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氯胺酮对大鼠肾脏低温延时保存影响的形态学观察
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［摘要］　目的：观察氯胺酮对大鼠肾脏低温保存期间肾皮质形态学的影响。方法：雄性ＳＤ大鼠分别用０～４℃单纯高渗枸椽酸

盐嘌呤溶液（ＨＣＡ）保存液、加入氯胺酮１０－５μｍｏｌ／Ｌ的ＨＣＡ保存液５０～１００ｍｌ原位逆行灌注肾脏，离体低温保存２４、４８、７２ｈ，

取材在光镜和电镜下作形态学观察。结果：低温保存７２ｈ内氯胺酮组肾脏光镜和电镜下组织形态学有明显改变，细胞和细胞器

变性坏死，肾间质高度水肿；单纯ＨＣＡ保存液组上述改变较轻。结论：在器官保存液中加入氯胺酮，不利于肾脏低温保存。
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　　氯胺酮是苯环己哌啶类静脉麻醉药，可作用于阿
片受体、单胺类受体、胆碱能受体及Ｎ甲基Ｄ天门冬
氨酸（ＮＭＤＡ）受体，产生镇痛麻醉效应。近年来研究
发现，氯胺酮除了传统的麻醉与镇痛作用外，可能对
脑组织或缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤心肌有保护作用［１２］。
高渗枸椽酸盐嘌呤溶液（ＨＣＡ）作为肾脏保存液经过
近年的临床应用，已经得到广泛的肯定，在国内肾脏
移植领域发挥了重要作用［３］。国内外研究表明非免
疫学因素———缺血再灌注损伤在慢性移植性肾病的
发生、发展过程中起重要作用［４］，防治缺血再灌注损
伤是移植肾低温保存的重要环节。本实验采用肾脏
原位逆行灌注、离体低温延时保存模型，观察将消旋

氯胺酮加入 ＨＣＡ液对大鼠肾脏低温延时保存形态
学变化的影响，以期为肾脏移植研究提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要仪器设备　日立 Ｈ７０００型透射电子显微
镜，Ｌｅｉｃａ普通光学显微镜，深低温冰箱（日本三洋公
司），ＨＣＡ液（第二军医大学长征医院药学部），盐
酸氯胺酮注射液（上海第一生化药业有限公司）。

１．２　实验分组　雄性健康ＳＤ大鼠３０只（购自第二
军医大学实验动物中心），体质量２００～３００ｇ，

２０～２２℃饲养，１２ｈ昼夜交替，自由摄食饮水。随机
分为２组，每组各１５只：对照组单纯用 ＨＣＡ保存液
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灌注，氯胺酮组在 ＨＣＡ保存液中加氯胺酮１０－５

μｍｏｌ／Ｌ。两组所用液体ｐＨ值、渗透压无显著差异。

１．３　动物模型　采用腹主动脉原位逆行灌注法，离
体低温延时保存模型。术前晚大鼠禁食，自由饮水。
麻醉采用２．５％戊巴比妥（２５ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射，
麻醉后将大鼠固定于手术台上，从尾静脉注入含肝
素５００Ｕ的生理盐水１ｍｌ。腹部消毒后取剑突至耻
骨联合上正中切口进腹。用拉钩牵开腹壁，将肠管
推向右侧，放入塑料小袋内并用盐水纱布覆盖减少
体液丧失。分离左肾静脉下部的腹主动脉和下腔静
脉各１ｃｍ左右，分别结扎切断两者的分支，注意不损
伤血管壁，并将两者小心游离开，经腹主动脉下方引
两根１号丝线。游离结扎肠系膜上动脉，在左肾上

１．５ｃｍ处游离腹主动脉。无创性血管夹阻断肾上腹
主动脉，在预留的肾下腹主动脉两根丝线之间沿血
管横断面剪开一小口，向头侧置入预充好０℃灌注液
的ＰＥ管，管口低于左右肾动脉水平，结扎固定，剪断
左肾静脉上方、右肾静脉下方腔静脉。以６０ｃｍ水
柱的压力经ＰＥ管远端进行低压、匀速、原位灌注，同
时肾脏表面和周围置以少量冰屑。当两侧肾脏呈均
匀灰白色，肾上下腔静脉流出的灌洗液清亮，灌洗完
毕，灌注量内５０～１００ｍｌ。迅速离断两肾上下方的
血管和输尿管，切除完整的两侧肾脏、放入盛有０℃
灌注液的无菌盆内，置于４℃冰箱内冷藏。约５ｍｉｎ
内完成。分别于保存２４、４８、７２ｈ后取样，进行形态
学观察。

１．４　光镜标本制作　分别将保存２４、４８、７２ｈ的大
鼠肾脏于肾皮质相同部位切取若干块。迅速放入中
性甲醛液中固定，石蜡包埋切片，ＨＥ染色观察。

ＨＥ病理切片单盲观察由第二军医大学长海医院病
理科肾脏病理学专家完成。从胞质空泡化、肾小管
坏死、基底膜裸露、肾小管水肿、细胞解离分开、细胞
内水肿、间质水肿、刷状缘完整性等方面评估氯胺酮
组和对照组大鼠肾脏保存期间肾小球、肾小管细胞
形态结构的改变。

１．５　电镜标本制作　将标本切成约１ｍｍ３大小６～８
块，按常规方法制成电镜观察标本，用日立 Ｈ７０００型
透射电镜观察。电镜单盲观察由第二军医大学电镜
室肾脏病理学专家完成。主要从线粒体的肿胀、嵴的
改变、细胞及间质水肿程度、细胞核的改变等超微结
构变化评价低温保存期间肾皮质细胞组织改变。

２　结　果

２．１　光镜观察　０～２４ｈ肾组织的结构基本相似，
肾组织球管结构基本完整，可见少量肿胀变性的肾
小管上皮细胞，间质轻度水肿、刷状缘脱落（图１Ａ、

１Ｂ）。但从２４～４８ｈ后，氯胺酮组肾组织开始出现
较明显的改变，其中肾小管上皮细胞的改变比肾小
球更为明显，小管上皮广泛中重度空泡样改变，可见
多处小灶状小管坏死，肾小球毛细血管轮廓欠清晰，
鲍曼囊腔变小，间质明显水肿，细胞解离分开，刷状
缘损害明显，基底膜裸露变宽，着色变淡（图１Ｃ）；而
对照组相对氯胺酮组的变化较小（图１Ｄ）。４８～７２ｈ
后大部分肾小管上皮细胞的胞质出现小空泡，间质
高度水肿，尤其是氯胺酮组，肾小管上皮呈广泛点
状、大片状坏死，肾小球毛细血管轮廓模糊，甚至成
为一片红染区，曲管结构不清（图１Ｅ）；而对照组肾
组织病变相对较轻（图１Ｆ）。

图１　大鼠离体肾脏低温保存２４、４８、７２ｈ后的显微结构变化

Ｆｉｇ１　Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｒａｔｋｉｄｎｅｙｓｃｏｌｄｓｔｏｒｅｄｆｏｒ２４，４８，ａｎｄ７２ｈｏｕｒｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈ；Ｂ：Ｋｅｔａｍｉｎｅｇｒｏｕｐａｔ２４ｈ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ４８ｈ；Ｄ：Ｋｅｔａｍｉｎｅｇｒｏｕｐａｔ４８ｈ；Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ７２ｈ；Ｆ：Ｋｅｔ
ａｍｉｎｅｇｒｏｕｐａｔ７２ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ，×２００
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２．２　电镜观察　０～２４ｈ的电镜图像基本一致，细
胞核形大致正常，核质无边聚、分布欠均匀，线粒体
不同程度肿胀，线粒体缩短。嵴数量减少，但排列欠
规律，内质网轻度水肿，近曲小管微绒毛少量水肿、
脱落。毛细血管内皮细胞、足突细胞尚可分辨。４８
ｈ后对照组的超微结构改变较轻微，基底膜基本正
常（图２Ａ），仅有轻微的核固缩（图２Ｂ）和线粒体肿
胀等。而氯胺酮组出现较明显的超微结构改变，主
要表现为肾小管及肾小球的基膜不均一增厚（图

２Ｃ）；核严重变形、核固缩（图２Ｄ），核膜不规则，线粒
体显著肿胀为球形，嵴断裂、溶解明显，微绒毛分布
散乱，大片脱落。细胞内褶明显减少且紊乱。肾小
管个别上皮细胞核出现核固缩，核缘呈锯齿状。线
粒体基质的电子密度明显减低，嵴数量减少，排列紊

乱，其中尤以近曲小管上皮更为显著。多数线粒体
肿胀变性，嵴几乎消失，内质网轻度扩张。

　　４８～７２ｈ后病理改变更为明显，其上皮细胞变
性更严重，各种细胞器，连同其基膜及间质呈现一片
模糊，有的结构甚至全部崩解。细胞核固缩特别显
著。肾小球的改变程度比肾小管稍轻，但也很严重，
其上皮细胞内的线粒体呈空泡变性；肾小球基底膜
增生，部分足突融合（图３Ａ），线粒体嵴部分消失及
髓样体形成线（图３Ｂ）；氯胺酮组小管细胞严重肿胀
变性，细胞核、线粒体严重破坏，结构模糊不清近于
崩解，线粒体嵴几乎完全溶解，肾小球基底膜肿胀，
足突部分消失（图３Ｃ），线粒体肿胀及部分结构消
失，细胞基质有大量胶原纤维形成（图３Ｄ）。
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３　讨　论

　　氯胺酮自１９６５年用于临床以来，在麻醉中一直
享有独特的地位，至今仍广泛用于哮喘活动期、失血
性休克的麻醉诱导、儿童等不合作患者的镇静、局麻
不完善时辅助及烧伤换药等短小操作的镇痛。近年
来发现氯胺酮还具有抗炎及保护缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）
损伤的作用，其可能的作用机制是：（１）氯胺酮抑制
促炎性细胞因子的释放（［５６］，从而降低ＰＭＮ活性和
毒性物质释放，减轻器官组织再灌注损伤的作用［７］；

（２）氯胺酮抑制中性粒细胞激活、黏附、呼吸爆发
等［８］，从而抑制了ＰＭＮ 介导的氧自由基的生成；
（３）氯胺酮抑制Ｉ／Ｒ过程中细胞内钙超载，Ｎｉｓｈｉｎａ
等［９］发现，随氯胺酮剂量的增高，ＰＭＮ内游离钙浓
度相应下降，提示氯胺酮对ＰＭＮ功能的抑制可能
与其抑制细胞内钙离子升高有关。

　　１９８８年，Ｂｅｌｚｅｒ等学者指出：一种成功的器官保
存液的组成应满足下列５个要求：（１）减少由于低温
保存导致的细胞水肿；（２）防止细胞的酸化作用；（３）
防止灌洗保存过程中细胞间隙的肿胀；（４）防止氧自
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由基的损伤，尤其是在再灌注过程中；（５）提供再生
高能磷酸化合物的底物。因此，本研究根据氯胺酮
可能的抗炎及保护Ｉ／Ｒ作用，将氯胺酮加入国产经
典器官保存液 ＨＣＡ中，通过光镜和电镜观察氯胺
酮对大鼠肾脏灌注、低温保存的影响，以探讨氯胺酮
可否改善 ＨＣＡ的器官保存效果。

　　低温保存期间肾小球、肾小管细胞形态学改变
能够比较直观地反映器官组织结构损伤情况，而电
镜结果则更细致地反映出组织在低温缺氧环境下的

超微形态改变。本研究观察到保存０～２４ｈ两组肾
脏组织结构均基本完整；保存超过４８ｈ后，氯胺酮
组出现较明显的形态学改变，线粒体肿胀、空泡变，
嵴模糊，断裂明显，基质电子密度增高或出现透明
区；保存至７２ｈ，氯胺酮组肾脏组织严重破坏，线粒
体结构崩解，组织细胞发生不可逆改变，而对照组对
肾皮质线粒体的保护作用优于氯胺酮组。线粒体肿
胀可能由线粒体通透性改变引起的。当细胞缺血、
缺氧或再灌注而损伤线粒体后，高能磷酸化合物合
成中断，线粒体通透性增加，线粒体肿胀、嵴断裂，细
胞色素Ｃ释放，细胞凋亡相关的酶被激活，细胞发生
凋亡或坏死。

　　氯胺酮抗缺血再灌注损伤作用在本研究中没有
体现，反而表现出一定的损伤作用。正常生理状态
下肾脏髓质的氧合作用处于供需平衡，打破平衡会
发生低氧损伤，导致急性肾小管坏死，尤其髓襻升支
粗段对低氧更为敏感，易发生坏死。循环血流中任
何因素导致的儿茶酚胺增加均会引起肾脏血管收

缩，因此尽管肾血流正常，髓内仍有可能发生缺血。
由此推论，用加入氯胺酮的 ＨＣＡ保存液灌注和保
存肾脏，可能使循环或组织内 ＡＮＰ、ＦＦＡ和儿茶酚
胺浓度增加，这可能引起脂代谢异常，肾脏皮质和髓
质的血管收缩，血流再分布，肾小管缺氧坏死，线粒
体ＡＴＰ耗竭。

　　本研究发现临床麻醉浓度的消旋氯胺酮不利于
大鼠肾脏灌注和离体低温延时保存，提示在移植物
供体或受体应用氯胺酮有可能影响移植物的形态与

功能。氯胺酮的左旋和右旋异构体对细胞代谢和细
胞凋亡等方面的影响尚需进一步研究。
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