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　 　 〔摘　 要〕 　 目的：观察缺血再灌注诱导急性肾损伤大鼠模型的特点。 方法：采用双侧肾动脉夹闭的方法建立急性肾损

伤大鼠模型，采用全自动生化分析、Ｅｌｉｓａ 检测、ＨＥ 染色等方法，检测血肌酐、尿素、胱抑素 Ｃ 及肾脏病理损伤情况。 结果：缺
血再灌注处理可诱导 ＳＤ 大鼠的肾脏指数升高，血清肌酐、尿素、胱抑素 Ｃ 的水平显著升高，肾脏损伤评分明显升高，且肾脏

病理主要表现为肾小管损伤。 结论：双侧肾动脉夹闭的方法，可引起大鼠肾功能急性损伤，病理损伤主要表现为急性肾小管

的损伤，可成功建立 ＩＲ － ＡＫＩ 大鼠模型，且模型较稳定，ＡＫＩ 特征明显。
〔关键词〕 　 急性肾损伤　 缺血再灌注　 动物模型　 肾小管损伤
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　 　 急性肾损伤（ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是指突发
（ ＜ ７ ｄ）和持续（ ＞ ２４ ｈ）的肾功能急剧下降的一组临
床综合征，表现为氮质血症、水电解质和酸碱平衡紊
乱以及全身各系统症状，可伴有少尿或无尿［１］。 ＡＫＩ
是一个常见临床综合征，具有发病率高、死亡高、预后
差及医疗负担大等特点。 在病理条件下，肾脏缺血、
肾毒性药物、脓毒血症及泌尿系梗阻等多种因素均可
引起 ＡＫＩ，其中缺血性肾损伤占 ７５％左右［２ － ４］。 正常
ＧＦＲ 的维持取决于充分的肾脏灌注，肾脏占有高达
２５％的心输出量，因此任何系统循环血容量的衰竭或
肾脏自身的循环受损，都会对肾脏灌注产生深远影
响。 研究表明，肾组织缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉｃ － ｒｅｐｅｒｆｕ⁃
ｓｉｏｎ，ＩＲ）是缺血性 ＡＫＩ 的重要发病机制，也是 ＡＫＩ 的
最常见原因［５，６］。 动物模型的成功建立，旨在模拟人
体的病理状态，是研究疾病病理机制的有效工具，同
时也是各种治疗药物及手段有效性及安全性的重要

研究对象。 因此，开展对各种动物模型的探索和研究
也是目前的研究热点之一。 本研究通过双侧肾动脉
夹闭的方法，建立 ＩＲ － ＡＫＩ 大鼠实验模型，评估模型
的特点及稳定性。

材料与方法

１　 实验动物与分组 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，共
１６ 只，６ ～ ８ 周龄，体重 １８０ ～ ２２０ ｇ。 所有大鼠饲养在
温度（２２ ± ３）℃、相对湿度（５５ ± １０）％ 、１２ ｈ 明暗循环
的标准 ＳＰＦ 级别实验动物房内，给予自由饮水和标准
鼠食喂养，适应性饲养 ７ ｄ，以适应实验室环境。 所有
动物购自成都达硕生物科技有限公司，动物生产许可
证号：ＳＣＸＫ（川）２０２０ － ０３０。 将 ＳＤ 大鼠随机分为两
组：假手术组：打开腹腔，游离双侧肾动脉，但不进行
夹闭；模型组：采用双侧肾动脉夹闭的方法建立 ＩＲ －
ＡＫＩ 大鼠模型。 该研究已通过成都中医药大学附属
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医院实验动物伦理审查委员会的审查批准，伦理审查
编号：２０２１ＤＬ －０１５。

２　 试剂与仪器　 大鼠 Ｃｙｓ － Ｃ ＥＬＩＳＡ 试剂盒，购
自上海茁彩生物科技有限公司；苏木素染液和伊红染
液，购自武汉塞维尔生物科技有限公司。 全自动兽用
生化分析仪，购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公
司；酶标仪，购自美谷分子仪器有限公司；转轮式切片
机，购自德国徕卡公司；ＪＴ － １２Ｓ 自动组织脱水机，购
自武汉俊杰电子有限公司；ＢＭＪ － Ａ 型包埋机，购自常
州郊区中威电子仪器厂；ＲＳ３６ 型全自动染色机，购自
常州市中威电子仪器有限公司；数字切片扫描仪，购
自 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ（Ｈｕｎｇａｒｙ）公司；等。

３　 研究方法
３． １　 ＩＲ － ＡＫＩ 动物模型建立方法　 采用双侧肾

动脉夹闭的方法建立 ＩＲ － ＡＫＩ 动物模型。 ＳＰＦ 级别
ＳＤ 大鼠在动物房适应性喂养 ７ ｄ，术前禁食 ８ ｈ；３ ％
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉（３０ ｍｇ ／ ｋｇ），麻醉后备皮、
消毒，暴露手术部位，沿腹中线纵行切口 １． ５ ～ ２ ｃｍ；
暴露双侧肾蒂，游离肾动脉，并用医用动脉夹分别夹
闭双侧肾动脉。 夹闭过程中，肾脏颜色由鲜红色逐渐
变为紫黑色，即夹闭有效。 夹闭 ４５ ｍｉｎ 后取下动脉
夹，如果松开动脉夹后 ５ ～ １０ ｍｉｎ 内，肾脏转变为正常
的红色，则认为再灌注成功。 夹闭双侧肾动脉期间，
使用生理盐水纱布盖住大鼠腹部，减少水分蒸发，并
保持 ３７ ℃恒温，密切关注大鼠生命体征。 再灌注成
功后，逐层关闭腹腔，术后密切观察大鼠的生命体征
２ ｈ，待实验大鼠恢复正常活动后置于 ＳＰＦ 动物房内
饲养，正常饮食。

模型成功判定标准：松开动脉夹 ５ ～ １０ ｍｉｎ 内，肾
脏颜色从紫黑色转变为正常红色或基本正常，说明再
灌注成功。 若松开后 ５ ～ １０ ｍｉｎ，肾脏未转变为正常
的红色，则认为再灌注未成功。

３． ２ 　 标本采集 　 （１） 血液标本采集：于术后
４８ ｈ，将大鼠称重， ３％ 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉
（３０ ｍｇ ／ ｋｇ），沿腹中线行纵行切口，采用腹主动脉采血法
收集血液标本。 血液标本置于离心机中以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，留取血清， － ２０ ℃保存。 （２）肾脏标本
采集：分离左侧肾脏，生理盐水清洗后，滤纸析干，观
察肾脏形态、大小、色泽并称重，置于 ４％ 的多聚甲醛
中固定。

３． ３　 指标检测
３． ３． １　 肾脏指数 　 称取大鼠体重及左肾重量，

计算肾脏指数 ＝肾重 ／体重（ｍｇ ／ ｇ）。
３． ３． ２　 肾功能指标检测 　 （１）采用兽用生化分

析仪器检测实验大鼠血清尿素、血清肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａ⁃
ｔｉｎｅ，Ｓｃｒ）。 （２）采用 Ｅｌｉｓａ 试剂盒检测血清胱抑素 Ｃ
（ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ，Ｃｙｓ － Ｃ）。 按照说明书要求，进行复温、加

样、配液、洗涤、显色后，终止反应。 ４５０ ｎｍ 波长测量
各孔的吸光度（ＯＤ 值）。 计算浓度：标准品及样本 ＯＤ
值扣除空白孔 ＯＤ 值，用标准物的浓度与绝对 ＯＤ 值
计算出标准曲线的线性回归方程式，将样品的绝对
ＯＤ 值代入方程式，计算出样品浓度，再乘以稀释倍
数，即为样品的实际浓度。

３． ３． ３　 肾脏病理组织 ＨＥ 染色　 固定肾脏组织
经全自动脱水机进行脱水后，包埋，切片，进行 ＨＥ 染
色。 （１）切片脱蜡；（２）苏木精染色 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，清水
冲洗 １ ～ ３ ｍｉｎ；（３）盐酸酒精分化 ５ ～ １０ ｓ，清水冲洗
１ ～ ３ ｍｉｎ；（４）放入 ５０ ℃弱碱性水溶液返蓝，直到出
现蓝色后，清水冲洗 １ ～ ３ ｍｉｎ；（５）放入 ８５％ 的酒精
３ ～ ５ ｍｉｎ；（６）伊红染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ，清水冲洗 ３ ～ ５ ｓ；
（７）梯度酒精脱水；（８）二甲苯透明，中性树胶封固。

以上步骤均按病理检验 ＳＯＰ 程序进行。 采用
Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ 数字切片扫描仪对切片进行图像采
集，观察具体病变。 ＨＥ 染色下，细胞核呈蓝色，胞浆
及纤维化组织呈红色或淡红色。

参照 Ｐａｌｌｅｒｓ 标准对肾脏组织病理损伤情况进行
评价。 ４００ 倍光镜下随机选取 １０ 个区域，观察肾小管
扩张、刷状缘丢失、间质水肿、细胞膜或胞浆空泡化、
细胞管型等情况，对肾组织损伤情况进行评分。 评分
标准见表 １。

表 １　 肾脏组织损伤 Ｐａｌｌｅｒｓ 评分标准

特征 分级 ／ 分数 诊断标准

肾小管扩张 ０ 无

１ 肾小管明显扩张，细胞扁平

刷状缘 ０ 无

１ 刷状缘损伤

２ 脱落

细胞膜和细胞浆 ０ 无

１ 细胞膜大泡或细胞浆空泡

间质 ０ 无

１ 水肿

肾小管管腔 ０ 无

１
　

肾小管管腔内有脱落的坏死细胞未
形成管型或碎片

２
　

肾小管管腔内有脱落的坏死细胞形
成管型或碎片

　 注：由两名技术人员盲法进行评估，计算平均值

３． ４　 动物处死方法　 实验结束后，在麻醉下，采
用脊椎脱臼法处死实验动物：左手拇指与食指用力向
下按住鼠头，右手抓住鼠尾用力向后拉，使颈椎脱臼，
断开脊髓以处死实验动物。

４　 统计学方法　 运用 ＳＰＳＳ ２５． ０ 软件对实验数
据进行处理和分析，服从正态分布的定量资料，数据
以（�ｘ ± ｓ）表示，不符合正态分布的定量资料用 Ｐ５０
（Ｐ２５，Ｐ７５）表示。 两组组间比较，数据符合正态性分
布者，若方差齐则采用独立样本 ｔ 检验，若方差不齐则
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采用 ｔ′检验；若数据不符合正态分布则采用秩和检验。
Ｐ ＜ ０． ０５ 表示组间差异具有统计学意义。

结　 　 果

１　 肾脏指数变化 　 如图 １ 所示，可以观察到缺
血 －再灌注过程中模型组大鼠肾脏颜色发生了明显
变化。 术后 ４８ ｈ，采集肾脏标本，称重，计算肾脏指数
（肾脏指数 ＝ 肾脏重量 ／动物体重，单位：ｍｇ ／ ｇ），结果
显示，模型组大鼠的肾脏指数较假手术组大鼠显著升
高（Ｐ ＜ ０． ０１）。 提示 ＩＲ － ＡＫＩ 损伤可引起肾脏体积
的增大。 见表 ２，图 ２。

表 ２　 两组 ＩＲ 大鼠肾脏指数的比较　 （�ｘ ± ｓ）
组别 ｎ 肾脏指数（ｍｇ ／ ｇ）

假手术组 ８ ３． ６９ ± ０． ２２
模型组　 ８ ４． ９８ ± ０． ７３
ｔ － ４． ８１０
Ｐ 值 ０． ００１∗∗

　 注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

图 2 IR 对肾脏指数的影响
注：与假手术组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
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２　 肾功能变化情况　 术后 ４８ ｈ，收集血清标本，
检测大鼠血清的 Ｕｒｅａ、Ｓｃｒ、Ｃｙｓ － Ｃ 水平。 结果显示，
与假手术组比较，模型组大鼠血清 Ｕｒｅａ、Ｓｃｒ、Ｃｙｓ － Ｃ
的水平明显升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 说明 ＩＲ 处理可引起大
鼠肾功能损伤，提示 ＩＲ － ＡＫＩ 大鼠模型成功建立。 见
表 ３，图 ３。

表 ３　 两组 ＳＤ 大鼠血清尿素、肌酐、胱抑素 Ｃ 的比较　 （�ｘ ± ｓ）
组别 ｎ 尿素（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 血肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ） 胱抑素 Ｃ（ｎｇ ／ ｍｌ）

假手术组 ８ ４． １８ ± １． ６３ ２９． ０９ ± １１． ６０ １８２． ５９ ± ６３． ３９
模型组　 ８ １９． ３１ ± １５． ２０ ６０． ４６ ± ２６． ２１ ４５２． １７ ± １６２． ２４
ｔ － ２． ７９８ － ３． ０９６ ９． ０８９
Ｐ 值 ０． ０２６∗ ０． ０１２∗ ０． ００２∗∗

　 注：与假手术比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

３　 肾脏组织病理损伤情况　 ＨＥ 染色结果显示，
假手术组肾脏结构基本正常。 模型组肾小球结构未
见明显病变，可见不同程度肾小管扩张，上皮细胞扁
平化改变，肾小管刷状缘损伤，部分脱落于管腔，肾小
管上皮细胞胞膜或胞浆内空泡化变性，不同程度的肾
小管上皮细胞变性坏死，坏死细胞脱落于管腔，见管

腔内坏死细胞胞核固缩、崩解或消失，胞质凝固，且部
分形成细胞管型；间质内未见明显炎性细胞浸润或纤
维组织增生。 可见，ＩＲ － ＡＫＩ 的肾脏病理损伤以肾小
管损伤为主。 见图 ４。

图 3 IR 对 SD 大鼠血清尿素、肌酐、胱抑素 C 的影响
注：与假手术组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
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参照肾脏组织损伤 Ｐａｌｌｅｒｓ 标准对肾脏组织损伤
进行评分，如表 ４ 所示，模型组大鼠肾脏组织损伤评
分明显高于假手术组的大鼠（Ｐ ＜ ０． ０５），提示双侧肾
动脉夹闭的方法可诱导大鼠肾脏组织的病理损伤，主
要表现为肾小管损伤。 见表 ４。

表 ４　 两组 ＳＤ 大鼠肾组织损伤评分比较　 （�ｘ ± ｓ）
组别 ｎ 肾损伤评分

假手术组 ８ ０． ００ ± ０． ００
模型组　 ８ ３． ２５ ± ２． ８７
ｔ － ３． ２０７
Ｐ 值 ０． ０１５∗

　 注：与假手术组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

正常 ＧＦＲ 的维持取决于充分的肾脏灌注，肾脏占
有高达 ２５％的心输出量，因此任何系统循环血容量的
衰竭或肾脏自身的循环受损，都会对肾脏灌注产生深
远影响，常见病因包括低血容量、心功能受损、全身血
管扩张、血管阻力增加等。
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缺血性肾损伤是 ＡＫＩ 的主要类型，ＲＩＲＩ 是最常见
的原因，涉及多种病理机制。 实验用 ＩＲ － ＡＫＩ 动物造
模方法主要有三种［７］：双侧肾动脉夹闭法、单侧肾脏
ＩＲ 法、一侧肾脏 ＩＲ 联合对侧肾脏切除法。 其中双侧
肾动脉夹闭法是目前国内最常用的 ＡＫＩ 动物造模方
法。 该模型能否成功建立与肾动脉夹闭时间（即肾脏
组织缺血时间）具有密切的关系。 研究表明［８］，肾脏
缺血时间与肾损伤程度成正比，通过控制肾动脉夹闭
时间可建立不同程度肾损伤的 ＡＫＩ 模型，缺血时间≤
３０ ｍｉｎ 时肾损伤较轻，缺血时间 ＞ ３０ ｍｉｎ 时肾损伤较
重。 若双侧肾脏缺血时间过长（ ＞ ６０ ｍｉｎ），肾脏受损
严重，动物存活时间将会缩短，不利于实验的开展。
因此，合理控制肾脏缺血时间对成功制备 ＩＲ － ＡＫＩ 模
型至关重要。 根据既往研究经验，结合文献报道，本
实验选择 ４５ ｍｉｎ 为肾动脉夹闭时间。

肾脏是 ＩＲ 最易损伤的重要器官之一， 由于肾小
管上皮细胞具有高耗氧、高耗能的特点，对缺血缺氧
刺激非常敏感，因此，肾小管上皮细胞是 ＲＩＲＩ 的主要
靶细胞，在 ＡＫＩ 发生中最容易受到缺血缺氧损伤因素
的攻击。 肾小管上皮细胞的损伤和死亡被认为是 ＡＫＩ
的特征性病理改变［９，１０］。

ＩＲ － ＡＫＩ 典型的病理损伤表现为肾小管损伤，典
型的组织学变化包括肾小管扩张，刷状缘消失或丢
失，肾小管上皮细胞脱落或坏死，以及脱落的细胞在
管腔内形成细胞管型等［１１］。 远期则会引起肾脏组织
纤维化。 有研究显示，在 ＩＲ 术后 １２ 周，大鼠肾组织
可见明显肾小球硬化、肾间质纤维化等病理改变，伴
有肾组织 ＴＧＦ － β、α － ＳＭＡ 等分子表达水平升高［１２］。

ＩＲ － ＡＫＩ 动物造模方法主要有三种：双侧肾动脉
夹闭法、单侧肾脏 ＩＲ 法、一侧肾脏 ＩＲ 联合对侧肾脏
切除法。 与单侧肾脏 ＩＲ 法相比，双侧肾动脉夹闭法
的造模成功率更高，且模型特点更加典型。 由于健侧
肾脏的代偿作用，单侧肾脏 ＩＲ 法会导致肾功能指标
不能有效反映患侧肾损伤程度，同时肾损伤具有可逆
性，不利于实验观察。 一侧肾脏 ＩＲ 联合对侧肾脏切
除法造成的肾脏病理损伤较双侧肾动脉夹闭法更加
显著，且据偶明显的渐进性变化，但是由于需要进行
一侧肾脏的手术切除，对实验人员的操作技术要求更
高，技术难度更大，此外，实验动物的死亡率更高［７］。
双侧肾动脉夹闭法，由于操作简便、快速，手术成功率
高，且模型稳定，具有典型的 ＡＫＩ 损伤特征，是目前最
常用的 ＡＫＩ 制模方法。

本研究结果显示，与假手术组相比，模型组大鼠
血清 Ｓｃｒ、尿素、Ｃｙｓ － Ｃ 水平均显著升高，且肾脏组织
病理损伤更加严重，以肾小管损伤为主，呈现典型的
ＡＫＩ 肾损伤特征，提示 ＩＲ － ＡＫＩ 模型成功建立；且实
验过程中，无实验动物因手术操作或者因术后感染等

原因发生死亡，模型稳定。 实验结果说明双侧肾动脉
夹闭 ４５ ｍｉｎ 的方法可成功建立 ＩＲ － ＡＫＩ 大鼠模型，可
用于后续实验研究。

双侧肾动脉夹闭 ４５ ｍｉｎ 的方法，可引起实验大鼠
肾脏形态学改变，引起肾功能生化指标的升高，导致
大鼠肾功能急性损伤，病理损伤主要表现为肾小管的

损伤，如肾小管扩张、刷状损伤或脱落、上皮细胞空泡
化或变性坏死、管腔内见坏死细胞、细胞管型等；该方
法可成功建立 ＩＲ － ＡＫＩ 大鼠模型，且模型较稳定，ＡＫＩ
特征明显。 但本研究存在很多局限性，未与其他造模
方法进行同时期的对比，同时未对缺血时间、再灌注

时间与肾功能损伤之间的关系进行观察研究等，有待
后续研究进行进一步完善。

（本文图 １、图 ４ 见插页 １ － ２）
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ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． Ｒｅｎ Ｆａｉｌ，２０１６，３８（５）：８３１ － ８３７．

１２． 谢光亮，李德富，张小鹿，等． 大黄灵脾颗粒对缺血再灌注急
性肾损伤大鼠肾纤维化的干预作用［Ｊ］． 中国中西医结合肾
病杂志，２０２０，２１（３）：１９５ － １９８，２８３．

（收稿：２０２２ － ０８ － １９　 修回：２０２２ － １１ － １０）
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