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摘要 目的 探索 NADPH 氧化酶 4 ( NOX4) 和核苷酸结合

寡聚化结构域蛋白样受体蛋白 3 ( NLＲP3) 炎症小体激活在

衰老相关肾损伤中的作用和机制。方法 以 6、16、20 和 24
月龄小鼠为研究对象，试剂盒检测血清肌酐( SCr) 和尿素氮

( BUN) 水平; 肾脏组织冰冻切片检测 β-半乳糖苷酶( β-Gal)
及活性氧( ＲOS) 的水平。HE、PAS 和 Masson 染色观察肾脏

的病理变化; 免疫组化检测胶原蛋白Ⅳ( COL4) 和 NLＲP3 的

表达。蛋白免疫印迹检测肾脏组织 NOX4-NLＲP3 信号通路

中相关蛋白的表达。结果 与 6 月龄小鼠比较，16 月龄小

鼠 BUN 和 SCr 水平、肾脏 β-Gal 活性及 ＲOS 水平轻度升高，

肾小球和肾小管损伤较轻，没有明显的肾脏纤维化。而在

20 和 24 月龄小鼠中上述指标则增加，肾小球和肾小管的损

伤增 加，出 现 了 肾 脏 的 纤 维 化。此 外，介 导 ＲOS 生 成 的

NOX4 及 NLＲP3 炎症小体相关蛋白的表达在 20 和 24 月龄

小鼠肾脏中上调。结论 NOX4-NLＲP3 信号通路可能在衰

老过程中激活并促进肾脏老化和肾脏纤维化。
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脏衰老; 肾脏纤维化
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衰老是众多疾病的潜在风险因素。肾脏是最易

受到衰老影响的器官之一，而肾脏纤维化是肾脏衰

老的结构变化之一［1］。在肾脏衰老的众多机制中，

氧化应激和炎症备受关注。氧化应激是由于内源性

活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 的过度生成对

细胞造成损伤的过程。有报道［2］称，ＲOS 的长期积

累在肾脏纤维化中起着关键作用。NADPH 氧化酶

( NADPH oxidases，NOX) 是细胞中产生 ＲOS 的重要

酶系统［3］。NOX 家族由 NOX1 ～ 5 等同源物的细胞

膜蛋白组成，其中在肾脏中主要表达的是 NOX4［4］。
炎症也被认为可能在衰老相关的肾脏损害中发挥重

要作用。核苷酸结合寡聚化结构域蛋白样受体蛋白

家族 ( nucleotide-binding oligomerization domain-con-
taining protein-like receptor protein，NLＲP) 是第一个

被发现形成炎症小体的传感器蛋白家族［5］。NLＲP3
炎症小体可能是慢性肾脏疾病、急性肾损伤和糖尿

病肾病的发病机制［6］。然而，NLＲP3 的激活是否参

与衰老相关的肾脏纤维化仍不清楚。本研究旨在探

索 NOX4-NLＲP3 信号通路的激活在衰老小鼠肾脏

纤维化中的作用，对研究肾脏与年龄相关因素的关

系具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 6 月龄雄性、体质量( 33 ～ 40) g 昆

明种小鼠购自安徽医科大学实验动物中心，SCXK
( 皖) 2017-001。48 只小鼠依据体质量被随机化分

为 6、16、20 和 24 月龄组( n = 12 ) 。小鼠饲养于温

度 25 ℃，12 h /12 h 明暗交替的环境中，小鼠可以自

由进食饮水，各组小鼠饲养条件保持一致。6、16、20
和 24 月龄组的小鼠分别饲养 6、16、20 和 24 个月后

处死取材。其中 20 月龄组的 1 例小鼠死亡，24 月

龄组的 2 例小鼠死亡。
1． 2 主要试剂 血清尿素氮( blood urea nitrogen，

BUN) 和血清肌酐( serum creatinine，SCr) 试剂盒( 南

京建成生物工程研究所) ; 超氧化物阴离子荧光探

针( dihydroethidium，DHE) 和 β-半乳糖苷酶( β-gal-
actosidase，β-Gal) 试剂盒( 上海碧云天生物科技有限

公司) ; Hoechst 33258 ( 美国 Sigma 公司) ; 兔抗胶原

蛋白Ⅳ( collagen Ⅳ，COL4) 抗体、兔抗 NLＲP3 多克

隆抗体、兔抗 NOX4 多克隆抗体、兔抗 p47phox 多克

隆抗体和兔抗 p22phox 多克隆抗体( 上海 bioworld
生物技术有限公司) ; 兔抗胱天蛋白酶募集结构域

的凋亡相关斑点样蛋白( apoptosis-associated speck-
like protein containing a caspase recruitment domain，

ASC) ( 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ) ; 兔 抗

Caspase-1 多克隆抗体、兔抗白介素-1β ( interleukin-
1β，IL-1β ) 多 克 隆 抗 体 和 兔 抗 转 化 生 长 因 子 β1
( transforming growth factor-β1，TGF-β1) 多克隆抗体

( 美国 abcam 公司) ; 小鼠抗 β-actin、辣根酶标记山

羊抗兔 IgG( H + L) 、辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG( H
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+ L) 和 DAB 染色剂 ( 北京中杉金桥生物技术公

司) 。
1． 3 主要方法

1． 3． 1 BUN 和 SCr 的测定 腹腔注射 3% 三溴乙

醇将小鼠麻醉，并从心脏采集血样，离心分离出血

清。试剂盒检测 BUN 和 SCr 的水平，以评估不同组

别的肾功能。
1． 3． 2 肾皮质中 ＲOS 水平检测 小鼠尾静脉注射

DHE 工作液( 100 μmol /L，0. 1 ml /10g) ，30 min 后

取出肾脏并嵌入 OCT 包埋剂。用冷冻切片机将肾

脏切成 10 μm 的切片。然后用 Hoechst 33258 孵化

切片 5 min。使用荧光显微镜观察切片。Image-Pro
Plus 6. 0 对每个切片中肾皮质的 5 个随机区域( ×
400) 的 DHE 染色的平均荧光密度进行量化，以评估

ＲOS 的产生。
1． 3． 3 测定衰老相关的 β-Gal 活性 冰冻切片使

用试剂盒进行 β-Gal 染色。用光学显微镜拍照，Im-
age-Pro Plus 6. 0 对每个切片中肾皮质的 5 个随机区

域( × 400) 的平均光密度进行量化，以评估 β-Gal 活

性。
1． 3． 4 肾脏组织学评价 小鼠的肾脏浸泡在 4%
多聚甲醛 24 h 后取出在石蜡中包埋，切片，脱蜡。
进行苏木精和伊红 ( hematoxylin and eosin，HE ) 染

色，高碘酸 － 希夫( periodic acid-Schiff ，PAS) 染色

和 Masson 染色。在光学显微镜下观察拍照，选取切

片中的 5 个随机区域( × 400 ) 的肾小球进行定量分

析。Image J 检测 PAS 染色中肾小球的面积和直径。
Image-Pro Plus 6. 0 对 PAS 和 Masson 染色进行量化

分析，用阳性区域的平均密度来评估肾脏组织学的

变化。
1． 3． 5 免疫组化 肾组织石蜡切片脱蜡，在 3% 的

双氧水中孵化 10 min。将切片在微波炉中的柠檬酸

钠抗原修复液中沸腾 7 min，并用正常的山羊血清封

闭 30 min。将切片与 COL4、NLＲP3 抗体在 4 ℃ 下

孵育过夜。洗净切片，二抗孵育 1 h，然后用 DAB 染

色，在显微镜下观察拍照。每张切片选 5 个肾脏皮

质区域( × 400 ) 进行定量分析，Image-Pro Plus 6. 0
测量阳性区域的平均密度，以评估 COL4 和 NLＲP3
的表达。
1． 3． 6 Western blot 实验 取肾皮质组织 50 mg 用

ＲIPA 法 提 取 总 蛋 白。等 量 的 蛋 白 质 通 过 SDS-
PAGE 分离并转移到 PVDF 膜上。室温下封闭 1 h，

并在 4 ℃ 下 用 以 下 抗 体 孵 育 过 夜: NLＲP3、ASC、
Caspase-1、IL-1β、NOX4、p47phox、p22phox、TGF-β1

和 β-actin 单克隆抗体( 1 ∶ 1 000 ) 。然后将 PVDF
膜与相应的二抗在室温下孵育 1 h。用 Chemi-Doc
MP、Bio-Ｒad 成像系统对蛋白条带进行拍照。Image
J 测量蛋白条带的灰度值，并与相应的 β-actin 进行

归一化。
1． 4 统计学处理 使用 SPSS 17. 0 统计软件进行

统计分析。实验结果都以 珋x ± s 表示，数据通过单因

素方差分析( ANOVA) ，然后通过 Tukey’s 检验来比

较各组之间的差异。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 衰老对小鼠 SCr 和 BUN 和肾脏组织形态学

的影响 与 6 月龄小鼠相比，老年小鼠的 SCr 和

BUN 水平增加( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，见图 1A、B。
HE 染色结果显示，在 20 和 24 月龄小鼠中，肾小球

和肾小管组织出现了损伤，许多肾小管上皮细胞空

泡化、扁平和脱落，管腔肿胀、破裂和间质炎症浸润。
肾小球基底膜增厚，系膜基质增加，细胞外基质沉

积，系膜面积比升高，见图 1C。
2． 2 衰老对小鼠肾皮质中 β-半乳糖苷酶表达的影

响 β-Gal 活性上调是衰老细胞的一个重要标志。
结果显示，随着小鼠年龄的增长，β-Gal 活性增加( P
＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，见图 1D、E。
2． 3 衰老对小鼠肾脏酸性糖蛋白沉积的影响

PAS 染色结果显示，与 6 月龄小鼠相比，20 和 24 月

龄小鼠肾小管上皮细胞和基质中沉积的酸性糖蛋白

增加，肾小球酸性糖蛋白沉积的面积和水平增加，其

红色密度更高; 进一步测量肾小球的直径，与 6 月龄

小鼠相比，20 和 24 月龄的小鼠的肾小球直径也增

加( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，见图 2A ～ D。
2． 4 衰老对小鼠肾脏纤维化的影响 Masson 染色

显示，6 月龄和 16 月龄小鼠的肾小球和间质没有明

显的肾脏纤维化。在 20 和 24 月龄小鼠中，肾小球

和肾间质纤维化增加( P ＜ 0. 01) ，见图 3A、B。在 20
和 24 月龄小鼠中，COL4 在肾小球和肾小管中的表

达增加( P ＜ 0. 01 ) ，见图 4A、B。16 月龄小鼠 TGF-
β1 在肾皮质中的表达增加，但差异无统计学意义。
20 和 24 月龄小鼠 TGF-β1 在肾皮质中的表达增加

( P ＜ 0. 01) ，见图 4C。
2． 5 衰老对小鼠肾皮质中 ＲOS 产生的影响 DHE
荧光染色结果显示，与 6 月龄小鼠相比，16、20 和 24
月龄小鼠肾皮质中的 ＲOS 产生增加( P ＜ 0. 01 ) ，见

图 5A、B。
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图 1 衰老对血清中肾功能参数，肾脏病理形态( HE ×400) 和 β-Gal 活性的影响

A: 血清肌酐( n = 6) ; B: 血清尿素氮( n = 6) ; C: HE 染色( n = 3) ; D: 肾脏 β-Gal 的表达( n = 3) ; 与 6 月龄组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 6 衰 老 对 小 鼠 肾 皮 质 中 NOX4、p22phox 和

p47phox 表达的影响 蛋白免疫印迹结果显示，与

6 月 龄 组 小 鼠 相 比，20 和 24 月 龄 小 鼠 肾 皮 质 中

NOX4、p22phox 和 p47phox 的表达增加( P ＜ 0. 05 或

P ＜ 0. 01) ，见图 5C ～ E。
2． 7 衰老对小鼠肾皮质中 NLＲP3、ASC、Caspase-
1 和 IL-1β表达的影响 与 6 月龄小鼠相比，16、20
和 24 月龄小鼠肾皮质中 NLＲP3、ASC、Caspase-1 和

IL-1β 的表达增加( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，见图 6A
～ D。免疫组化法检测 NLＲP3 在肾皮质的表达。

结果显示，随着年龄的增加，小鼠的肾小球中 NL-
ＲP3 的表达增加( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，见图 7A、
B。

3 讨论

该研究探索了衰老小鼠的肾脏纤维化的变化及

与 NOX4-NLＲP3 信号通路的相关性。该研究表明，

20 和 24 月龄小鼠 BUN 和 SCr 水平、肾皮质 β-Gal
活性、ＲOS 和 IL-1β 水平以及病理形态学和肾脏纤

维化相关参数都增加( P ＜ 0. 01) 。与肾脏衰老的病
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图 2 衰老对小鼠肾小球和肾小管酸性糖蛋白沉积的影响 PAS 染色 × 400

A: PAS 染色; B: 肾小球系膜细胞平均密度分析; C: 系膜面积占肾小球面积的百分比; D: 肾小球的平均直径; 与 6 月龄组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 衰老对 6、16、20 和 24 月龄小鼠的

肾脏胶原蛋白沉积的影响( n = 4)

A: Masson 染 色 × 400; B: 阳 性 区 域 的 平 均 密 度; 与 6 月 龄 组 比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

理变化相一致，20 和 24 月龄小鼠肾皮质中 NOX4
和 NLＲP3 炎症小体的表达增加( P ＜ 0. 05 ) 。这些

结果表明，NOX4 介导的 NLＲP3 炎症小体的激活可

能在衰老相关的肾脏纤维化中发挥重要作用。
肾脏衰老是一个复杂的过程，其特点是肾脏功

能逐渐退化和结构逐渐改变［7］。在衰老过程中，受

损的细胞器和线粒体有明显的积累，将导致肾功能

不全［8］。当肾脏发生进行性和破坏性损伤时，BUN
和 SCr 的产生将增加［9］。该研究结果也同样证实了

这一点。此外，衰老的肾脏表现出交联的细胞外基

质蛋白和纤维化的增加。TGF-β1 是肾脏疾病最重

要的促纤维化因子［10］，其表达在 20 和 24 月龄小鼠

增加。该研究数据表明，16 月龄小鼠肾脏结构和功

能开始出现轻微的改变，纤维化不明显，但是促纤维

化因子开始增加。而 20 和 24 月龄小鼠肾脏结构和

功能都出现了改变，肾小管和肾小球出现纤维化。
各种机制参与了与衰老相关的肾脏老化损伤，

如氧化应激、炎症、线粒体功能障碍和钙调节的改变

等。氧化应激是细胞和组织中氧化和抗氧化之间的

不平衡，是 氧 自 由 基 和 相 关 ＲOS 过 度 生 产 的 结

果［11］。该研究中 ＲOS 的产生在 20 和 24 月龄小鼠

中增加。NOX4 是参与慢性肾脏疾病发展的 ＲOS 氧

化应激的主要来源［12 － 13］。与 ＲOS 相似，6 月龄小鼠

肾 皮 质 中NOX4、p22phox和 p47phox的 表 达 较 低 ，
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图 4 衰老对 6、16、20 和 24 月龄小鼠肾皮质中 COL4 和 TGF-β1 表达的影响( n = 4)

A: COL4 的免疫组化染色 ICH × 400; B: 肾脏中 COL4 阳性区域的平均密度; C: TGF-β 的相对表达; 与 6 月龄组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 衰老对 6、16、20 和 24 月龄小鼠肾皮质中 ＲOS 生成及 NOX4、p22phox 和 p47phox 表达的影响( n = 3)

A: DHE 染色 × 400; B: 肾脏中 ＲOS 的平均密度; C: NOX4 的相对表达; D: P22phox 的相对表达; E: P47phox 的相对表达; 与 6 月龄组比较:
* P ＜ 0. 05 ，＊＊P ＜ 0. 01
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图 6 衰老对 6、16、20 和 24 月龄小鼠肾皮质中 NLＲP3、ASC、Caspase-1 和 IL-1β表达的影响( n = 3)

A: NLＲP3 的相对表达; B: ASC 的相对表达; C: Caspase-1 的相对表达; D: IL-1β 的相对表达; 与 6 月龄比较: * P ＜ 0. 05 ，＊＊P ＜ 0. 01

图 7 衰老对 6、16、20 和 24 月龄

小鼠肾皮质中 NLＲP3 表达的影响( n = 4)

A: NLＲP3 的免疫组化染色 ICH × 400; B: 肾脏中 NLＲP3 的平均

密度; 与 6 月龄组比较: * P ＜ 0. 05 ，＊＊P ＜ 0. 01

而在 20 和 24 月龄小鼠中则增加。提示 NOX4 介导

的 ＲOS 生成在衰老过程中对肾脏纤维化有重要作

用。炎症也在肾脏纤维化的发展中起着重要作用。
由巨噬细胞移动抑制因子介导的炎症反应是糖尿病

肾病中肾脏纤维化发展的重要原因［14］。NADPH 氧

化酶激活过度产生的 ＲOS 与 NLＲP3 炎症小体的成

熟密切相关［15］。在衰老小鼠肾脏 NLＲP3 炎症小体

的激活过程中，NOX4 的激活起到关键的促进作用。
总之，该研究发现 20 和 24 月龄小鼠肾皮质

ＲOS 和 IL-1β 水平升高，并伴有衰老相关的肾损伤

和纤维化。在衰老过程中，肾脏中的 NOX4 和 NL-
ＲP3 炎症小体被激活，提示 NOX4 介导的过量 ＲOS
的产生在肾皮质 NLＲP3 炎症小体的激活中起重要

作用，与小鼠衰老相关的肾损伤和纤维化密切相关。
但是 NOX4 和 NLＲP3 炎症小体参与衰老过程中肾

脏纤维化的具体分子机制还有待进一步研究。
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Activation of NOX4-NLＲP3 signaling pathway
in renal fibrosis of aging mice

Han Yuli，Dong Xianan，Yang Liu，Li Xuewang，Li Yan，Li Weiping，Li Weizu
( Dept of Pharmacology，School of Basic Medical Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effects and mechanisms of NADPH oxidase 4 ( NOX4) and nucleotide-bind-
ing oligomeric structural domain protein-like receptor protein 3 ( NLＲP3) inflammasome on aging-associated renal
injury in mice． Methods The 6，16，20，and 24-month-old mice were used in this study． The levels of serum
creatinine ( SCr) and blood urea nitrogen ( BUN) were detected by the kit． Frozen sections of kidney tissue were
used to detect the levels of β-Galactosidase ( β-Gal) and reactive oxygen species ( ＲOS) ． The pathological changes
of the kidney were observed by H＆E，PAS，and Masson staining． The expressions of collagen Ⅳ and NLＲP3 were
detected by immunohistochemistry． Western blot was used to detect the expression of related proteins in the NOX4-
NLＲP3 signaling pathway in kidney tissues． Ｒesults The results showed that，compared with 6-month-old mice，

the levels of BUN and SCr in serum，β-Gal activity，and ＲOS level in the renal cortex increased，the glomerular
and tubular injury was mild，and there was no obvious renal fibrosis change in 16-month-old mice． However，in 20
and 24-month-old mice，these indexes increased，the damage of glomeruli and renal tubules increased，and renal
fibrosis appeared． In addition，expression of NOX4 and NLＲP3 inflammasome-associated proteins mediating ＲOS
production was upregulated in the kidneys of 20-and 24-month-old mice． Conclusion The NOX4-NLＲP3 signa-
ling pathway may activate and promote renal aging and renal fibrosis during aging．
Key words NADPH oxidase 4; NLＲP3 inflammasome; oxidative stress; kidney aging; renal fibrosis
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