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要"目的
!

建立一种简单实用的大鼠肾缺血再灌注损伤模型&方法
!
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只雄性
94

大鼠随机分成
%

组#对照组"

,

组%'

缺血再灌注组"

TK

组%!每组各
'

个时相"

/

'

$%

'

%'

'

1%G

%&采用切除右肾!夹闭左肾动脉
')O:C

后恢复灌流建立缺血再灌注损伤模

型&检测血清肌酐"

9PK

%水平!观察肾组织病理学改变及超微结构变化&结果
!

缺血再灌注后!

9PK

水平显著升高!肾组织形态学

和超微结构出现明显的损伤和破坏!表明动物模型建立成功&结论
!

该方法建立大鼠肾缺血再灌注损伤模型简单实用&

关键词"大鼠$再灌注损伤$模型$肾脏

>?:

!

$*(&@/@

"

A

(:BBC($/1$3.&'.(%*$$($&(*$'

文献标识码"

6

文章编号"

$/1$3.&'.

"

%*$$

%

$&3$%.&3*%

<'%*+6'("#)$6#-'('2)*(,+-"6.*3-,I)*

/

*)2$"-'(-(

;

$)

&

-(),#"

)#H%*/>/&

(

#

$%*/M/

#

.2&

(

H%*&P,/&

(

#

#

-%*&

(

;#/

#

F,#!%&

(1

#

#

$#./&

(

'%*&

(

#

?*&

(

?%2'/&

(

#

)*&

(

H#2+/&

(

#

<,2&K,#*&

(4

#*&

#

<,2&

(

K,#'%&

$

.2

6

*7892&8/

:

D7/'/

(1

#

C

::

%'%*82>3/+

6

%8*'

#

J/78,K%A,#*&@2>%A*'</''2

(

2

#

J*&A,/&

(

#

K%A,#*&/&1***

#

<,%&*

&

!0"#),6#

!

:0

;

*6#-5*

!

8?P?CBDKEPDIB:O

H

;<IC>

H

KIPD:PI;O?><;?NK<CI;:BPG<O:I3K<

H

<KNEB:?C:C

A

EK

F

:CKIDB(<*#.'%"

!

'.OI;<

9

H

KI

=

E<34IM;<

F

KIDBM<K<KIC>?O;

F

>:J:><>:CD?DM?

=

K?E

H

B

!

P?CDK?;

=

K?E

H

$

,

=

K?E

H

&

IC>:BPG<O:I3K<

H

<KNEB:?C

=

K?E

H

$

Tb

=

K?E

H

&#

DG<N?EK

H

GIB<B

$

/

#

$%

#

%'

#

1%G

&

:C<IPG

=

K?E

H

(6D')O:CIND<KDG<;<NDK<CI;IKD<K

F

?PP;EB:?C?CDG<LIB:B?NDG<K:

=

GDK<CI;K<B<P3

D:?C

#

M<K<BD?K<>

H

<KNEB:?C:CO?><;:C

=

?N:BPG<O:I3K<

H

<KNEB:?C:C

A

EK

F

(8?><D<KO:C<B<KEOPK<ID:C:C<

$

9PK

&

IC>D??LB<KJ<K<CI;G:B3

D?;?

=

:PI;IC>E;DKIBDKEPDEKI;PGIC

=

<B(=*"$+#"

!

6ND<K:BPG<O:I3K<

H

<KNEB:?C

#

DG<;<J<;?NB<KEOPK<ID:C:C<

$

9PK

&

MIB:CPK<IB<>B:

=

C:N:3

PICD;

F

#

DG<O?K

H

G?;?

=F

IC>E;DKIBDKEPDEK<?NK<CI;D:BBE<M<K<>IOI

=

<>B:

=

C:N:PICD;

F

#

MG:PG:C>:PID:C

=

DGIDDG<P?CBDKEPD:?C?NIC:3

OI;O?><;MIBBEPP<BBNE;(>'(6+$"-'(

!

SB:C

=

DG<D<PGC:

`

E<D?P?CBDKEPDK<CI;:BPG<O:I3K<

H

<KNEB:?CKIDO?><;:BB:O

H

;<IC>

H

KIPD:3

PI;(

?*

&

1')%"

!

KIDB

%

K<

H

<KNEB:?C:C

A

EK

F

%

O?><;B

%

:̂>C<

F

!!

肾缺血再灌注损伤$
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T-T

&是一

种常见的临床病理生理过程#多见于低血容量性休克'急性肾

动脉阻断以及肾脏移植等情况#可以造成急性肾衰竭$

IPDED<

K<CI;NI:;EK<

#

6-_

&或使移植肾功能延迟恢复+

$

,

(因此#建立一

种简单实用的肾缺血再灌注损伤动物模型对于研究其发生机

制'预防其发生及治疗具有重要的意义(
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材料与方法
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材料
!

实验动物为健康雄性
9

H

KI

=

E<34IM;<

F
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94

&大鼠

'.

只#由重庆医科大学实验动物中心提供#体质量为
%%*

!

%/*

=

(实验过程中动物饲养及取材均按照实验动物管理和保护的

有关规定进行(

@(A

!

方法

@(A(@

!

实验动物分组和动物模型建立
!

'.

只雄性
94

大鼠随

机分成对照组$

,

组&和缺血再灌注组$

TK

组&#每组
%'

只动物#

每组按取材时间不同分为
'

个时相组$

/

'

$%

'

%'
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1%G

&#每个时

相组
/

只
94

大鼠(

,

组!开腹后切除右肾#分离左肾动脉#但

不夹闭左肾动脉(

TK

组!用
&2

的水合氯醛$

$*O7

"

^

=

&腹腔注

射麻醉#麻醉成功后#仰卧位固定#聚维酮碘消毒手术野#做腹

部正中切口#从耻骨联合上方
$PO

至剑突下方(将腹腔肠管

翻至腹腔外#用湿纱布包裹保护(暴露双侧肾脏#切除右肾#钝

性分离左肾动脉#保护好输尿管#靠近肾门处用无创动脉夹夹

闭肾动脉#观察肾脏由鲜红色逐渐变为暗红色(将肠管还纳至

腹腔#用
&

把血管钳钳夹腹壁#夹闭腹腔#以防止体温下降和水

分散失(

')O:C

后去除血管钳#打开腹腔#将腹腔肠管翻至腹

腔外#暴露肾脏(松开动脉夹#恢复灌流#肉眼可见肾动脉充

盈#肾脏由暗红色变为鲜红色#表明再灌注成功(用
$

号细丝

线连续缝合腹壁切口(麻醉苏醒后#分笼饲养#自由摄取水和

食物(动物模型的建立参照文献+
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取材
!

于再灌注后
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1%G

处死大鼠#处死前从

下腔静脉采血
%O7

及切除左肾#取约
%OO

厚肾组织于
'2

多聚甲醛中保存#约
$OO

& 肾组织于
%()2

戊二醛中保存(

@(A(B

!

观察指标
!

$

$

&动物处死前下腔静脉采血
%O7

#检测

血清肌酐$

9PK

&水平%$

%

&肾组织在
'2

多聚甲醛中固定#常规乙

醇脱水#石蜡包埋后#切取约
'

$

O

厚的组织切片#行
!U

染色#

观察肾脏组织病理学改变%$

&

&取约
$OO

& 肾组织置于
%()2

的戊二醛中固定
%'G

#再以
$2

的锇酸固定
$()G

#常规脱水#

包埋成块#修块定位后#超薄切片#电子染色#置于透射电镜下

观察(

@(B

!

统计学处理
!

采用
9+99$&(*

统计软件进行数据分析#

所有数据以
0f+

表示#组间比较用
8

检验(以
!

%

*(*)

为差

异有统计学意义(

A
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结
!!

果
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肾缺血再灌注后两组各时相
9PK

水平的变化
!

与
,

组比

较#

TK

组
9PK

水平于再灌注后
/G

开始升高#

%'G

达到峰值#

1%

G

后下降$

!

%
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&#结果见表
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大鼠肾缺血再灌注后两组各时相
9PK

水平
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!

肾组织病理学改变
!

光镜下#

,

组肾组织形态学观察未

见明显异常#肾小管基底膜呈线性'连续'完整'均匀结构#肾小

管管腔完整#腔面隐约见刷状缘#腔内无管型#上皮细胞胞质内

见清晰纵行条纹#间质无充血'水肿及炎细胞浸润#见封
&

图

$

%

TK

组肾小球结构变化不明显#肾小管上皮细胞可见不同程度

的浑浊'肿胀'凝固性坏死'脱落'刷状缘消失#管腔内可见管

型#肾间质充血'水肿'炎细胞浸润#组织损伤以
%'G

最重#见

封
&

图
%

(

A(B

!

肾组织超微结构变化
!

透射电镜下#

,

组肾组织超微结

构观察未见明显异常#近曲小管上皮细胞及细胞器结构正常#

见封
'

图
&

(

TK

组滤过膜厚薄不均#局部内皮细胞缺损#近曲

小管上皮细胞水肿#细胞间隙增宽#细胞连接破坏#线粒体肿

胀#粗面内质网扩张#微绒毛破坏#部分近曲小管微绒毛倒伏断

裂#上皮细胞坏死或凋亡脱落于管腔内#管壁断裂#核肿胀'染

色质边集'不规则变形甚至溶解#间质中血管淤血#红细胞成缗

钱状聚集#在血管腔外可见有红细胞#见封
'

图
'

(

B

!

讨
!!

论

临床手术过程中#

T-T

引起的
6-_

是临床上常见且严重

的并发症#因为其治疗措施有限#病死率为
&*2

!

)*2

+

'

,

(针

对这一问题#国内外学者作了大量的研究#并通过建立肾缺血

再灌注损伤动物模型探索其发生机制及防治措施(目前#动物

模型的建立方法包括!切除一侧肾脏#夹闭另一侧肾蒂或肾动

脉%夹闭双侧肾蒂或肾动脉(缺血时间为
&*

!

/* O:C

不

等+

)3@

,

(实验动物包括猪'犬'兔'大鼠'小鼠等#其中大鼠最为

常用+

$*3$$

,

(

作者认为夹闭肾蒂同时阻断了肾动静脉#造成了肾脏淤血

缺血#其病理生理变化不能等同于临床上常见的由于单纯缺血

而引起的再灌注损伤(而切除一侧肾脏#夹闭另一侧肾动脉建

立肾缺血再灌注损伤模型与双肾模型相比更接近肾移植的状

态(有研究表明#缺血再灌注损伤是否出现及其严重程度#取

决于缺血时间的长短'侧支循环形成与否'对血氧的需求程度

以及电解质水平等多种因素(一般情况下#如缺血时间短于

&*O:C

#再灌注后组织损伤可以逆转#能够恢复脏器功能%如缺

血时间大于
/*O:C

#再灌注则很难逆转组织损伤%但如果在缺

血
&*

!

/*O:C

后恢复血液供应#特别是那些不易形成侧支循

环'对氧需求量高的组织器官#在血液中钠'钙浓度较高的情况

下#容易诱发缺血再灌注损伤+

$%3$&

,

(肾脏是血液供应充分的

器官#对缺血反应极其敏感#肾脏缺血
/*O:C

后可发生急性肾

小管坏死和肾功能衰竭#短期缺血后再灌注#肾脏可通过小管

上皮细胞的迅速增生而修复受损的肾小管#肾功能也随之恢

复+

$'

,

(基于上述理由#本实验采取切除右肾#夹闭左肾动脉
')

O:C

后恢复灌流建立大鼠肾缺血再灌注损伤模型(结果发现#

缺血再灌注后#

9PK

水平显著升高#肾组织形态学和超微结构

出现明显的损伤和破坏#表明动物模型建立成功(大鼠肾脏缺

血再灌注后#细胞正常结构受到破坏#细胞内线粒体'内质网及

溶酶体等细胞器肿胀'变性及破坏#细胞骨架失去正常排列#细

胞管腔侧的微绒毛结构消失#最终细胞凋亡或坏死#从肾小管

基底膜脱落而进入肾小管管腔#造成肾小管堵塞#从而引起急

性肾功能衰竭+

$)

,

(实验中还发现#再灌注后
%'G9PK

水平最

高#肾组织损伤最明显#表明该时间点可能是肾缺血再灌注损

伤的高峰期(本方法建立大鼠肾缺血再灌注损伤模型简单实

用#易于掌握(
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