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马兜铃酸和缺血再灌注所致急性肾损伤后慢性
肾脏病小鼠模型的比较*

谭 微,邓军辉,吴志芬,郑卢权,杨聚荣△

(重庆医科大学附属第三医院肾内科 401120)

  [摘要] 目的 观察马兜铃酸和缺血再灌注所致急性肾损伤(AKI)后慢性肾脏病(CKD)动物模型的差

异。方法 BALB/c小鼠分为马兜铃酸损伤(AAI)组、AAI对照组、缺血再灌注损伤(IRI)组、IRI对照组,AAI
组以5

 

mg/kg剂量腹腔内注射马兜铃酸,AAI对照组腹腔注射等量生理盐水;IRI组予37
 

℃双侧肾动脉夹闭

缺血32
 

min,IRI对照组予假手术;于给药或再灌注后1、3、7、14、28、42
 

d收集标本。观察不同时间点各组小鼠

的死亡情况及体重,自动分析法检测各小鼠血清肌酐、血清尿素氮水平,肾组织PAS染色评估肾损伤程度,
Masson染色评估肾脏纤维化情况。结果 IRI组死亡率显著高于AAI组(P<0.05);AAI组小鼠体重下降更

显著(P<0.05);IRI和AAI组小鼠血肌酐、尿素水平均高于对照组(P<0.05);IRI组术后第1天肾损伤最重,
AAI组第7天肾损伤最重,至造模后42

 

d部分肾小管仍无完整结构;与对照组比较,造模后14
 

d
 

IRI和AAI组

均开始出现纤维化,AAI组纤维化阳性面积多于IRI组(P<0.05)。结论 AAI和IRI均可成功构建小鼠

AKI-CKD模型,但AAI模型更简单、稳定。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

differences
 

in
 

chronic
 

kidney
 

disease
 

(CKD)
 

animal
 

models
 

after
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(AKI)
 

caused
 

by
 

aristolochic
 

acid
 

injury
 

(AAI)
 

and
 

ischemia
 

-reperfusion
 

injury
 

(IRI).
Methods BALB/c

 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

AAI
 

group,AAI
 

control
 

group,IRI
 

group
 

and
 

IRI
 

control
 

group,the
 

mice
 

in
 

the
 

AAI
 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

5
 

mg/kg
 

aristolochic
 

acid,and
 

the
 

AAI
 

control
 

group
 

was
 

replaced
 

with
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline;the
 

mice
 

in
 

the
 

IRI
 

group
 

were
 

given
 

37
 

℃
 

bilateral
 

renal
 

artery
 

clip-
ping

 

ischemia
 

for
 

32
 

min,and
 

the
 

IRI
 

control
 

group
 

was
 

given
 

the
 

sham
 

operation;the
 

specimens
 

were
 

collected
 

on
 

1,
3,7,14,28,42

 

d
 

after
 

administration
 

or
 

reperfusion.The
 

death
 

and
 

weight
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

at
 

different
 

time
 

points
 

were
 

observed,the
 

levels
 

of
 

serum
 

creatinine
 

and
 

serum
 

urea
 

nitrogen
 

in
 

mice
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

automatic
 

analysis
 

method,and
 

the
 

renal
 

injury
 

degrees
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

renal
 

tissue
 

PAS
 

staining,and
 

the
 

renal
 

fibrosis
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

Masson
 

staining.Results The
 

mortality
 

rate
 

of
 

the
 

IRI
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

AAI
 

group
 

(P<0.05);the
 

weight
 

loss
 

of
 

the
 

AAI
 

group
 

was
 

more
 

significant
 

(P<0.05);the
 

ser-
um

 

creatinine
 

and
 

urea
 

levels
 

in
 

the
 

IRI
 

and
 

AAI
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<
0.05);the

 

IRI
 

group
 

had
 

the
 

heaviest
 

kidney
 

damage
 

on
 

postoperative
 

1
 

d,while
 

the
 

AAI
 

group
 

had
 

the
 

heavi-
est

 

kidney
 

damage
 

on
 

postoperative
 

7
 

d,the
 

partial
 

renal
 

tubules
 

had
 

no
 

complete
 

structure
 

until
 

42
 

d
 

after
 

the
 

modeling;compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

fibrosis
 

appeared
 

in
 

the
 

IRI
 

and
 

AAI
 

groups
 

on
 

14
 

d
 

after
 

the
 

establishment
 

of
 

the
 

model.The
 

positive
 

area
 

of
 

fibrosis
 

in
 

the
 

AAI
 

group
 

was
 

more
 

than
 

that
 

in
 

the
 

IRI
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Both
 

AAI
 

and
 

IRI
 

can
 

successfully
 

construct
 

the
 

mouse
 

AKI-CKD
 

model,but
 

the
 

AAI
 

model
 

is
 

simpler
 

and
 

more
 

stable.
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  急性肾损伤(AKI)是一个全球性的公共健康问

题,每年约1
 

330万人受累,死亡170万人[1]
 

。幸存者

中仅少部分患者可完全恢复,部分直接进展为慢性肾

脏病(CKD),甚至终末期肾病(ESRD)。据报道,需透

析支持的AKI患者大部分都直接进展为CKD[2],总
体来 说 约 20% 的 AKI患 者 在 3 年 后 会 发 展 为

CKD[3-4],AKI是CKD的独立危险因素[5]。但是AKI
过渡为CKD的确切机制尚不完全清楚,亦无有效治

疗手段。揭示AKI-CKD的重要机制,将为其治疗提

供新的靶点,有望改善远期预后。动物模型是研究机

制和开发潜在治疗靶点的工具,目前用于研究 AKI
后CKD 的动物模型最常见的为缺血再灌注损伤

(IRI)、肾毒性药物损伤,尽管临床上马兜铃酸损伤

(AAI)的发病率不高,但 HONARPISHEH等[6]的研

究认为马兜铃酸优于顺铂和叶酸,因此,选择马兜铃

酸为药物损伤代表。本研究比较马兜铃酸及缺血再

灌注所致AKI-CKD模型的差异。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

本实验采用SPF级雄性BALB/c小鼠,8周龄,
体重20~23

 

g,购于重庆医科大学实验动物中心,饲
养于重庆医科大学实验动物中心,环境温度为(25±
2)℃

 

,湿度为50%~70%,12
 

h光照阴暗交替。
1.1.2 实验试剂

Schiff染液、苏木素染液购自中杉金桥生物有限

公司。Regaud苏木精:苏木精1
 

g,95%乙醇10
 

mL,
甘油10

 

mL,蒸馏水80
 

mL。Masson丽春红酸性复

红液:
 

丽春红0.7
 

g,酸性复红0.3
 

g,蒸馏水99
 

mL,
冰醋酸1

 

mL。1%冰醋酸水溶液:
 

冰醋酸0.2
 

mL,蒸
馏水100

 

mL。1%磷钼酸水溶液:磷钼酸1
 

g,蒸馏水

100
 

mL。1%苯胺蓝水溶液:苯胺蓝2
 

g,蒸馏水98
 

mL,冰醋酸2
 

mL。1%光绿水溶液:光绿1
 

g,蒸馏水

100
 

mL。
1.2 方法

1.2.1 AAI模型

雄性BALB/c小鼠60只,分为假手术组和 AAI
组,每组30只。马兜铃酸5

 

mg以生理盐水稀释为1
 

mg/mL,AAI组以5
 

mg/kg剂量腹腔内注射,对照组

注射等量生理盐水。两组均于给药后第1、3、7、14、
28、42天处死动物,AAI组分别以 AAI组-1

 

d、AAI
组-3

 

d、AAI组-7
 

d、AAI组-14
 

d、AAI组-28
 

d、AAI
组-42

 

d命名,腹腔注射水合氯醛麻醉,经小鼠眼眶采

血,并打开胸腔行心脏灌注后,取双侧肾组织标本,去
除肾脏包膜,部分肾脏固定于4%多聚甲醛,用于肾脏

病理组织染色。
1.2.2 IRI模型

雄性BALB/c小鼠60只,分为假手术组和IRI
组,每组30只。小鼠予以腹腔注射5%水合氯醛溶液

0.1
 

mL/10
 

g剂量麻醉,IRI组做背部两侧切口,游离

双侧肾蒂,使用血管夹夹闭双侧肾蒂,观察肾脏颜色

变黑后计时,小鼠置于37
 

℃恒温台保持温度,伤口用

生理盐水纱布覆盖,32
 

min后移去血管夹,确认肾脏

颜色变鲜红后,缝合两侧切口;假手术组小鼠做背部

两侧切口,游离双侧肾蒂后缝合切口。术后分别于再

灌注后第1、3、7、14、28、42天处死动物,IRI组分别以

IRI组-1
 

d、IRI组-3
 

d、IRI组-7
 

d、IRI组-14
 

d、IRI组-
28

 

d、IRI组-42
 

d命名,再次腹腔注射水合氯醛麻醉,
经小鼠眼眶采血,并打开胸腔行心脏灌注后,取双侧

肾组织标本,去除肾脏包膜,部分肾脏固定于4%多聚

甲醛,用于肾脏病理组织染色。
1.2.3 肾功能检测

采集的血液于离心机离心(3
 

000
 

r/min,10
 

min)
后取上清液,采用自动分析仪(德国Beckman

 

5800)
检测小鼠血清肌酐、尿素氮水平。
1.2.4 肾组织PAS染色

肾组织用4%多聚甲醛固定过夜,冲洗、脱水、石
蜡包埋后切片,行PAS染色观察肾脏病理损伤程度。
将切片浸入高碘酸氧化液中10~20

 

min,蒸馏水洗2
次;Schiff液染色10~30

 

min,流水冲洗5
 

min;苏木

素染细胞核3~5
 

min,在盐酸乙醇中分化,自来水洗

至细胞核变蓝;然后脱水、透明、封固。双盲情况下由

2名肾脏病理医师在200倍光学显微镜下观察并评

分,每个标本至少随机观察10个不重复视野。肾小

管损伤的严重程度由组织学评分系统量化:0分代表

没有损伤;1分(0%~10%)和2分(>10%~20%)为
轻度损伤;3分(>20%~40%)、4分(>40%~60%)
为中度损伤;5分(>60%~75%)、6分(>75%)为重

度损伤。
1.2.5 肾组织 Masson染色

肾组织用4%多聚甲醛固定过夜,冲洗、脱水、石
蜡包埋后切片,行 Masson染色。石蜡切片脱蜡至水,
依次自来水和蒸馏水洗,Regaud苏木精染液染核5~10

 

min,充分水洗,温水返蓝,Masson丽春红酸性复红液

5~10
 

min,
 

1%磷钼酸水溶液分化3~5
 

min,1%苯胺

蓝或光绿液染5
 

min,1%冰醋酸水溶液分化30
 

s,95%
乙醇、无水乙醇、二甲苯透明,中性树胶封固。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件对实验数据进行统计学分

析,计量资料以x±s表示,两组比较采用两独立样本

t检验分析;计数资料用百分率表示,两组比较采用

χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 造模后小鼠死亡率
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对照组均无小鼠死亡。AAI组腹腔注射马兜铃

酸后,第7天死亡2只,死亡率6.7%。IRI组术后第

1天死亡4只,第2天死亡2只,共死亡6只,死亡率

20.0%。两组比较IRI组死亡率更高,差异有统计学

意义(P<0.05)。
2.2 小鼠体重变化情况

两对照组小鼠体重随时间逐渐增加。IRI组和

AAI组小鼠出现不同程度体重下降,AAI组小鼠体重

下降更显著(P<0.05)。IRI组小鼠体重轻度下降,
术后第7天恢复,AAI组小鼠体重给药后第7天最

轻,后逐渐恢复,至第42天AAI组和IRI组体重均低

于各自对照组(P<0.05),见图1。

图1  小鼠造模后体重变化

2.3 小鼠血清尿素、肌酐水平

造模后IRI组和AAI组小鼠均出现不同程度血

肌酐、尿素升高,但达峰时间存在差异,IRI组术后第

1天最高,AAI组术后第7天最高,至造模后42
 

d均

高于各自对照组。两组间峰值亦存在差异,IRI组的

峰值血肌酐、尿素高于AAI组(P<0.05,图2)。

图2  小鼠血清尿素、肌酐水平

2.4 小鼠肾脏纤维化情况

Masson三色染色后肾组织中的胶原纤维呈蓝

色,是检测器官纤维化的常用染色方法之一。两个对

照组肾小管-间质几乎未见阳性的胶原组织(图3A),
造模后第7天IRI和AAI组仍无明显蓝色胶原纤维,
14

 

d开始至42
 

d肾脏组织中可见蓝色染色阳性(图
3B、3C),AAI组阳性面积多于IRI组,差异有统计学

意义(P<0.05,图3D),并伴有肾小管萎缩、间质炎性

细胞浸润。

  A:AAI对照组-42
 

d、IRI对照组-42
 

d
 

Masson染色(×400);B:AAI组不同时间点小鼠肾组织 Masson染色(×400);C:IRI组不同时间小鼠肾

组织 Masson染色(×400);D:AAI组、IRI组不同时间点 Masson阳性表达面积。
图3  小鼠肾组织纤维化情况
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2.5 肾组织PAS染色及肾小管损伤评分

两个对照组小鼠肾小球和肾小管结构正常。肾

小管细胞上皮细胞连接紧密、形态规则、排列整齐、边
缘完整,细胞间隙未见水肿和炎症浸润(图4A)。
AAI和IRI组损伤后表现为不同程度的肾小管上皮

细胞大量坏死、脱落,基底膜裸露,管腔内管型形成,

肾间质水肿,并伴有炎性细胞浸润等病理表现(图
4C、D)。IRI组以第1天损伤最重。AAI组以第7天

组织损伤最重,可见大量管型,至第42天部分肾小管

仍无完整结构。肾小管-间质损伤评分结果显示,IRI
组第1天高于AAI组,而AAI组第7天明显高于IRI
组(P<0.05,图4B)。

  A:AAI对照组-7
 

d、IRI对照组-1
 

d
 

PAS染色(×400);B:AAI组、IRI组小鼠不同时间点肾小管损伤评分;C:AAI组不同时间点小鼠肾组织

PAS染色(×400);D:IRI组不同时间点小鼠肾组织PAS染色(×400)。

图4  小鼠PAS染色肾损伤情况

3 讨  论

AKI的发病率和病死率均较高,其严重程度及频

率决定了CKD的进展[7]。轻度损伤时肾脏可完全恢

复,损伤较重或反复损伤后可能导致不恰当修复,最
终发生不可逆的纤维化,进展为CKD。寻找稳定且可

再现的AKI-CKD模型对于揭示其病理生理机制至关
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重要。
尽管当前认为IRI模型缺乏稳定性,但因其较好

的临床相关性,被作为经典模型广泛应用。IRI是临

床AKI的主要原因,特别是双侧IRI模型可较好模拟

人体内AKI的病理生理过程,因为人体内的缺血再

灌注以双侧肾脏为主。已报道的IRI模型用于研究

AKI-CKD进程中内质网的应激、补体的激活、巨噬细

胞的浸润等[8-10],以及抗凝血酶Ⅲ减轻 AKI后CKD
的进展[11]。但IRI模型对实验者操作技术要求更高,
且因其创伤更大,术后死亡率更高,还存在造模不稳

定、模型参数变化大等瓶颈。报道的缺血时间为30、
32、35

 

min不等[12-14],本研究采用中间时间32
 

min,通
常情况小鼠肾脏缺血时间越长,急性期肾损伤程度越

重,后期更易进展为CKD,但这也意味着更高的死亡

率。缺血过程中夹闭双侧肾动脉的动脉夹亦至关重

要,若血流阻断不完全,即使相同的缺血时间,肾脏受

损的程度亦不一致。此外,缺血过程中小鼠的体温也

影响IRI后 的 转 归,相 同 的 缺 血 时 间,体 温 相 差

0.5
 

℃也可能导致完全不同的转归,偏低的体温更有

利于实验动物耐受IRI[15-16]。因此,造模过程中肾动

脉血流完全阻断、严格稳定的温度控制、娴熟的手术

技巧,均是保证IRI模型稳定和可靠的关键因素。
既往研究认为,AAI模型可能会导致急性期近端

小管细胞损伤和坏死、氧化应激,以及慢性期进行性

间质性肾纤维化[12,17],给药方法包括一次性腹腔注射

或连续注射。马兜铃酸肾病的临床病理特点表现为

近端小管上皮细胞萎缩伴间质纤维化。而小鼠给予

马兜铃酸腹腔给药后,急性期表现为急性肾小管损

伤,后期出现细胞外基质沉积,并伴炎性反应,与本研

究的结果一致。当然,不同的小鼠品系在造模过程中

可能表现并不完全一致,这需要在实验过程中进一步

摸索条件,而其他的诸如麻醉剂量、小鼠年龄、性别和

喂养条件等均可以得到较好地控制。
本研究中 AAI和IRI均可成功诱导 AKI-CKD

模型,急性期小鼠肾功能部分丢失,肾小管上皮细胞

坏死、脱落、管型形成,慢性期小管萎缩、间质纤维沉

积。与AAI组比较,IRI组死亡率更高,肾脏损伤出

现更早,纤维化程度较轻。综合评估AAI模型简单、
稳定,组织学特征与临床病理改变相似,且动物存活

率更高,更能完整全面地评估肾脏的远期预后,是研

究AKI-CKD的较好模型。但AKI-CKD的不同模型

在机制上是否存在差异,尚有待后续的深入研究,如
果实验设计是证实AKI-CKD

 

转归的共性机制,可以

纳入两种以上的动物模型。
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