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改良腺嘌呤饮食诱导慢性肾脏病大鼠血管钙化

邓 　 岱 　 韩 　 雪 　 刘文虎

摘 　 要 　 目的 　 建立高效稳定的慢性肾脏病(CKD)大鼠血管钙化模型,为进一步研究提供基础。 方法 　 38 只大鼠随机分

为对照组 (正常饮食)8 只、模型组(0. 75% 腺嘌呤高磷饮食)15 只、改良组(0. 3% 腺嘌呤高磷含乳糖、酪蛋白饮食)15 只;每 2 周

收集血、尿液标本,测定血清肾功能、磷、白蛋白及尿磷水平;8 周时进行生存分析、大鼠主动脉钙含量测定和 Von Kossa 染色评估

主动脉钙化。 结果 　 8 周时改良组大鼠存活率明显高于模型组(P < 0. 05)。 与对照组比较,模型组和改良组大鼠 BUN、SCr、血磷

及尿磷升高;体质量和 ALB 下降(P < 0. 05);但改良组指标变化更缓慢 (8 周与模型组 6 周时比较),BUN、SCr 水平近似 (P >
0. 05),血磷、尿磷、ALB 水平更高(P < 0. 05)。 改良组主动脉钙含量比模型组更高 (P < 0 . 05),且两组均显著高于对照组 (P <
0. 05)。 Von Kossa 染色改良组和模型组主动脉出现中膜黑色钙化,改良组主动脉钙化积分明显高于模型组 (P < 0 . 05)。 结论

改良腺嘌呤饮食喂养大鼠模型具有更长生存期和稳定的血管钙化,可进一步用于相关研究。
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Abstract　 Objective　 To explore an efficient and reliable method in model of chronic kidney disease (CKD) related vascular calci-
fication in rats for further researches. Methods　 Thirty - eight SD rats were randomly divided into 3 groups: 8 in control group ( normal
diet) , model group (0. 75% adenine and high phosphorus diet) and modified group (0. 3% adenine and high phosphorus, lactose, case-
in diet) , each group 15 only. The level of creatinine ( SCr) , blood urea nitrogen ( BUN), calcium ( Ca), phosphorus( P), albumin
(ALB) in serum and urinary P excretion were detected every two weeks. At week 8, survival analysis was used, when the detection of rat
aortic calcium content and Von Kossa staining were performed to evaluate aortic calcification. Results 　 At week 8, the survival rate in
modified group was significantly longer than that in model group (P < 0. 05) . Both in model and modified groups, BUN and SCr concen-
trations increased significantly (P < 0 . 05), body weight and ALB decreased, serum P and urinary P excretion increased (P < 0 . 05),
compared with control group. However, the progression of these parameters was slower in modified group than model group. Serum levels
of BUN and SCr in modified group rats at week 8 were almost the same as those in model group at week 6(P < 0 . 05) . Serum P levels, u-
rinary P excretion, ALB levels were higher than those in model group(P < 0 . 05) . The aortic calcium content in modified group rats was
greater than those in model group (P < 0 . 05), both of which increased significantly compared with control group (P < 0 . 05) . Von Kossa
stain showed the black nodes in the arterial medial of both modified and model group rats, while the calcification score in modified group
was higher than those in model group(P < 0 . 05) . Conclusion　 The modified adenine - based dietary rat model showed more slowly pro-
gressive kidney failure as well as more robust vascular calcification, which is useful for related researches.
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　 　 血管钙化(vascular calcification, VC)是慢性肾脏

病( chronic kidney disease, CKD)患者常见的并发症

之一,尤其是终末期肾脏病患者死亡的重要危险因

素 [1, 2] 。 研究发现,CKD 患者 VC 的主要病理改变是

血管中膜钙化,发病机制涉及钙磷代谢异常、血管平

滑肌细胞( vascular smooth muscle cells,VSMCs)成骨

转分化转换、钙化抑制物缺乏等多方面因素 [3] 。 然

而目前关于 CKD 血管钙化发生的确切机制尚未完全

明确,因此建立一种准确、简便、稳定性好的 CKD 血

管钙化动物模型对于进一步研究意义重大。 在诸多

研究 CKD 血管钙化的动物模型中,应用腺嘌呤能够

诱导出与临床高度类似的慢性肾衰竭动物模型,可出

现包括动脉中层钙化等相关并发症,但常规应用
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0. 75% 腺嘌呤仍存在许多缺点,VC 发生率及钙化程

度相对较低、严重和短期即出现的营养不良、干预4 ~
6 周时的高死亡率 [4, 5] 。 因此,需要建立一种能够提

高生存率的同时增加动脉中层钙化程度的改良腺嘌

呤诱导 CKD 血管钙化动物模型。 本研究建立了改良

腺嘌呤(0. 3% )饮食喂养的新型慢性肾脏病大鼠模

型,探索比常规腺嘌呤 (0. 75% )喂养动物模型更广

泛和稳定的动脉中层钙化。
材料与方法

1. 材料:(1)实验动物: SPF 级雄性 SD 大鼠 38
只,8 周龄,体质量 300 ± 20g(北京华阜康生物科技股

份有限公司),饲养于首都医科大学附属北京友谊医

院实验动物中心。 实验取得首都医科大学附属北京

友谊医院实验动物管理委员会的许可。 (2)试剂: 对

照组:普通饲料饮食,含 1. 0% 钙、1. 2% 磷、20% 谷物

基础蛋白。 模型组:常规高腺嘌呤饮食,含 0. 75% 腺

嘌呤、1. 0% 钙、1. 8% 磷、20% 谷物基础蛋白。 改良

组:改良低腺嘌呤饮食,0. 3% 腺嘌呤、1. 0% 钙、1. 8%
磷、20% 乳糖、20% 酪蛋白基础蛋白(定制自北京科澳

协力饲料有限公司)。 其他试剂:钙离子检测试剂盒

(美国 Bioassay 公司),Von Kossa 染色试剂盒(上海杰

美医药科技有限公司)。
2. 动物分组及处理:将大鼠随机分为对照组 (给

予正常饮食) 8 只、模型组 (常规高腺嘌呤饮食) 15
只、改良组(改良低腺嘌呤饮食)15 只,共 8 周。

3. 标本采集及生存分析:第 2、4、6、8 周采用断尾

取血法,每只大鼠采血量为 2ml,血液置于室温下自

然凝固 10 ~ 20min,3000r / min 离心 10min,收集上清

液待测。 8 周时,对各组间进行生存分析比较。 对前

8 周自然死亡和 8 周时麻醉后处死的大鼠,取出主动

脉,分成两部分,分别用于形态学、钙离子测定。
4. 生化检测:使用全自动生化仪(Hitachi 7170)

检测大鼠血清中白蛋白、尿素氮、肌酐、钙、磷,测定尿

蛋白、尿磷、尿钙。
5. 大鼠主动脉钙含量测定: 取大鼠胸主动脉段,

用吸水纸吸干水分至重量不再改变后称重,置于

1mmol / L 的盐酸中 37℃ 消化 24h,吸取上清脱钙液,
10000r / min 离心 10min 后收集上清,参照钙含量测定

试剂盒说明书检测血管组织钙离子浓度,计算钙离子

含量 / 血管组织重量。
6. 大鼠主动脉 Von Kossa 染色:以常规组织取

材、包埋、切片方法制备大鼠腹主动脉石蜡切片,按照

Von Kossa 染色试剂盒说明书操作步骤进行染色。

结 　 　 果

1. 大鼠生存情况:8 周时,对照组大鼠未出现死

亡;模型组大鼠死亡 12 只,死亡率 80. 0% ;改良组死

亡 4 只,死亡率 26. 7% ,与模型组比较差异有统计学

意义(P < 0. 01)。 生存分析(Kaplan - Meier 方法)结

果显示改良组大鼠存活率明显高于模型组,生存时间

更长,差异有统计学意义(Log - Rank 检验,P < 0. 05,
图 1)。

图 1　 大鼠生存时间分析

　
2. 大鼠生理和生化指标情况:通过对模型组大鼠

前 6 周及改良组前 8 周每 2 周记录体质量、进食量及

血清尿素氮(BUN)、肌酐( SCr)、白蛋白(ALB)、矫正

钙(Ca)、血磷(P)、尿磷指标分析发现,两组大鼠与对

照组比较均出现 BUN、SCr 升高;体质量、进食量和

ALB 水平下降;继而出现高磷血症和高磷酸盐尿(表
1)。 然而这些指标在改良组的变化更缓慢,6 周时改

良组大鼠 BUN 水平低于模型组(P < 0. 05)、SCr 与模

型组相近(P > 0. 05),改良组的血磷水平和尿磷排泄

值更高 ( P < 0. 05 )、ALB 水平和体质量更高 ( P <
0. 05)。 8 周时改良组大鼠 BUN、SCr 水平与模型组

大鼠 6 周时对应指标近似相同,差异无统计学意义

(P > 0. 05),同时改良组血磷水平、尿磷排泄值、ALB
水平和体质量也更高(P < 0. 05)。

3. 大鼠血管钙化情况:3 组间主动脉钙含量的情

况:改良组大鼠 8 周时和模型组大鼠 6 周时的主动脉

钙含量(主动脉湿重每克所含钙毫克值)显著高于对照

组(P < 0. 05);改良组与模型组再次比较时,前组钙含

量仍高于后组,差异有统计学意义(P < 0. 05,图 2)。
对 Von Kossa 染色的大鼠主动脉进行钙化程度的半定

量分析:病理图片(图 3)中血管钙化显示为染色呈现

黑色结节,根据钙化面积占血管环面积的百分比 S 进

行钙化积分(表 2),结果显示对照组 8 周时未检测到

血管钙化灶,改良组 8 周时钙化积分高于模型组 6 周

时的钙化积分,差异有统计学意义(P < 0. 05,图 4)。
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表 1　 模型组及改良组大鼠生理及生化指标变化情况

项目 基线 2 周 4 周 6 周 8 周

模型组

　 体质量( g) 491. 9 ± 13. 1 361. 7 ± 24. 0∗ 304. 6 ± 37. 2∗ 247. 7 ± 27. 5∗ -
　 进食量( g / d) 25. 6 ± 4. 3 12. 7 ± 2. 3∗ 10. 1 ± 3. 7∗ 7. 3 ± 2. 6∗ -
　 白蛋白( g / L) 39. 0 ± 2. 7 33. 4 ± 1. 0∗ 28. 6 ± 2. 5∗ 25. 5 ± 1. 9∗ -
　 尿素氮(mmol / L) 5. 47 ± 0. 92 9. 38 ± 1. 43∗ 30. 44 ± 8. 97∗ 63. 33 ± 12. 92∗ -
　 肌酐(μmol / L) 33. 2 ± 4. 8 220. 1 ± 6. 4∗ 　 294. 8 ± 10. 5∗ 359. 4 ± 20. 4∗ -
　 血磷(mmol / L) 2. 83 ± 0. 35 3. 62 ± 0. 40∗ 5. 03 ± 1. 02∗ 6. 89 ± 1. 56∗ -
　 矫正血钙(mmol / L) 2. 29 ± 0. 13 1. 96 ± 0. 39 2. 13 ± 0. 36 2. 07 ± 0. 24 -
　 尿磷排泄(mg / d) 2. 8 ± 1. 9 27. 6 ± 14. 3∗ 18. 3 ± 4. 2∗ 15. 2 ± 5. 2∗ -
改良组

　 体质量( g) 487. 5 ± 33. 1 431. 7 ± 14. 5　 404. 6 ± 15. 9　 387. 7 ± 23. 1∗# 　 342. 7 ± 28. 4∗#

　 进食量( g / d) 25. 7 ± 3. 7 17. 2 ± 4. 8∗ 11. 3 ± 4. 9∗ 10. 9 ± 4. 8∗# 10. 3 ± 5. 2∗#

　 白蛋白( g / L) 39. 4 ± 2. 1 37. 3 ± 1. 8 34. 6 ± 2. 8 31. 5 ± 2. 4∗# 29. 7 ± 1. 8∗#

　 尿素氮(mmol / L) 5. 47 ± 0. 91 11. 42 ± 3. 56　 28. 71 ± 9. 33∗ 　 32. 58 ± 11. 72∗# 　 59. 12 ± 15. 81∗

　 肌酐( umol / L) 33. 2 ± 3. 8 165. 0 ± 4. 4∗ 　 254. 3 ± 11. 6∗ 　 335. 7 ± 21. 4∗ 378. 7 ± 19. 9∗

　 血磷(mmol / L) 2. 83 ± 0. 25 3. 93 ± 0. 31　 　 5 . 42 ± 1. 87∗ 　 7 . 92 ± 2. 51∗# 　 8 . 44 ± 2. 00∗#

　 矫正血钙(mmol / L) 2. 29 ± 0. 23 2. 18 ± 0. 34 2. 01 ± 0. 29 1. 99 ± 0. 19∗ 1. 78 ± 0. 15∗#

　 尿磷排泄(mg / d) 2. 8 ± 1. 7 65. 8 ± 8. 4∗ 　 88. 9 ± 6. 3∗ 74. 3 ± 5. 0∗# 　 62. 7 ± 23. 1∗#

　 　 与基线值比较,∗ P < 0. 05;与模型组 6 周比较,#P < 0. 05

图 2　 大鼠主动脉钙含量

与对照组比较,∗ P < 0. 05;与模型组比较,#P < 0. 05

　

图 3　 大鼠主动脉不同程度的钙化病理(Von Kossa 染色, × 40)

　

讨 　 　 论

CKD 患者 VC 并发症发生率高达 30% ~ 80% ,
是此类患者心血管死亡和全因病死率的重要危险因

素 [6] 。 笔者团队一直致力于探究 CKD 血管钙化的发

病机制及防治方法,其中用于研究的 CKD 血管钙化

动物模型是此类研究的重要基础。 然而既往 CKD 大

表 2　 主动脉钙化定量积分

钙化面积 / 主动脉环面积 S(% ) 钙化积分

0 < S≤10 1
10 < S≤20 2
20 < S≤30 3
30 < S≤40 4
40 < S≤50 5
50 < S≤60 6
60 < S≤70 7
70 < S≤80 8
80 < S≤90 9
90 < S≤100 10

图 4　 大鼠主动脉钙化程度的半定量分析

与模型组比较,∗ P < 0. 05

　

鼠模型出现 VC 的时间慢,延长了实验周期,而且随

着肾衰竭进展,容易出现严重营养不良及高死亡率影

响研究结果。 因此,本研究建立了一种高效且稳定的

CKD 大鼠血管钙化模型。
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CKD3 期后并发的矿物质、骨代谢异常启动了

VC 的进程 [7,8] 。 关于 CKD 诱导 VC 模型的研究,最
早是以腺嘌呤饮食诱导出 VC 和继发性甲状旁腺功

能亢 进, 这 也 是 目 前 国 内 外 应 用 较 多 的 基 础 模

型 [9,10] 。 腺嘌呤进入机体后可通过代谢产物堵塞肾

小管、氧化应激等途径诱导肾损伤的发生。 单纯腺嘌

呤饮食诱导 CKD 模型所需时间长约 8 ~ 12 周,且 VC
发生率仅 15% 左右。 为了缩短造模时间,提高 VC 发

生率,后续研究考虑到高磷血症在 CKD 血管钙化的

发生、发展中起着重要的作用,通过促进 VSMCs 成骨

样分化、诱导 VSMCs 凋亡、促进基质小泡释放等途径

导致 VC [11] 。 于是诸多研究对腺嘌呤饮食干预的

CKD 诱导 VC 模型进行优化,多在腺嘌呤饮食或混悬

液灌胃的基础上联合高磷饮食制作 CKD 血管钙化动

物模 型, 进 而 缩 短 了 造 模 时 间, 提 高 钙 化 的 发 生

率 [12,13] 。 然 而 多 项 研 究 发 现, 标 准 腺 嘌 呤 饮 食

(0. 75% )联合高磷饮食 (1. 8% ) 制作的 CKD 大鼠

VC 模型约 4 ~ 5 周时开始出现死亡,6 周时死亡率明

显增高,且存在严重营养不良,少数大鼠死亡时也未出

现 VC[14] 。 因此,本研究探索了一种新型的改良腺嘌

呤联合高磷饮食诱导 CKD 大鼠 VC 的模型,它与传统

腺嘌呤联合高磷饮食比较,能够延缓肾衰竭的进程,出
现更广泛、严重的动脉中层钙化,同时改善 CKD 大鼠

后期营养状况,延长生存时间,明显降低死亡率。
在不利用基因操作的条件下,建立慢性肾功能不

全大鼠广泛而显著的动脉中层钙化模型具有一定的

挑战性。 本研究为了克服传统腺嘌呤高磷饮食喂养

大鼠模型的缺点,制作了一种新的合成饮食,在以下

3 个方 面 进 行 改 良 与 创 新: ( 1 ) 既 往 研 究 发 现 以

0. 75% 腺嘌呤为基础的饮食会导致大鼠模型严重的

肾衰竭和营养不良,进而导致 4 ~ 6 周时的高死亡率。
本研究使用仅含 0. 3% 腺嘌呤的饮食减缓了 CKD 进

程,血肌酐、尿素氮水平升高更缓慢,同时动物体质量

及血白蛋白下降减慢,避免了迅速的营养不良以及后

续的高死亡率。 (2)本研究选择含酪蛋白饮食作为

蛋白质来源,由此促进胃肠道对磷的吸收,通过增加

高磷饮食的吸收进一步提升血磷水平,以促进 VC 的

发生。 (3)本研究在饮食中添加了 20% 的乳糖以进

一步增加胃肠道对钙和磷的吸收。
本研究结果显示,改良组大鼠的血肌酐、尿素氮

水平与模型组相近,但改良组大鼠肾衰竭的进展相对

较慢,并且其相同周数时血磷水平高于模型组。 模型

组大鼠 4 周后开始出现死亡,且死亡率逐渐上升,6 ~

8 周期间改良组生存率明显高于模型组。 VC 形态

学、定量分析显示,改良组大鼠 VC 的程度比改良组

更重,呈现广泛而明显的动脉中层钙化,而对照组大

鼠并未出现 VC,说明与周龄增加无相关。 本研究发现

该动物模型存在 8 周时钙化进一步发展的可能性。 基

于本模型的以上特点,并符合实验动物的“3R”原则

(减少、细化和替换),改良腺嘌呤饮食喂养大鼠模型具

有更长生存期和稳定 VC 发生,可以减少用于 VC 研究

的动物数量,该模型值得进一步推广应用。
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