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要!本文简要介绍了尤斯灌流"
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#系统在动物胃肠道屏障及营养物质转运中的应用!同时提出

了在使用
,--./

0

1234567

过程中发现的一些问题&建议在应用
,--./
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系统过程中应使离体研究环境尽

量符合胃肠道生理特征!使研究结果更为准确并且更具生理意义!同时通过研究方法的改进使研究材料成本降低&
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开始利用尤斯灌流"
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#

方法研究上皮组织的离子转运'

#&!

(

&目前!其应用主

要集中在药学领域!通过微电极检测细胞膜离子通

道的电流变化!对肠道药物吸收)通透性和分泌情况

进行研究&随着
,--./

0
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在工艺设计方面

的不断完善!其应用也愈来愈广泛!并且逐渐在畜禽

营养与生理学研究领域得到应用&本文介绍了
,-&
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的基本构造和应用原理!并在此基础

上主要论述了
,--./

0
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系统在胃肠道屏障

功能以及营养物质吸收和转运领域的应用进展!同

时提出了研究过程中存在的问题以及可能的解决

方案&
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系统的基本构造
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系统主要由灌流室)电路系

统)数据采集系统以及配套系统组成&常见的灌流

室有
!

)

)

)

:

和
'

室
)

种类型&根据工艺不同!又分

为循环式和持续式灌流室&循环式灌流室包括
#

个

,

形管道和
!

个半室!

!

个半室中间是
#

个可嵌合

组织样本且可移动的插件&持续式灌流室包括
!

个

溶液贮器!通过聚乙烯管道将溶液引入
!

个半室!并

设阀门控制流速&

电路系统包括用于测量跨上皮电压和电流电

极)与电压*电流钳相连的导线以及电压*电流钳&

电压*电流钳由灵敏的首级信号采集片)电流和流体

阻抗补偿范围)用于电导*电阻测量的脉冲发生器)

可通过计算机进行仪器控制和数据采集的远程接口

以及
JBK

读数显示器组成&

数据采集系统是一套综合的数据采集与分析软

件包!由数据采集硬件)接口电缆及
9>L,MNB

和

9A9J?OB

"

9P9

"

#软件包组成&

9P9

"

在

@./QGR-

环境下运行!可测量电流)电压)电导及阻

抗!可同时对
#

#

'

个组织进行测量&还包括缩放控

制)试验协议)事件标记)数据析取工具及快速数据

汇总工具等其他功能&不同于通常的数据采集软

件!

9P9

"

专门为上皮组织研究而设计&例如!若

要测量药剂在
'

个组织中逐步加入对短路电流

"

2&3

#的剂量*响应曲线&为此!可在计算机上监测

2&3

直到基础读数稳定&在文件中设置一个事件标

记!并对
'

个组织进行第
#

次试剂加入!当电流达到

#

个新的稳定值"或达到
#

个规定时间#时!再设置

另一个事件标记并做第
!

次的试剂加入&

配套系统包括恒温水浴箱)

%S >T

!

U*%S T

!

混合气体循环系统和注射器等&恒温水浴箱的技术

参数$功耗为
#V@

!水泵流速为
:J

*

4./

!恒温波动

小于
"(%W

&
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系统的应用原理

./!

!

上皮细胞电生理基础

上皮组织由密集排列的上皮细胞和少量细胞间

质组成!具有极性和紧密连接!这也是区别于其他组

织的两大特征&极性是因为细胞游离面"或顶面#和

基底面结构和功能的分布不均造成的%而紧密连接

又称闭锁小带!常见于单层柱状上皮和单层立方上

皮中!位于相邻细胞间隙的顶端侧面!紧密连接除具

机械连接作用外!更重要的是封闭细胞间隙!阻止细

胞外的大分子物质经细胞间隙进入组织内&紧密连

接的形状和渗透性决定上皮组织的完整性以及对物

质的阻抗力"

41

#&上皮组织
41

可用以下公式描

述$

41X7Y5

*

.

!

7

为组织电阻系数!

5

为组织长

度或厚度!而
.

为组织面积&就一具体组织而言!

41

可分解为并列电阻器"图
#

#&单层上皮细胞总

阻抗用基尔霍夫定律可表示为$

41X

"

4+U46

#

Y

4&")$1

*"

4+U46U4&")$1

#!

4+

为细胞顶膜阻

抗!

46

为基底膜阻抗!

4&")$1

为并联的分流电阻&

根据欧姆定律!

41

可用如下公式计算!

41X

!

7

*

!

2

&

向上皮组织施加一个电压!通过电流的变化计算出

41

!这就是所谓的电压钳!施加电流则为电流钳&

绝大部分
,--./
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系统一般都能进行钳电

压和钳电流操作&

图
!

!

单层上皮细胞等效电路
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上皮细胞膜上的蛋白质逆着离子浓度梯度将离

子从膜的一侧转运向另一侧!转运过程中产生跨膜

电势!被称为
71

&产生
71

的前提是上皮细胞膜顶

侧和基底侧离子的分布是非均匀的&细胞膜顶侧电

势"

7+

#和基底侧电势"

76

#之差即为
71

&通过对

上皮细胞钳一电流可完成
71

的测定!这就是通常

所说的断路记录!在研究上皮物质的吸收以及分泌

机制方面极为有用&对于吸收组织!

7+

主要由

A3

U通道活性决定%而对于分泌组织!

76

则主要受

>C

<导电性能决定!而
>C

<导电性能通常是囊性纤

维化跨膜调节导体"

>Z_N

#&

2&3

被定义为单位时间通过上皮细胞的电荷流量

"如
71

被钳为
"4̀

时#&测定
2&3

时!需测定
71

在

"4̀

时的电流!以校正
2&3

&然后对上皮细胞钳以不为

"4̀

的
71

!根据
71

和
2&3

计算出
41a2&3X71

*

41

&

从上面公式可以看出!

2&3

可以在断路情况下求得!

因为
71

和
41

在断路情况下为已知'

$

(

&

上皮细胞顶膜和基底膜结合形式多样!因此在

上皮细胞顶膜不易区分出来自于细胞基底膜离子通

道和转运载体的
>Z_N

功能&采用离子替代品和

药物"如制真菌素"

A

F

-H3H./

##以抑制其他转运蛋白

的活性可克服这一困难'

)

(

&

A

F

-H3H./

属于多烯抗生

素!能形成人为亲水通道'

%

(

&该通道只允许单价阳

离子)水以及非电解质的小分子物质渗透&

A

F

-H3&

H./

亲水通道也允许阴离子如
>C

<渗透!但是通过的

阳离子和阴离子之比为
*a#

'

%

(

&需要说明的是三

磷酸腺苷"

9_b

#等大分子物质以及二价阳离子不能

通过
A

F

-H3H./

亲水通道&当研究
9_b

在上皮细胞

中的浓度时!需使用金黄色酿脓葡萄球菌
"

<

毒素

以产生较大的亲水通道!使得
9_b

能通过细胞膜&

这项技术已经用于研究肠道上皮细胞顶膜的内源

>C

<通道'

:

(

!有关详细说明可参考
J.

等'

+

(的报道&
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系统基础电路
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系统的基本功能是进行上皮

细胞膜离子泵功能和抗渗阻抗测定!

,--./

0

1234&

567

系统的电路等效图如图
!

所示&从以上叙述中

可知上皮细胞膜离子泵在转运离子过程中产生

2&3

!而上皮抗渗阻抗功能使得上皮细胞成为电阻

器
<41

&离子泵将离子从上皮细胞一侧转运向另一

侧!并且产生离子电流&上皮细胞本身属于超薄绝

缘体!膜两侧由绝缘性能良好的材料构成!形成电容

器"

!*

#&上皮细胞同时具备电流发生器)

41

和
!*

$

大特征&整个上皮组织的抗渗阻抗被定义为组织

电阻&上皮组织被放置在于缓冲液中!同时形成
)

个电阻器!分别定义为
4#

#

4)

&电流电极末端的

!"#

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮

SLSZXT
高亮



!

$

期 孙志洪等$尤斯灌流系统在动物胃肠道屏障及营养物质转运中的应用

琼脂盐起电流桥梁作用!并形成
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!而整个 电流电极形成的电阻被定义为电流电极电阻&
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等效电路图
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系统的操作

使用
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之前首先进行缓冲液)试

验用溶液的配制!同时制好电流电极和电压电极!电

极制备过程中注意
!

点$一是电极制备应在
$S

琼

脂糖溶液冷却之前%二是电极中避免气泡的存在!若

有气泡应用注射器回吸&在固定上皮组织和加入缓

冲液之前!将
,--./

0

1234567

系统各个部件安装

好!检测系统是否渗水&接着插入电极!电极电阻会

随着时间的变化而变化!进而导致电极电阻的不对

称性&因此!试验开始前应检测系统噪声以及补偿

电压&目前!多数
,--./

0

1234567

系统都能补偿溶

液阻抗以及电极电压&然后固定好上皮组织以及加

入缓冲液!开始电参数记录&上皮组织由于受机械

压迫导致电参数"

71

)

2&3

和
41

#极不稳定!需要

#"

#

$"4./

的时间让电参数基线稳定下来&一旦电

参数基线稳定下来即可开始目的试验!具体操作程

序可参考
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在动物营养与生理中的应用

0/!

!

胃肠道屏障功能

胃肠道屏障功能是指胃肠道上皮具有防止致病

性抗原侵入的功能&正常情况下!胃肠道可有效阻

止
%""

多种寄生菌及其毒素向腔外组织和器官移

位!防止机体受内源性微生物及其毒素的侵害&胃

肠道屏障功能的维持有赖于上皮屏障)胃肠道免疫

系统)胃肠道内正常菌群以及胃肠道内分泌和蠕动!

其中上皮屏障和黏膜免疫屏障尤为关键&非生理状

态包括缺血缺氧'

*

(

)炎症反应'

#"

(

)营养障碍'

##

(以及

微生态环境的改变'

)

(等将引起胃肠道屏障功能的

降低&

胃肠屏障功能通常可从离子分泌)渗透性和黏

液分泌等
$

个方面进行评价&可进行活体研究!也

可将胃肠段取出!放在
,--./

0

1234567

中进行离体

研究&利用
,--./

0

1234567

研究胃肠道屏障功能

主要集中在胃肠道上皮通透性)内毒素及细菌移位

的途径和机制以及谷氨酰胺"

cC/

#和益生菌对肠道

屏障功能的改善等方面&

$(#(#

!

胃肠道上皮通透性

利用
,--./

0

1234567

系统!通过检测同位素标

记或荧光素标记的大分子物质通过胃肠道上皮的比

例已成为研究胃肠道通透性的主要途径&

dDH\6CH

等'

#!

(利用
,--./

0

1234567

研究大西洋鲑鱼肠道上

$"#

SLSZXT
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甘露醇的通透性!试验中甘露醇表观渗透

性根据如下公式计算$

8X9

:

*

;1Y#

*"

.Y!

"

#!

9

:

*

;1

为浆膜侧放射性同位素放射活性的稳定出

现速率!

.

为上皮组织暴露在缓冲液中的面积!

!

"

为#)

><

甘露醇在黏膜侧的浓度&

8D/

等'

%

(利用
,-&

-./

0

1234567

研究全肠外营养"

_bA

#对大鼠小肠通

透性的影响!

$

I<

甘露醇加入到黏膜侧!每隔

#%4./

从浆膜侧抽出
#4J

缓冲液用于分析$

I<

甘

露醇!之后加入
# 4J

新的缓冲液!试验持续

*"4./

!其试验结果表明
_bA

将提高大鼠小肠

对$

I<

甘露醇的通透率&

_bA

增加胃肠道对大分

子物质的通透性与胃肠道免疫类物质的下降密切相

关&

Z677.67

等'

#$

(利用
,--./

0
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研究乙醇对

大鼠结肠通透性的影响!硫氰酸盐荧光素"

ZM_>

#

<

右旋糖苷加入到黏膜侧!

ZM_><

右旋糖苷通过肠道

上皮的流通量表示为
/4GJ

*"

4./

+

14

!

#!其研究

发现
#+44GC

*

J

的乙醇将提高大鼠结肠对
ZM_><

右旋糖苷通透性!其原因在于结肠中微生物将乙醇

氧化成乙醛并激活肥大细胞从而改变其通透性&需

要强调的
Z677.67

等'

#$

(是在整个试验过程中对上皮

电阻进行监测!以观测上皮组织活性的变化!这也是

此类试验必需考虑的问题&

$(#(!

!

细菌及内毒素在胃肠道上皮中的移位

胃肠道细菌及内毒素移位是引起消化道外组织

器官产生炎症"如菌血症#和自然性细菌腹膜炎的重

要原因'

*

(

&正因如此!研究细菌及其产生的内毒素

在胃肠道上皮的移位和机制对于防治机体消化道外

组织产生炎症具有重要意义&随着应用领域的不断

拓展!

,--./

0

1234567

已逐渐成为研究胃肠道细菌

及其产生的内毒素移位和机制的重要工具&研究过

程中通常对细菌或内毒素进行
ZM_>

标记&

dDH\6CH

等'

#!

(利用
,--./

0

1234567

研究了杀鲑

气单胞菌"

.<&+,/($#3#9+

#在大西洋鲑鱼肠道上皮

中的移位!

.<&+,/($#3#9+

用
ZM_>

标记!试验结

束时抽取浆膜侧缓冲液进行离心!用酶标仪"

.̀1HG7

#)!"eDCH.C356C1GD/H67

#在
)'"

*

%$%/4

下测定细

菌荧光&

f6/G.H

等'

#)

(利用
,--./

0

1234567

测定

ZM_>

标记的大肠杆菌"

=<3(,#

#

><!%

和脂多糖

"

Jb8

#的在大鼠回肠上皮中的移位&其研究结果显

示!重度出血休克组大鼠
ZM_>

标记的大肠杆菌

><!%

在回肠上皮中的移位显著高于假休克组大

鼠!但并未检测到
ZM_>&Jb8

的在回肠上皮中的移

位!这也表明纯化的
Jb8

在体外不能通过肠道黏

膜!体内肠道上皮中的
Jb8

可能是已经移位的细菌

所释放&

M-6/43//

等'

#%

(研究表明聚合物的存在促

进粪肠球菌进入结肠黏膜!透过结肠壁入侵腹腔组

织&值得一提的是!

M-6/43//

等'

#%

(在研究过程中

并未使用同位素或
ZM_>

标记细菌!但同样取得了

理想结果!这为今后开展类似研究提供了一条新途

径&利用
,--./

0

1234567

研究胃肠道细菌及其内

毒素移位过程中应注意胃肠道中寄生菌以及外界微

生物对试验结果的干扰!这就要求对所采集到的胃

肠道上皮做无菌处理&单独用
!

倍或
%

倍青链霉素

双抗缓冲液冲洗上皮组织达不到理想效果!还应用

!

倍的庆大和两性霉素缓冲液冲洗!因为胃肠道寄

生菌除革兰氏阴性菌和阳性菌外!还包括霉菌)酵母

菌和真菌等微生物&

$(#($

!

胃肠道上皮屏障功能的调控

目前!研究已证实某些营养成分或益生菌对维

持和改善胃肠道的屏障功能具有重要作用'

#$

(

&

cC/

是肠道黏膜细胞代谢必需的营养物质!对维持肠道

黏膜上皮结构的完整性起着十分重要的作用'

#$

(

!而

且是肠道上皮细胞和免疫细胞的主要呼吸基

质'

#:&#+

(

&此外!

cC/

具有保持和改善胃肠道屏障功

能的独特作用'

#'&!"

(

&近年来!有学者利用
,--./

0

1234567

进行了此方面的研究工作!研究方法和检

测指标同胃肠道上皮通透率以及细菌和内毒素移位

基本一致!但也考虑了一些新的元素&

=GE37

等'

!#

(

比较了
cC/

和葡萄糖"在肠道代谢#与丙氨酸"不在

肠道代谢#对大鼠肠道上皮通透性的影响差异!其研

究的主要目标集中在肠道黏膜组织中
9_b

水平的

变化上!因为
9_b

水平同细胞骨架的
Z<

肌动蛋白

"

Z&31H./

#和
c<

肌动蛋白"

c&31H./

#两者间的动态

平衡密切相关!

Z&31H./

比例升高!细胞骨架得以保

护!上皮细胞紧密性得以维持&

JDH

0

6/QG7\\

等'

!!

(

利用
,--./

0
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研究了抗生素在防止患急性

胰腺炎的大鼠肠道屏障功能不良方面的作用!试验

过程中同时进行了%#

>7<

乙二胺四乙酸"

%#

>7&BK&

_9

#的通透率以及
ZM_>&=<3(,#=#!

的移位研究!

其研究结果表明抗生素通过诱导回肠黏膜谷胱甘肽

的生物合成以维持大鼠肠道屏障功能&

8127G6Q67

等'

!$

(利用
,--./

0

1234567

研究了饲喂益生菌

"

>+33"+*(/

?

3%&6(),+*9##

!是一种非致病性酵母

菌#对猪空肠屏障功能的影响!研究结果显示饲喂益

生菌
'Q

后!空肠上皮
2&3

下降达
!:S

!但在使用

#:Q

后!

2&3

重新恢复到正常值&其研究结果表明

%"#
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>+33"+*(/

?

3%&6(),+*9##

对猪空肠黏膜上皮细胞

的分泌性作用是与时间密切相关&总体而言!益生

菌可减少肠上皮细胞的分泌作用!即便使用了促分

泌剂!仍可减少分泌!这对腹泻等消化性疾病的防治

会起到积极作用&

0/.

!

"##$%

&

'()*+,-

在胃肠道黏膜物质转运的

研究

经食道而来的物质在胃和小肠内被降解!葡萄

糖)小肽)游离脂肪酸和氨基酸等物质通过胃肠道上

皮细胞基顶膜转运载体进入胃肠壁内!再通过基底

膜转运载体转出!进入血液循环供肠道和其他组织

利用"图
$

#&提高畜禽胃肠道上皮细胞的分泌作用

对营养物质的吸收转运效率对于减少饲养成本)促

进动物生长具有重要意义&

,--./

0

1234567

为研究胃肠道物质转运效率

提供了快捷且有效的途径!研究主要集中在葡萄糖)

氨基酸以及矿物元素等物质的转运方面&

e.CC37

等'

!)

(利用
,--./

0

1234567

研究了表皮生长因子

"

BcZ

#对空肠葡萄糖转运的影响!其结果表明
BcZ

促进了
$&T<

甲基葡萄糖的转运&出于不同目的!

cg56C

等'

!%

(

)

KD17G1

等'

!:

(

)

9C5./

等'

!+

(以及
9R3Q

等'

!'

(分别利用
,--./

0

1234567

对葡萄糖转运进行

了研究&

e3HH26R-

等'

!*

(利用
,--./

0

1234567

研

究了小肽和氨基酸在绵羊瘤胃和皱胃上皮的转运!

其研究结果表明反刍动物皱胃上皮细胞对小肽和游

离氨基酸的转运能力显著高于瘤胃上皮细胞&

e376-13

等'

$"

(和
9C5./

等'

!+

(先后用
,--./

0

1234&

567

研究了胃肠道上皮对氨基酸的转运&

图
0

!

氨基酸在肠道的转运过程

Z.

0

($

!

_26

[

7G16--G\34./G31.Q-H73/-

[

G7H././H6-H./3CH731H

!!

利用
,--./
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在研究胃肠道物质转运

的过程中!发现已转运到浆膜侧的物质会回流到黏

膜侧!这无疑降低了对体内物质转运评估的准确性&

9-126/5312

等'

$#

(以及
cg56C

等'

!%

(将所转运的物

质分别加到黏膜侧和浆膜侧!计算出从黏膜侧到浆

膜侧以及从浆膜侧到黏膜侧的物质流量!然后对试

验结果进行校正!该方法极大程度上提高了
,--./

0

1234567

研究物质转运试验结果的准确度&

反刍动物瘤胃上皮是挥发性脂肪酸和葡萄糖吸

收的重要场所!同时也能吸收小肽和氨&一部分营

养物质在转运过程进行代谢!代谢产物进入血液循

环系统&瘤胃上皮易剥离!组织完整性得到保证&

因此!瘤胃上皮较其他组织更适合进行物质吸收)转

运以及代谢研究!今后应利用
,--./

0

1234567

系统

加强此方面的研究工作!为阐明瘤胃上皮对营养物

质的吸收与转运机制提供更为详实的科学依据&

0/0

!

"##$%

&

'()*+,-

系统在其他研究领域的应用
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系统的研究对象为上皮组织!

而上皮组织广泛分布在身体表面和体内各种囊)管)

腔的内表面&上皮组织具有保护)分泌)吸收和排泄

等功能!不同部位的不同上皮!其功能各有差异&如

分布在身体表面的上皮以保护功能为主%体内各管

腔面的上皮!除具有保护功能外!尚有分泌和吸收等

功能%某些上皮组织!从表面生长到深部结缔组织中

#"#
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去!分化成为具有分泌功能的腺上皮&因此!

,--./
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1234567

的研究对象可扩展到机体任一上皮组织&

就某一具体上皮组织而言!可研究的内容也多样化!

从药物筛选到屏障功能)免疫功能)物质吸收与代谢

以及分泌和排泄等&

1

!

存在的问题及解决方案

胃肠道上皮离体后组织形态学和生理活性都会

在一定时间之后迅速改变或下降&

8hQ672GC4

等'

$!

(研究表明!肠道上皮离体
*"

#

#!"4./

后!大

部分标本都出现了组织形态学的改变!生理活性无

明显异常%离体
!)"4./

后!

9_b

降低至正常值的

$"S

!上皮通透性明显提高&因此!上皮组织的离体

试验必须在一定时间内迅速完成&此类试验中通常

会采集
$

头以上动物的胃或肠道上皮!样品采样)样

品从动物房到实验室的运输以及仪器调试通常需要

近
#2

&解决样品组织形态学变化以及生理活性下

降与时间的矛盾是提高试验准确性的关键!能否在

转运溶液中通过添加组织活性保鲜剂以保持或减缓

胃肠道上皮组织形态学和生理活性的下降是今后应

用
,--./

0

1234567

值得探讨的重要问题&

利用
,--./

0

1234567

研究物质转运过程中存

在转运溶液渗漏情况!溶液是从安插组织样品固定

夹片的位置渗漏!这严重影响试验结果的准确性&

组织样品固定夹片与尤斯室都是固体!因此密封性

不好&如果在两者的接触位置!在任意一方能加上

密封性能更好的配件!将改善尤斯室溶液渗漏现象&

=GHH73

等'

$$

(专门进行过
,--./

0

1234567

边缘渗漏

的定量与校正研究!其得出的校正公式具有较好的

参考意义&

查阅过去的研究文献发现!利用
,--./

0

1234&

567

研究胃肠道营养物质转运时!研究对象往往是

单一的!要么是葡萄糖!要么是氨基酸或者是矿物元

素&而动物机体内胃肠道营养物质的转运通常存在

协同和拮抗等复杂关系!这使得以单一研究对象获

得的试验结果缺乏一定生理意义&因此!转运溶液

应更符合胃肠道内的生理环境!包括
[

I

)渗透压)

离子平衡常数以及营养成分等&

在物质转运研究中!

,--./

0

1234567

研究体系

通常采用放射性同位素标记的营养物质进行转运研

究&放射性同位素价格高!限制了研究对象的种类

和数量&

9C5./

等'

!+

(曾使用非同位素物质进行营养

物质转运研究!这为
,--./

0

1234567

研究胃肠道物

质转运提供了一个新的途径&但是!胃肠道能代谢

多种营养素!同时上皮组织会释放一定营养素到尤

斯室!浆膜侧溶液中能检测到未添加的转运物质!这

就影响了研究结果的准确性&本文作者尝试通过检

测尤斯室中未添加的营养物质!同时根据上皮组织

营养物质组成来校正转运物质的数量!这对提高试

验结果的准确性具有一定作用&

2

!

小
!

结

,--./

0

1234567

具有快捷)简便等特点!开展

畜禽胃肠道屏障功能和营养物质转运研究!将有助

于深刻分析和理解胃肠道屏障功能以及营养物质转

运过程与机制&建议在应用
,--./

0

1234567

过程

中应进一步优化胃肠道离体生理环境!改进研究方

法!降低研究材料成本!使试验研究结果更为准确且

更符合生理特征&
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