不同剂量阿霉素致大鼠局灶节段硬化肾病模型的建立与比较
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【摘要】  目的：探讨不同剂量阿霉素对大鼠局灶节段硬化肾病模型的影响。方法：左侧肾切除加尾静脉注射不同剂量阿霉素致大鼠肾脏局灶节段性硬化，观察不同剂量霉素对模型大鼠成活率、24小时尿蛋白定量、血清肌酐、尿素氮、肾脏病理的影响。结果：不同阿霉素注射剂量组大鼠4周、8周成活率随着注射剂量的升高呈逐渐下降趋势，且4周、8周时阿霉素注射剂量4.5mg/kg~6mg/kg组模型大鼠成活率均低于50%；8周时成活率与注射剂量呈高度显著性负相关（r=0.9045，P<0.01）。各阿霉素注射剂量组于1周出现尿蛋白明显升高（P<0.01）、2周出现血清肌酐明显升高（P<0.01）、4周出现血清尿素氮明显升高（P<0.01），并均呈进行性增高，2周时除3mg/kg组外，其余各组血清尿素氮较正常组高（P<0.01，P<0.05）；8周时各注射剂量组大鼠24小时尿蛋白定量、血清肌酐、血清尿素氮与阿霉素注射剂量呈高度显著性正相关（r=0.9429，P<0.01 ；r=0.9384，P<0.01；r=0.9568，P<0.01）。各组大鼠肾脏病理均提示肾小球出现局灶节段硬化表现，且硬化程度随注射剂量的增加而呈加重趋势。结论：阿霉素尾静脉注射剂量3mg/kg模型组大鼠死亡率低，同时大鼠肾脏病理又能表现出符合人类肾小球局灶节段硬化的改变，是较为理想的造模剂量。
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Establishment and Comparison of the Focal Segmental Glomurular Sclerosis Nephrosis Rat model with different dosage Adriamycin to induce
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Abstract: Objective To explore the effect of Adriamycin with different doses used for the Focal Segmental Glomurular Sclerosis Nephrosis rat model . Methods The Focal Segmental Glomurular Sclerosis Nephrosis rat induced by left nephrectomy plus intravenous    injection with different Adriamycin doses,to observe the effect of different Adriamycin doses on rat model of survival rate,24-hour urinary protein excretion, serum creatinine,urea nitrogen, and kidney pathology.Results the survival rate decreased with the increase of injection dosage in different doses group and survival rate of injection dosage of 4.5mg/kg~6mg/kg was reduced to less than 50% at fourth week and eighth week,survival rate had a significant negative correlation with injection dosage at eighth week（r=0.9045，P<0.01）. Each group of injection dosage appeared urinary protein significantly increased at first week（P<0.01）, serum creatinine significantly increased at second week（P<0.01）and urea nitrogen significantly increased at fourth week（P<0.01）, and all showed progressive increase, serum urea nitrogen of each group is higher than the normal except the 3mg/kg group（P<0.01，P<0.05）, 24-hour urinary protein excretion, serum creatinine and urea nitrogen had a significant positive correlation with injection dosage at eighth week（r=0.9429，P<0.01 ；r=0.9384，P<0.01；r=0.9568，P<0.01）. Renal pathology of all groups showed Focal Segmental Glomurular Sclerosis,and the hardening degree aggravation while injection dosage rising.Conclusion Mortality of 3mg/kg group is Lowest and accord with Human Focal Segmental Glomurular Sclerosis，it is the more ideal dose of Adriamycin rat model.  
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阿霉素(ADR)注射加单侧肾切除为大鼠慢性肾脏病的经典模型，文献报道显示ADR的注射剂量、注射途径各有不同[1-9]，部分剂量不能诱导出肾脏局灶节段硬化（focal segmental glomerular sclerosis，FSGS）的病理改变，有些剂量模型虽然有FSGS表现，但死亡率达15%～56％[10]，我们为摸索一个既有FSGS表现，死亡率又低的ADR尾静脉注射剂量，对不同剂量ADR致大鼠FSGS肾病模型的建立进行了研究。
1.材料和方法
1. 材料
1.1  动物  SPF级8 周龄雄性SD大鼠，144只，体重(200 ±20) g，由上海西普尔-必凯实验有限公司提供。合格证号：SCXK（沪）2008-0016。实验大鼠分笼饲养于上海中医药大学实验动物中心，温度25°、12h光照、45%湿度的环境中，自由饮水，进食标准普通饲料。
1.2 药物  注射用盐酸多柔比星，10mg/支，深圳万乐药业有限公司生产，生产批号1012E2。
1.3 主要试剂  尿蛋白定量试剂盒、尿素氮试剂盒、肌酐试剂盒（南京建成生物工程研究所提供）。
1.4  主要仪器  M5型酶标仪(美国MD公司)，GL－20G－II型高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）。MICROM HM 325轮转切片机(美国MD公司)，Leica DMIL倒置相差显微镜（美国莱卡公司）。
2. 方法
2.1  造模与分组： 
取144只SD大鼠随机分为三组，正常组(n=18)，假手术组(n=18)，模型组(n=108)。模型组行单侧肾切除，以2 %戊巴比妥钠(40 mg/kg) 腹腔注射麻醉，备皮，用碘酒、75%酒精消毒手术区后铺巾，距左脊肋骨1.5 cm处斜向外方切口，暴露肾脏，分离肾周脂肪后，切除左肾，结扎血管，逐层缝合，分别于术后第1周分成六个剂量组3mg/kg、4mg/kg、4.5mg/kg、5mg/kg、5.5mg/kg、6mg/kg，每个剂量组18只，行尾静脉注射ADR，每次0.6ml。假手术组仅作背部切口，剥离左肾包膜，保留肾上腺，逐层缝合，于术后第1周尾静脉注射等体积生理盐水，每次0.6ml。模型组、假手术组于术后第5周再次尾静脉注射，重复前次剂量。
2.2  样本收集及标本制备
2.2.1  收集血清、肾脏标本  ADR第二次注射后1周、4周、8周用代谢笼收集大鼠24小时尿，记尿量及饮水量；ADR第二次注射后2周、4周、8周目内皉取血；ADR第二次注射后8周，2 %戊巴比妥钠(40 mg/kg) 腹腔注射麻醉，取出右侧肾脏，称重，去包膜，于10%甲醛固定备用组织病理切片。 

2.2.2  标本制备 10%甲醛固定肾组织24小时后，脱水，包埋，切片备HE染色。
2.3  检测指标  检测模型大鼠生化指标：24小时尿蛋白定量、血清肌酐、血清尿素氮。HE染色观察肾组织病理。
2.4  统计学方法
数据均采用SPSS 16. 0 软件包进行统计学分析。计量资料以
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±s表示。多组间两两比较用单因素方差分析（以P﹤0. 05为差异进行统计检验）。采用pearson法分析大鼠24小时尿蛋白定量、肾功能、成活率与ADR注射剂量的相关性。
2.结果
1. 各ADR注射剂量组大鼠成活率及与ADR注射剂量的相关性
不同ADR注射剂量组大鼠4周、8周成活率随着注射剂量的升高呈逐渐下降趋势，4周、8周时4.5mg/kg组、5mg/kg组、5.5mg/kg组、6mg/kg组成活率低于50%。 (见表1)
8周时各注射剂量组大鼠成活率与注射剂量呈高度显著性负相关（图1，r=0.9045，P <0.01）。
表1：各组各组大鼠成活率比较（单位:%）(
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±s)
Tab.1 Comparison of the survival rate among eight groups(unit:%) (
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±s)
	组别(group)
	4周(fourth week)
	8周(eighth week)

	正常组(normal)
	100%
	100%

	假手术组(sham)
	100%
	100%

	3mg/kg组(3mg/kg group)
	100%
	100%

	4mg/kg组(4mg/kg group)
4.5mg/kg组(4.5mg/kg group)    
5mg/kg组(5mg/kg group)
5.5mg/kg组(5.5mg/kg group)
6mg/kg组(6mg/kg group)                  
	66.7%
50%
44.4%
38.9%
27.8%
	61.1%
27.8%
22.2%
16.7%
11.1%

	 F值(F value)
P值(P value)

	            70.80
0.000

	51.72
0.000
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图1  8周大鼠成活率与ADR注射剂量的相关性曲线
Fig.1 The Relativity curve of the survival rate with ADR in eighth week

2. 各ADR注射剂量组大鼠24小时尿蛋白定量及与ADR注射剂量的相关性
ADR第二次注射后1周、4周、8周，各ADR注射剂量组大鼠24小时尿蛋白定量与正常组相比均明显升高（P<0.01）。(见表2)
8周时各注射剂量组大鼠24小时尿蛋白定量与ADR注射剂量呈高度显著性正相关（图2，r=0.9429，P<0.01），
表2：各组24小时尿蛋白定量水平比较（单位:mg/24h）(
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±s)
Tab.2 Comparison of 24hupq among eight groups(unit: mg/24h) (
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±s)
	组别
(group)
	   24小时尿蛋白定量（mg/24h）(24hupq mg/24h)
n
1周
first week
   n
    4周
fourth week

n
 8周
eighth week



	正常组(normal)
	18
0.012±0.03
   18
0.014±0.005 
18
0.012±0.004


	假手术组(sham)
	18
0.011±0.004 

18
0.012±0.004
18
0.012±0.005


	3mg/kg组(3mg/kg group)
	18
0.033±0.006*
18 
0.086±0.019*
18
0.074±0.022*


	4mg/kg组(4mg/kg group)
4.5mg/kg组(4.5mg/kg group)    
5mg/kg组(5mg/kg group)
5.5mg/kg组(5.5mg/kg group)
6mg/kg组(6mg/kg group)                  
	16
0.046±0.013*
12
0.100±0.026*
11
0.083±0.008*
12
0.057±0.007*
9
0.116±0.017*
5
0.126±0.011*
10
0.068±0.010*
8
0.132±0.009*
4
0.151±0.009*
10
0.079±0.009*
7
0.149±0.019*
3
0.170±0.010*
9
0.090±0.012*
5
0.168±0.009*
2
0.198±0.004*



注释：与正常组比较：* P<0.01，（下同）
Annotation：compare with normal：* P<0.01，（below same）
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图2  8周大鼠24小时尿蛋白定量与ADR注射剂量的相关性曲线
Fig.2 The Relativity curve of 24hupq with ADR in eighth week
3.  各ADR注射剂量组大鼠肾功能及与ADR注射剂量的相关性
ADR第二次注射后2周、4周、8周，各ADR注射剂量组大鼠血清肌酐水平与正常组相比显著升高（P<0.01）。(见表3)
血清尿素氮水平与正常组相比，各ADR注射剂量组大鼠在4周、8周时有明显升高（P<0.01）；2周时4mg/kg组较正常组升高（P<0.05），3mg/kg组无统计学意义（P>0.05），其余各组明显升高（P<0.01）。 (见表4)
8周时各注射剂量组大鼠血清Scr与ADR注射剂量呈高度显著性正相关（图3，r=0.9384，P<0.01）；血清BUN与ADR注射剂量呈高度显著性正相关（图4，r=0.9568，P<0.01）。
表3：各组血清肌酐水平比较（单位:umol/L）(
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±s)
Tab.2 Comparison of  serum creatinine among eight groups(unit: umol/L) (
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±s)
	组别
（group）
	Scr (umol/L)
n
2周        
second week
n
   4周  
fourth week

n
8周
eighth week


	正常组(normal)
	18
87.16±8.46
    18
87.71±7.76
18
88.32±8.30


	假手术组(sham)
	18
88.34±6.26  

18
88.06±6.73
18
89.28±5.09


	3mg/kg组(3mg/kg group)
	18
114.56±14.63*

18
140.32±16.72*

18
211.11±53.90*



	4mg/kg组(4mg/kg group)
4.5mg/kg组(4.5mg/kg group)    
5mg/kg组(5mg/kg group)
5.5mg/kg组(5.5mg/kg group)
6mg/kg组(6mg/kg group)                  
	16
132.10±18.08*

12
156.83±11.79*

11
248.77±45.05*

12
146.19±13.93*

9
173.53±7.91*

5
285.54±24.83*

10
158.13±3.37*

8
193.50±14.43*

4
329.67±4.10*

10
174.63±17.70*

7
213.91±14.35*

3
381.63±3.88*

9
191.22±13.70*

5
227.84±15.11*

2
440.80±13.44*



表4：各组血清尿素氮水平比较(单位:mmol/L) (
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±s)
Tab4.Comparison of  serum  urea nitrogen among eight groups(unit: mmol/L) (
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±s)
	组别
(group)
	BUN (mmol/L)
n
2周
second week

   n
4周  
fourth 
week
n
8周
eighth week


	正常组(normal)
	18

4.42±0.58
  18

4.70±0.82
18

4.98±0.68


	假手术组(sham)
	18

4.23±0.83 

18

4.62±0.61
18

5.07±0.58


	3mg/kg组(3mg/kg group)
	18

5.39±1.65
18

12.29±3.95*

18

18.39±4.93*



	4mg/kg组(4mg/kg group)
4.5mg/kg组(4.5mg/kg group)    
5mg/kg组(5mg/kg group)
5.5mg/kg组(5.5mg/kg group)
6mg/kg组(6mg/kg group)                  
	16

5.56±1.58**

12

14.15±2.24*

11

21.87±3.79*

12

6.37±2.60*

9

16.58±3.03*

5

27.78±1.25*

10

6.01±1.92*

8

19.14±3.05*

4

31.80±0.48*

10

6.64±2.36*

7

21.83±1.55*

3

35.17±1.96*

9

6.97±1.49*

5

22.90±2.10*

2

37.69±1.28*




注：与正常组比较：**  P<0.05，（下同）
Annotation：compare with normal：**  P<0.05，（below same）
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图3  8周大鼠血清肌酐与ADR注射剂量的相关性曲线

Fig.3 The Relativity curve of rat serum creatinine with ADR in eighth week
[image: image13.png]45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00

BUN(mmol/L)

10.00
5.00
0.00

0

1 2 3 4 5 6
ADRYE 5T 7 & (mg/Ke)(injection dosage of ADR mg/kg)

7




图4  8周大鼠血清尿素氮与ADR注射剂量的相关性曲线
Fig.4 The Relativity curve of rat serum  urea nitrogen with ADR in eighth week
5. 各组大鼠肾脏外观变化(见图5) 

肉眼观察：正常组、假手术组肾脏大小正常，色泽红润，表面光滑，肾包膜完整。各ADR注射剂量组大鼠残余肾呈肾代偿性肥大，色泽苍白，表面粗糙、布满颗粒状隆起，肾包膜不完整，和周围组织无明显粘连，残肾易分离，肾脏外观的改变随着ADR注射剂量的加大呈加重趋势。
6. 各组大鼠肾脏病理HE染色（200倍，400倍）(见图6) 
光镜（HE染色）：正常组、假手术组肾小球未见明显异常，系膜细胞无增生，毛细血管襻开放，血管壁正常，间质无明显炎性细胞浸润；各模型组大鼠肾脏可见肾小球增生、肥大、萎缩，上皮细胞空泡变性，肾小球系膜区增宽、系膜细胞明显增生，肾小球出现局灶节段硬化，硬化区偶有泡沫细胞形成；肾小管轻中度浊肿、扩张，部分小管内可见蛋白管型和红细胞；肾间质纤维化，可见大量炎性细胞浸润。随着ADR注射剂量的增加，肾小球硬化程度有逐渐加重的趋势。
3.讨论：
阿霉素( ADR) 肾病大鼠模型报道于上世纪 80 年代[11]，是目前公认的最接近人类肾小球疾病的模型。根据造模方法可分为急性肾病模型和慢性肾病模型，急性肾病模型类似于人类的微小病变型肾病（MCN），慢性肾病模型则类似于人类慢性肾小球肾炎和局灶节段性肾小球硬化（FSGS）。该模型为目前肾脏病研究领域应用较多的造模方法之一，其肾毒性的发病机理主要有两个方面：ADR是一种细胞周期非特异性的广谱化疗抗癌药物，具有强烈的细胞毒作用，可直接损伤肾脏细胞，干扰足细胞的蛋白合成，造成足细胞的改变；其次ADR中的醒式结构在肾脏内还原为半醒型自由基，与氧反应产生活性氧，诱发肾小球上皮细胞脂质过氧化反应，破坏滤过膜，产生蛋白尿。ADR的肾脏病理改变与ADR的产地、给药途径、动物品系有密切关系[12]。
由于ADR的心肌毒性和腹泻等副作用极易引起模型动物的死亡，尤其是ADR 的心脏毒性［13］是模型大鼠死亡的主要原因，从而影响了实验的效果。ADRN 模型可模拟人类各种肾小球和肾小管疾病［14-16］，所以我们采用不同注射剂量进行造模，评价不同剂量ADR的肾毒性、毒副作用，分析不同剂量ADR的造模效果，从而摸索出一个相对较优的注射剂量。
我们在实验中采取单侧肾切除加重复尾静脉注射的方法，分六个ADR注射剂量进行观察，提示尿蛋白、血肌酐分别于造模后1周、2周出现明显升高，且呈进行性加重，这个结果与ADR诱发肾小球上皮细胞脂质过氧化反应，破坏滤过膜有关；肌酐升高的同时血清尿素氮也有所升高，24小时尿蛋白、血肌酐、血尿素氮的升高及成活率呈ADR注射剂量依赖。各注射剂量组大鼠肾脏均出现FSGS病理改变，肾小球硬化程度随着ADR注射剂量的增加呈现出逐渐加重的趋势，考虑可能为ADR的肾毒性所导致。不同ADR注射剂量组大鼠4周、8周时4.5mg/kg组~6mg/kg组成活率低于50%，4mg/kg组的8周成活率为61.1%，成活率的下降可能与ADR的注射剂量及其副作用有关。实验结果提示：ADR注射剂量越大，FSGS的表现越重，Scr水平越高，肾功能越差；无论从外观还是肾脏病理，3mg/kg~6mg/kg剂量组虽然都能出现FSGS的表现，但4mg/kg~6mg/kg剂量组死亡率高。故较之其余剂量组，国产ADR使用3mg/kg注射剂量成模率高，死亡率最低，同时也符合人类FSGS表现，为ADRN较为理想的注射剂量。
因此，阿霉素肾病大鼠模型是应用较多的肾病经典模型之一，其稳定性及模型的成活率会直接影响实验结果，而ADRN造模中注射药物的产地、注射剂量及注射途径的选择决定着成模周期及成模率，部分剂量虽能诱导出大鼠肾脏局灶节段硬化，但死亡率较高，部分剂量不能诱导出肾脏FSGS。所以，理想的注射剂量有助于在成模的同时减少动物死亡，避免因死亡率高或成模率低对实验结果造成的影响，由于国产ADR尾静脉注射剂量3mg/kg模型大鼠死亡率低，同时大鼠肾脏病理又能表现出符合人类肾小球FSGS的改变，是较为理想的造模剂量。
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图5  各组大鼠肾脏外观变化
Fig.5 kidney appearance of each group rat
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图6  各组大鼠肾脏病理HE染色（200倍，400倍）
Fig.6 HE stain of kidney pathology in each group（200 times，400 times）
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