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目的
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建立一种伴有肾小球和肾小管间质损伤的慢性肾衰竭动物模型&方法
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组#&进行尾静脉注射阿霉素

和灌胃腺嘌呤!分别于
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处死大鼠!并收集尿液'血液及肾脏&结果
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正常组和
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组大鼠存活过
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组
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尿蛋

白较
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组和正常组明显增加)
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组大鼠血清中血尿素氮"

UbJ

#!血肌酐"

KE<

#等水平明显升高)病理切片示
U

'

2

组大鼠有不同程

度的肾小管间质纤维化和肾小球减少!其病变较余组典型&结论
!

该方法能够成功建立伴有肾小球和肾小管间质损伤的慢性肾

衰竭动物模型!但药物剂量需要进一步的研究&
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$是各种病因引起

的肾脏损害和进行性恶化的结果&是多种慢性肾病的后期阶

段&表现为毒素潴留'代谢紊乱的症状%.柳叶刀/新近研究表

明&从
$((%

年到
1%$'

年&我国慢性肾脏疾病#

L7X

$的病死率

大幅增加&上升了
$0-Q

*

$.1

+

%流行病学调查研究表明&大于
$/

岁的成年人群中&我国
L7X

的患病率为
$%&/Q

*

'.0

+

%其中&约

1&%Q

的
L7X

患者会进展至终末期肾病阶段&主要通过维持性

透析或肾移植来维持生命*

R.-

+

%而
L7X

的动物模型是生物医

学研究中所建立模拟人类
L7X

表现的动物模型&广泛用于人

类
L7X

的病因'发病机制'防治技术和防治药物的探索%目前

L7X

尚无理想的西医理论下充分模拟自然病程的人类肾小球

和肾小管损伤兼备的动物模型%建立一种理想的
L54

动物模

型&对于研究
L54

发生机制及探寻各种延缓和阻断
L54

进展

的新方法&具有重要意义%本研究采用阿霉素加腺嘌呤给药的

方法寻找建立接近临床实际'使用广泛'简便稳定的
L54

模

型&现报道如下%
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动物模型的建立
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将大鼠适应性喂养
$

周&给予
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L
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组共
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组分别一次性尾静脉注射不同剂量的阿霉素,给予

U

'

L

'

X

'

2

组共
0

组大鼠腺嘌呤灌胃,正常组大鼠给予同等体

积的生理盐水尾静脉注射及灌胃%在连续灌胃
R!

后除
U

组

外的造模组进行隔天灌胃%

!&"&"

!

标本的收集
!

选取每组中的
'

只大鼠&分别于灌胃后

第
$0

'

1/

天处死&处死前
$!

将大鼠置于代谢笼中&收集
10C

尿液测尿量%水合氯醛麻醉后&右股动脉采血%
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检测方法
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生化指标的测定
!

全自动生化分析仪检测尿蛋白'

血清肌酐#
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$及尿素氮#

UbJ

$'血钾#
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Z

$'血钙#
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肾常规病理检查
!

肾组织经固定&包埋&切成
'
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=

厚石蜡切片&经苏木素
.

伊红#

T2

$&光镜下观察肾小球'肾小管

间质病理形态学改变%
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统计学处理
!

采用
KOKK$/&%

软件进行统计处理&计量

资料用
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表示&组间比较用单因素方差分析&检验水准
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为差异有统计学意义%
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结
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果
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各组大鼠一般存活状态'死亡时间及病死率比较
!

第
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周内
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X

组的老鼠全部死亡%
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组大鼠死亡
$

只%在这
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周期间&

9
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L

'

X

组大鼠出现不同程度的腹泻&食量下降且活动

减少&喜蜷缩&足'腹'睾丸出现不同程度的水肿&以睾丸水肿最

为明显&毛发凌乱&无光泽&且这
'

组大鼠均有不同程度的便

血&尾巴'四肢及耳朵苍白&尿量减少%其他组大鼠也出现了不

同程度的不良反应&但均无上述
'

组明显%正常组被毛光亮&

活泼好动&双目有神&饮食正常&二便正常&无消瘦及腹胀大等

症状%第
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周内
2

组死亡
1

只&并处死正常组大鼠
1

只&

U

组
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只&

2

组
$

只%
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组及
2

组大鼠出现食量下降且活动减少&喜

蜷缩&足'腹'睾丸出现轻度的水肿&毛发凌乱&无光泽&尾巴'四

肢及耳朵苍白&体质量下降%第
'

!
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周期间
U

组
1

只大鼠死

亡%存活的大鼠的症状较前
1

周严重&其中
2

组怕冷&喜蜷缩

更严重%

U

组和
2

组大鼠的病死率均为
(%Q

&其余造模组由

于剂量过大均全部死亡%

"&"

!

大鼠体质量的变化情况及肾脏形态改变
!

各造模组均有

不同程度的体质量下降&因造模过程中大鼠死亡&仅对最终存

活大鼠做统计分析%

1

周后各造模组大鼠体质量均明显下降&

见表
$

%正常组肾脏呈蚕豆样&大小正常&形态规整&颜色为红

褐色&质地坚实&体积正常无肿大&有光泽,切面皮质呈正常红

褐色&髓质颜色浅红&皮髓质分界清楚,组织学未见明显病理改

变%

2

组及
U

组肉眼观大鼠肾体积明显增大&整个肾脏呈灰白

色,切面皮质变薄&皮髓质分界不清楚%
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大鼠灌胃前后体质量的变化%
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X
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组肾脏病理%
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!

L

!造模后
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周肾脏病理,

X

!
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!造模后
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周肾脏病理%
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肾脏组织病理变化%
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大鼠
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!

正常组在造模后
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组在造模后
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10C

尿蛋白#
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10C

&造模
'
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周后大鼠死亡较多&但
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蛋白尿在造模后
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组在造模后
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周
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较多&但
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&

0

周后达
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@
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10C

%与正常组及
U

组的大鼠比较&

2

组大鼠在
'

周'

0

周末其
10C

尿蛋白水平明显增加&且随时间延长
10C

尿

蛋白定量逐渐增加%

"&G

!

大鼠血液生化指标
!

与正常组及
U

组大鼠比较&

2

组
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大鼠模型已经基本制备成功&测定
L54

比较有代表性的

指标&如
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KE<

等明显升高&

7

Z
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1Z
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Z 代谢紊乱&见
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!

大鼠肾脏病理改变
!

镜下各组肾组织
T2

染色&可以看

出造模后
1

周&与正常组#图
$9

$相比&

2

组#图
$U

$可见局部

肾小管扩张&肾间质轻度纤维化&肾小球轻度缩小,

U

组#图

$L

$可见肾小管扩张明显&间质轻度纤维化&肾小球病变不明

显%造模后
0

周与正常组相比&

2

组#图
$X

$大鼠肾小管扩张&

颗粒管型'蛋白管型&肾间质纤维化&肾小球明显缩小&相对减

少&上皮细胞脱落'损伤,

U

组#图
$2

$可见肾小管扩张&肾小管

间质轻度纤维化%

#

!

讨
!!

论

#&!

!

L54

大鼠模型的建立
!

现在
L54

大鼠的造模方法主要

有以下
'

种!#

$

$腺嘌呤型动物模型%腺嘌呤是广泛应用于临

床的抗肿瘤类药物%研究表明&腺嘌呤引起肾小管间质纤维化

的机制为经消化道吸收入血&在肝内形成极难溶于水的
1

&

/.

二羟基腺嘌呤&并在肾内大量沉积形成结晶&阻塞'压迫肾小管

引起肾小管上皮损伤和肾间质肉芽肿性炎症&晚期出现肾小管

间质纤维化%文献中模型的制备有
R%

!

'%%=

@

"

G

@

不同剂量

给予大鼠每天连续灌胃&一般至少
0

周后
KE<

'

UbJ

水平明显

升高&此法方法简便&肾衰现象明显&成功率相对偏高%但主要

是偏向于肾小管间质纤维化的研究%#

1

$阿霉素型动物模型%

阿霉素是含醌的蒽环抗生素&可在肾脏内代谢还原为半醌型自

由基%后者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&影响糖蛋白代谢&破坏滤过膜的结构和功能&最终导

致膜滤过屏障的选择性变化而引起蛋白尿*

/

+

%阿霉素的注射

方式尾静脉注射
$

次'

1

次'多次等&但大多以
1

次注射为主&

剂量
0

!

$R=

@

"

G

@

%

9<#"G>

等*

(

+用
$R=

@

"

G

@

诱导出大鼠

L54

的动物模型%王晨丹等*

$%

+给大鼠尾静脉分
1

次注射阿霉

素&第
$

次注射按
)=

@

"

G

@

给药&第
1

次注射于
$

周后按
0

=

@

"

G

@

给药,大鼠在第
$$

周末可见部分肾小球出现局灶节段

性硬化%该实验阿霉素建立的
L54

动物模型病理改变主要以

肾小球的硬化为其特点&且时间较长%#

'

$手术诱导
L54

模

型%运用单侧肾切除等物理方法造成大量肾组织破坏&残余肾

单位的功能代偿性增强&引起残余肾单位的高滤过蛋白尿&导

致肾小球硬化为主要特点的
L54

%薛痕等*

$$

+观察了单侧输尿

管结扎大鼠模型中的肾脏病理改变&发现可以快速建立肾脏细

胞转分化和间质纤维化动物模型%尚小梅等*

$1

+和
V#>"

等*

$'

+

制造大鼠
R

"

)

肾切除
L54

模型&

$1

周后肾脏病理检查发现局

灶性肾小球硬化'肾小囊扩张'局灶性肾间质纤维化%但是手

术建立的模型病死率相对偏高&大鼠感染的危险增加&且制备

模型的周期更长%#

0

$其他类型造模方式%例如手术加药物注

射同时进行&徐海山等*

$0

+过单侧肾切除
Z

阿零素#

0&%=

@

"

G

@

$

股静脉注射
/

周后可制备慢性进展性肾病大鼠模型%但此种

类型的大鼠模型病死率相对较高%

#&"

!

创新性建立
L54

大鼠模型
!

纵观国内建立
L54

大鼠的

模型&以阿霉素和腺嘌呤为肾脏病研究的经典模型&而本实验

创新性地将尾静脉注射阿霉素与腺嘌呤灌胃结合起来&拟建立

一种更加理想的
L54

动物模型&即是肾小管间质纤维化&肾小

球硬化的动物模型%而在本实验中由于阿霉素对心脏'肝脏'

骨髓等系统具有较强的毒性&而阿霉素是使用的一次性注射&

且最大剂量为
$R=

@

"

G

@

&故单次大剂量注射是使本次造模病

死率高的原因之一%

本研究发现大鼠的临床表现较单独注射阿霉素或灌胃腺

嘌呤更加典型%

10C

尿蛋白定量显示混合药物组较单独使用

腺嘌呤或阿霉素肾小球的损害更加严重&

2

组给药后第
'

周尿

蛋白大于
$%%=

@

"

10C

,混合药物组生化指标对肾脏的损害更

加严重&并有明显的高胆固醇血症及电解质代谢紊乱,病理切

片方面随着时间的增长混合使用药物的大鼠病变较单独注射

阿霉素或灌胃腺嘌呤更加典型&并符合
L54

的病理改变&且模

型大鼠普遍有不同程度的水肿&更接近临床实际%

以上研究结果证实本实验能够有效地建立肾小管间质纤

维化伴有微小病变病理类型及大量蛋白尿的大鼠动物模型%

本实验中因为
9

'

L

'

X

组
KX

大鼠死亡较多&存活例数较少故

按照统计学原则只能列出数据反映实验结果&不能进一步做统

计学分析%而大剂量的阿霉素不能制备此种动物模型&应该将

阿霉素的剂量控制在
R=

@

"

G

@

左右&在小剂量范围内探索两

种药物建立
L54

大鼠动物模型&也可考虑
1

次尾静脉注射来

改良此方法%此外&阿霉素作用于大鼠的时间偏短&因此早期

肾小球的病理改变主要以微小病变型病理改变为主&需要进一

步做电镜观察其病理改变%

综上所述&本研究采用阿霉素尾静脉注射加上腺嘌呤灌胃

建立
L54

的大鼠动物模型基本成功&模型中出现了典型的病

理改变'大量蛋白尿&以及各项生化指标的异常%但是大鼠死

亡较多&且病理切片中肾小球硬化不明显&可能是阿霉素的剂

量及注射方式有待调整&相应的数据还有待完善%但是可以初

步得出结论!采用阿霉素尾静脉注射加上腺嘌呤灌胃建立

L54

的大鼠动物模型&进行多层次地分组注射不同剂量阿霉

素&大剂量阿霉素大鼠病死率较高&还需进行小范围剂量的探

索研究&探究更准确的适用于
L54

的大鼠动物模型%
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