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Abstract
AIM: To investigate the renal pathological 
changes, cell apoptosis and expression of Bcl-2 
and Bax proteins in rats with hepatic cirrhosis 
induced by common bile duct ligation (CBDL).

METHODS: Hepatic cirrhosis was induced by 
CBDL in SD rats. Thirty rats were randomized 
to 3 groups: sham operation group, 2-wk CBDL 
group and 5-wk CBDL. Hepatic and renal tissues 
were collected for pathohistological observation 
under microscope; the creatinine clearance rate 
(Ccr) and renal malonaldehyde (MDA) content 

were measured by biochemical method and spec-
trophotometric method, respectively; the apopto-
sis of renal cells was detected by TUNEL method; 
finally, the levels of Bcl-2 and Bax protein expres-
sion were examined by immunohistochemistry.  

RESULTS: Hepatic histological examination 
showed that hepatic fibrosis occurred in 2-wk 
CBDL group and biliary cirrhosis in 5-wk CBDL. 
In the 5-wk CBDL group, desquamation and 
necrosis of renal tubule epithelia were found 
by HE staining, and irregular thickening of 
glomerular basement membrane, mesangial ex-
pansion and fusion of epithelial foot processes 
were observed by electron microscopy. The 
Ccr significantly decreased (1.10 ± 0.03 vs 1.40 
± 0.03, 1.80 ± 0.02; P < 0.05 or 0.01) while MDA 
content increased (4.07 ± 0.51 vs 2.32 ± 0.85, 0.79 
± 0.37, both P < 0.01) in the 5-wk CBDL group in 
comparison with that in the 2-wk CBDL group 
or sham operation group. The apoptotic rate of 
renal cells was significantly higher in the 5-wk 
CBDL group than that in the 2-wk CBDL group 
or sham operation group (68.36% ± 8.71% vs 
24.08% ± 2.59%, 11.43% ± 2.77%; both P < 0.01). 
Bcl-2 protein decreased while Bax protein in-
creased by turns in sham operation group, 2-wk 
CBDL group and 5-wk CBDL group (P < 0.05). 

CONCLUSION: There are renal histopathologi-
cal changes and cell apoptosis in rats with CB-
DL-induced hepatic cirrhosis, and low expres-
sion of Bcl-2 protein and high expression of Bax 
protein play important roles in the renal injury 
induced by CBDL cirrhosis. 

Key Words: Liver cirrhosis; Kidney; Apoptosis; 
Bcl-2; Bax; Malonaldehyde; Creatinine clearance 
rate; Spectrophotometry; TUNEL method; Immu-
nohistochemistry
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摘要
目的: 探讨胆汁性肝硬化大鼠肾脏病理组织

®

■背景资料
早在19世纪末期
就有人对HRS的
临床表现进行了
描述. 肝移植可使
肝硬化合并肝肾
综合征的肾脏重
新获得正常的肾
功能. 由此证实了
肝肾综合征时肾
功的损伤为功能
性肾衰竭. 但是肝
硬化过程中肾脏
组织到底有无病
理变化研究非常
少, 研究肾脏有无
形态学改变, 对认
识肝硬化肾损伤
的本质有重要意
义. 

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系; 刘海
林, 主任医师, 上
海交通大学医学
院附属第九人民
医院消化科
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学改变、肾脏细胞凋亡及其机制. 

方法: 应用胆总管结扎(CBDL)技术制备大鼠
胆汁性肝硬化模型. 将SD大鼠随机分为: 假手
术组(SO)、CBDL 2 wk组与5 wk组. 显微镜下
观察肝脏和肾脏组织学改变; 生化法测定内
生肌酐清除率(Ccr), 比色法测定肾组织丙二
醛(MDA)含量, TUNEL法检测肾组织细胞凋
亡, 免疫组化测定Bcl-2, Bax蛋白的表达.  

结果: CBDL大鼠2 wk发生肝纤维化, 5 wk
则形成肝硬化; 5 wk时肾小管上皮细胞有脱
落、坏死; 电镜下基底膜不规则增厚, 系膜增
宽, 上皮细胞足突融合. 模型大鼠5 wk组Ccr
明显降低, 较2 w k组与S O组有显著性差异
(1.10±0.03 vs  1.40±0.03, 1.80±0.02, P <0.05
或0.01), 肾组织丙二醛5 wk组较2 wk组与SO
组显著性增高(4.07±0.51 vs  2.32±0.85, 0.79
±0.37, 均P <0.01); 模型大鼠5 wk组肾组织凋
亡指数显著性高于2 wk组和SO组(68.36%±

8.71% vs  24.08%±2.59%, 11.43%±2.77%; 
均P <0.01). SO组、2 wk组及5 wk组Bcl-2逐渐
下降, Bax表达则逐渐升高, 各组间有显著差
异(P <0.05). 

结论: 胆汁性肝硬化大鼠存在肾病理组织学改
变与细胞凋亡; 凋亡抑制蛋白Bcl-2低表达和凋
亡诱导蛋白Bax高表达在肾损害中起作用. 

关键词: 肝硬化; 肾脏; 细胞凋亡; Bcl-2; Bax; 丙二

醛; 肌酐清除率; 比色法; TUNEL法; 免疫组化
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0  引言

肝硬化失代偿期常伴有肾功能障碍, 并认为系

全身血流动力学紊乱所致的功能性改变[1-4]. 其
主要因素是内脏循环动脉扩张, 激发强烈的维

持内环境稳定的神经内分泌反应, 最终导致肾

脏血管收缩和肾脏功能障碍[5-6]. 细胞凋亡是肾

脏缺血再灌注性损伤的主要机制之一, 随着肝

硬化的进展肾脏有无形态学改变, 对认识肝硬

化肾损伤的本质有重要意义[7-8]. 本研究采用胆

总管结扎(common bile duct ligation, CBDL)制备

胆汁性肝硬化大鼠模型, 旨在探讨胆汁性肝硬

化大鼠肾脏的组织病理学改变, 肾脏组织细胞

凋亡和凋亡相关基因蛋白Bcl-2、Bax的表达. 

1  材料和方法

1.1 主要材料与试剂 实验动物选用成年健康♂

Sprague Dawley大鼠, 共30只, 体质量350-400 
g, 清洁级, 由河北医科大学实验动物中心提供. 
TUNEL试剂盒购自美国金丰泰公司, Bcl-2和Bax
试剂盒由美国Santa Cruz公司提供. 
1.2 胆总管结扎大鼠模型的建立、分组与取材 
1.2.1 模型建立与分组: 将30只大鼠随机分为: 
(1)假手术组(sham operation, SO)10只, 施行假手

术, 即仅分离胆总管不作结扎和剪断; (2)实验组

大鼠20只, 应用CBDL技术制备胆汁性肝硬化动

物模型[9], 术后2 wk与5 wk分别随机处死大鼠.  
1.2.2 标本取材: 将动物麻醉处死, 留取肝、肾组

织各200 mg置于液氮中. 另切取小块肝脏和肾

组织浸入1%和4%戊二醛溶液中, 常规方法分别

制备1 μm电镜切片和5 μm病理切片.  
1.3 检测指标 
1.3.1 肝肾组织学变化: 分别采用光学显微镜和

电子显微镜观察.  
1.3.2 生化指标检测: 各组大鼠处死前在大鼠代

谢笼中放置24 h以收集尿液, 测量24 h尿量. 取
冻存血清及尿液按试剂盒说明书检测血肌酐

和尿肌酐, 计算内生肌酐清除率(endogenous 
creatinine clearance rate, Ccr).  
1.3.3 肾组织丙二醛含量检测: 准确称取肾组织

块0.5 g, 加4.5 mL生理盐水制成10%组织匀浆. 
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. 
1.3.4 TUNEL法检测细胞凋亡: 按试剂盒说明书

进行操作, 每批检测均包括阴性对照(只加标记

液), 以卵巢阳性片作阳性对照. 200倍光镜视野

下进行阳性细胞计数分析. 每张切片选10个视

野进行摄像分析, 测量每个视野内阳性细胞数

和总细胞数, 计算细胞凋亡指数. 
1.3.5 免疫组化染色法检测Bax、Bcl-2基因蛋白: 
肾标本脱蜡水化后按试剂盒说明书进行操作, 
DAB显色, 苏木精复染, 中性树胶封片. 每组不

同时相点分别选6个大鼠标本各1张切片. 在200
倍光镜视野下随机选择背景和阳性组织区域各

3处, 应用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分

析系统, 分别测量其灰度值, 计算阳性组织相对

灰度值(阳性组织灰度值/背景灰度值). 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用

SPSS13.0软件进行统计分析. 多组数据间比较

用单因素方差分析检验(One-way ANOVA), 组
间均数比较采用DUNNETT法, 两组均数间差异

■研发前沿
细胞凋亡是肾脏
缺血再灌注性损
伤的主要机制之
一, 随着肝硬化的
进展肾脏有无形
态学改变, 对认识
肝硬化肾损伤的
本质有重要意义.
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采用t检验, P <0.05即认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 实验动物一般情况 各组动物模型均成功建

立, 其中1只大鼠2 wk时死于腹腔感染, 1只5 wk
时死于瘀胆性肝病恶液质; SO组全部存活. 模型

组大鼠5 wk组较其他组毛色蓬乱, 活动减少, 食
欲减退, 体重减轻, 腹部膨隆; 2 wk组大鼠表现不

明显, 仅个别大鼠体重减轻; SO组无明显变化. 
2.2 大鼠肝脏病理学观察 
2.2.1 肝脏大体形态学变化: 模型组大鼠5 wk组
术中可见腹水, 肝脏体积明显缩小, 质硬, 色暗, 
表面颗粒样隆起; 2 wk组大鼠均无腹水, 肝脏体

积无明显变化, 有的略增大, 质稍硬, 表面无隆

起; SO组大鼠肝脏质柔软, 色泽鲜艳, 表面光滑. 
2.2.2 肝脏组织病理学变化: HE及Masson三色染

色显示, SO组大鼠肝小叶结构完整, 肝板排列整

齐. 模型组大鼠2 wk时, 肝板正常排列消失, 小叶

结构紊乱, 门管区小胆管面积扩大, 肝小叶内亦

有纤维组织增生; 5 wk大鼠肝脏广泛纤维组织增

生, 中央静脉周围出现胶原纤维沉积, 肝小叶结

构紊乱甚至形成假小叶. 
2.3 内生肌酐清除率 模型大鼠5 wk组Ccr(1.10±
0.03 mL/(min·100 g)明显降低, 较2 wk组(1.40±
0.03 mL/(min·100 g), P <0.05)与SO组(1.80±0.02 
mL/(min·100 g), P <0.01)有显著性差异, 且各时

相组间有明显性差异(P <0.05). 表明Ccr在大鼠肝

硬化病变进程中呈进行性下降. 
2.4 大鼠肾脏组织病理学变化 
2.4.1 光镜下观察: SO组大鼠肾脏无显著变化. 模
型大鼠2 wk组肾近曲小管上皮细胞浊肿、肾小

球肿胀、肾小球囊腔狭窄、肾小管上皮细胞刷

状缘丢失; 5 wk时肾脏近曲小管上皮细胞变性水

肿、肾小球囊腔狭窄明显加重, 肾小管上皮细胞

刷状缘丢失甚至坏死、脱落和细胞聚集(图1).
2.4.2 大鼠肾脏组织电镜观察: 放大5000倍观察

模型大鼠5 wk组, 近曲小管游离面微绒毛数量减

少, 排列不整, 细胞质内有大小不等的空泡; 放大

15 000倍观察, 线粒体肿胀, 嵴减, 部分线粒体嵴

融合, 部分膜融合和消失, 粗面内质网部分膜旁

核糖体融合拟或脱颗粒, 核膜双层, 部分双层核

膜融合和消失. 基底膜增厚, 厚薄不均, 广泛的足

突融合现象, 毛细血管窗孔大部分融合. 相同倍

数下观察SO组大鼠肾组织无明显异常变化(图2).
2.5 肾组织丙二醛含量测定 SO组大鼠丙二醛

含量为0.79±0.37 nmol/mg.pro, 模型大鼠2 wk
组为2.32±0.85 nmol/mg.pro, 5 wk组达4.07±
0.51 nmol/mg.pro, 组间比较有显著性统计学差

异(P<0.01); 其中5 wk组较2 wk组与SO组显著性

增高(P <0.01), 2 wk组与SO组间有显著性差异

(P <0.05). 表明随着大鼠肝硬化的进展, 肾组织

丙二醛含量逐渐增加. 
2.6 肾脏组织细胞凋亡检测 TUNEL法检测显示, 
细胞核染色为棕色颗粒状为凋亡细胞. 模型大

鼠5 wk组肾组织凋亡指数为68.36%±8.71%, 显
著性高于2 wk组(24.08%±2.59%, P <0.01)和SO
组(11.43±2.77, P <0.01); 2 wk组与SO组比较亦

有差异(P <0.01). 表明随着肝脏病变的不断进展

肾细胞凋亡逐渐增加(图3, 表1).
2.7 肾组织Bcl-2与Bax蛋白的表达 免疫组化显

示: SO组、CBDL 2 wk组与5 wk组, 凋亡抑制蛋

表  1  肾脏组织细胞凋亡及其凋亡蛋白的表达

     
分组	     细胞凋亡            Bcl-2表达	        Bax表达

	       指数%	            相对灰度值	    相对灰度值

SO 	 11.43±2.77       1.36±0.19        1.23±0.15

2 wk 	 24.08±2.59b      1.08±0.09b       1.50±0.19b

5 wk	 68.36±8.71ab     0.75±0.13ab      1.80±0.10ab

aP<0.05 vs  2 wk; bP<0.01 vs  SO.

图  1  实验大鼠不同时期肾脏病理组织学变化(HE×200). A: SO组; B: 模型大鼠2 wk组; C: 模型大鼠5 wk组.

CBA
■相关报道
目前认为肝肾综
合征H R S系肾血
管收缩造成肾脏
明显低灌流的结
果, 肾脏低灌流是
动脉循环灌流不
足的表现, 而后者
的出现是全身动
脉扩张的极端表
现.
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白Bcl-2表达相对灰度值逐渐减低, 而凋亡诱导

蛋白Bax的表达相对灰度值逐渐升高; 并且各个

时相组间变化有显著性差异(P <0.05). 进一步证

明CBDL大鼠肾细胞凋亡存在并与凋亡基因的

激活与抑制有关(图4-5, 表1). 

3  讨论

肝硬化时机体发生一系列病理生理学变化, 其
中内毒素血症、全身及肾血流动力学改变等均

对肾脏功能产生一定影响, 主要是由于内脏循

环动脉扩张, 通过神经内分泌的过度调节反应, 

图  2  实验大鼠肾脏组织电镜观察. A: SO组(×5000); B: 模型大鼠5 wk组(×5000); C-D: 模型大鼠5 wk组(×15 000).          

A B

C D

CBA

图  3  实验大鼠肾组织细胞凋亡(TURNEL×200). A: SO组; B: 模型大鼠2 wk组; C: 模型大鼠5 wk组.

CBA

图  4  实验大鼠肾脏Bcl-2蛋白的表达(×400). A: SO组; B: 模型大鼠2 wk组; C: 模型大鼠5 wk组.

■创新盘点
本研究采用胆总
管结扎 C B D L 制
备胆汁性肝硬化
大鼠模型, 观察胆
汁性肝硬化肾脏
的病理变化, 检测
与细胞凋亡相关
的肾组织中丙二
醛的含量、肾脏
组织凋亡情况, 并
同时检测和凋亡
有关的基因蛋白
Bcl-2、Bax表达
水平. 
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最终导致肾脏血管收缩、钠水潴留等[3,5,8,10]. 目
前认为肝肾综合征(hepatal renal syndrome, HRS)
系肾血管收缩造成肾脏明显低灌流的结果, 肾
脏低灌流是动脉循环灌流不足的表现, 而后者

的出现是全身动脉扩张的极端表现[5,11-13]. 
长期以来, 人们认为肝硬化特别是HRS时, 

肾功能损伤为功能性肾衰竭[14]; 肝硬化进程中

肾脏组织究竟有无病理学变化研究非常之少.
本实验研究结果显示, CBDL大鼠5 wk时, 

随着肝硬化病变的加重, 肾脏表现为肾小管上

皮细胞变性、坏死、脱落和细胞聚集, 甚至出

现肾小管大片组织坏死现象, 表明大鼠肾脏有

组织病理学变化. 此实验结果与刘祥德 et al [15]的

研究结果相似, 可见“细胞坏死”是胆汁性肝

硬化大鼠肾脏细胞死亡的方式之一. 梗阻性黄

疸发生后机体发生了一系列病理变化,其中低血

压、低血容量、内毒素血症、高胆红素血症、

肾血管纤维素沉积、全身及肾血流动力学改变

等均对肾脏功能产生一定的影响[16-18], 胆红素的

升高及全身血液动力学的改变对肾脏损害较大,
但目前关于黄疸发生后肾脏本身的损伤机制及

继发性变化则没有较深入研究. 基于本实验采

用CBDL肝硬化模型, 我们认为肾组织的严重坏

死不能除外胆汁淤积的影响.
细胞凋亡是细胞内死亡程序活化而导致的

细胞自杀. 细胞凋亡的发生一方面是损害因素

导致凋亡抑制基因低表达和促凋亡基因高表达, 
反之亦然[19-20]. 当机体受损细胞发生凋亡时, 其
凋亡相关蛋白的表达必定发生变化, 其表达变

化具有始动作用拟或继发性改变, 而凋亡抑制

蛋白和凋亡促进蛋白的表达比率决定了凋亡是

否发生[21-22], 其中Bcl-2家族备受重视. Bcl-2、
Bcl-xL和Bax是该家族中的重要成员, 他们主要

通过线粒体途径参与凋亡调控, 当细胞受到死

亡信号刺激, 与Bcl-2或Bcl-xL相结合的Bax就会

被置换出来, 线粒体膜通透性增加, 释放出一系

列物质, 最终导致细胞死亡[23]. 最新研究认为可

以决定凋亡发生的亚细胞结构为线粒体, 因为

线粒体的结构、功能改变与凋亡的发生与否明

显相关, 而稳定线粒体内外膜有各种因素, 如原

癌基因Bcl-2能够防止凋亡的发生, 而线粒体与

半胱天冬酶级联酶相互影响可以导致凋亡. 
本实验应用电镜观察5 wk组CBDL大鼠肾

脏, 发现线粒体肿胀, 嵴减, 部分线粒体嵴融合, 
以及其他亚细胞器的明显形态学改变; 同时应

用TUNEL染色技术对CBDL大鼠肾组织凋亡研

究结果显示, 5 wk时细胞凋亡率明显增加. 本实

验从基因蛋白表达上研究发现, CBDL大鼠5 wk
时肾脏Bcl-2蛋白表达显著降低, 并且细胞凋亡

的逐渐增加与Bcl-2降低的变化趋势相平行, 说
明凋亡抑制蛋白Bcl-2在CBDL大鼠肾脏细胞凋

亡发生中起作用. 与此同时, CBDL大鼠5 wk时
肾脏组织Bax表达水平显著升高, 亦与细胞凋亡

逐渐增多的趋势一致. 进一步证明CBDL肝硬化

大鼠存在肾脏组织细胞凋亡, 细胞凋亡可能系

此类大鼠肾脏细胞死亡的主要方式; 肾细胞凋

亡与凋亡抑制蛋白Bcl-2低表达和凋亡诱导蛋白

Bax高表达有关. 
Bax与Bcl-2作为细胞凋亡调控基因, 其基因

表达产物蛋白质可以通过抗氧化途径、氧化应

激调节诱导凋亡发生, 已有多项研究结果支持

自由基增加可以诱导细胞凋亡[24]. 本实验模型大

鼠5 wk组肾脏组织丙二醛含量显著性升高; 大鼠

肾脏组织丙二醛水平随肝硬化的进展呈进行性

升高, 并且丙二醛含量与细胞凋亡呈同步性变

化. 表明肝硬化大鼠肾组织细胞凋亡发生与肾

脏自由基增加有关. 
总之, 本实验发现CBDL大鼠随着肝硬化的

进展, 在胆汁淤积型肝硬化大鼠中肾脏存在病

理组织学改变并呈逐渐加重趋势. 肾细胞凋亡

图  5  实验大鼠肾脏Bax蛋白的表达(×400). A: SO组; B: 模型大鼠2 wk组; C: 模型大鼠5 wk组.
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■同行评价
本研究为阐明胆
汁性肝纤维化、

肝硬化时肝肾综
合征的病理基础
提供了实验依据, 
具有一定的学术
价值. 但该文的研
究方法较简单.
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系CBDL大鼠肾脏损伤的发生机制之一, 促凋亡

相关基因蛋白表达增加和抑制凋亡蛋白表达减

少是细胞凋亡发生的直接生物学因素, 氧化应

激与自由基增加是肾脏损伤的重要原因. 
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