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【摘要】 糖尿病肾病（diabetic nephropathy,DN）已成为导致终末期肾病的主要原因之一。小鼠是研究人类疾病最常用的实验动物优势明显。目前常用的DN小鼠模型难以完全模拟人类DN病变，限制了DN发病机制和治疗措施的进展。近年来应用基因工程技术和杂交技术建立了一些新的DN小鼠模型，其中部分模型能较好地模拟人类DN的典型病变。本文总结常见DN小鼠模型特点的基础上，对新建立的DN小鼠模型疾病表现、肾病特点及应用进行了分析，从而有助于DN发病机制的深入认识及DN研究中动物模型的合理选择。 
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【ABSTRACT】 Diabetic nephropathy(DN) is one of the main causes of end stage renal diseases. Mice provide a common experimental model of unparalleled flexibility for studying human diseases. Even though some diabetic mouse models exist, not a single one develops renal changes sufficiently reflecting those seen in humans. Progress in identification of effective therapies and pathogenesis for diabetic nephropathy continues to be limited by the lack of ideal animal models. New diabetic mouse models were developed by uses of technique for gene engineering and cross, some of which could recapitulate some typical renal pathological changes of human advanced DN. Here we reviewed the character of common DN mouse models, analyzed disease manifestations, nephrotic features and application of new developed DN mouse models. This would be beneficial for understanding of the disease process and guiding for choosing the most suitable mouse model for the investigation of diabetic nephropathy.
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)作为糖尿病(diabetes mellitus，DM)最常见也是最严重的微血管并发症之一，在多数国家已成为导致终末期肾病(end stage renal disease, ESRD)的主要原因。由于DN发生发展涉及遗传、血流动力学改变、氧化应激、炎症等诸多因素，其病理机制错综复杂，目前尚未完全阐明，因此也缺乏有效的治疗药物与措施[1]。良好的动物模型对DN发病机制和治疗药物发现至关重要。小鼠作为目前应用最广的实验动物，其品系众多，且每种品系都有自己的表型特征，小鼠基因组测序图谱可从互联网免费获得，利用基因工程技术进行某个或多个基因的敲降或过表达便于实现，在动物模型研究中有着其他种属无可比拟的优势[2]。有关DN小鼠模型的相关研究也最为深入。因此，本文重点对DN小鼠模型的研究现状综述如下。
1. DN的临床病理特征
理想的DN小鼠模型应模拟DN的所有临床病理特征。来自DN患者肾活检的病理检查表明，微量蛋白尿期表现为肾小球肥大，基底膜轻度增厚，系膜轻度增生，肾小管上皮细胞空泡和颗粒变性。进展期病理表现为肾小球毛细血管基底膜弥漫增厚；系膜基质重度增生，形成DN特异性的Kimmelstiel-Wilson结节；渗出性病变表现为肾小囊玻璃滴状病变和肾小球毛细血管袢纤维素样帽状病变，肾小球毛细血管微血管瘤形成， 出入球动脉玻璃样变等血管病变，此外，进展期还伴有肾小管间质纤维化[3, 4]。
2. 理想的DN小鼠模型的评价标准
然而，到目前为止，还没有任何一种DN模型能够模拟人类DN全部病理特征，特别是DN进展期和晚期的特征性病理改变[5]。为了推动DN动物模型的发展，美国国立卫生研究院创建了糖尿病并发症动物模型协会（Animal Models of Diabetic Complications Consortium，AMDCC），其制定了理想DN小鼠模型的标准并在2009年进行了更新：（1）模型动物GFR减少50%以上；（2）尿微量白蛋白与正常对照动物相比应升高10倍以上；（3）用于正常对照的小鼠年龄、性别及遗传背景应匹配；（4）病理检查应包括肾小球系膜基质扩张的评价，最好表现出肾小球系膜溶解和结节性硬化，肾小球基底膜增厚50%以上；伴有小动脉透明变性；（5）DN模型动物晚期应包括肾小管间质纤维化病变[6]。
3. 常见的DN小鼠模型
目前DN研究中常用的小鼠模型包括诱发性和自发性2类。诱发性DN小鼠是指用化学药物或高能量饮食诱导产生类似DN的表现，自发性DN小鼠模型指未经任何有意识的人工处理，在自然情况下生染色体畸变、基因突变，并通过定向培育而产生的DN模型。现将常见的DN小鼠模型根据疾病类型介绍如下（表1）：
3.1 1型DN小鼠模型
3. 1.1 链脲佐菌素（streptozocin, STZ）诱导
STZ化学名称为2-甲基-2-(3-亚硝基脲)-D-吡喃糖，是一个类似葡萄糖的化合物，它能被胰岛β细胞高表达的GLUT-2转运到细胞中，引起DNA断裂导致胰岛β细胞死亡。一次性大剂量注射STZ（150-200mg/kg体重）能诱导长期的高血糖，产生明显的白蛋白尿，有研究表明大剂量STZ诱导的DM小鼠与小剂量多次注射诱导的DM小鼠相比血糖水平相近，但尿白蛋白水平显著升高，提示STZ本身可能具有肾毒性，但由于缺乏严格的有力证据。因此大剂量STZ诱导的DN小鼠模型仍广泛应用。小剂量多次注射STZ（40-50mg/kg连续5天）可减轻其非特异性的肾毒性。但不同品系小鼠对STZ的敏感性存在很大差异，必须造模时根据动物品系适当调整STZ的剂量。STZ诱导的DN小鼠模型5周内发生白蛋白尿，并伴有肾小球肥大。随实验周期延长，发生系膜扩张，在诱导高血糖后15-30周，一些品系小鼠会出现系膜硬化，个别品系小鼠会出现血管透明样变和结节性肾小球硬化[2]。
3.1.2 NOD小鼠
NOD小鼠能产生自发性胰岛素依赖型DM，是研究1型DM的良好模型[7]。随着胰岛β细胞破坏的加重，NOD小鼠进行性发展为显著的DM，同时也会发生典型的DN，如：尿蛋白排泄进行性加重，系膜细胞增生，细胞外基质增多，肾小球和肾小管基底膜增厚，免疫球蛋白沉积增加，并出现明显的肾小球硬化，血肌酐水平升高[3]。
3.1.3 Akita小鼠
Akita 小鼠是C57BL /6 小鼠常染色体胰岛素II基因显性突变引起胰岛B 细胞缺乏，导致胰岛素分泌大量减少的类似于1型DN的模型。其早期表现为足细胞凋亡增加，随进展为轻度蛋白尿、系膜扩张、基底膜增厚及肾小管间质纤维化等改变。其缺陷在于该模型不发生结节性肾小球硬化和系膜溶解等DN典型病变，且系膜区存在不明原因的IgA沉积[8]。
3.1.4 OVE26 小鼠
OVE26 小鼠是由于FVB小鼠胰岛β细胞钙调蛋白高表达，导致胰岛β细胞死亡、胰岛素合成分泌障碍所致的一种Ⅰ型DM动物模型，该模型从 2.5月龄起出现肾小球肥大，肾小球膜基质扩张，基底膜增厚，随着病程的延长，出现白蛋白尿，足细胞数目减少，弥漫性和结节性的肾小球硬化，类似于典型的Kimmelsteil-Wilson损害，晚期出现肾小管扩张、萎缩、蛋白管型等小管间质性改变，单侧肾切除可加重肾脏病变的发生[9-11]，其缺点是病程较长，生育能力弱难以大量繁育。
3.2  2型DN小鼠模型
3.2.1 db/db小鼠
Db/db小鼠是C57BLKS/J或C57BL/6小鼠瘦素受体基因G-T点突变所致的肥胖性2型DM模型。为常染色体隐性遗传， 8周龄血糖明显升高，GFR升高，出现白蛋白尿，12周起出现肾肥大，肾小球增大，系膜基质扩张，足细胞丢失及基底膜增厚等肾病变，28周时还可出现局灶性肾小球硬化，其病程进展与人类比较相似，但人类DN晚期的肾脏病变如结节性肾小球硬化症和肾小管间质性纤维化不易观察到[12]。因此db/db小鼠是研究DN早期病变的一个良好的动物模型。有研究表明，遗传背景对db/db小鼠肾病变有重要影响，遗传背景为C57BLKS/J的db/db小鼠与C57BL/6相比肾脏病变更为严重。
3.2.2 KKay小鼠
KKay小鼠是 KK小鼠编码调节皮毛颜色的agouti基因突变而培育的一种自发性2型DN模型，l6周龄起出现明显的肥胖、高血糖，高血脂，并伴有蛋白尿和肾小球系膜增生，24周龄时肾小球细胞外基质增加，基底膜增厚，出现结节性肾小球硬化。是研究2型DN早期病变的良好动物模型[13]。给予高脂饲料合并单侧肾切除能够加重其肾病理改变[14]。但后期出现肾盂积水，骨盘极端膨大，死亡率高，因此不适用DN晚期病变研究。
3.2.3 新西兰肥胖小鼠（New Zealand Obese mouse，NZO mouse）
NZO小鼠是源于新西兰筛选的一种多基因改变的DM肥胖小鼠，其肾脏病变主要表现为肾小球细胞增生，系膜物质沉积、轻微的基底膜增厚及嗜酸性结节形成等，这些改变与狼疮性肾炎病变更为接近，而非DN的典型病变[13]。
3.2.4 高脂饮食诱导
脂代谢紊乱在DN中的作用已被大多数研究所证实。有学者以含40%脂肪的高脂饲料喂养C57BL/6小鼠，出现肥胖，高胰岛素血症，高血糖，13周起出现明显的肾小球肥大，IV型胶原和α-SMA水平9周龄明显升高。另一项相似的研究也发现以60%脂肪的高脂饲料诱导C57BL/6小鼠12周后，小鼠24h尿白蛋白水平明显升高，肾小球肥大，细胞外基质明显增加，部分肾小球基底膜不规则增厚，足细胞足突融合消失等病变[15, 16]。
表1. 常见的DN小鼠模型特征比较
Table 1. Feature comparison of classical DN mouse models
	动物模型名称
	遗传背景
	性别
	干预手段
	疾病类型
	出现表型时间
	优点
	缺点
	主要参考文献

	STZ诱导
	多品系：C57BL/6J,
C57BLKS,
Balb/c, ICR,
DBA2
	雄性
	STZ注射诱导胰岛素合成分泌障碍
	I型糖尿病
	5-30周
	造模简单方便，适用的品系多，重复性好，
	可能有非特异的肾毒性，不同品系对STZ敏感性有差别
	[2]

	NOD小鼠
	源于ICR小鼠的近交系
	雌性
	胰岛β细胞自发性免疫损伤
	I型糖尿病
	22-52周龄
	其胰岛β细胞的自发性损害与人类1型糖尿病较为相似
	发生糖尿病时间不确定，缺乏理想的正常对照品系，生存周期较短
	[2, 17]

	Akita小鼠
	C57BL/6, C3H, DBA/2, 129SvEv
	雄性
	胰岛素2基因突变
	I型糖尿病
	8-54周龄
	繁育能力强，已商业化，易于获取
	仅C57BL/6品系的商业化小鼠，其对DN较抵抗，肾小球有不明原因的IgA沉积
	[2, 8]

	OVE26小鼠
	FVB
	雄性
	胰岛β细胞OVE基因过表达
	I型糖尿病
	2-9月龄
	出现与人类DN晚期相似的K-W结节样改变
	病程较长，繁育能力弱
	[3, 11]

	db/db小鼠
	C57BL/6,
C57BLKS,
DBA, FVB,
CBA
	雄性
	瘦素受体基因突变
	II型糖尿病
	8-25周龄
	肾小球病变与人类DN早中期病变比较相似
	繁育能力差，瘦素受体突变在人类DN上少见，肾小管间质改变比较轻微
	[12, 13]

	KKay小鼠
	KK
	雄性
	Agouti基因突变
	II型糖尿病
	12-24周龄
	模拟了多数人类DN早期的肾病变
	高血糖出现时间不确定，肾小球病变比较缓和
	[13, 18, 19]

	NZO小鼠
	NZB
	雄性，雌性
	染色体 1, 2, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13, 15, 17, 18数量性状遗传位点引起
	II型糖尿病
	6-9月龄
	肾小球病变突出
	病程长，肾病变与狼疮性肾炎相似
	[13, 20]

	高脂饲料诱导
	C57BL/6
	雄性
	高脂饲料喂养诱导胰岛素抵抗和高血糖
	II型糖尿病
	4-21周
	造模简便，易于操作
	高血糖不明显，肾小球病变比较轻微，仅对C57BL/6敏感
	[13, 15, 16]



4. 最新发展的DN小鼠模型
虽然常见的DN小鼠模型已得到广泛应用，然而，这些模型病变较为缓和，难以完全模拟人类DN进展期的典型病变，促使研究人员探索更为理想的DN小鼠模型。近年来随着生物技术的不断发展，基因工程技术及遗传杂交方法的进步，国内外学者在DN小鼠模型研究领域开展了大量工作，建立了一些新的DN小鼠模型。特别是近年来研究的一些DN小鼠模型已经较好地模拟人类DN部分的典型病理特征（见表2）。
4.1 BTBRob/ob小鼠
Ob/ob小鼠是一种由于瘦素基因发生点突变所致的一种肥胖型2型DM小鼠，但其肾脏病变十分轻微，在与BTBR小鼠杂交后所产生的BTBRob/ob小鼠能发生高血糖，蛋白尿，肾小球结节性硬化、系膜溶解及小动脉透明样变等与人类DN晚期相似的典型病变，其肾功能和病理改变几乎能完全满足AMDCC所列出的DN模型质量标准，且其病程与其他DN模型相对较短，是用来评价药效的一种非常有前途的良好模型[13]，但由于BTBRob/ob小鼠生育能力差，限制了其进一步的应用。
4.2 eNOS基因缺失的db/db小鼠
Nakagawa 利用基因敲降和杂交筛选的方法建立了eNOS基因缺失的db/db小鼠模型，发现该模型再出现高血糖、高血压的同时，也表现出明显的白蛋白尿，肾脏发现肾小球膜基质扩张、小动脉透明样变、系膜溶解及Kimmelstiel-Wilson结节改变等DN特征性病变[21, 22]，在AMDDC 2009年的综述中eNOS基因敲除的db/db小鼠被评价为目前最好的复制人类DN晚期结构和功能改变的动物模型。
4.3  megsin RAGE iNOS三重转基因小鼠
为研究多种基因改变在DN进程中的作用，将转基因RAGE/iNOS小鼠与转基因megsin小鼠杂交后得到megsin 、RAGE及 iNOS均高表达的三重转基因小鼠，动物16周龄后表现为类似于1型DN，出现血尿素氮和肌酐水平的异常升高，尿白蛋白排泄率增加，肾脏病变表现为肾小球肥大，严重的肾小球系膜扩张，基底膜增厚，Kimmelstiel-Wilson结节样损害，小管间质性病变如肾小管间隙扩张、炎症细胞浸润等[23]。
4.4 Integrinα1/Akita双重基因敲除小鼠
将Integrin a1基因敲除小鼠和Akita基因敲除杂交后得到的Integrinα1/Akita双重基因敲除小鼠在出现自发性DM，6月龄时尿白蛋白升高了16倍，GFR降低，肾小球系膜基质明显扩张，基底膜增厚2倍，并出现弥漫性结节性肾小球硬化[24]。
4.5 转基因ICER Iγ小鼠
Akari等将大鼠ICER Iγ基因转入C57BL/6小鼠身上使其在胰岛细胞过度表达，8周后GFR升高，肾小球肥大，20周后GFR到达峰值，尿蛋白排泄率明显增加，40周后出现弥漫性肾小球硬化病变，肾小球基底膜明显增厚，此时GFR减少，尿蛋白排泄率增加，该模型生存周期长，其肾损害进展与人类相似，是一种较好的研究DN的动物模型[25]。
4.6 GIPRdn转基因小鼠
Hudkins建立了一种表达葡萄糖依赖促胰岛素多肽受体（glucose-dependent insulinotropic polypeptide receptor, GIPR）突变的转基因小鼠，该模型表现为胰岛发育的早期障碍，在出现早期糖尿病的同时，并不发生肥胖或胰岛素抵抗。由于2型DM患者也有葡萄糖依赖促胰岛素多肽促胰岛素活性的降低，因此认为该模型能模拟人类2型糖尿病的一些重要表现。其肾脏并发症主要表现为与糖尿病相关的进展性的肾损害。包括肾、肾小球及足细胞的肥大，基底膜增厚，肾小球足细胞密度降低，进展性的肾小球硬化性蛋白尿及肾小管间质改变。它被认为是一种很好的新的研究DN发病机制和评价DN新药疗效的小鼠模型[13, 26]。
4.7 足细胞胰岛素受体敲除（PodIR knock out）小鼠
为了研究足细胞胰岛素信号对肾小球功能与结构的影响，Welsh等建立了一个足细胞胰岛素受体特异性敲除的小鼠模型。该模型小鼠在血糖、血压及胰岛素水平正常的情况下，8周龄出现明显的白蛋白尿、广泛的足细胞足突丢失和足细胞凋亡。13周龄时发生肾小球系膜基质增加、基底膜增厚及肾小球硬化，随着年龄增加，其肾病变更为突出和明显。尽管这种病变与DN典型的肾小球硬化有所区别，但该研究提示了足细胞胰岛素受体在DN肾小球硬化中的重要作用[27]。
4.8 NONcNZO10/LtJ小鼠
NONcNZO10/LtJ小鼠是由非肥胖非糖尿病小鼠与NZO小鼠杂交获得的一种多基因2型DM模型。主要表现为内脏肥胖、高血糖、血脂紊乱和胰岛萎缩，在8月龄出现白蛋白尿，1年后尿白蛋白肌酐比值超过1000μg/mg，并出现典型的肾小球硬化症，同时也伴随有非DN典型病变如肾小球毛细血管脂质沉积，小动脉周淋巴细胞浸润，这些病变在其父代非糖尿病小鼠也可见到，提示其可能与糖尿病无关[6, 28]。
4.9转基因RAGE小鼠
将人类RAGE基因转入1型DM小鼠使其血管内皮细胞过度表达RAGE，4个月后，RAGE转基因DM小鼠出现尿白蛋白排泄增加，血清肌酐水平增高，肾脏出现体积增大，肾小球肥大，基底膜增厚，小动脉透明样变及肾小球硬化等改变[29]。
4.10 转基因GLUT-1小鼠
Heilig等建立了一种转基因GLUT-1过表达的小鼠模型，该模型小鼠的肾小球系膜细胞和小血管高表达GLUT-1，但不发生DM，肾脏病变表现为弥漫性的肾小球系膜基质扩张， 26周龄发展为中等程度的肾小球硬化，并可见结节样改变，但与人类DN K-W结节并不相似[30]。
表2. 新发展的DN小鼠模型特征比较
Table 2. Feature comparison of the new developed DN mouse models
	动物模型名称
	遗传背景
	性别
	干预手段
	出现表型时间
	优点
	缺点
	最早文献报道时间
	主要参考文献

	BTBRob/ob小鼠
	BTBR
	雌性，雄性
	瘦素基因突变
	8-24周龄
	病程较短，模拟人类DN晚期的大多数特征性病变，已商业化
	繁育能力差，价格昂贵，来源有限
	1997
	[3, 31]

	eNOS基因缺失db/db小鼠
	C57BLKS/J
	雄性
	eNOS基因缺失
	24-26周龄
	模拟了人类2型DN的多数特征肾小球病变，已商业化，
	价格昂贵
	2006
	[6, 32]

	megsin RAGE iNOS三重转基因小鼠
	CD-1 +C57BL/6N
	未提及
	Megsin、RAGE及iNOS基因过表达
	8-16周龄
	病程短，仅发生部分DN晚期的病变
	未商业化，难以获取
	2006
	[23]

	Integrinα1/Akita双重基因敲除小鼠
	C57BL/6
	雄性
	Integrinα1和Akita基因敲除
	4-6月龄
	模拟了多数DN晚期的大部分肾小球病变
	肾小管间质病变不明显，未商业化
	2012
	[24]

	ICER Iγ转基因小鼠
	C57BL/6J
	雄性
	胰岛β细胞ICER Iγ过表达
	8-40周龄
	在长期高血糖下表现出进展性的糖尿病肾损害，无STZ诱导的非特异性肾毒性
	病程较长，未见到特征性DN晚期的K-W结节病变
	2004
	[25, 33]

	GIPRdn转基因小鼠
	CD-1
	雄性和雌性
	突变的GIPR过表达
	8-28周龄
	肾脏进展性的病理改变与人类DN肾病变平行，是研究DN发病机制及药效评价的一种良好模型
	未商业化，DN晚期的特征性病变少见
	2005
	[13, 26]

	PodIR knock out小鼠
	C57BL/6+129/SV+FVB
	未提及
	足细胞胰岛素受体特异性敲除
	5-13周龄
	病程较短，肾脏病理改变较重
	未商业化，不表现为高血糖，肾小球硬化表现与人类DN相差较大
	2010
	[3, 27]

	NONcNZO10/LtJ小鼠
	NON/LtJ +NZO/HlLt
	雄性
	染色体 1, 2, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13, 15, 17, 18数量性状遗传位点引起
	6月-1年龄
	已商业化，肾小球病变明显
	病程长，伴有非典型DN的肾小球毛细血管栓，脂质及IgA沉积改变
	2002
	[13, 34]

	转基因RAGE小鼠
	CD-1
	雄性
	iNOS和RAGE基因过表达
	4-8月龄
	模拟了DN晚期弥漫性肾小球硬化病变
	病程较长，未见DN晚期的其他特征性肾小球病变，肾小管间质病变轻微
	2001
	[29]

	转基因GLUT-1小鼠
	C57BL/6J
	未提及
	GLUT-1基因过表达
	18-26周龄
	较好地模拟了部分DN病变，利于研究细胞内高糖在DN发病中的作用机制
	未商业化，与人类DN的K-W结节改变不相似
	2010
	[30]



5. 结语
小鼠模型的使用为DN研究提供了非常有价值的信息，目前已经建立了一些良好的DN小鼠模型。AMDCC研究人员和其他研究者通过遗传筛选或基因工程技术建立一些DN特征性病变突出的小鼠模型，提示遗传背景在肾脏病的易感性中发挥着关键作用。同时，AMDCC也建立了一个网站提供DN动物模型建立方法及DN模型的最新进展（http://www.diacomp.org/shared/modelsphenotype.aspx）。然而，目前的小鼠模型难以完全复制人类DN的特征性病变，建立这样的模型是非常困难的，将分别模拟临床不同DN病理特征的小鼠模型联用进行DN发病机制和干预措施研究是一个可实施的策略，这需要国内外研究者在此领域进行进一步的探索与深入。
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