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高原低氧通过 ＮＯＤ样受体信号通路诱导小鼠肾脏细胞焦亡
许鑫桐，陈晓晨，崔成玲，王　昕，高　翔
（青海大学基础医学部，西宁　８１００１６）

摘要　目的　基于转录组学测序技术研究高原低氧环境下 ＮＯＤ样受体（ＮＬＲ）信号通路诱导小鼠肾脏组织发生细胞焦亡的
分子机制。方法　构建高原低氧组（ＨＫＴ组）和平原常氧组（ＰＫＣ组）动物模型，于海拔４２００ｍ和海拔４００ｍ分别饲养Ｃ５７／
ＢＬ６小鼠，３０ｄ后无菌取出小鼠肾脏组织，分别用于观察肾脏组织病理变化和转录组学测序，随后对测序得到的差异表达基因
（ＤＥＧｓ）进行ＫＥＧＧ、ＧＯ富集分析。通过逆转录定量聚合酶链反应（ＲＴ-ｑＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证关键基因及蛋白的表达量。
结果　苏木精－伊红（ＨＥ）染色结果显示，ＨＫＴ组小鼠肾小管组织结构紊乱，肾小管上皮细胞水肿并伴有炎症细胞聚集。转
录组学测序分析显示，ＨＫＴ组共发现３００７个 ＤＥＧｓ；ＫＥＧＧ分析显示，ＤＥＧｓ显著富集于 ＮＬＲ信号通路，关键 ＤＥＧｓＣＡＳＰ１、
ＣＡＳＰ１１、ＧＳＤＭＤ、ＩＦＩ１６、ＮＡＩＰ５、ＩＲＦ９及下游炎症因子 ＩＬ-１β、ＩＬ-１８的 ｍＲＮＡ表达上调，ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ１１、ＧＳＤＭＤ蛋白表达上
调。结论　高原低氧环境通过调控ＮＬＲ信号通路的表达诱导细胞焦亡，并释放下游炎症因子引起炎症反应。
关键词　低氧；肾脏；转录组学；ＮＯＤ样受体信号通路；炎症因子：细胞焦亡
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　　高海拔环境具有低压低氧、紫外线强等特殊地
理环境的特点，平原地区人群进入高原地区后，机体

会发生一系列的代偿反应以适应环境变化，如呼吸

频率加快、肺通气增强等。当机体不能适应低压低

氧的环境变化，则会导致急性或慢性高原病的发

生［１］。细胞焦亡是一种新型的细胞程序性死亡方

式，分为由半胱天冬酶（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ，ＣＡＳＰ）１介导的经典途径和 ＣＡＳＰ１１介导
的非经典途径。ＮＯＤ样受体（ｎｏｄ-ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＮＬＲ）信号通路通过刺激ＮＬＲ热蛋白结构域相关蛋
白 ３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ-ｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ-ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）等炎症小体的活化、重
排，进而激活细胞焦亡［２］。当机体发生感染、组织

坏死等病理损伤时，细胞表面嘌呤受体活化、ＡＴＰ释
放引起Ｋ＋外流，进而导致配体进入细胞内，随后通
过激活 ＮＦ-κＢ信号通路引起 ＮＬＲＰ３的活化和表
达［３］。活化的ＮＬＲＰ３招募ＣＡＳＰ１将消皮素 Ｄ（ｇａｓ-
ｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）裂解为反应性Ｎ端和Ｃ端，其中
Ｎ末端结构域使细胞内外失衡从而裂解死亡［４］。同

时，白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）-１β和ＩＬ-１８等小分子物
质分泌到细胞外，导致细胞焦亡［５］。该研究选取高

原低氧环境下小鼠的肾脏组织作为研究对象，并对

其进行转录组学测序分析，挖掘ＮＬＲ信号通路诱导
细胞焦亡的差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），探究高原低氧环境诱导小鼠肾脏组
织发生细胞焦亡的分子机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　６～８周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６健康雄
性小鼠１０只，购自西安交通大学实验动物中心。动
物生产许可证号：ＳＹＸＫ（陕）２０２０-００５。该项目已通
过青海大学伦理协会审查，伦理编号：２０２０-１５。
１．２　低氧模型构建　随机将１０只 Ｃ５７ＢＬ／６健康
雄性小鼠分为高原低氧组（ＨＫＴ组）和平原常氧组
（ＰＫＣ组），每组５只。ＨＫＴ组饲养于海拔４２００ｍ
的青海省玛多县人民医院实验动物房，ＰＫＣ组饲养
于海拔４００ｍ的西安交通大学动物实验中心。饲养
期间保证实验动物的饮水、饲料及饲养环境的温度、

湿度等条件一致。３０ｄ后无菌取出小鼠肾脏组织，
将一部分组织浸于４％多聚甲醛中固定保存，另一
部分置于液氮速冻保存。

１．３　主要试剂及仪器设备　实时荧光定量 ＰＣＲ试
剂盒（型号：ＴＢＧｒｅｅｎ® ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ）购自日
本Ｔａｋａｒａ公司；ＴＲＩｚｏｌ裂解液（型号：１５５９６０１８ＣＮ）、
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ＢＣＡ蛋白浓度试剂盒（型号：ＰｉｅｒｃｅＴＭ ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎ
ＡｓｓａｙＫｉｔｓ）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；逆转录试
剂盒（型号：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ）购自日本
Ｔａｋａｒａ公司；逆转录定量聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ-
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ-
ｑＰＣＲ）仪器（型号：ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ９６）购自瑞
士罗氏公司；超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒（型号：Ｂｅ-
ｙｏＥＣＬＰｌｕｓ）购自美国 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝
胶配制试剂盒（型号：Ｇ２００３-５０Ｔ）购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司；凝胶成像分析仪（型号：ＱｕａｎｔｕｍＣＸ５）购自法
国 ＶｉｌｂｅｒＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ公司；引物购自上海 Ｓａｎｇｏｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司；一抗、二抗购自武汉三鹰生物公司。
１．４　小鼠肾脏组织 ＨＥ染色　取浸于４％多聚甲
醛固定４８ｈ的小鼠肾脏组织，将肾脏组织置于石蜡
中进行包埋，随后固定于切片机上，切成５～６μｍ
的薄片，脱蜡，使用苏木精和伊红染色，利用光学显

微镜观察肾脏组织切片。

１．５　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ文库构建　 ＴＲＩｚｏｌ法
提取肾脏组织总ＲＮＡ，使用纳米光度计光谱仪测定
ＲＮＡ纯度。构建 ｃＤＮＡ文库并扩增文库、纯化文
库，建库试剂盒为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ试剂。使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００
ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对文库的插入片段长度进行检测，符合
预期后，ＲＴ-ｑＰＣＲ对文库有效浓度进行准确定量，
以保证文库质量。

１．６　转录组学测序数据质量评估　为保证转录组
学测序质量符合后续研究要求，将原始数据（ｒｅａｄｓ）
中测序接头或质量较低的 ｒｅａｄｓ进行过滤，并检查
ｃｌｅａｎｄａｔａ的 ＧＣ含量及分布。使用序列比对工具
ＨＩＳＡＴ２软件构建数据索引，采用Ｐｒｉｓｏｎ相关性分析
对样本基因表达量进行精确分析。

１．７　ＤＥＧｓ分析　通过Ｒ语言包ＤＥＳｅｑ２对差异基
因进行筛选。将 Ｐ＜０.０５且｜ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜＞
０作为筛选标准。使用 Ｒ语言包 ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ４.０
对ＤＥＧｓ进行基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基
因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓ
ａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析。
１．８　ＲＴ-ｑＰＣＲ　β-ａｃｔｉｎ为内参，使用 Ｐｒｉｍｅ-
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ反转录试剂盒将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤ-
ＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行扩增，并采用 ＴＢＧｒｅｅｎ嵌
合荧光法进行 ＲＴ-ｑＰＣＲ。反应体系为 ２０μＬ（ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ® ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ １０μＬ，ｄＨ２Ｏ６.４μＬ，
ｃＤＮＡ２μＬ，前后引物各 ０.８μＬ）。Ｌｉｖａｋ法分析
ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ１１、ＮＬＲ家族凋亡抑制蛋白（ＮＬＲａｐ-
ｏｐｔｏｓｉｓ-ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＡＩＰ）５、干扰素调节因子

（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＩＲＦ）９、ＧＳＤＭＤ、干扰素
γ诱导蛋白 １６（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ-ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１６，
ＩＦＩ１６）等的ｍＲＮＡ检测结果。引物序列见表１。

表１　ＲＴ-ｑＰＣＲ引物信息
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓｆｏｒＲＴ-ｑＰＣＲ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′） Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）
β-ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ ２５
　　 Ｒ：ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ １９
ＣＡＳＰ１１ Ｆ：ＧＧＣＴＡＣＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＡＧＡＧ ２４
　　 Ｒ：ＴＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＴＧＴＴＣ ２４
ＧＳＤＭＤ Ｆ：ＡＣＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧＧ ２２
　　 Ｒ：ＧＣＣＡＣＴＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＧＧＡＴＧ ２１
ＮＡＩＰ５ Ｆ：ＡＴＧＡＧＣＡＡＡＴＴＣＡＣＣＧＣＣＣＡＧＡＧ ２３
　　 Ｒ：ＡＡＣＣＴＣＡＣＧＧＣＡＧＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣ ２３
ＩＲＦ９ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＴＴＣＡＴＣ ２２
　　 Ｒ：ＡＣＣＴＧＣＴＣＣＡＴＧＣＴＧＣＴＣＴＣＣ ２１
ＩＦＩ１６ Ｆ：ＡＧＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＡＧＣＣＣＡＧＡＧ ２１
　　 Ｒ：ＴＧＴＴＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧＣＡＣＧＡＴＧＡＧＣ ２４
ＣＡＳＰ１ Ｆ：ＡＣＡＡＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧ ２２
　　 Ｒ：ＣＣＡＧＡＴＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＴＴＣ ２３
ＩＬ-１β Ｆ：ＴＣＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧ ２１
　　 Ｒ：ＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＡＧ ２２
ＩＬ-１８ Ｆ：ＡＴＡＡＡＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＴＣＴＴＣＧＴＴＧＡＣ ２７
　　 Ｒ：ＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＴＴＡＣＴＴＣＡＣ ２３

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　使用裂解液将肾脏组织裂解，
随后置于 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ中进行研磨、超声处理。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ后取上清液。使用 ＢＣＡ
试剂盒并以牛血清白蛋白作为标准曲线测定蛋白浓

度。蛋白抗原上样量为３０μｇ／孔，随后电泳（恒压
９０Ｖ）。硝酸纤维素膜转膜（恒流２００ｍＡ），５％脱
脂牛奶封闭２ｈ后洗膜。参照说明书将一抗稀释后
４℃振荡孵育过夜，取出后加入相关二抗室温振荡
孵育１ｈ。超敏 ＥＣＬ化学发光液显色条带，使用凝
胶成像系统检测蛋白质条带的信号，ＩｍａｇｅＪ软件分
析蛋白条带灰度值。

１．１０　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２软
件进行数据分析并绘图，计量资料采用均数 ±标准
差（-ｘ±ｓ）表示。两组间比较采用独立样本 ｔ检验。
以Ｐ＜０.０５作为差异有统计学意义。

２　实验结果

２．１　小鼠肾脏组织 ＨＥ染色　ＨＥ染色结果显示，
相较于 ＰＫＣ组，ＨＫＴ组小鼠５０μｍ视野下肾小管
结构紊乱。２０μｍ视野下，可见炎症细胞聚集，部分
肾小管上皮细胞水肿，少量细胞核消失。提示高原

低氧环境下肾脏组织发生病理改变。见图１。
２．２　小鼠肾脏转录组测序数据质量评估与差异表

·３５０２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｎｏｖ；６０（１１）



达分析　主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）结果显示组内样本聚集，组间样本相对分散
（图２Ａ）。根据各样本所有基因的 ＦＰＫＭ值计算组
内及组间样本的相关性系数，绘制成热图（图２Ｂ），
样本间皮尔逊相关系数的平方即 Ｒ２均大于０.８，表

明样本间相关性较强。转录组测序所得 ＣＧ碱基含
量为４６.９７％～４８.７１％（图２Ｃ）。以上结果表明测
序数据质量较高，为后续数据分析提供保证。小鼠

肾脏转录组共鉴定３００７个 ＤＥＧｓ，其中１６５８个基
因上调，１３４９个基因下调（图２Ｄ）。

图１　小鼠肾脏组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ．１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅ

　　Ａ，Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅＰＫＣｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；Ｃ，Ｄ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅＨＫＴｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；Ｒｅｄａｒｒｏｗｓ：ｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｓｏｒ-

ｇａｎｉｚｅｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ；Ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓ：ｉｎｄｉｃａｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ｐａｒｔｉａｌｅｄｅｍａｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆ

ｓｏｍｅｎｕｃｌｅｉ．

图２　测序数据质量评估与ＤＥＧｓ分析

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｑｕａｌｉｔｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅａｎａｌｙｓｉｓ

　　Ａ：Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｐｌｏｔｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａ；Ｂ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｉｎａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆＣＧｂａｓｅｃｏｎｔｅｎｔｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；Ｄ：ＰｉｅｃｈａｒｔｏｆＤＥＧｓ．
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２．３　ＤＥＧｓ富集分析　对高原低氧环境下筛选到
的ＤＥＧｓ进行ＫＥＧＧ通路富集分析，结果显示ＤＥＧｓ
主要富集 ＮＬＲ、ＶＥＧＦ、ＪＡＫ-ＳＴＡＴ、ＴＯＬＬ样受体、
ＴＧＦ-β、Ｔ细胞受体等多个炎症信号通路（图３Ａ），
其中ＮＬＲ信号通路显著富集。此外，ＧＯ富集分析
显示，差异基因主要分布在生物过程的核糖磷酸代

谢、细胞组分的氧化还原酶复合体、分子功能的氧化

还原酶活性等（图３Ｂ）。
２．４　ＮＬＲ信号通路　ＮＬＲ信号通路中共有２２个
ＤＥＧｓ（图４）。根据ＮＬＲ信号通路中差异基因的改
变，结果显示，此通路中细胞焦亡相关基因发生显著

差异改变。因此，选取细胞焦亡相关的关键分子

ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ１１、ＮＡＩＰ５、ＩＲＦ９、ＧＳＤＭＤ、ＩＦＩ１６进行后
续研究。

图３　ＤＥＧｓ功能富集分析

Ｆｉｇ．３　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥＧｓ

Ａ：ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｐｌｏｔｏｆＤＥＧｓ；Ｂ：ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｐｌｏｔｏｆＤＥＧｓ．

图４　ＮＬＲ信号通路图

Ｆｉｇ．４　ＤｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＮＬＲｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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２．５　ＲＴ-ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＮＬＲ信号通
路关键基因及蛋白的表达量　ＲＴ-ｑＰＣＲ技术检测
了６个与细胞焦亡发生密切相关的差异基因。如图
５Ａ、Ｂ所示，与ＰＫＣ组相比，ＨＫＴ组小鼠肾脏组织中
ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ１１、ＮＡＩＰ５、ＩＲＦ９、ＧＳＤＭＤ、ＩＦＩ１６的 ｍＲ-
ＮＡ表达量均发生上调，并且基因表达趋势与转录
组测序结果一致。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证细胞焦亡关键
蛋白表达量，结果显示，与 ＰＫＣ组相比，ＣＡＳＰ１、
ＣＡＳＰ１１、ＧＳＤＭＤ的蛋白表达量均发生上调（图５Ｃ、
Ｄ），与基因鉴定结果趋势一致。ＣＡＳＰ１和 ＣＡＳＰ１１
是细胞焦亡的关键效应分子，其激活可裂解ＧＳＤＭＤ
并导致细胞发生。ＮＡＩＰ５作为炎症小体可促进
ＣＡＳＰ１活化。ＩＦＩ１６识别 ＤＮＡ损伤激活焦亡通路。
ＩＲＦ９通过调控相关基因表达参与焦亡过程。上述
结果表明，高原低氧环境通过多分子协同作用激活

ＮＬＲ信号通路，进而诱导小鼠肾脏细胞焦亡。
２．６　炎症因子 ＩＬ-１β和 ＩＬ-１８的 ｍＲＮＡ表达验证
　通过 ＲＴ-ｑＰＣＲ检测细胞焦亡下游炎症因子 ＩＬ-
１β、ＩＬ-１８的ｍＲＮＡ表达量。如图６所示，ＩＬ-１β、ＩＬ-

１８的ｍＲＮＡ表达量均发生上调。这一现象与 ＮＬＲ
信号通路关键分子的激活存在明确的机制关联，活

化的ＣＡＳＰ１／１１可特异性切割 ＩＬ-１β和 ＩＬ-１８前体，
ＧＳＤＭＤ形成的膜孔道则为炎症因子的释放提供结
构基础。此结果表明细胞焦亡途径的激活导致了其

下游炎症因子ＩＬ-１β和ＩＬ-１８的释放，提示高原低氧
环境通过诱导 ＮＬＲ信号通路引起小鼠肾脏组织细
胞焦亡并发生炎症反应。

３　讨论

　　本实验构建了平原常氧和高原低氧小鼠模型，
ＨＥ染色结果显示，相较于 ＰＫＣ组，ＨＫＴ组小鼠肾
小管结构紊乱，炎症细胞聚集，部分肾小管上皮细胞

水肿，少量细胞核消失。提示高原低氧环境诱导肾

脏组织发生病理改变。

　　进一步分析转录组学数据发现，高原低氧环境
下小鼠肾脏组织中大量基因发生差异表达。ＫＥＧＧ
结果显示，ＤＥＧｓ显著富集于 ＮＬＲ信号通路。
ＲＴ-ｑＰＣＲ检测该通路中细胞焦亡相关基因ＣＡＳＰ１、

图５　关键基因及蛋白表达量的验证

Ｆｉｇ．５　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

　　Ａ：ＲＴ-ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｘｇｅｎｅｓ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＴ-ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＡＳＰ１，

ＣＡＳＰ１１，ａｎｄＧＳＤＭＤｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｋｅｄｅａｔｈ-ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＣＡＳＰ１，ＣＡＳＰ１１，ａｎｄＧＳＤＭＤ；
*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓＰＫＣｇｒｏｕｐ．
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图６　炎症因子ＩＬ-１β、ＩＬ-１８的ｍＲＮＡ表达量

Ｆｉｇ．６　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓＩＬ-１βａｎｄＩＬ-１８
*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓｔｈｅＰＫＣｇｒｏｕｐ．

ＣＡＳＰ１１、ＮＡＩＰ５、ＩＲＦ９、ＧＳＤＭＤ、ＩＦＩ１６的 ｍＲＮＡ表达
量均发生显著上调，并且基因表达趋势与转录组测

序结果一致。关键焦亡蛋白 ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ１１、ＧＳＤ-
ＭＤ的蛋白表达量上调。孟智敏 等［６］在小鼠肾脏

足细胞模型中发现，低氧高糖复合刺激能协同激活

ＮＬＲＰ３-Ｃａｓｐａｓｅ１-ＧＳＤＭＤ通路，且透射电镜观察到
显著的线粒体损伤。提示低氧可能是驱动肾脏细胞

焦亡的关键因素。

　　与既往研究主要在病毒感染背景下探讨 ＩＦＩ１６
不同，本研究发现了其在非感染性低氧应激中表达

显著上调。ＩＦＩ１６作为 ＤＮＡ传感器，在识别损伤
ＤＮＡ后可激活ＳＴＩＮＧ通路并促进炎症小体形成，进
而诱导ＣＡＳＰ１依赖性细胞焦亡［７－８］。ＩＦＩ１６在受到
ｄｓＤＮＡ激活后能够招募街头蛋白并与 ＣＡＳＰ１前体
形成炎症小体从而激活细胞焦亡［９］。本研究结果

提示，高原低氧可能通过诱发ＤＮＡ损伤，激活ＩＦＩ１６
－ＳＴＩＮＧ轴，协同 ＮＬＲ信号通路促进肾脏细胞焦
亡。这一发现将ＩＦＩ１６的功能从抗病毒免疫拓展至
低氧性组织损伤领域，为理解高原环境下肾脏固有

免疫反应的启动提供了新机制。

ＮＡＩＰ５作为胞内细菌感受器，可识别细胞内危
险信号并激活 ＮＬＲＣ４－ＣＡＳＰ１轴，进而裂解 ＧＳＤ-
ＭＤ并促进ＩＬ－１β和ＩＬ－１８的成熟与释放，产生细
胞焦亡［１０－１３］。结合本研究中 ＣＡＳＰ１与 ＧＳＤＭＤ蛋
白表达上调的结果，ＮＡＩＰ５／ＮＬＲＣ４炎症小体的激活
可能是高原低氧诱导肾脏细胞焦亡的重要机制之

一。低氧应激可能模拟了“无菌性感染”状态，从而

触发ＮＡＩＰ５异常活化，后续将利用基因敲除动物模
型，分析ＮＡＩＰ５在低氧肾损伤中的具体作用机制。

ＩＲＦ９作为 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通路中的关键转录因
子，当该通路激活后，使信号转导和转录激活因子

（ｓｉｇｎａｌｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）
１和ＳＴＡＴ２磷酸化以触发信号级联并形成异源三聚
体，称为干扰素刺激因子３，该转录因子易位至细胞
核并与干扰素刺激基因启动子中的干扰素刺激反应

元件结合，从而激活细胞焦亡［１４－１５］。ＫＥＧＧ分析发
现ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通路显著富集，提示 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通
路与ＮＬＲ信号通路在低氧应激中可能存在交叉调
控，值得进一步研究。

　　本研究通过转录组学测序和分子实验验证发
现，在高原低氧条件下，肾脏组织中 ＮＬＲ信号通路
关键基因ＮＡＩＰ５、ＩＦＩ１６和ＩＲＦ９的表达显著上调，进
而激活ＣＡＳＰ１／１１-ＧＳＤＭＤ依赖的细胞焦亡途径，并
促进下游炎症因子ＩＬ-１β和ＩＬ-１８的释放，最终导致
肾小管上皮细胞损伤和炎症反应。低氧环境主要通

过ＮＡＩＰ５炎症小体触发细胞焦亡。同时，ＩＦＩ１６的
上调提示 ＤＮＡ损伤感应通路可能协同参与这一过
程，而ＩＲＦ９的激活则表明 ＪＡＫ-ＳＴＡＴ信号通路与细
胞焦亡存在密切联系，本研究进一步明确了低氧诱

导小鼠肾脏组织发生损伤的分子机制，为高原医学

研究的发展提供了新的理论依据。
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