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缺血性脑卒中小鼠肾功能损害的相关研究

!"#

!

$%&

!

$'()

!

$*+,-.

!

$/0

!

$12

!$<

（'(天津医科大学总医院神经病学研究所，天津 %""")!；!*天津医科大学总医院神经内科，天津 %""")!）

PQ (R!!"#$%&'()*+,-./0123456789&'()*01./:;<=>? DSF@ABCDE

FGHI'J(KL%&'()*MN? OPMQ %R!+S6TU$VW&XYZ,-.[R&\] Ẑ/01[_`ab1cdefg
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89*'#:6' ;9</6'()/= 4I MRDVX RYA QYHBPAM I\ .ABHO \DBQREIB HBV .ABHO REMMDA H\RA. EMQYALEQ MR.ICA EB LEQAS HBV RI AJUOI.A RYA .AOHREIBMYEU

]AR^AAB EMQYALEQ MR.ICA HBV .ABHO VXM\DBQREIB* >$'4"?*= 9 LIVAO I\ \IQHO QA.A].HO EMQYALEQ MR.ICA ^HM EBVDQAV ]X UYIRIQYALEQHO

LARYIV* _B RYA %.V HBV !+RY VHX H\RA. LIVAOEBPS UOHMLH Q.AHREBEBA`,-.aS ]OIIV D.AH BER.IPAB`/01bS .ABHO UHRYIOIPX MQI.A`/,3bS RYEQCBAMM

I\ POILA.DOH. ]HMALABR LAL].HBA`45/6b HBV .ABHO \E].IMEM .HRA`272b ^A.A VARAQRAV EB LEQA* _B RYA %.VS 8RYS '#RYS HBV !+RY VHXM H\RA.

LIVAOEBPS D.EBA HO]DLEB`09bS D.EBA !

!

:LEQ.IPOI]DOEB`!

!

:6bS HBV D.EBA Q.AHREBEBA`0-.b ^A.A VARAQRAV* @/*+%'*= _B RYA RYE.V VHX H\RA.

EMQYALEQ MR.ICA EB LEQAS /01S 09S D.EBA !

!

:6S 2,3S 45/6S HBV 272 ^A.A EBQ.AHMAV`!;<*++)S!*<%+S%*+"#S!*'+'S#*!<!S8*%<<S HOO "="*")b*

_B RYA !+RY VHX H\RA. EMQYALEQ MR.ICAS 2,3 HBV 272 ^A.A QIBREBDAV RI EBQ.AHMA `! ;!*8&'S <*'+8S HOO "="*")b* A".6%+*(".= ?MQYALEQ MR.ICA

EB LEQA QHB QHDMA HQDRA .ABHO VHLHPAS HM ^AOO HM HQDRA HBV QY.IBEQ .ABHO UHRYIOIPEQHO VHLHPA*

B/- 3"#,* MR.ICAZ.ABHO VHLHPAZ.ABHO UHRYIOIPEQHO VHLHPA

研究表明，脑卒中不仅会损害神经系统本身，

而且还会对心脏、肠道等多种器官的功能造成损

害c':#d。临床研究发现，肾功能损害是脑卒中住院患

者中常见的并发症c)d。但是，目前对于脑卒中后肾功

能损害发生率差异也很大，脑卒中患者人群中的肾

功能改变研究甚少，一些研究是在不同的人种以及

不同的脑卒中类型中进行的c<d。无论是在临床还是

在基础研究中，脑卒中与肾功能损害的关系仍不清

楚。在本研究中，笔者观察小鼠缺血性脑卒中肾功

能改变，为将来进一步理论研究奠定基础。

C cdeDS

'*' "#$%&'( 成年雄性 -)8/>e< 小鼠，

!"*!) P，+*'! 周龄；购买于北京维通利华实验动物

技术有限公司。实验动物c许可证号：3-Gf（京）!"'&:

"""+，批号：''"%!!'&''"''+8#d全部饲养于天津医科

大学总医院神经病学研究所的动物实验中心，饲养

环境为 3,7 级专业鼠房。采用简单随机抽样，将动

物分为对照组、脑梗死 % V 组、脑梗死 !+ V 组，每组

+ 只小鼠。小鼠在适应环境 ' 周后进行造模处理，在

脑梗死 % V 后或者脑梗死 !+ V 后将小鼠处死。

'(! "#)*

'(!(' 缺血性脑卒中模型 本研究采用光化学法

诱导局灶性大脑皮层缺血性脑卒中模型（UYI$

RIRY.IL]IREQ LIVAOM I\ EMQYALEQ MR.ICA），可以造成持

续的局灶性缺血病变，死亡率更低。主要建立方法：

将预先配置好玫瑰红染料注射到小鼠的腹腔中，

经过腹腔吸收进入血液循环，然后暴露小鼠颅骨，

用绿光光源照射特定的区域 !" LEB，局部大脑皮

层血液中的玫瑰红在绿光照射后，发生化学反应，

造成特定区域血管的阻塞，模拟缺血性脑卒中c8d。

缺血性脑卒中模型构建结束以后，对缺血性脑卒中
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后的小鼠进行神经功能的评分 !"#，把评分!$ 分的

小鼠，纳入实验组；对于无症状、评分!$ 分的小鼠

或者术后 % & 内死亡的小鼠排除实验组。本次实

验中，每组造模 %' 只小鼠，实验过程中每组死亡

( 只，最终每组 ) 只小鼠纳入实验研究。

%*(*( 小鼠标本的收集 采用代谢笼搜集小鼠造

模前和造模后第 $、+、%"、() 天的尿液，搜集期间，

小鼠在代谢笼内饮食和活动自由，分别提供 %( , 的

光照和 %( , 的黑夜，保证其正常的睡眠节律。搜

集到的尿液经过离心后取上清，在-)'"的条件下

进行冷冻保存备用。采用眼球摘除法搜集缺血性

脑卒中 $ & 和 () & 的小鼠血液，然后离心取上清，

在-)'"的条件下进行冷冻保存备用。将缺血性脑

卒中 $ & 和 () & 的小鼠进行麻醉后处死，摘取肾

脏后，将肾脏制成石蜡标本，备用。

%*(*$ 肾脏代谢指标的检测 使用小鼠尿白蛋白

（./012 345.601，78）9:;<8试剂盒（35%')+=(，85>36，

?365/0&@2，7A）、小鼠尿 !

(

-微球蛋白（!

(

-60>/B@4B5

.401，!
(

-C）9:;<8 试剂盒（A9%D=(，;66.1BE3F）和

肌酐比色测定试剂盒（D''+'%，?3F631）测量 78、尿

!

(

-C 和尿肌酐（./012 >/23G01012，7?/）浓度。分别使

用肌酐比色 测 定 试 剂 盒 （+''"H'，?3F631）和

I.31G0 ?,/B6

JC尿素测定试剂盒（K;7L-D''，M0B8NN3F

<FNG26，7<8）测量血肌酐（O43N63 >/23G01012，P?/）和

血尿素氮（54BB& ./23 10G/B@21，M7Q）浓度。所有实验

过程完全按照实验说明书进行操作。

%*(*" 肾脏病理染色 为了评估缺血性脑卒中后

小鼠的肾脏损害程度，在缺血性脑卒中后 $ & 和

() & 使用苏木素和伊红（R9，,263GBSF401-2BN01）对

肾组织进行染色，进行肾脏病理评分。为了确定缺

血性脑卒中对肾小球基底膜的影响，在缺血性脑卒

中后 $ & 和 () & 采用高碘酸-席夫试剂（P8<，O2/0#

B&0> 3>0&-N>,0TT）染色，增厚的基底膜被染成紫色的

面积就会增大。为了确定缺血性脑卒中后的肾纤

维化程度，在缺血性脑卒中后第 $ 天和第 () 天采

用天狼猩红（P<L，O0>BN0/0.N /2&）染色，肾脏组织中

的纤维增生部分会被染成红色。

%*(*D 肾脏组织学和病理学评估

%*(*D*% 肾脏病理学评分 使用半定量病理评分系

统对肾脏进行肾组织病理评分（/2134 O3G,B4B@F

N>B/2U LP<），简而言之，肾组织病理损害包括肾小管

刷状缘膜缺失、肾小管的扩张、肾组织细胞肿胀、肾

脏管腔碎片、核固缩和核缺失，这可以通过分级系

统进行评分（'、%、(、$）：' 分：在高倍镜视野中无可

见病灶；% 分：在高倍镜视野中损伤范围V%W$；( 分：

在高倍镜视野中，损伤范围V(W$；$ 分：在高倍镜视

野中，损伤范围X(W$ 小管中的病理损伤。每个肾脏

计数 (' 个视野（"'' 倍）。每个肾脏的总得分是来自

(' 个视野的所有得分的总和。

%*(*D*( 肾小球基底膜厚度（G,0>Y12NN BT @4B62/.43/

53N2621G 6265/312，JZMC）测量 肾组织切片用

P8< 染色以评估基底膜的增厚和肾小球系膜的扩

张。总共计数 $' 个肾小球，使用光学显微镜

（[4F6O.NU JBYFB，\3O31）对肾组织进行 "'' 倍的放

大!)#，所有实验均采用盲法进行计算和评估。

%*(*D*$ 肾组织纤维化程度 （/2134 T05/BN0N /3G2U

L]L）测评 肾脏切片用 P<L 染色，以计算胶原蛋

白在肾组织中的沉积。在高倍镜下，采用随机原则，

选择 D 个视野进行计算，使用高倍显微镜将其放

大 ('' 倍；计算每个肾组织切片!=#。每个区域中的

阳性面积百分比都要进行统计。因此，每个肾脏的

得分就是 D 个视野的阳性面积的百分比的平均

值。所有实验均采用盲法进行计算和评估。

%*$ !"#$% 本次实验的所有数据都采用

Z/3O,O3& P/0N6 )*' 进行统计分析，以 6231$<9C 表

示实验结果。两独立样本之间的比较采用非配对 !

检验。"V'*'D 为差异有统计学意义。

! !"

(*% &'()*+, M7Q - P?/ ./0 脑梗死

后第 $ 天，与对照组相比，M7Q 显著升高（!^H*))D，

"!'*'D），P?/ 差异无统计学意义（"%'*'D）；脑梗死

后第() 天，与第 $ 天相比，M7Q 明显下降（!^"*)%D，

"!'*'D），P?/ 差异无统计学意义（"%'*'D），见图 %。
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注：<,36：对照组；$ &：脑梗死 $ & 组；() &：脑梗死 () & 组；与
对照组相比，_"V'*'D；与脑梗死 $ & 组相比，`
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注：!"#$：对照组；% &：脑梗死 % &组；' &：脑梗死 ( &组；)* &：脑梗死 +, &组；-. &：脑梗死 -. &组；与对照组相比，/!01234；与脑梗死 5 &

组相比，6

!03234

! ! "#$%&'() !

!

"#*$%+ $&',-.

()* ! +,,-./0 1, )0.2-3). 0/'14- 15 6')5- !

!

"3).'1*71867)59 6')5- :7863)5 :5; 6')5- .'-:/)5)5-

注：7：缺血性脑卒中后肾组织 89染色（,33倍），星号：肾小管扩张，箭头：嗜酸性物质沉积；:：各组间比较；;<缺血性脑卒中后肾组织 =7>染色

（,33倍）；?<各组间比较；9<缺血性脑卒中后肾组织 =!@染色（-33倍）；A<各组间比较；!"B$：对照组；5 &：脑梗死 5 &组；-. &：脑梗死 -. &组；与对照
组相比，C!03234；与脑梗死 5 & 组相比，6

!03234

! < "#$%&'( =>?*@AB#+ =(=,-.

()* < +,,-./0 1, )0.2-3). 0/'14- 15 '-5:7 C:/2171*D 0.1'-9 /2).45-00 1, /2- *713-'67:' 8:0-3-5/ 3-38':5- :5; '-5:7 ,)8'10)0

-2- !"#$%&'( !

-

DE)F7* F;G+,- 脑

梗死后第 5 天，与对照组相比，尿 !

-

DE 和F7 显著

升高（"H52.3,，!!3234；"H-2I5.，!!3234）。脑梗死后

第 ( 天，与第 5 天相比，尿 !

-

DE 和 F7 明显下降

（"H-24-)，!!3234；"#-24-)，!!3234）。脑梗死后 F;G

始终无明显变化（!"3234），见图 -。

-25 ."/$%&' @=>)JK:E* @A@+,- 脑

梗死后第 5天，与对照组相比，@=>、JK:E 和@A@ 明

显升高（"H-2+.+，!03234；"H,2-I-，!03234；"H'25II，

!03234）。脑梗死后第 -.天，与第 5 天相比，@=> 和

@A@ 明显升高（"H-2'L+，!0323M；"#N2+.(，!0323M）；

梗死后第 O. 天，与对照组相比，@=!、PK:E 和 @A@

明显升高（"HQ23NM，!0323M；"HQ233M，!0323M；"HNR+(.R

!$323M），见图 %。
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临床研究表明，肾功能损害在脑卒中患者中很

常见X4Y +3D++Z，并且肾脏疾病本身也是脑卒中的危险因

素[+OZ。研究表明，和普通人相比，缺血性脑卒中患者

肾功能损害的发病率明显升高[+3Z。但是，关于缺血性

脑卒中后肾功能损害的发生率差异很大[+VZ。目前没

有足够的证据表明肾功能损害与脑缺血性脑卒中

之间存在因果关系。因此，研究缺血性脑卒中后肾

脏功能损害具有重要意义。

在本次实验中，笔者观察了小鼠缺血性脑卒中

后肾功能的变化，明确了缺血性脑卒中可以引起肾

功能损害和肾组织病理损害。缺血性脑卒中会诱发
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急性肾脏功能损害，主要表现为缺血性脑卒中后 !"#、

"$、尿 !

%

&'一过性升高。同时，缺血性脑卒中也可以

导致肾组织病理损害，在脑梗死后第 (天和第 %)天，

笔者发现其 *+,、-./'、*0*明显升高。总而言之，

缺血性脑卒中可以导致急性肾功能损害，同时可以

导致急性和慢性肾脏病理损害，脑肾之间存在着必

然联系。

白蛋白尿是公认的肾脏疾病现象，也是影响肾

功能衰竭进展和过程的独立危险因素。!

%

&' 的分

子量相对较小，血液中的 !

%

&' 主要经过肾小球滤

过，其中滤出的 1121!的 !

%

&' 在肾脏近曲小管中

被重新分解吸收，因此尿液中 !

%

&' 的浓度极低3456。

尿 !

%

7' 是早期检测急性肾脏损害（89:;< =>?@<A

>@B:CA，$DE）的标志物34F6。在一项前瞻性研究中，对

%F% 例急诊科的儿童进行尿 !

%

7' 检测，表明尿 !

%

7

' 在预测 $DE 方面具有良好的准确性34G6。同时，尿

!

%

7H 是肾小管和肾小球损害的重要标志物 34I6。此

外，尿白蛋白也是肾小管和肾小球损害的重要标志

物34)6。肾小球阴离子电荷滤过屏障受到损害时，将会

出现选择性白蛋白尿。其中尿液中出现白蛋白，通

常意味着肾小球基底膜的结构严重受损34)6。笔者在

缺血性脑卒中后第 ( 天发现，尿 !

%

7H 和"$ 明显升

高，说明在缺血性脑卒中后，发生了急性肾脏功能

损害，主要表现为肾小管和肾小球的损害。这与笔

者在缺血性脑卒中后发现肾组织中肾小管扩张和

肾小球基底膜增厚的现象是一致的。

+JC、"JC 和 /"K 在肾脏疾病的诊断中具有重

要意义3417%46。本研究显示，缺血性脑卒中可以引起

/"K 升高，但是对于 +JC 和 "JC 并无影响。有研究

指出，在肾脏损害 FLM的情况下，+JC 浓度有不升高

的情况，具体原因不详3%%6。笔者推测可能是因为有部

分肾功能的替代作用，使得肌酐清除并没有受到明

显影响。

缺血性脑卒中引起脑实质的损害，进而影响了

中枢神经系统，中枢神经系统的内侧前额叶皮层、

下丘脑的损害，都可以对肾脏功能产生影响3%(6。缺血

性脑卒中引起交感神经兴奋，释放大量儿茶酚胺入

血，引起肾动脉收缩，减少肾小球血流量，影响肾小

球滤过率和加剧肾脏组织纤维化。此外，交感神经

激活引起下丘脑视上核和室旁核释放抗利尿激素，

通过 N4 和 N% 受体对肾脏功能产生影响。缺血性脑

卒中可以对下丘脑7垂体7肾上腺轴产生影响，进而

调节糖皮质激素的释放，影响肾小球和肾小管的功

能3%(6。而且，缺血性脑卒中可以激活肾素7血管紧张

素7醛固酮系统，血管紧张素"通过诱导白细胞介

素 G的产生，在肾组织纤维化中起着重要作用3%57%F6。有

研究发现，缺血性脑卒中引起大脑自主调节功能下

降，进而引起肾小球滤过率的下降3%G6。此外，缺血性

脑卒中激活炎症和免疫反应，增加 J 反应蛋白、白

细胞介素7G、肿瘤坏死因子7# 等炎症因子进入组

织和血液，进一步加剧肾脏损害，因此全身性炎症

和免疫反应可能在促进缺血性脑卒中后肾功能损

害中起重要作用。此外，细胞外囊泡也参与了缺血

性脑卒中后的免疫反应调节过程，与肾脏的纤维化

等病理损害有关3%I7%)6。笔者发现，在缺血性脑卒中

后，肾组织纤维化程度明显加重。其中缺血性脑卒

中第 %) 天比第 ( 天的肾组织纤维化程度增高。除

此之外，肾组织病理损害评分也呈进行性增加趋

势。总的来说，缺血性脑卒中后导致急性肾组织病理

损害和慢性肾脏病理损害。有研究指出，肾脏结构

受损后，会激活肾脏修复系统，其中肾脏修复系统

的失控，最终导致间质纤维化和组织破坏，形成恶

性循环，造成肾组织病理损害进行性加重。这与笔

者的实验结论是一致的。

实验结果表明，缺血性脑卒中导致急性肾功能

损害和急慢性肾组织病理损害。缺血性脑卒中主要

通过对肾组织结构的破坏，影响肾脏功能，主要造成

肾小管的扩张、肾组织纤维化、肾小球基底膜的增厚，

引起 /"K、"$、尿 !

%

7H 的升高。本研究将为进一步

研究缺血性脑卒中后肾功能损害的机制奠定基础。
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张昊，等A重组人 ^ 型脑利钠肽对急性心肌梗死患者急诊经皮冠状动脉介入治疗后对比剂肾病的预防作用!
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