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微量采血法较常规采血法的技术与优势
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　 　 【摘要】 　 目的　 在体内药物代谢动力学实验中，为了减少动物的使用量（３Ｒ⁃Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）以及减轻动物的痛苦

（３Ｒ⁃Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ），本研究首次建立了小鼠后肢隐静脉进行微量采血的方法，利用较以往灵敏 ５ ～ １０ 倍的生物分析

技术进行药代动力学研究。 方法　 给予雄性 ＣＤ⁃１ 小鼠静脉注射或者口服灌胃模型化合物 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，通过隐静脉

微量采血法（所需动物数量少、采血量少、动物承受痛苦轻微）以及常规眼眶后静脉丛采血法（所需动物数量多、采
血量较多、动物承受痛苦较严重）两种采血方法，分别在给药后的相同时间点进行采血，测定各组的小鼠血浆药物

浓度，并对计算所得的药代动力学参数进行比较。 结果　 对于所有模型化合物，隐静脉微量采血与眼眶后静脉丛

常规采血法所获得的主要药代动力学参数一致，无明显差异。 结论　 在小鼠药代动力学实验中隐静脉微量采血法

完全可以替代现有的常规眼眶后静脉丛采血法，从而显著地减少了动物使用量、减轻了动物所承受的痛苦，采血量

减少了 ８０％ ，动物使用量减少了 ６５％ ，更加符合动物福利 ３Ｒ 原则。
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　 　 小鼠体型小，生长繁殖快，成本低，易于操作

和控制，是医学实验尤其是药代动力学实验常用

动物。 在各种动物实验研究中，为了评价药物、
新化合物等的药理学、药物代谢动力学特征，常
在一定时间内多次采集动物血液 ［１］ 。 目前，小鼠

常用的采血方法有眼眶后静脉丛采血法，眼球摘

除采血法，心脏采血法，尾静脉采血法等 ［２］ 。 据

研究报道，采血本身会引起动物应激，某些采血

方法甚至会引起动物局部组织的严重损伤甚至

是动物死亡 ［３ － ４］ 。 其中，小鼠眼眶后静脉丛采血

是目前最常用的小鼠连续多次采血方法 ［５］ ，其采

血量可满足药代、药效等常用指标的分析。 但在

实际应用中，眼眶静脉丛采血会造成动物眼睛局

部的严重损伤、甚至是失明，采血过程中动物表

现明显痛苦，需要麻醉，且所需动物数量较大、采
血量较多，因此该采血方法不完全符合动物福利

３Ｒ 原则。 近年来，生物分析仪器灵敏度有大幅

提高。 以本实验使用的三重四极杆质谱灵敏度

为例，Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ５５００ 比 ＡＰＩ ４０００ 灵敏度提到

了 ５ ～ １０ 倍。 这就从技术上实现了能够支持微

量血液样品的生物分析 ［６］ 。 但目前，以微量采血

进行生物分析及药代动力学研究国内尚未见报

道。 而在这一研究领域，于小鼠后肢隐静脉采血

国内外均未见报道。 本研究首次建立了小鼠后

肢隐静脉微量采血的新方法。 该方法所需动物

数量显著减少，同时动物表现痛苦小，无需麻醉，
对动物局部组织的损伤较小，并可重复采血，采
血量小。 与常规眼眶后静脉丛采血法比较，所获

得的主要药代动力学参数一致，无明显差异。 因

此在小鼠药代动力学实验中隐静脉微量采血法

完全可以替代现有的常规眼眶后静脉丛采血法，
且更加符合动物福利 ３Ｒ 原则。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＣＤ⁃１ 小鼠 ９２ 只，６ ～ ８ 周龄，体重

２０ ～ ２５ ｇ；由上海斯莱克实验动物有限责任公司提

供［ＳＣＸＫ （沪） ２０１２ － ０００２］。 本实验在上海美迪

西生物医药有限公司 ＳＰＦ 动物房进行［ＳＹＸＫ （沪）
２０１５ － ００２６］，动物房恒温恒湿（温度 ２１℃ ～ ２３℃，
湿度 ４０％～ ６０％ ），光照时间 ８：００ ～ ２０：００。 实验开

始前，小鼠在动物房中适应至少 ５ ｄ。 本实验由上海

罗氏创新中心实验动物使用与管理委员会批准号：
ＲＩＣＳ － ２０１５０９２１。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

给药溶液的配置：静脉注射溶液由 ５％ （ｗ ／ ｖ）二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、４０％ （ｗ ／ ｖ）聚乙二醇（ＰＥＧ ４００）
和 ５５％ （ｗ ／ ｖ）生理盐水配制；口服溶液由 ２％ （ｗ ／ ｖ）
羟丙基纤维素、０􀆰 １％ （ｗ ／ ｖ）聚山梨醇酯（ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ
８０）和 ０􀆰 １％ （ｗ ／ ｖ）对羟基苯甲酸甲酯的水溶液配

制；色谱级乙腈、甲醇：Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；实验所用

其他试剂纯度均为色谱级别。
麻醉机：Ｍａｔｒｘ 公司，型号 ９１８０５０６０；超高效液相色

谱仪（ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ）：Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司，型号 Ｎｅｘｅｒａ ＬＣ
Ｓｙｓｔｅｍ；三重四级杆质谱仪：ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司，型号５５００；
Ｃｈｒｏｍｏｌｉｔｈ ＦａｓｔＧｒａｄｉｅｎｔ ＲＰ⁃１８ Ｅｎｄｃａｐｐ（５０ × ２􀆰 ０ ｍｍ）
色谱柱：默克公司；离心机：梅特勒公司，型号 ５４２４，
Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，型号 Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ；电子天平：梅特勒公

司，型号 ＸＰ２０５ＤＲ；微量采血毛细管：Ｓａｒｓｔｅｄｔ Ａｇ ＆ Ｃｏ．
公司，型号Ｍｉｎｉｖｅｔｔｅ ＰＯＣＴ；灭菌注射针及注射器：上海

米沙瓦公司，型号 ４􀆰 ５ 和 ６ 号；一次性抗凝管及一次性

血样采集针：江苏康健公司；酒精棉球等。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠药代动力学实验设计

将 ９２ 只 ＣＤ⁃１ 小鼠分别随机编号并称重，分为 １６
组。 分别单次给予静脉注射（ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＩＶ）
１ ｍｇ ／ ｋｇ 以及口服灌胃（ｏｒａｌ ｇａｖａｇｅ，ＰＯ）１０ ｍｇ ／ ｋｇ 的模

型化合物 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。
① 常规眼眶后静脉丛采血法：静脉注射每组 ９

只动物，口服灌胃每组 ８ 只动物；
② 后肢隐静脉微量采血法：静脉注射、口服灌

胃每组均 ３ 只动物。 具体实验设计见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ２　 采血时间点

静脉给药组：于给药后 ５ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、１
ｈ、２ ｈ、４ ｈ、７ ｈ、２４ ｈ 采集样品，共 ８ 个时间点。

口服给药组：于给药后 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ、
４ ｈ、７ ｈ、２４ ｈ 采集样品，共 ７ 个时间点。

对于常规眼眶后静脉丛采血法，因采血量较大

（每只各时间点 １５０ μＬ），对动物进行间隔采血，每
个时间点采用 ３ 只动物，每只动物最多采集不超过

３ 次，具体采血安排见表 ２。
对于隐静脉微量采血法，采血量小（每只各时

间点 ３０ μＬ），在全部 ３ 只动物中采集所有时间点的

样品。
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表 １　 单个模型化合物实验设计
Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

给药途径
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｒｏｕｔｅｓ

动物数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

采血量（μＬ）
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ

给药浓度（ｍｇ ／ ｋｇ）
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ

给药体积（ｍＬ ／ ｋｇ）
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

静脉注射
ＩＶ ９ １５０ １ ５

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ ８ １５０ １０ １０

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

静脉注射
ＩＶ ３ ３０ １ ５

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ ３ ３０ １０ １０

表 ２　 动物间隔采血安排
Ｔａｂ． ２　 Ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

时间点
Ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

动物编号
Ａｎｉｍａｌ Ｎｏ．

静脉给药组
ＩＶ ｇｒｏｕｐ

口服给药组
ＰＯ ｇｒｏｕｐ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

５ ｍｉｎ 􀳫 􀳫 􀳫

１５ ｍｉｎ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

３０ ｍｉｎ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

１ ｈ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

２ ｈ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

４ ｈ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

７ ｈ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

２４ ｈ 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫 􀳫

注：“􀳫”为该采血点所使用动物。
Ｎｏｔｅ． “􀳫” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｔｈａｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ．

１􀆰 ３􀆰 ３　 采血方法

　 　 （１）常规眼眶后静脉丛采血法：将小鼠放入异

氟烷麻醉箱进行吸入麻醉后，左手抓紧小鼠颈部皮

肤固定头部，并轻轻向下压迫颈部两侧，以突出小

鼠眼球并使眼球充血，右手用事先准备好的一次性

血样采集针针头顶端（针尖斜面朝内）垂直插入外

眦，见针管有血液后，保持此位置连接离心管，血液

便会连续不断地滴入，当血液量达到 １５０ μＬ 时拔出

采集针立即用灭菌干棉球压迫止血。
（２）隐静脉微量采血法：小鼠无需麻醉，实验前

先将小鼠后肢部位剃毛，将小鼠放入合适的固定器

中，露出后肢，酒精棉球擦拭采血部位消毒后，将灭

菌注射针头迅速刺入后肢隐静脉，血液流出，用微

量采血毛细管收集 ３０ μＬ 血液于离心管中。 采血结

束，立即用灭菌干棉球压迫止血。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠疼痛评估

小鼠在隐静脉微量采血过程中，根据国际

ＮＣ３ＲＳ“小鼠痛苦表情评分”及遵循 ＡＡＡＬＡＣ《实

验动物饲养管理和使用指南（第八版）》，通过观察

小鼠的表情、外貌表现（被毛、理毛行为、眼睛、躯
干体姿、呼吸）、饮食和排泄、行为（合群情况、运
动、性格、声音）及临床症状（心血管系统、呼吸系

统、消化系统、神经系统）评估和判定小鼠的疼痛

程度。 此评估仅适用于清醒动物，因常规眼眶后

静脉丛采血法动物表现明显痛苦，实施麻醉，未进

行疼痛评分。
１􀆰 ３􀆰 ５　 血浆样品处理

（１）常规采血法血浆样品处理：取小鼠血浆样

品 ２０ μＬ，加入 ６０ μＬ 冰乙腈进行 １∶ ４（ｖ ／ ｖ）蛋白沉

淀，涡旋使其充分混合后在 ４℃ 条件下以 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ转速离心 １０ ｍｉｎ 后，取上清液进样到 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ
Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ５５００ ＭＳ ／ ＭＳ 系统使用电喷雾离子化模

式进行分析。 进样体积均为 ２ μＬ。
（２）微量采血法血浆样品处理：取小鼠血浆样

品 ５ μＬ，加入 ９５ μＬ 冰乙腈进行 １∶ ２０（ｖ ／ ｖ）蛋白沉

淀，涡旋使其充分混合后在 ４℃ 条件下以 １２ ０００

６８ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ３ 月第 ２８ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ３



ｒ ／ ｍｉｎ转速离心 １０ ｍｉｎ 后，取上清液进样到 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ
Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ５５００ ＭＳ ／ ＭＳ 系统使用电喷雾离子化模

式进行分析。 进样体积均为 １ μＬ。
１􀆰 ４　 数据处理

通过 Ｐｈｏｅｎｉｘ 软件计算主要药代动力学参数，
包括 ＡＵＣ（药时曲线下面积）、ｔ１ ／ ２ ｚ（消除半衰期）、
Ｃｍａｘ（峰浓度）、Ｔｍａｘ （达峰时间）、ＭＲＴ（平均驻留时

间）、ＣＬｚ（清除率）和 Ｖｚ（分布容积）。

２　 结果

在采血过程中，通过对比 ＮＣ３ＲＳ 的“小鼠痛苦

表情评分”以及 ＡＡＡＬＡＣ《实验动物饲养管理和使

用指南（第八版）》，小鼠表现均为正常（所有评分项

目为“０”⁃正常），表明的确将动物损伤降至了最低。
对于 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 四种化合物在小鼠中分别单次给

药，采用两种采血方法计算所得的主要药代动力学

参数见表 ３ ～ ６，药时曲线见图 １ ～ ４。 结果表明，与
常规眼眶后静脉丛采血法相比，采用隐静脉微量采

血所获得的主要药代动力学参数一致，无明显差

异。 因此在小鼠药代动力学实验中隐静脉微量采

血法完全可以替代现有的常规眼眶后静脉丛采

血法。

表 ３　 小鼠单次给予静脉注射及口服灌胃模型化合物 Ａ 后微量和常规采血方法的主要药代动力学参数
Ｔａｂ． ３　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ａ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｖａｇｅ

采血方法
Ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

给药途径
Ａｄｍｉｎｉｓ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ
ｒｏｕｔｅｓ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｄｏｓｅ

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ （０⁃ｔ）

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ

（０ － ∞ ）

平均滞留
时间
（ｈ）
ＭＲＴ

（０ － ∞ ）

消除
半衰
期（ｈ）
ｔ１ ／ ２ ｚ

达峰
时间
（ｈ）
Ｔｍａｘ

分布
容积

（Ｌ ／ ｋｇ）
Ｖｚ

清除率
［ｍＬ ／

（ｍｉｎ∗ｋｇ）］
ＣＬｚ

峰浓度
（μｇ ／ Ｌ）
Ｃｍａｘ

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ（ＭＳ）

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ（ＲＳ）

静脉注射
ＩＶ １

２６０６ ２６５１ １􀆰 ３ １􀆰 ４ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ７５ ６􀆰 ２９ ２８４３

２７１４ ２７５２ １􀆰 １ １􀆰 １ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ５６ ６􀆰 ０６ ３２５０

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ １０

２６７２０ ２６７２５ ４􀆰 ３ ２􀆰 ０ １ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ４４０７

２２８１３ ２２８１７ ３􀆰 ７ ２􀆰 ０ ０􀆰 ５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ６８２０

注：∗表示不适用。 下同。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ （ＮＡ）． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

注：ａ：小鼠单次给予静脉注射 １ ｍｇ ／ ｋｇ 模型化合物；ｂ：小鼠单次给予口服灌胃 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 模型化合物。 下同。

图 １　 微量和常规采血法测得模型化合物 Ａ 的平均药时曲线

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ． ｂ： Ｍｏｕｓｅ ｏｒａｌ ｇａｖａｇｅ ｏｆ １０ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ａ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｒ ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
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表 ４　 小鼠单次给予静脉注射及口服灌胃模型化合物 Ｂ 后微量和常规采血方法的主要药代动力学参数
Ｔａｂ． ４　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｂ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｖａｇｅ

采血方法
Ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

给药途径
Ａｄｍｉｎｉｓ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ
ｒｏｕｔｅｓ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｄｏｓｅ

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ
（０⁃ｔ）

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ

（０ － ∞ ）

平均滞留
时间
（ｈ）
ＭＲＴ

（０ － ∞ ）

消除
半衰期
（ｈ）
ｔ１ ／ ２ ｚ

达峰
时间
（ｈ）
Ｔｍａｘ

分布
容积

（Ｌ ／ ｋｇ）
Ｖｚ

清除率
［ｍＬ ／

（ｍｉｎ∗ｋｇ）］
ＣＬｚ

峰浓度
（μｇ ／ Ｌ）
Ｃｍａｘ

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

静脉注射
ＩＶ １

４１２ ４１４ ０􀆰 ６ ０􀆰 ８ ０􀆰 ０８３ ２􀆰 ９ ４０􀆰 ３ ８６２

４５９ ４６５ ０􀆰 ７ １􀆰 ０ ０􀆰 ０８３ ３􀆰 １ ３５􀆰 ９ １００５

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ １０

２４６０ ２４６５ ２􀆰 ８ ３􀆰 ２ ０􀆰 ２５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ １２４７

１９８０ ２１９８ ２􀆰 ４ ３􀆰 １ ０􀆰 ２５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ １４１０

图 ２　 微量和常规采血法测得模型化合物 Ｂ 的平均药时曲线

Ｆ ｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｒ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｒ ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

表 ５　 小鼠单次给予静脉注射及口服灌胃模型化合物 Ｃ 后微量和常规采血方法的主要药代动力学参数
Ｔａｂ． ５　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｖａｇｅ

采血方法
Ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

给药途径
Ａｄｍｉｎｉｓ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ
ｒｏｕｔｅｓ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｄｏｓｅ

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ
（０⁃ｔ）

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ

（０ － ∞ ）

平均滞留
时间
（ｈ）
ＭＲＴ

（０ － ∞ ）

消除
半衰期
（ｈ）
ｔ１ ／ ２ ｚ

达峰
时间（ｈ）

Ｔｍａｘ

分布
容积

（Ｌ ／ ｋｇ）
Ｖｚ

清除率
［ｍＬ ／

（ｍｉｎ∗ｋｇ）］
ＣＬｚ

峰浓度
（μｇ ／ Ｌ）
Ｃｍａｘ

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

静脉注射
ＩＶ １

１６９ １７７ ０􀆰 ６ ０􀆰 ５ ０􀆰 ０８３ ４􀆰 １ ９４􀆰 １ ２９９

１４２ １５８ ０􀆰 ７ ０􀆰 ７ ０􀆰 ０８３ ６􀆰 ５ １０６ ２５９

微量采血
Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ

常规采血
Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ １０

１３２ １４７ １􀆰 ７ １􀆰 ２ ０􀆰 ５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ７９􀆰 ４

９６ １２２ ４􀆰 １ ２􀆰 ８ ０􀆰 ５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ４３􀆰 ２
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图 ３　 微量和常规采血法测得模型化合物 Ｃ 的平均药时曲线

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｒ ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

表 ６　 小鼠单次给予静脉注射及口服灌胃模型化合物 Ｄ 后微量和常规采血方法的主要药代动力学参数
Ｔａｂ． ６　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｖａｇｅ

采血方法
Ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

给药途径
Ａｄｍｉｎｉｓ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ
ｒｏｕｔｅｓ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｄｏｓｅ

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ
（０⁃ｔ）

药时曲线
下面积

（μｇ ／ Ｌ∗ｈ）
ＡＵＣ

（０ － ∞ ）

平均滞留
时间
（ｈ）
ＭＲＴ

（０ － ∞ ）

消除
半衰期
（ｈ）
ｔ１ ／ ２ ｚ

达峰
时间
（ｈ）
Ｔｍａｘ

分布
容积

（Ｌ ／ ｋｇ）
Ｖｚ

清除率
［ｍＬ ／

（ｍｉｎ∗ｋｇ）］
ＣＬｚ

峰浓度
（μｇ ／ Ｌ）
Ｃｍａｘ

微量 Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ
常规 Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

静脉注射
ＩＶ １

２５６ ２５８ ０􀆰 ４ ０􀆰 ９ ０􀆰 ０８３ ５􀆰 ２ ６４􀆰 ７ ７４６
２３９ ２４１ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ０􀆰 ０８３ ２􀆰 １ ６９􀆰 ２ ６６９

微量 Ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ
常规 Ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ

口服灌胃
ＰＯ １０

７８２ ８３７ ２􀆰 １ １􀆰 ７ ０􀆰 ２５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ７５４
７４３ ７９６ ２􀆰 １ １􀆰 ７ ０􀆰 ２５ ＮＡ∗ ＮＡ∗ ７４１

图 ４　 微量和常规采血法测得模型化合物 Ｄ 的平均药时曲线

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｒ ｍｉｃｒｏ⁃ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

３　 讨论

本研究在国内外首次建立了小鼠后肢隐静脉微

量采血法，并利用高灵敏度的质谱技术生物分析方

法，成功实施了药代动力学研究。 微量采血法的应用

得益于生物分析仪器灵敏度的大幅提高。 通过表 ７
可以发现，同样浓度的血浆样品在使用不同质谱进行

定量时的灵敏度（色谱峰高）存在明显差异。 对于药

物研 发 早 期 的 药 动 学 试 验， ＬＬＯＱ （ ｌｏｗ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）值通常为 １ ｎｇ ／ ｍＬ。 虽然使用相对老旧

型号的质谱也可满足此要求，但往往需要使用更多的

血浆以及其他生物样品（２０ ～５０ μＬ）用于方法开发以

及样品测定，而新型仪器可以明显降低动物血浆以及

其他生物样品的使用量（５ ～１０ μＬ）。
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表 ７　 同一浓度血浆样品（化合物 Ｂ，１５００ ｎｇ ／ ｍＬ）使用不同质谱仪分析时的灵敏度比较
Ｔａｂ． ７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｓ ｕｓｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｂ， １５００ ｎｇ ／ ｍＬ）
质谱型号

Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｓ ＡＰＩ ４０００ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ５５００

色谱柱 Ｃｏｌｕｍｎ Ｃｈｒｏｍｏｌｉｔｈ ＦａｓｔＧｒａｄｉｅｎｔ ＲＰ⁃１８ ｅｎｄｃａｐｐ （５０ × ２􀆰 ０ ｍｍ）
进样量（μＬ）Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ １ １
色谱峰宽（ｍｉｎ）Ｐｅａｋ ｗｉｄｔｈ ０􀆰 ０７７ ０􀆰 ２１４

色谱峰高 Ｐｅａｋ ｈｅｉｇｈｔ ４１８ ４􀆰 ０２ × １０５

　 　 小鼠常用的采血方法有眼球摘除采血法、心脏

采血法、眼眶后静脉丛采血法、尾静脉采血法等，这
些方法各有其优缺点。 例如眼球摘除采血法采血

量约为 ３００ ～ ４００ μＬ，而且易致小鼠失明、易感染，
止血不严密时还可致小鼠死亡［７］；心脏采血法采血

量可达 ８００ μＬ，但由于小鼠个体小、心脏小、心脏搏

动快、采血时位置较难固定，因而操作难度系数大，
且需要麻醉［８ － ９］。 这两种方法均不可重复采血，不
适用于目前的药代动力学研究。 眼眶后静脉丛与

尾静脉采血法可重复采血，常用于药代动力学研

究，但采用眼眶后静脉丛采血容易混入组织液，且
需要麻醉，有可能造成眼球后组织损伤及鼻骨的破

坏，甚至导致动物窒息死亡［１０］。 国外有报道采用尾

静脉微量采血法进行药代动力学研究［６，１１］，但尾静

脉采血法易凝血，常须采用暖灯或者温水浴加热尾

部以确保重复采血操作正常进行。 小鼠隐静脉血

管丰富，位置浅表［１２］。 因此本研究在国内外首次采

用了小鼠后肢隐静脉采血实施药代动力学研究。
该方法无需麻醉，操作方法简单易学，采血位置和

深度易把握，动物所承受痛苦降至最低。 同时采血

量减少了 ８０％ ，动物使用量减少了 ６５％ 。 此外，因
所有采血时间点来源于同一动物，实验数据更加优

化。 该采血方法更加符合动物福利 ３Ｒ 原则，在药

代动力学及其他医学实验研究中应该予以推广。
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