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梗阻性黄疸大鼠的肾缺血再灌注损伤

何　宇 ,何振平　　(第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所 、西南肝胆外科医院 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究短暂性肾缺血再灌注过程对梗阻性黄疸大鼠肾功能的影响 , 并观察脱氧胆酸钠在此模型中的作用。方法

　实验大鼠分为正常对照组(S 组)、正常肾缺血再灌注组(SRI组)、梗阻性黄疸组(J组)、梗阻性黄疸肾缺血再灌注组(JRI组)及梗

阻性黄疸脱氧胆酸钠处理肾缺血再灌注组(JTRI 组)。在胆道梗阻 1 周后行双侧肾动脉夹闭 10 min 后放开 , 观察再灌注后 0、4、12、

24 h 肝肾功能 、内毒素水平及肾组织丙二醛 、超氧化物歧化酶含量的变化。结果　JRI组内生肌酐清除率随再灌注时间延长呈持续

性下降 , JTRI组内生肌酐清除率的下降无明显缓解 , J 组 、JRI组及 JTRI组肾组织丙二醛水平明显升高 ,同时超氧化物歧化酶含量下

降。结论　梗阻性黄疸状态下大鼠肾脏对缺血再灌注损伤的敏感性明显升高 , 缺血再灌注损伤可能与梗阻性黄疸术后急性肾功能

衰竭的发生有关 ,脱氧胆酸钠对此损害过程无明显防治作用。

　　关键词:大鼠;梗阻性黄疸;肾缺血再灌注损伤;丙二醛;超氧化物歧化酶;脱氧胆酸钠

　　中图法分类号:R575;R619.9;R692　　　 文献标识码:A

Study on renal ischemic reperfusion injury in rats with obstructive jauncice
HE Yu , HE Zhen-ping(Center of Hepatobi li ary Surgery , Southwest Hospital , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the influence of temporary ischemic reperfusion(RI)on renal function and the curative effect of sodium deoxy-

cholate on the model of jaundiced rats established by bile-duct ligation.Methods　Wistar rats were divided into 5 groups , including sham-operation

group(S group), sham operation and renal RI group(SRI group), common bile duct ligation group(J group), common bile duct ligation and renal RI

group(JRI group), jaundiced rats treated with sodium deoxycholate and renal RI group(JTRI group).One week after bile duct ligation , rat bilateral re-

nal arteries were transiently occluded for 10 min.Changes of renal histology and renal function were observed at different time points after renal reperfu-

sion.Simultaneously , the contents of malondealdehyde(MDA)and superoxide dismutase 3(SOD3)in the kidney were measured.Results　Creatinine

clearance rate Ccr was decreased progressively in both JRI and JTRI groups along with the prolongation of the duration of reperfusion.In J , JRI and

JTIR groups , the level of MDA in the kidney tissue increased while SOD decreased.Conclusion　Jaundiced rat is sensitive to RI injury.RI may be an

important mechanism of acute renal failure after obstructive jaundice surgery.Sodium deoxycholate has no effects on this process.

　　Key words:obstructive jaundice;renal ischemia-reperfusion injury;malondealdehyde;superoxide dismutase;sodium deoxycholate;rats

　　在梗阻性黄疸(Obstructive jaundice , OJ)围手术期
的多种并发症中以急性肾功能衰竭(Acute renal failure

, ARF)的后果最为严重 ,其发生率约为 9%,病死率高

达68%
[ 1]
。为此人们进行了多年的研究 ,但其发生的

确切机制仍不清楚
[ 2]
。通常认为 OJ肾脏处于缺血低

灌注状态是梗黄 ARF 发生的病理基础
[ 3 ,4]
。我们注意

到在 OJ围手术期同时存在着加重肾缺血以及促进肾

灌流恢复的两方面因素 。具备了肾缺血再灌注损伤

(Renal ischemia-reperfusion injury , RI)产生的条件。因
此推测 RI在梗黄肾损害的加重过程中起了重要作用。

作者提出 RI与梗黄术后 ARF 的发生有关 ,对其展开
研究将有助于了解OJ术后ARF 发生的机制 。本实验

在建立梗黄肾缺血再灌注模型的基础上 ,研究了短暂

性肾缺血再灌注过程对OJ肾功能的影响 ,同时观察了
胆盐在该模型中的作用。
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　　收稿日期:2001-06-25;修回日期:2002-04-10

1　材料和方法

1.1　实验动物模型及分组
　　Wistar大鼠 , 雌雄各半 , 体重 200～ 285 g , 购自四川省中药
研究所 ,自由进食及饮水。实验动物分为 5 个组:正常对照组
(S 组)﹑正常肾缺血再灌注组(SRI组)、梗阻性黄疸组(J 组)、
梗阻性黄疸肾缺血再灌注组(JRI组)及梗阻性黄疸脱氧胆酸钠
处理肾缺血再灌注组(JTR Ⅰ组)。每组大鼠 24 只 , 雌雄各半 ,
共计120只。采用腹腔内注射 1%戊巴比妥钠麻醉 , 剂量为 30

mg/ kg。 JRI组游离肝门至胰腺上缘间胆管 , 间距 1 mm 双重结

扎并切断胆管制成胆道梗阻模型。于胆道梗阻 1 周以后再次

手术 , 分别暴露双侧肾动脉 , 用无损伤动脉夹夹闭 10 min 后放

开 , JTRI 组在行胆道梗阻术后第 2 天开始灌服脱氧胆酸钠 , 剂
量为5 mg·100 g-1·d-1 , 持续至术后第6 天 ,其余处理同 JRI组。
S 组两次手术仅分别暴露胆管及双侧肾动脉但不做进一步处

理。SRI组在手术游离胆管 1 周后行双侧肾动脉夹闭。 J 组在

胆管结扎 1周后再次手术时仅行双侧肾动脉的暴露。

1.2　检测指标
1.2.1　一般情况　　观察大鼠黄疸深度的变化。
1.2.2　肾脏组织学检查　　①光镜观察:常规脱水 、石蜡包
埋 、HE染色 、封固 ,光镜下观察组织学的变化。 ②电镜观察:取
肾组织块约 1 mm×1 mm×1 mm , 常规固定 、包埋 ,超薄切片 , 铅
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铀双重染色 ,透射电镜观察超微组织结构的改变。
1.2.3　血清生化指标检测　　取冻存血清及尿液按试剂盒说
明书检测血清肌酐 、尿肌酐 、总胆红素 、碱性磷酸酶及谷丙转氨

酶的水平。将 4 h定时尿量 、体重及血 、尿肌酐数值代入下列公
式得到内生肌酐清除率(Endogenous creatinine clearance rate ,
Ccr),单位为 ml·min-1·100 g-1。

　　内生肌酐清除率=
尿肌酐(μmol/ L)×尿量(ml/ min)
血肌酐(μmol/L)×100(g)

1.2.4　取1 ml下腔静脉血置于去热原处理的试管中 , 2 000×g

离心 10 min , 留取血清 ,采用偶氮基质显色法测定内毒素水平。
1.2.5　肾组织丙二醛及超氧化物歧化酶含量的检测　　准确
称取左侧肾脏组织块 0.5 g ,加 4.5 ml生理盐水制成 10%组织
匀浆。取 50μl标本按试剂盒说明 ,利用黄嘌呤氧化酶法测定
超氧化物歧化酶浓度 ,单位为 NU/ ml。
　　另取 100 μl标本 , 按试剂盒说明采用硫代巴比妥酸比色法
测定丙二醛含量 ,单位为 nmol/ mg。

1.3　统计学处理
　　数据以  x ±s 表示 , 采用第三军医大学数学教研室 SPMR

软件包对数据进行双因素方差分析及线性相关分析。

2　结果

2.1　一般情况
　　大鼠腹腔注入 1%戊巴比妥钠麻醉 2～ 3 h 后清醒。胆管
结扎 24 h 后小便颜色加深 , 48 h 后耳尖及鼠尾出现黄染。随胆
道梗阻时间的延长 , 黄疸明显加深。 各组大鼠处死前体重
(Body weight , BW)无显著性差异 ,见表 1。

2.2　组织学改变
2.2.1　光镜观察　　J组出现肾近曲小管上皮细胞浊肿 ,肾小
球肿胀 ,鲍氏囊腔狭窄。 SRI 组不同时相点肾小球及肾小管结

构基本正常。JRI组肾脏近曲小管上皮细胞浊肿和肾小球囊腔

狭窄随再灌注时间的延长变化更趋明显 , 伴局部上皮细胞脱落
及刷状缘丢失。 JTRI组肾小球及肾小管的组织学改变较 JRI 组

有所减轻。
2.2.3　肾组织超微结构变化　　SRI 组线粒体的轻度肿胀。 J

组肾小管上皮细胞浆内有局灶性坏死形成 , 线粒体肿胀 、嵴减

少 ,局部肾小球毛细血管基膜增厚及足突融合。 JRI组超微结

构改变以再灌注后 24 h 组的变化最为显著 ,见肾小管上皮细胞

浆内多个局灶性坏死及髓样结构形成 , 线粒体明显肿胀 , 嵴减

少变短 ,核周间隙增宽 , 毛细血管基膜明显增厚 , 广泛的足突融
合。JTRI 变化与 JRI 组相比无明显改善。

2.3　血清生化指标测定
2.3.1　肝功能的变化　　各组肝功能检测结果见表 1。 J 组 、
JRI组及 JTRI 组的总胆红素(Total bilirubin , TB) 、碱性磷酸酶

(Alkaline phosphatase , ALP)及谷丙转氨酶(Alanine aminotrans-

ferase , ALT)水平较 S 组及 SRI组有显著升高(P<0.01)。

表 1　体重及血清 TB、ALP、ALT的变化(n=24 , x±s)

Tab 1　Changes of body weight and serum concentrations of TB , ALP ,

and ALT(n=24 , x±s)

Group BW(g) TB(μmol/L) ALP(U/ L) ALT(U/ L)

S 235.5±12.7 15.6±2.7 79.1±10.5 36.1±7.6

SRI 234.2±16.8 15.2±2.0 81.9±6.8 38.2±9.9

J 233.4±13.8 145.3±28.7＊ 214.4±36.8＊ 145.8±22.7＊

JRI 233.7±15.5 147.1±23.7＊ 215.7±26.1＊ 142.0±19.8＊

JTRI 234.6±19.8 150.2±13.5＊ 205.7±29.7＊ 148.4±22.3＊

＊:P<0.01 vs S

2.3.2　肾功能的变化　　Ccr的检测结果见表 2 , J组 、JRI组及

JTRI 组较 S 组有显著降低(P<0.01),且随再灌注时间延长 Ccr

呈持续性下降(P<0.05)。

表 2　内生肌酐清除率的变化(ml·min-1·100 g-1 , n=24 , x±s)

Tab 2　Changes of endogenous creatinine clearance rates

(ml·min-1·100 g-1 , n=24 , x±s)

Time of reperfusion(h)
Group

0 4 12 24

S 0.109±0.0096 0.082±0.0109■ 0.108±0.018 0.102±0.0157
SRI 0.109±0.0232 0.079±0.0094■ 0.102±0.0177 0.107±0.0239
J 0.066±0.0051＊△△＊0.048±0.0129＊＊■ 0.069±0.0033＊＊ 0.067±0.0042＊＊

JRI 0.068±0.0094＊＊△ 0.036±0.008＊＊■ 0.045±0.0059＊＊■ 0.033±0.0076＊＊#
JTRI 0.081±0.0052＊ 0.038±0.0111＊＊■ 0.044±0.0109＊＊■ 0.030±0.0055＊＊#

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs S;■:P<0.01 vs 0 h;△:P<0.05 , △

△:P<0.01 vs JTRI-0 h;#:P<0.05 vs 12 h

2.4　血清内毒素水平的测定
　　J组和 JRI组较 S 组明显升高(P<0.01), JTRI 组各时相点
内毒素水平较 J 组有明显的下降(P <0.05), 但仍高于 S 组和

SRI组(P <0.05), 见表 3。

表 3　血清内毒素水平的变化(Eu/ml , n=24,  x±s)

Tab 3　Changes of serum concentration of endotoxin(Eu/ml , n=24 , x±s)
Time of reperfusion(h)

Group
0 4 12 24

S 0.0476±0.011 0.0406±0.011 0.0512±0.014 0.0457±0.009
SRI 0.0441±0.015 0.0492±0.011 0.0465±0.012 0.0504±0.009
J 0.1066±0.029＊＊ 0.0961±0.0297＊＊ 0.1101±0.0203＊＊ 0.1164±0.0428＊＊

JRI 0.1136±0.0232＊＊ 0.1129±0.0242＊＊ 0.1047±0.0382＊＊ 0.1199±0.044＊＊
JTRI 0.0715±0.0242＊＊■ 0.0652±0.134＊＊■ 0.0676±0.0098＊＊■■ 0.0664±0.0144＊＊■

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs S;■:P<0.05, ■■:P<0.01 vs J

2.5　肾组织丙二醛及超氧化物歧化酶含量的测定
　　J 组 、JRI 组及 JTRI 组 MDA 水平较 S 组有显著升高(P <
0.01)。 JTRI组较 JRI组无明显下降(P>0.05),见表 4。

表 4　肾组织丙二醛含量的变化(nmol/mg, n=24 , x±s)

Tab 4　Changes of the content of malondealdehyde in kidney tissue

(nmol/mg, n=24 , x±s)
Time of reperfusion(h)

Group
0 4 12 24

S 79.73±3.98 74.67±10.67 79.55±5.78 73.10±6.44
SRI 82.07±1.92 77.71±3.79 81.42±4.49 80.49±7.08
J 115.22±12.01＊ 116.88+5.19＊ 109.93±6.55＊ 111.76±6.46＊

JRI 115.27±4.60＊ 113.30±14.36＊ 114.57±18.98＊ 119.87±9.52＊

JTRI 111.87±8.46＊ 119.26±12.74＊ 110.99±9.41＊ 116.00±4.41＊

＊:P<0.01 vs S

　　J组 、JRI组及 JTRI组 SOD的含量较 S 组 、SRI 组有显著下

降(P<0.01),且 JRI组随再灌注时间延长明显下降 , 以再灌注
后24 h 最低 , JTRI 组大鼠的 SOD 水平较无明显升高(P >

0.05), 见表 5。

表 5　肾组织超氧化物歧化酶含量的变化(Nu/ml , n=24 , x±s)

Tab 5　Changes of the contents of superoxide dismutase in kidney

ti ssue(Nu/ml , n=24, x±s)

Time of reperfusion(h)
Group

0 4 12 24

S 94.61±4.48 92.75±14.1 88.86±11.1 91.16±5.79
SRI 90.88±6.71 89.29±11.0 91.02±5.67 89.44±14.20
J 68.73±5.36＊ 72.90±4.01＊ 69.88±8.29＊ 74.05±6.68＊

JRI 75.49±8.33＊ 47.16±5.41＊ 39.54±5.56＊■ 28.33±6.98＊#
JTRI 72.33±7.65＊ 48.03±7.19＊ 34.65±4.75＊■■ 24.30±4.46＊##

＊:P<0.01 vs S; :P<0.01 vs 0 h;■:P<0.05 vs 4 h;■■:P<

0.01 vs 4 h;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs 12 h
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2.6　线性相关分析
　　各参数经直线相关分析表明 MDA 与 SOD呈负相关 , r=

-0.68;P<0.01;MDA 与 Ccr 呈负相关 r=-0.719 P <0.01;

SOD与 Ccr呈正相关 r=0.818 , P <0.01

3　讨论

　　梗阻性黄疸是肝胆外科常见的病症之一 。OJ围

手术期患者中约有 8%～ 9%发生 ARF , 病死率高达

68%。其确切发生机制仍不清楚。OJ 血容量的减少

使肾脏处于缺血 、低灌注状态[ 5 ,6]是OJ术后 ARF发生

的基础[ 3 , 4 ,7]的观点已得到认可 。内毒素可能起着重

要作用 ,它可以影响到肾脏血流动力学的稳定 。作者

采用肾缺血 10 min 后再通的方法观察到梗黄大鼠肾

缺血再灌注后肾脏损害明显加重 ,并随再灌注时间延

长加重 。表明OJ肾脏对缺血再灌注损害的敏感性增

强
[ 8 ,9]
。我们注意到在 OJ 围手术期中存在着诸多

如[ 1]如营养差 ,进食减少 、术前侵入性操作(如 ERCP 、

PTC等)对胃肠道的影响 、手术麻醉用药及凝血机能障

碍等因素 。它们在严重影响到梗阻性黄疸血流动力学

的稳定同时 ,加重了肾脏的缺血程度。同时还存在促

进梗阻性黄疸缺血肾灌流的因素 ,例如在目前的治疗

过程中强调
[ 1]
积极的补液支持治疗纠正体液的丢失。

胆道内引流解除黄疸能有效地缓解内毒素血症 ,从而

有利于恢复肾脏的血流。在动物试验中也观察到抗内

毒素治疗后可以有效地增加肾脏的血流量[ 10] 。目前

已知发生胆道梗阻时肾脏可以合成大量的内皮素 ,当

用内皮素灌注肾脏后肾血管经历了收缩-舒张的过

程[ 11]也是一个的有力的支持 。从临床治疗效果看 OJ

术后 ARF 的发生反映出在恢复缺血肾脏的血流灌注

过程后肾功能损害反而明显加重 ,这与 RI损伤特性既

恢复缺血组织灌流后损伤反而加重相吻合。因此我们

认为在 OJ围手术期具备了 RI产生的条件 , RI 在梗黄

肾损害的加重过程中起了重要作用 。氧自由基可能起

了重要作用 ,可以造成膜性结构的完整性及通透性的

变化 ,此外还引起[ 12]膜性结构上的功能性蛋白质损害

及DNA片段的毁损 ,正常情况下可被SOD清除。在本

实验胆道梗阻 1周后大鼠肾组织 MDA水平明显升高 ,

而SOD浓度呈显著下降 ,这一结果与近来的报道相吻

合[ 13 ,14] 。本实验梗黄肾缺血再灌注大鼠的肾组织中

SOD水平显著性降低且呈时间依赖性 ,表明在梗黄肾

缺血再灌注刺激下 SOD的消耗加剧 ,Yuceyar等[ 9]也持

相同观点。虽然胆盐已被用于 OJ病人的治疗中 ,但对

其疗效一直存有争议。Tripathy 等[ 11 ,15]认为肠道内的

胆盐可以通过乳化作用降解灭活内毒素 ,也存有相反

的观点
[ 16 , 17]

。本研究显示胆盐处理梗阻性黄疸大鼠

对肾脏缺血再灌注损伤耐受性无明显增强 ,这可能是

临床对其防治OJ肾损害疗效存有较大争议的原因 。
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