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狼疮样肾炎小鼠模型研究进展
何艺磊1，杨林承2，李卫东* 

（北京大学医学部基础医学院药理学系，北京 100191）
【摘要】　系统性红斑狼疮(Systemic lupus erythematosus，SLE)是一种以体内产生抗核抗体为特征的自身免疫性疾病，其病因目前未明，一般认为是遗传、环境、内分泌、感染等因素相互作用的结果。狼疮样肾炎小鼠模型与人SLE发病机制和病理变化等有着相似特点，是研究SLE、筛选抗炎免疫药物较理想的实验性病理模型。本文对近年来狼疮样肾炎小鼠模型制备的方法及评价进行了综述。
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【ABSTRACT】Systemic lupus erythematosus(SLE) is characterized by the presence of anti-nuclear antibodies (ANA) directed against naked DNA and entire nucleosomes. Systemic lupus erythematosus is a multifactorial autoimmune disease that affected by genetic, environmental, hormonal, infection factors. But mice with lupus nephritis model and SLE pathogenesis and pathological changes have similar characteristics to human in SLE, which is an ideal experimental pathological model for the study of SLE and screening of anti-inflammatory-immunity drugs. In this article we have reviewed lupus nephritis mouse model preparation methods and evaluations. This would be of its significance through the comparison of murine lupus nephritis model specific methods and evaluation of characteristics.
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系统性红斑狼疮(Systemic lupus erythematosus，SLE)是一种累及多器官的自身免疫性疾病，狼疮样肾炎是其最常见和最严重的并发症。目前研究使用最为广泛的动物模型是自发性小鼠狼疮样模型，如NZB/W，MLR等。然而这些动物模型狼疮样综合征以迟发的形式自然发生，相当耗时，且个体间变异大，实验难以控制。特别是在我国，需从国外引进鼠种，因而大大地限制了动物实验的研究。研制可诱导的、耗时较短的动物模型是深人开展研究有待解决的问题。本文对国内外文献进行研习，对建立多种狼疮样肾炎小鼠模型进行总结。
1. 慢性移植物抗宿主病（GVHD）狼疮样肾炎小鼠模型
慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型是1988年建立的国际公认的狼疮样肾炎小鼠模型[
]，可通过实验诱导，实验条件易控制；并且发病早，诱导后12周就可出现典型的肾脏病理改变，其病变类似人类狼疮样肾炎的典型表现，特别适合狼疮样肾炎的研究。我国在国外文献报道的基础上[
], 成功地复制出慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型, 并动态地观察了该模型不同阶段的肾脏病理改变特点。
1.1慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型
1.1.1慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型制备 无菌分离一周龄雌性DBA/2小鼠脾、胸腺、淋巴结淋巴细胞，剪碎，过80目筛，用淋巴细胞分离液分离细胞，D-Hanks液制成单细胞悬液，其中脾、胸腺及淋巴结细胞的比例为6:4:2。第1次注射日设为0d，于0、3、7、10d静脉注射于8-10周龄雌性(C57BL/10×DBA/2)F1杂交鼠，每次给予50×106个活细胞。对照动物给予等体积的D-Hanks液[1]。
1.1.2慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型的病理变化 模型小鼠于首次淋巴细胞注射后8周体重明显增加，至12周达高峰，腹部明显增大。之后体重逐渐下降，消瘦，其中2只模型小鼠分别于14和15周自然死亡。分阶段处死小鼠后肉眼观察，可见第12周时模型鼠有腹水及胸水形成，肾脏明显增大，颜色苍白，血清呈乳糜样，脾脏、胸腺、淋巴结均明显增大；16周时血清乳糜状改变消失，肾脏较12周时缩小，颜色更苍白。排尿反射法[
]收集小鼠尿标本模型小鼠于首次淋巴细胞注射后8周开始出现尿蛋白，12周达到高峰，一直持续至16周。模型小鼠于12、16周可见尿红细胞。模型小鼠首次淋巴细胞注射后12周时血胆固醇、甘油三酯显著高于对照组；血清总蛋白及白蛋白显著降低。16周时血尿素氮、肌酐明显高于对照组。双链DNA、兔抗小鼠IgG-HRP，用ELISA法检测抗dsDNA抗体[
]。模型小鼠8、12、16周血清抗dsDNA抗体显著高于对照组。按照半定量计分法[
]测量肾小球硬化指数，小管间质损害的总积分为5个组织学特征（小管萎缩、间质纤维化、水肿、炎症、小管再生/退行性病变）单项计分的总和[
]。首次淋巴细胞注射后8周可见肾小球系膜细胞明显增生，注射16周时，肾小球全球硬化，肾小管腔有大量蛋白管型，小管细胞脱落，间质大量单核-巨噬细胞浸润并有基质沉积。荧光检查见注射后8周时，IgG沿肾小球毛细血管壁呈细颗粒状沉积， 12周时则呈粗颗粒状及团块状沉积；8周时C3沿肾小球毛细血管壁呈线状沉积；IgM主要沉积于系膜区。电镜显示模型动物8周时部分足突融合，系膜区、基底膜上皮下及内皮下有电子致密物沉积。
1.1.3 慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型的评价 慢性GVHD狼疮样肾炎小鼠模型病变类似人类SLE，有淋巴结增生、自身抗体形成及肾小球肾炎发生。与其它SLE动物模型比较，慢性GVHD小鼠狼疮样肾炎模型有如下优点：(1)可通过实验介导，避免了从国外进口自发性狼疮鼠的繁杂手续；(2) 疾病发展相对迅速，12周左右就可出现典型的肾脏病变，且组间变异较少，较之自发性狼疮鼠及Pristen诱导的狼疮样肾炎鼠具有省时、易于管理的特点；(3)病变具有明显的阶段性，可进行动态性观察。但是小管间质损害特征的评分由于没有统一标准可能会不准确，况且0-3这四个等级每一个等级的差别可能不会太大，所以有人为误差。但总体来说，该模型为研究的发病机制如遗传、免疫等方面、预防和治疗提供了较好的工具[1]。
1.2国内实验室对慢性GVHD狼疮样小鼠模型的改进
慢性GVHD小鼠模型的发病特点是淋巴样增生，产生与SLE患者相似的自身抗体，及严重的免疫复合物介导的肾脏疾病。与上上述模型不同的是，改进后的模型鼠制备方法更方便、便宜，并且此模型的研究将模型鼠均分为雌雄两组，通过不同性别的发病结果比较发现雌性小鼠更适合做模型[
]。此模型的诱导参照了Bergjk[
]的报道。
1.2.1 慢性GVHD狼疮样小鼠模型制备 取92只6-8周龄雌性(DBA/2×C57BL/6J)F1(即B6D2F1)代杂交鼠，随机分成2组，正常对照组36只，模型组48只，雌雄各半。诱导方法参考文献[8]并略作改良，无菌分离DBA/2小鼠脾脏、胸腺、淋巴结，其比例为3:2:1，在生理盐水中研磨，过150μm和70μm尼龙筛，在显微镜下观察细胞存活状况，并计算细胞数量。模型组每只鼠每次取5.0×107个淋巴液活细胞，从尾静脉注射到(DBA/2×C57BL/6J)F1杂交鼠体内，注射时间分别为0、3、7和10d。对照组给予等体积生理盐水[7]。
1.2.2 慢性GVHD狼疮样小鼠模型的发病机制 慢性GVHD是将亲代淋巴细胞移植给F1杂交鼠而诱导，发病机理为MHC类部分不相容，本模型母鼠(DBA/2)的基因型为H-2d，父鼠(C57BL/6×C57BL/10等)的基因型为H-2b，杂交后F1小鼠的基因型是H-2d/b，其MHC类部分相同。供体DBA/2鼠缺少抗F1T细胞的同种异体的细胞毒性CD8-T细胞，MHC-Ⅰ类CD8-T细胞没有活性，伴随INF-Ƴ含量下降，及CTL细胞减少；供体抗同种异体MHC-Ⅱ类CD4-T细胞激活受体B细胞，导致F1小鼠B细胞大量增殖，产生自身抗体，出现SLE样表现。然而当C57BL/6或C57BL/10鼠的淋巴细胞输入F1鼠体内时，CD8-T细胞有活性，CD4-T细胞无活性，发生急性致命性移植抗宿主病反应(aGVHD)。Via等研究DBA/2鼠与C57BL/6脾细胞相比，CD8-T细胞少2倍，具有抗B6D2F1特异的CTL细胞少9倍[
]。因此，DBA/2鼠缺少适当数量的Lyt2+T(CD8-T)细胞和细胞毒性T细胞是引起慢性GVHD的决定因素[
]。
1.2.3 慢性GVHD狼疮样小鼠模型的病理变化 模型组小鼠从第4周开始，活动度减少，第8周体重开始增加，毛发略暗，大部分鼠出现皮下水肿，部分鼠出现大量腹水，有的鼠出现抽搐样表现。第10周，腹部明显增大，行动较迟缓，毛发无光泽。处死观察：打开腹腔流出大量澄清腹水，脾脏、肾脏明显增大，肾脏苍白，分离血清呈乳糜样，对照小鼠无上述表现。10 周时，有1只小鼠死亡，12周病情加重，有2只小鼠分别于12周死亡。模型小鼠与对照小鼠的存活率分别为94.75%、100.00%。小鼠成模率为96.00%，未成模小鼠均为雄性。
经实验发现，模型小鼠在诱导后2周开始出现蛋白尿，同时有自身抗体产生，4周血生化指标出现改变，血肌酐、尿素氮、胆固醇明显升高，白蛋白降低，甘油三脂升高，到第12 周白蛋白减少，血肌酐、尿素氮、胆固醇、甘油三脂升高。肾脏病理4周开始出现轻度系膜增殖，8周加重，系膜中度增殖，肾间质炎细胞浸润，肾小管大量蛋白管型。12周肾小球系膜中到重度增殖，内皮下大量免疫复合物，局灶或弥漫肾小球硬化，出现类似人类VI型狼疮肾炎表现。免疫荧光IgG、C3、IgM在8周时为+，12周免疫荧光为+++，电镜表现为内皮下大量沉积物。另外本实验发现雌性小鼠更易发病，提示雌性小鼠更适合该模型的制作，与文献报道一致[
]。
模型小鼠蛋白尿随诱导时间的增加而逐渐增高，小鼠早期出现蛋白尿与高死亡率有关[
]，随蛋白尿增加死亡率增加。模型鼠出现抗dsDNA抗体，第8周开始，各组差异显著，但滴度较低，最高1：40。Van等报道这种模型鼠产生抗dsDNA抗体及其他尚不知道的抗核抗体(ANA)，但不出现抗Sm或抗P抗体，并且这些抗体的滴度较MRL/lpr或NZB/W鼠低，因此推测高亲和力的抗dsDNA抗体及抗Sm或抗P抗体可在循环中出现，但可能并不引起肾炎的发展9。
1.2.4 慢性GVHD狼疮样小鼠模型的评价 Bruun等[
]报道，小鼠诱导后12-14周，肾脏出现肾小球系膜节段、弥漫增生及膜性肾小球肾炎严重者出现球性肾小球硬化。多数小鼠显示增生型的肾小球病变，还表现为慢性间质性肾炎，浸润细胞主要由T细胞和巨噬细胞组成。用本方法诱导的模型12周时上述这些病变均可见到，但主要为弥漫增生性肾小球肾炎，类似人类狼疮样肾炎Ⅳ型及Ⅳ型伴节段肾小球基底膜钉突形成。另外，肾小球基底膜钉突的产生与其自身免疫病的发病机理有关，Rose-Marie等比较慢性GVHD狼疮小鼠与MRL/lpr小鼠时发现，表现为弥漫增生性肾小球肾炎的MRL/lpr小鼠洗脱液中的抗DNA抗体，比表现为Ⅳ型伴节段肾小球基底膜钉突形成的慢性GVHD狼疮小鼠洗脱液中的抗DNA抗体具有高亲和力[
]。
国外多采用C57BL/10与DBA/2的F1小鼠制做模型，用无菌的RPMI1640液制成单细胞悬液注射，经微孔筛过滤后，将过滤后的混合液注射到小鼠体内。由于国内C57BL/10小鼠较少，此模型选用其同一家系的C57BL/6与DBA/2的F1小鼠制作模型，鼠源丰富；用无菌的生理盐水制成单细胞悬液注射，生理盐水较RPMI1640液配制简单，又可降低实验成本。慢性GVHD狼疮小鼠的诱导，除了应用雌性DBA/2与雌性(C57BL/10或C57BL/6×DBA/2)F1小鼠外，也有应用雌性BALB/c与雌性(C57BL/6×BALB/c)F1小鼠，雌性BALB.D2小鼠与雌性(C57BL×BALB.D2)F1小鼠，但后两者不能发展为肾小球硬化。进一步研究发现，诱导后的(C57BL/10或C57BL/6×DBA/2)F1小鼠有CD11α阳性细胞，CD11α阳性细胞是CD45阳性细胞和MHC-II阳性细胞，而其他两种鼠无此现象，考虑CD11α阳性细胞可能与肾小球硬化有关，并有用抗CD11α和抗CD45单克隆抗体治疗慢性GVHD小鼠的报道[
]。用这种略加改良的方法诱导的狼疮小鼠模型具有复制简便，经济，快速，病变典型等优点，值得推广[7]。
2．降植烷诱导C57BL /J6狼疮样肾炎小鼠模型
SLE目前的发病机制仍未明了。体内可检测到特异性自身抗体尤其是针对细胞核成分的抗体对SLE狼疮样肾炎诊断具有特异性，由此推断体内衰老或死亡细胞可能是自身抗原的来源。化学物质降植烷常可存在于废油垃圾中，为细胞膜激活剂，与脂质双分子和细胞膜结合，在一定浓度下对细胞造成毒性。利用降植烷诱导C57BL/J6狼疮样肾炎小鼠模型，为探讨疾病的发病机制和开发新的诊疗手段提供研究工具[
]。
2.1降植烷诱导C57BL/J6狼疮样肾炎小鼠模型制备 取30只8周龄雌性C57BL/J6小鼠分为两组，造模组15只予一次性腹腔注射降植烷0.5ml，阴性对照组15只予一次性腹腔注射生理盐水0.5ml。脾脏细胞的直接免疫荧光标记注射后第5、10天造模组和对照组分别处死5只小鼠。采用酶联免疫法检测dsDNA抗体[
]。
2.2降植烷诱导C57BL /J6狼疮样肾炎小鼠模型的病理变化 小鼠注射降植烷后，第5、10天脾脏中的巨噬细胞、树突状细胞和颗粒细胞均有不同程度的活化，T细胞表面的活化标志无明显改变；造模组中B细胞表面的活化标志CD21、CD86、MHC-Ⅱ均有不同程度增加，随时间的延长，增加程度增多；CD23无明显变化。抗dsDNA抗体和ANA的出现是诊断狼疮样肾炎的“金标准”(golden marker)[
]。造模组注射降植烷3个月后，30%的小鼠血清可检测到ANA，4个月后约80%的小鼠血清可检测到ANA，核型可见斑点型、核仁型和均质型。造模组在降植烷注射4个月后抗dsDNA抗体阳性率为89%。造模组注射降植烷4个月后部分小鼠开始出现蛋白尿，7个月时约78%的小鼠出现蛋白尿，随着时间的推移，蛋白尿的阳性率和尿蛋白量均有所增加，而对照组尿蛋白均≤+，不随时间的增加而变化。该结果与文献报道一致[
]。造模组肾脏病理切片HE染色显微光镜下显示，部分肾小球体积增大，细胞数量明显增多，近曲小管上皮细胞肿胀明显，管腔狭窄，可见颗粒样变性，提示肾小球上皮细胞增生; 部分肾小管上皮样细胞可见水肿样变性，间质散在淋巴细胞浸润，纤维组织增生。小鼠肾脏冰冻切片经FITC羊抗鼠IgG免疫荧光染色，荧光显微镜下显示，注射降植烷造模组可见肾小球部位荧光分布呈线性，沉积于肾小球系膜毛细血管襻，衬托出肾小球轮廓，提示IC在肾小球沉积[16]。
2.3降植烷诱导C57BL/J6狼疮样肾炎小鼠模型的评价 运用降植烷诱导C57BL/J6狼疮样肾炎小鼠模型，对动物和实验条件的要求相对较低，制备方法简便，腹腔一次注射即可，疾病发展时间较长，发病情况从临床、免疫学及病理方面与人类狼疮更相似。但本模型发展时间较长，而且难以排出长时间中其他因素的影响，需要大量培养以保证最后成功的模型数量。探讨该模型的特点，不仅对进一步研究其发病机制及其与人类SLE的相关性，合理利用该模型进行基础研究和开发新的治疗方案具有一定的指导意义，而且对研究环境因素在SLE发病中的地位提供了研究手段[16]。
研究发现人类和小鼠系统性红斑狼疮的CD1d限制性NKT细胞的数量明显减少，这表明对调控系统性红斑狼疮有重要的作用。经过筛选和检测DNA，挑选出CD1d缺失的小鼠并进行检测。在此模型中，降植烷诱导的CD1d限制性NKT细胞缺失加剧了狼疮肾炎。CD1d的缺乏不仅能够增加自身抗体的产生，在野生型小鼠接种降植烷会导致NKT细胞和表达CD1d的树突状细胞数量减少并且功能丧失[
][
][
]。通过抗体的分析和肾脏的观察可以看出CD1d的缺乏会加剧小鼠狼疮样肾炎的发生。疾病的加重与下列因素有关：1）T细胞分泌的TNF-α和IL-4减少，特别是在疾病的诱导期；2）B细胞边缘区的扩大[
]。
3．同种异体淋巴细胞致狼疮肾炎小鼠模型
近几年，同种异体淋巴细胞诱导的狼疮样肾炎小鼠模型由于制备时间短，经济方面等正日益受到重视和推广研究。采取昆明小鼠同种异体脾淋巴细胞经Lectin剌激后注入小鼠皮下的方法能够成功复制出狼疮样肾炎模型，为探讨、研究人类狼疮样肾炎的病因、发病机理及寻找治疗方案等提供了实验基础[
]。
3.1同种异体淋巴细胞致狼疮样肾炎小鼠模型制备 取Ⅱ级封闭型雌性昆明小鼠20只，体重为20～22g，随机分为两组：模型组(A组)，对照组(B组)各10只。A组：前3周，采用改良方法，只每周皮下注射经Lectin(10mg/L)剌激的同种异体淋巴细胞至第5周，每2周注射一次淋巴细胞，共两次。B组：向其皮下注射生理盐水，时间间隔同A组，观察饲养3个月[20]。
3.2同种异体淋巴细胞致狼疮样肾炎小鼠模型的病理变化 A组dsDNA抗体滴度显著升高，蛋白尿排泄量明显异常(+～+++)，IgG呈现颗粒状沉积于肾小球系膜区、毛细血管壁，肾小管亦有IgG颗料状沉积。光镜下通过HE、PAS染色可见A 组肾小球系膜细胞增多，系膜轻、中度增生。Masson 染色未见到明显的嗜复红蛋白沉积。电镜观察到A 组肾小球系膜细胞增多，系膜呈轻中度增生，上皮细胞足突部分融合，内皮细胞下有部分致密物沉积[20]。
3.3同种异体淋巴细胞致狼疮样肾炎小鼠模型的评价对实验的动物检查发现三个月时已出现明显血清生化、组织病理改变，其中dsDNA抗体增高、C3水平降低是狼疮样肾炎特征的表现[
]。尿中有不同程度的蛋白尿，亦说明肾功能有不同程度的损害。大量研究表明，SLE患者体内产生的自身抗体主要针对凋亡细胞的表面抗原或核成分，提示凋亡细胞是体内自身抗原的主要来源。Lulin[
]、奚华国[
]等认为dsDNA抗体生成与活化淋巴细胞数量有关，皮下免疫大于106个，才容易产生dsDNA抗体，活化淋巴细胞中的活性染色质是打破耐受、诱生抗dsDNA抗体的真正自身抗原。正常机体对未活化的静止染色质呈耐受状态。活化淋巴细胞通过染色质激活Th淋巴细胞，辅助具有应答潜能的能识别天然DNA的B细胞生成抗体。吴厚生等亦认为活化淋巴细胞的核及染色质是诱发双链DNA抗体产生的有效免疫原[
][
]。最近国外也有学者认为，通过外源性剌激物ConA或LPS等激活了脾淋巴细胞的nucleobindin基因，其与自身抗体dsDNA产生有直接关系[
]，故我们推知，在动物模型中，由于Lectin激活了脾淋巴细胞的nucleobindin基因，诱导dsDNA等自身抗体的生成，沉积于肾组织，发生病理改变，引起与人类相似的狼疮样肾炎。因此，利用同种异体淋巴细胞建立的狼疮样肾炎模型为进行狼疮研究提供了条件[20]。
4. NZM2328狼疮样肾炎小鼠模型
在NZB/W派生的新西兰混合（NZM）系小鼠中，只有NZM/Aeg2410(NZM2410)已经被研究者所了解。与NZM2410相比，NZM2328小鼠产生自身抗体和急剧严重的慢性肾小球肾炎在雌性占优势和NZB/WF1以及人类系统性红斑狼疮相同。模型中有四个SLE易感性基因间隔被确定。NZM品系和C57L/J与C57BL/6等不同易感基因位点的确定对研究SLE的发病机制以及小鼠模型和人的相似基因位点研究有重要意义[
]。
5.总结
系统性红斑狼疮是常见的一种自身免疫病，迟早几乎全部累及肾脏而发生狼疮样肾炎[
]。狼疮样肾炎小鼠模型的研究对探索SLE的发病机制和开发新的诊疗方法有重要的意义。模型可分自发性和诱导性两类。自发性小鼠模型在自然状态下发生，主要有BXSB/MpJ、NZB/W.F1和MRL/lpr3等系列，但国内尚不能自行生产，诱导性模型成为研究SLE常用的动物模型[
]。常见的有：通过对不同遗传背景的F1代小鼠在给予亲代淋巴细胞免疫诱导后建立的以自身免疫性肾炎为主要表现的慢性GVHD动物模型，如(BALB/c×C57BL/6)F1代、(C56BL/10×DBA/2)F1代回输BALB/c或DBA/2亲代淋巴细胞[
][
]；化学物质诱导的动物模型，如输注刀豆蛋白A(ConA)活化淋巴细胞、细菌脂多糖(LPS)等，甚至运用对二苯胺(PPD)涂抹皮肤致小鼠SLE模型 [32][
][
]；对同种异体淋巴细胞致狼疮样肾炎小鼠模型的方法进行改良，舍弃难以无菌分离的胸腺及肠淋巴细胞，只对脾淋巴细胞经Lectin剌激培养，因为因胸腺细胞抑制多克隆B细胞活化，不利于GVHD模型诱导[
]。同时，与BALB/C小鼠相比，可利用价格较低的昆明小鼠在较短时间内制备狼疮样肾炎模型。近20年来，有大量关于基因位点的研究成果出现，但只有最近才开始明确导致疾病的具体基因[
]。
文章中出现的常见或者不常见的模型都各有利弊，很难评价哪一种狼疮样肾炎模型是最好的，它们对于研究人类SLE都有很高的价值。
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