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Abstract
AIM: To set up an animal model of ischemia-
reperfusion to explore the effects of different 
reperfusion time injury in rats and to find out a 
better model.

METHODS: The models of ischemia-reperfusion 
injury were randomly separated into 7 groups 
with 8 mice in each group. Model groups (Group 
Z) included limb ischemia-reperfusion (Z3-12, 
Z3-18, Z3-24); Group C was intestinal ischemia-
reperfusion (C3-12, C3-18, C3-24). In Group Z, 
reperfusion was performed 3 h after ischemia 
and their mental status and vital signs were 
observed. All rats in group Z were scarified at 
12, 18 and 24 h after reperfusion. Morphologi-
cal changes of intestinal mucosa were observed 
through microscopy. Average contractile ampli-
tude of colonic muscle strips was recorded using 
a multiscriptor. In group C, all rats were scari-
fied 48 hours after reperfusion with different 
ischemia time (45, 60, 75 min). The same treat-
ment was performed on group C.

RESULTS: In group Z, the rats’ mental status 

became worse and was less active. The patho-
logical injury of intestinal was worse with re-
perfusion time passing. In comparison with the 
control group, the average contractile amplitude 
of colonic muscle strips was decreased in Z3-12 
group and Z3-18 group (0.49 ± 0.02, 0.46 ± 0.02 
vs 0.51 ± 0.03, both P < 0.05). In group C, the rats’ 
mental status became worse, and was less active. 
The death rate was higher as the ischemia time 
increased, and the pathological changes of intes-
tinal became worse either. In comparison with 
the control group, the average contractile ampli-
tude of colonic muscle strips was decreased in 
C60-48 group (0.52 ± 0.03 vs 0.56 ± 0.03, P < 0.05); 
but there was no difference between C45-48 and 
the control group.

CONCLUSION: Two types of models of isch-
emia-reperfusion result in morphological and 
functional injury; group Z became worse in in-
testine as the reperfusion time extended; group 
C became worse in intestine with the ischemia 
time extended. The model of limb ischemia-
reperfusion is better than the intestinal one, 
because of its easy operation, less infection and 
lower death rates.
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摘要
目的: 建立缺血-再灌注动物模型, 研究时间变
化对肠道损伤的动态影响, 探索肠道损伤的最
佳动物模型. 

方法: Wistar大鼠随机分成对照组和缺血再灌
注组共7组, 每组8只. 模型组分为肢体缺血再
灌注组(Z组: Z3-12、Z3-18、Z3-24)和肠系膜
上动脉缺血再灌注组(C组: C45-48、C60-48、
C75-48). Z组缺血3 h后再灌注, 分别于12 h、
18 h、24 h处死, C组采用不同缺血时间(45、
60、75 min), 均于再灌注48 h后处死. 各实验
组观察模型制备期间精神状态、生命体征; 
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■背景资料
目前, 大多采取肠
系膜上动脉缺血
再灌注、夹闭肝
门动脉、腹主动
脉等方法建立肠
道损伤动物模型. 
然而, 这些方法存
在伤口易感染, 死
亡率较高等不足. 

■同行评议者
程爱国, 教授, 华
北煤炭医学院临
床医学系



留取小肠、结肠组织, 观察组织病理变化; 多道
生理记录仪记测大鼠结肠平滑肌收缩的振幅.  

结果: Z组: 大鼠精神状态均呈现萎靡, 活动
减少; 肠组织病理损伤随再灌注时间延长而
加重; 肌条振幅下降, 与对照组相比Z3-12、
Z3-18组结肠平滑肌振幅(0.49±0.02, 0.46±
0.02 vs  0.51±0.03, 均P <0.05). C组: 大鼠精神
差, 活动少, 竖毛, 贴笼, 3组均出现死亡并随缺
血时间延长死亡率增加. 肠组织病理损伤随缺
血时间延长而加重, 结肠动力检测示C45-48
组与对照组相比差别无统计学意义; 与正常
组相比C60-48结肠肌条振幅有意下降(0.52±
0.03 vs  0.56±0.03, P <0.05).

结论: 两种缺血再灌注模型均可造成肠道形
态和运动功能的损伤. Z组随再灌注时间的延
长而加重; C组随缺血时间延长而加重; C组因
其易操作、少感染、死亡率低等优点更适合
作为肠道损伤的动物模型.

关键词: 缺血再灌注; 小肠; 结肠; 形态; 运动
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0  引言

目前, 大多采取肠系膜上动脉缺血再灌注[1-3]、

夹闭肝门动脉[4-5]、腹主动脉[6]等方法造成肠道

损伤. 本实验拟对比肠系膜上动脉缺血再灌注

模型和肢体缺血再灌注模型对大鼠肠道损伤的

动态变化特点, 探索肠道损伤最佳动物模型, 为
进一步研究肠动力损伤奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠, 雌雄各半, 体质量195
±15 g, 由中国人民解放军军事医学科学院实验

动物中心提供, 许可证号SCXK-(军)2002-001. 正
常对照组(N), Z组统一缺血3 h, 按照再灌注时间

不同分为12 h组(Z3-12), 18 h组(Z3-18)和24 h组
(Z3-24); C组统一再灌注48 h, 按照缺血时间分

为45 min组(C45-48), 60 min组(C60-48), 75 min
组(C75-48)每组8只. 实验动物适应性平衡饲养1 
wk后用于实验. Olympus, BX-60光学显微, Image 
pro plus 6图像分析系统, SC-15型数控超级恒温

槽(宁波), TSD-125C型张力传感器, MP-150型多

导生理记录仪(Biopac), 竖型玻璃灌流浴槽(南开

大学玻璃仪器厂); 100 g/L水合氯醛, 购自天津医
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科大学总医院制剂室.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: Z组: 在Yassin法[7]基础上采用

拉力法进行统一结扎力度的改良[8]. 实验动物

均于造模前24 h禁食, 自由饮水. 以100 g/L水合

氯醛(3 mL/kg)行术前麻醉后, 结扎模型组及给

药组大鼠双侧大腿根部, 持续3 h. 迅速解除结

扎, 分别行肢体再灌注12、18、24 h. C组: 麻醉

方法同Z组, 实验台上仰卧固定, 腹部脱毛后取

腹部正中切口进腹, 暴露肠系膜上动脉(superior 
mesenteric artery, SMA), 各组分别用无创夹夹

闭其根部45, 60, 75 min松夹即为再灌注, 在进行

SMA夹闭期间, 间断地向腹腔内注射等渗盐水, 
以预防或减轻在松开动脉夹后出现的一过性低

血容量反应.
1.2.2 组织病理标本制备: 实验大鼠采用颈椎脱

臼处死法, 迅速取出距回肠末端10 cm处肠组织

2 cm, 纵行剖开, 40 g/L中性甲醛固定, 常规脱水, 
石蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜下观察.
1.2.3 肌条运动测定方法[9]: 实验结束, 迅速取出

近端结肠(盲肠与结肠交界处2 cm以下)5 cm, 制
备8 mm×2 mm结肠环行肌条. 将肌条固定于

37℃恒温灌流浴槽内Krebs液中, 持续通入950 
mL/L O2和50 mL/L CO2混合气体. 肌条与张力传

感器相连, 张力传感器给予1 g负荷, 记录肌条的

等长机械收缩活动. 
1.2.4 Krebs液的配制: 称取NaCl 120.6 mmol/L, 
KCl 5.9 mmol/L, CaCl2 2.5 mmol/L, MgCl2 1.2 
mmol/L, NaHCO3 15.5 mmol/L, NaH2PO4 1.2 
mmol/L, 葡萄糖11.5 mmol/L, pH7.4. 最后得到

148.4 mmol/L Krebs液.
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件分析, 

采用单因素方差分析和χ2检验进行组间比较.

2  结果

2.1 肢体缺血再灌注后大体表现 Z组: Z3-12组多

数大鼠出现精神欠佳, 毛色少泽, 3只出现腹胀腹

泻, 双后肢活动尚自如; Z3-18组精神差, 毛色晦

暗, 腹胀腹泻, 双后肢活动欠佳; Z3-24组精神萎

靡, 毛色晦暗, 多数出现腹胀及腹泻. 其中死亡1
只, 休克状态1只, 余者蜷缩、畏寒、活动少. C组: 
C45-48组大鼠精神不佳, 少活动, 贴笼, 死亡1只; 
C60-48组精神差, 竖毛, 死亡3只; C75-48组精神极

差, 毛色晦暗, 少动, 偶有腹部抽搐, 死亡4只.
2.2 组织病理 
2.2.1 镜下所见: 如图1所示, 正常组肠绒毛基本
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■研发前沿
缺血再灌注导致
肠黏膜损伤是一
个研究热点, 涉及
多个研究领域.
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正常. Z组: Z3-12组肠绒毛出现排列不整, 绒毛

萎缩变短增粗; 间质充血、水肿, 部分检体淋巴

管扩张、炎细胞浸润. Z3-18组肠绒毛排列不整, 
绒毛萎缩、增粗, 部分绒毛脱落、缺损, 间质明

显充血、水肿、淋巴管扩张, 大量炎细胞浸润; 
上皮细胞排列不整, 变性坏死. Z3-24组绒毛增粗

变短, 脱落、缺损, 上皮细胞变性坏死, 杯细胞

增多, 肠隐窝明显肥厚, 且间质除充血、水肿、

淋巴管扩张并见大量炎细胞浸润. 如图2所示, C
组: C45-48组绒毛出现排列不整, 间质充血、水

肿、淋巴管扩张、部分炎细胞浸润、绒毛萎缩

变短增粗; C60-48组肠绒毛排列不整, 绒毛萎缩

折断, 部分绒毛脱落、缺损, 间质明显充血、水

肿、淋巴管扩张, 大量炎细胞浸润, 上皮细胞排

列紊乱, 变性坏死. C75-48组绒毛增粗变短, 脱

落、缺损, 上皮细胞大量变性坏死, 间质除充

血、水肿、淋巴管扩张并见大量炎细胞浸润, 
部分黏膜下层与肌壁层分离.
2.2.2 小肠绒毛形态分类法 :  将肠绒毛分为5 
类[10], 每检体计数20根绒毛, Ⅰ-Ⅲ为正常型, Ⅳ-
Ⅴ为异常型, 计算正常型百分比. 与正常组相比

Z组各组正常绒毛比率均呈有意下降(P <0.05); Z
组组内比较, 与Z3-12组相比Z3-18组和Z3-24组
正常绒毛比率呈有意下降(P <0.05), 与Z3-18组相

比Z3-24组的正常绒毛比率呈有意下降(P <0.05, 
表1). 与正常组相比C组各组正常绒毛比率均呈

有意下降(P <0.05); C组组内比较, 与C45-48组相

比C60-48组和C75-48组正常绒毛比率呈有意下

降(P <0.05), 与C60-48组相比C75-48组的正常绒

毛比率呈有意下降(P <0.05, 表2).

■相关报道
有研究表明缺血
30 min再灌注60 
min, 可引起小肠
上皮细胞脱落, 绒
毛尖端上皮抬高, 
与固有膜剥离, 可
见散在的溃疡和
出血灶, 并有大量
的中性粒细胞浸
润. 缺血45 min再
灌注60 min, 出现
了绒毛两侧上皮
成块脱落, 部分上
皮完全脱落, 仅存
固 有 膜 ,  肠 壁 变
薄.

表  1  Z组肠绒毛形态分类的比较

     
分组             	

              	     小肠绒毛分类			         正常型肠绒毛

	        n 	 Ⅰ	 Ⅱ	 Ⅲ	 Ⅳ	 Ⅴ	   n 	          %

N	    160	 60	 62	 30	   8	   0	 152	       95.0

Z3-12	    160	 54	 36	 44	 23	   3	 134	       83.3

Z3-18	    160	 48	 33	 47	 34	   8	 118	       73.8bc

Z3-24	    160	 39	 26	 51	 42	 18	 100	       62.5bde

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  Z3-12组; eP<0.05 vs  Z3-18组.

表  2  C组肠绒毛形态分类的比较

     
分组               

              	     小肠绒毛的分类			          正常型绒毛

	          n 	 Ⅰ	 Ⅱ	 Ⅲ	 Ⅳ	 Ⅴ	    n 	          %

N	      160	 60	 62	 30	   8	   0	 155	       96.9

C45-48	      160	 33	 50	 46	 24	   7	 129	       80.6a

C60-48	      160	 29	 34	 48	 30	 19	 111	       69.3bc

C75-48	      160	 21	 26	 42	 50	 41	   89	       55.6bde

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  C45-48组; eP<0.05 vs  C60-48组.

图  1  光镜下Z组肠道损伤的病理改变. A: N; B: Z3-12; C: Z3-18; D: Z3-24.

A B C D
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2.3 肢体缺血再灌注对结肠运动的影响 Z组中

Z3-12组和Z3-18组较对照组结肠平滑肌收缩振

幅下降, 差异有统计学意义(P <0.05, 表3), Z3-18表3), Z3-18), Z3-18
组比Z3-12组收缩振幅下降, 也具有统计学意义

(P <0.05, 表2). Z3-24组结肠肠壁变薄, 肌张力

差, 不能耐受1 g前负荷, 无法测量其振幅. C组中

C45-48组与正常组比较收缩振幅无统计学差异; 
C60-48组较对照组收缩振幅下降, 差异有统计

学意义(P <0.05, 表4); C75-48组与Z3-24组情况相表4); C75-48组与Z3-24组情况相); C75-48组与Z3-24组情况相

同不能耐受1 g前负荷, 无法测量其振幅.

3  讨论

肠系膜上动脉为肠道的主要血管, 当肠道处于

缺血状态后其血流恢复需48 h[11], 本实验探讨统

一再灌注48 h, 而不同缺血时间状态下的肠道损

伤的动态变化; 肢体缺血再灌注是利用统一拉

力橡皮筋束缚大鼠双下肢股动静脉造成下肢缺

血, 通过再灌注后产生的二次打击对其远端器

官-肠道造成损伤, 故此采用统一缺血时间不同

再灌注时间观察肠道损伤的动态变化. 
缺血再灌注损伤是一个复杂的生理病理

改变[12]. 机体在正常情况下, 循环血流的30%流

经胃肠道. 当机体遭受严重创伤或休克时, 机体

为了保护心、脑等重要器官, 使全身血液重新

分配, 胃肠道血流明显减少. 若全身血流量减少

10%, 即可导致胃肠道血流减少40%[13], 造成了

肠道的屏障损伤和动力障碍. 一般将肠屏障归纳

为四部分: 机械屏障, 即黏膜上皮; 生物屏障, 即
肠道内的常居菌群; 化学屏障, 即胃酸、胆汁、

溶菌酶、黏多糖和蛋白分解酶等; 免疫屏障. 其
中机械屏障尤其是小肠黏膜上皮细胞非常重要, 
他在充满细菌和毒素的肠腔和其他组织及血循

环之间构建了一个物理性屏障, 一般意义上的

肠屏障即指这层结构, 应激状态下, 其结构的完

整性被破坏, 致使机械屏障作用减弱[14-17]. 肠黏

膜低灌注, 细胞因子作用及氧自由基损伤是肠

黏膜三大主要致伤因素[18]. 肠黏膜在解剖上有其

特点: 小肠绒毛营养血管呈发夹状, 发夹顶端位

表  3  Z组结肠平滑肌肌条收缩振幅 (mean±SD, n  = 8)

     
分组			                      收缩波振幅(g)

N				      0.51±0.03

Z3-12				      0.49±0.02a

Z3-18				      0.46±0.02bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  Z3-12组.

■创新盘点
采用较为简便易
行、不会造成感
染的动物模型方
法; 观察动态时间
下的损伤肠道变
化, 探索损伤程度
变化规律; 进行运
动功能实验, 探讨
肠动力损伤.

表  4  C组结肠平滑肌肌条收缩振幅 (mean±SD, n  = 8)

     
分组			                      收缩波振幅(g)

N				       0.56±0.03

C45-48				       0.56±0.04

C60-48				       0.52±0.03a

aP<0.05 vs  正常组.

图  2  光镜下C组肠道损伤的病理改变. A: N; B: C45-48; C: C60-48; D: C75-48.

A B

C D
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于绒毛项部, 故其血供较差. 加之绒毛营养血管

从母支直角分发, 致营养绒毛血液的氧容量下

降, 因此在病理情况下, 肠绒毛顶端更容易发生

缺血性损害. 缺血缺氧时, 使得肠黏膜上皮水肿, 
上皮细胞膜及细胞间连接断裂, 细胞坏死, 上皮

从绒毛顶端开始脱落甚至黏膜全层脱落而形成

溃疡, 导致肠通透性增加[19], 肠血供减少越多, 肠
壁细胞超微结构破坏就会越严重[20]. 小肠在缺血

再灌注后, 其黏膜和肌层均有白细胞的聚积和炎

性反应并且减弱了肌肉的收缩功能, 同时肠黏

膜的屏障功能受到破坏如肠黏膜上皮细胞的坏

死、脱落、出血及溃疡等. T淋巴细胞还能调节

小肠后微血管的炎症应答, 小肠内缺血再灌注损

伤后伴随出现CD4+和CD8+和T淋巴细胞的募集

反应, 该反应是由内皮MAdCAM-1介导的. T淋
巴细胞调整了在发生缺血再灌注几小时后出现

的多形核白细胞的募集反应, 这对于改善小肠缺

血再灌注损伤后出现的炎症反应有很大意义[21]. 
McCord(1985年)首次提出再灌注损伤的概念, 从
此自由基在再灌注损伤中的作用得以重视. 氧自由

基在再灌注期主要来自黄嘌呤氧化酶途经. 在缺血

期, 肠黏膜中丰富的黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌呤

氧化酶, 腺苷酸分解代谢为次黄嘌呤, 在缺血组织

中累积. 再灌注期, 氧随着血流的恢复进入缺血组

织, 在黄嘌呤氧化酶的作用下次黄嘌呤与氧分子作

用生成黄嘌呤, 最终生成尿酸. 在这一过程中释放

大量的氧自由基, 其具有强氧化性而能使脂质过氧

化、蛋白变性, 从而产生细胞毒害作用[22]. 
前人做过不同缺血、再灌注时间研究发现:

缺血15 min再灌注60 min的小鼠, 肠黏膜损伤的

早期形态学改变为小肠绒毛上皮分离[23]. 缺血

30 min再灌注60 min, 小肠上皮细胞脱落, 绒毛

尖端上皮抬高, 与固有膜剥离, 可见散在的溃疡

和出血灶, 并有大量的中性粒细胞浸润[24]. 缺血

45 min再灌注60 min, 出现了绒毛两侧上皮成块

脱落, 部分上皮完全脱落, 仅存固有膜, 肠壁变

薄[25]. 缺血1 h再灌注2 h, 有多部位不同程度的

肠黏膜绒毛上皮脱落、黏膜下水肿、毛细血管

扩张、瘀血[26]. 缺血1 h再灌注3 h即可出现肠黏

膜绒毛上皮下间隙增宽, 绒毛上皮与固有层剥

离、脱落[27]. 不同的缺血时间及再灌注时间, 均
能造成小肠黏膜的损伤, 再灌注2-3 h时为早期, 
晚期则可持续到再灌注后12-24 h甚至3-4 d[28]. 
从上述研究中难以发现缺血再灌注时间变化与

损伤的程度之间的规律; 另外, 前期实验[2]利用

单一时间点探讨了肠屏障的损伤情况, 阐释了

肢体缺血再灌注模型对肠屏障具有损伤作用, 
然而并未对其动态变化进行深入探讨, 故此, 本
实验借鉴前人经验进行规律性研究, 结果提示: 
两种动物模型在不同缺血、再灌注时间下均可

对肠屏障损伤产生动态影响. 
缺血再灌注不仅损伤肠屏障, 也对肠道功

能具有损伤作用[29], 可导致肠神经节细胞凋亡[30]

并对肠平滑肌收缩、传输功能产生影响[31-33]. 结
肠的血管不具有小肠的血管特点, 对于缺血再

灌注损伤的耐受比小肠好, 肠黏膜损伤程度较 
轻[34]. 细菌移位也是肠黏膜损伤的重要原因, 缺
血再灌注后小肠出现细菌移位, 而结肠几乎没

有没发生移位, 黏膜损伤不明显[35], 同时由于

针对小肠屏障的研究目前开展较为普遍, 故此

本实验重点探讨结肠动力损伤情况. 结肠是消

化系的重要组成部分, 主要生理功能为吸收水

分、某些电解质、短链脂肪酸和细菌的代谢产

物, 贮存和排泄粪便. 结肠的精确运动形式主要

表现为袋状往返运动、分节推进运动、多袋推

进运动和蠕动等4种类型. 其运动的调控主要

依赖于电活动在肠肌内的扩散, 肠内神经的反

射, 交感、副交感神经的反射和激素调节. 针对

缺血再灌注造成结肠动力损伤动态变化的探讨

国内外较少. 前期实验结果表明, 肢体缺血再灌

注可引发血清NO明显升高[2], 可导致结肠运动

功能障碍[36-37]. 前人已证实[38-39], 单一时间点的

肢体缺血再灌注可以造成结肠动力障碍, 其机

制与结肠平滑肌细胞内钙离子浓度相关, 由此

推测本实验中出现的动力障碍变化可能与钙离

子浓度变化相关, 今后将就此问题进行深入探

讨. 本实验用37℃恒温、950 mL/L O2、50 mL/L 
CO2及Krebs液浸浴组织等方法模拟生态环境, 
记录到的离体肌条活动稳定可靠, 可以直观的

反映结肠运动情况, 便于观察动态时间变化下

的动力损伤程度. 
肠系膜上动脉缺血再灌注模型和肢体缺血

再灌注模型, 均可造成肠屏障和肠动力的损伤, 
然而肢体缺血再灌注模型因其易操作、无感染

且死亡率低等特点更便于对肠道损伤的研究. 
今后, 将就此模型对肠动力损伤的变化进行深

入研究和探讨. 
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■同行评价
本研究作为今后
深入研究肢体缺
血再灌注性损伤
对肠道四大屏障
功能的影响是有
意义的, 具有参考
价值.


