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［作者简介］黄统生（１９９１ － ），男，硕士研究生，研究方向：肾小管间质纤维化。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １１４１８１８０９９＠ ｑｑ． ｃｏｍ；郭赟（１９９４ － ），女，硕士研究

生，研究方向：肾小管间质纤维化。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ８５３５８２２５０＠ ｑｑ． ｃｏｍ。 ＃共同第一作者

［通信作者］杨陈，博士，助理研究员，从事免疫相关肾小球疾病研究，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｃｈｅｎ３０７＠ １２６． ｃｏｍ；刘华锋，博士，教授，从事肾小管⁃间质

损伤及防治研究，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｆ⁃ｌｉｕ＠ ２６３． ｎｅｔ。 ∗共同通信
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反复注射顺铂诱导小鼠慢性肾功能不全模型的建立
黄统生＃，郭赟＃，杨陈∗，安宁，叶霖，唐皓璇，黄希杰，

许勇芝，潘庆军，刘华锋∗

（广东医科大学附属医院肾病研究所，湛江市慢性肾脏病防控重点实验室，湛江　 ５２４００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ） Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠模型，探索其小管损伤指标和间

质纤维化程度随顺铂造模剂量的改变，为研究从 ＡＫＩ 到 ＣＫＤ 进展过程提供动物实验依据。 方法　 将 ２４ 只 ８ 周龄

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机平均分为对照组和低、中、高剂量顺铂模型组。 模型组小鼠按 ５、７、１０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂腹腔注射

给药，每周 １ 次，连续注射 ４ 周构建模型。 处死小鼠后，留取标本进行相关检测。 检测血浆肌酐和 ２４ ｈ 尿蛋白排泌

量来评估小鼠肾功能；ＰＡＳ 染色观察肾脏病理学变化；免疫组化检测肾损伤分子 １（ＫＩＭ⁃１）和尿液检测 Ｎ⁃乙酰⁃β⁃Ｄ
氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）水平以评估肾小管损伤情况；免疫组化法检测肾脏 ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞和免疫荧光法检测 Ｆ４ ／
８０ 阳性巨噬细胞浸润情况；天狼星红染色、免疫组化法检测胶原 Ｉ 和 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）表达以评估肾脏

纤维化情况。 结果　 与正常对照组相比，随着注射顺铂浓度的升高，小鼠肾脏损伤越明显，其中 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂高剂

量组最为显著。 与对照组相比，顺铂高剂量组小鼠肾功能下降，表现为血浆肌酐浓度和 ２４ ｈ 尿蛋白排泌量显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；肾小管上皮细胞坏死、空泡变性等病理学改变显著，肾组织 ＫＩＭ⁃１ 表达显著上升（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），尿 ＮＡＧ 水平升高；肾组织浸润的 ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞和 Ｆ４ ／ ８０ 阳性巨噬细胞增多；肾组织天狼星红染色阳性胶

原纤维区域显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），胶原 Ｉ 和 α⁃ＳＭＡ 表达也明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肾小管⁃间质发生纤维化。 结论　
反复注射 ４ 周 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂可诱导小鼠慢性肾功能不全模型，可为研究 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 的转化机制提供了新的实验

模型。
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ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｐｉｃｒｏｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｅｖｉ⁃
ｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｇ ／
ｋｇ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｎ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ｃｉｓｐｌａｔｉｎ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ； ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
１； ｍｉｃｅ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是指各种

原因引起的肾功能快速丢失为特点的临床综合

征［１］。 除具有较高的死亡风险外，ＡＫＩ 患者远期预

后很差，常进展成慢性肾脏病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ， ＣＫＤ）和终末期肾脏疾病（ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ， ＥＳＲＤ） ［２］。 由于 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化的机制尚

未阐明，因此针对性的改善 ＡＫＩ 转归的治疗方法仍

十分缺乏。
目前可用于研究 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化时肾脏病理

生理学改变和机制的动物模型非常少。 缺血再灌

注、肾毒性物质以及脓毒血症等刺激因素引起的

ＡＫＩ 动物模型大多应用在急性期肾损伤研究，难以

观察到 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化的过程。 因此，需要建立

一些更好地反映 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化过程的动物模

型，以阐明 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化机制，研发针对性治

疗策略。
顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）是临床上常用的治疗实体瘤的

一种化疗药物，具有剂量依赖的肾毒性［３］。 小鼠单

次大剂量（ ＞ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ）注射顺铂，可构建模拟肾毒

性物质引起的 ＡＫＩ 模型。 但此模型导致肾损伤过

于严重，动物死亡率高，无法用于 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化

的相关研究［４］。 既往报道庆大霉素可诱导大鼠肾

小管间质纤维化模型［５］，还有通过口服腺嘌呤［６］、
肾大部切除和肾梗死制备的大鼠 ５ ／ ６ 肾切除模

型［７］、单侧输尿管梗阻模型［８］ 等方法建立慢性肾功

能不全的动物模型。 此外，Ｄａｉｓｕｋｅ 等［９］报道了顺铂

可导致肾小管间质纤维化。 结合既往研究报道，我
们在本实验中，采用小剂量反复注射顺铂的方法，引
起小鼠慢性肾功能不全的表现，有望为研究 ＡＫＩ 向
ＣＫＤ 的转化机制提供了新的模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本实验采用 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（８ 周

龄，体重 ２２ ～ ２３ ｇ）作为实验对象，由广东省实验动

物中心提供【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】，饲养于广东

医科大学实验动物中心屏障环境中 【 ＳＹＸＫ（粤）
２０１５ － ０１４７】，环境温度为（２５ ± ２）℃，湿度为 ５０％
～７０％ ，１２ ｈ 光照阴暗交替。 本实验得到广东医科

大学动物伦理委员会许可 （伦理审查批准编号：
ＧＤＹ１７０２００１），所有动物实验操作均按照广东医科

大学实验动物中心的操作指南执行，并符合中华人

民共和国《实验动物管理条例》。

１２
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１􀆰 １􀆰 ２　 试剂

顺铂和天狼星红染料购买于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
肌酐检测试剂盒和 Ｎ⁃乙酰⁃β⁃Ｄ 氨基葡萄糖苷酶

（Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡＧ）试剂盒购买于

南京建成生物科技有限公司；山羊抗肾损伤分子 １
（ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １， ＫＩＭ⁃１）抗体购买于美国

Ｒ＆Ｄ 公司，兔抗 ＣＤ３ 抗体和兔抗胶原Ⅰ抗体购买于

美国 Ａｂｃａｍ 公司，大鼠抗小鼠 Ｆ４ ／ ８０ 抗体购买于美

国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司 （ＭＣＡ４９７ＧＡ）；ＤＡＢ 显色试剂盒、
辣根过氧化物酶标记的驴抗山羊 ＩｇＧ 抗体和山羊抗

兔 ＩｇＧ 抗体均购买于碧云天生物科技公司， Ａｌ⁃
ｅｘａ５９４ 标记的驴抗大鼠 ＩｇＧ 抗体购买于美国 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司（Ａ⁃２１２０９），ＤＡＰＩ 试剂购买于中国 Ｂｅｙ⁃
ｏｔｉｍｅ 公司（Ｃ１００５）。 其他试剂均购自国内外知名

试剂公司，化学试剂至少为分析纯。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 反复注射顺铂造模

２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠随机分成对照组（ＣＯＮ
组）、顺铂低剂量组（ ＬＤ 组）、顺铂中剂量组 （ＭＤ
组）以及顺铂高剂量组（ＨＤ 组），共 ４ 组，每组 ６ 只

小鼠。 顺铂组按体重采用腹腔注射顺铂，低剂量为

５ ｍｇ ／ ｋｇ，中剂量为 ７ ｍｇ ／ ｋｇ，高剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ，每
周 １ 次，连续注射 ４ 周。 于每周注射后 ３ ｄ 收血液

和尿液标本备检。 于第 ４ 次注射后 ３ ｄ 处死小鼠，
留取血液、尿液以及肾组织标本待检。
１􀆰 ２􀆰 ２　 尿液收集和相关检测

小鼠置代谢笼中收集 ２４ ｈ 尿液标本。 尿液经

４０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，去除尿沉渣， － ２０℃ 保存。
采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法检测小鼠尿液蛋白水平，结合尿量

计算小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白排泌量。 利用试剂盒检测小

鼠尿液 ＮＡＧ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血肌酐的检测

采用尾静脉采血每周收集小鼠少量血液标本。
实验终点采血方法：动物麻醉后，心脏取血约 １ ｍＬ，
４℃静置于 ＥＤＴＡ⁃Ｎａ２ 抗凝管 ３０ ｍｉｎ 后， ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，分离出血浆， － ８０℃保存。 按照血肌酐

检测试剂盒说明书的步骤，检测小鼠血浆肌酐浓度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肾脏病理染色

肾组织经甲醛固定 ２４ ｈ 后，梯度脱水，进行常

规石蜡包埋并切片。 石蜡切片经 ＰＡＳ 染色（ｐｅｒｉｏｄｉｃ
ａｃｉｄ⁃Ｓｃｈｉｆｆ ｓｔａｉｎｉｎｇ）后，在显微镜下观察并进行肾小

管损伤评分。 损伤指标包括坏死细胞、刷状缘脱落、
管型及小管扩张。 按照每个 ２００ 倍镜视野下，损伤

指标所占面积百分比评分，评分标准为 ０ 分：０ ～ ５
％ ，１ 分：５％～１０％ ，２ 分：１１％～２５ ％ ，３ 分：２６％～ ４５
％ ，４ 分：４６％～７５ ％ ；５ 分： ＞ ７６ ％ 。 采用双盲随机

分析方法，取 ５ 个视野平均值进行评估分析［１０］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化染色

检测肾组织中 ＫＩＭ⁃１、胶原Ⅰ和 ＣＤ３ 的表达。
石蜡切片脱蜡水化后，利用枸橼酸修复液进行高压

抗原修复，然后过氧化氢封闭内源性过氧化物酶；接
着用含正常血清的磷酸盐缓冲液封闭切片，再滴加

抗 ＫＩＭ⁃１ 抗体（按 １∶ １００ 稀释）或抗 ＣＤ３ 抗体（按 １
∶ ５０ 稀释）或抗胶原Ⅰ抗体（按 １∶ １００ 稀释），４℃过

夜，用磷酸盐缓冲液代替一抗做空白对照。 第二天，
切片清洗后，滴加相应二抗（按 １ ∶ ２００ 稀释），ＤＡＢ
显色，梯度酒精脱水、封片，显微镜下观察结果。
ＫＩＭ⁃１、胶原Ⅰ和 ＣＤ３ 抗体检测在肾组织中出现棕

黄色染色为阳性。 每张切片于 ２００ 倍镜下随机选取

５ 个视野，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件照相并对 ＫＩＭ⁃１ 和胶原Ⅰ
免疫组化染色进行分析，以面积表示 ＫＩＭ⁃１ 和胶原

Ⅰ阳性表达的相对含量。 每张切片于 ２００ 倍镜下随

机选取 ５ 个视野，统计 ＣＤ３ 表达阳性的 Ｔ 细胞数。
肾组织切片进行天狼星红染色，梯度酒精脱水、

封片，显微镜下观察。 每张切片于 ２００ 倍镜下随机

选取 ５ 个视野，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件拍照并对天狼星红染

色进行分析，以面积表示天狼星红染色阳性的的相

对含量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫荧光染色法

冰冻组织切片经磷酸盐缓冲液清洗后，用含

２􀆰 ５％牛血清白蛋白的缓冲液封闭 ３０ ｍｉｎ，滴加抗

Ｆ４ ／ ８０ 抗体（按 １ ∶ １００ 稀释），４℃ 过夜。 次日清洗

后，滴加荧光二抗（按 １∶ １００ 稀释），孵育 １ ｈ 后，滴
加 ＤＡＰＩ 染核，用抗荧光淬灭剂封片。 利用磷酸盐

缓冲液替代一抗做空白对照。 荧光显微镜镜下

观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行统计分析。 实验数据

用均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 多个样本均数的比

较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），多个样

本均数间每两个均数的比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ 检验。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠一般情况

顺铂高剂量组有 １ 只小鼠死亡，其余各组小鼠

２２
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均生存至实验终点。 对照组小鼠体重平稳，而顺铂

各剂量组小鼠体重较给药前均有下降。 与注射顺铂

前相比，顺铂高剂量组小鼠体重从第 ２ 周始至实验

终点显著下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （图 １）。
此外，高剂量组小鼠一般情况较其他组差，表现为精

神萎靡，毛发缺少光泽，及行动迟缓。

注：Ａ． 各组小鼠血浆肌酐浓度；Ｂ． 各组小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平。 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代表顺铂低剂

量组，ＭＤ 代表顺铂中剂量组，ＨＤ 代表顺铂高剂量组。

图 ２　 反复注射顺铂对各组小鼠血浆肌酐浓度和尿蛋白水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ： ｐｌａｓｍａ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ． Ｂ： ２４⁃ｈｏｕｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． ＣＯＮ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＬＤ： Ｌｏｗ⁃
ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＭＤ： Ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＨＤ： Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ２４⁃ｈｏｕｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

注：与对照组比较， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代

表顺铂低剂量组，ＭＤ 代表顺铂中剂量组，ＨＤ 代表顺铂高

剂量组。 Ｗ 代表周数。

图 １　 反复注射顺铂对各组小鼠体重的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． ＣＯＮ：
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＬＤ： ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＭＤ： ｍｅｄｉｕｍ⁃
ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＨＤ： ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． Ｗ：
ｗｅｅｋｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｏｎ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 各组小鼠血浆肌酐浓度和尿蛋白水平

与对照组相比，反复注射不同剂量顺铂均能引

起小鼠血浆肌酐浓度上升和增加小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白

排泌。 其中顺铂高剂量组血浆肌酐浓度和 ２４ ｈ 尿

蛋白排泌量升高最为显著，与对照组相比差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 ３　 各组小鼠肾脏病理学变化情况

对照组小鼠肾脏组织肾小球和肾小管结构正

常。 肾小管细胞上皮细胞连接紧密、形态规则、排列

整齐、边缘完整，细胞间隙未见水肿和炎症浸润。 低

剂量组病变较轻，偶见肾小管上皮细胞脱落；而中剂

量组的肾组织皮质局部可见有肾小管上皮细胞刷状

缘的脱落，基底膜部分裸露，炎性细胞浸润。 高剂量

组肾脏病变最重，肾组织皮质、皮髓交界可见大面积

上皮细胞坏死，肾小管上皮细胞空泡变性、刷状缘消

失、基底膜裸露、上皮细胞脱落及管型形成。
通过统计肾小管损伤评分发现，随着注射的顺

铂浓度增加，肾小管损伤评分逐渐升高；高剂量组小

管损伤显著高于对照组，差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
（图 ３）。
２􀆰 ４　 各组小鼠肾小管损伤标记物 ＫＩＭ⁃１ 表达和尿

液 ＮＡＧ 水平

通过免疫组化检测肾小管损伤标记物 ＫＩＭ⁃１
的表达以及试剂盒检测尿液 ＮＡＧ 的活性，进一步明

确各组小鼠肾小管损伤情况。 如图 ４ 所示，与对照

组相比，随着顺铂注射浓度的增加，肾脏组织中

ＫＩＭ⁃１ 阳性肾小管数量逐渐增多，且顺铂高剂量组

显著多于对照组，差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 尿

ＮＡＧ 水平的升高可以反应小管损伤情况。 结果显

示，与对照组相比，仅顺铂高剂量组小鼠尿 ＮＡＧ 活

性有所提升，但差异无显著性。
２􀆰 ５　 各组小鼠肾脏 ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞和 Ｆ４ ／ ８０ 阳

性巨噬细胞的浸润情况

免疫组化法检测各组小鼠肾组织 ＣＤ３ 阳性 Ｔ

３２
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注：Ａ． 各组小鼠肾组织 ＰＡＳ 染色（ＰＡＳ × ４００， ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）；Ｂ． 各组小鼠肾小管损伤评分（ 􀭰ｘ ± ｓ）。 与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与

低剂量组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代表顺铂低剂量组，ＭＤ 代表顺铂中剂量组，ＨＤ 代表顺铂高剂量组。

图 ３　 各组小鼠肾组织病理情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｂａｒ ＝ ５０ μｍ． Ｂ． Ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｓｃｏｒｅ（ 􀭰ｘ ± ｓ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍ⁃

ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． ＣＯＮ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＬＤ： Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＭＤ： Ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ
ｇｒｏｕｐ． ＨＤ： Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

细胞和 Ｆ４ ／ ８０ 阳性巨噬细胞的浸润情况。 结果发

现，与对照组相比，反复注射不同剂量顺铂均能引起

小鼠肾组织浸润的 ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞和 Ｆ４ ／ ８０ 阳性

巨噬细胞增多（巨噬细胞主要分布在肾小管⁃间质周

围，红色荧光，形态为狭长条形），但差异无显著性

（图 ５）。 上述结果提示，反复注射顺铂引起 Ｔ 细胞

和巨噬细胞的浸润可能参与肾脏病变进程。
２􀆰 ６　 各组小鼠肾脏纤维化情况

天狼星红染色可将肾组织的胶原蛋白染成亮红

色，是检测器官纤维化的常用染色方法之一。 如图

６ 所示，对照组肾小管⁃间质可见少量天狼星红染色

阳性的胶原组织。 而与对照组相比，随着顺铂注射

浓度的增加，肾脏组织中天狼星红染色阳性面积逐

渐增多，且顺铂高剂量组显著多于对照组，差异有显

著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 进一步利用免疫组化检测各组

小鼠肾脏胶原 Ｉ 的表达情况发现，与对照组相比，随
着注射的顺铂浓度增加，肾脏组织中胶原 Ｉ 染色阳

性区域逐渐增多，且顺铂中剂量和高剂量组显著多

于对照组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
不仅如此，与对照组相比，随着注射的顺铂浓度增

加，肾脏组织中表达肌成纤维细胞标记物 α⁃ＳＭＡ 的

细胞数量显著增加，高剂量组显著多于对照组，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 上述结果提示，反复注射顺

铂可以引起小鼠肾脏发生纤维化。

３　 讨论

小鼠单次大剂量（２０ ～ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ）注射顺铂可

诱导严重的 ＡＫＩ 模型，常用于研究 ＡＫＩ 急性期病理

学改变和机制，但由于肾损伤过重，小鼠易死亡，不
适用于研究顺铂慢性肾毒性作用以及 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ
转化相关研究。 低剂量反复多次注射顺铂，更符合

临床癌症化疗指南推荐的剂量和疗程，能模拟顺铂

所致的肾脏长期慢性毒副作用，且小鼠死亡率低。
本实验中，小鼠每周注射一次 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的顺铂，连
续注射 ４ 周，可诱导肾功能、病理生理改变均较符合

临床 ＣＫＤ 患者肾脏状态的 ＣＫＤ 模型。
既往研究中，常利用大鼠作为顺铂诱导肾小管⁃

间质纤维化模型的实验动物，但由于机制研究需要

转基因操作，而大量现存的转基因动物以小鼠最多。
因此，近年有课题组尝试在小鼠上构建此种模型。

４２
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注：Ａ． 各组小鼠肾组织免疫组化 ＫＩＭ⁃１ 染色（ＩＨＣ × ４００， ｂａｒ ＝ ５０ μｍ，黑色箭头为 ＫＩＭ⁃１ 的阳性表达肾小管；Ｂ． 各组小鼠尿

液 ＮＡＧ 的活性（ 􀭰ｘ ± ｓ）。 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代表顺铂低剂量组，ＭＤ 代表顺铂中剂量组，ＨＤ
代表顺铂高剂量组。

图 ４　 各组小鼠肾小管损伤情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＩＭ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４００， ｂａｒ ＝ ５０ μｍ． Ｂｌａｃｋ ａｒ⁃
ｒｏｗｓ： ＫＩＭ⁃１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｂｕｌｅｓ． Ｂ： ＫＩＭ⁃１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｒｅａ （％ ）． Ｃ： Ｕｒｉｎａｒｙ ＮＡＧ ａｃｔｉｖｉｔｙ（ 􀭰ｘ ± ｓ） ． Ｃｏｍ⁃

ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． ＣＯＮ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＬＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＭＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＨＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

此前曾有报道 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景小鼠不易产生纤维

化［１１］，而本实验所采用的方法成功诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
背景小鼠肾脏发生纤维化，表现为肌成纤维细胞数

量增多和肾小管⁃间质胶原沉积增加，提示反复注射

顺铂在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景小鼠上诱导慢性肾功能不全

模型是可行的。 此外，我们的模型也可以适用于小

鼠的肿瘤模型使用顺铂长期治疗后的肾毒性研究。
顺铂所致 ＡＫＩ 的主要受累的是近端小管的上

皮细胞，引起细胞凋亡、坏死，此过程涉及 Ｔ 细胞，Ｔ
ｒｅｇ 细胞，巨噬细胞等炎症细胞的浸润［１２］。 本实验

中，反复注射 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂的模型组小鼠出现肾小

管上皮细胞空泡变性、刷状缘消失、基底膜裸露、上
皮细胞脱落及管型形成等病理学改变。 慢性肾病的

组织学特点， 例如：小管⁃间质纤维化、小管萎缩或

扩张，小球结构基本完整，这些病变在本实验中均可

见。 目前认为，顺铂可引起肾小管上皮细胞线粒体

功能障碍、ＤＮＡ 损伤、反应氧簇生成增多、凋亡、坏
死等病变［１３］，诱导肾小管⁃间质炎症反应，造成小管

细胞严重损伤时则直接引起小鼠肾衰竭，甚至死亡。

而损伤轻微时（如小剂量单次注射顺铂），残存的小

管细胞通过去分化、增殖、再分化的途径补充受损小

管细胞，完成肾脏修复。 有研究指出一旦小管细胞

受到超出修复能力的持续打击，小管上皮细胞则停

滞在细胞周期的 Ｇ２ ／ Ｍ 期，产生促纤维化因子，如
ＴＧＦ⁃β 增多，从而分泌胶原 Ｉ 和 α⁃ＳＭＡ 等，诱导肾

脏纤维化［１４］。 因此，肾小管上皮细胞损伤和修复是

影响 ＡＫＩ 转归的核心环节［１５］。
本实验所采取的反复注射适量顺铂会引起小管

细胞反复损伤，可能通过诱导其发生不恰当修复，参
与慢性肾功能不全的病变进程。 而反复注射顺铂引

起肾小管上皮细胞高表达的 ＫＩＭ⁃１，可能是参与此

过程的关键分子之一。 研究发现，ＫＩＭ⁃１ 可以促进

顺铂的肾毒性病情发展［１６］。 在本实验中，反复注射

１０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂可诱导肾小管上皮细胞 ＫＩＭ⁃１ 表达

显著升高。 大量的文献证实，正常情况下，肾脏组织

几乎不表达 ＫＩＭ⁃１ 蛋白，但是在肾脏损伤后数小时

内的表达水平即显著升高，且其表达量随肾小管损

伤范围的增加明显升高。 ＫＩＭ⁃１ 可诱导肾小管上皮

５２
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注：Ａ． 各组小鼠肾脏 ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞的表达；Ｂ． 各组小鼠 Ｆ４ ／ ８０ 阳性巨噬细胞的表达；Ｃ． ＣＤ３ 阳性 Ｔ 细胞的数量（ ＩＨＣ， × ４００，ｂａｒ ＝
５０ μｍ）黑色箭头为 ＣＤ３ 阳性细胞表达，黄色箭头为 Ｆ４ ／ ８０ 阳性细胞表达。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代表顺铂低剂量组，ＭＤ 代表顺铂中剂

量组，ＨＤ 代表顺铂高剂量组。

图 ５　 各组小鼠肾小管⁃间质炎症细胞浸润情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＤ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ） ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆ４ ／ ８０ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａｃｒｏｐｈａ⁃
ｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ （ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ） ． Ｃ． Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＤ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌｓ （ＩＨＣ， × ４００，ｂａｒ ＝ ５０ μｍ，ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ＣＤ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ Ｆ４ ／ ８０ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ） ． ＣＯＮ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＬＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ，
ＭＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＨＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

细胞持续分泌多种促炎症因子，使肾脏处于活化的

前炎症反应状态，进而诱导巨噬细胞及 Ｔ 细胞迁徙

入肾间质，大量活化的炎症细胞促发肾脏炎症级联

反应，最终导致肾间质炎症损伤及进行性纤维化加

重［１７ － １８］。 我们对各组模型的肾脏组织进行 ＣＤ３ 和

Ｆ４ ／ ８０ 染色，可以看到，模型组皮质和皮髓交界处有

很明显的 ＫＩＭ⁃１ 表达，且小管间质可见 ＣＤ３ 阳性 Ｔ
细胞和 Ｆ４ ／ ８０ 阳性巨噬细胞的浸润，提示反复注射

顺铂引起小管细胞高表达的 ＫＩＭ⁃１ 可能是介导模

型慢性炎症反应的关键分子。
众所周知，肾小管⁃间质纤维化是各种原因引起

的 ＣＫＤ 的共同的病理学变化，其损害程度与肾功能

毁损程度密切相关是加速肾功能衰竭的主要驱动

力。 本实验中，反复注射顺铂引起小鼠肾脏肌成纤

维细胞数量增多和肾小管⁃间质胶原沉积增加的纤

维化病变。 表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞是公认的

强力产生细胞外基质，促进肾脏纤维化的关键细胞，
其来源很广。 有报道称，发生不恰当修复的可通过

Ｔｗｉｓｔ 和 Ｓｎａｉｌ 介导的上皮细胞⁃间充质细胞转分化

途径（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）转分化

为肌成纤维细胞［１９］，分泌大量胶原等细胞外基质，
参与肾小管⁃间质纤维化［２０］。 此外，最近研究发现，

６２
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注：Ａ． 肾组织天狼星红染色；Ｂ． 肾组织胶原 Ｉ 免疫组化染色；Ｃ． 肾组织 α⁃ＳＭＡ 免疫组化染色；Ｄ． 天狼星红染色的阳性表达面积；Ｅ． ｃｏｌｌａ⁃

ｇｅｎ Ｉ 的阳性表达面积；Ｆ． α⁃ＳＭＡ 的阳性表达面积（ 􀭰ｘ ± ｓ）。 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与低剂量组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与中剂量组比较，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 ＣＯＮ 代表对照组，ＬＤ 代表顺铂低剂量组，ＭＤ 代表顺铂中剂量组，ＨＤ 代表顺铂高剂量组。
（ＩＨＣ × ４００，黑色箭头为阳性表达，ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）

图 ６　 各组小鼠的肾组织纤维化改变

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ． Ｃ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ． Ｄ． Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｅ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃

ｓｉｏｎ． Ｆ． α⁃ＳＭＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． （ 􀭰ｘ ± ｓ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． ＣＯＮ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＬＤ： Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａ⁃
ｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＭＤ： Ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． ＨＤ： Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ． （ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４００， ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｈａｎｇｅｓ，ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｕｂｕｌｏ⁃ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

在小鼠梗阻肾模型中，巨噬细胞通过转分化成肌成

纤维细胞，参与肾脏纤维化［２１ － ２２］。 而在体外实验，
最近报道了 Ｍ２ 型巨噬细胞可以协同成纤维细胞诱

导顺铂条件下的肾小管上皮细胞 ＥＭＴ，促进肾小管⁃

间质纤维化的进展［２３］。 本实验中，反复注射顺铂引

起大量巨噬细胞浸润肾脏，极可能通过此途径参与

后续肾小管⁃间质纤维化进程，可能还有更多的免疫

细胞参与到这个过程，但尚需进一步实验证实，这为

７２
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研究 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 转化的治疗提供了靶点。
本研究通过在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠上反复注射顺铂，

引起小鼠肾小管损伤、肾脏 Ｔ 细胞和巨噬细胞浸润

增多以及肾小管⁃间质纤维化病变，进而造成小鼠血

肌酐上升和尿蛋白排泌增多，引起肾功能下降，炎
症，纤维化等慢性肾功能不全的表现，有望为后续研

究 ＡＫＩ 向 ＣＫＤ 的转化过程提供新的工具。 此研究

有一定的应用价值，可进行慢性肾功能不全的实验

研究，如何保护肾功能、延缓甚至逆转肾功能的进展

等热点。
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