应性饲养3 d, 
禁食12 h后称量大鼠体质量; 体质量均衡随机分

为CCl4造模慢性肝损伤0、28、56、84 d共4组; 
每组4只, 分别在第84、56、28、0天开始慢性

肝损伤造模处理. 造模大鼠每3.5 d皮下注射40% 
CCl4橄榄油3 mL/kg 1次, 未开始造模的大鼠每

3.5 d同步皮下注射橄榄油3 mL/kg 1次. 大鼠标

准饲料饲养, 自由饮水; 每周禁食12 h称量体质

量1次; 总时程到达84 d进行离体肝门脉灌流. 以
肝脏系数和肝脏病变为模型指标, 以灌流压力

为探索性指标, 分析慢性肝损伤的门脉灌流流

速压力方程. 
1.2.2 指标观察: (1)肝脏系数: 动物灌流前禁食12 
h, 称量体质量(W, g); 灌流完成撤出插管后称量

肝脏质量(L, g); 按[(L/W)×100]计算每100 g体
质量的肝脏系数. (2)肝脏病变: 切取灌流左叶肝

脏, 中性甲醛溶液固定24 h, 常规石蜡包埋, 3 μm
切片, HE染色. 数字病理扫描系统扫描分析组织

切片, 10倍物镜下照片描述组织病变特征. (3)灌
流压力: 参考Kerdok等[4]猪肝离体灌流思路, 建
立灌流系统装置和离体肝脏门脉灌流操作流程. 
BL-420S生物机能实验系统及其压力传感器进

行调零和定标. 肝内门脉灌流流速递增, 每个灌

流流速连续观察5 min平均压力数据.
统计学处理 以mean±SD表示各流速状态

www.wjgnet.com

■相关报道
许永乐等在前期
实验中认识到门
脉高压病机的可
逆转特征, 刘树锋
等发现降低模型
大鼠CCl4性、免
疫性或胆管阻塞
性肝纤维化门脉
高压复方单体间
的联合作用.
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下压力原始统计数据. 以最大流速(Vmax)对应压

力(Pmax)为基准, 按公式(EP = Pi/Pmax)计算压力变

化的效能; 以Prism-4统计软件从对数流速[X轴, 
Log(μL/min)]非线型可变斜率回归离体门脉灌

流压力效能曲线方程, 并计算半效流速及95%可

信限.

2  结果

2.1 肝脏系数 与造模前比较, 造模28、56、84 d
肝脏系数分别增加65.56%、77.74%和28.54%(均
P<0.05); 与造模28 d比较, 造模56、84 d分别增加

7.3%和-22.36%(均P<0.05); 与造模56 d比较, 造模

84 d降低27.68%(P<0.01, 表1).
2.2 肝脏病变性质 造模前肝脏结构正常. 肝小叶

和汇管区结构清楚, 肝窦和肝索排列规则, 肝细

胞或胆管细胞无明显病变(图1A). 造模28 d以肝

细胞水肿和脂肪变性为主, 广泛肝细胞变性和

肝血窦瘀血等肝脏损伤性改变为特征; 肝细胞

发生细胞水肿和脂肪变性, 溶解坏死肝细胞在

肝小叶内呈碎屑状坏死和少数桥接坏死, 很少

见到肝细胞嗜酸性变和嗜酸性小体形成; 肝血

窦瘀血明显. 汇管区出现轻度水肿、充血和纤

维组织增生(图1B). 造模56 d以肝纤维化为主. 
汇管区纤维增生形成的纤维条索向肝小叶内延

伸(肝纤维化), 但未能完全分割肝小叶, 无假小

叶形成. 肝细胞变性坏死和肝窦充血显著减轻, 
双核肝细胞少见; 汇管区有少量淋巴细胞或浆

细胞浸润, 胆管增生不明显(图1C). 造模84 d出
现以典型假小叶形成为特征的肝硬化. 肝小叶

被广泛增生的纤维组织分割包绕成大小不等、

圆形或椭圆形的肝细胞结节(假小叶); 假小叶内

肝细胞索排列紊乱, 肝细胞较大、核大而深染, 
出现双核肝细胞. 假小叶之间纤维增生, 出现炎

性细胞浸润和小胆管增生(图1D). 
2.3 慢性肝损伤大鼠离体门脉灌流的流速压力

方程

2.3.1 造模前门脉灌流的流速压力曲线: 造模前

慢性肝损伤大鼠门脉对数流速决定压力效能

方程为y = -0.1428+1.1423/[1+10(13.805-3.84x)](r2 = 
0.9996), 呈现S型曲线 其半效对数流速(95%CI)
为3.595(3.561-3.628)(表2, 图2A). 
2.3.2 造模28 d门脉灌流的流速压力曲线: 慢性

肝损伤造模28 d大鼠门脉对数流速决定压力效

■创新盘点
本课题组提出肝
内门脉局部压力
调控主导CCl4慢
性肝损伤门脉高
压发病机制的设
想. 本实验在CCl4

慢性肝损伤门脉
高压症大鼠造模
的第0、28、56、
84天, 肝动脉、门
脉和肝静脉插管, 
经肝动脉冲净残
血, 门脉灌流状态
下游离肝脏, 观察
定量灌流流速对
离体门脉压力的
决定作用, 为建立
中医复方药效系
统生物学干模式
奠定实验基础.

表  1  造模期间大鼠肝脏系数 (mean±SD, n  = 4)

     
时间(d)     体质量(g)                肝质量(g)         肝脏系数(%)

0          206.85±4.96        10.18±1.03      3.30±0.01

28        195.13±15.84      13.93±2.28      5.48±0.01a

56        204.85±8.60        21.13±3.51      5.88±0.01a

84        192.23±18.92      13.13±1.56      4.25±0.01bcf

aP<0.05, bP<0.01 vs  造模0 d; cP<0.05 vs  造模28 d; fP<0.01 vs  

造模56 d.

B

D

A

C

200 mm 200 mm

200 mm

图  1  不同时间大鼠慢性肝损伤的肝组织病变(HE×10). A: 造模前; B: 造模28 d; C: 造模56 d; D: 造模84 d.

200 mm
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能方程为y = -0.1570+1.419/[1+10(4.666-1.27x)](r2 = 
0.9958), 呈现较直挺的类S型曲线, 其半效对数

流速(95% CI)为3.674(3.285-4.064)(表2, 图2B). 
2.3.3 造模56 d门脉灌流的流速压力曲线: 慢性

肝损伤造模56 d大鼠门脉对数流速决定压力效

能方程为y = 0.05106+0.96594/[1+10(10.877-2.958x)](r2 
= 0.9987), 呈现S型方程曲线, 其半效对数流速

(95%CI)为3.677(3.614-3.740)(表2, 图2C). 
2.3.4 造模84 d门脉灌流的流速压力曲线: 慢性

肝损伤造模84 d大鼠门脉对数流速决定压力效

能方程为y = -0.09893+1.406/[1+10(4.3-1.158x)](r2 = 
0.9989), 呈现较直挺的类S型曲线, 其半效对数

流速(95%CI)为3.713(3.449-3.977)(表2, 图2D).

3  讨论

慢性肝病患者具有最终死亡[1]和阶段性进展[2]的

临床特征. 其中, 门脉高压是最主要的致死性并

发症[3]. 既往肝脏离体灌流, 只能分析正常猪[4]或

大鼠[5]肝动脉灌入的肝脏弹性. 本课题组已明确

大鼠C C l4慢性肝损伤门脉高压发病机制及其

可逆转特征[6], 随后发现降低模型大鼠门脉高

压有效中医复方所含多种单体之间具有最适

剂量比[7]; 该复方单体联合药效在免疫性[8]和胆

管阻塞性[9]肝纤维化模型大鼠上得到验证. 肝外

门脉主干离体张力(数据未发表)和在体门脉压

力不能解释门脉高压病理和复方单体联合作用

药理[10]; 本课题组由此提出肝内门脉局部压力

调控主导CCl4慢性肝损伤门脉高压发病机制的

设想. 本实验在CCl4慢性肝损伤门脉高压症大鼠

造模的第0、28、56、84天, 肝动脉、门脉和肝

静脉插管, 经肝动脉冲净残血, 门脉灌流状态下

游离肝脏, 观察定量灌流流速对离体门脉压力

■应用要点
本研究建立了肝
硬化门脉高压离
体门脉灌流的恒
流 测 压 模 式 ,  为
中药复方药理学
和临床处方配伍
提供了研究方法, 
可确定复方单体
之间的联合作用
机制.

表  2  大鼠造模前后门脉灌流流速和压力的关系 (n  = 4)

     
流速	   

Log[V]
	                     第0天		       第28天		               第56天		       第84天

(μL/min)	     	           压力           效能                压力            效能	       压力	           效能               压力            效能

2 500 3.398   0.56±0.44 0.077 19.25±0.75 0.279 13.65±1.37 0.178 17.77±2.47 0.324
4 690 3.671   1.35±0.61 0.153 26.69±1.94 0.558 20.71±5.44 0.519 23.59±4.29 0.571
6 900 3.839   3.98±1.18 0.798 33.63±4.82 0.707 35.42±13.20 0.793 28.74±6.39 0.706
9 000 3.954   6.89±1.63 0.906 41.97±7.67 0.820 45.96±17.30 0.881 36.26±10.81 0.834
11 370 4.056 10.85±2.83 0.948 55.71±15.79 0.934 56.28±22.19 0.935 42.30±12.69 0.904
13 550 4.132 14.90±3.35 0.981 61.37±9.80 0.965 68.19±20.94 0.978 48.96±14.90 0.961
15 630 4.194 19.66±4.07 1.000 68.98±4.04 1.000 76.63±19.07 1.000 54.77±15.74 1.000

图  2  大鼠造模前后门脉灌流流速压力曲线方程(n  = 4). A: 造模前; B: 造模28 d; C: 造模56 d; D: 造模84 d.
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的决定作用, 为建立中医复方药效系统生物学

干模式[11]奠定实验基础. 
结果发现CCl4慢性肝损伤大鼠造模的第0、

28、56、84天4个进展阶段上, 肝脏系数出现先

增加后回降的变化趋势, 与临床患者肝脏大小

变化[1-3]和前期实验数据[4-6]基本一致; 4个造模进

展阶段上, 分别观察到肝脏结构正常、肝细胞

变性、肝纤维化和肝硬化病变. 提示造模处理

大鼠发生了慢性肝损伤的阶段性病变. 在慢性

肝损伤4个进展阶段上, 离体灌流速度决定的门

脉压力方程形式类似; 方程自变量系数不同, 如
与第0天比较, 后3阶段方程曲线的基点出现下

移-回升-回降的变化趋势. 4个造模进展阶段方

程曲线均呈S型; 结合病变, 第28天的肝细胞急

性损伤和第84天的血流通路改建, 使S型曲线中

段僵硬直挺. 慢性肝损伤4个进展阶段上, 半效

对数流速具有逐步增加趋势, 提示肝小叶细胞

损伤-血流改建-毛细血管动脉化的器质性病变

影响功能性门脉压调节. 
氧化机制参与临床慢性肝损伤[1-3]. 混合功

能氧化酶催化CCl4代谢时释放大量自由基, 发生

生物分子损害, 导致肝脏变质-肝纤维化-肝硬化

-门脉高压的阶段性机制逐步清楚[4-6]. 但门脉高

压主导性局部调控信号通路还有待研究[1-6]. 
本研究建立了肝硬化门脉高压离体门脉灌

流的恒流测压模式, 为中药复方药理学和临床

处方配伍提供了研究方法, 可确定复方单体之

间的联合作用机制. 后续研究将确定技术平台

的最适条件和临床疗效评价的适应范围, 探索

性建立门脉调控的系统生物学干模式.
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