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超声造影评估铁皮石斛对肝纤维化大鼠肾损伤时
微循环灌注的影响

李红俊 王 静 范 钦 刘蜻蜻 陈海燕 洪文娟 余卓锐 成家茂

摘 要 目的 应用超声造影（CEUS）评估铁皮石斛对肝纤维化大鼠肾损伤时微循环灌注的影响。方法 将24只

SD雄性大鼠随机分成正常组、模型组和铁皮石斛干预组，每组各 8 只，除正常组以外，其余两组均经四氯化碳诱导制

备肝纤维化动物模型，其中铁皮石斛干预组以高剂量铁皮石斛鲜榨汁每日灌胃（7.5 g/kg），连续灌胃 4 周。应用常规

超声观察大鼠肾脏形态并检测其长径、前后径、肾皮质厚度，CEUS检测肾皮质血流灌注参数即达峰时间（TTP）、峰值

强度（PSI）、曲线上升斜率（A）和曲线下面积（AUC）；收集大鼠处死前 1 d的 24 h 尿液和处死后腹主动脉血液，应用全

自动生化检测仪测定尿、血肌酐（Cr）和血尿素氮（BUN），并计算内生肌酐清除率（Ccr）；比较各组上述参数的差异。取

肝、肾组织进行HE及Masson 染色观察病理学变化。结果 各组大鼠肾脏长径、前后径和肾皮质厚度比较差异均无统

计学意义。CEUS检查显示，与正常组比较，模型组和铁皮石斛干预组大鼠肾皮质TTP延长，PSI和A均降低，AUC增加，

差异均有统计学意义（均P<0.05）；与模型组比较，铁皮石斛干预组大鼠肾皮质TTP缩短，PSI和A均增高，AUC减小，差

异均有统计学意义（均P<0.05）。与正常组比较，模型组和铁皮石斛干预组大鼠血Cr、BUN 水平升高，Ccr水平下降，差

异均有统计学意义（均P<0.05）；与模型组比较，铁皮石斛干预组大鼠血Cr、BUN水平下降，Ccr水平上升，差异均有统计

学意义（均P<0.05）。光镜下，大鼠肝组织HE及Masson染色结果显示，模型组肝索排列紊乱，肝细胞内可见大量脂肪空

泡，汇管区明显扩展，并见炎性细胞浸润、大量纤维间隔和假小叶形成；铁皮石斛干预组较模型组肝纤维化有不同程度改

善，汇管区炎性细胞浸润有所减轻，纤维间隔和假小叶分布减少。肾组织HE染色结果显示，各组大鼠肾小球、肾小管和

间质区均未见明显异常病理改变。结论 应用CEUS可实时、定量评估铁皮石斛对肝纤维化大鼠肾损伤时微循环灌注

的影响；且高剂量铁皮石斛能改善肝纤维化大鼠肾损伤的微循环灌注情况。
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ABSTRACT Objective To evaluate the effect of Dendrobium officinale on microcirculation perfusion of renal injury of
rats with hepatic fibrosis by contrast-enhanced ultrasound（CEUS）.Methods Twenty-four male SD rats were randomly divided
into normal group，model group and Dendrobium officinale group，with 8 rats in each group.Except normal group，rats of the rest
two groups were induced by carbon tetrachloride to prepare hepatic fibrosis animal models.Rats of Dendrobium officinale group
were treated with high-dose fresh extract of Dendrobium officinale（7.5 g/kg）by gavage for 4 weeks.Conventional ultrasound and
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肝纤维化是慢性肝病发展的中间环节，随着肝纤

维化程度加重，可引起全身血流动力学的变化，严重

时可引起肝肾综合征，致死率较高，因此早期发现肝

纤维化对肾脏血流动力学的改变，以及临床监测肾损

伤的程度、预防肝肾综合征的发生有着重要参考价

值［1］。肾损伤在肌酐（Cr）升高之前仅表现肾血流量

和肾小球滤过率降低，研究［2］表明，肾皮质血流减少

是发生肾损伤的关键因素。常规影像学技术CT、MRI
及 PET诊断早期肾损伤并不敏感，且所得参数差异也

较大。超声造影（contrast-enhanced ultrasound，CEUS）
可提高超声对低速血流的探测效果，实时、定量评估

肾组织内血流灌注信息［3］。铁皮石斛作为我国传统

中药材，能够改善肝纤维化［4］，本课题组前期研究［5］

发现高剂量铁皮石斛（7.5 g/kg）较低剂量（1.5 g/kg）能

够显著降低肝组织中转化生长因子-β1的表达，抑制

活化人肝星状细胞系-LX2的增殖，促进其凋亡进而

改善肝纤维化，使全身及肾脏血供得以改善，具有肾

保护作用。然而，铁皮石斛对肝纤维化后肾损伤时微

循环灌注的影响鲜有报道。本实验应用 CEUS 定量

评估高剂量铁皮石斛对肝纤维化后大鼠肾损伤时微

循环灌注的影响，旨在为其改善肾损伤作用提供可靠

的动物实验依据。

材料与方法

一、实验动物

选取同批次健康 SPF 级 SD雄性大鼠 24 只，6~
8 周龄，体质量240~265 g，平均（250±20）g，购自成都达

硕实验动物有限公司，许可证号：SCXK（川）2021-030。
所有大鼠均在大理大学动物实验室饲养，普通饮食、

饮水，定期消毒。本实验经我院动物伦理委员会审核

批准（批准号：20210115J0382）。

二、实验方法

1.动物模型建立及分组：将 24 只 SD 大鼠随机分

为正常组、模型组、铁皮石斛干预组，每组各 8只；其中

模型组、铁皮石斛干预组大鼠分别于皮下注射肝脏毒

性药物四氯化碳橄榄油溶液 5 ml/kg，每周 2 次，连续

注射 5周，建立肝纤维化大鼠模型。参照本课题组前

期研究［5］方法，采用高剂量铁皮石斛鲜榨汁（7.5 g/kg，
铁皮石斛鲜株由云南立卡生物科技有限公司提供）对

铁皮石斛干预组予以每天早上 9时开始灌胃 1次，正

CEUS were used to observe and compare the changes in long diameter，anteroposterior diameter and cortical thickness of kidney
in each group，as well as the renal cortical blood flow perfusion，including time to peak（TTP），peak intensity（PSI），ascending
slope（A）and area under the curve（AUC）.The 24 h urine before execution 1 d and abdominal aorta bleed after execution were
collected.Urine，blood creatinine（Cr）and blood urea nitrogen（BUN）were measured by automatic biochemical detector，and
endogenous creatinine clearance（Ccr）was calculated.The above parameters among the groups were compared.Liver and kidney
tissues were taken for HE and Masson staining to observe the pathological changes.Results The long diameter，anteroposterior
diameter and cortical thickness of kidney in each group had no statistically difference.Compared with the normal group，CEUS
showed that TTP in renal cortex was prolonged，PSI and A were decreased，and AUC was increased in the model group and
Dendrobium officinale group（all P<0.05）.Compared with the model group，TTP in renal cortex was shortened，PSI and A were
increased，and AUC was decreased in the Dendrobium officinale group，the differences were statistically significant（all P<0.05）.
Compared with the normal group，the blood Cr and BUN levels were increased，Ccr was decreased in the model group and
Dendrobium officinale group，the differences were statistically significant（all P<0.05）.Compared with the model group，the blood
Cr and BUN levels were decreased，and Ccr was increased in the Dendrobium officinale group，the differences were statistically
significant（all P<0.05）.Under light microscope，HE and Masson staining results of rat liver tissue showed that the arrangement
of hepatic cords in model group was disordered，a large number of fat vacuoles in liver cells were found，the portal area was
obviously expended，and the infiltration of inflammatory cell was obvious，a large number of fibrous septa and pseudolobules
were formed.Compared with the model group，the hepatic fibrosis was improved，the inflammatory cell infiltration in the portal
area was reduced，and the distribution of fibrous septa and pseudolobules were reduced in the Dendrobium officinale group.HE
and Masson staining results of renal tissue showed that there were no obvious abnormal pathological changes in glomerulus，
tubules and interstitial areas of rats in each group.Conclusion CEUS could quantitatively evaluate the effect of Dendrobium
officinale on microcirculation perfusion in renal injury of rats with hepatic fibrosis in real time. High-dose of Dendrobium
officinale could improve the microcirculation perfusion in renal injury of rats with hepatic fibrosis.

KEY WORDS Ultrasonography；Contrast agent；Time-intensity curve；Dendrobium officinale；Renal perfusion；Hepatic
fibrosis，rats
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常组及模型组则同步予以等量生理盐水灌胃；均连续灌

胃 4周。每日灌胃后及处死前分别观察各组大鼠饮

食、饮水、精神状态、毛发、大小便、活动情况，以及体

质量变化等。

2. CEUS 检 查 ：检 查 前 用 10% 水 合 氯 醛 溶 液

（0.35 ml/100 g）行腹腔注射麻醉后，将大鼠仰卧固定

于平板上，75% 酒精全身消毒，剃除腹部毛发。使用

东芝Aplio 500彩色多普勒超声诊断仪，L5-14线阵探

头，频率 5.0~7.5 MHz；机械指数 0.08，聚焦范围置于中

间位置。探头置于大鼠肾脏（本研究选取右肾为观察

对象）最大冠状截面，CDFI定位于肾动脉主干，常规超

声观察肾脏长径、前后径、肾皮质厚度及血流情况；然

后切换至 CEUS模式，经尾静脉团注 SonoVue（意大利

Bracco公司），剂量0.1 ml/kg，随即注射0.2 ml生理盐水

冲管，同时以 57帧/s速度采集从造影剂注入至注射后

3 min 的动态图像，实时观察从肾门肾动脉主干到肾

皮质的造影剂增强过程。存储动态图像，应用仪器自

带分析软件进行脱机分析。尽可能取同一深度和位

置、直径为 0.4 mm的圆形取样框贴近肾包膜下最外层

皮质为感兴趣区，绘制肾皮质血流灌注时间-强度曲

线，定量分析达峰时间（TTP）、峰值强度（PSI）、曲线上

升斜率（A）和曲线下面积（AUC）。所有参数均重复测

量3次取平均值。

3.肾功能检测及病理学检查：分别于造模第 5周
末及铁皮石斛灌胃后第 4周末处死大鼠，提前 1 d收集

24 h尿液。于空腹状态下进行充分麻醉，常规消毒后

开腹，暴露心脏及腹主动脉，剪断腹主动脉并取血

5 ml，送昆明塞维尔检验公司检测尿Cr、血Cr和血尿素

氮（BUN），并计算内生肌酐清除率（Ccr）代替肾小球滤

过率，公式为［6］：Ccr（ml·min-1·kg-1）=尿Cr（mg/dl）×24 h尿
量（ml）/血 Cr（mg/dl）×2440（min）×体质量（kg）。随后

将灌注针管从腹主动脉刺入，剪破心腔，500 ml 生理

盐水缓慢滴灌，直至心脏流出液呈无色。待肝脏、肾

脏发白后，剪取右肾和部分肝叶，置于 10% 福尔马林

溶液中固定 48 h 以上，常规脱水、石蜡包埋，行肝、肾

组织切片，厚3 μm。HE及Masson染色后置于光镜下

观察各组大鼠肝组织病理改变，并评估高剂量铁皮石

斛干预对大鼠肾组织损伤的影响。

三、统计学处理

应用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以 x±s表示，

多组比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用配

对 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、各组大鼠一般情况及平均体质量变化比较

正常组全部大鼠均存活，模型组和铁皮石斛干预

组由于造影剂过量或造影观察时间过久各死亡 1只。

正常组大鼠饮食、精神、活动均正常，体质量增长较快；

模型组大鼠摄食量及自主行为减少，精神明显变差，毛

发发黄、脱落，体质量增长缓慢，后期消瘦明显；铁皮石

斛干预组较模型组各项症状均有所减轻，体质量增加。

各组大鼠体质量变化整体呈上升趋势，见图 1。

正常组
模型组
铁皮石斛干预组
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时间（d）

图1 各组大鼠体质量随时间变化曲线图

二、各组大鼠肾脏常规超声及CEUS检查结果比较

1.常规超声检查结果：各组大鼠肾脏均呈蚕豆形，

肾包膜光滑、清晰；CDFI示见各组大鼠肾动脉管腔内

血流信号充盈良好，色彩明亮度肉眼未见明显差异。

各组大鼠肾脏长径、前后径和肾皮质厚度比较差异均

无统计学意义。见图2和表1。

A：正常组大鼠肾脏长径、前后径及肾皮质厚度分别为 25.6 mm、11.9 mm及 2.9 mm；B：模型组大鼠肾脏长径、前后径及肾皮质厚度分别为 18.7 mm、
9.9 mm及2.1 mm；C：铁皮石斛干预组大鼠肾脏长径、前后径及肾皮质厚度分别为22.0 mm、9.3 mm及2.4 mm

图2 各组大鼠肾脏常规超声图像

A B C
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表1 各组大鼠肾脏大小比较（x±s） mm
组别

正常组

模型组

铁皮石斛干预组

F值
P值

长径

18.363±0.427
18.050±0.994
18.200±0.475

0.420
>0.05

前后径

8.625±0.962
8.575±0.306
8.600±0.227

0.014
>0.05

肾皮质厚度

2.388±0.181
2.188±0.295
2.275±0.104

1.851
>0.05

2.CEUS检查结果：经大鼠尾静脉团注 SonoVue
后，各组均按肾动脉主干、段动脉、叶间动脉、弓形动

脉、肾皮质、肾髓质、肾窦的顺序依次增强，模型组及

铁皮石斛干预组肾脏造影的增强速度慢于正常组，正

常组增强区域造影剂分布细密、均匀，模型组较正常

组稀疏、粗糙，铁皮石斛干预组次之；待造影剂达峰值

后，则按肾窦、肾髓质、肾皮质的顺序依次廓清。与正

常组比较，模型组和铁皮石斛干预组大鼠肾皮质 TTP
延长，PSI和A均降低，AUC增加，差异均有统计学意

义（均 P<0.05）；与模型组比较，铁皮石斛干预组大鼠

肾皮质 TTP 缩短，PSI和A 均增高，AUC 减小，差异均

有统计学意义（均P<0.05）。见表2和图3。
三、各组大鼠肾功能指标比较

与正常组比较，模型组和铁皮石斛干预组大鼠血

Cr、BUN 水平升高，Ccr水平下降，差异均有统计学意

义（均 P<0.05）；与模型组比较，铁皮石斛干预组大鼠

血Cr、BUN 水平下降，Ccr水平上升，差异均有统计学

意义（均P<0.05）。见表3。
表2 各组大鼠CEUS肾皮质血流灌注参数比较（x±s）

组别

正常组

模型组

铁皮石斛干预组

F值
P值

TTP（s）
1.363±0.302
2.163±0.239★
1.850±0.230★△

16.476
<0.05

PSI（dB）
89.138±8.042
73.163±5.823★
79.788±3.296★△

14.126
<0.05

A（dB/s）
96.988±8.448
78.688±6.401★
88.425±5.963★△

13.605
<0.05

AUC（dB·s）
1748.663±127.832
2436.937±298.097★
2064.837±121.928★△

23.725
<0.05

与正常组比较，★P<0.05；与模型组比较，△P<0.05。TTP：达峰时间；PSI：峰值强度；A：曲线上升斜率；AUC：曲线下面积

A：正常组TTP、PSI、A、AUC分别为 2.5 s、61.8 dB、32.2 dB/s、963.5 dB·s；B：模型组TTP、PSI、A、AUC分别为 1.7 s、71.7 dB、98.9 dB/s、1977.8 dB·s；C：铁
皮石斛干预组TTP、PSI、A、AUC分别为 1.2 s、49.2 dB、58.0 dB/s、1515.8 dB·s

图3 各组大鼠肾脏CEUS图

四、各组大鼠肝、肾组织病理学变化比较

光镜下，大鼠肝组织HE及Masson染色结果显示，

正常组肝小叶结构正常，肝索以中央静脉为中心呈辐射

状紧密排列，汇管区未见炎性细胞浸润和纤维化；模型

组肝索排列紊乱，肝细胞内可见大量脂肪空泡，汇管区

明显扩展，并见炎性细胞浸润、大量纤维间隔和假小叶

形成；铁皮石斛干预组较模型组肝纤维化呈不同程度改

善，汇管区炎性细胞浸润减轻，纤维间隔和假小叶分布

减少。见图4。肾组织HE染色结果显示，各组大鼠肾小

球、肾小管和间质区均未见明显异常病理改变。见图5。

A B C

表3 各组大鼠肾功能指标比较（x±s）
组别

正常组

模型组

铁皮石斛干预组

F值

P值

血Cr（μmol/L）
30.14±4.44
64.68±8.00★
56.65±9.40★△

9.99
<0.05

血BUN（mmoL/L）
6.24±1.60
13.82±5.13★
10.11±2.38★△

45.56
<0.05

Ccr（ml·min-1·kg-1）
4.46±0.37
2.54±0.42★
3.79±0.22★△

62.02
<0.05

与正常组比较，★P<0.05；与模型组比较，△P<0.05。Cr：肌酐；BUN：尿素氮；Ccr：内生肌酐清除率
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讨 论

肝纤维化是肝细胞发生损伤时引起的一个可逆

性修复反应，肝持续出现细胞外基质沉积和纤维结缔

组织增生，并以肝小叶结构紊乱、纤维间隔及假小叶

形成为主要病理特征，进而影响肝脏的营养物质代

谢。本实验结果显示，正常组体质量较模型组和铁皮

石斛干预组增长较快，铁皮石斛干预组体质量较模型

组增长，但较正常组大鼠低。表明肝纤维化导致大鼠

营养吸收障碍，继而出现体质量下降，符合肝纤维化

后病理生理改变。当肝纤维化进入晚期（Ⅳ期）即肝

硬化阶段，全身及肾脏血流动力学会随之发生改变，

加之炎性细胞浸润和细菌移位，易并发肾功能性损

伤［2］；此外，肝纤维化后肝细胞和肝星状细胞可产生大

量的局部血管扩张剂，如一氧化氮、一氧化碳、内源性

大麻素等，其可作用于局部内脏循环从而引起动脉血

管舒张，进一步加重了肾脏微循环灌注的下降，极易

诱发肝肾综合征。肝肾综合征作为肝纤维化后肾损

伤较为严重的一种并发症，是一组继发于有效血容量

下降、内源性血管活性物质失衡和肾血流量减少，并

以肾功能不全为主要表现的临床综合征，肾脏常无明

显病理改变［7］。目前预测肝纤维化后肾功能损伤和

肝肾综合征仍缺乏有效的评价方法，主要依靠临床排

除。Cr、BUN、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白和

胱抑素C是临床监测肾功能最常见的标志物，但早期

检测的敏感性相对较低［8］。正常情况下肾皮质的血供

丰富，约占总肾血流量的 90%，肾脏的血流灌注情况

直接影响肾功能，多数肾功能损伤或肾衰竭均与肾皮

质血流灌注下降有关［9］。常规超声是临床评价肾脏形

态及其血流动力学最简便的方法，但其仅能在肾损伤

A：正常组；B：模型组；C：铁皮石斛干预组

图5 各组大鼠肾组织病理图示肾小球、肾小管和间质区均未见明显异常（HE染色，×200）

A B C

D E F

A B C

A、D：正常组大鼠肝组织结构正常；B、E：模型组大鼠肝组织可见肝索排列紊乱，汇管区有炎性细胞浸润，内见纤维间隔和假小叶形成；C、F：铁皮石

斛干预组大鼠肝纤维化较模型组有不同程度改善

图4 各组大鼠肝组织病理图（A~C为HE染色，×200；D~F为Masson染色，×200）
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的终末期才显示肾脏形态学的改变，彩色多普勒超声

也仅能反映肾脏主要大血管主干的血流信息，无法评

估肾皮质微循环灌注状况。本实验常规超声检查显

示，各组大鼠肾脏长径、前后径及肾皮质厚度比较差

异均无统计学意义，表明常规超声难以早期评估肝纤

维化后肾损伤情况。

CEUS是在常规超声基础上通过观察造影剂的显

影过程反映血流灌注情况，并绘制造影剂在血管内

分布曲线，即时间-强度曲线 ，可定量评估肾血流动力

学状况，能为肾损伤后微循环灌注提供重要的功能学

信息［10］。本实验结果显示，与正常组比较，模型组和

铁皮石斛干预组大鼠肾皮质 TTP延长，PSI和 A均降

低，AUC增加，差异均有统计学意义（均P<0.05）；与模

型组比较，铁皮石斛干预组大鼠肾皮质 TTP缩短，

PSI和 A均增高，AUC 减小，差异均有统计学意义

（均 P<0.05）。与斯妍娜等［11］应用CEUS评价右美托咪

定对兔肾缺血/再灌注损伤时微循环灌注的变化趋势

基本一致，故铁皮石斛对肝纤维化大鼠肾损伤的作用

机制可能与右美托咪定相似，主要通过抑制炎症反应

使肾脏中、小动脉舒张及减轻肾血管内血流瘀滞的双

重作用，从而发挥改善肾微循环灌注的效果。Zhao和
Han［12］研究发现铁皮石斛可以降低糖尿病肾病大鼠白

细胞介素-6 和肿瘤坏死因子-α 等炎性因子的 RNA
表达水平，且呈剂量依赖性，抑制炎症反应，恢复肾脏

功能。同时，因铁皮石斛对肝纤维化的改善作用，使

全身循环不足的情况得以缓解，肾脏的血流灌注增

加。本实验应用CEUS 进行评价时，由于肾脏微循环

灌注的改善，使 SonoVue微泡进入肾血管床的时间和

廓清时间均缩短，从而表现为PSI和A均增高，AUC减

少。另外，模型组和铁皮石斛干预组大鼠肝组织HE
及Masson染色均出现肝纤维化病理特征，且肾功能指

标血 Cr 和 BUN 水平均升高，Ccr水平均下降，与正常

组比较差异均有统计学意义（均P<0.05），提示肾功能

受损；但肾组织病理学检查显示肾小球、肾小管和肾

间质均无明显异常，表明肝纤维化引起了非器质性慢

性肾损伤，铁皮石斛干预组大鼠肾功能指标较模型组

有所改善，证明铁皮石斛能够改善大鼠肾微循环灌注。

综上所述，应用 CEUS可实时、定量评估铁皮石

斛对肝纤维化模型大鼠肾损伤时微循环灌注的影

响；且高剂量铁皮石斛能改善肝纤维化大鼠肾损伤

时的微循环灌注情况。但本实验动物样本较少，所

采用的评价方法在有效性、稳定性和可靠性等方面

尚待进一步研究。
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