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高尿酸血症肾病小鼠模型的优化及效果评价
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摘要 : 本研究旨在通过探讨氧嗪酸钾的不同给药方式 , 并联合次黄嘌呤构建一种高效的高尿酸血症肾病

(hyperuricemic nephropathy, HN) 小鼠模型, 并对模型效果进行评价。动物福利和实验过程均遵循广东药科大学动

物伦理委员会的规定。选取雄性C57BL/6小鼠随机分为正常对照组、氧嗪酸钾 (灌胃给药 100 mg·kg-1·d-1) + 次黄嘌

呤 (灌胃给药 500 mg·kg-1·d-1) 模型组、氧嗪酸钾 (腹腔注射给药 100 mg·kg-1·d-1) + 次黄嘌呤 (灌胃给药 500 mg·kg-1·d-1)

模型组, 每天给药1次, 持续给药21天诱导HN模型。血液生化结果表明, 与正常对照组相比, 灌胃氧嗪酸钾联合次黄

嘌呤小鼠血清中尿酸、肌酐水平及24 h尿蛋白含量明显提升 (P < 0.05), 肝脏黄嘌呤氧化酶水平无明显差异; 腹腔注射

氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌呤小鼠血清中尿酸最高值达到349.3 μmol·L-1, 肌酐最高达到26.4 μmol·L-1, 肝脏黄嘌呤氧化

酶水平及24 h尿蛋白含量也显著提升 (P < 0.01)。肾脏病理结果显示, 灌胃氧嗪酸钾联合次黄嘌呤小鼠部分肾小管扩

张, 肾小管上皮细胞排列紊乱, 出现部分胶原纤维, 活性氧和脂质过氧化物4-羟基壬烯醛 (4-HNE) 生成轻微增加; 而腹

腔注射氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌呤小鼠出现明显的炎症细胞浸润和大面积的胶原沉积, 产生了大量活性氧和 4-HNE。

Western blot结果显示, 与灌胃氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌呤小鼠纤维黏连蛋白 (FN) 和尿酸转运蛋白 1 (URAT1) 的

蛋白表达增加相比, 腹腔注射氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌呤小鼠可进一步增加FN和URAT1的表达。本研究证实, 腹腔注

射100 mg·kg-1氧嗪酸钾联合灌胃500 mg·kg-1次黄嘌呤可建立更高效的高尿酸血症肾病小鼠模型。
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Abstract: The aim of this study was to establish an efficient and stable mouse model of hyperuricemic

nephropathy (HN) by testing different modes of administration of potassium oxonate (PO) combined with

hypoxanthine (Hx). Animal welfare and experimental procedures were in accordance with the regulations of the

Animal Ethics Committee of Guangdong Pharmaceutical University. Male C57BL/6 mice were randomly divided

into a control group, a PO+Hx group (i.g.; 100 mg·kg-1·d-1 and 500 mg·kg-1·d-1, respectively), and a PO+Hx group

(i.p.; 100 mg·kg-1·d-1, and 500 mg·kg-1·d-1). This HN model was induced by combination of PO and Hx administration

once daily for 21 days. The results of serum biochemistry showed that the levels of serum creatinine and 24 h

albuminuria were increased compared with the normal group in intragastric administration of PO combined with

Hx (P < 0.05), but there was no significant difference in serum uric acid and hepatic levels of xanthine oxidase.
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The maximum value of serum uric acid and creatinine was 349.3 μmol·L-1 and 26.4 μmol·L-1, respectively, in mice

injected with PO combined with Hx. The levels of liver xanthine oxidase and 24 h albuminuria were significantly

increased in mice injected with PO combined with Hx (P < 0.01). Pathological data showed that renal tubules were

dilated, the epithelial cells of renal tubules were disordered, and the production of collagen fibers, reactive oxygen

species (ROS) and lipid peroxidase 4-hydroxynonenal (4-HNE) were slightly increased after intragastric

administration of PO combined with Hx mice. Obvious infiltration of inflammatory cells and large area of collagen

deposition, with a large amount of ROS and the lipid peroxide 4-HNE were produced in mice injected with PO

combined with Hx. Western blot analysis showed that the expression of fibronectin (FN) and urate transporter 1

(URAT1) was increased after intragastric administration of PO combined with Hx in mice and further increased in

mice injected with PO combined with Hx. This study demonstrates that injection with 100 mg·kg-1 potassium oxonate

combined with 500 mg·kg-1 hypoxanthine establishes a stable and efficient mouse HN model.
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高尿酸血症 (hyperuricemia, HUA) 是一种以血清

尿酸水平升高为特征的代谢紊乱[1]。肾脏尿酸沉积过

多导致高尿酸血症肾病 (hyperuricemic nephropathy,

HN), 主要表现为肾脏炎症、肾小球和小管损伤、小管

间质纤维化和尿酸性肾结石[2], 随着人们生活水平的

提高, HUA成为严重影响人类生活质量的主要疾病之

一[3]。建立理想的 HN 动物模型是推动 HN 研究的关

键, 因此建立一种高效、稳定、能模拟HN发生机制的

小鼠动物模型, 对人类HN药效靶点的发现和新药开

发具有重要意义。

高等灵长类动物在进化过程中编码尿酸酶 (urate

oxidase, Uox) 的基因丢失, 但是小鼠体内的尿酸酶会

将尿酸代谢为尿囊素排出体外[4], 因此小鼠的HN模型

一直存在稳定性差、评价方法不统一的现象。目前 ,

HN 小鼠模型的建立大多采用氧嗪酸钾 (potassium

oxonate, PO) 和次黄嘌呤 (hypoxanthine, Hx) 联合诱导

的方式, 但是灌胃PO出现剂量大, 造成小鼠食欲不振、

尿酸值波动大、模型不稳定的现象。因此, 本研究旨在

通过比较 PO的不同给药方式来探索建立一种新的高

效的小鼠模型。

材料与方法

实验动物 18只 SPF级雄性C57BL/6小鼠, 体重

20～25 g, 8周龄, 购自北京维通利华实验动物技术有

限公司 , 动物生产许可证号 : SCXK (浙) 2018-0002。

小鼠饲养于广东药科大学 SPF级动物实验中心, 实验

单位使用许可证编号: SYXK (粤) 2017-0125, 动物实

验获得广东药科大学实验室动物护理和使用伦理委员

会批准, 批准号: gdpulacspf2020007。

药物与试剂 氧嗪酸钾 (批号: STBH0976)、次黄

嘌呤 (批号 : SLBZ9513) 和活性氧荧光探针 (DCFH-

DA, 批号: 059M4133) 均购自美国Sigma公司; 羧甲基

纤维素钠 (CMC-Na, 批号 : 20190304)和 Triton X-100

(批号: C428BA001) 购自生工生物工程有限公司; 苏木

素伊红染液 (HE, 批号: 0729A20); 天狼猩红染液 (Sirius

red, 批号: 20211111)、Masson染色液 (批号: 0928A20)

均购自北京雷根生物技术有限公司; 血清尿酸 (serum

uric acid, SUA, 批号 : 20200911)、血清肌酐 (serum

creatinine, SCr, 批 号 : 20201106)、黄 嘌 呤 氧 化 酶

(xanthine oxidase, XOD, 批号: 20210512)、尿蛋白检测

试剂盒 (批号: 20200608) 均购自南京建成生物技术研

究所; DAB显色液 (批号: UD283195) 购自赛默飞世尔

科技有限公司; 4-羟基壬烯酸 (4-HNE) 抗体购自美国

R&D Systems公司; 纤维连接蛋白 (fibronectin, FN) 抗

体购自博士德生物工程有限公司; 尿酸盐转运蛋白 1

(urate transporter 1, URAT1) 抗体购自美国 Proteintech

有限公司; β-actin抗体购自北京全式金生物技术股份

有限公司。

仪器 多功能酶标仪 (美国Thermo Fisher Scientific

公司); ECL化学发光仪 (美国Bio-Rad公司); 荧光显微

镜 (日本Olympus公司); 高速冷冻离心机 (美国Scilogex

公司)。

动物实验分组、造模与给药 将 18只C57BL/6雄

性小鼠随机均分 3组: 正常对照组 (control)、氧嗪酸钾

(PO; 灌胃给药 100 mg·kg-1·d-1) + 次黄嘌呤 (Hx; 灌胃

给药 500 mg·kg-1·d-1) 模型组、氧嗪酸钾 (腹腔注射给药

100 mg·kg-1·d-1) + 次黄嘌呤 (灌胃给药 500 mg·kg-1·d-1)

模型组, 每天上午9:30, 除正常对照组灌胃0.5% CMC-Na

(10 μL·g-1·d-1) 外, 各组小鼠分别按实验方案给予相应

体积的氧嗪酸钾和次黄嘌呤诱导HN模型, 持续3周。

样品采集 给药第 20天对小鼠禁食不禁水收集

24 h尿液, 第 21天给完造模药 1.5 h后取小鼠血液, 室

温静置 30 min后 3 000 r·min-1离心 15 min, 分离得到血

清。处死小鼠后取肾脏和肝脏, 左肾脱水包埋做病理
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切片, 右肾及肝脏置于-80 ℃冰箱保存。

生化指标检测 取上述小鼠血清按照试剂盒说明

书方法测量 SUA、SCr和肝脏 XOD 水平, 取小鼠 24 h

尿液测尿蛋白含量。

病理学评价 将小鼠肾脏按常规方法固定、脱水、

包埋、切片, HE染色观察肾脏组织结构及肾小管和肾

小球形态 ; 天狼猩红染色检测肾脏胶原沉积情况 ;

Masson染色检测肾脏组织纤维化程度。为了评估肾

脏损伤的程度, 参照相关文献描述的方法[5], 根据肾脏

炎症浸润情况和肾小管坏死程度, 综合判断肾损伤程

度并进行肾脏病理损伤半定量评分, 评分越高代表肾

脏损伤越严重。使用以下量表对每组 6张切片的 8～

10个视野的形态学损伤进行量化, 具体标准如表1。

免疫组织化学检测小鼠肾脏组织中 4-HNE的表

达水平 组织玻片按常规方法烘片、脱蜡后用柠檬酸

盐缓冲液 (pH = 6) 高压修复, 待玻片冷却至室温后放

于 3% 过氧化氢中常温静置 10 min。漂洗后用 1%

BSA封闭 1 h, 加 4-HNE抗体于 4 ℃过夜。次日取出玻

片恢复至室温, 经漂洗后加二抗在室温放置 1 h。DAB

显色 (避光) 后苏木素染细胞核, 脱水, 风干, 封片。显

微镜下观察拍照, Image J统计分析。

DCFH-DA检测小鼠肾脏组织活性氧 (ROS) 表达

情况 组织玻片按常规方法烘片、脱蜡、柠檬酸盐缓冲

液 (pH = 6) 高压修复 , 1% Triton X-100 孵育破膜 , 经

PBS漂洗后用探针孵育20 min, 荧光封片剂封片。

蛋白提取及 Western blot 检测小鼠肾脏组织中

FN 和 URAT1 的蛋白表达水平 取 20 mg 组织放入

1.5 mL EP管中, 每管加入500 μL含有蛋白酶抑制剂的

裂解液, 匀浆机匀浆后在冰上充分裂解 15 min。使用

高速冷冻离心机于 12 000 r·min-1、4 ℃离心 30 min, 取

上清。用BCA法测蛋白浓度并调整, 加入蛋白上样缓

冲液, 加热变性。Western blot实验: 每孔上样等量蛋

白样品, 进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳,

电转移至 PVDF膜, 5%脱脂奶粉封闭 1 h, 漂洗之后与

FN 和 URAT1 的一抗 4 ℃下孵育过夜 , 经 TBST 洗膜

后, 加入相应二抗, 室温孵育 1 h, 洗膜, ECL显色、曝

光、分析条带。

统计学方法 实验结果采用 GraphPad Prism 7.0

软件进行统计分析。所有结果均以 x̄ ± SEM表示, 两

组间比较采用 t检验分析 (t-test), P < 0.05代表组间差

异具有统计学意义。

结果

1 高尿酸血症肾病小鼠基本表型

造模期间, 各组小鼠的体重基本呈上升趋势; 连续

给药 21天后, 各组小鼠状态良好, 毛色光滑, 饮食饮水

正常; 相对于正常对照组小鼠, PO (i.g.) + Hx小鼠尿量

并无明显变化 ; 而 PO (i.p.) + Hx 小鼠尿量明显增加

(P < 0.05), 模型组小鼠均未出现精神萎靡和死亡情况,

各组小鼠饮食量没有差异 (图1)。

2 高尿酸血症肾病小鼠血尿酸、肝脏XOD及肾脏功

能相关指标的变化情况

肝脏XOD是体内合成尿酸的限速酶, 既能够催化

次黄嘌呤生成黄嘌呤, 进而生成尿酸, 也可直接催化黄嘌

呤生成尿酸[4]; SCr和24 h尿蛋白已被提出作为基础和临

床实践中常规和准确的肾小球滤过率参数, 是反映肾功

能的重要指标[6,7]。如图2所示, 与正常对照组小鼠比较,

PO (i.g.) + Hx小鼠SUA、SCr水平和24 h尿蛋白含量明

显升高 (P < 0.05); PO (i.p.) + Hx小鼠 SUA、SCr、肝脏

XOD水平及24 h尿蛋白含量显著升高 (P < 0.01)。

Table 1 Histological scoring of the renal lesion

Histological change

Normal (no tubular injury; no inflammatory infiltration)
Slight injury (tubular injury < 25%;

slight inflammatory infiltration)
Mild injury (tubular injury: 25%-50%;

mild inflammatory infiltration)
Moderate injury (tubular injury: 50%-75%;

moderate inflammatory infiltration)
Severe injury (tubular injury > 75%;

severe inflammatory infiltration)

Score

0
1

2

3

4

Figure 1 The global appearance and characteristics of control

and hyperuricemic nephropathy (HN) mice. A: Body weight; B:

The 24 h urinary volume; C: Food intake; D: Water intake. n = 6,

x̄ ± SEM. *P < 0.05. PO: Potassium oxonate; Hx: Hypoxanthine;

ns: No significance
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3 高尿酸血症肾病小鼠肾脏HE染色情况

HE病理结果显示 (图3), 正常对照组肾小管细胞形

态正常, 肾小球大小和形态正常、未见明显萎缩或增生,

肾脏无明显炎症浸润; PO (i.g.) + Hx小鼠可见轻微肾小

管扩张和炎症细胞浸润, 肾小球系膜增生; PO (i.p.) +

Hx小鼠肾组织可见明显炎症细胞浸润, 肾小管普遍扩

张变性, 肾小管上皮细胞排列紊乱或脱落。肾脏组织

病理损伤半定量评分显示: PO (i.p.) + Hx组小鼠肾脏

组织病理损伤评分明显高于 PO (i.g.) + Hx 组 (P <

0.000 1)。

4 高尿酸血症肾病小鼠氧化应激指标的变化情况

DCFH-DA检测结果显示 (图 4), 相较于正常对照

组小鼠, PO (i.g.) + Hx小鼠和 PO (i.p.) + Hx小鼠组织

内ROS生成显著增加 (P < 0.05, P < 0.001); 免疫组织化

学检测结果显示, 脂质过氧化物 4-HNE在 PO (i.g.) +

Hx小鼠中部分肾小管区域表达, 在PO (i.p.) + Hx小鼠

组织中表达显著增多 (P < 0.001)。

5 高尿酸血症肾病小鼠肾脏胶原纤维的变化情况

天狼猩红和Masson染色病理结果显示 (图 5), 相

较于正常对照组小鼠, PO (i.g.) + Hx小鼠肾脏组织腔

中可见明显胶原纤维生成; PO (i.p.) + Hx组小鼠胶原

沉积明显, 胶原纤维生成进一步显著增多, 并交联成网

状。统计结果显示, PO (i.p.) + Hx组小鼠纤维化程度

相较于正常对照组小鼠显著增加 (P < 0.001), 纤维化

程度明显强于PO (i.g.) + Hx小鼠 (P < 0.05)。

6 高尿酸血症肾病小鼠肾脏纤维化的变化情况

如图 6所示, 相较于正常对照组小鼠, PO (i.g.) +

Hx和PO (i.p.) + Hx小鼠FN表达量明显上调 (P < 0.01,

P < 0.000 1), 且与PO (i.g.) + Hx 组小鼠相比, PO (i.p.) +

Hx小鼠FN表达增加更为显著 (P < 0.05)。

7 高尿酸血症肾病小鼠肾脏尿酸转运体的变化情况

如图 7所示, 相较于正常对照组小鼠, PO (i.g.) +

Hx组小鼠和 PO (i.p.) + Hx组小鼠的URAT1表达量明

显上调 (P < 0.01, P < 0.001), 且与 PO (i.g.) + Hx小鼠

相比, PO (i.p.) + Hx小鼠URAT1表达量显著上调 (P <

0.001)。

Figure 2 The biochemistry analysis of uric acid and renal

function in HN mice. A: Serum uric acid (SUA) level; B: Activity

of liver xanthine oxidase (XOD); C: Serum creatinine (SCr) level;

D: The content of 24 h albuminuria in urine of mice. n = 6, x̄ ±

SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

Figure 3 Renal histology was examined by HE staining in HN

mice. A: Representative HE staining of HN mice. PO (i.g.) + Hx

group, slight tubular epithelial cell necrosis and renal tubule

dilatation (asterisk) and inflammatory infiltration (black arrow);

PO (i. p.) + Hx group, severe tubular epithelial cell necrosis and

renal tubule dilatation (asterisk) and inflammatory infiltration

(black arrow); B: Semi-quantitative score of pathological damage

of kidney tissue in mice. n = 6, x̄ ± SEM. **P < 0.01, ****P < 0.000 1

Figure 4 Oxidative stress indexes were detected in HN mice. A:

Representative images of DCFH-DA fluorescence and immuno‐

fluorescent staining of 4-hydroxynonenal (4-HNE); B, C: The

quantification of positive staining of ROS (B) and 4-HNE (C).

n = 6, x̄ ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001
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讨论

高尿酸血症作为继高血压、高血糖、高血脂以后的

“第四高”, 与多种代谢紊乱相关, 同时也是高尿酸血症

肾病的一个独立危险因素[8]。动物模型是研究高尿酸

血症疾病的重要工具, 对治疗药物的开发、发病机制的

研究起着关键性的作用, 因此构建一个可重复的、与人

类高尿酸血症肾病发病机制相似的动物模型至关重要。

目前, 构建高尿酸血症肾脏模型主要有两种: ① 增加尿

酸的生成。如使用富含嘌呤、次黄嘌呤的食物来增加

小鼠体内尿酸的生成; ② 抑制尿酸分解。如使用抑制

尿酸酶的药物氧嗪酸钾抑制小鼠体内的尿酸分解。

目前, 研究中大多使用氧嗪酸钾联合次黄嘌呤或

者腺嘌呤构建高尿酸血症肾病小鼠模型。Yong等[9]灌

胃 300 mg·kg-1 PO联合 500 mg·kg-1 Hx持续 7天诱导模

型; 或注射 100 mg·kg-1 PO联合灌胃 500 mg·kg-1 Hx持

续 7天诱导模型[10]; Ren等[11]灌胃 2 400 mg·kg-1 PO 联

合 160 mg·kg-1腺嘌呤持续 28天诱导模型; Wen等[12]灌

胃 200 mg·kg-1 PO联合 50 mg·kg-1腺嘌呤持续 21天诱

导模型。由于腺嘌呤本身易在肾脏形成结晶, 与尿酸

结晶造成的肾脏损伤难以区分, 因此近来研究逐渐淘

汰腺嘌呤进行诱导高尿酸血症肾病模型。因此, 本研

究选择氧嗪酸钾联合次黄嘌呤诱导高尿酸血症肾病模

型。有研究[11]显示 , 灌胃 PO 剂量达到 2 400 mg·kg-1,

易引起小鼠肠胃负担过重, 影响饮食饮水。基于以上

研究, 灌胃和注射 PO联合灌胃Hx都可诱导高尿酸血

症, 但目前没有研究比较灌胃和注射哪种给药方式能

够更好地诱导出高尿酸血症肾病模型。综上, 本研究

优化了造模方法为 100 mg·kg-1 PO 和 500 mg·kg-1 Hx,

给药时间为 21天, 并在灌胃Hx的情况下对比PO使用

灌胃和腹腔注射两种给药方式对构建小鼠高尿酸血症

肾病模型的影响。

在本研究中, 灌胃和腹腔注射组HN小鼠饮食和

体重稳定、精神状态良好、未出现死亡现象, 造模周期

短。相较于灌胃组小鼠, 腹腔注射氧嗪酸钾会使小鼠

尿酸上升平稳且持久, 小鼠肾脏出现明显肾损伤和肾

脏纤维化。血清尿酸水平是判断高尿酸血症动物模型

构建成功与否的重要指标。本实验结果表明, 腹腔注

射氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌呤使小鼠血清中的尿酸和

肌酐水平以及尿蛋白含量升高得更明显, 肾脏的病理

损伤更为严重。ROS的产生与内源性抗氧化网络的

代偿反应之间的氧化还原失衡导致氧化应激。过量的

ROS生成可激活一系列细胞信号通路, 导致严重肾损

伤和肾功能障碍[13]。在本研究中, 腹腔注射氧嗪酸钾

联合灌胃次黄嘌呤可以使小鼠肾脏内ROS及脂质过

氧化物 4-HNE生成增多, 造成了进一步的肾损伤。肾

脏是尿酸排泄的主要器官, 尿酸转运体介导的尿酸过

度重吸收是高尿酸血症发生的一大原因[14]。本研究结

果表明, 模型组小鼠体内URAT1蛋白表达增多, 造成

尿酸重吸收增多。

本研究采用的腹腔注射氧嗪酸钾联合灌胃次黄嘌

呤造成了小鼠体内尿酸稳定升高及肾脏的病理损伤,

比较符合人类高尿酸血症肾病病理形成过程, 但仍存

在一定的局限性。氧嗪酸钾长期腹腔注射将会导致小

Figure 5 Sirius red and Masson's trichrome stainings were

performed in HN mice. A: Representative images of Sirius red and

Masson's trichrome; B: The quantification of positive staining of

Sirius red; C: The quantification of positive staining of Masson's

trichrome. n = 6, x̄ ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

Figure 6 The expression of fibronectin (FN) in HN mice. A: The

protein expression of FN was examined by Western blot; B: The

density analysis of FN. n = 6, x̄ ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01,
****P < 0.000 1

Figure 7 The expression of urate transporter 1 (URAT1) in HN

mice. A: The protein expression of URAT1 was examined by

Western blot; B: The density analysis of URAT1. n = 6, x̄ ± SEM.
**P < 0.01, ***P < 0.001
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鼠产生应激反应发生腹腔积水和腹膜硬化[15], 造成非

本模型所特征的病理损伤, 对HN损伤动物模型的建

立产生一定程度的干扰。由于小鼠体内表达Uox, 可

持续降解尿酸, 所以即使在摄取高嘌呤食物的情况下

也很难形成高尿酸血症。因此对尿酸酶进行基因修饰

是构建自发HN模型的关键技术。胚胎干细胞同源重

组Uox敲除小鼠模型的平均血清尿酸浓度比野生型对

照组高约 12倍, 但小鼠在 4周龄时死亡率高达 65%[16]。

Lu等[17]使用转录激活因子样效应物核酸酶 (TALEN)

技术构建Uox敲除小鼠模型, 这些小鼠模型血清尿酸

盐浓度适度升高至 7.1～8.7 mg·dL-1, 与人类血尿酸水

平相似, 但活产率仅为 15.9%。敲除小鼠体内 Uox引

起尿酸升高且造成相应的肾损伤, 与人类高尿酸血症

肾病的发病机制更为接近。因此, 如何获得高产率和

高存活率的Uox敲除小鼠, 并在高尿酸环境下易存活

是目前面临的一大挑战。未来Uox敲除鼠与饮食诱导

相结合将是一种很有前景的高尿酸血症造模方式。

综上所述, 通过腹腔注射 100 mg·kg-1氧嗪酸钾和

灌胃500 mg·kg-1次黄嘌呤成功地构建了高尿酸血症肾

病小鼠模型。小鼠血清中的尿酸和肌酐水平的升高、

肾脏的病理损伤及体内FN和URAT1的蛋白表达增加

可以证明本研究构建的是一个更优化、可重复的高尿

酸血症肾病小鼠模型。
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