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尿液新型生物标志物对顺铂诱导大鼠急性肾早期损伤的诊断效能研究
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摘 要：目的 在顺铂诱导的大鼠急性肾损伤模型中，系统评价短时间采尿下系列尿液肾毒性生物标志的诊断性能。方法

Wistar大鼠单次 ip 6 mg·kg−1顺铂构建急性肾损伤模型，在检疫期、给药后第 3和 6天分别收集给药后 5 h对照组和顺铂组动

物尿液和血样，使用日立 7180全自动生化仪测定血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆红

素（TBIL）、尿素氮（BUN）、肌酐（CRE）以及尿液样本中尿葡萄糖苷酶（NAG）、尿总蛋白（uTP）、尿肌酐（uCr）水平；

使用Luminex仪器测定尿液中丛生蛋白（CLU）、谷胱甘肽 S转移酶-α（GST-α）、干扰素诱导蛋白-10（IP-10）、肾损伤因

子-1（KIM-1）、骨桥蛋白（OPN）、组织金属蛋白酶抑制剂-1（TIMP-1）、血管内皮生长因子-A（VEGF-A）、酸性糖蛋

白（AGP）、白蛋白（Alb）、β2微球蛋白（β2M）、半胱氨酸蛋白酶抑制剂C（CysC）、表皮生长因子（EGF）、中性粒细胞明

胶酶相关脂质运载蛋白（NGAL）水平。结合动物肾脏组织病理学检查，制作受试者操作特性曲线（ROC）进行肾毒性标

志物的灵敏度和特异性分析。结果 顺铂组动物AST、ALT、TBIL值与各自对照组比较无统计学差异，且解剖大体检查并

未发现除肾脏以外其他组织器官病变，排除其他组织器官病变对肾生物标志物变化的影响。组织病理学结果证实顺铂诱导

动物模型均出现典型急性肾损伤：外髓质外带肾小管上皮细胞变性/坏死和髓质蛋白管型等。与对照组比较，传统标志物血

清BUN和CRE在顺铂给药第 6天、动物严重肾损伤时才出现显著升高（P＜0.05）；而 IP-10、KIM-1、Alb、β2M和CLU生

物标志物则在给药第 3天已出现显著增加（P＜0.05），且持续升高，增幅明显高于传统指标。ROC分析结果表明，IP-10、

CysC、KIM-1和Alb的曲线下面积（AUC）明显优于BUN和CRE，具有更高的灵敏度和特异性。结论 尿液 IP-10、CysC、

KIM-1和Alb的肾毒性诊断性能优于传统生物标志物BUN和CRE，建议可作为药物致急性肾毒性早期诊断的生物标志物。
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Abstract: Objective To systematically evaluate the diagnostic performance of a series of newly reported urine nephrotoxicity

biomarkers in a rat model of acute kidney injury induced by cisplatin. Methods A single ip injection with 6 mg·kg−1 cisplatin in

Wistar rats was used to construct an acute kidney injury (AKI) model. During the quarantine period and on the 3rd and 6th day

following the administration, animal urine and blood samples in control and cisplatin group were collected five hours after

administration. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin (TBIL), urea nitrogen (BUN),

creatinine (CRE) in serum and urinary glucoside enzyme (NAG), total urinary protein (uTP), urinary creatinine (uCr) in urine

samples were determined by Hitachi 7180 automatic biochemical analyzer. Clumping protein (CLU), glutathione S-transferase -α
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(GST- α), interferon inducible protein-10 (IP-10), kidney injury factor-1 (KIM-1), osteopontin (OPN), tissue metalloproteinase-1

(TIMP-1), vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), acid glycoprotein (AGP), albumin (Alb), β2 microglobulin (β2M),

cysteine protease inhibitor C (CysC), epidermal growth factor (EGF), and neutrophil gelatinase-associated lipid carrier protein

(NGAL) were determined by Luminex instrument. Combined with animal kidney histopathological examination, a receiver

operating characteristic curve (ROC) were establised for sensitivity and specificity analysis of nephrotoxicity markers. Results

Histopathological results confirmed that all animal models induced by cisplatin had typical acute kidney injury: Degeneration/

necrosis of renal tubule epithelial cells and myeloid protein tubule type. Compared with control group, the traditional markersserum

BUN and CRE did not increase significantly until the 6th day following administration with cisplatin when the animals suffered

severe kidney injury (P < 0.05), while IP-10, KIM-1, Alb, β2M and CLU biomarkers were found to be significant increased on the

third day of administration (P < 0.05), and continues to increase. The degree of increase was significantly higher than the traditional

biomarkes. ROC results showed that the area under the curve (AUC) of IP-10, CysC, KIM-1 and Alb were significantly better than

BUN and CRE, suggesting these biomarkers had more high sensitivity and specificity. Conclusion Diagnostic performance of urine

IP-10, CysC, KIM-1 and Alb were better than the traditional biomarkers BUN and CRE. It is suggested that they can be used as

candidate biomarkers for the early diagnosis of acute nephrotoxicity caused by drugs

Key words: acute kidney injury; biomarker; cisplatin; preclinical safety evaluation; interferon inducible protein-10 (IP-10); cysteine

protease inhibitor C (CysC); kidney injury factor-1 (KIM-1); albumin (Alb)

药物肾毒性是临床前药物中止研发和临床不

良反应的主要原因之一。据估计，药物造成的肾损

伤占所有急性肾损伤病例中的 19%～25%。如何及

时、准确、快速地评价肾毒性已成为药物研发中的

一个重要问题［1-2］。尽早发现新药对肾脏的损伤，不

仅有利于保障新药受试者的安全，同时也有利于制

药公司和监管部门尽早评估受试药的风险，以便决

策 是 否 继 续 研 究 。 美 国 食 品 药 品 监 督 管 理

局（FDA）和欧洲药品管理局（EMA）均将开发高效

性的安全性生物标志物列为未来医药发展规划的

重点［3-4］。因此，寻找和发现有价值的肾毒性生物标

志物已经成为目前研究的一个重要热点［2］。

随着生物技术尤其是组学技术的不断发展，一

些潜在的肾毒性生物标志物被发现，文献报道可能

与肾脏损伤相关的标志物已达数十种之多［5］。其中

包括肾损伤因子-1（KIM-1）、丛生蛋白（CLU）、尿总

蛋白（uTP）、β2微球蛋白（β2M）、半胱氨酸蛋白酶抑

制剂 C（CysC）、骨桥蛋白（OPN）、中性粒细胞明胶

酶相关脂质运载蛋白（NGAL）和白蛋白（Alb）等［6-7］

新的肾毒性标志物已被欧美、日本的药物监管部门

批准可用于药物的临床和临床前大鼠安全性评价

中，但这些尿液标志物的验证研究中尿样采集的时

间长达 16～24 h，且尿液需低温收集，在实际临床前

大鼠长期毒性研究中，存在样本采集不便、长时间

禁食采样对动物状态可能存在影响等问题；此外，

还有一些其他潜在的生物标志物，如组织金属蛋白

酶 抑 制 剂 -1（TIMP-1）、血 管 内 皮 生 长 因 子 -

A（VEGF-A）、酸性糖蛋白（AGP）、表皮生长因

子（EGF）、谷胱甘肽 S转移酶-α（GST-α）、干扰素诱

导蛋白-10（IP-10）等，对肾脏损伤的预测价值也有

文献报道［5-7］，但其灵敏度、特异性及有效性仍需要

进一步确认。因此，为了探索这些新型尿液生物标

志物在短时间采集尿液样本中预测药物的肾脏毒性中

的诊断价值，本研究应用顺铂诱导Wistar大鼠急性肾损

伤模型，与传统生物标志物尿素氮（BUN）和肌

酐（CRE）比较，系统评价短时间采尿下系列新型尿

液生物标志物的诊断效能，以期为给后续国内临床

前安全性应用评价研究奠定基础。

1 材料

1.1 实验动物

SPF/VAF 级 8 周龄雄性 Wistar 大鼠，体质量

230～270 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）2016-

0006。试验方案及动物使用经中国食品药品检定

研究院国家药物安全评价监测中心实验动物福利

伦理委员会（IACUC）审查批准（审查批号 IACUC-

2019-056）。实验动物饲养于屏障环境，每笼 3只，

温度 20～26 ℃，日温差＜3 ℃，相对湿度 40%～

70%，最小换气次数 15 次·L−1，12 h/12 h 明暗周期，

自由摄食饮水。

1.2 主要试剂和仪器

顺 铂（Sigma-Aldrich，批 号 MKCH8501）；

Luminex 液相芯片大鼠肾毒性 MILLIPLEX® MAP

试剂盒（Merck Millipore，批号 MAGPX14093702）；

其他试剂为国产分析纯。全自动生化分析仪（日本

Hitachi 公司，7180 型）；Luminex 液相芯片分析平
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台（美国Luminex公司，Magpix型）。

2 方法

2.1 大鼠急性肾损伤模型的构建

32只雄性Wistar大鼠入室后检疫驯化 3 d，检疫

结束后根据最新体质量将动物随机均分为 2组，即

对照组和顺铂组，顺铂组每只动物单次 ip 6 mg·kg−1顺

铂给药［ 8］，给药体积为 6 mL·kg−1 ，对照组给予

生理盐水。

2.2 生物样本的采集

分别在检疫期、给药后第 3 和 6 天定时收集

动物 5 h（8∶00—13∶00 时）尿液。每次每组采集 8

只动物，4 ℃条件下 1 000×g离心 5 min，取上清液

分装，−80 ℃保存备用。给药后第 3 和 6 天 ip 舒

泰（50 mg·kg−1）进行麻醉，麻醉后从腹腔后大静脉进

行采血和分离血清备用，然后解剖，收集肾脏进行

病理学检查。

2.3 生物标志物检测分析

使用日立 7180全自动生化仪测定各种生物标

志物，包括血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门冬

氨酸氨基转移酶（AST）、总胆红素（TBIL）、CRE、

BUN 以及尿液样本中尿葡萄糖苷酶（NAG）、uTP、

尿肌酐（uCr）水平。

按照试剂说明书推荐方法，使用Luminex仪器测定

尿液中 CLU、GST- α、IP-10、KIM-1、OPN、TIMP-1、

VEGF-A、AGP、Alb、β2M、CysC、EGF、NGAL水平。

2.4 组织病理学分析

将固定后的左、右肾脏组织修块取材后，经脱

水、包埋、切片，应用苏木素-伊红（HE）染色后进行

镜检。参照文献中报道的方法［9］，进行组织病理学

评估分级（0～4 级），包括无（－）、极轻度（＋）、轻

度（＋＋）、中度（＋＋＋）和重度（＋＋＋＋）。

2.5 统计学分析

所有尿样数据经 uCr校正，使用SPSS 25.0软件

对实验与对照组间、时间点之间进行方差分析。使

用GraphPad Prism 8软件绘制图并制作受试者操作

特性曲线（receiver operating characteristic，ROC）进

行肾毒性标志物诊断价值评估，分析其灵敏度和特异性。

3 结果

3.1 急性肾损伤模型建立与病理损伤

病理结果证实本研究所用顺铂给药剂量均能

造成肾脏组织不同程度、不同部位、不同损伤类型，

包括外髓质外带肾小管上皮细胞变性/坏死和髓质

蛋白管型等组织病理损伤（图 1），且随着时间的推

进损伤加重，而对照组动物仅偶见极轻微肾小管变

性/再生背景性变化。

如图 2所示，血生化分析结果显示，顺铂给药组

动物 AST、ALT、TBIL值与各自对照组比较无统计

学差异，且解剖大体检查并未发现除肾脏以外其他

组织器官病变，排除其它组织器官病变对肾生物标

志物变化的影响。

图2 Wistar大鼠单次 ip顺铂对血清ALT、AST和TBIL的影响（x
—

±s，n=8）

Fig. 2 Effect on serum ALT，AST and TBIL level in Wistar rats following single ip with cisplatin (x
—

±s, n=8)

箭头指向肾脏外髓质外带肾小管轻度上皮细胞变性/坏死

Arrow points to mild epithelial degeneration/necrosis of renal tubules

in outer medulla of kidney

图 1 对照组（A）及单次 ip顺铂（B）后第6天的Wistar大鼠

的肾脏组织病理学结果（HE染色，200×）

Fig. 1 Renal histopathological examination results in Wi‐

star rats in control group (A) and on sixth day following

single ip with cisplatin (B) (HE stain, 200×)
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3.2 顺铂诱导急性肾损伤中肾毒性生物标志物的变化

单次 ip 6 mg·kg−1顺铂大鼠在给药后第 3天出现

病理损伤时，与对照组比较，顺铂组传统肾毒性生

物标志物 BUN和 CRE未出现显著性升高变化，仅

在给药后第 6 天出现显著性地上升（P＜0.001），

且个体动物之间浓度差异较大。结果见图3。

与对照组比较，顺铂组尿液中新型的生物标志

物 IP-10、KIM-1、Alb、β2M和CLU在给药后第 3天就

出现了具有统计学意义的显著性升高（P＜0.05、

0.001），提示这些肾毒性标志物的灵敏度较好；在给

药第 6天，上述 5种生物标志物表达持续增加（P＜

0.05、0.001）。此外，与对照组比较，顺铂组除了

EGF、GST-α，其他 9种生物标志物也都出现了病理

损伤相关表达水平显著性增加变化，其中 Cys、

NGAL、AGP 和 CLU 显著性差异较大（P＜0.001）。

结果见图4。

3.3 ROC分析

ROC分析结果显示，本研究中绝大多数生物标

志物 ，包括 IP-10、CysC、KIM-1、Alb、CRE、β2M、

NGAL、EGF、BUN、AGP、NAG和CLU的AUC值均

大于 0.9，其中 IP-10、CysC、KIM-1和 Alb的 AUC分

别为 0.996、0.992、0.988、0.988，均大于BUN（0.957）

和CRE（0.973）的AUC值，提示这4种生物标志物的

对顺铂诱导肾毒性诊断性能的敏感性和特异性均

优于2个传统标志物。结果见图5。

4 讨论

本研究中选择顺铂作为肾毒性阳性药物，根据

本课题组前期研究经验及相关文献，选择单次 ip

6 mg·kg−1剂量构建大鼠急性肾损伤模型［8］。组织病

理学结果表明，单次 ip 6 mg·kg−1顺铂后，在大鼠肾

脏出现的预期组织病理学改变，并随着时间的进

展（给药第 6天）逐步加重，发展到髓质，出现蛋白管

型的病变，从而证实了实验的有效性。

本实验选择采集 5 h 尿液样本，短时间采尿对

动物机体影响小，更符合动物福利，且操作简便，适

用于临床前研究的动态监测。研究结果与本课题

组在庆大霉素诱导大鼠急性肾损伤模型上生物标

志物研究结果基本一致［10］，尽管使用不同肾毒性阳

性药物造模，但均发现传统的肾损伤生物标志物血

清 BUN 和 CRE 在肾损伤后期才出现显著性性升

高，敏感性相对较差，且不同动物个体差异大，也进

一步提示血清中BUN和CRE水平易受到多种因素

影响，例如机体新陈代谢的水平不同等［11-12］。与此

相反，无论是在庆大霉素或顺铂诱导大鼠急性肾损

伤模型中，动物尿中KIM-1水平在发生肾损伤初期

就急剧上升，表现出明显与组织损伤的相关性，对

急性肾损伤诊断具有优越的灵敏度和特异性。

IP-10为 IFN-γ诱导产生的相对分子质量为 1×

104的 Th1 型促炎趋化因子，其通过与受体 CXCR3

作用发挥多种生物学功能［13］。研究发现在肾移植

急性排斥期，患者血清 IP-10 的 mRNA 表达水平和

尿液中 IP-10 浓度显著升高，建议可作为急性排斥

反应的早期生物标志物［14-15］。本研究证实了尿液

IP-10在顺铂诱导大鼠急性肾损伤模型中预测肾损

伤的实用性。在给药第 3天后，动物尿中 IP-10就开

始明显升高，具有很高的敏感性；ROC分析结果也

表明 IP-10的AUC为 0.996，进一步支持其敏感性和

特异性。

此外，多项研究报道，CysC 和 Alb 可作为人和

小鼠早期急性肾损伤诊断的生物标志物［3，7-8，16］。本

研究结果也进一步支持 CysC和 Alb可用于药物顺

铂诱导急性肾损伤的诊断。不同以前其他研究报

道［7，17-18］，本研究发现给药组动物尿液中 OPN、

TIMP-1、VEGF-A、AGP、β2-M、NGAL、VEGF-A、

NAG 和 CLU 浓度尽管在给药第 3 或第 6 天出现显

著性升高，但经ROC分析，AUC值并不高于传统肾

毒性生物标志物BUN和CRE。不同实验室研究结

果差异可能与所采用不同肾毒性阳性药物建模、给

药剂量或给药方式等密切相关，同时也提示在推动

这些新的生物标记物纳入我国药物临床前安全性

评价体系中，应全面开展生物标志物验证研究。

多重检测技术可以利用一个待测样本同时检

测多个生物标志物，达到高通量检测。与其他的检

测方法，例如 ELISA 方法相比较，其主要优点在于

高通量、敏感、重复性好与检测用样本量少［19］。本

研究用 Luminex 液相芯片技术同时检测尿液中 13

种生物标志物，结果准确，所需尿样少，且耗时短，

与对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs control group

图3 Wistar大鼠单次 ip顺铂后血清BUN和CRE的变化

Fig. 3 Change of serum BUN and CRE in Wistar rats fol‐

lowing single ip with cisplatin
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建议多重检测技术将成为未来肾毒性生物标志物

检测最重要的技术手段。

本研究在顺铂诱导急性肾损伤模型中系统地

评价了 15种生物标志物，证实了短时间尿液 IP-10、

CysC、KIM-1和Alb对药物致急性肾毒性早期诊断

效能优于传统生物标志物BUN和CRE，其中KIM-1、

CysC、Alb已经过部分试验证实，并被国际监管部门

批准应用，IP-10仅有少数文献报道，尚未被国家监

管部门认证和采纳，本研究的结果为这些新的标志

物的诊断性能确认以及后续应用研究奠定了基础。
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