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肾纤维化动物模型特点与研究进展
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【摘要】肾脏肾纤维化为慢性肾病发展至终末期肾衰所必经的相同病理路径，病理改变分为肾间质纤维化和肾小球硬化。肾脏肾纤维化的理想动物模型对慢性肾病发病机制的研究及其治疗药物的研发等存在现实意义。目前，肾纤维化动物模型制作包括药物或毒物诱导、手术模型以及基因敲除等多种模型，不同动物模型肾功能、肾组织病理等方面各具特点，尚无法完全模拟人类慢性肾脏肾疾病，这提示慢性肾脏肾疾病发病的复杂性，对于其病理机制认识与防治具有重要意义。
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Research progress on animal models of renal fibrosis and their characteristics 
MA Yuan-yuan1，LIU Cheng-hai1,2，TAO Yan-yan1
 (1. Institute of Liver Diseases, Shuguang Hospital affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China； 2.Shanghai clinical Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China) 
【Abstract】　Renal fibrosis is a common pathological pathway of chronic kidney diseases that leads to end-stage renal failure. The pathological changes include glomerulosclerosis and renal interstitial fibrosis. Ideal animal models for the study of the pathologic mechanisms and drug development of chronic kidney disease are of great significance. At present, the animal models include drug or toxin induction, surgical models and gene knockout, et al. Different animal models have various characters on the renal function and pathology, but can not completely simulate human chronic kidney disease, suggests that the complexity of chronic kidney disease. So the research is important for understanding the pathological mechanisms, prevention and treatment of renal fibrosis.
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肾纤维化是肾单位损坏，间质中成纤维细胞的大量增生及肌成纤维细胞的形成、细胞外基质生成过度并沉积发生的肾小球硬化( Glomerulosclerosis，GS)、肾小管间质纤维化( Renal Interstitial Fibrosis，RIF)，并最终丧失肾功能。确诊肾纤维化的金指标为肾组织的病理学检查，包括观察肾小管、间质和肾小球基底膜的病理形态。肾纤维化的大体病理观察主要是：肾脏肾脏有明显硬化、减小，表面不平整、颗粒样变；镜下观：肾间质炎性细胞弥漫性浸润、间质纤维组织增殖、纤维化形成；肾小球大部分发生硬化、透明样改变，毛细血管破坏，系膜基质增生；由于肾小球血流受阻，而造成肾小管发生萎缩，病变轻处，残余肾代偿性增大；生化检测主要表现在血清尿素氮(Blood Urea Nitrogen，BUN)、血清肌酐(Serum creatinine，SCr)、24小时h尿蛋白定量异常[1]。
诱导肾纤维化的方法主要有药物或毒物(氯化汞、环孢素 A、肾毒性药物、氨基糖苷类药物等)、手术(输尿管单侧结扎、5/6肾切除模型、肾脏肾缺血-再灌注等)、单侧肾切除复合 AngⅡ等复合因素以及转基因模型等等，本文对常见模型综述如下。
1.药物或毒物诱导模型
重金属如汞；抗肿瘤药物如阿霉素；氨基糖苷类抗生素如链脲霉素；含有马兜铃酸的中草药；血管紧张素Ⅱ；器官移植术后的免疫抑制剂类药物如环孢素 A 等，均可损害肾功能造成纤维化。
1.1　氯化汞模型
：汞化合物是公害严重的环境污染物，肾脏肾为汞毒性的最主要靶器官之一，损伤以近曲小管为主。主要机理：HgCl2中毒后，主要与体内抗氧化物质-还原型谷胱甘肽(GSH)结合，形成复合物-“GSH- HG- GSH”，损耗抗氧化物GSH等，并产生活性氧自由基 ROS，属于氧化应激损伤类型[2]。ROS能使肾小管上皮细胞形成空泡、变性与坏死等改变；另一方面，过氧化产物如丙二醛（MDA）等可直接促使肾脏肾ECM生成细胞活化，使ECM生成增加，降解减少，造成肾小管间质纤维化。
造模方法：大鼠8 mg/(kg•d)mg/kg HgCl2灌胃，每天1次，共9周。肾组织病理可见：肾小管间质水肿，炎性细胞广泛浸润，细胞外基质增加，间质发生纤维化；肾小管扩张或萎缩；肾小球萎缩、硬化，小球的基底膜变厚等病理改变；肾功能：BUN、SCr均升高约1.2倍[3-4]。袁继丽等[5]也报道，大鼠20 mg/(kg•d)mg/ kg HgCl2灌胃， 每天1次，1周即可造成明显肾功能损坏，肾间质大量炎性细胞浸润、肾小管膨胀变性，免疫组化显示肾小管的上皮细胞及肾间质大量表达α- SMA。HgCl2短时间染毒尽管显示有肾间质纤维化，但所用HgCl2剂量比较多，模型以急性肾损伤为主。	Comment by lijiping: 所有数据与计量单位之间空半格
1.2　阿霉素（多柔比星）模型
：阿霉素(Adriamycin，ADM)为临床上用于化疗的含醌的蒽环类药物。在肾脏中经肾代谢后，阿霉素被还原成半醌型自由基，氧化后有活性氧生成，在多种脂质介质如血小板活化因子等的作用下，诱导肾小球上皮细胞(又称足细胞)发生脂质过氧化，肾小球滤过模受损，通透性增加，进而影响糖蛋白的代谢；肾小球的滤过屏障由于肾小球滤过膜被破坏而受影响，造成肾损伤。病变前期以微小病变性肾病综合征为主，后期可进展至局灶节段性肾小球硬化[6]。阿霉素肾病模型为国内国外目前一致认同的模拟人类微小病变性和局灶节段性肾小球硬化肾病综合征较好的动物模型[7]。该模型有低蛋白血症、高脂血症、大量蛋白尿等表现。
造模方法：蔺建军[8]以4 mg/kg mg /kgADR尾静脉注射，1 周后以2 mg /kg再注射，3周时间能成功造成阿霉素大鼠的肾病综合征模型。病理改变，肉眼可见肾皮质为苍白色，髓质与皮质部分分界不明显。肾组织镜下可见：肾小球体积变大，肾小囊囊壁变厚、囊腔扩张，球囊发生黏连，毛细血管管腔缩小，肾小球表现为局灶节段性硬化改变。肾小管扩大，上皮细胞颗粒变性，蛋白管型多见，间质广泛炎性细胞浸润；模型组24小时h尿蛋白增加约45倍。
亦有报道小鼠尾静脉以单次注射 ADR10 mg/ kg[9-10]，6周后病理可见：大部分肾小球呈局灶节段性硬化，足突细胞融合变形，毛细血管袢堵塞、充血。蛋白管型形成，肾小管显著扩大，发生间质纤维化。肾功能：BUN升高1.4倍左右。阿霉素的组织毒性很强，注射时如果有溢出，大鼠的尾部则易发生缺血坏死、溃烂等，引起感染甚至导致尾部脱落，造成模型大鼠死亡。
1.3　马兜铃酸模型
：马兜铃酸(aristolochic acid，AA)属于硝基菲类有机酸化合物，为细辛、马兜铃、广防己、关木通等中草药的主要成分。AA诱发肾小管上皮细胞及间质成纤维细胞损伤，导致肾小管萎缩、间质纤维化，但的肾毒性作用机制尚未完全明确[11]，其肾损伤的主要特点表现为肾小管变性、坏死、肾小管周围毛细血管丢失、间质纤维化，对肾小球影响的报到较少见。
造模方法：大鼠5 mg•/(kg•d)-1AA灌胃，连续8周。肾组织病理：肾小球的体积变大，基底膜呈重度膨大；肾小管上皮细胞明显肿大；肾间质有增生的成纤维细胞和炎性细胞广泛浸润。肾功能：Scr升高1.2倍左右，BUN升高1.1倍左右。尿β2-MG升高约1.7倍[12]。另有报道，大鼠10mg•(/(kg•d)-1AA灌胃，共4周。肾小管上皮细胞发生凋亡，肾小球基底膜变厚。肾间质出现炎性细胞轻微浸润，胶原纤维增生明显。肾功能：BUN升高1.5倍左右，Scr升高约1.3倍[13]。	Comment by lijiping: mg/(kg•d),全文统一
1.4　环孢素A模型
：钙调素抑制剂环孢素A (Cyclosporine A，CsA) 为强效免疫抑制剂，临床上肝、心、肺、肾等器官移植术后应用较多。肾毒性是 CsA最突出的副反应，主要表现为进行性的肾功能降低以及不可逆性肾脏肾小管及血管等组织结构损伤，包括肾小管基底膜萎缩，上皮细胞肿胀、变性甚至坏死或脱落等，肾间质炎性细胞广泛浸润，肾慢性缺血，间质纤维化呈条带状或灶状，肾小球硬化等[14]。
造模方法：大鼠15mg/ (kg•d) CsA皮下注射，共4周；或30mg/(kg•d)灌胃，4周。肾组织病理：肾小管萎缩和间质炎性细胞弥漫性浸润并发生纤维化；肾小球硬化，小球动脉内膜显著增生，管腔接近闭塞。肾功能：BUN升高约1.9倍，SCr升高约1.4倍[15-16]。
造模费用昂贵，且CsA具有肝毒性，另外因服用CsA所致的RIF在临床上所占比例有限等，限制了该模型的应用。
1.5　腺嘌呤模型
：腺嘌呤属于嘌呤类含氮杂环化合物，主要用在化疗药物造成的白细胞减少症。有研究显示[17]，腺嘌呤于黄嘌呤氧化酶的催化下生成2，8-二羟基腺嘌呤，后者使肾小管发生堵塞，氮质化合物的排出受影响，造成血清尿素氮、肌酐、尿酸显著升高；过饱和的尿酸在血中生成结晶，在肾小管、间质及肾小球部位沉积，形成异物使局部发生肉芽肿性炎症，大量肾单位损伤，最终发生肾间质纤维化。
造模方法：大鼠以0.75 %腺嘌呤饲料喂养4～6周。结果：肾小管肿大或萎缩甚至有坏死，肾间质炎性细胞弥漫性浸润并出现广泛纤维化。BUN、SCr均升高超过10倍[18-19]。连琦等[20]报道：250 mg/kg腺嘌呤灌胃，前2周每天1次，后2周以相同浓度采取2天1次灌胃。4周可复制出肾损伤较重，肾间质纤维化的大鼠模型。
该模型造模时间如果小于4周，容易发生肾功能复常。该模型为腺嘌呤复合物沉积于肾小管及间质引起堵塞，类似于临床上肾后性梗阻形成的慢性肾衰。主要用于肾间质纤维化、慢性间质性肾炎及局灶节段性肾小球硬化的研究。
1.6　血管紧张素Ⅱ模型
：肾是高血压损伤的重要靶器官之一，高血压引起肾损伤进一步发展为肾功能衰竭。肾素-血管紧张素-醛固酮系统（ renin- angiotensin- aldosterone system， RAAS）激活及肾局部血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)产生增多为肾纤维化的形成与发展的始因。 AngⅡ作为RAAS激活的产物，升高全身血压及肾小球毛细血管内压，作用于肾脏肾的AT1、AT2受体，可调节细胞增殖，肥大，炎性细胞活化以及纤维化，形成肾小动脉硬化或肾实质损害。
造模方法：15mg/mlmL血管紧张素Ⅱ溶液灌进胶囊渗透压泵，手术将泵塞入小鼠背部皮下，2000 ng/(kg•min)ng/kg/min泵出，共6周。肾组织病理：肾小球硬化，伴肾小管扩大，刷状缘脱落，蛋白管型形成，肾间质增多，小动脉增粗硬化[21-23]。	Comment by lijiping: mL	Comment by lijiping: ng/(kg•min)
1.7　链脲霉素模型：
链脲霉素是一种从链霉菌中提取的抗生素，能特异性破坏胰岛β细胞，诱发糖尿病，高血糖介导代谢失常及血流动力学改变，造成糖尿病性肾病。
造模方法：链脲霉素200mg/ (kg•d))小鼠腹腔注射，连续8周。病理结果：肾小球体积增大，系膜基质明显增生，肾小囊与肾小球上皮细胞发生粘连，出现肾小球硬化。生化结果：血糖、BUN、SCr、24h尿白蛋白/尿肌酐比值明显升高[24-25]。
2.手术模型
手术模型通过减少肾单位，造成残余肾的血流量和 GRF增加，从而导致肾的压力增大，肾实质内炎性细胞浸润，并引起高血压、蛋白尿，最终形成肾纤维化。目前应用较多的有单侧输尿管梗阻模型、5/6肾切除模型、缺血再灌注模型等，分述如下：
2.1　单侧输尿管梗阻： (unilateralureteralobstruction，UUO)模型

造模方法：大鼠左侧输尿管中上1/3处离断，两端结扎，2～4周。病理结果：肾间质胶原纤维增生、炎性细胞弥漫性浸润，肾小管萎缩或扩张；肾小球基底膜变厚、小球玻璃样改变。血生化：BUN升高1-1.5倍，SCr升高2倍左右。该模型肾纤维化特征明显，死亡率低，较适用于对肾间质纤维化的研究[26-28]。该模型模拟临床输尿管梗阻导致肾间质损伤，是研究较成熟的理想肾间质纤维化模型。

2.2　5/6肾切除模型
：切除大鼠左侧肾外缘及上、下极共约2/3左肾； 1周后再切除整个右侧肾，2次一共切约5/6肾脏肾。动态观察5～12周。病理结果：肾小球系膜外基质增加，系膜细胞增生，毛细血管扩张或闭塞，肾小球局灶性或全部硬化，肾小管萎缩或扩张，大量蛋白管型，肾间质增多，炎性细胞弥漫性浸润[29-31]。残存肾单位高灌注、高压力、高滤过引起蛋白尿，加速肾功能缺失；残肾代偿，纤维化形成。该模型因造模技术较简单，手术操作时间短，操作器械易获取，模型成功率高等而被广泛采用。
2.3　缺血再灌注模型
：缺血再灌注损伤为临床上肾移植发病的主要病因。短时间缺血引起的损伤可逆，但长时间缺血再灌注后会造成肾组织、细胞结构的不可逆性损伤，导致肾组织纤维化的发生[32]。该模型与临床肾移植、肾部分切除术、休克、血管阻塞后再通等缺血再灌注损伤相似。
造模方法：动脉夹夹闭大鼠左肾动脉30～45分钟min，切除右肾，再去掉动脉夹，使血流灌注恢复，共4周。病理结果：肾小管萎缩或消失，并伴有间质纤维化，小球硬化表现。肾功能：SCr升高2倍左右，BUN升高约1.5倍[33-34]。
3.复合模型
3.1　叶酸合PHD14基因敲除模型
：PHD14基因敲除小鼠复合250 mg/kg叶酸腹腔注射，4周。病理结果：肾间质发生多灶状纤维化，伴炎性细胞浸润，肾小管管腔扩大，上皮细胞萎缩、变性。肾功能：SCr升高1.3～2.6倍，BUN增高1.3～3.2倍。研究表明PHD14基因敲除小鼠肾、肺、肝多器官发生纤维化。叶酸刺激诱导发生肾损伤是药物肾毒性造成急性肾损伤类型，叶酸损伤肾小管上皮细胞，引发一系列炎症及免疫反应；PHD14基因对纤维化起保护作用，敲除后促进纤维化形成。此复合模型诱导肾纤维化比例高，混和因素少[35-36]。
3.2　单侧肾切除合AngⅡ模型
：切除整个左肾，1周后行微渗透泵置入手术，灌注AngⅡ，共4周。病理表现：近曲小管上皮细胞浑浊肿大，间质炎性细胞广泛浸润及胶原纤维显著增多。肾功能：SCr升高约1.3倍，BUN升高1.2倍左右。尿蛋白增高约6倍[37]。本方法中灌注外源性 AngⅡ，引起小鼠血压上升，切除单侧肾，则高血压作用在孤立肾上，增加肾损伤，因此缩短成模时间，同时加重纤维化的程度，可用于原发性高血压肾病的研究。
4.转基因模型
Kim-1REC-tg小鼠模型：肾脏肾损伤因子-1(Kim-1)由甲肝病毒受体-1 (HAVCR-1) 基因编码。正常肾脏肾几乎不产生 Kim- l蛋白，研究发现，Kim- l的持续表达是急性肾损伤( acute kidney injury，AKI)转化为慢性肾脏肾病( chronic kidney disease，CKD)的生物学标志，与肾间质纤维化程度高度相关。用Cre/Loxp系统位点重组酶能够复制出在肾小管上皮细胞中特异性表达Kim-1蛋白的小鼠模型Kim-1REC-tg。
造模方法：复制肾小管上皮细胞内特异性表达Kim-1的转基因Kim-1REC-tg小鼠，共4周。Kim- lREC- tg小鼠发生进行性加重的自发性肾间质损伤与间质纤维化，最终发展成慢性肾衰( chronic renal failure，CRF)，同时合并 CKD发展的多种并发症，如贫血、低蛋白血症、电解质紊乱、心血管病等。可以作为全面反应人类CKD疾病表型的动物模型[38-39]。
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Table Preparation and characteristics of animal models of renal fibrosis
	模型
	制备方法
	成模原理与特点
	参考文献

	HgCl2
	大鼠，8 mg/kg灌胃，每天1次，9周
	肾是汞毒性的主要靶器官之一，汞耗竭体内GSH，产生ROS等自由基，形成氧化应激损害，导致肾间质纤维化
	3-4

	阿霉素（多柔比星）
	大鼠，4mg/kg尾静脉注射，7天后2mg/kg再注射1次，4周
	阿霉素及其代谢产物诱发肾小球上皮细胞脂质过氧化，肾小球滤过膜受损、通透性增加。较好的模拟临床微小病变性及局灶节段性肾小球硬化
	7

	马兜铃酸
	大鼠，5mg/kg灌胃，每天1次，8周
	马兜铃酸诱发肾小管上皮细胞及间质成纤维细胞损伤，导致肾小管萎缩，间质纤维化
	12

	环孢素A
	大鼠，15mg/kg皮下注射或30mg/kg灌胃，每天1次，4周
	损伤肾小管及肾血管，肾脏慢性缺血，肾小管萎缩及间质纤维化
	15-16

	腺嘌呤
	大鼠，0.75%腺嘌呤饲料喂养，4～6周
	腺嘌呤在体内黄嘌呤氧化酶作用下转化为2 ,8 -二羟基腺嘌呤，沉积在肾小管，引起肾小管阻塞，造成肾后性梗阻致肾功能损害。主要用于肾间质纤维化、慢性间质性肾炎及局灶节段性肾小球硬化的研究
	18-19

	血管紧张素Ⅱ
	小鼠，15mg/ml，皮下泵入，释放速率2000ng/kg/min，6周
	AngⅡ升高全身血压及肾小球毛细血管内压，导致肾小动脉硬化或肾实质损害。用于肾小球硬化及高血压肾病的研究
	21-23

	链脲霉素
	小鼠，200mg/kg腹腔注射，每天1次，8周
	破坏胰岛β细胞，诱发糖尿病，高血糖介导代谢失常及血流动力学改变导致肾损伤
	24-25

	单侧输尿管结扎
	大鼠，左侧输尿管中上1/3处离断，两端结扎，2～4周
	模拟临床输尿管梗阻导致肾间质损伤，是目前常用的肾间质纤维化模型
	26-28

	5/6肾切除
	切除大鼠左肾上、下极及外侧缘共约2/3左肾；1周后切除整个右肾，2次共切除5/6肾脏，5～12周
	残存肾单位高灌注、高压力、高滤过引起蛋白尿，加速肾功能缺失；残肾代偿，纤维化形成。模型操作简单，重复性好，是理想的肾小球硬化模型
	29-31

	缺血再灌注
	动脉夹夹闭大鼠左肾动脉30～45分钟，切除右肾，再去除动脉夹，恢复血流灌注，4周
	缺血再灌注使肾组织、细胞结构发生不可逆性损伤，最终发展为纤维化。与临床肾移植、肾部分切除术、休克、血管阻塞后再通等缺血再灌注损伤相似
	33-34

	叶酸合PHD14基因敲除
	小鼠，PHD14基因敲除复合250mg/kg叶酸腹腔注射，4周
	叶酸损伤肾小管上皮细胞，引发一系列炎症及免疫反应；PHD14基因对纤维化起保护作用，敲除后促进纤维化形成。模型纤维化发生比率高、重复性好
	35-36

	单侧肾切除复合AngⅡ
	小鼠，左肾切除，1周后行微渗透泵置入手术，灌注AngⅡ，4周
	高血压作用于孤立肾，加重损伤；复合AngⅡ缩短造模时间，同时纤维化程度加重。可用于原发性高血压肾病的研究
	37

	Kim-1REC-tg小鼠模型
	Kim-1REC-tg转基因小鼠，4周
	通过Cre/Loxp位点重组酶原理构建肾小管上皮细胞内特异性表达Kim-1，肾脏发生自发性、进行性炎症损伤，间质纤维化；合并CRF的多种并发症，全面反应人类CKD疾病表型的动物模型
	38-39


肾纤维化模型种类比较多，各方法均有优缺点。药物毒性肾损伤模型，造模方法简便，但用药剂量不等，同一模型，造模时间也有较大悬殊，且易出现其他器官的损害，病变不均一。手术模型虽然有出血、感染的困扰，但模型病变单一，且方法简便，成模时间短，应用比较多。复合模型符合临床疾病复杂性的特点，成模较快，但造模的过程繁琐。转基因模型费用较高昂贵，技术难度大，是其应用受限的主要原因。
实际上，肾纤维化的发生受多因素的共同影响，单一的动物模型不能完整模拟出其发生的病理机制。目前的模型虽然有各种缺点，但在病因方面已完善对肾纤维化发生的认识。以后随着理想模型的创造，将促进对肾纤维化发病机制全面的理解及治疗药物的研发。肾纤维化疾病的发生机制复杂，相关纤维化分子较多。建立肾纤维化动物模型不仅是慢性肾脏病发病机制基础研究工作的需要，也为肾纤维化的药物治疗研究奠定了基础。目前尚未达成完整统一的肾纤维化动物模型评价标准。若能综合模型的生化检验及病理改变建立较完善的综合评价指标，将便于模型的复制及用模型进行相关研究的评价。
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