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斑马鱼肾损伤造模方法及评价指标的研究进展
兰爱琳,黄春华,夏　 铭,李茂娟,汪思齐,楼迪栋∗

(贵州省法医中药毒理学特色重点实验室,贵州中医药大学司法鉴定所,贵阳　 550000)

　 　 【摘要】 　 肾容易受到体内外各种物理、化学和生物因素的影响,致使肾功能损害,造成急慢性肾疾病。 预防

和治疗各种因素引起的肾功能损害是泌尿系统研究的重要内容。 斑马鱼幼鱼通体透明、产卵量大、易于基因编辑,
在肾的形态、生理、功能等方面以及对化合物的反应也与人类具有很高的相似性,是理想的动物模型。 本文将对斑

马鱼肾损伤造模方法及评价指标进行综述。
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　 　 【Abstract】　
 

Kidneys
 

filter
 

bloodand
 

regulate
 

fluid
 

and
 

electrolyte
 

balances.
 

However,
 

the
 

kidney
 

is
 

susceptible
 

to
 

toxicity
 

of
 

various
 

compounds,
 

Resulting
 

in
 

renal
 

damage.
 

Hence,
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

renal
 

injury
 

is
 

a
 

hot
 

research
 

topic.
 

Zebrafish
 

is
 

an
 

ideal
 

animal
 

model,
 

because
 

it
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

humans
 

in
 

terms
 

of
 

morphology,
 

physiology,
 

and
 

kidney
 

functions
 

and
 

its
 

response
 

to
 

compounds.
 

In
 

this
 

article,
 

we
 

review
 

the
 

method
  

and
 

evaluation
 

indexes
 

of
 

zebrafish
 

kidney
 

injury
 

modeling.
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　 　 肾疾病是一个全球性的问题,其发病率高、个
人以及社会医疗压力大。 临床前的实验动物研究

有助于更好地理解各种肾疾病机制,并筛选治疗

方法。 斑马鱼具有与哺乳动物肾相当的基本解剖

结构[1] ,且功能上非常相似,因其体型小、产卵量

大、易于基因操控、胚胎通体透明等优势使研究者

可以对研究目标进行特异标记和实时观察[2] ,本
文就其在肾病研究的造模方法和观察指标做一

综述。

1　 造模方法

1. 1　 抗生素

　 　 嘌呤霉素( Puromycin) 和阿霉素( Adriamycin,
ADR)是斑马鱼急性足细胞损伤造模常用药物,会
破坏其肾小球滤过屏障( glomerular

 

fltration
 

barrier,
GFB) [3] 。 Rider 等[1]利用嘌呤霉素使斑马鱼足细胞

损伤、肾小球滤过通透性增加,镜下可见足细胞消

失。 但是,与啮齿类动物模型相比,嘌呤霉素会影



响斑马鱼中枢血流,可能是水肿原因之一,需要进

一步评估水肿和 GFB 变化之间的相关性[1] 。 ADR
主要靶向哺乳动物肾小管,常诱导斑马鱼肾的退行

性变化。 Kato 等[4]对成年斑马鱼连续 4
 

d 腹腔注射

40
 

mg / kg
 

ADR,引起肾小球足细胞足突融合。 但由

于 ADR 的心血管毒性可能干扰葡聚糖清除率,不适

合用于 3 日龄以上斑马鱼的肾小球损伤造模[1] 。
庆大霉素也是斑马鱼肾损伤的常用造模药物。

Shao 等[5] 用 750
 

ppm 的庆大霉素处理斑马鱼胚胎

即可引起明显的心包水肿。 Kato 等[4] 对成年斑马

鱼腹腔注射或口服庆大霉素处理 4
 

d 导致其肾小管

坏死,肾小管上皮细胞中溶酶体和髓样小体增多。
Gorgulho 等[6]使用 10%的幼鱼致死浓度庆大霉素导

致其肾清除率降低,并出现线粒体变形、肿胀,嵴破

坏、基粒受损。 Cernaro 等[7] 对斑马鱼腹腔注射 0. 8
 

μL 的庆大霉素,细胞顶端刷状缘消失,细胞坏死和

透明滴包涵体形成,小管间可见小的、浓缩的嗜碱

性细胞团簇(间充质凝析物),其他区域可见具有清

晰细胞质边界的多边形细胞以及梭形嗜碱性细胞

成群出现。 然而,氨基糖苷类对斑马鱼幼体的毒性

过大,在研究中有一定的局限性。
1. 2　 合成药物和天然产物

　 　 顺铂常用于抗癌治疗,但易在肾中累积,导致

肾小管细胞凋亡,并诱发急性肾损伤( acute
 

kidney
 

injury,AKI),其特征在于肾功能快速下降、组织损

伤和免疫细胞浸润。 Morales
 

Fnero 等[8] 对成年斑

马鱼腹腔注射 120
 

μg / g 的顺铂,注射 24
 

h 后斑马鱼

存活率降低、肾小管结构丧失、炎性浸润和细胞凋

亡增加。
 

马兜铃酸 I(aristolochic
 

acid
 

I,AAI)对多种动物

均具有肾毒性。 0. 5×10-6
 

mol / L
 

AAI 下暴露 8
 

d 的

15
 

dpf 幼鱼身体弯曲、体长缩短、GFB 功能相对丧

失[9] 。 谌晶晶等[10] 利用 1. 7
 

μg / mL
 

AAI 处理 72
 

hpf 斑马鱼,11. 1%的斑马鱼出现严重的肾包膜水

肿。 王雪等[11]发现 AAI 处理 30
 

h 后,幼鱼出现水

肿的同时肾 Kim-1 基因(早期肾病的重要分子指

标)转录及蛋白水平升高。
1. 3　 基因修饰斑马鱼

　 　 斑马鱼作为重要的模式动物,基因修饰技术十

分完善[12] 。 Nphs2 / podocin 可能是浆膜和细胞骨架

之间的一种连接剂,在调控肾小球过滤功能方面起

着重要作用,而 Podocin 是足细胞特异性标志物,且
足细胞特异性高表达硝基还原酶 ( nitroreductase,

NTR)。 利用 nphs2 / podocin 启动子在足细胞中表达

NTR,可将甲硝唑( metronidazole,MTZ) 转化为细胞

毒素。 Wang 等[13] 构建了 Tg( pod:Gal4) / Tg(UAS:
NTR-mCherry)转基因斑马鱼品系,GAL4 / UAS 基因

表达调控系统相结合可诱导足细胞中 NTR-mCherry
更强的特异性基因表达,提高了 NTR 将 MTZ 转化

为细胞毒素致足细胞损伤的效率。 MTZ 处理此种

转基因斑马鱼可致眶周水肿,足细胞完整性被破

坏,电镜下肾小球中广泛的足突消失,GFB 受损,免
疫染色可见足细胞凋亡[13] ,在 Tg( pod:gal4;UAS:
NTR-mCherry)转基因斑马鱼基础上使足细胞特异

性过表达 Gadd45b 会使足细胞易受损伤,加重水肿、
蛋白尿和足突消失[13] ,表明 Gadd45b 基因在足细胞

损伤中起重要作用。
斑马鱼 Kim-1 蛋白与哺乳动物 Kim-1 具有高度

的结构和功能同源性,哺乳动物的肾损伤与近端肾

小管细胞中 Kim-1 表达上调相关。 Yin 等[14]利用钙

粘蛋白 17( Cadherin-17,CDH17) 启动子表达 kim1-
RFP 融合蛋白生成 pTol-cdh17:kim1-RFP 斑马鱼使

肾小管上皮细胞中过表达 Kim-1,导致其肾小管刷

状缘丧失、肾小球滤过率( glomeruar
 

filtration
 

rate,
GFR)降低、心包水肿和死亡率增加。 因为斑马鱼肾

小球屏障在 72 ~ 96
 

hpf 形成,Kim-1 表达的转基因鱼

可能导致其吸收在肾小球完全成熟后通常不会出

现在小管腔中的有害因子。 Yin 等[14] 创建了 Cre /
Loxp 介导的组织特异性 Kim-1 过表达斑马鱼,Kim-1
在 GFB 成熟后的肾小管上皮细胞中表达。 与对照

组相比,Cre / Loxp 介导的 Kim-1 在两个肾前小管中

的过表达(Kim1kt+ / + )导致较高的死亡率和水肿,而
仅在一个肾前肾小管中过表达 Kim-1 的鱼水肿和死

亡率较低。
1. 4　 基因敲降

　 　 酪氨酸蛋白激酶受体 Tyro3
 

mRNA 在人肾小球

中高表达,是肾小球疾病中的足细胞保护因子。
Zhong 等[15] 利用吗啉基( Morpholino)敲低 Tyro3 生

成 tyro3-MO 斑马鱼,与对照组相比 55%的 tyro3-MO
在 72

 

hpf 出现心包和眶周水肿,注射 FITC-葡聚糖

瞳孔荧光强度迅速减弱,且足突消失和足突之间的

特殊细胞连接狭缝隔膜破裂。 由此可知,敲低 Tyro3
会损伤斑马鱼 GFB。

Tmem63c 基因在 GFB 完整性中起着重要作用,
Schulz 等[16] 利用 Morpholino 敲降斑马鱼 Tmem63c,
Tmem63c 有缺陷的胚胎电镜下显示严重的形态学缺
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陷,足细胞损伤、足突消失以致 GFB 受损产生蛋

白尿。
1. 5　 物理 /手术造模

　 　 Johnson 等[17]通过脉冲微点激光系统对近端小

管荧光标记的斑马鱼靶向细胞消融使其上皮损伤,
此种方法可以基于形态位置、功能甚至特定细胞表

型来靶向细胞的不同区域,增强了研究的特异性,
可广泛应用于斑马鱼胚胎中各种器官的细胞群。
Datta 等[18] 认为前者未考虑损伤的分级,选择使用

较脉冲激光系统相比低能量的紫色激光(405
 

nm)
靶向消融特异性绿色荧光蛋白 ( green

 

fluorescent
 

protein,GFP)标记的肾单位片段,此过程中可调节

针孔尺寸、激光强度功率等。 通过观察荧光变化来

研究其损伤和修复过程。 这种方法能够调节活体

动物模型损伤水平,并达到精确的时空控制。
1. 6　 其他

　 　 脓毒症发生过程中常见并发症也包括 AKI。 脓

毒症急性肾损伤(septic-acute
 

kidney
 

injury,S-AKI),
发病快、肾损伤程度高。 Wen 等[19] 在幼鱼 78 ~ 82

 

hpf 时静脉注射 1
 

nL 迟缓爱德华氏菌,成年斑马鱼

在 1 岁腹腔注射 20 μL,出现明显心包水肿,表明肾

功能障碍以致液体潴留。 王壮[20] 以致死剂量脂多

糖(lipopolysaccharide,
 

LPS) 浸泡幼鱼,也可见心包

腔水肿和尾鳍溃烂等。

2　 评价指标

2. 1　 形态学、行为学
 

　 　 斑马鱼幼鱼体积小、通体透明,研究者可在镜

下实时观察其整体或局部的形态变化[2] 。 可以通

过对比身长、大小、瞳距体长之比、体轴弯曲、进食

情况、局部或全身水肿、活跃程度、应激反应等[9] ,
评估药物的毒性作用、斑马鱼的病变程度等。

斑马鱼的光学透明性加上基因操控技术的发

展,使得学者可以对研究目标进行特异性标记,通
过荧光强度、 面积等实时观察各段肾小管。 Yin
等[14] 利用莲藕凝集素 ( lotustetragonolobus

 

lectin,
LTL)标记近端小管、双花扁豆凝集素(double

 

flowers
 

lentil
 

lectin, DBA) 标记远端小管和集合管; Wen
等[19]使用转基因斑马鱼品系 Tg (PT: eGFP)、Tg
(cdh17:eGFP),分别荧光标记近端前肾小管或全长

前肾小管中的细胞;同时对目标蛋白进行共定位染

色,观察目标蛋白在肾小管各节段上的表达情况。
2. 2　 肾小球滤过等功能学

　 　 肾滤过功能正常时只有小分子蛋白可通过,当

GFB 受损,可滤过大分子蛋白[21] 。 Kamei
 

Caramai
等[22]通过观察水中由死亡上皮组织形成的白色管

型物质目测庆大霉素是否造成斑马鱼肾损伤。 Lee
等[23]利用接近人白蛋白分子量、表达 GFP 的维生

素 D 结合蛋白( vitamin
 

D
 

binding
 

protein,VDBP)转

基因斑马鱼,其近端小管重吸收并积累 VDBP-GFP,
通过荧光成像示踪蛋白尿。 Wang 等[9] 利用同种转

基因斑马鱼经 AAI 处理后,眼周荧光强度降低推测

AAI 造成其肾小球滤过通透性增加。 GFP 还可用

ELISA 检测, 灵敏度高, 特异性强, Chen 等[24] 用

GFP
 

ELISA 试剂盒测定的转基因斑马鱼蛋白尿。
为动态观察肾小球通透性,Rider 等[1] 开发了

右旋糖酐( Dextran)排泄测定法,经心窦静脉注射,
通过背主动脉的荧光强度测定 Dextran 清除率,观
察肾小球损伤和修复过程中的蛋白质排泄,其清除

率与 GFR 呈正相关。
甘露醇通过调整体液和水环境之间的渗透梯

度,能够减轻由于皮肤或鳃衰竭引起的心包水

肿[25] 。 为了区分心包水肿是由于肾小球损伤还是

其他水屏障改变,可使用甘露醇处理肾损伤后的斑

马鱼胚胎,观察其心包水肿是否减轻,如并未改善

可排除皮肤和鳃的参与。
2. 3　 病理学

　 　 HE 染色是病理学最常用的方法,Wang 等[9] 对

AAI 处理后的野生型斑马鱼进行 HE 染色,可见增

大的肾小管、浓缩的细胞,AAI 处理端粒酶缺失斑马

鱼可见空泡细胞和结构紊乱的肾小球。 对 AAI 处

理的斑马鱼进行 Masson 染色观察胶原蛋白,未见阳

性反应。 Morales
 

Fnero 等[8] 通过流式细胞术和

TUNEL 染色来评估细胞凋亡状况。
为了进一步观察斑马鱼肾损伤后细胞形态及

结构改变,Gorgulho 等[6] 通过双光子显微镜观察近

曲小管三维形态,并使用 Amira 软件对近曲小管进

行三维重建,观察管状形态、上皮组织和管腔面积。
2. 4　 分子生物学

　 　 Kato 等[4]使用 DNA 芯片数据分析斑马鱼肾基

因表达,挑选出早期 Egr1、Atf3 和 Fos 作为成年斑马

鱼药物性肾损伤( drug-induced
 

kidney
 

injury,DIKI)
的候选标记。 Wen 等[19] 对转基因斑马鱼 Tg(PT:
eGFP)和 Tg ( cdh17: eGFP) 进行 AKI 生物标记物

(Kim-1、Timp-2 和 Igfbp7)共定位染色,以此观察上

述标记物在肾小管局部表达情况,结果显示 Timp-2
主要存在于远端小管,Igfbp7 主要存在于近端小管,
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脓毒症幼鱼肾小管全长中 Kim-1 表达上调。

3　 总结

　 　 斑马鱼作为新兴模式生物,兼具了传统动物及

细胞模型的优点[26] ,其肾的分子组成、结构和功能

与高等哺乳动物相似[27] ,胚胎透明、体外受精、基因

编辑较其他模式动物更易于操作[27-28] ,给学者们提

供了一个简单、价廉、高效的研究平台[27] 。 但是如

何构建理想的疾病模型, 筛选肾疾病的治疗方

法[27] ,以及肾功能检测方面还需要进一步探索,从
而在肾疾病机制与治疗研究中更好地应用[25] 。
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