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􀅰基础研究􀅰

高压氧对顺铂在脑胶质瘤大鼠体内
药代动力学的影响

李咪咪　 黄品芳　 许昌声　 刘芳

【摘要】 　 目的　 观察高压氧(ＨＢＯ)对顺铂在脑胶质瘤大鼠体内药代动力学的影响ꎮ 方法　 建立 ＳＤ 大

鼠 Ｃ６ 细胞脑胶质瘤模型ꎬ１４ ｄ 后ꎬ选取 ８４ 只造模成功大鼠ꎬ按照随机数字表法分为对照组和 ＨＢＯ 组ꎬ每组 ４２
只ꎮ ２ 组大鼠均经尾静脉注射顺铂 １ ｍｇ / ｋｇꎬ每日 １ 次ꎬ连续 ７ ｄꎻＨＢＯ 组于每次顺铂注射后进行 ＨＢＯ 治疗ꎬ对
照组常压常氧下活动ꎮ 第 ７ 天于顺铂注射后不同时间点(５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ)每时间点取 ６
只大鼠ꎬ采集血液、脑脊液及脑瘤组织ꎻ高效液相色谱法测定顺铂浓度ꎬ应用 ３Ｐ９７ 药物代谢动力学程序拟合

药物代谢动力学参数ꎬ并进行统计学比较分析ꎮ 结果　 ２ 组大鼠血液顺铂峰浓度(Ｃｍａｘ)、消除半衰期(Ｔ１ / ２)、
药物浓度￣时间曲线下面积(ＡＵＣ０→８ ｈ)比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与对照组比较ꎬＨＢＯ 组大鼠脑脊

液顺铂浓度于５ ｍｉｎ~ ２ ｈ 之间显著增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ对照组 Ｃｍａｘ、Ｔ１ / ２、ＡＵＣ０→８ ｈ 分别为

(９.５２±１.６５)μｇ / ｍｌ、(０.８１±０.１３) ｈ、(９.３１± ０.７１) ｍｇ􀅰ｍｉｎ􀅰Ｌ－１ꎬＨＢＯ 组 Ｃｍａｘ、Ｔ１ / ２、ＡＵＣ０→８ ｈ 分别为(２. ３８±
０.１５)μｇ / ｍｌ、(２.１８±０.１７)ｈ、(４.１２±０.４２)ｍｇ􀅰ｍｉｎ􀅰Ｌ－１ꎬ明显高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对

照组比较ꎬＨＢＯ 组大鼠瘤组织顺铂浓度于 ５ ｍｉｎ~８ ｈ 之间显著增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻＣｍａｘ、Ｔ１ / ２、
ＡＵＣ０→８ ｈ分别为(２.１４±０.１６)μｇ / ｍｌ、(３.１６±０.６５)ｈ、(６.２８±０.９８)ｍｇ􀅰ｍｉｎ􀅰Ｌ－１ꎬ明显高于对照组ꎬ差异有统计

学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 ＨＢＯ 可增加顺铂在 Ｃ６ 脑胶质瘤模型大鼠脑组织中的分布ꎬ并延长其在脑瘤组织的

消除半衰期ꎮ
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　 　 顺铂(ｃｉｓｐｌａｔｉｎ)是临床常用的细胞周期非特异性
抗肿瘤药物ꎬ对脑癌、鼻咽癌、肺癌等均有良好疗效ꎬ以
顺铂为主的联合化疗是恶性神经系统肿瘤的主要治疗
方案[１]ꎮ 血脑屏障(ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ)是限制顺铂等
水溶性抗肿瘤药物进入脑组织的主要因素ꎬ可影响脑
肿瘤化疗效果ꎮ 本课题组前期研究表明ꎬ高压氧(ｈｙ￣
ｐｅｒｂａｒｉｃ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎬＨＢＯ)可以安全有效地开放血脑
屏障ꎬ提高药物脑组织浓度[２]ꎮ 本研究通过观察 ＨＢＯ
对顺铂在脑胶质瘤大鼠血液、脑脊液及脑瘤组织中药
物代谢动力学的影响ꎬ探讨 ＨＢＯ 在颅内肿瘤综合治疗
中的可行性ꎮ

材料与方法

一、实验动物及试剂、仪器
选取清洁级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ８４ 只ꎬ

体重(２５０±１０)ｇꎬ由福建医科大学实验动物中心提供ꎮ
注射用顺铂(１０ ｍｇ /瓶)ꎬ购于齐鲁制药有限公司ꎬ生
产批号 １５０３００６ＡꎻＷａｔｅｒｓ 高效液相色谱系统购于美
国ꎻＹＣ２６８０ / ０.３￣１６ 型空气加压舱产自烟台ꎻＣ６ 细胞株
购于中科院上海细胞库ꎬ胎牛血清、胰蛋白酶、１６４０ 培
养基购于 ＧＩＢＣＯ 公司ꎻＴｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＣＲＳ 自动化细
胞培养系统ꎬ超净工作台购于江苏苏净集团苏州安泰
空气技术有限公司ꎬ江湾 Ｉ 型大鼠脑立体定向仪购于
第二军医大学ꎮ

二、Ｃ６ 大鼠脑胶质瘤模型动物的建立
１.细胞培养:将 Ｃ６ 细胞分装于 ７５ ｃｍ２(底面积)的

培养瓶中ꎮ 加入 ８~１０ ｍｌ 体积分数为 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０ 培养基ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养ꎮ
在细胞处于指数生长期时ꎬ以胰蛋白酶适量消化 ３ ~
５ ｍｉｎ后ꎬ弃去消化液ꎮ 用 Ｈａｎｋｓ 液吹打冲洗 １~２ 次形
成细胞悬液ꎬ调细胞浓度为 １.５×１０８ 个 / ｍｌ Ｃ６ 细胞的
悬液用于接种ꎮ

２.颅内接种:将麻醉后的大鼠头部固定在脑立体
定向仪上ꎬ剪去头顶部毛发ꎬ碘伏消毒后铺洞巾ꎮ 取内
眦连线与头部正中矢状面交点ꎬ向后纵向切开头皮约
１ ｃｍꎬ分离暴露颅骨ꎮ 根据 Ｂａｔｋｅｒ 法确定右尾状核靶
点ꎬ于冠状缝前 １ ｍｍ、中线右旁开 ３ ｍｍꎬ以牙科钻在
颅骨上钻孔ꎬ孔径约 １.２ ｍｍꎬ深达硬脑膜表面而不伤
及脑组织ꎮ ２５ μｌ 微量注射器抽取 Ｃ６ 细胞悬液 １０ μｌꎬ
沿骨孔缓慢匀速注射ꎬ注射完毕后留针 ５ ｍｉｎꎬ缓慢退
针ꎬ骨孔用医用明胶海绵填充ꎬ骨蜡封闭ꎮ 生理盐水冲
洗手术区ꎬ无菌丝线缝合切口后消毒皮肤ꎬ术后加用青
霉素抗感染ꎬ整个过程在层流超净台中进行ꎬ麻醉复苏
后单笼常规饲养[３]ꎮ 接种后 １４ ｄꎬ随机抽取 ５ 只大鼠ꎬ
取脑组织观察病理学变化ꎬ显微镜下可见梭形细胞密
集排列ꎬ呈浸润性生长ꎬ细胞异型性明显ꎬ细胞核分裂

相易见ꎬ肿瘤中心有明显的出血及栅栏状坏死ꎬ肿瘤微
血管丰富ꎬ证明造模成功ꎮ

三、分组及干预方法
正常喂养 １４ ｄ 后ꎬ取 ８４ 只造模成功的大鼠ꎬ采用

随机数字表法分为对照组及 ＨＢＯ 组ꎬ每组 ４２ 只ꎮ 所
有大鼠均经尾静脉注射顺铂 １ ｍｇ / ｋｇꎬ每日 １ 次ꎬ连续
７ ｄꎮ 对照组大鼠在常压常氧下活动ꎬＨＢＯ 组每次药物
注射后立即进行 ＨＢＯ 治疗ꎮ

ＨＢＯ 治疗方案:将 ＨＢＯ 组大鼠置于自制的木箱
内ꎬ木箱内径为 ４０ ｃｍ×４５ ｃｍ×２０ ｃｍꎬ两侧分别开有 １
个直径为 ２ ｃｍ 的圆孔ꎬ靠近箱底部的孔为进气孔ꎬ与
输氧管相连ꎬ靠近箱顶部的孔为出气孔ꎬ与排气管相
连ꎬ为便于观察ꎬ箱顶采用玻璃推盖ꎮ 实验采用烟台产
ＹＣ２６８０ / ０.３￣１６ 型空气加压舱ꎬ将 ＨＢＯ 组大鼠置于治
疗舱内ꎬ经舱内一级供氧装置持续供给纯氧ꎬ约 １０ ｍｉｎ
后箱内氧浓度≥９５％ꎬ持续供给纯氧至治疗结束ꎮ
１０ ｍｉｎ匀速将舱压加压至 ０. ２５ ＭＰａꎬ稳压 ６０ ｍｉｎꎬ
２５ ｍｉｎ匀速减压出舱ꎮ

四、血液、脑脊液、脑瘤组织标本采集、样品处理及
含量测定

第 ７ 天ꎬ于顺铂注射后相应的时间点 ( ５ ｍｉｎ、
１０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ)每组各取 ６ 只大鼠ꎬ依
次采血、脑脊液、脑瘤组织标本并进行血液、脑脊液、脑
瘤组织顺铂浓度含量测定ꎮ

１.血液标本:大鼠经尾静脉采血 ２ ｍｌꎬ３０００ ｒｐｍ 离
心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液 １ ｍｌꎮ 保存于－２０ ℃的冰箱中ꎬ待
测ꎮ 取 ２００ μｌ 上清液加入 ４００ μｌ 甲醇ꎬ沉淀蛋白ꎬ
１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液于 １.５ ｍｌ 离心管中ꎬ
然后加入氯化镍 １０ μｌ(２ μｇ / ｍｌ)、５％二乙基二硫代氨
基甲酸钠 １０ μｌꎬ混匀ꎬ３７ ℃水浴温孵 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室
温ꎬ加入氯仿 ４００ μｌꎬ涡旋混匀 ２ ｍｉｎꎬ加入 ５％二乙基
二硫代氨基甲酸钠 １０ μｌꎬ混匀ꎬ３７ ℃水浴温孵 ３０ ｍｉｎꎬ
冷却至室温ꎬ加入氯仿 ８００ μｌ 萃取ꎬ１０００ ｒｐｍ 离心
１０ ｍｉｎꎬ吸取氯仿层于新的 １.５ ｍｌ 离心管中ꎬ氮气吹
干ꎬ流动相复溶ꎬ６０ μｌ 进样检测分析ꎮ 以上方法参照
文献[４]并略有改进ꎮ 色谱条件为:采用 Ｗａｔｅｒｓ 高效
液相色谱系统ꎬ色谱柱为 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ ( ２５０ ｍｍ ×
４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相为甲醇 ∶ 水 ＝ ７０ ∶ ３０ꎬ流速为
１.０ ｍｌ / ｍｉｎꎬ检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ柱温为 ３０ ℃ꎮ

２.脑脊液标本:大鼠经腹腔注射 １０％水合氯醛
(５ ｍｌ / ｋｇ)麻醉ꎬ通过触摸找到枕骨嵴ꎬ以其下方 ３ ｍｍ
处的肌肉间隙为进针点ꎬ用手触摸有三角形凹陷ꎬ进针
角度与大鼠身体平行ꎬ即针与头部的角度为 １３５°ꎬ针
尖坡面向上、缓慢前进 ０.５ ｃｍ 处即为小脑延髓池ꎮ 进
针过程中ꎬ当感觉到抵触感时ꎬ表明针尖已触及到黄韧
带ꎬ针尖刺透黄韧带后会出现漏空感ꎬ此时针尖部位到
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达小脑延髓池ꎬ发现有透明无色液体进人针管后ꎬ立即
停止进针ꎬ缓慢抽取 ８０ ~ １００ μｌ 脑脊液后ꎬ迅速退
针[５]ꎮ 保存于－２０ ℃的冰箱中ꎬ待测ꎮ 后续过程同血
液标本处理ꎮ

３.脑瘤组织标本:大鼠处死ꎬ开颅取肿瘤组织和肿
瘤周围组织ꎬ脑组织样品冰浴ꎬ制备匀浆液 (脑组
织 ∶ 生理盐水＝ １ ∶ ４)ꎬ３０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清
液ꎬ保存于－２０ ℃的冰箱中ꎬ待测ꎮ 后续过程同血液标
本处理ꎮ

五、数据处理及统计学分析
药物浓度测定结果应用中国药理学会数理分会编

制的 ３Ｐ９７ 药物代谢动力学软件进行处理ꎬ计算药物
代谢动力学参数ꎮ 所有数据均采用( ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ采用
ＳＰＳＳ １１.５ 版统计学软件进行分析ꎬ多组间比较采用单
因素方差分析ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＨＢＯ 对大鼠血液顺铂药物浓度￣时间曲线影响
顺铂经尾静脉连续注射 ７ ｄꎬ于 ７ ｄ 注射结束不同

时间点取大鼠血液ꎬ采用高效液相色谱系统测定浓度ꎮ
结果显示ꎬＨＢＯ 组、对照组血液顺铂浓度均呈时间依
赖性降低ꎮ 详见图 １ꎮ

图 １　 ＨＢＯ 对大鼠血液顺铂药物浓度￣时间曲线的影响(ｎ＝ ６)

二、ＨＢＯ 对大鼠脑脊液顺铂药物浓度￣时间曲线
的影响

顺铂经尾静脉连续注射 ７ ｄꎬ于 ７ ｄ 注射结束不同
时间点取大鼠脑脊液ꎬ采用高效液相色谱系统测定浓
度ꎮ 与对照组比较ꎬＨＢＯ 组大鼠脑脊液顺铂浓度于
５ ｍｉｎ至 ２ ｈ 之间显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ差异有统计学意
义(Ｐ<０.０１)ꎮ 详见图 ２ꎮ

三、ＨＢＯ 对大鼠脑瘤组织顺铂药物浓度￣时间曲
线的影响

顺铂经尾静脉连续注射 ７ ｄꎬ于 ７ ｄ 注射结束不同
时间点取大鼠脑瘤组织ꎬ采用高效液相色谱系统测定
浓度ꎮ 结果显示ꎬ ＨＢＯ 组大鼠瘤组织顺铂浓度于
５ ｍｉｎ 至８ ｈ 之间均高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ 详见图 ３ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１
图 ２　 ＨＢＯ 对大鼠脑脊液顺铂药物浓度￣时间曲线的影响(ｎ＝ ６)

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１
图 ３　 ＨＢＯ 对大鼠脑瘤组织顺铂药物浓度￣时间曲线的影响

四、ＨＢＯ 对大鼠血液、脑脊液、脑瘤组织顺铂药物
代谢动力学参数的影响

２ 组间血液顺铂峰浓度 ( Ｃｍａｘ)、消除半衰期
(Ｔ１ / ２)、０ 至 ８ ｈ 药物浓度￣时间曲线下面积(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬＡＵＣ)比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
与对照组比较ꎬＨＢＯ 组脑脊液、脑瘤组织 Ｃｍａｘ、Ｔ１ / ２和
ＡＵＣ０→８ ｈ均显著增高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ< ０.０１)ꎮ
详见表 １ꎮ

表 １　 ＨＢＯ 对大鼠血液、脑脊液、脑瘤组织顺铂药物代谢

动力学参数的影响(ｘ－±ｓ)

组别 例数
Ｃｍａｘ(μｇ / ｍｌ)

血液 脑脊液 脑瘤组织
对照组 ４２ ９.５２±１.６５ １.２５±０.１２ １.０２±０.１０
ＨＢＯ 组 ４２ ９.４１±１.５２ ２.３８±０.１５ａ ２.１４±０.１６ａ

组别 例数
Ｔ１ / ２(ｈ)

血液 脑脊液 脑瘤组织
对照组 ４２ ０.８１±０.１３ １.４５±０.４１ ２.４８±０.４７
ＨＢＯ 组 ４２ ０.８５±０.１２ ２.１８±０.１７ａ ３.１６±０.６５ａ

组别 例数
ＡＵＣ０→８ ｈ(ｍｇ􀅰ｍｉｎ􀅰Ｌ－１)

血液 脑脊液 脑瘤组织
对照组 ４２ ９.３１±０.７１ ２.５７±０.２５ ３.７３±０.４１
ＨＢＯ 组 ４２ ９.２６±０.７８ ４.１２±０.４２ｂ ６.２８±０.９８ａ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｂＰ<０.０５

讨　 　 论

脑胶质瘤大多数呈膨胀性和浸润性生长ꎬ手术不
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易切除ꎬ预后相对较差ꎬ药物治疗与手术、放射治疗共
同构成了胶质瘤综合治疗体系ꎮ 临床中胶质瘤的化疗
效果往往难以令人满意ꎬ主要是由于血脑屏障影响了
药物进入脑组织ꎬ使肿瘤部位不能达到有效药物浓度ꎮ
水溶性化疗药物顺铂不易透过血脑屏障ꎬ如采取大剂
量化疗ꎬ其全身毒性作用较大ꎬ患者难以耐受ꎮ 因此ꎬ
安全有效的开放血脑屏障、提高顺铂脑组织浓度对脑
胶质瘤的治疗具有重要意义ꎮ 近年来研究发现ꎬ局部
用药如颈动脉、鞘内及肿瘤内用药ꎬ可提高脑内顺铂浓
度ꎬ减少毒性ꎬ提高疗效[６]ꎻ但其操作复杂、创伤较大ꎬ
且对中枢神经系统有潜在的危害ꎬ未得到广泛应用ꎮ

本课题前期研究发现ꎬＨＢＯ 治疗后大鼠脑脊液药
物浓度增高[７]ꎮ 林静等[８]也证实 ＨＢＯ 可以增加甲氨蝶
呤血脑屏障通过率ꎮ 本研究发现ꎬＨＢＯ 组大鼠顺铂脑
脊液浓度于 ５ ｍｉｎ 至 ２ ｈ 之间较对照组显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ药代动力学参数 Ｃｍａｘ、Ｔ１ / ２和 ＡＵＣ０→８ ｈ均明显高
于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ说明 ＨＢＯ 能够
有效增加脑脊液顺铂浓度ꎮ ＨＢＯ 作为一种无创性治疗
方法ꎬ可以改善组织血氧分压ꎬ促进血管新生ꎬ改善局部
微循环ꎬ抑制炎性因子释放[９]ꎮ Ｃｅｖｉｋ 等[１０]将大鼠分别
暴露于高气压和 ＨＢＯ 下ꎬ结果发现ꎬ两种状态下的大鼠
血脑屏障均有一定程度的开放ꎬ与高气压组大鼠比较ꎬ
ＨＢＯ 组大鼠水通道蛋白￣４(ａｑｕａｐｏｒｉｎ￣４ꎬＡＱＰ￣４)表达水
平上调ꎬＡＱＰ￣４ 主要分布于血脑屏障两侧ꎬ在介导水分
子透过血脑屏障过程中起重要作用ꎬ表明 ＨＢＯ 可以促
进大鼠血脑屏障开放ꎬ增加水溶性药物脑组织浓度ꎮ 本
研究显示ꎬ两组大鼠血液顺铂浓度比较ꎬ差异无统计学
意义ꎬ提示 ＨＢＯ 可增加顺铂在脑组织中的分布ꎬ且对顺
铂血液浓度无明显影响ꎬ可以避免全身毒性的增加ꎮ

Ｃ６ 脑胶质瘤的血脑屏障包括血￣脑脊液屏障与
血￣脑肿瘤屏障(ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｒ ｂａｒｒｉｅｒ)及瘤周屏障ꎬ
脑肿瘤组织渗透性的问题较为复杂ꎬ血￣脑肿瘤屏障是
导致化疗失败的重要因素[１１]ꎮ 本研究观察脑瘤组织
顺铂浓度随时间变化的规律ꎬ结果发现ꎬＨＢＯ 组顺铂
浓度于 ５ ｍｉｎ 至 ８ ｈ 之间均较对照组有显著增加(Ｐ<
０.０１)ꎬ药代动力学参数 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０→８ ｈ均明显高于对
照组ꎬ两组比较差异有统计学意义(Ｐ< ０.０１)ꎬ表明
ＨＢＯ 可以有效提高药物肿瘤浓度ꎮ 有研究报道ꎬ顺铂
的抗肿瘤活性不仅取决于局部药物浓度ꎬ还与药物浓
度维持时间有关[１２]ꎮ 本研究发现ꎬ脑瘤组织中 Ｔ１ / ２与
对照组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＨＢＯ
治疗后ꎬ顺铂在脑瘤组织中消除速率减缓ꎬ滞留时间延
长ꎬ有利于提高化疗效果ꎮ 本研究还发现 ＨＢＯ 延长顺
铂脑瘤组织半衰期ꎬ对血液消除速率无明显作用ꎮ 药
物半衰期 Ｔ１ / ２由外清除率与游离药物分布容积决定ꎬ
若脑内药物的消除速率慢于血液中药物的消除速率ꎬ

脑内半衰期将延长ꎬ但不会影响全身药物的半衰期ꎬ因
为脑内药物对全身药物的消除影响很小ꎮ

ＨＢＯ 可增强肿瘤对放疗、化疗及光动力疗法等的
敏感性[１３]ꎮ 研究认为ꎬＨＢＯ 治疗可减轻脑胶质瘤组
织的缺氧程度ꎬ减少肿瘤内的乏氧区ꎬ使乏氧细胞减
少、静止期细胞进入增殖期ꎬ增加药物对细胞的敏感
性[１４]ꎮ 本研究证实ꎬ对于脑肿瘤ꎬＨＢＯ 还能增加血脑
屏障开放、促进化疗药物进入肿瘤组织ꎮ ＨＢＯ 作为一
种辅助治疗手段ꎬ联合化疗药物可以发挥协同作用ꎬ在
脑胶质瘤的综合治疗中具有广泛的应用前景ꎮ
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