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ABSTRACT

Calcium  oxalate  (CaOx)  stones  are  the  most  prevalent
form  of  nephrolithiasis  and  are  characterized  by  a
substantial  risk  of  recurrence.  Their  pathogenesis  arises
through  distinct  etiological  pathways,  including  idiopathic
metabolic  susceptibility,  monogenic  disorders  such  as
primary hyperoxaluria, enteric hyperoxaluria, and toxicant-
associated  injury,  and  is  shaped  by  two  primary  papillary
mechanisms:  Randall’s  plaque  formation  and  ductal
plugging.  A  central  translational  limitation  is  that  most
experimental  systems,  particularly  chemically  induced
rodent models, rely on acute hyperoxaluria. These models
capture crystal nucleation, aggregation, and deposition but
do  not  adequately  recapitulate  the  decades-long  natural
history of idiopathic CaOx stone disease in humans or the
gradual  formation  of  Randall’s  plaques.  This  review
systematically evaluates CaOx stone models in mice, rats,
Drosophila,  pigs,  dogs,  and  cats,  with  an  emphasis  on
induction  methods,  analytical  endpoints,  strengths,
limitations, and applications in mechanistic research, drug
discovery,  and  surgical  instrument  evaluation.  Particular
attention is given to plaque-related models such as Abcc6
deficiency,  etiologically  aligned  models  of  primary  and
enteric  hyperoxaluria,  and  naturally  occurring  disease  in
companion  animals.  Finally,  this  review  proposes  a
stepwise  framework  for  selecting  CaOx  stone  animal
models  according  to  research  objectives,  etiological
relevances,  pathological  mechanisms,  and  translational
applications.
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 INTRODUCTION

Nephrolithiasis  is  a  major  urological  disorder  with  an
increasing  global  burden  (GBD  2021  Urolithiasis
Collaborators,  2024;  Howles  &  Thakker,  2020;  Peerapen  &
Thongboonkerd,  2023).  Calcium  oxalate  (CaOx)  stones
constitute  the  predominant  form of  kidney  stone disease and

arise  through  complex  etiological  pathways,  including
idiopathic  metabolic  susceptibility  shaped  by  genetic
background,  diet,  and  urinary  microenvironment;  monogenic
disorders such as primary hyperoxaluria; enteric hyperoxaluria
secondary  to  malabsorption;  and  toxicant-associated  injury,
including  ethylene  glycol  (EG)  exposure  (Alexander  et al.,
2022;  Khan  et al.,  2021;  Singh  et al.,  2022).  Across  these
contexts, pathological CaOx crystal accumulation represents a
central  event in stone formation and reflects disruption of  the
equilibrium  between  lithogenic  factors  and  endogenous
inhibitors of crystallization (Wang et al., 2021).
Two  papillary  processes  have  been  proposed  as  major

initiating  mechanisms  in  kidney  stone  formation:  Randall’s
plaques  and  Randall’s  plugs  (Evan  et al.,  2007;  Khan  et al.,
2012,  2021;  Randall,  1936;  Singh  et al.,  2022).  The  plaque
pathway can evolve over  decades and is  poorly  predicted by
short-term  urine  chemistry  measurements  (Daudon  et al.,
2015;  Kok  et al.,  2017;  Worcester  &  Coe,  2010),  whereas
stones  associated  with  tubular  plugging  are  more  often
accompanied  by  pronounced  biochemical  abnormalities
(Daudon et al., 2015; Worcester & Coe, 2010). Recent clinical
and pathological studies have indicated that Randall’s plaques
are  present  in  most  individuals  who  form  calcium-based
kidney  stones  (Daudon  et al.,  2015;  Evan  et al.,  2007;  Kok
et al., 2017; Worcester & Coe, 2010). These lesions consist of
calcium phosphate (CaP) deposits in the renal interstitium that
can extend through the papillary urothelium, creating exposed
surfaces for CaOx crystal adhesion, overgrowth, and eventual
stone formation (Daudon et al., 2015; Evan et al., 2007; Khan
et al.,  2012,  2021;  Randall,  1936).  A  major  obstacle  in
experimental  stone  research  is  that  most  animal  models
produce  rapidly  formed  tubular  crystal  deposits  within  the
kidney,  often  at  the  corticomedullary  junction,  rather  than
papillary-associated stones that develop within the renal pelvis
(Khan,  2010; Khan  &  Glenton,  2010;  Liu  et al.,  2025; Okada
et al.,  2007;  Tzou  et al.,  2016).  This  mismatch  limits  the
capacity of such models to reproduce idiopathic human CaOx
stone  disease  (Daudon  et al.,  2015;  Evan  et al.,  2007;  Khan
et al.,  2021).  Therefore,  selection  of  an  appropriate  animal
model  requires  explicit  alignment  among  human  etiology,
target  pathophysiology,  and  research  questions.  These
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relationships are summarized in Figure 1.
This  review  provides  a  cross-species  evaluation  of  CaOx

stone  models,  with  emphasis  on  model  development,
detection  endpoints,  and  failure  modes.  It  further  maps
available  models  to  specific  human  etiologies  and
experimental  objectives,  including  mechanistic  investigation,
high-throughput  screening,  safety  assessment,  and  surgical
instrument  evaluation,  and  proposes  practical
recommendations  for  model  optimization  and  reporting.
Establishing  a  stepwise  CaOx  stone  model  selection
framework  may  improve  experimental  efficiency  and
strengthen  the  translational  relevance  of  preclinical  findings.
The proposed framework is summarized in Figure 2.

 MOUSE MODELS

 Comparisons of mouse and human kidney anatomy
Rodent  nephrons  differ  from  human  nephrons  in  several
structural  and  segmental  features  that  are  relevant  to  CaOx
stone modeling. In rodents, the medullary thick ascending limb
(M-TAL)  shows  a  relatively  uniform  length  across  nephron
populations,  independent  of  the  length  of  the  loop  of  Henle
(Bankir et al., 2020), whereas the cortical thick ascending limb
(C-TAL)  varies  depending  on  the  position  of  the  glomerulus
within  the  renal  cortex  (Bankir  et al.,  2020).  Transcriptomic
analyses further indicate that Umod expression is higher in the
C-TAL than in  the M-TAL in both mouse and human kidneys
(Tokonami et al., 2018).
Mice  also  have  a  markedly  smaller  nephron  count  than

humans,  with  approximately  9  000–18  000  nephrons  per
kidney  compared  with  approximately  0.9–1.0  million  in

humans,  and  possess  a  single-papillary  kidney  architecture
(Huang  et al.,  2021;  Khan,  2010).  Despite  these  differences,
the  microscopic  organization  of  the  mouse  kidney,  including
glomerular  structures,  tubular  compartments,  and  renal
vascular network, broadly resembles that of the human kidney
(Tzou et al., 2016). The mouse and human genomes are also
comparable in scale, each containing approximately 3.1 billion
base pairs,  with an average sequence identity  of  about  85%,
exceeding  95%  in  certain  regions  (Tzou  et al.,  2016).  Adult
mice typically weigh 25–35 g, corresponding to approximately
1/2 500 of average human body weight (Meneton et al., 2000).
Each  mouse  kidney  accounts  for  around  0.8%  of  total  body
weight,  a  higher  relative  proportion  than  that  observed  in
humans  (0.2%),  indicating  a  greater  kidney-to-body-weight
ratio in mice (Meneton et al., 2000).

 Hyperoxaluria models
Most  mouse  models  of  CaOx  nephrolithiasis  employ
hyperoxaluria  as  the  principal  lithogenic  stimulus,  with
systemic  oxalate  burden  increased  through  exogenous
substrates  that  enter  distinct  metabolic  routes  (Ermer  et al.,
2023;  Khan  &  Glenton,  2010; Tzou  et al.,  2016).  EG permits
prolonged exposure but  produces off-target  toxicity  and often
requires  additional  lithogenic  conditions,  such  as
hypercalciuria,  to  generate  substantial  renal  crystallization
(Ermer  et al.,  2023;  Mo  et al.,  2007;  Wesson  et al.,  2003).
Glyoxylate,  a  direct  oxalate  precursor,  induces  rapid  and
reproducible  crystal  deposition,  although  the  effective  dose
range  is  constrained  by  lethality  (Khan  &  Glenton,  2010;  Liu
et al., 2025; Okada et al., 2007; Yang et al., 2025). Hydroxy-L-
proline  (HLP)  increases  endogenous  glyoxylate  and  oxalate

 

Figure 1  Calcium oxalate kidney stones: Human etiology, key pathophysiology, and model selection

Major  clinical  etiologies,  including  idiopathic  metabolic  risk,  primary  or  monogenic  hyperoxaluria,  enteric  hyperoxaluria,  and  toxic  or  exogenous
exposure, converge on urinary supersaturation, epithelial injury, oxidative stress, and inflammation. Two papillary routes are highlighted: Randall’s
plaque-associated CaP nidus formation with CaOx overgrowth and tubular plugging/crystal nephropathy. The lower panel maps research questions
to model selection, including naturally occurring companion animal disease, induced rodent hyperoxaluria models, genetic models such as primary
hyperoxaluria models, surgical enteric hyperoxaluria models, and large-animal porcine models. Common readouts and intervention categories are
indicated.
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metabolic  flux  and  can  be  incorporated  into  the  diet,  but  its
utility  is  limited  by  systemic  and  renal  toxicity  (Knight  et al.,
2006;  Knight  &  Holmes,  2005).  Sodium  oxalate  (NaOx)
provides  oxalate  directly  and  is  particularly  suitable  for
studying intestinal  metabolism and microbiome effects  (An et
al.,  2025;  Hanstock  et  al.,  2024;  Khan  &  Glenton,  2010).
Inducer  selection  should  therefore  be  guided  by  the
experimental objective, with careful consideration of induction
kinetics, pathological fidelity, reproducibility, and toxicity (Khan
& Glenton, 2010; Tzou et al., 2016).
 NaOx: Hyperoxaluria  is  a  primary  driver  of  CaOx
crystallization  and  stone  formation  (An  et al.,  2025).  Dietary
NaOx  offers  a  direct  strategy  for  increasing  intestinal  and
urinary  oxalate  exposure.  In  C57BL/6  mice,  two  weeks  of
feeding  with  a  diet  supplemented  with  1.5%  NaOx  induced
hyperoxaluria  in  the  urinary  and  intestinal  compartments  and
produced  stable  renal  CaOx  crystal  deposition  (Hanstock  et
al., 2024).
 EG: EG is metabolized primarily in the liver through sequential
oxidation.  Alcohol  dehydrogenase  first  converts  EG  to
glycolaldehyde,  which  is  further  oxidized  by  aldehyde
dehydrogenase to glycolic acid and then metabolized through
glyoxylic  acid  to  oxalic  acid  (Ermer  et al.,  2023).Although EG
induces  hyperoxaluria  in  mice,  this  condition  alone  generally
produces little or  no renal  CaOx crystal  deposition (Mo et al.,
2007; Wesson et al., 2003), with robust CaOx stone formation
dependent  on  concomitant  hypercalciuria  (Khan  &  Glenton,
2010).
 Glyoxylate: Glyoxylate  is  a  proximal  precursor  of  oxalate
biosynthesis  and  has  been  successfully  employed  as  an
exogenous  lithogenic  agent  to  establish  mouse  models  of
hyperoxaluria  and  CaOx  nephrolithiasis  (Khan  &  Glenton,

2010; Liu et al.,  2025; Okada et al.,  2007; Yang et al.,  2025).
This model is commonly generated by intraperitoneal injection,
with the dose and administration schedule strongly influencing
model  efficiency  and  animal  survival.  Okada  et al.  (2007)
reported  that  doses  of  at  least  60  mg/kg/day  induced  crystal
formation  by  the  third  day  of  administration,  whereas  80
mg/kg/day  produced  the  most  stable  and  reproducible
phenotype,  with  higher  exposure  increasing  mortality.
Continuous administration of 100 mg/kg/day for 5–7 days has
also been shown to induce hyperoxaluria and promote CaOx
monohydrate (COM) crystal deposition at the corticomedullary
junction in mice (Liu et al.,  2025).  The genetic background of
mice  also  affects  glyoxylate  tolerance  (Liu  et al.,  2025).
Notably,  high  mortality  rates  have  been  reported  in  RXRα-
deficient (RXRα−/−) mice treated with 80 mg/kg/day, with long-
term survival requiring a dose reduction to 70 mg/kg/day (Liu
et al.,  2025).  This  suggests  that  glyoxylate-based  model
design  should  incorporate  both  the  intended  disease
phenotype  and  strain-specific  sensitivity  to  oxalate  precursor
loading.
 HLP: HLP is a glyoxylate precursor that is metabolized within
mitochondria  of  hepatocytes  and  proximal  tubular  epithelial
cells,  thereby  increasing  endogenous  glyoxylate  and  oxalate
production (Knight et al., 2006; Knight & Holmes, 2005). As a
major  collagen-derived  amino  acid,  HLP  is  also  present  in
ordinary  dietary  sources.  Similar  to  EG  and  glyoxylate,  HLP
has been shown to induce hyperoxaluria in mice;  however,  a
5%  hydroxyproline  diet  administered  for  28  days  failed  to
establish  a  complete  renal  calculus  model  (Khan  &  Glenton,
2010).  Furthermore,  despite  effective  induction  of
hyperoxaluria,  severe  systemic  and  renal  toxicity  caused
death in all  hypercalciuric male mice and marked weight loss

 

Figure 2  Stepwise animal model system for CaOx stone research

Phase 1 (screening or discovery):  High-throughput Drosophila models for  rapid pathway discovery and candidate compound screening.  Phase 2
(mechanism and efficacy): Rodent models, including chemically induced and genetic etiological models, for mechanistic validation, pharmacological
evaluation, and safety assessment. Phase 3 (translational realism): Large-animal porcine models and naturally occurring companion animal models,
including  cats  and  dogs,  for  chronic  physiology,  device  and  surgical  evaluation,  and  clinically  relevant  stone  management.  Typical  strengths,
limitations, and preferred readouts for each phase are summarized.
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in  normal  mice,  preventing  completion  of  the  experimental
protocol (Khan & Glenton, 2010).

 Gene knockout models
 Primary  hyperoxaluria: Genetic  mouse  models  of  primary
hyperoxaluria (PH) provide a mechanistically defined platform
for studying oxalate overproduction, renal calcium deposition,
and CaOx stone formation. Agxt deficiency, which models PH
type  1,  causes  hepatic  oxalate  overproduction,  severe
hyperoxaluria, and renal CaOx deposition, and has been used
to  evaluate  substrate  reduction,  enzyme  replacement,  and
liver-targeted  gene  therapy  strategies  (Salido  et al.,  2006).
Models targeting the Grhpr gene, which represents PH type 2,
develop  hyperoxaluria  or  nephrocalcinosis,  with
hydroxyproline challenge further amplifying the phenotype and
enabling assessment of pathway-specific interventions (Knight
et al.,  2012).  Although  primary  hyperoxaluria  models  provide
strong  etiological  fidelity  for  monogenic  stone  disease,  they
cannot  replicate  the  multifactorial  and  slowly  evolving  natural
history of idiopathic CaOx nephrolithiasis. Genetic models are
therefore  most  informative  when  the  research  question
centers  on  a  well-defined  pathogenic  mechanism,  such  as
primary  hyperoxaluria,  altered  intestinal  oxalate  transport,  or
impaired  urinary  crystal  inhibition,  or  when  targeted
interventions,  including  enzyme  replacement  and  gene
therapy,  are  being  tested  (Deguchi  et al.,  2024;  Dong  et al.,
2022; Mo et al., 2004, 2007; Song et al., 2023; Taguchi et al.,
2020;  Wesson  et al.,  2003;  Yamashita  et al.,  2020;  Yuan
et al.,  2025;  Zhu  et al.,  2019).  Because  different  knockout
techniques  disrupt  distinct  stages  of  oxalate  metabolism,
epithelial  transport,  and  crystal  inhibition,  the  resulting
phenotypes  differ  substantially,  and  no  single  genetic  model
captures  the  etiological  diversity  of  human  CaOx  urolithiasis.
Consequently, genetic models are often paired with dietary or
chemical  stimuli  to  accelerate  crystal  formation,  reduce  inter-
animal  variability,  or  model  clinically  plausible  secondary
triggers  associated  with  idiopathic  stone  disease  (Khan  &
Glenton,  2010; Tzou  et al.,  2016; Deguchi  et al.,  2024; Dong
et al., 2022; Mo et al., 2004, 2007; Song et al., 2023; Taguchi
et al.,  2020;  Wesson  et al.,  2003;  Yamashita  et al.,  2020;
Yuan  et al.,  2025;  Zhu  et al.,  2019).  Specific  details  are
provided in Table 1.
 Slc26a  family: Sulfate  transporter  1  (Sat1),  encoded  by
SLC26A1/Slc26a1, is expressed on the basolateral membrane
of  proximal  tubular  cells  and  mediates  sulfate  and  oxalate
transport (Dawson et al., 2010). Sat1 deficiency disrupts renal
oxalate  handling  and  produces  hyperoxaluria,  with  CaOx
stone  formation  in  renal  tubules  and  the  bladder  (Dawson
et al., 2010).
SLC26A6  is  an  apical  anion  exchanger  in  renal  and

intestinal  epithelial  cells  that  mediates  Cl--oxalate  exchange
and contributes to oxalate homeostasis (Dawson et al.,  2010;
Jiang  et al.,  2006).  Slc26a6-deficient  mice  exhibit  marked
hyperoxaluria,  elevated plasma oxalate  levels,  and increased
susceptibility  to  CaOx  urolithiasis,  whereas  dietary  oxalate
restriction  significantly  alleviates  these  symptoms,  consistent
with  impaired  intestinal  oxalate  secretion  and  increased  net
oxalate absorption in this model (Jiang et al., 2006).
Although SLC26A3 belongs to the oxalate exchanger family,

it  contributes  to  intestinal  oxalate  absorption  rather  than
oxalate  secretion,  with  SLC26A3 deficiency  shown to  reduce
urinary  oxalate  excretion  by  approximately  70%  (Cil  et al.,
2022;  Freel  et al.,  2013).  Based  on  this  mechanism,  small-
molecule  inhibition  of  SLC26A3  was  tested  as  a  therapeutic

strategy in a dietary murine model of oxalate nephropathy and
shown  to  reduce  both  hyperoxaluria  and  CaOx  crystal
deposition (Cil et al., 2022; Freel et al., 2013).
 OPN  and  THP: OPN  and  THP  are  urinary  macromolecules
that  regulate  calcium  crystallization  and  modulate  CaOx
crystal  retention  in  vivo  (Devuyst  et al.,  2005;  Serafini-Cessi
et al.,  2003).  OPN  is  a  widely  expressed  phosphorylated
glycoprotein,  whereas  THP  is  a  kidney-specific  glycoprotein
and  one  of  the  most  abundant  proteins  in  urine  (De  Yoreo
et al.,  2006;  Devuyst  et al.,  2017;  Giachelli  &  Steitz,  2000;
Nanamatsu  et al.,  2024).  Functional  studies  support
complementary  protective  roles  for  these  proteins.
Administration of 1% EG in drinking water induced substantial
renal tubular CaOx deposition in OPN-knockout mice (Wesson
et al.,  2003),  whereas  combined  EG  and  vitamin  D
administration  markedly  increased  renal  calcium  crystal
formation  in  THP-knockout  mice  (Mo  et al.,  2004).  In  high-
calcium  or  high-oxalic  acid  environments,  10%  of  OPN-
deficient  mice  and  14.3%  of  THP-deficient  mice
spontaneously  formed  crystals  in  the  interstitium  of  renal
papillae,  with  the  incidence  of  crystallization  increasing  to
39.3%  in  mice  lacking  both  proteins  (Mo  et al.,  2004,  2007;
Wesson  et al.,  2003).  These  findings  indicate  that  OPN  and
THP  act  cooperatively  to  limit  CaOx  crystal  formation  and
tissue retention  in vivo  (Mo et al.,  2004, 2007; Wesson et al.,
2003).
 OSM: OSM  is  an  IL-6  family  cytokine  implicated  in  renal
inflammation  and  disease  progression  (Hermanns,  2015).
Yamashita et al. (2020) used OSMRβ-knockout mice to define
the  contribution  of  OSM signaling  to  renal  crystallization  and
showed that  OSM may act  directly  on  renal  tubular  epithelial
cells and fibroblasts to induce crystallization-related molecules
and  inflammatory  cytokines,  thereby  promoting  intrarenal
crystal  aggregation.  Subsequent  work  evaluated  the
preventive  potential  of  OSMRβ pathway  blockade  using  anti-
OSMRβ  monoclonal  antibodies  in  an  acetaldehyde-induced
renal crystallization model; this treatment significantly reduced
intrarenal  crystal  deposition  and  suppressed  crystallization-
associated  proteins,  the  tubular  injury  marker  KIM-1,  and
inflammatory  and  profibrotic  factors  (Deguchi  et al.,  2024;
Yamashita et al., 2020).
 FABP4: Although  epidemiological  and  clinical  evidence  has
linked  obesity  to  kidney  stone  risk,  the  mechanisms
connecting  disordered  lipid  metabolism  to  CaOx  stone
formation  remain  unclear  (Lee  et al.,  2008;  Taylor  et al.,
2005).  RNA  sequencing  of  renal  papillary  tissue  containing
Randall’s  plaques  revealed  lipid  metabolic  dysregulation
associated  with  reduced  FABP4  expression,  suggesting
altered  fatty  acid  handling  in  papillary  microenvironment
remodeling  (Taguchi  et al.,  2020).  Consistent  with  this
association,  CaOx  crystals  have  been  detected  in  FABP4-
deficient mice, supporting a protective role for FABP4 against
crystal deposition (Taguchi et al., 2020).
 FKBP5: FKBP5  has  emerged  as  a  promising  candidate
biomarker  of  kidney  injury;  however,  its  precise  functional
contribution  to  CaOx  nephrolithiasis  remains  incompletely
defined.  Song  et al.  (2023)  manipulated  FKBP5  expression
using lentiviral and adeno-associated viral vectors in a murine
stone model and found that genetic deletion markedly reduced
renal  crystal  aggregation,  alleviated  kidney  injury,  and
decreased  crystal  adhesion  to  renal  cells,  suggesting  that
FKBP5  contributes  to  crystal  retention  and  tissue  damage
during CaOx nephrolithiasis.
 Androgen  receptor  (AR): Kidney  stones  occur  more
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frequently  in  males  than  in  females,  indicating  that  sex
hormone  signaling  may  influence  disease  susceptibility
through hormone receptor-mediated pathways (Li et al., 2010;
Naghii  et al.,  2014;  Zeng  et al.,  2017).  In  male  patients,  AR
signaling  is  elevated  and  can  promote  hepatic  oxalate

biosynthesis  while  enhancing  oxidative  stress  in  renal  tissue,
thereby  exacerbating  CaOx  crystal  deposition  (Chen  et al.,
2001;  Liang  et al.,  2014).  In  a  glyoxylate-induced  model,
tubule-specific  AR-knockout  mice  showed  markedly  reduced
renal  CaOx  deposition  compared  with  wild-type  mice,

Table 1  Summary of CaOx stone and gene knockout models in mice
 

Mouse Diet/Administration Effects References

C57BL/6 Diet containing 1.5% NaOx for two weeks Hyperoxaluria
Hanstock et al.,
2024

Renal CaOx crystal deposition in outer medulla cortical tubules

C57BL/6 Daily intraperitoneal injections of GOX for 7 days
Okada et al.,
2007

50 mg/kg Absence of CaOx crystals

60 mg/kg
40% CaOx crystals, mainly in renal tubules located at border
between renal cortex and medulla

80 mg/kg
100% CaOx crystals, mainly in renal tubules located at border
between renal cortex and medulla

150 mg/kg Mortality

C57BL/6JNarl
Daily intraperitoneal injections of GOX (100 mg/kg)
for 5 to 7 days

Hyperoxaluria
CaOx crystals, mainly in renal tubules located at border
between renal cortex and medulla

Liu et al., 2025

C57BL/6J
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)
for 6 consecutive days, combined with dorsal
implantation of anti-OSMRβ antibody

Significantly attenuated renal crystal deposition
Deguchi et al.,
2024

Npt2a KO EG, GOX, or HLP for 4 weeks

Hyperoxaluria
Renal CaOx crystal deposition in outer medulla and cortical
tubules
Intratubular CaP crystal deposition

Khan &
Glenton, 2010

OPN KO 1% EG for 4 weeks
Hyperoxaluria
Intratubular CaOx crystal deposition

Wesson et al.,
2003

RXRα KO
Daily intraperitoneal injections of GOX (70 mg/kg)
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)

Hyperoxaluria
Intratubular CaOx crystal deposition
Mortality

Yang et al.,
2025

OSMRβ KO
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)
for 3, 6, or 9 consecutive days

Markedly reduced renal crystal deposition
Yamashita
et al., 2020

FABP4 KO
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)
for 6 consecutive days

Significantly increased renal crystal deposition and urinary
crystal excretion

Taguchi et al.,
2020

FKBP5 KO
Renal pelvic injection of AAV-sh-FKBP5
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)
for 6 consecutive days

Attenuated renal stone aggregation and tubular injury, and
reduced infiltration of M1-type inflammatory macrophages in
kidney

Song et al.,
2023

AR KO
Daily intraperitoneal injections of GOX (80 mg/kg)
for 6 consecutive days

Reduced renal CaOx crystal deposition Zhu et al., 2019

PRMT1 KO
Daily intraperitoneal injections of GOX (100 mg/kg)
for 10 consecutive days

Reduced renal CaOx crystal deposition
Yuan et al.,
2025

Abcc6 KO Normal

Spontaneous apatite calcification in renal papillary interstitium
with aging, localized at papillary tip and surrounding loops of
Henle and vasa recta, resembling human Randall’s plaques.
Urinary PPi excretion significantly reduced

Letavernier
et al., 2018

Slc26a1KO Normal Hyperoxaluria
Dawson et al.,
2010

Hyperoxalemia
CaOx stones in renal cortical tubules and bladder

Slc26a6 KO Normal Hyperoxaluria
Jiang et al.,
2006

Hyperoxalemia

Slc26a3 KO Normal Significantly reduced urinary and serum oxalate concentrations
Freel et al.,
2013

THP KO Normal
Spontaneous calcium crystals in renal collecting ducts and
papillae in 16% of mice

Mo et al., 2004

Drinking water with 1% EG and 4 IU/mL vitamin D3
for 1 month

Extensive CaOx crystal formation in kidneys in 76% of mice,
particularly in outer medulla

AR: Androgen receptor; CaOx: Calcium oxalate; CaP: Calcium phosphate; EG: Ethylene glycol; FABP4: Fatty-acid binding protein 4; FKBP5: FKBP
prolyl isomerase 5; GOX: glyoxylate, HLP: hydroxy-L-proline, KO: knockout, M1: macrophage-1, NaOx: sodium oxalate, Npt2a: IIa sodium-
phosphate cotransporter, OPN: osteopontin, OSMRβ: OSM receptor β, PPi: proton pump inhibitors, PRMT1: protein arginine methyltransferase 1,
THP: Tamm-Horsfall protein.
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indicating  a  critical  role  of  tubular  AR  signaling  in  crystal
development (Zhu et al., 2019).
 PRMT1: PRMT1  is  a  key  epigenetic  regulatory  enzyme  that
catalyzes  arginine  methylation  and  participates  in  renal
metabolic  reprogramming  (Nicholson  et al.,  2009;  Thiebaut
et al., 2021; Yuan et al., 2025). Although the mechanistic role
of  PRMT1 in CaOx nephrotoxicity  is  currently  unclear,  recent
evidence  indicates  that  PRMT1  regulates  fatty  acid
metabolism  and  links  metabolic  remodeling  to  renal  injury
(Guertin  &  Sabatini,  2007; Ye  et al.,  2024;  Zhu  et al.,  2022).
Notably,  studies  using  mouse  models  with  PRMT1-specific
deletion  or  overexpression  have  reported  that  PRMT1
promotes  ubiquitin-mediated  degradation  of  peroxisome
proliferator-activated  receptor  γ  (PPARγ)  through  arginine
methylation,  thereby  impairing  fatty  acid  metabolism  and
exacerbating  CaOx  crystal-induced  renal  injury  (Yuan  et al.,
2025).
Together,  these  genetic  models  identify  urinary  crystal

inhibitors,  inflammatory  cytokine  pathways,  lipid  metabolic
regulators,  injury-associated proteins,  sex hormone signaling,
and epigenetic  control  of  metabolism as potential  therapeutic
targets for calcium oxalate kidney stone disease.

 Randall’s plaque model
Randall’s plaques are subepithelial or interstitial CaP deposits
that  arise  within  the  basement  membranes  of  thin  loops  of
Henle  and  vasa  recta  in  the  renal  papilla,  where  they  can
provide  an  anchoring  platform  for  CaOx  crystal  attachment
and stone overgrowth (Daudon et al., 2015; Evan et al., 2007;
Khan  et al.,  2012,  2021;  Randall,  1936).  Randall’s  plugs
represent  a  related  but  mechanistically  distinct  lesion
characterized  by  intratubular  crystal  occlusion,  which  may

extend into the papillary ductal lumen and contribute to stone
nucleation (Daudon et al., 2015; Khan et al., 2021; Worcester
&  Coe,  2010).  Most  chemically  induced  CaOx  models
primarily reproduce tubular crystal retention or plugging rather
than  the  interstitial  mineralization  process  that  defines  true
plaque  biology  (Daudon  et al.,  2015;  Khan  &  Glenton,  2010;
Liu et al., 2025; Okada et al., 2007; Tzou et al., 2016). Among
plaque-related  models,  Abcc6-deficient  mice  spontaneously
develop age-dependent  interstitial  hydroxyapatite  calcification
at  the  papillary  tips,  with  lesions  that  closely  resemble  major
morphological  features  of  human  papillary  hydroxyapatite
calcification  (Letavernier  et al.,  2018,  2019).  Vitamin  D  and
calcium supplementation can accelerate papillary calcification
in  Abcc6-knockout  mice,  thereby  improving  experimental
access  to  the  plaque  phenotype  for  mechanistic  studies
(Bouderlique et al., 2019). Nevertheless, Abcc6-knockout mice
do  not  consistently  develop  CaOx  overgrowth  on  plaques  or
spontaneous  stone  passage  into  the  collecting  system,  and
plaque-to-stone  transition  often  requires  additional  urinary
supersaturation  (Daudon  et al.,  2015;  Khan  et al.,  2021;
Letavernier  et al.,  2018, 2019).  Therefore,  Abcc6  knockout  is
best interpreted as a model of interstitial  plaque initiation and
expansion  rather  than  a  complete  model  of  CaOx
nephrolithiasis  (Bouderlique  et al.,  2019;  Letavernier  et al.,
2018,  2019).  The  plaque  and  plug  pathways  are  shown  in
Figure 3A and Figure 3B, respectively.
Type  IIa  sodium-phosphate  cotransporter  (NaPi-IIa),

encoded  by  SLC34A1,  is  predominantly  expressed  on  the
brush-border  membrane  of  renal  proximal  tubular  cells  and
mediates  phosphate  reabsorption  (Tenenhouse,  2005).  In
NaPi-IIa-knockout  mice,  increased  urinary  phosphate  and
calcium  loss  was  accompanied  by  CaP  deposition  in  tubular

 

Figure 3  Two mechanistic routes of CaOx stone formation and alignment with animal models

A:  Randall’s  plaque  pathway  (years  to  decades):  Interstitial  CaP  (hydroxyapatite)  nucleation  and  plaque  growth  within  the  papillary  interstitium,
followed by urothelial disruption, plaque exposure, CaOx adhesion, and stone overgrowth. B: Randall’s plug pathway (weeks to months): Urinary
supersaturation drives intraluminal CaOx crystallization, tubular obstruction, epithelial injury, crystal retention, and stone formation. Shared drivers,
including supersaturation, loss of inhibitors, epithelial injury, inflammation, microbiome changes, and metabolites, are indicated. The bottom panel
aligns  representative  animal  models  with  the  mechanistic  route  and  most  appropriate  research  questions,  including  mechanistic  studies,  drug
screening, plaque-relevant calcification, long-term progression, and translational or device evaluation.
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and  interstitial  compartments  (Khan  &  Glenton,  2008).
Although  these  findings  suggest  a  potential  connection
between  SLC34A1  dysfunction  and  Randall’s  body-like
calcification,  current  evidence  is  insufficient  to  establish  a
direct role for SLC34A1 in Randall’s plaque formation.
To  enhance  reproducibility  and  clinical  relevance,  plaque

and plug models should be reported with standardized urinary
chemistry  parameters,  such  as  oxalate,  calcium,  citrate,  pH,
urine volume,  and supersaturation,  as  well  as  stone location,
induction  duration,  recovery  interval,  and  off-target  toxicity
(Khan & Glenton, 2010; Tzou et al., 2016). Where appropriate,
secondary  stimuli  such  as  controlled  dietary  calcium  intake,
dehydration, or microbiome disruption should be incorporated
according  to  the  intended  human  mechanism.  Readouts
should  also  distinguish  plaque  formation  from  plugging  to
avoid  overinterpretation  of  intratubular  crystal  retention  as
complete stone disease (Daudon et al., 2015; Hanstock et al.,
2024;  Jung  et  al.,  2023;  Khan  &  Glenton,  2010;  Kok  et  al.,
2017; Tzou et al., 2016).

 Research advances in drug development
Mouse CaOx models have supported preclinical evaluation of
diverse  candidate  interventions  for  kidney  stone  prevention
and  treatment,  including  hesperidin,  gallic  acid,  theaflavin,
rutin,  umbelliferone,  tartronic  acid,  Pelvetia  siliquosa
polysaccharides  (PSPs),  and  short-chain  fatty  acids  (SCFAs)
(Chen  et al.,  2025;  Jin  et al.,  2021;  Liu  et al.,  2021b;  Kale
et al.,  2024; Su et al.,  2024b; Xu et al.,  2025; Ye et al.,  2021;
Zhang  et al.,  2025;  Zhou  et al.,  2022).  Further  details  are
provided in Table 2.
NaOx-induced urolithiasis mouse models have been used to

evaluate the anti-urolithiasis activity of plant components, with
hesperidin shown to reduce multiple serum and urinary indices
associated  with  stone  formation  (Kale  et al.,  2024).
Furthermore,  kidney  stone  mouse  models  have  been
established  through  repeated  intraperitoneal  injections  of
glyoxylate, with gallic acid found to protect against renal stone
deposition  and  subsequent  tubular  injury  (Zhou  et al.,  2022).
Other  compounds  have  also  shown  activity  through
antioxidant,  anti-apoptotic,  or  anti-inflammatory  mechanisms.
For  example,  rutin  alleviates  CaOx  crystal  deposition,  renal
tissue  damage,  and  crystallization-associated  apoptosis  in  a
glyoxylate-induced  stone  model  (Zhang  et al.,  2025).
Theaflavin  exhibits  strong  renal  protection  by  restoring  miR-
128-3p/SIRT1  axis-regulated  antioxidant  defense  and
reducing  CaOx-induced  renal  injury  (Ye  et al.,  2021).
Umbelliferone  also  reduces  renal  crystal  deposition  and
mitigates associated inflammation and tissue injury in cellular
and  mouse  models  of  CaOx  nephrocalcinosis  (Xu  et al.,
2025).
Gut  microbiota-derived  metabolites  have  provided  an

additional  therapeutic  direction.  SCFAs,  key  metabolites
generated through microbial fermentation of dietary fiber, have
potent  immunomodulatory  functions  (Duscha  et al.,  2020;
Fachi  et al.,  2020;  Lavelle  &  Sokol,  2020).  Recent  studies
have  indicated  that  SCFAs  are  associated  with  CaOx  stone
pathogenesis  and  can  suppress  stone  development  in
glyoxylate-induced  mouse  models  through  a  GPR43-
dependent  immunomodulatory  mechanism  (Jin  et al.,  2021;
Liu et al., 2021b).
Crystal  growth  modifiers  also  remain  important  anti-stone

candidates. Citric acid inhibits kidney stone formation partly by
suppressing  COM  crystal  growth  (Chung  et al.,  2016;
Farmanesh  et al.,  2014;  Ma  et al.,  2020;  Rimer  et al.,  2010;
Weissbuch  &  Leiserowitz,  2008).  In  contrast,  tartaric  acid

binds preferentially to the active surface at the rapidly growing
apex  of  CaOx  crystals  but  achieves  therapeutic  efficacy
comparable to that of citric acid (Su et al.,  2024b). In another
hyperoxaluric  mouse  model,  PSP  administration  reduced
CaOx crystal  deposition and down-regulated CD44 and OPN
expression, suggesting that marine polysaccharides may limit
both  crystal  retention  and  injury-associated  matrix  responses
(Chen et al., 2025).
Together,  these  studies  highlight  mouse  CaOx  models  as

useful  platforms  for  identifying  candidate  therapies  that
target  urinary  chemistry,  crystal  growth,  oxidative  injury,
inflammation,  microbiome-derived  signaling,  and  crystal
adhesion.

 Prospects
Mouse models offer  important  practical  advantages for  CaOx
stone  research,  including  short  induction  periods,  genetic
tractability,  low  maintenance  cost,  and  suitability  for
mechanistic studies and early-stage drug screening. However,
their  translational  value  is  constrained  by  simplified  renal
papillary  anatomy,  differences  in  nephron  architecture
compared with humans, and the frequent reliance on chemical
inducers  such  as  EG or  glyoxylate,  which  can  produce  renal
injury  that  is  not  specific  to  stone  pathogenesis.  In  addition,
many patients  with  CaOx stones do not  present  with  marked
hyperoxaluria,  whereas  most  mouse  models  depend  on
experimentally  induced  oxalate  overload.  These  limitations
mean  that  mouse  models  should  not  be  treated  as  direct
replicas  of  human  CaOx  stone  disease.  Instead,  their  use
should be matched to defined experimental aims, with careful
distinction  between  crystal  deposition,  nephrocalcinosis,
tubular  plugging,  plaque-related  mineralization,  and  clinically
relevant stone formation.

 RAT MODELS

Rats  remain  among  the  most  frequently  used  experimental
animals  in  urinary  stone  research,  particularly  for  modeling
CaOx  nephrolithiasis  through  induced  hyperoxaluria  or
combined  hyperoxaluria  and  hypercalciuria  (Alexander  et al.,
2022; Khan et al., 2021; Singh et al., 2022; Tzou et al., 2016).
In  addition  to  metabolic  induction,  recent  evidence  has
indicated that bacterial  infection may also contribute to CaOx
stone  development  (Cherng  et al.,  2019).  Rat  CaOx  stone
models are detailed in Table 3.

 Comparison of rat and human kidneys
Important  anatomical  differences  between  rat  and  human
kidneys constrain direct translation of rat stone phenotypes to
human disease (Khan,  1997).  Rat  kidneys are much smaller,
contain  a  single  renal  papilla,  possess  fewer  ureteric  ducts,
feature a simpler renal pelvic architecture, and have relatively
narrower  ureteral  lumens  than  human  kidneys  (Khan,  1997).
Human kidneys  are  substantially  larger  and  structurally  more
complex  than  rat  kidneys,  measuring  approximately  12×6×4
cm and weighing 160–175 g,  compared with  1.6×1.0×0.9 cm
and 0.75–1.20 g in rats. Humans also have approximately 5–6
renal  papillae  and  850  000–1  200  000  nephrons  per  kidney,
whereas rats have a single renal papilla and approximately 30
000–31 000 nephrons per kidney (Khan, 1997).. Despite these
scale and structural differences, the medulla-to-cortex volume
ratio  is  very  similar  between  the  two  species  (1:2)  (Khan,
1997).

 CaOx stone models
Oxalate  metabolism  is  broadly  conserved  between  rats  and
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Table 2  Summary of drug development in animal models
 

Animal model Method Intervention Mechanism References

Mouse 70 mg/kg NaOx for 7 days Hesperidin
Diuresis
Inhibition of crystallization

Kale et al.,
2024

Daily intraperitoneal injections of
GOX (75 mg/kg) for 6 consecutive
days

GAL
Up-regulation of Nrf2/HO-1 signaling
Suppression of OPN and its receptor CD44
Attenuation of renal macrophage infiltration

Zhou et al.,
2022

Daily intraperitoneal injections of
GOX (75 mg/kg) for 7 consecutive
days

TF Inhibition of miR-128-3p/SIRT1 axis Ye et al., 2021

Daily intraperitoneal injections of
GOX (80 mg/kg) for 6 consecutive
days

Rutin

Attenuation of oxidative stress
Inhibition of apoptosis
Suppression of NF-κB pathway
Promotion of SCFA production

Zhang et al.,
2025

Daily intraperitoneal injections of
GOX (100 mg/kg) for 7 consecutive
days

Umb Activation of PI3K/AKT pathway Xu et al., 2025

Daily intraperitoneal injections of
GOX for 14 consecutive days

Tartronic acid
Interaction with fast-growing apical surface of COM crystals
to inhibit growth

Su et al.,
2024b

Daily intraperitoneal injections of
GOX (70 mg/kg) for 7 consecutive
days

PSPs

Chelation of Ca2+ via sulfate groups, suppressing CaOx
nucleation and growth
Up-regulation of SOD/CAT activity, reducing ROS and
oxidative injury
Down-regulation of inflammatory factor and adhesion
protein (CD44, OPN) expression

Chen et al.,
2025

Daily intraperitoneal injections of
GOX (80 mg/kg) for 7 consecutive
days

SCFAs
Suppression of calculogenesis via GPR43-dependent
immunomodulation and anti-inflammatory actions

Jin et al., 2021

Rat
Drinking water containing 1% EG for
28 consecutive days

Succinate
Reduction of renal calcium deposition and injury
Inhibition of cellular adhesion and osteogenic differentiation
Down-regulation of CD44, IL-6, and OPN expression

Zhang et al.,
2023

Drinking water containing 1% EG for
28 consecutive days

Glycine
Down-regulation of Slc26a6
Down-regulation of Nadc1
Up-regulation of miR-411-3p

Lan et al.,
2021

Drinking water containing 1% EG for
28 consecutive days

Yellow tea
Activation of PPARγ pathway with subsequent attenuation
of oxidative stress and suppression of EMT and renal
fibrosis

Su et al., 2023

Drinking water containing 0.75% EG
for 28 consecutive days

Selenium
Up-regulation of selenoprotein K and suppression of IRE1-
ASK1-JNK pathway, attenuating endoplasmic reticulum
stress and apoptosis

Su et al.,
2024a

Drinking water containing 0.4% NH4Cl
and 1% EG

Zinc
Enhancement of oxalate decarboxylase activity and
stability with promotion of Lactobacillus growth to
potentiate oxalate metabolism

Wu et al., 2023

Sodium-deficient diet (0.006%
sodium) combined with a 0.75% EG
solution for 42 days

Sodium

Down-regulation of renal sodium transporters and
aquaporins
Increased urinary calcium excretion and CaOx
supersaturation

Huang et al.,
2024

Drinking water containing 1% EG for
4 weeks

SCFAs
Up-regulation of SLC26A6
Down-regulation of SLC26A3

Liu et al., 2020

Drinking water containing 1% EG for
4 weeks

Lactiplantibacillus
plantarum J-15

Up-regulation of Occludin
Suppression of renal TLR4/NF-κB/COX-2 signaling

Tian et al.,
2022

Drosophila 0.1% NaOx solution for 7 days HH, DS, HQ
Inhibition of crystallization
Attenuation of oxidative stress
Enhancement of diuresis

Ren et al.,
2025

0.2% NaOx

Water extracts and
50% ethanol
extracts of 46
Chinese herbal
medicines

Inhibition of CaOx crystal formation and deposition in MTs Lu et al., 2024

0.5% EG for 3 weeks
Astragalus
membranaceus

Prophylactic suppression of crystal formation in MTs
Chen et al.,
2022a

0.3% NaOx solution for 7 days Garcinia cambogia Chemical dissolution of CaOx stones
Fan et al.,
2020

0.1% oxalic acid AOFOS
Suppression of macroscopic crystallization
Attenuation of CaOx crystallization kinetics
Modulation of crystal phase transition (COM-to-COD)

Sun et al.,
2024

0.1% NaOx
Bacillus subtilis
168, BS168

Modulation of gut microbiota Al et al., 2020

AOFOS: Aspidopterys obcordata fructo-oligosaccharide, CaOx: calcium oxalate, COD: calcium oxalate dihydrate, COM: calcium oxalate
monohydrate, DS: Danshen, EG: ethylene glycol, EMT: epithelial-mesenchymal transition, GAL: gallic acid, GOX: glyoxylate, HH: Honghua, HLP:
hydroxy-L-proline, HQ: Huangqi, KO: knockout, MT: Malpighian tubules, NaOx: sodium oxalate, OPN: osteopontin, PSPs: Pelvetia siliquosa
polysaccharides, SCFAs: short-chain fatty acids, TF: theaflavin, Umb: umbelliferone.
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humans,  and  experimentally  induced  renal  calculi  in  rats
reproduce several  processes relevant to human kidney stone
development  (Khan,  1997).  Consequently,  rat  models  remain
important  platforms  for  investigating  CaOx  nephrolithiasis.
Currently, most rat models are generated through exogenous
lithogenic agents, including NaOx, EG, glycolic acid, and HLP
(Tzou  et al.,  2016).  Recent  research  also  suggests  that
bacterial  infection  may  promote  CaOx  stone  development
under specific inflammatory conditions (Cherng et al., 2019).
 Bacterial  models  of  CaOx  stone  development: Bacterial
infection is a well-established driver of  struvite stones,  but  its
contribution to CaOx formation remains less clear (Khan et al.,
2016;  Worcester  &  Coe,  2010).  Infection-associated
inflammation,  biofilm  formation,  and  epithelial  injury  can
modify  urinary  macromolecules  and alter  the  local  nucleation
microenvironment  (Cherng  et al.,  2019;  Khan  et al.,  2021).
Current evidence supports the possibility that infection acts as
a  synergistic  factor  for  CaOx  crystal  retention  rather  than  as
an  independent  primary  cause  (Cherng  et al.,  2019).  Given
the limited direct causal evidence linking infection to idiopathic
CaOx  nephrolithiasis,  infection-based  models  should  be
interpreted  cautiously.  These  models  are  more  suitable  for
studying  mixed  calculi,  inflammation-mediated  crystal
retention,  and  epithelial  injury  pathways  rather  than  the
spontaneous development of idiopathic CaOx stones (Cherng
et al., 2019).
 NaOx: A  single  intraperitoneal  injection  of  NaOx  induces
progressive  CaOx  crystallization  in  rat  kidneys,  with  deposits
first  emerging  in  the  renal  cortex,  extending  into  the  medulla
and papillary tips, and later spreading from tubular lumens to
intercellular  spaces and the tubular  cell-basement membrane
interface  (Khan  et al.,  1982).  In  contrast,  continuous
potassium  oxalate  (KOx)  delivery  through  miniature  osmotic
pumps  produces  persistent  crystalluria  without  overt  renal
pathology,  with  renal  CaOx  crystal  deposition  occurring  only
after  additional  intraperitoneal  NaOx injection,  likely  reflecting
a further increase in CaOx supersaturation within tubular fluid
(Khan et al., 1979, 1983).
 EG: EG combined with vitamin D3 provides a dose-responsive
rat  model  of  renal  CaOx  crystal  deposition  (de  Water  et al.,

1996). At 0.5% EG, crystal deposition is minimal and limited to
the  renal  cortex  and/or  medulla  in  only  a  subset  of  rats,
whereas  0.75%,  1.0%,  and  1.5%  EG  produce  a  dose-
dependent increase in urinary oxalate and stable CaOx crystal
formation  across  animals  (de  Water  et al.,  1996).  However,
EG-based  induction  requires  careful  toxicity  control.  When
combined  with  NH4Cl,  EG  can  cause  substantial  weight  loss
and  renal  dysfunction  (Blood,  1965;  Eder  et al.,  1998;
Yamaguchi  et al.,  2005),  with  concentrations  above  1%
associated with mortality rates as high as 61% in experimental
rats  (Lyon  et al.,  1966).  Thus,  EG-based  rat  models  should
include  explicit  dose  optimization  and  toxicity  assessment  to
distinguish lithogenic effects from nonspecific renal injury.
 Glycolic  acid: Glycolic  acid  is  an  oxalic  acid  precursor  that
significantly increases the incidence of CaOx stone formation
(Runyan & Gershoff,  1965). Dietary supplementation with 3%
glycolic acid reliably induces renal CaOx crystal development
in  rats  (Ahsan  et al.,  1989;  Ogawa  et al.,  1986,  1990).  In
Sprague-Dawley rats, glycolic acid treatment has been shown
to  increase  kidney  weight  and  promote  calcium  and  oxalate
deposition  compared  with  normal  controls  (Ahsan  et al.,
1989),  supporting  its  utility  as  a  metabolic  precursor-based
model of oxalate-driven renal crystallization.
 HLP: HLP  induces  CaOx  nephrolithiasis  in  rats  after
intraperitoneal  injection  (Tawashi  et al.,  1980)  and  also
produces  a  robust  lithogenic  phenotype  when  delivered
through  the  diet.  Notably,  hyperoxaluria  and  crystalluria  are
significantly  increased  in  HLP-fed  rats,  accompanied  by
widespread  CaOx  crystal  deposition  and  stone  formation
throughout  the  kidney,  particularly  in  collecting  ducts  and
papillary  tips  (Khan  et al.,  2006),  challenging  earlier
assumptions that HLP requires hypercalcemia to induce CaOx
stone  development  (Tawashi  et al.,  1980;  Thomas  et al.,
1971).
 Enteric  hyperoxaluria  (malabsorptive)  models: Enteric
hyperoxaluria  is  a  clinically  significant  cause  of  CaOx
nephrolithiasis  that  develops  when  fat  malabsorption
increases  intestinal  oxalate  absorption  (Upala  et al.,  2016).
Surgical  rodent  models,  including  Roux-en-Y  gastric  bypass,
reproduce key features of  malabsorptive  stone risk,  including

Table 3  Summary of CaOx stone models in rats
 

Type of
approach

Lithogenic agent, references Diet/Administration Effects

Infection
Proteus mirabilis (Cherng et al.,
2019)

Intravesical instillation of saline containing
1×107 CFU proteus mirabilis+surgical
implantation of a 2-mm polyethylene tube into
bladder

Stone deposition observed in bladder and kidneys
Significant time-dependent down-regulation of MCP-
1, OPN, and TRPV5 expression in renal tissue

Chemical
induction

NaOx (Khan et al., 1982) Intraperitoneal injection
Hyperoxaluria
CaOx crystal deposition
CaOx microcalculi

EG+Vitamin D3 (de Water et al.,
1996; Lyon et al., 1966)

Dietary EG (0.5%, 0.75%, 1.0%, 1.5%) and
vitamin D3 for 4 consecutive weeks

0.5% EG group: Only partial rats exhibited CaOx
deposition in renal cortex and/or medulla
≥0.75% EG groups: All rats developed CaOx crystal
formation

Glycolic acid (Ahsan et al., 1989;
Ogawa et al., 1986, 1990)

3% glycolic acid for 4 consecutive weeks CaOx crystal deposition

HLP (Khan et al., 2006; Tawashi
et al., 1980; Thomas et al., 1971)

Single intraperitoneal injection of 2.5 g/kg HLP
Hyperoxaluria
CaOx crystal deposition

Inbreeding
Inbreeding hypercalciuric
progeny (Bushinsky et al., 2002;
Krieger et al., 2021)

Standard diet containing 1.2% calcium for 18
weeks+HLP
Base diet+5% HLP

Hyperoxaluria
CaP crystal deposition
CaOx crystal deposition

CaOx: calcium oxalate, CaP: calcium phosphate, EG: ethylene glycol, HLP: hydroxy-L-proline. KO: knockout, MCP-1: monocyte chemotactic
protein-1, NaOx: sodium oxalate, OPN: osteopontin, TRPV5: transient receptor potential vanilloid 5.
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steatorrhea, altered intestinal oxalate handling, and increased
urinary  oxalate  supersaturation  (Kwenda  et al.,  2020).  Unlike
chemical  hyperoxaluria  models,  these  approaches  reduce
reliance  on  toxic  oxalate  precursors  and  provide  a  more
etiologically  suitable  platform  for  studying  interventions
targeting  the  gut-kidney  axis,  such  as  dietary  calcium,  low-
fat/low-oxalate  diets,  bile  acid  sequestrants,  probiotics,  and
oxalate-degrading enzymes (Kwenda et al., 2020; Upala et al.,
2016).

 Genetic hypercalciuric stone-forming (GHS) rats
Hypercalciuria  is  a  major  risk  factor  for  kidney  stone disease
and  exhibits  significant  familial  heritability  (Bushinsky  et al.,
1995; Coe et al., 1992; Hoopes et al., 2003). GHS rat models
have  been  generated  through  multigenerational  selection  of
spontaneously hypercalciuric Sprague-Dawley rats, producing
a  stable  model  of  inherited  hypercalciuria  (Bushinsky  et al.,
2002;  Bushinsky  &  Favus,  1988).  When  maintained  on  a
standard  diet  (1.2%  calcium),  GHS  rats  excrete  urinary
calcium  at  levels  8–10  times  higher  than  control  rats  and
uniformly develop CaP kidney stones (Bushinsky et al., 2002).
This  phenotype  is  notable  because  urinary  CaOx
supersaturation  exceeds  CaP  supersaturation,  yet  untreated
GHS  rats  form  CaP  rather  than  CaOx  stones.  HLP
supplementation  shifts  this  mineralization  pattern  by
increasing  urinary  oxalate  excretion  and  progressively
increasing  the  CaOx-to-CaP  supersaturation  ratio,  with  5%
dietary  HLP  inducing  CaOx  stone  development  in  GHS  rats
(Bushinsky et al., 2002). Regardless of whether CaP or CaOx
stones  form,  crystal  deposition  occurs  primarily  within  the
urinary  lumen,  particularly  near  the  renal  pelvic  outlet  and
around the solitary renal papilla in rats, rather than within renal
tubules (Bushinsky et al., 2002).
GHS  rats  provide  a  tractable  model  for  examining  how

inherited  hypercalciuria  interacts  with  oxalate  loading  to  shift
lithogenesis  from  CaP-dominant  to  CaOx-dominant  stone
formation.  Extending  this  approach,  Krieger  et al.  (2021)
established  a  genetic  hypercalciuric  rat  model  relevant  to
human  idiopathic  hypercalciuria,  in  which  all  rats  developed
CaOx  stones  and  combined  clonazepam  and  potassium
citrate  therapy  reduced  stone  formation  and  improved  bone
quality  more effectively than either  treatment  alone.Additional
hypercalciuric rat studies have shown that calcium and vitamin
D  act  synergistically  to  promote  stone  development,  dietary
magnesium  reduces  urinary  supersaturation  without
decreasing  CaOx  stone  formation,  and  high-casein  feeding
links excessive animal protein intake to coordinated renal and
skeletal  alterations  that  contribute  to  hypercalciuria
(Amanzadeh  et al.,  2003;  Letavernier  et al.,  2016;  Li  et al.,
2024).

 Research advances in drug development
Similar  to  mouse  models,  rat  models  have  been  used  to
evaluate metabolic, nutritional, microbial, and pharmacological
interventions  with  potential  relevance  to  kidney  stone
treatment,  including  succinate,  glycine,  PPARγ  agonists,
selenium,  zinc,  sodium,  SCFAs,  and  Lactiplantibacillus
plantarum  strains  (Huang  et al.,  2024;  Koh  et al.,  2016;  Lan
et al.,  2021;  Liu  et al.,  2021a;  Su  et al.,  2023,  2024a;  Tian
et al.,  2022;  Wu  et al.,  2023,  2025;  Zhang  et al.,  2023).
Further details are provided in Table 2.
 Succinate: Succinate,  a  tricarboxylic  acid  (TCA)  cycle
intermediate,  has  been  shown  to  reduce  CaOx  crystal
nucleation  in vitro  and  renal  CaOx  deposition  in  EG-induced
rats,  with  these  protective  effects  associated  with  attenuated

inflammation,  reduced  crystal-cell  adhesion,  and  suppressed
osteogenic differentiation (Zhang et al., 2023).
 Glycine: Glycine  has  been  shown  to  reduce  CaOx  crystal
development  in  rats  by  regulating  urinary  oxalate  and  citrate
handling.  Mechanistically,  glycine  promotes  miR-411-3p-
mediated  down-regulation  of  SLC26A6  and  NaDC1  protein
expression,  thereby  lowering  urinary  oxalate  and  increasing
urinary citrate (Lan et al., 2021).
 Yellow  tea: Yellow  tea  infusion  has  been  shown  to  reduce
renal  crystal  deposition  in  an  EG-induced  rat  stone  model,
with  flavonoid  components  regulating  PPARγ  protein  activity
and  thereby  influencing  stone  development  (Su  et al.,  2023).
Consistent  with  this  metabolic  regulatory  axis,  the  PPARγ
agonist pioglitazone has also been reported to decrease CaOx
crystal  deposition,  potentially  through  lipid  metabolism
modulation (Wu et al., 2025).
 Selenium: Selenomethionine  (SeMet)  has  been  evaluated  in
complementary  CaOx  stone  models  established  using  HK-2
cells  and  EG-gavaged  Sprague-Dawley  rats,  with  SeMet
treatment  shown  to  significantly  alleviate  oxidative  damage,
endoplasmic  reticulum  (ER)  stress,  and  programmed  cell
death,  thereby  protecting  renal  tubular  epithelial  cells  from
crystal-induced damage (Su et al., 2024a).
 Zinc: Zinc gluconate has been shown to enhance colonization
by  Oxalobacter  formigenes  in  patients  with  CaOx  stones,
activate the lactic acid bacteria-oxalate decarboxylase (OxDC)
system,  and  reduce  stone  progression,  with  Zn2+  promoting
both  OxDC activity  and  lactic  acid  bacterial  proliferation  (Wu
et al., 2023).
 Sodium: Long-term  sodium  restriction  has  been  reported  to
reduce  urinary  sodium  excretion  but  paradoxically  induce
hypercalciuria and renal dysfunction, thereby promoting CaOx
crystal development and exacerbating kidney stone formation
in rats (Huang et al., 2024).
 SCFAs: SCFAs  are  gut  microbiota-derived  metabolites
generated through dietary fiber fermentation, but humans lack
the  capacity  for  direct  SCFA  synthesis  (Koh  et al.,  2016).
Patients  with  kidney  stones  demonstrate  a  markedly  lower
abundance  of  SCFA-producing  gut  bacteria  than  healthy
individuals  (Liu  et al.,  2020).  In  rat  models,  SCFAs  reduce
urinary  oxalate  levels  and renal  CaOx stone development  by
promoting  SLC26A6-mediated  oxalate  excretion  (Liu  et al.,
2021a),  supporting  a  microbiota-dependent  mechanism  for
oxalate homeostasis.
 Lactiplantibacillus  plantarum: Lactiplantibacillus  plantarum
strains  N-1  and  J-15  have  shown  significant  preventive
potential against CaOx stone formation (Liu et al., 2021b; Tian
et al.,  2022).  The N-1 strain  significantly  reduces renal  CaOx
crystal  deposition  by  reshaping  gut  microbiota  composition
and regulating arginine metabolism (Liu et al.,  2021b). The J-
15  strain  acts  through  restoration  of  microbial  community
structure,  correction  of  metabolic  disturbances,  and
enhancement of intestinal barrier function (Tian et al., 2022).

 Prospects
Rats  remain  the  most  widely  used  model  for  CaOx
nephrolithiasis  due  to  their  cost-effectiveness,  adaptability,
and  suitability  for  repeated  urine  collection  for  longitudinal
biochemical  assessment.  However,  many rat  models still  rely
on  acute  hyperoxaluria  and  primarily  generate  intratubular
crystals  rather  than  true  renal  pelvic  stones.  Improving
translational  relevance  will  require  model  selection  based  on
human  etiological  characteristics,  including  enteric,  genetic,
and pH-related mechanisms; standardized reporting of urinary
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chemistry and supersaturation; precise anatomical localization
using  quantitative  imaging  and  histopathology;  and  careful
control of renal toxicity during combined drug administration.

 DROSOPHILA MODELS

Drosophila melanogaster  provides  an  efficient,  low-cost,  and
genetically  tractable  model  for  kidney  stone  research,
combining  rapid  husbandry,  extensive  mutant  resources,
mature  transgenic  technology,  and  fewer  regulatory
constraints than mammalian systems (Dow et al.,  2022; Tzou
et al., 2016).

 Structure and function of Drosophila
The excretory system of Drosophila is centered on Malpighian
tubules  (MTs),  which  demonstrate  remarkable  architectural
and  physiological  conservation  with  mammalian  nephrons
(Miller  et al.,  2013; Reynolds et al.,  2021; Wang et al.,  2022).
Most  mammalian  renal  proteins  have  clear  homologs  in
Drosophila, which often retain conserved functions relevant to
epithelial  transport,  solute  handling,  and  renal  injury
responses  (Reynolds  et al.,  2021).  In  Drosophila,  excretory
homeostasis  depends  on  coordinated  activity  among  MTs,
which  mediate  secretion  and  excretion;  the  hindgut,  which
contributes  to  reabsorption;  and  nephrocytes,  which  perform
filtration-associated  endocytosis  (Dow  et al.,  2022).  Various
genes  essential  for  mammalian  kidney  function  have  direct
functionally  active  homologs  in  Drosophila  kidney  tissues,
enabling  studies  of  epithelial  transport,  nephrolithiasis,
podocyte-like  filtration,  and  proximal  tubule-associated
processes  (Dow  et al.,  2022).  Adult  Drosophila  MTs  show
limited  cellular  renewal,  providing  a  useful  system  for
investigating rapid fluid transport, neuroendocrine regulation of
renal  physiology,  and  kidney  pathologies  such  as
nephrolithiasis (Cohen et al., 2020; Wang & Spradling, 2020).
However,  like  mammalian  kidneys,  MTs  are  susceptible  to
crystal-associated  damage,  supporting  their  use  in  stone-
related injury models (Cohen et al.,  2020; Wang & Spradling,
2020).

 CaOx stone models
CaOx  crystallization  models  in  Drosophila  have  been
established through both dietary lithogenic stimuli and genetic
manipulation  techniques.  Further  details  are  provided  in
Table 4.
 Diet-induced  models: Chen  et al.  (2011)  successfully
established  a Drosophila  CaOx  crystallization  model  using  a

two-week  diet  supplemented  with  EG,  HLP,  or  NaOx,  with
treatment  producing  dose-dependent  CaOx  crystal
accumulation  in  MTs.  These  agents  increase  oxalate
availability  through  distinct  routes:  EG  is  metabolized  into
oxalate in vivo, NaOx provides direct dietary oxalate, and HLP
generates  oxalate  through  hydroxyproline-to-glyoxylate
metabolism  via  the  HOG  pathway  (Buchalski  et al.,  2020;
Ermer  et al.,  2023;  Wang  et al.,  2022).  Despite  these
mechanistic  differences,  all  three  stimuli  increase  CaOx
crystal  risk  by  raising  oxalate  burden  (Buchalski  et al.,  2020;
Ermer et al., 2023; Wang et al., 2022).
 Genetic manipulation model: Yang et al. (2018) generated a
Drosophila  CaOx  kidney  stone  model  by  functionally  down-
regulating  dAGXT.  dAGXT  encodes  alanine-glyoxylate
transaminase (AGT), which catalyzes transamination between
L-alanine  and  glyoxylate  (Wang  et al.,  2022).  Reduced  AGT
activity  disrupts  glyoxylate  detoxification,  causing  glyoxylate
accumulation  and  subsequent  conversion  to  oxalate  by
oxidizing  enzymes  such  as  lactate  dehydrogenase,  with
increased  systemic  oxalate  ultimately  precipitating  CaOx
crystals within the MT lumen (Wang et al., 2022).
Additional  work  has  identified  OPN-derived  peptides,

dPrestin  (Slc26a6),  and  Neat  as  regulators  of  CaOx
crystallization  in  Drosophila  models  (Akouris  et  al.,  2022;
Landry et al., 2016; Rossano et al., 2025). Notably, Akouris et
al.  (2023)  first  demonstrated  in  a  Drosophila  melanogaster
model  that  phosphorylated  OPN  peptide  segments  can
directly  reduce  CaOx  urinary  stone  development  in  vivo  by
altering  crystal  morphology.  dPrestin  (Slc26a6)  mediates
apical  oxalate  secretion  into  the  lumen,  whereas  Neat
functions as a principal basolateral oxalate transporter, with its
knockout  shown  to  markedly  reduce  CaOx  crystal
development  in  the  MTs  (Rossano  et  al.,  2025).  Sulfate  and
thiosulfate  have  also  been  reported  to  suppress  oxalate
transport  through  a  dPrestin-dependent  pathway  (Landry  et
al., 2016).

 Research advances in drug development
As  a  rapid  and  genetically  tractable  system,  Drosophila
models  have  become  useful  tools  for  early-stage  anti-stone
drug  discovery.  Dietary  lithogen-induced  CaOx  crystallization
in  the  MTs  has  been  particularly  valuable  for  screening
candidate  interventions,  including  medicinal  plant  extracts,
organic  acids,  polysaccharides,  and  probiotics  (Wang  et al.,
2022; Al et al., 2020; Chen et al., 2022a; Fan et al., 2020; Kale
et al., 2024; Lu et al., 2024; Ren et al., 2025; Sun et al., 2022).

Table 4  Summary of CaOx stone models in Drosophila
 

References Model/Protein Diet/Intervention Effects

Chen et al., 2011 Diet-induced model 0.5% EG CaOx crystals in MTs

0.01%–1% HLP

0.01%–0.05% NaOx

Yang et al., 2018
Genetic manipulation
model

dAGXT KO CaOx crystals in MTs

Akouris et al., 2022 OPN
0.1% NaOx
Oral administration of 2 000 μg/mL
OPN phosphopeptide

Significantly reduced CaOx stones
Decreased crystal adhesion to renal epithelial cells

Rossano et al., 2025 Neat 10 mM NaOx+Neat KO Significantly reduced CaOx stones

Landry et al., 2016 dPrestin
5 mM NaOx+20 mM sulfate/thiosulfate
diet+dPrestin KO

Significantly reduced CaOx crystals within 24 h of thiosulfate
Efficacy 48 h after sulfate. Inhibition disappears after dPrestin
KO

CaOx: Calcium oxalate, EG: ethylene glycol, HLP: hydroxy-L-proline, KO: knockout, MT: Malpighian tubules, NaOx: sodium oxalate, OPN:
osteopontin.
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Further details are provided in Table 2.
Ren  et al.  (2025)  established  a  Drosophila  renal  calculus

model  by  inducing  MT  crystallization  through  NaOx
administration  and  used  this  system  to  evaluate  three
traditional Chinese medicines, Honghua (HH), Danshen (DS),
and  Huangqi  (HQ),  selected  from  15  candidate  substances.
Kale  et al.  (2024)  used  a  NaOx-induced  Drosophila  urinary
calculus  model  to  show  that  hesperidin  improved  calculus-
related physiological  indicators,  supporting its  potential  as  an
anti-urolithiasis  candidate.  In  a  separate  0.2%  NaOx  feeding
model,  Lu  et al.  (2024)  screened  botanical  extracts  and
identified 24 water extracts with anti-lithiasis activity, including
five  candidates  with  low  toxicity,  as  well  as  eight  ethanol
extracts  that  showed  therapeutic  efficacy.  Using  an  EG-
induced Drosophila model,  Chen  et al.  (2022a)  reported  that
Astragalus extract reduced CaOx crystal formation in the MTs
and improved survival, with efficacy comparable to potassium
citrate. Fan et al. (2020) further used wild-type and v-ATPase
RNAi-knockout  Drosophila  fed  a  0.3%  NaOx  diet  to
demonstrate  that  gamboge  extract  exerted  direct  crystal-
dissolving  litholytic  activity,  similar  to  hydroxycitric  acid.
AOFOS, an active polysaccharide from the Dai medicinal plant
Aspidopterys obcordata Hemsl., reduced CaOx crystal size in
a  Drosophila  kidney  stone  model  by  limiting  large-crystal
formation,  slowing  crystallization  kinetics,  and  preventing
COM-to-COD  phase  transformation  (Sun  et al.,  2022,  2024).
In  another  Drosophila  stone  model,  BS168  significantly
reduced  stone  development,  improved  overall  health  status,
and modulated gut microbiota composition (Al et al., 2020).

 Prospects
Drosophila models offer major practical advantages for CaOx
stone  research,  including  short  life  cycle,  low  cost,  efficient
genetic  manipulation,  and  suitability  for  high-throughput
screening.  MTs  reproduce  key  aspects  of  calcium  salt
crystallization in renal tubular systems, supporting their use for
mechanistic  and  pharmacological  studies.  However,  these
models  have  limited  capacity  to  characterize  tubular  fluid
dynamics  or  measure  plasma  and  urinary  biochemical
parameters, reducing confidence in direct clinical translation of
the resulting data (Knauf & Preisig, 2011).

 PORCINE MODELS

 Comparison between pigs and humans
Pigs are widely employed in biomedical research due to their
anatomical and physiological resemblance to humans (Huang
et al.,  2021;  Kim  et al.,  2022;  Pique  et al.,  2018;  Roth  &
Tuggle,  2015).  This  resemblance  is  particularly  relevant  in
urology, as porcine kidneys share key structural and functional
features with human kidneys (Bagetti Filho et al., 2008; Ren et
al.,  2022;  Sampaio  et  al.,  1998)  and  therefore  provide  a
valuable  platform  for  evaluating  surgical  approaches,  device
performance, and instrument safety (Amiel et al., 2025; Han et
al.,  2023; Rassweiler-Seyfried  et  al.,  2023; Wei  et  al.,  2024).
Both  species  have  polypapillary  kidneys  with  broadly
comparable calyceal organization and renal pelvic architecture
(Golbaekdal  et  al.,  1996;  Hansen-Estruch  et  al.,  2022).
However,  pig  kidneys  contain  more  nephrons  than  human
kidneys,  with  approximately  1.6–4.6  million  nephrons  in  pigs
compared with 0.2–2.0 million in humans (Huang et al., 2021;
Renner  et  al.,  2020).  Both  species  also  have  relatively  short
loops  of  Henle,  although  branching  depth  differs  between
cortical  and  outer  medullary  regions  (Bankir  et  al.,  2020).

These  anatomical  similarities  support  the  use  of  pigs  for
surgical  and  device  evaluation;  however,  differences  in
concentration  capacity  and  oxalate  metabolism  must  be
considered when modeling calculus pathophysiology.

 CaOx kidney stone models
Porcine  CaOx  kidney  stone  models  have  been  successfully
established  through  surgical  implantation  of  stones  or
exogenous  administration  of  stone-inducing  agents  such  as
HLP and EG. Specific details are outlined in Table 5.
 HLP: HLP  feeding  provides  a  practical  dietary  approach  for
inducing  hyperoxaluria  in  pigs  (Kaplon  et al.,  2010;  Mandel
et al.,  2004; Patel  et al.,  2012; Sivalingam et al.,  2013).  Diets
containing  approximately  10%  HLP  have  been  shown  to
increase  urinary  oxalate  to  a  plateau,  with  higher
supplementation  levels  (e.g.,  20%)  not  inducing  further
increases,  suggesting  saturable  oxalate-generating
metabolism  (Kaplon  et al.,  2010).  Crystals  recovered  from
papillary tips typically contain COM and COD, and gross and
histological  analyses  have  shown  macroscopic  papillary
crystal  coverage  with  focal  epithelial  injury  and  inflammatory
infiltration (Mandel et al., 2004). These features make HLP-fed
pigs  a  useful  bridge  model  for  studying  papillary  crystal
retention  and  evaluating  safety  endpoints,  although  the
induced  disease  course  remains  far  more  rapid  than  the
decades-long  evolution  of  idiopathic  stone  formation  in
humans.
 EG: EG-based  porcine  hyperoxaluria  protocols  have  been
developed,  often  with  vitamin  D  or  acid  loading  to  enhance
crystal  deposition  (Trojan  et al.,  2017).  Across  treatment
regimens,  CaOx  crystals  generally  form  within  the  renal
parenchyma and are accompanied by inflammatory infiltration
and  functional  alterations,  including  elevated  blood  urea
nitrogen  and  creatinine  levels,  decreased  urinary  citrate,  and
reduced  urine  pH  (Trojan  et al.,  2017).  Among  reported
combinations,  EG  plus  vitamin  D  produces  robust  crystal
deposition  with  acceptable  safety,  whereas  nephrotoxic  co-
treatments  may  confound  interpretation  (Trojan  et al.,  2017).
Overall,  EG-based  porcine  models  are  useful  for  studying
crystal-induced injury and safety signals but primarily generate
intrarenal deposits rather than true pelvic calculi.
 Dietary  oxalate: Porcine  dietary  oxalate  models  enable
controlled  manipulation  of  intestinal  oxalate  absorption
through  adjustment  of  oxalate  load  and  dietary  calcium-to-
oxalate  ratio  (Penniston  et al.,  2017).  High-oxalate  or  low-
calcium  diets  increase  urinary  oxalate  levels  and  CaOx
crystalluria,  whereas  higher  dietary  calcium  content  reduces
oxalate  absorption  by  binding  oxalate  within  the  intestinal
lumen  (Penniston  et al.,  2017).  These  models  are  therefore
well suited for studies of nutrition-dependent oxalate handling
and  gut-kidney  axis  mechanisms,  but,  similar  to  other
induction  approaches,  they  primarily  yield  crystalluria  or
crystal  deposition  endpoints  rather  than  spontaneous  pelvic
stone formation.

 Porcine  models  for  evaluating  surgical  and  medical
devices related to renal calculus disease
Due  to  the  structural  and  functional  similarities  between
porcine and human kidneys,  porcine models  are widely  used
for  translational  evaluation  of  urolithiasis-related  surgical
techniques  and  medical  devices.  This  review  and  Table  5
summarize  representative  porcine  surgical  device  models,
with  emphasis  on  their  typical  applications  and  the
translational  questions  that  each  model  can  or  cannot
address.  Representative  burst  wave lithotripsy  (BWL) studies
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use  surgically  implanted  human  stones  to  quantify  lithotripsy
efficacy  and  monitor  renal  safety  under  clinically  relevant
imaging and anesthesia conditions (Harper et al., 2013, 2014;
Maxwell  et al.,  2019;  Shelton  et al.,  2025;  Sorensen  et al.,
2010; Wang et al., 2018). Ultrasound propulsion models utilize
COM  stones  placed  within  the  collecting  system  to  evaluate
noninvasive stone repositioning, removal, and potential safety
at  the  ureteropelvic  junction  (Bailey  et al.,  2018; Chen  et al.,
2022b;  Oratis  et al.,  2018;  Yang  et al.,  2024).  Porcine
ureteroscopy models support training and direct comparison of
access  sheaths,  endoscopes,  stone  baskets,  and  laser
lithotripsy platforms, enabling assessment of maneuverability,
irrigation pressure control, and procedure-related injury within
a  collecting  system  of  human-like  dimensions  (Chen  et al.,
2022c;  Deininger  et al.,  2018;  Jiang  et al.,  2023;  O’Connor
et al.,  2022;  Molina  et al.,  2021;  Wakileh  et al.,  2024).  For
endoscopic  lithotripsy,  the  holmium:yttrium-aluminum-garnet
(Ho:YAG) laser remains the dominant clinical device, whereas
newer  thulium  fiber  laser  (TFL)  platforms  are  gaining
increasing  attention  in  porcine  models  to  compare
pulverization  or  fragmentation  efficacy  and  thermal  safety
under  controlled  irrigation  conditions  (Chen  et al.,  2022c;
Deininger  et al.,  2018;  Jiang  et al.,  2023; Molina  et al.,  2021;
O’Connor  et al.,  2022;  Wakileh  et al.,  2024).  In  vivo  pig
models  and ex  vivo  porcine  kidney  models  for  percutaneous
nephrolithotomy provide realistic puncture feedback and allow
evaluation  of  puncture  techniques,  catheter  dilation
instruments,  and  safety  performance  (Alford  et al.,  2020;
Chaussy  et al.,  1977,  1980;  Klein  et al.,  2018;  Mohamaden
et al., 2014; Sorensen et al., 2013).

 Prospects
Pig  models  have  substantial  value  for  validating  surgical

techniques and evaluating urolithiasis-related medical devices
because porcine kidneys closely approximate human kidneys
in  anatomy  and  operative  handling.  However,  high
maintenance  costs,  specialized  housing  requirements,  and
technically demanding surgical modeling procedures continue
to limit their widespread application.

 CANINE MODELS

 Artificial animal models
Canine  stone  models  have  contributed  to  the  development
and validation of  surgical  technologies.  Chaussy et al.  (1977)
successfully  established  an  artificial  canine  stone  model  by
surgically  implanting  human  calculi  into  dog  kidneys.  This
model  was  subsequently  used  to  demonstrate  that
extracorporeal  shock  wave  lithotripsy  could  fragment  stones
effectively  while  producing  fewer  complications  than
conventional surgery (Chaussy et al., 1980).
Mohamaden  et al.  (2014)  generated  a  chemically  induced

canine  CaOx  model  using  intravenous  KOx,  which  produced
crystal  deposition  and  tubular  dilatation  in  both  the  renal
cortex  and  medulla.  Notably,  OPN  mRNA  expression
increased 9.64-fold in the cortex and 12.72-fold in the medulla,
whereas  THP  mRNA  expression  decreased  13.9-fold  and
10.37-fold  in  the  corresponding  regions,  respectively
(Mohamaden  et al.,  2014).  These  findings  indicate  that  OPN
and THP participate in the renal response to oxalate exposure
and  suggest  that  KOx  can  be  used  to  induce  CaOx  crystal-
associated  renal  injury  in  dogs.Despite  these  applications,
experimentally  induced  canine  CaOx  models  remain
uncommon.  Ethical  concerns  are  especially  prominent  for
dogs  because  of  their  status  as  companion  animals,  which
limits their routine use in invasive stone-modeling studies.

Table 5  Summary of CaOx stone models in pigs
 

Method Diet/Intervention Effects/Application References

Exogenous
induction

10% HLP for 1–5 days
15% HLP for 6–13 days
20% HLP for 14–21 days

Hyperoxaluria
Collecting duct crystal deposition
CaOx encrustation at renal papillary tips

Mandel et al., 2004

10% HLP for 3–5 days Hyperoxaluria Kaplon et al., 2010

5% HLP for 21–42 days
Collecting duct intraluminal crystal
deposition

Sivalingam et al., 2013

0.8% EG+2 μg/kg VD for 28 days
0.8% EG+AC 100 mg/kg
0.8% EG+G 5 mg/kg

Crystallization within renal cortex
Renal medullary crystalline deposition
nephrotoxicity

Trojan et al., 2017

Dietary
manipulation

5%–10% HLP
Persistent hyperoxaluria
Collecting duct intraluminal crystal
deposition

Penniston et al., 2017

Gelatin diet (containing 12% HLP) Delayed-onset hyperoxaluria

High oxalate+low calcium diet (0.5 mg/mg) Severe enteric hyperoxaluria

Normal oxalate+low calcium diet (3.6
mg/mg)

Mild hyperoxaluria
Crystallization within renal cortex

Surgery
Implantation of human COM stones into pig
kidneys

BWL
Maxwell et al., 2019; Shelton et al., 2025;
Wang et al., 2018

Ultrasound propulsion
Bailey et al., 2018; Harper et al., 2013,
2014; Sorensen et al., 2010, 2013

Ureteroscopy procedures
Chen et al., 2022b, 2022c; Deininger et al.,
2018; Jiang et al., 2023; Molina et al.,
2021; Oratis et al., 2018; Yang et al., 2024

PCNL
Klein et al., 2018; O’Connor et al., 2022;
Wakileh et al., 2024

AC: NH4Cl, BWL: burst wave lithotripsy, CaOx: calcium oxalate, COM: calcium oxalate monohydrate, EG: ethylene glycol, G: gentamicin, HLP:
hydroxyproline, KO: knockout, NaOx: sodium oxalate, PCNL: percutaneous nephrolithotomy, VD: Vitamin D.
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 Naturally occurring animal models
Although  dogs  are  rarely  used  in  induced  CaOx  stone
experiments, naturally occurring canine urolithiasis provides a
valuable comparative model because dogs share human living
environments,  dietary  exposures,  and  lifestyle-related  risk
factors.  This  naturally  occurring  model  may  help  identify
environmental  and  behavioral  contributors  to  stone  risk  while
avoiding  some  limitations  of  rapidly  induced  laboratory
models,  thereby  offering  a  closer  approximation  of  the
spontaneous  course  of  human  stone  disease  (Alford  et al.,
2020).
 Naturally  occurring  CaOx  stone  models: CaOx  stones  are
among  the  most  common  forms  of  canine  urolithiasis,
accounting  for  approximately  38%  of  cases,  with  incidence
showing  a  persistent  upward  trend  (Osborne  et al.,  2009).
Canine  CaOx  stone  disease  shows  marked  breed
susceptibility, consistent with a strong genetic component; this
parallels  the 46%–63% heritability  estimated for  kidney stone
disease in humans (Curhan et al., 1997; Goldfarb et al., 2005,
2019;  Hemminki  et al.,  2018;  Lekcharoensuk  et al.,  2000b;
Low et al.,  2010; Resnick  et al.,  1968).  Additional  risk  factors
include  age,  male  sex,  and  obesity  (Kennedy  et al.,  2016;
Lekcharoensuk  et al.,  2000b;  Low  et al.,  2010;  Lulich  et al.,
1999).  Idiopathic  hypercalciuria  is  the  most  common  urinary
abnormality  in  dogs  with  CaOx  stones,  with  a  reported
prevalence  of  35%–65%,  comparable  to  that  observed  in
human patients (Carr et al., 2020; Dijcker et al., 2012; Furrow
et al.,  2015).  Impaired  vitamin  D  24-hydroxylation  can
increase  active  vitamin  D  levels,  enhance  intestinal  calcium
absorption,  and  promote  hypercalciuria,  a  mechanism
validated  in  human  studies  (Groth  et al.,  2019;  Ketha  et al.,
2015;  Molin  et al.,  2015).  In  contrast,  hyperoxaluria  plays  a
relatively minor role in canine CaOx stone formation, as most
affected dogs show renal  oxalate  excretion within  the normal
range or below that of unaffected dogs (Carvalho et al., 2006;
Furrow et al., 2015; Lulich et al., 1991). Primary hyperoxaluria
has  been  reported  occasionally  in  certain  breeds,  but  it
typically  manifests  as  renal  tubular  injury  with  extensive
oxalate  crystal  deposition  rather  than  typical  stone
development (Danpure et al., 1991; Jansen & Arnesen, 1990;
Vidgren et al., 2012). Healthy dogs also show higher intestinal
colonization  by  Oxalobacter  formigenes  compared  with
affected  dogs,  suggesting  a  potential  protective  role  of  this
oxalate-degrading  bacterium,  consistent  with  findings  in
human  studies  (Gnanandarajah  et al.,  2012;  Kaufman  et al.,
2008).

 Prospects
Naturally  occurring  canine  CaOx  stone  disease  offers  an
important comparative model that captures spontaneous stone
development,  environmental  exposure,  genetic  susceptibility,
hypercalciuria,  and  microbiome-associated  risk  more  closely
than  many  induced  laboratory  models.  However,  ethical
constraints, companion-animal status, and practical limitations
restrict experimental manipulation and reduce the frequency of
canine use as a dedicated animal model.

 CAT MODELS

 Comparative proteomics of the CaOx kidney stone matrix
in cats and humans
CaOx  kidney  stones  are  common,  recurrent,  and  strongly
influenced  by  interactions  between  mineral  crystals  and  the
organic stone matrix, yet the precise contribution of the matrix

to  stone  formation  remains  incompletely  defined  (Coe  et al.,
1992; Khan & Kok, 2004; Worcester, 1996). The stone matrix
consists  predominantly  of  proteins  but  also  contains  lipids,
nucleic acids, and various organic residues (Boyce & Garvey,
1956). Proteomic studies have shown that feline COM kidney
stone matrices closely resemble human COM stone matrices,
with  enrichment  of  highly  charged  proteins,  greater  overall
charge  than  urinary  proteins,  and  strong  conservation  of
anionic  protein  composition  (Wesson  et al.,  2022,  2024).
These  matrix  proteins  likely  influence  stone  development
through  protein-protein  and  protein-crystal  interactions  that
regulate  crystal  adhesion,  aggregation,  and  growth  (Rimer
et al.,  2017;  Viswanathan  et al.,  2011; Wesson  et al.,  2005).
The high proteomic similarity between feline and human COM
stone  matrices  supports  the  potential  value  of  cats  as  a
naturally occurring comparative model for human CaOx stone
disease (Wesson et al., 2022, 2024).

 Naturally occurring CaOx stone models in cats
Naturally occurring feline CaOx kidney stone disease provides
a  comparative  model  for  examining  epidemiological,
metabolic, pathological, and microbial features of spontaneous
stone formation.
 Epidemiology: Similar to dogs, cats commonly develop CaOx
urolithiasis. CaOx stones accounted for approximately 60% of
cases in the 1990s (Osborne et al., 2009). Subsequent dietary
adjustments  reduced  struvite  lower  urinary  tract  stones,
followed  by  a  gradual  increase  in  CaOx  stone  prevalence
(Cannon  et al.,  2007;  Kopecny  et al.,  2021;  Lekcharoensuk
et al.,  2000a,  2001,  2005;  Osborne  et al.,  2009).  Currently,
approximately  98%  of  feline  kidney  stones  are  CaOx,  a
proportion  higher  than  that  reported  in  humans  (70%–80%)
(Kopecny  et al.,  2021; Kyles  et al.,  2005;  Lieske  et al.,  2014;
Singh et al., 2015). Major risk factors include age greater than
10 years, male sex (particularly neutered males), dehydration
with  low urine  output,  and acidic  urine  (Osborne et al.,  1996;
Thumchai  et al.,  1996).  Several  breeds,  including  Persian,
Himalayan,  Ragdoll,  and  Burmese  cats,  exhibit  marked
genetic  predisposition  (Lekcharoensuk  et al.,  2000a;
Thumchai et al., 1996). More than 80% of cats diagnosed with
ureteral stones develop azotemia, and 25%–40% present with
bilateral  obstruction  (Kyles  et al.,  2005;  Nesser  et al.,  2018).
Chronic  kidney disease (CKD),  which is  prevalent  in  geriatric
cats,  is  associated  with  renal  calculi,  although  causality
remains  unconfirmed  (Brown  et al.,  2016;  Cléroux  et al.,
2017).
 Metabolism: Metabolic  risk  profiles  in  feline  CaOx  stone
disease  differ  from  those  described  in  dogs,  and  available
data  on  feline  hypercalciuria  remain  limited  (Dijcker  et al.,
2012;  Lulich  et al.,  2004;  Ross  et al.,  1999).  In  one  small
study,  approximately  one-third  of  cats  with  CaOx  urolithiasis
had idiopathic hypercalcemia, although the underlying source
of  hypercalcemia  was  not  identified  (Lulich  et al.,  2004).
Overall,  idiopathic  hypercalcemia  appears  uncommon  in  the
general  feline  population  (Coady  et al.,  2019;  Midkiff  et al.,
2000).  Primary  hyperoxaluria  is  also  rare  in  cats,  although
vitamin  B6  deficiency  can  induce  hyperoxaluria  (Gershoff
et al., 1959; McKerrell et al., 1989).
 Pathology: Calcifications  resembling  human  Randall’s
plaques have been observed in the renal papillary interstitium
of  cats  with  spontaneous  CaOx  stones  (O’Kell  et al.,  2017).
Small-scale  studies  and  case  reports  have  also  described
interstitial  fibrosis,  glomerulosclerosis,  tubular  oxalate  crystal
deposition, and inflammation, often in animals with concurrent
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CKD (Chakrabarti et al., 2013; Heiene et al., 2009; Ross et al.,
2007).  These  findings  suggest  that  naturally  occurring  feline
CaOx stone disease may provide a useful model for studying
papillary  mineralization  and  Randall’s  plaque-associated
mechanisms.
 Microorganisms: Medical  research  over  the  past  two
decades has demonstrated an association between intestinal
and urinary tract dysbiosis and CaOx stone development, but
comparable  work  in  cats  remains  limited  (Jung  et al.,  2023;
Miller  et al.,  2022;  Yuan  et al.,  2023).  Robust  sampling
protocols  are  needed  to  define  the  contribution  of  gut  and
urinary  microbiota  to  feline  CaOx  nephrolithiasis.  Joubran
et al.  reported  that  cats  with  kidney  stones  exhibit  a  distinct
urinary  microbiome,  with  greater  richness  and  diversity  than
healthy  cats  (Joubran  et al.,  2024a).  In  a  separate
methodological study, Joubran et al. further showed that fecal
sampling  methods  influence the  characterization  of  feline  gut
microbiota,  supporting  the  need  for  standardized  sampling
protocols  in  studies  of  feline  CaOx  nephrolithiasis  (Joubran
et al., 2024b).

 Prospects
Cats and dogs are mammalian companion animals that share
human  living  environments  and  develop  spontaneous  CaOx
stone  disease  with  clinically  relevant  metabolic,  pathological,
and  microbial  features.  Compared  with  artificially  induced
rodent models, these naturally occurring models more closely
reflect  the gradual  development of  human stone disease and
may  help  identify  environmental,  genetic,  dietary,  and
microbiome-associated  risk  factors.  However,  feline  CaOx
stone research remains limited.

 CLINICAL TRANSLATION

Animal  models  have  identified  many  candidate  interventions
with  activity  against  CaOx  stone  formation,  but  only  a  few
have  progressed  to  human  trials.  This  translational  gap
reflects  limited  concordance  between  experimental  models
and  the  natural  progression  of  human  disease,  as  well  as
inconsistent  definitions  of  stone-specific  endpoints.  For
example, hydroxycitric acid has been studied as an adjunct to
extracorporeal  shock  wave  lithotripsy  in  randomized,  double-
blind,  placebo-controlled  trials  involving  patients  with  CaOx
stones,  with  stone  fragmentation  rate  used  as  the  primary
endpoint  (Del  Carmen  Cano  García  et al.,  2023).
Concurrently,  microbiome-based  oxalate  management  is
advancing  toward  clinical  evaluation.  In  a  controlled  dietary
proof-of-concept  study  in  healthy  adults,  ingestion  of  live
Oxalobacter  formigenes  established  sustained  colonization
and reduced urinary oxalate excretion (Fargue et al., 2025).

 CONCLUSION

No  animal  model  fully  reproduces  human  CaOx  stone
disease.  The  most  widely  used  models  remain  chemically
induced  rodent  systems  driven  by  short-term  hyperoxaluria,
which primarily reproduce intratubular crystallization and renal
injury rather than the slow evolution of idiopathic human CaOx
nephrolithiasis  or  the  natural  plaque-to-stone  transformation.
Model  selection should  therefore begin  with  a  clearly  defined
human etiology and papillary mechanism, including idiopathic,
primary  hyperoxaluric,  or  enteric  hyperoxaluric  disease,  as
well  as  plaque-  or  plug-associated  lithogenesis.  Anticipated
endpoints  should  also  be  specified  in  advance,  including
crystal  burden,  plaque  formation,  stone  growth,  stone

expulsion,  device  performance,  toxicity,  and  model  failure
modes.
This review proposes the first stepwise framework for CaOx

stone model  selection. Drosophila models  are  suited to  high-
throughput,  low-cost  screening  of  candidate  pathways  and
therapeutic compounds. Rodent models provide the next level
of  mechanistic  validation  and  safety  assessment  when
matched  to  relevant  etiologies,  including  primary  or  enteric
hyperoxaluria, or plaque-associated processes such as Abcc6
deficiency.  Large-animal  and  naturally  occurring  models,
including  pigs,  dogs,  and  cats,  then  support  evaluation  of
surgical  device  handling,  complex  renal  physiology,
spontaneous  disease  progression,  and  clinically  relevant
environmental  or  metabolic  risk  factors.  Although  preclinical
studies have identified many promising anti-crystallization and
anti-inflammatory  candidates,  few have  advanced to  rigorous
human  trials,  likely  because  of  persistent  model-disease
mismatch  and  non-standardized  endpoint  definitions.  Future
model  development  should  therefore  incorporate  patient-
derived  data  more  directly.  Recent  single-cell  RNA
sequencing of  human kidney tissue has begun to define cell-
type-specific responses to Randall’s plaque-associated injury,
offering  a  path  toward  more  precise  characterization  of
idiopathic  CaOx  stone  disease  and  the  mechanisms
underlying Randall’s body formation (Iqbal et al., 2026).
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