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Gln 的 PBMC 中 HSP70 表达均升高，而 NF-κB P65

表达均下降，有统计学意义，NF-κB P65 下降得更

为显著，表明无论在急性期还是稳定期，Gln 能上

调 HSP70 的表达而抑制 NF-κB 的表达，对 NF-κB

的作用更为明显。目前国内关于 Gln 对 COPD 患

者 PBMC 中 NF-κBmRNA 及 HSP-70mRNA 表达

的影响还尚未见报道。本研究首次采用 COPD 患

者外周血 PBMC 为研究对象，应用 Gln 干预 COPD

患者 PBMC，观察细胞中 NF-κB 和 HSP70 表达水

平的变化，明确了二者参与了 COPD 的炎症反应，

为药物治疗 COPD 提供新的理论依据。但目前的研

究仅限于细胞水平，还需要进一步体内研究证实。 
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不同浓度瑞芬太尼预处理对人肝细胞缺氧复氧损伤保护作用的影响 
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摘要：目的  研究不同浓度瑞芬太尼预处理对人肝细胞缺氧复氧损伤保护作用的影响，探讨瑞芬太尼预处理的适宜浓度。

方法  将培养的人肝细胞按瑞芬太尼的浓度梯度分为 11 组：正常对照组(N 组)，缺氧复氧组(IR 组)，瑞芬太尼预处理组

(RE1~RE8 组)：瑞芬太尼终浓度分别为 0.5，1，5，10，20，30，40，50 ng·mL1 预处理 1 h 后建立缺氧复氧模型，生理

盐水组(NS 组)。N 组正常条件下培养，其他组缺氧 8 h，复氧 4 h。复氧结束即刻，MTT 法检测肝细胞活力；全自动生化

仪检测细胞培养液中谷草转氨酶(AST)、谷丙转氨酶(ALT)和乳酸脱氢酶(LDH)水平；MDA 试剂盒检测肝细胞内丙二醛

(MDA)含量。结果  与 N 组比较，其他各组细胞活力降低，AST，LDH 水平和细胞内 MDA 含量升高(P<0.05)。与 IR 组

和 NS 组比较，RE2~RE6 组细胞活力升高，AST、LDH 水平和细胞内 MDA 含量降低(P<0.05)；而 RE1、RE7 和 RE8 组

各项指标差异无统计学意义(P>0.05)。结论  临床有效血药浓度(1~30 ng·mL1)瑞芬太尼预处理对肝细胞缺氧复氧损伤具

有保护作用，而低浓度(0.5 ng·mL1)和高浓度(≥40 ng·mL1)瑞芬太尼预处理则无此作用。 
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Effect of Remifentanil Preconditioning in Different Concentrations on Hepatic Hypoxia-reoxygenation Injury 
 
CHEN Wenhua1, LI Lizhen2, LIN Pengtao1, ZHENG Hao1, RUAN Shan2, TU Yunyun2(1.Department of 

Anesthesiology, Fujian Medical University Union Hospita1, Fuzhou 350001, China; 2.Union Clinical College of Fujian Medical 
University, Fuzhou 350001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate different remifentanil concentrations used to pretreat hepatocytes undergone 
hypoxia-reoxygenation injury to find out the proper concentration against hypoxia-reoxygenation injury. METHODS  
Hepatocytes HL7702 were cultured in vitro, and invided into eleven groups: control group(group N), hypoxia-reoxygenation 

group(group IR), remifentanil preconditioning groups (group RE1RE8) and normal saline group(group NS) were administered 

one hour before hepatocyte hypoxia-reoxygenation injury at different concentrations of 0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ng·mL1 and  
normal saline respectively. Then 8 hours of hypoxia and 4 hours of reoxygenation were followed in the group IR, group NS and 
the preconditioning groups, while the group N was cultured in normal condition. Cell viability, ALT, AST, LDH and intracellular 
MDA were measured. RESULTS  Compared with group N, cell viability reduced, AST, LDH and intracellular MDA increased 
in other groups (P<0.05). Compared with group IR and group NS respectively, cell viability increased, AST, LDH and 

intracellular MDA reduced in groups RE2RE6 (P<0.05), however, no differences were shown among group RE1, RE7 and RE8 
(P>0.05). CONCLUSION  Remifentanil preconditioning protects against hypoxia-reoxygenation injury in human hepatocyte. 

The range of effective concentration is among 130 ng·mL1, which is in accordance with the clinically effective concentration in 
anesthesia, while the concentration out of the range shows no protection. 
KEY WORDS: remifentanil; anesthetic-induced preconditioning; human hepatocyte; hypoxia-reoxygenation injury 

 

瑞芬太尼是一种新型的超短效、强效阿片受

体激动剂，选择性作用于阿片受体，对和阿片

受体选择性较低。其起效迅速、作用时间短，阿

片样作用不需药物逆转，且与用药量及时间无关，

并具有代谢不受肝肾功能影响的突出特点，在肝

脏手术患者的麻醉中具有应用优势。有文献报道，

瑞芬太尼预处理对心[1-2]、脑[3-4]、肾[5-6]等器官缺

血再灌注损伤具有保护作用。肝脏缺血再灌注损

伤是肝脏外科手术中常见的问题，它直接影响术后

患者肝功能和肝脏再生能力，是术后肝功能异常、

原发性移植肝无功能、多器官功能衰竭的重要原

因，与术后肝功能衰竭的发生和患者死亡率的上升

直接相关[7]。瑞芬太尼预处理可减轻大鼠肝脏缺血

再灌注损伤[8-9]，其对人肝细胞缺血再灌注损伤的

影响尚不清楚。因此，本研究观察不同浓度瑞芬太

尼预处理对人肝细胞缺氧复氧损伤的保护作用，探

讨瑞芬太尼预处理的适宜浓度，为临床预防和减轻

肝脏缺血再灌注损伤提供体外实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

HL7702 肝细胞株(购自中国科学院上海生命

科学研究所)；注射用盐酸瑞芬太尼(宜昌人福药业

有限责任公司，规格：1 mg，批号：国药准字

H20030197)；高糖 DMEM 培养基；高糖 DMEM/ 

F12=1∶1 培养基；胎牛血清(美国 Thermo Fisher

公司)；无糖 DMEM 培养基、胰酶、MTT、DMSO

均来源于美国 Invitrogen 公司；94% N2-5%CO2- 

1%O2 混合气体(医院供气中心提供)；ALT、AST、

LDH 生化检测试剂盒(美国 Beckman-Coulter 公

司)；Western 及 IP 细胞裂解液、PMSF、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、MDA 检测试剂盒均购自碧云

天生物技术研究所；CO2 培养箱(Shel-Lab 2300)；

电热恒温孵育箱(上海跃进医疗器械厂)；缺氧培养

盒(长沙长锦科技有限公司；GasAlert Extreme 氧气

检测仪(加拿大 BW Technologies)；酶标仪(美国

BioTek Epoch)；全自动生化仪 (美国 Beckman 

LX20)。 

1.2  方法   

1.2.1  细胞复苏和培养  将冻存于液氮中的细胞

株于 37 ℃恒温水浴箱中快速复温融化，加入完全

培养基 (含 10%胎牛血清和 22.5% F12 的高糖

DMEM 培养基)混悬，按 5×105 ·mL1 的密度接种

于 25 mL 玻璃培养瓶中，放入 37 ℃、5% CO2、

95%空气、饱和湿度的 CO2 培养箱中孵育，次日

更换 1 次培养基，以后每 48 h 更换 1 次培养基。

待细胞长满瓶底 80%~90%，以含 0.25%胰酶和

0.02% EDTA 的细胞消化液消化传代，继续培养。 

1.2.2  细胞分组  台盼蓝排斥试验检测肝细胞存

活率，活细胞率>95%的细胞作为实验样本。将细

胞以 2×105 ·mL1 的密度接种于 96 孔细胞培养板

中，每孔 100 L。混匀后放入 CO2 培养箱中培养

24 h。将细胞分为 11 组：①正常对照组(N 组)；②



 

中国现代应用药学 2013 年 2 月第 30 卷第 2 期                                  Chin JMAP, 2013 February, Vol.30 No.2       ·127· 

缺氧复氧组(IR 组)；③瑞芬太尼预处理组(RE1~ 

RE8 组)；④生理盐水组(NS 组)。 

1.2.3  瑞芬太尼预处理  N 组和 IR 组以每孔 100 

L 新鲜的完全培养基更换，RE1~RE8 组分别每孔

加入 5，10，50，100，200，300，400，500 ng·mL1

的瑞芬太尼溶液 10 L 和新鲜的完全培养基 90 

L，NS 组每孔加入生理盐水 10 L 和新鲜的完全

培养基 90 L。混匀，放入 CO2 培养箱中孵育 1 h。 

1.2.4  缺氧复氧损伤模型的建立  参照高毅等[10]

和何英等[11]的研究方法。N 组每孔用 100 L 完全

培养基更换，放入 CO2 培养箱中继续培养 8 h。IR

组、RE 组和 NS 组每孔用 100 L 无糖 DMEM 培

养基置换完全培养基，放入缺氧培养盒中，培养

盒中放入盛有 50 mL 灭菌水的无菌小瓶保持饱和

湿度，将缺氧培养盒放入 37 ℃恒温孵育箱中，进

气口连接 94%N2-5%CO2-1%O2 混合气体，出气口

连接氧气检测仪，以 2 L·min1 的气体流量通入混

合气体，当氧气检测仪显示出气口氧气浓度<1%

时，调节混合气体流量 300 mL·min1 维持出气口

氧气浓度<1%。缺氧 8 h，以此模拟在体缺血过程。

之后每孔分别以 100 L 新鲜的完全培养基置换，

放入 CO2 培养箱中正常条件下(37 ℃、5% CO2、95%

空气、饱和湿度)培养 4 h，模拟在体再灌注过程。 

1.2.5  指标测定  各指标在复氧结束即刻检测。 

1.2.5.1  MTT 法检测肝细胞活力   每孔加入 5 

mg·mL1 的 MTT 溶液 20 L，放入 CO2 培养箱中

继续孵育 4 h。终止培养，吸弃孔内上清液，每孔

加入 100 L DMSO 溶液，微量振荡器上振荡 10 

min，使结晶物充分溶解。选择 570 nm 波长，在

酶标仪上测定各孔光吸收度(A)。吸光度越大表明

活细胞数量越多，细胞活力越强。 

1.2.5.2  肝细胞功能指标测定[12]  收集各孔细胞

培养液于 Ep 管中，按照试剂盒说明书全自动生化

仪下检测 ASL、ALT 和 LDH 水平。 

1.2.5.3  细胞内 MDA 测定  按 Western 及 IP 细胞

裂解液说明书裂解肝细胞，收集裂解上清液，分

别按 BCA 蛋白浓度测定试剂盒和 MDA 检测试剂

盒说明书操作，计算出样品溶液中的蛋白含量和

MDA 含量，用单位重量的蛋白含量来表示样品中

的 MDA 含量(mol·mg1 蛋白)。 

1.2.6  统计学分析  使用 SPSS 13.0 软件包进行

统计学处理。计量资料采用 sx  表示，组间比较

采用单因素方差分析，浓度-效应关系采用曲线拟

合，P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  不同浓度瑞芬太尼预处理对肝细胞活力的影响 

与 N 组比较，各组肝细胞活力均降低

(P<0.05)。IR 组细胞活力与 NS 组之间差异无统计

学意义。在不同浓度的瑞芬太尼预处理组中，与

IR 组和 NS 组比较，RE2~RE6 组细胞活力有所上

升(P<0.05)，而 RE1、RE7 和 RE8 组细胞活力无明

显增强(P>0.05)。细胞活力随着瑞芬太尼预处理浓

度的升高而上升，在瑞芬太尼浓度为 5 ng·mL1 时

达高峰，随后瑞芬太尼预处理浓度的升高反而逐

渐回落，当瑞芬太尼预处理浓度达 40 ng·mL1 时，

细胞活力与 IR 组之间差异无统计学意义。肝细胞

活力和瑞芬太尼预处理浓度之间呈 3 次模型关系，

回归方程为 y=1.648+0.057x0.03x2+3.468×105x3 

(R2=0.382，P<0.01)。结果见图 1。 

 
图 1  不同浓度瑞芬太尼预处理下缺氧复氧损伤肝细胞活

力的变化趋势 
与 N 组比较，1)P<0.05；分别与 IR 组和 NS 组比较，2)P<0.05 
Fig 1  The trend of cell viability at different concentrations 
of remifentanil preconditioning on hepatic hypoxia- 
reoxygenation injury 
Compared with group N, 1)P<0.05; compared with group IR and group 
NS respectively, 2)P<0.05 

2.2  不同浓度瑞芬太尼预处理对缺氧复氧损伤肝

细胞培养液中 AST、ALT、LDH 水平的影响 

与 N 组相比，各组肝细胞培养液中 AST、LDH

水平明显升高(P<0.05)，而 ALT 水平未见明显改变

(P>0.05)。IR 组与 NS 组之间差异无统计学意义。

在不同浓度的瑞芬太尼预处理组中，与 IR 组和

NS 组比较，RE2~RE6 组细胞培养液中 AST、LDH

水平下降(P<0.05)，而 RE1、RE7 和 RE8 组差异则

无统计学意义(P>0.05)。AST、LDH 水平随着瑞芬

太尼预处理浓度的升高而降低，在瑞芬太尼浓度
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为 5 ng·mL1 时最低，随后瑞芬太尼预处理浓度的

升高反而逐渐回升，当瑞芬太尼预处理浓度达

40 ng·mL1 时，AST、LDH 水平与 IR 组之间差异

无统计学意义。AST、LDH 水平与瑞芬太尼预

处理浓度之间均呈 3 次模型关系，回归方程分别

为 y(AST)=30.9750.614x+0.026x22.633×104x3 

(R2=0.491，P<0.01)， y(LDH)=242.7136.033x+ 

0.270x20.003x3 (R2=0.481，P<0.01)。结果见图 2

和图 3。 

 
图 2  肝细胞培养液中 ALT、AST 水平的变化趋势 
与 N 组比较，1)P<0.05；分别与 IR 组和 NS 组比较，2)P<0.05 

Fig 2  The trends of ALT and AST at different concentra- 
tions of remifentanil preconditioning on hepatic hypoxia- 
reoxygenation injury 
Compared with group N, 1)P<0.05; compared with group IR and group 
NS respectively, 2)P<0.05 

 
图 3  肝细胞培养液中 LDH 水平的变化趋势 
与 N 组比较，1)P<0.05；分别与 IR 组和 NS 组比较，2)P<0.05 

Fig 3  The trend of LDH at different concentrations of 
remifentanil preconditioning on hepatic hypoxia-reoxyge- 
nation injury 
Note: Compared with group N, 1)P<0.05; compared with group IR and 
group NS respectively, 2)P<0.05 

2.3  不同浓度瑞芬太尼预处理对缺氧复氧损伤肝

细胞内 MDA 含量的影响 

与 N 组相比，各组肝细胞内 MDA 含量明显

升高(P<0.05)。IR 组与 NS 组差异无统计学意义。

在不同浓度的瑞芬太尼预处理组中，与 IR 组和

NS 组比较，RE2~RE6 组肝细胞内 MDA 含量下降

(P<0.05)，而 RE1、RE7 和 RE8 组则无明显改变

(P>0.05)。肝细胞内 MDA 含量随着瑞芬太尼预处

理浓度的升高而降低，在瑞芬太尼浓度为 5 

ng·mL1 时最低，随后随着瑞芬太尼预处理浓度的

升高反而逐渐回升，当瑞芬太尼预处理浓度达 40 

ng·mL1 时，与 IR 组之间差异无统计学意义。肝

细胞内MDA含量与瑞芬太尼浓度之间呈 3次模型

关系，回归方程为y=227.8637.278x+0.336x20.004x3 

(R2=0.382，P<0.01)。结果见图 4。 

 
图 4  不同浓度瑞芬太尼预处理下缺氧复氧损伤肝细胞内

丙二醛含量的变化情况 
与 N 组比较，1)P<0.05；分别与 IR 组和 NS 组比较，2)P<0.05 
Fig 4  The trend of intracellular MDA at different concen- 
trations of remifentanil preconditioning on hepatic hypoxia- 
reoxygenation injury 
Compared with group N, 1)P<0.05; compared with group IR and group 
NS respectively, 2)P<0.05 

3  讨论 

HL7702 肝细胞株来源于成人肝组织，其结构

和生理功能与在体肝细胞接近，通过体外培养

HL7702 肝细胞株，最大限度地模拟在体肝脏缺血

再灌注过程中供氧、供能的变化，在体外建立缺

氧复氧损伤模型，这一方法在研究中广泛应用。

本研究参照高毅等[10]和何英等[11]的研究方法，经

过多次改良后，选择缺氧 8 h，复氧 4 h 作为本研

究的适宜模型。 

肝脏缺血再灌注损伤是一个多因素多环节共

同参与、机制复杂的病理过程。其机制主要是大
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量氧自由基的产生、细胞内钙超载和微血管损伤

等。大量的氧自由基能够使膜脂质过氧化反应增

强，丙二醛产量增加。因此，测定肝细胞内的丙

二醛含量能反映肝细胞受氧自由基损伤的程度，

从而间接反映肝细胞缺血再灌注损伤的程度。多

项研究证明[13-14]，肝细胞凋亡在肝脏缺血再灌注

损伤中发挥重要作用，并且肝细胞凋亡的程度与

肝脏的生化参数相平行，呈正相关[15]。本研究也

显示，与 N 组比较，各组肝细胞活力降低，培养

液中 AST、LDH 水平和肝细胞内 MDA 含量上升

(P<0.05)。而培养液中 ALT 水平各组之间未见明显

改变(P>0.05)，可能是因为离体肝细胞的 ALT 活性

易受其他细胞毒性物质的影响，从而影响了测定

结果[16]。 

本研究显示，瑞芬太尼预处理(RE2~RE6 组)

使肝细胞对之后经历的缺氧复氧损伤的耐受力增

强，表现为肝细胞活力增强，细胞内生物酶的逸

出量和丙二醛的生成量减少。有文献报道[1-2,17]，

瑞芬太尼预处理能够模拟缺血预处理的作用，对

心肌缺血再灌注具有保护作用，其机制是通过激

活心肌的、阿片受体和心外的阿片受体共同起

作用的。人类肝脏中分布有阿片受体[18]，推测瑞

芬太尼的肝脏保护作用可能与激活此受体有关。 

本研究还发现，瑞芬太尼预处理对缺氧复氧

损伤肝细胞的保护作用与浓度并非呈线性相关。

RE1、RE7 和 RE8 组虽然也给予了瑞芬太尼预处

理，但是肝脏的缺氧复氧损伤并未减轻，与 IR 组

差异无统计学意义(P>0.05)。RE2~RE6 组随着瑞芬

太尼浓度的增大，其保护作用先增强，在瑞芬太

尼浓度为 5 ng·mL1 时最强，而后保护作用开始减

弱，达40 ng·mL1时无保护作用。既往研究证实[19-20]，

阿片受体激动剂吗啡预处理能剂量依赖地产生心

肌保护作用，当吗啡浓度高于 0.1 μmol·L1 才具有

心肌保护作用，在 0.1~1.0 μmol·L1 内，该作用随

着浓度的升高而增强，但当浓度过高 (达 10 

μmol·L1)，其对心肌细胞的保护作用会丧失一部

分而有减弱趋势，表明这种化合物的浓度-效应曲

线是铃形的，其中的原因尚不明确，可能是其在

高浓度时激动细胞膜上的另一种受体而拮抗其在

低浓度时激活的受体的心肌保护作用。本研究显

示，瑞芬太尼肝脏保护作用的浓度-效应曲线在

0~50 ng·mL1 内亦呈铃形，推测其可能机制与吗啡

类似。 

Yang 等[9]在大鼠原代培养肝细胞缺血再灌注

损伤前，分别以不同浓度瑞芬太尼预处理，发现

浓度>1 ng·mL1 瑞芬太尼预处理使缺血再灌注损

伤肝细胞活力增强，而 0.1 ng·mL1 瑞芬太尼不能

增强缺血再灌注肝细胞的活力。Shirasawa 等[21]探

讨高剂量的阿片类麻醉药是否会加剧家兔的脊髓

损伤，发现高剂量的瑞芬太尼(瑞芬太尼最大剂量

的 2 倍)复合低浓度的异氟烷并不会加剧家兔脊髓

的缺血再灌注损伤。但另有文献报道[22]，在大鼠

脑缺血再灌注损伤模型中，静脉给予 50 μg·kg1 芬

太尼之后以 2 μg·kg1·min1 持续输注 30 min，或者

静脉给予800 μg·kg1芬太尼之后以32 μg·kg1·min1

持续输注 30 min，在大鼠脑缺血再灌注损伤 18 h

后，可见其组织病理学改变加重。由于药物理化

性质的不同，不同组织、器官细胞的生化特点不

同，以及生物种属的差异，瑞芬太尼预处理的适

宜浓度范围可能存在差异。本研究选择与人肝细

胞结构与功能最为相近的 HL7702 肝细胞株作为

研究对象，发现 1~30 ng·mL1 瑞芬太尼预处理可

以减轻肝细胞缺氧复氧损伤，而 0.5，40，50 

ng·mL1 瑞芬太尼预处理则无类似作用。可见，瑞

芬太尼预处理浓度在 1~30 ng·mL1 较为合适。这

与瑞芬太尼的临床有效血药浓度范围是 1~20 

ng·mL1 [23]大致相符合。而其保护作用在 5 ng·mL1

时最强，这也与临床应用中，瑞芬太尼的靶控血

药浓度约为 5~8 ng·mL1 [24-25]相一致。 

本研究中使用的注射用盐酸瑞芬太尼配方中

含有甘氨酸辅剂，每 1 mg 注射用盐酸瑞芬太尼粉

剂中含量为 15 mg[26]。近年来有研究表明，游离的

甘氨酸具有显著的肝脏保护作用，其肝脏保护的

浓度为 0.06~2 mmol·L1 [27]。其中，甘氨酸能通过

多方面机制减轻肝脏缺血再灌注损伤，并呈剂量

依赖性[28]。Nagatomi 等[29]报道，0.1 mmol·L1 甘

氨酸对95% N2-5% CO2缺氧培养5 h的肝细胞具有

保护作用。本研究中，RE8 组(瑞芬太尼浓度最高

组，为 50 ng·mL1)甘氨酸终浓度为 0.01 mmol·L1，

RE1~RE7 组中的甘氨酸浓度均<0.01 mmol·L1，这

远低于具有保护作用的甘氨酸最低有效浓度 0.06 

mmol·L1。因此，本研究中未设立相应浓度的甘氨

酸对照组。 

综上所述，瑞芬太尼预处理能够减轻肝细胞
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缺氧复氧损伤，起到肝脏保护作用。其中，临床

有效血药浓度(1~30 ng·mL1)瑞芬太尼预处理对肝

细胞缺氧复氧损伤具有保护作用，而低浓度(0.5 

ng·mL1)和高浓度(≥40 ng·mL1)瑞芬太尼预处理

则无此作用，其具体机制有待进一步研究。 
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