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　　【摘要】　目的　建立一种新型肾脏冷缺血再灌注损伤动物模型，以简化既往模型的复杂性，适用于更
多机构及人员进行肾脏冷缺血再灌注损伤相关研究。 方法　实验于 ２０１０ 年１ ～１０ 月在解放军第３０９医院实
验动物中心完成。 ＳＤ大鼠 ４５ 只随机分成对照组（n ＝５）、手术组（n ＝２０）和假手术组（n ＝２０），对照组采用
经典的 Ｔａｋａｄａ肾脏冷缺血再灌注损伤模型，手术组采用新型肾脏缺血再灌注损伤模型，利用术后需被切除
右肾动脉插管进行灌注，省略动脉显微缝合步骤。 观察手术组和假手术组大鼠术后 ６ ｈ、１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ肾功能、
ＮＦ唱εＢ及肾脏的病理变化并与对照组比较。 结果　手术组和对照组相比，本模型大鼠术后各时间段肌酐、尿
素氮和 ＮＦ唱εＢ差异有统计学意义。 两组术后第 ６ ｈ、１ ｄ、３ ｄ肌酐值比较，P＜０畅０５；术后 １ ｄ尿素氮比较，P ＜
０畅０５；术后 １ ｄ、３ ｄ ＮＦ唱εＢ比较，P ＜０畅０５。 可能与省略血管缝合步骤，从而减少大鼠热缺血再灌注损伤时间
有关，手术组和对照组病理学检查符合急性肾衰竭改变。 结论　新型肾脏冷缺血再灌注损伤模型操作更为
简单，稳定性强，利于被普通研究人员所掌握，成功率高，是一种研究肾脏冷缺血再灌注损伤的较好模型。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ｓｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ
ｓｉｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｍｏｄｅｌ，ａｐｐｌｙ ｍｏｒｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｏｐｌｅ ｔｏ ｒｅｓｅａｒｃｈ．Methods　Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ， ｔｈｅ ３０９ｔｈ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ｉｎ
２０１０．Ｆｏｒｔｙ唱ｆｉｖｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （n ＝５），ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（n ＝２０）ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
（n＝２０）．Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｐｐｌｙ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｔａｋａｄａ′ｓ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ，Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ａｐｐｌｙ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ，ｕｔｉｌｉｚｅ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｒｅｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｔｏ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｗｈｉｃｈ ｎｅｅｄ ｔｏ
ｃｕｔ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ｏｍｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｕｔｕｒｅ．Ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＮＦ唱εＢ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｆｒｏｍ ６
ｈ，１ ｄ，３ ｄ，５ ｄ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．Results　Ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ＮＦ唱εＢ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｓｏｍｅ ｔｉｍｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｉｎ ６ ｈ，１ ｄ，３ ｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，P ＜０畅０５；
ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎ １ ｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，P ＜０畅０５；ＮＦ唱εＢ ｉｎ １ ｄ，３ ｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，P＜０畅０５），ｗｈｉｃｈ ｒｅｌａｔｅ ｔｏ ｏｍｉｔｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｕｔｕｒｅ，ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ．Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ．Conclusions　Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ，ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｆｏｒ ｃｏｍｍｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒ ａｎｄ ｗｉｔｈ ａ
ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｒａｔｅ，ｓｏ ｓｕｃｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ．
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　　以往，人们对缺血再灌注损伤的研究多局限于热
缺血再灌注损伤，随着研究的深入，冷缺血再灌注损伤
逐渐引起人们的重视，肾脏的冷缺血再灌注损伤研究
符合临床肾脏移植的实际情况，有较高的一致性，针对

冷缺血再灌注损伤后的导致肾移植术后肾功能延迟恢

复（ＤＧＦ）及 ＡＲＥ发生的研究，对于延长供肾的保存时
间，提高移植肾的半寿期具有重要的临床意义［１唱７］ 。 本
文对 Ｔａｋａｄａ等［８］和张世林等［９］报道方法加以改进，建
立了一种操作简单、稳定可靠的原位灌注大鼠肾冷缺
血再灌注损伤模型。
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资料与方法

１．一般资料：（１）设计：以两种大鼠肾脏冷缺血再
灌注损伤动物模型为研究对象的随机对照研究。 （２）
实验地点：解放军第 ３０９ 医院动物实验中心。 （３）实验
时间：２０１０ 年 １ ～１０ 月。 （４）实验分组：健康清洁级
Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 ４５ 只，由中国医科大学肿瘤
医院动物实验中心提供，均为雄性，自由正常饮食。 饲
养环境温度：１８ ～２６ ℃。 单纯随机分为对照组（n ＝
２０）、手术组（n ＝２０）和假手术组（n ＝５）。

２．材料：手术器械：显微手术器械（上海医疗器械
集团有限公司），无损伤缝合线（９唱０，上海医用缝合线
厂生产）。
主要仪器：切片机，电子天平，倒置显微镜，恒温

箱，水浴锅，电炉，荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ唱７５００）。
主要试剂：超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒，ＨｉＦｉ唱ＭＭＬＶ

ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒，戊巴比妥钠，肝素，肾保存液
（上海长征医院），青霉素，７０％酒精，８０％酒精，９５％酒
精，无水酒精，蒸馏水，苦味酸，苏木素，硫酸铝钾，红色
氧化汞，冰醋酸，甘油，碘酸钠，钾明矾，浓盐酸，碳酸氢
钠，硫酸镁，二甲苯（固定液），伊红 Ｙ，１％稀氨水，浓度
为 １０％的甲醛固定液，石蜡。

３．模型的制作：手术组：术前 １２ ｈ 禁食，自由饮
水，５％戊巴比妥钠麻醉大鼠（４５ ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）。
固定，常规消毒，铺巾。 取腹部正中切口，剪开肠道与
肝脏各叶之间的韧带，将肠道推向左侧，湿纱布包裹肠
道，显露右肾蒂，切除右肾。 游离左肾蒂及其上下方腔
静脉和腹主动脉，经阴茎背静脉给予肝素 １００ Ｕ／１００ ｇ。
１ ｍｉｎ后沿阻断左肾蒂及其上下方腔静脉和腹主动脉，
从腹主动脉插管接冷灌注液向左肾灌洗，０ ～４ ℃肾保
存液（约 １ ～３ ｍｌ）恒压灌注（６０ ｃｍ高重力连续灌注），
在左肾静脉上切一小口引流，见肾脏颜色变苍白，肾静
脉引出液体清亮停止灌注；显微镜（８ 倍）下分别以 ９唱０
无损伤缝合线缝合腹主动脉和肾静脉切口。 肾蒂阻断
状态下低温保存，４５ ｍｉｎ后复灌。 观察左肾灌注良好，
色泽红润，腹腔给予青霉素关闭切口。

对照组：术前 １２ ｈ禁食，自由饮水，５％戊巴比妥钠
麻醉大鼠（４５ ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）。 固定，常规消毒，铺
巾。 取腹部正中切口，充分游离双侧肾脏及肾动静脉，
于左肾蒂局部滴两滴罂粟碱，分别结扎并剪断左肾上
腺动静脉以及左侧生殖血管后游离左肾蒂至肾动脉与

腹主动脉连接处。 经阴茎背静脉给予肝素 １００ Ｕ／１００ ｇ，
１ ｍｉｎ 后应用动脉夹分别阻断右肾静脉上方及左肾静
脉下方腔静脉和腹主动脉，再阻断前肠系膜动脉。 于
左肾动脉插入 ２６ Ｇ套管针，左肾静脉切断，０ ～４ ℃肾

保存液（约 １ ～３ ｍｌ）恒压灌注（６０ ｃｍ 高重力连续灌
注），见右肾脏颜色变苍白，肾静脉引出液体清亮停止
灌注，结扎左肾动静脉并切除左肾，阻断右肾动静脉后
解除腔静脉及腹主动脉的阻断。 肾蒂阻断状态下低温
保存，４５ ｍｉｎ后复灌。 观察左肾灌注良好，色泽红润，
腹腔给予青霉素关闭切口。

４．检测指标：取术后手术组及对照组 ６ ｈ、１ ｄ、３ ｄ、
５ ｄ各 ５只，取术后假手术组 ６ ｈ、１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 各 １ 只，
５％戊巴比妥钠麻醉大鼠（４５ ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射），打开
腹腔，取出肾脏用 １００ ｍｌ／Ｌ 甲醛溶液固定，脱水，石蜡
包埋，切片作苏木素唱伊红染色，并取下静脉血。 血肌
酐、尿素氮、ＮＦ唱εＢ、肾组织病理学观察。

５．统计学分析：数据分析采用 ＳＰＳＳ １８畅０ 版本软
件，由本文第一作者进行统计学处理，以均数±标准差
（珋x ±s）表示，采用单因素方差分析作统计分析，P ＜
０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

本实验三组大鼠共４５只，术后均存活，无数据丢失。
１．血生化检验（表１，２）：术后６ ｈ、１ ｄ、３ ｄ，手术组

肌酐水平较对照组差异有统计学意义（P ＜０畅０５）；术后
１ ｄ，手术组尿素氮水平较对照组差异有统计学意义
（P ＜０畅０５）。

表 1　肌酐变化情况（μｍｏｌ／Ｌ，珋x±s）
组别 只数 术后 ６ ｈ 术后 １ ｄ 术后 ３ ｄ 术后 ５ ｄ

假手术组 １ =４９ 55畅０ ±３ �畅３ ４６ !!畅０ ±２ 腚畅８ ４５   畅０ ±４ 鬃畅５ ３８ 谮谮畅０ ±２ い畅８

手术组 ５ =１５５ 55畅８ ±７ �畅３ ａ １６５ !!畅０ ±９ 腚畅２ ａ １４５   畅０ ±８ 鬃畅９ ａ １３１ 谮谮畅２ ±６ い畅６

对照组 ５ =１４３ 55畅６ ±８ �畅０ １５２ !!畅０ ±８ 腚畅０ １３３   畅４ ±２ 鬃畅４ １２５ 谮谮畅０ ±４ い畅３

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５

表 2　尿素氮变化情况（ｍｍｏｌ／Ｌ，珋x ±s）
组别 只数 术后 ６ ｈ 术后 １ ｄ 术后 ３ ｄ 术后 ５ ｄ

假手术组 １ =６ !!畅５ ±０ 腚畅８ ６   畅８ ±１ 鬃畅１ ６ ��畅３ ±１ 妹畅３ ５ 破破畅２ ±０ 悙畅９

手术组 ５ =１６ !!畅４ ±１ 腚畅５ １８   畅６ ±２ 鬃畅５ ａ １４ ��畅４ ±１ 妹畅７ １０ 破破畅０ ±１ 悙畅３

对照组 ５ =１３ !!畅７ ±１ 腚畅７ １６   畅６ ±１ 鬃畅７ １２ ��畅５ ±１ 妹畅１ ８ 破破畅４ ±０ 悙畅９

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５

表 3　ＮＦ唱εＢ变化情况（珋x ±s）
组别 只数 术后 ６ ｈ 术后 １ ｄ 术后 ３ ｄ 术后 ５ ｄ

假手术组 １ :２ --畅５ ±１ 沣畅３ ３   畅４ ±１ 舷畅８ ４   畅６ ±０ 换畅７ ４ 乙乙畅４ ±１ 垐畅４

手术组 ５ :７ --畅３ ±１ 沣畅１ １２   畅３ ±１ 舷畅２ａ １５   畅５ ±１ 换畅０ａ １９ 乙乙畅０ ±１ 垐畅７

对照组 ５ :６ --畅５ ±０ 沣畅９ １０   畅８ ±０ 舷畅９ １３   畅３ ±０ 换畅７ １７ 乙乙畅９ ±１ 垐畅０

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５

　　２．炎症因子（表 ３）：术后 １ ｄ、３ ｄ，手术组 ＮＦ唱εＢ
水平较对照组差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

·８０２１· 中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 ３ 月第 ６ 卷第 ５期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｒｃｈ １，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．５



　　３．肾脏形态学检查（图 １）：各组大鼠肾脏外观及
颜色基本正常，假手术组大鼠 ＨＥ切片未见明显的形态
学改变。 手术组和对照组肾脏微肿胀、颜色暗，切开见
皮髓分界欠清，镜下主要表现为肾小管间质病变，可见
明显的肾小管上皮细胞水肿、空泡变性、基底膜皱缩、
刷状缘消失、核碎裂等，肾小管间毛细血管充血。

讨　　论

大鼠原位冷缺血灌注损伤模型最早由 Ｔａｋａｄａ
等

［１０唱１１］
报道，方法为首先切除右肾，游离左肾蒂及其上

下方腔静脉和腹主动脉并阻断之，从腹主动脉插管接
冷灌注液向左肾灌洗，在左肾静脉上切一小口引流；灌
洗完毕后夹闭左肾蒂至所需时间开放，缝合腹主动脉
和肾静脉切口。 此后，国内张世林及李俊龙等对其作
了改进，操作起来更为方便，但仍存在诸多不足。 本实
验参照以往成型的大鼠原位冷缺血灌注损伤模型进行

改进，并保留其优点。 本实验的优点是：因冷缺血再灌
注损伤模型中，一个肾脏模拟冷缺血再灌注损伤，而另
一个肾脏需要切除，我们充分利用切除肾脏的血管进
行操作，省略了缝合动静脉步骤，极大地简化了手术设
备要求和手术技巧的需要，适合于难以进行显微手术
的实验人员进行操作，手术难度适中，术后成活率高，
模型稳定，满足大范围临床开展动物实验的要求。 目
前，肾脏原位冷缺血再灌注模型均不可避免地存在热
缺血再灌注损伤过程，而本模型通过省略血管缝合步
骤，最大限度地减少了肾脏热缺血再灌注损伤时间，可
以更好地体现肾脏冷缺血再灌注所造成的损伤，具有
更好的代表性。
此大鼠原位冷缺血灌注损伤模型的构建需要注意

以下几点：（１）分离血管时需小心出血，特别是右肾动
脉的分离，因右肾动脉位于右肾静脉及下腔静脉的后
方进入腹主动脉，分离时需谨慎，避免误伤肝动脉，大
鼠血容量较小，若出现出血后很难苏醒。 （２）进行血管
阻断时需小心操作，右肾静脉与肝脏间的腔静脉段较
短，且肝脏组织较脆，分离时需轻柔，避免出血，腹主动
脉上方阻断时需小心肠系膜上动脉，避免误伤。 （３）阻

断时间尽量缩短，这需要在阻断腔静脉和腹主动脉前
充分游离双肾动静脉，且做好左肾动脉插管及灌注准
备，笔者注意到，阻断 ５ ｍｉｎ 以上会明显提高大鼠的死
亡率。 （４）分离肾动脉时动作尽量轻柔，避免牵拉，并
且局部应用罂粟碱，避免肾动脉痉挛，造成插管困难。
手术组和对照组相比，本模型大鼠术后部分时间

段肌酐、尿素氮和 ＮＦ唱εＢ 较低，可能与省略血管缝合步
骤，从而较少大鼠热缺血再灌注损伤时间有关。 本模
型综合了原有经典模型的优点，简化了显微血管手术
步骤，降低了手术难度，且模型构建稳定性强，利于一
般实验室及实验人员进行操作。
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