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摘 要:目的 建立慢性肾脏病合并认知障碍的动物实验模型。方法 取22只大鼠随机分为3组(对照组、模型10周

组、模型14周组)。模型组予2次尾静脉注射阿霉素造模(每次4mg/kg,间隔2周注射);对照组予等量生理盐水。观察

大鼠的一般情况并称重,检测大鼠24h尿蛋白定量、血清肌酐和尿素氮、行为学检测(Morris水迷宫)、肾脏病理改变。

结果 ①模型组大鼠的体重较对照组显著下降,24h尿蛋白、血清肌酐和尿素氮水平显著升高,而模型组组间无统计学

差异。肾脏 HE染色可见对照组肾小球及肾小管结构完整,而模型组肾组织出现结构破坏、纤维化、炎症浸润等慢性肾

病的改变。②Morris水迷宫实验:与其他组相比,模型14周组大鼠的潜伏期延长且穿台次数减少。结论 (4+4)mg/

kg阿霉素造模14周可建立慢性肾脏病合并认知功能障碍模型。
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  Abstract: Objective Toestablishtheexperimentalanimalmodelofchronickidneydiseasewithcognitive
impairment. Methods Twenty-tworatswererandomlydividedintothreegroups(acontrolgroup,a10-week
modelgroup,a14-weekmodelgroup).RatsinmodelgroupswereinjectedwithAdriamycinbytailveintwice
(4mg/kgeachtime,2weeksinterval)formodeling.Thecontrolgroupwasgiventhesameamountofnormal
saline.Thegeneralconditionsoftheratswereobservedandtheywereweighed.Andtheyweredetectedforthe
24-hoururineproteinquantification,serumcreatinineandureanitrogen,behavioraltest(Morriswatermaze),
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andrenalpathologicalchanges. Results ① Comparedwiththoseofthecontrolgroup,thebodyweightof
ratsinmodelgroupssignificantlydecreased,andtheirlevelsof24-hoururinaryprotein,serumcreatinineand
ureanitrogensignificantlyincreased.Therewasnostatisticaldifferenceintheseindexesbetweendifferent
modelgroups.KidneyHEstainingshowedthattheglomerulusandrenaltubulesinthecontrolgroupwerein-
tact,whiletherenaltissueinmodelgroupsshowedstructuraldestruction,fibrosis,inflammatoryinfiltration
andotherchangescausedbychronickidneydisease.②ResultsoftheMorriswatermazetest:Comparedwith
othergroups,the14-weekmodelgrouphadlongerincubationperiodandfewertimesofcrossingtheplatform.
 Conclusion (4+4)mg/kgadriamycinfor14weekscouldestablishthemodelofchronickidneydiseasecom-
plicatedwithcognitivedysfunction.
  Keywords: chronickidneydisease;cognitivedysfunction;model,animal

  慢性肾脏病(chronickidneydisease,CKD)是指

各原因引起的肾小球滤过率<60ml/(min·1.73
m2)或肾脏损伤>3个月的一类疾病[1]。在过去的30
年里CKD在世界人口疾病死亡率排行榜上排名不断

攀升,2016年排名第16位,预测2040年将上升至第5
位[2],已被视为重要的全球公共卫生事件。随着人们

对CKD的认识不断加深,其并发症也得到了广泛的

研究。其中,神经系统并发症几乎发生在所有患有严

重CKD的患者中,而早期CKD也可能合并认知功能

障碍[3]。多项研究已证实肾小球滤过率越低,发生认

知功能障碍的风险越高,且程度越重[4]。然而CKD
合并认知功能障碍的机制尚有许多未解之谜,需要深

入的探究,而构建合适的动物模型是深刻揭示CKD
认知障碍发病机制的基础。但目前国内针对CKD合

并认知功能障碍的动物模型研究较少。本研究拟使用

两次尾静脉注射阿霉素诱导CKD,并在不同时间点进

行认知功能的行为学检测,探索CKD合并认知功能

障碍大鼠模型的建立,为疾病的机制研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物 SPF级10周龄雄性 Wistar大鼠,22
只,体重约250g,由长沙市天勤生物技术有限公司提

供,SCXK(湘)2019-0014。实验大鼠分笼饲养于右江

民族医学院实验动物中心,SYXK(桂)2017-0004,温
度25°、12h光照/黑暗交替、45%湿度的环境中,自由

饮水,进食标准普通饲料。实验方案经右江民族医学

院动物实验伦理委员会批准。

1.1.2 药物及主要试剂 注射用盐酸阿霉素50毫

克/支(MedChemExpress公司,批号58647)。尿蛋白

定量试剂盒、尿素氮试剂盒、肌酐试剂盒(南京建成)。

1.1.3 主要仪器 高速冷冻离心机(Eppendorf公

司)、多功能酶标仪(德国Berthold)、全自动脱水机(德

国徕卡)、LEICARM2235切片机(德国徕卡)、全自动

染色机(德国徕卡)、显微镜(NIKONEclipseCi)、电子

天平(上海梅特勒一托利多)、Morris水迷宫(上海吉

量)。

1.2 方法

1.2.1 造模与分组 取22只 Wistar大鼠随机分为3
组,A组:正常对照组(n=6),B组:模型10周组(n
=8),C组:模型14周组(n=8)。造模方法:按4
mg/kg阿霉素予尾静脉注射1次,于2周后按相同剂

量予第二次尾静脉注射。B、C组按以上方法造模,B
组较C组晚4周进行;A组予等量生理盐水(见图1)。

注:A组为对照组,于实验开始第0周和第2周末予生理盐水;

B组于实验开始第4周和第6周末予阿霉素;C组为模型14周

组,与A组同步注射阿霉素。

图1 分组及造模示意图

1.2.2 称重 各组大鼠于第一次注射阿霉素前及第

二次注射阿霉素后4周、8周、12周分别测体重。

1.2.3 收集尿液 第14周末用大鼠代谢笼收集24h
尿液,记尿量,并予离心(5000r/min,3min,4°)取上

清备用。

1.2.4 认知功能检测-Morris水迷宫

1.2.4.1 定位航行试验 将水放入水池内使平台淹

没在水面以下1cm处,水温约25℃。周围设布帘,帘
上有醒目图案,将水池分为东、南、西、北4个象限,平
台放在东北象限。每天大鼠被从不同的方位(东南、西
南、东北、西北)放入水中同时开始记录。最长游泳时
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间设为90s。如果大鼠在90s之前到达站台,并在平

台上停留10s时结束计时。如果超过90s大鼠仍未

到达平台,将大鼠引导到平台,并在平台上停留30s。

按以上步骤共训练6d并记录逃避潜伏期(即大鼠入

水后到其第1次登台所用的时间)。

1.2.4.2 空间探索实验 实验第7天,将平台从池中

取出,将大鼠从西南象限放入水中,大鼠自由游泳90
s,记录其游泳轨迹及穿越平台次数。

1.2.5 取材及标本备制 水迷宫实验结束后麻醉大

鼠,摘眼球法取血,血液在室温静置1h后离心取上清

即为血清标本。取出肾脏并置入4%多聚甲醛固定24
h后,使用全自动脱水机脱水,浸蜡包埋,将包埋后的

肾组织在切片机上以3μm厚度切片备HE染色。

1.2.6 检测指标 检测各组大鼠24h尿蛋白定量、

血清肌酐及尿素氮。HE染色观察肾组织病理。

1.3 统计学方法 数据均采用SPSS23.0软件包进

行统计学分析。计量资料以(췍x±s)表示。多组间比较

采用单因素方差分析(One-wayANOVA)进行检验,

方差齐时采用LSD检验,方差不齐时采用Tamhane’s
T2检验。两组间比较采用t检验。当P<0.05认为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况 造模前各组大鼠的体重无显著差异,

于阿霉素注射后第1~2周后B、C组大鼠均出现进食

减少、消瘦、脱毛、活动能力减退、眼周及阴囊水肿的表

现,部分出现腹泻或消化道出血等。B、C组大鼠造模

后体重较A组明显下降(P<0.001),而B、C组间差

异无统计学意义(P >0.05),见表1。期间共有4只

大鼠死亡,死亡率为25%,多在注射后2~4周死亡。

      表1 各组大鼠的体重变化    单位:g

组别 0d 6周 10周 14周

A组 251.42±19.83 367.42±24.43 408.92±37.24 458.67±30.03
B组 248.13±17.86 294.25±22.25a309.22±35.64a

C组 251.38±17.21 274.17±37.26a301.92±29.58a290.33±49.74a

F/t 0.082 17.485 18.210 50.360
P 0.921 <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②表内时间以各组阿

霉素注射前记0天。与同一周的A组比较,a:P<0.001。

2.2 24h尿蛋白定量及血清肌酐、尿素氮测定 B、C
组24h尿蛋白定量较A组升高(P<0.001);血清肌

酐和尿素氮水平也升高(P<0.05),而B、C两组间差

异无统计学意义(P>0.05),见表2。

表2 各组大鼠的尿蛋白及血清肌酐、尿素氮的比较

组别
24h尿

蛋白/mg

血清肌酐/

(μmol·L-1)

血清尿素氮/

(mmol·L-1)
A组 2132.56±1068.71 66.13±16.67 7.96±1.00
B组 25097.67±15071.93b 137.74±39.03a 9.77±1.29a

C组 32794.66±12316.64b 163.53±68.72b 10.55±1.46b

F 12.054 7.027 6.596
P 0.001 0.007 0.009

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与 A组比较,a:P

<0.05,b:P<0.001。

2.3 Morris水迷宫 在定位航行实验中,第1~5天

各组大鼠的潜伏期无统计学差异,第6天时C组大鼠

潜伏期较A组长(P<0.05),B组与A组比较潜伏期

无明显差异(P>0.05)。在空间探索实验中,C组大

鼠穿台次数较A组减少(P<0.05),而B组与A组

比较穿台次数无明显差异(P>0.05),见表3。

表3 Morris水迷宫实验结果

组别 n
定位航行实验(逃避潜伏期/s)

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天 第6天

空间探索实验

(穿台次数/次)

A组 6 62.21±29.04 55.18±34.32 34.16±30.10 21.30±20.34 9.08±8.38 8.99±9.07 4.33±2.07
B组 6 62.96±29.10 61.49±31.56 34.10±30.34 20.11±15.17 13.97±12.47 10.24±6.97 4.00±1.41
C组 6 62.06±26.04 56.33±26.00 39.95±31.79 22.06±17.00 16.77±14.53 16.46±11.23ab 1.67±1.63ab

F 0.007 0.285 0.287 0.075 2.499 4.492 4.254
P 0.993 0.753 0.752 0.928 0.090 0.015 0.034

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与同一天的A组比较,a:P<0.01;与同一天的C组比较,b:P<0.05。

2.4 病理结果 HE染色光学显微镜可见:A组肾小

球及肾小管结构完整(见图2a),B组肾组织结构异常,

肾小管数量明显减少,管腔广泛扩张,大量肾小管上皮

细胞数量减少,并可见大量蛋白管型,部分肾小管变性

坏死(见图2b);C组除B组出现的损害外,还可见部

分肾小球毛细血管袢扩张,部分肾小球萎缩,囊腔可见

大量蛋白黏液;间质可见大量纤维组织增生,及炎症细

胞灶性浸润(见图2c)。观察海马CA1区:A组细胞数
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量未见减少,排列较为整齐(见图2d);B组细胞数量有

所减少,排列稍紊乱(见图2e);C组细胞数量减少,可
见部分神经元变性,胞体固缩深染(见图2f)。

图2 各组大鼠肾脏及海马CA1区的 HE染色

3 讨论

认知功能障碍在CKD中具有较高发病率,临床中

常依赖于蒙特利尔认知评估量表等各种量表来评估认

知功能[5]。但在实验动物方面,尚未有明确指标验证

模型的成功,多数研究通过 Morris水迷宫等行为学实

验评估组间差异的显著性来判断有无认知功能障

碍[6-7]。本文旨在通过建立肾脏损害模型,研究其并发

症———认知功能障碍出现的时间点。建立CKD小鼠

模型常用的有物理法,包括肾大部分切除法(约5/6)、
肾动脉分支部分结扎方法、单侧输尿管结扎法[8];化学

法,药物包括腺嘌呤、阿霉素、顺铂[9-10];基因工程法,
包括特定基因敲除和基因干扰等。基于其他造模方式

对技术水平的高要求,故本研究选用阿霉素诱导大鼠

肾脏损害。鉴于阿霉素的毒副作用,其诱导的肾病在

疾病早期与临床存在一定差异,但当肾脏损害到一定

程度———大量蛋白尿、血清肌酐及尿素氮升高、肾脏病

理改变等时,其与人类CKD具有显著相似性[11-12]。阿

霉素肾病的损害程度与注射剂量呈正相关,给药剂量

多控制在10mg/kg以内,且较低剂量阿霉素多次注射

不仅能造成持续的肾损伤且具有较低死亡率和更高稳

定性的优点[13-14]。故本研究选用间隔2周两次尾静脉

注射阿霉素的方法,结果显示模型组大鼠均出现了大

量蛋白尿、血清肌酐及尿素氮升高、慢性肾炎的病理改

变,与其他以阿霉素造模的研究所得肾病模型相类

似[15-16]。阿霉素通过激活氧化应激、炎症反应、细胞凋

亡和肾脏纤维化促使肾脏病变,其病变发展过程与临

床肾病的发展规律相似[17-18]。而C组肾功能损害较B
组稍重,这与肾脏损害持续进展有关。认知功能包括

记忆力、计算力等。其中海马是记忆功能形成和维持

不可或缺的重要部分,尤其是CA1区的细胞结构及蛋

白变化[19]。当海马CA1区的细胞形态发生凋亡、萎缩

时,实验鼠显示出记忆功能受损[20]。实验中海马组织

HE染色可见模型海马组织CA1区细胞均有损害,但

C组更为明显,表现为细胞数量减少,排列稍紊乱,部
分神经元变性,胞体固缩深染等。Morris水迷宫利用

动物厌恶水环境的特性,强迫动物游泳并从水中逃跑

来激发其学习记忆能力,用于评估啮齿动物的空间探

索和学习记忆能力[21]。本研究中C组大鼠的潜伏期

延长且穿台次数减少,可见C组大鼠的空间探索和记

忆功能减退。FujisakiK等[7]通过5/6肾脏切除的方

法制备CKD小鼠模型,发现在放射臂水迷宫CKD8
周小鼠的空间记忆较CKD4周的减退,与本研究的结

果相似。虽本研究的周期相对较长,这可能与动物的

种属和诱导肾脏损伤的周期不同有关,但是本研究死

亡率低,成本低,技术难度不高,利于实施。有研究表

明,CKD患者合并认知障碍的程度与肾功能衰竭程度

密切相关[22]。肾脏是清除β淀粉样蛋白的主要器官,

肾脏受损加重脑内β淀粉样蛋白的沉积,从而加重认

知缺陷[23]。而且,肾功能受损会导致脑微血管系统的

改变,从而影响大脑的健康[24]。多数研究已表明尿毒

症毒素及血管病变是导致神经系统损伤的主要因

素[25]。

综上所述,本研究通过尾静脉注射阿霉素建立

CKD合并认知障碍的大鼠模型,该模型简便易行,死
亡率低,且确定了认知功能出现明显障碍的时间点,为
进一步探究CKD合并认知障碍的机制研究奠定基础。

声明:本研究不存在任何利益冲突。
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