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杭州　 310053;3.

 

西湖大学,杭州　 310024)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 S100A8 / 9 及介导的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路在由 D-gal 诱导的大鼠肾衰老模

型和 H2 O2 诱导的 HK-2 细胞衰老模型中的作用。 方法　 12 只 SD 大鼠随机分为正常组和 D-gal 组,经颈背部

皮下注射 D-gal(150 mg / kg)建立大鼠肾衰老模型,8 周后麻醉状态下收集肾标本,荧光定量逆转录 PCR 检测

衰老相关基因 p21,p16 和 p53
 

mRNA 表达水平;SA-β-Gal 染色观察肾组织衰老情况,苏木素-伊红( HE) 和

Masson 染色观察肾组织病理学变化;检测血清中 BUN 和 CREA 含量,检测肾组织中 SOD、CAT、GSH-PX 和

MDA 活性,DHE 染色观察肾组织 ROS 水平变化;免疫荧光染色检测 S100A8 / 9 蛋白表达水平,Western
 

Blot 检
测纤维化标志物 Collagen

 

Ⅲ、α-SMA 和 TGF-β1 以及 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路上相关蛋白的表达水平。
体外利用 H2 O2 构建 HK-2 细胞肾衰老模型,检测衰老蛋白 p21、p16 表达水平和炎症因子 IL-18、TNF-α

 

mRNA
表达水平,SA-β-Gal 染色观察细胞衰老情况;并使用 S100A8 / 9 抑制剂帕奎莫德(paquinimod,PAQ)干预,检测

S100A8 / 9
 

及 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路上相关蛋白的表达水平。 结果　 与正常组大鼠比较,D-gal 组大鼠

肾组织衰老基因 p21,p16 和 p53
 

mRNA 表达水平显著增加(P
  

<
  

0. 01),衰老相关 β-半乳糖苷酶( senescence-
associated

 

β-galactosidase,SA-β-Gal)染色显示衰老细胞数量显著增多(P
  

<
  

0. 01);血清中 BUN 和 CREA 含量

上升(P
  

<
  

0. 05);组织内 CAT、GSH-PX 和 SOD 活性显著下降(P
  

<
  

0. 01),MDA 活性显著增加(P
  

<
  

0. 01);纤
维化标志物 Collagen

 

Ⅲ、α-SMA 和 TGF-β1 的蛋白表达增加(P
  

<
  

0. 05);组织内 ROS 含量增多(P
  

<
  

0. 05);D-
gal 组大鼠肾小球出现一定程度的萎缩及缺失,肾小囊囊腔和肾小管管腔增大,细胞核深染、固缩,出现大量胶

原纤维沉积; S100A8 和 S100A9 蛋白表达增加(P
  

<
  

0. 01); NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 信号通路上 NLRP3、
Caspase-1 和 IL-1β 蛋白表达增加(P

  

<
  

0. 05)。 H2 O2 诱导 HK-2 细胞衰老后,使用 S100A8 / 9 抑制剂 PAQ 减轻

了 HK-2 细胞衰老情况,衰老蛋白 p21、p16 表达水平和炎症因子 IL-18、TNF-α
 

mRNA 表达水平均降低(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 01),SA-β-Gal 染色显示衰老细胞数量减少(P
  

<
  

0. 01),并抑制 S100A8 和 S100A9 蛋白表达(P
  

<
  

0. 01)以及 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白的过表达(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01)。 结论 　 S100A8 / 9 通过激活

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路参与慢性炎症反应,从而促进 D-gal 诱导的肾衰老过程。
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

changes
 

in
 

the
 

pro-inflammatory
 

mediator
 

S100A8 / 9
 

and
 

NLRP3 /
Caspase-1 / IL-1β

 

pathway
 

in
 

a
 

rat
 

kidney-aging
 

model
 

induced
 

by
 

D-galactose.
 

Methods 　 Twelve
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

and
 

D-galactose
 

groups,
 

and
 

injected
 

subcutaneously
 

in
 

the
 

back
 

of
 

the
 

neck
 

with
 

D-galactose
 

(150
 

mg / kg)
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

kidney
 

aging.
 

Kidney
 

samples
 

were
 

collected
 

under
 

anesthesia
 

after
 

8
 

weeks.
 

Kidneys
 

were
 

stained
 

for
 

senescence-associated
 

beta-galactosidase
 

(SA-β-Gal),
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

aging-
related

 

genes
 

p21,
 

p16,
 

and
 

p53
 

were
 

detected
 

by
 

quantitative
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction(qRT-
PCR),

 

and
 

histopathological
 

changes
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin( HE)
 

and
 

Masson
 

staining.
 

Serum
 

urea
 

nitrogen
 

and
 

creatinine,
 

and
 

catalase
 

(CAT),
 

glutathione
 

peroxidase
 

(GSH-PX),
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

levels
 

in
 

the
 

kidney
 

tissues
 

were
 

detected.
 

Reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

were
 

detected
 

by
 

dihydroethdium
 

staining
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

collagen
 

Ⅲ,
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

( α-SMA),
 

Protein
 

expression
 

of
 

S100A8 / 9
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence,
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor
 

( TGF)-β1
 

levels
 

in
 

kidney
 

tissues
 

and
 

key
 

factors
 

in
 

the
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β
 

inflammatory
 

pathway
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

A
 

renal
 

senescence
 

model
 

using
 

HK-2
 

cells
 

was
 

constructed
 

using
 

H2 O2
 in

 

vitro,
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

senescence
 

proteins
 

p21
 

and
 

p16
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

IL-18
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α)
 

were
 

detected.
 

Cell
 

senescence
 

was
 

observed
 

by
 

SA-β-Gal
 

staining.
 

The
 

effects
 

of
 

the
 

S100A8 / 9
 

inhibitor
 

paquinimod
 

on
 

expression
 

levels
 

of
 

S100A8 / 9
 

and
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β
 

pathway-related
 

proteins
 

in
 

the
 

aging
 

model
 

were
 

also
 

detected.
 

Results　 mRNA
 

levels
 

of
 

the
 

aging
 

genes
 

p21,
 

p16,
 

and
 

p53
 

in
 

kidney
 

tissues
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

rats
 

in
 

the
 

D-galactose
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P
  

<
  

0. 01),
 

and
 

SA-β-Gal
 

staining
 

showed
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

senescent
 

cells
 

(P
  

<
  

0. 01).
 

Serum
 

blood
 

urea
 

nitrogen
 

and
 

creatinine
 

levels
 

increased
 

(P
  

<
  

0. 05),
 

CAT,
 

GSH-PX,
 

and
 

SOD
 

activities
 

decreased
 

(P
  

<
  

0. 01),
 

while
 

MDA
 

activity
 

increased
 

in
 

the
 

D-galactose
 

group
 

(P
  

<
  

0. 01).
 

Collagen
 

Ⅲ,
 

α-SMA,
 

and
 

TGFβ1
 

expression
 

and
 

the
 

ROS
 

content
 

in
 

tissues
 

increased
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

Glomeruli
 

were
 

atrophied
 

or
 

absent
 

in
 

the
 

D-galactose
 

group,
 

the
 

lumens
 

of
 

the
 

renal
 

sacs
 

and
 

renal
 

tubules
 

were
 

enlarged,
 

the
 

nuclei
 

were
 

deeply
 

stained
 

and
 

constricted,
 

and
 

numerous
 

collagen
 

fibers
 

were
 

deposited.
 

Levels
 

of
 

S100A8
 

and
 

S100A9
 

protein
 

(P
  

<
  

0. 01),
 

as
 

well
 

as
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

increased
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

Paquinimod
 

alleviated
 

HK-2
 

cell
 

senescence
 

and
 

decreased
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

senescence
 

proteins
 

p21
 

and
 

p16,
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

IL-18
 

and
 

TNF-α
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 01).
 

The
 

number
 

of
 

senile
 

cells
 

was
 

also
 

decreased,
 

shown
 

by
 

SA-β-Gal
 

staining
 

(P
  

<
  

0. 01).
 

Paquinimod
 

also
 

inhibited
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

S100A8
 

and
 

S100A9
 

(P
  

<
  

0. 01)
 

and
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

(P
  

<
  

0. 05
 

or
 

P
  

<
  

0. 01).
 

Conclusions　 S100A8 / 9
 

participates
 

in
 

the
 

chronic
 

inflammatory
 

response
 

by
 

activating
 

the
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-
1β

 

pathway,
 

thereby
 

promoting
 

D-galactose-induced
 

renal
 

aging.
【Keywords】　 kidney

 

senescence;
 

S100A8 / 9;
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β
 

pathway;
 

chronic
 

inflammation
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　 　 衰老是机体各器官和组织随着年龄增长导

致其结构和功能衰退的一种复杂自然现象,也是

大多数慢性疾病发病的主要危险因素之一[1] 。

肾是机体排泄废物和血液过滤的重要器官,相比

于其他关键器官,肾衰老更易发生内部结构和功

能的变化,例如肾单位数减少、肾小球硬化、肾小

428



中国实验动物学报 2025 年 6 月第 33 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,June
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

6

管萎缩和间质纤维化[2-3] 。 随着人口的老龄化加

剧,由肾衰老导致的慢性肾病已在全球社会造成

了巨大的社会负担,因此深入研究肾衰老的潜在

机制,对于遏制慢性肾病的蔓延及改善老年人群

生活质量具有重要的学术价值与实践意义。
有研究表明衰老过程中伴随的全身性慢性

炎症是影响组织功能障碍的重要因素之一,衰老

细胞分泌的衰老相关分泌表型,包括细胞因子、
趋化因子、生长因子等,可引起慢性炎症的产生,
并反作用诱导正常细胞加速衰老[4] ;同时慢性炎

症加速免疫细胞衰老,导致免疫功能减弱,无法

正常清除衰老细胞和炎症因子,造成衰老的恶性

循环,器官组织内的炎症水平持续升高,不能及

时消除,导致器官损伤和衰老相关疾病[5] 。 因此

从慢性炎症角度探究肾衰老相关机制,对研发新

的治疗方案具有重要意义。
促炎 介 质 S100 钙 结 合 蛋 白 A8 / 9 ( S100

 

calcium
 

binding
 

protein,S100A8 / 9)是 S100 蛋白家

族的成员,来源于免疫细胞,如中性粒细胞和巨

噬细胞,是慢性炎症反应中的重要促炎介质[6] 。
在多种肾疾病的发展过程中(例如糖尿病肾病、
狼疮性肾炎、肾细胞癌、急性肾损伤) S100A8 / A9
扮演着促进肾纤维化发展和炎症产生的重要角

色,因此 S100A8 / A9 也被认为是某些肾疾病发展

前期的潜在标志物[7-10] 。 虽然目前研究人员对慢

性肾 病 的 机 制 发 展 尚 不 完 全 清 楚, 但 抑 制

S100A8 / 9 可能是阻止慢性肾病发展的一种治疗

策略[11] 。 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3
( NOD-like

 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3)属于 NOD 样受体家

族,是一种模式识别受体,是先天免疫系统的关

键组成部分, 可介导半胱天冬酶-1 ( cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase-1,Caspase-1)激活和促

炎细胞因子白细胞介素-1β / -18 ( interleukin-1β /
18,IL-1β / IL-18 ) 的分泌, 导致炎症反应的激

活[12] 。 研究表明 S100A8 / 9 可以激活 NLRP3 炎

症小体信号传导,参与多种组织器官的炎症性疾

病进展,例如肝纤维化[13] 、心肌梗死[14] 和急性肺

损伤[15] ,激活下游 Caspase-1 和 IL-1β 分泌,形成

级联反应,促进炎症反应过程。 目前 S100A8 / 9
及其介导的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 信号通路虽

然已在多种疾病模型中得到初步阐明[15-19] ,但在

肾衰老过程中的具体作用机制仍属未知领域,亟
待深入探索。

本课题组在前期实验中发现,经 D-半乳糖

( D-galactose, D-gal ) 诱 导 的 衰 老 大 鼠 心 脏 中

S100A8 / 9 的 mRNA 和蛋白水平均显著上调[20] ,而
S100A8 / 9 及其介导的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 炎

症信号通路在衰老肾中的变化尚不清楚,因此本

实验通过皮下注射 D-gal 建立大鼠肾衰老模型,
同 时 利 用 S100A8 / A9 抑 制 剂 帕 奎 莫 德

(paquinimod,PAQ)进行体外验证,为揭示肾衰老

的分子基础、探索慢性肾病防治新途径提供重要

线索与科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只,8
  

~
  

10 周龄,体质

量 250
  

~
  

300
 

g,购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司【SCXK(沪)2022-0004】,饲养于浙江中医

药大学动物实验研究中心 【 SYXK ( 浙) 2021 -
0012】,环境温度 22

  

~
  

24
 

℃ ,相对湿度 40%
  

~
  

65%,昼夜各半、明暗交替,实验期间自由摄食和

饮水。 本实验经浙江中医药大学动物福利与伦

理审查委员会批准(IACUC-202302-04)。
1. 1. 2　 细胞

人肾近曲小管细胞系 HK-2 购自中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心, 批号:
SCSP-511。
1. 1. 3　 主要试剂及仪器

D-gal(G5388,购自 Sigma
 

Aldrich),活性氧二

氢 乙 锭 ( dihydroethidium, DHE ) 试 剂 盒

(KGAF019,购自江苏凯基生物技术股份有限公

司 ), 衰 老 相 关 β-半 乳 糖 苷 酶 ( senescence-
associated

 

β-galactosidase,SA-β-Gal) 染色试剂盒

(G1580,购自北京索莱宝科技有限公司),Anti-
S100A8 ( 15792-1-AP, 购自 Proteintech

 

Group ),
Anti-S100A9 ( 14226-1-AP, 购 自 Proteintech

 

Group), Anti-Ⅲ 型胶原蛋白 ( type
 

Ⅲ
 

collagen,
Collagen

 

Ⅲ) ( ab7778,购自 Abcam),Anti-α-平滑

肌肌动蛋白
 

( alpha
 

smooth
 

muscle
 

actin,α-SMA)
(AF1032,购自 Affinity

 

Biosciences),Anti-转化生

长因子-β1(transforming
 

growth
 

factor-β1,TGF-β1)

528
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( 21898-1-AP, 购 自 Proteintech
 

Group ), Anti-
NLRP3( DF7438,购自 Affinity

 

Biosciences),Anti-
IL-1β ( AF5103, 购 自 Affinity ), Anti-Caspase-1 /
P10 / P20( 22915-1-AP,购自 Proteintech

 

Group),
Anti-p21 ( ab109199, 购 自 Abcam ), Anti-p16
(ab51243,购自 Abcam),Anti-GAPDH ( ET1601 -
4,购自华安生物技术有限公司), PAQ 抑制剂

(HY-100442,购自 MedChemExpress)。
全自 动 生 化 分 析 仪 ( HITACHI, 日 本 ),

Precellys24
 

生物样品匀质机( Bertin,法国),荧光

定量
 

PCR 仪
 

(
 

ABI
 

StepOnePlus,美国),蛋白电

泳及转膜系统( BIO-RAD,美国),近红外激光成

像系统 ( LI
 

COR,美国),微量核酸定量检测仪

(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,美国),多功能酶标仪

(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,美国),封闭式组织脱水

机、包埋机、半自动石蜡切片机和自动染色机

(Microm,德国),数字病理(荧光)切片扫描分析

仪(Olympus,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与造模

大鼠适应性饲养 1 周后称体质量,按体质量

随机分为正常组和 D-gal 组,每组 6 只。 参考文

献[21] ,D-gal 组大鼠颈背部每日一次皮下注射 D-
gal(150

 

mg / (kg·d)),正常组注射同等体积的生

理盐水,连续 8 周。 实验期间,观察各组大鼠精神

状态,二便情况及毛色状态。
1. 2. 2　 细胞培养及处理

HK-2 细胞用含 10%
 

FBS 的 DMEM / F12 培养

基在 37
 

℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱内培养。 H2O2 作

为诱导剂用于构建体外肾衰老模型[22] ,实验前先

进 行 噻 唑 蓝 ( methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
 

bromide,MTT)实验,参考文献[23] 内容实验 H2O2

最佳浓度。 随后将 HK-2 细胞提前接种于六孔板

中,待细胞密度达到 80%
 

~
 

90%后分为 3 组:空
白组, H2O2 组和 H2O2

  +
 

S100A8 / 9 抑制剂 PAQ
(H2O2

 +
 

PAQ) 组,PAQ 浓度为 50
 

μmol / L[20] ,每
组 3 复孔,共同孵育 48

 

h。
1. 2. 3　 荧光定量逆转录 PCR(qRT-PCR)检测

取适量大鼠肾组织,使用 TRIzol 法提取大鼠

肾组织总 RNA,并测定总 RNA 浓度和纯度,用反

转录试剂盒将 mRNA 逆转录为 cDNA,使用实时

荧光定量 PCR 仪将 cDNA 进行扩增,以 GAPDH

作为标准参照进行相对定量,采用 2-ΔΔCT 法计算

大鼠肾组织中相关目的基因 mRNA 相对表达水

平。 目的基因引物序列均由生工生物工程(上

海)有限公司设计并合成(表 1)。

表 1　 qRT-PCR 的引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences
 

for
 

qRT-PCR

mRNA 名称
mRNA

 

name
引物序列(5’-3’)

Sequences
 

of
 

primers(5’-3’)

p21
F:TCCTGGTGATGTCCGACCTGTTC

R:GCGGCTCAACTGCTCACTGTC

p16
F:GAGGGCTTCCTAGACACTCTGGTA

R:AGATACCGCAAATACCGCACGAC

p53
F:CCTTACCATCATCACGCTGGAAGAC

R:AGGACAGGCACAAACACGAACC

IL-18
F:ACCAAGTTCTCTTCATTGACCAAGG

R:TCCGGGGTGCATTATCTCTACAG

TNF-α
F:ATGAGCACTGAAAGCATGATCCG

R:AGGAGAAGAGGCTGAGGAACAAG

GAPDH
F:GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG

R:ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA

1. 2. 4　 SA-β-Gal 染色

将新鲜的大鼠肾组织冰冻切片,根据试剂盒

说明书用 SA-β-Gal 固定液固定 30
 

min,体积以充

分覆盖组织为宜,用 PBS 充分漂洗干净。 加入

SA-β-Gal 染色液,用保鲜膜封住防止蒸发,37
 

℃
孵育过夜,弃掉染色液后在光学显微镜下观察拍

照并计算衰老细胞比例。
1. 2. 5　 大鼠肾功能相关指标检测

将各组大鼠麻醉后取血,分离血清,按照试

剂盒说明书应用全自动生化分析仪检测大鼠血

清中尿素氮 ( blood
 

urea
 

nitrogen,
 

BUN) 和肌酐

(creatinine,CREA)含量。
1. 2. 6　 ELISA 检测

将各组大鼠麻醉后收集肾样本,取适量肾组

织置于低温均质机匀浆裂解,将制备好的匀浆液

于 6000
 

r / min 离心 5
 

min,留取上清检测。 根据

ELISA 试剂盒说明书检测各组大鼠肾组织中的超

氧化物歧化酶( superoxide
 

dismutase,SOD)、过氧

化氢酶 ( catalase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶

( glutathione
 

peroxidase, GSH-PX ) 和 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)活性水平。
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1. 2. 7 　 大 鼠 肾 组 织 活 性 氧 ( reactive
 

oxygen
 

species,ROS)水平检测

采用 DHE 染色法,将适量新鲜的大鼠肾组织

冰冻切片,用配好的 DHE 溶液,于 37
 

℃避光孵育

20
 

min,PBS 充分漂洗干净。 甩干后滴加 4’,6-二
脒基-2-苯基吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole,
DAPI)溶液,避光孵育 10

 

min,在荧光显微镜下观

察,使用 Image-Pro
 

Plus
 

6. 0 软件分析 ROS 表达

水平。
1. 2. 8　 Western

 

Blot 分析

取适量大鼠肾组织于低温均质机中匀浆裂

解,根据试剂盒说明书要求提取组织总蛋白,并
对样本进行蛋白定量。 加入变性剂后煮沸变性,
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,随后用恒压湿转法进

行转膜,将凝胶上的蛋白条带转移到硝酸纤维素

膜上,于 3%牛血清白蛋白溶液中室温封闭 2
 

h,
分别与稀释好的 Collagen

 

Ⅲ、 α-SMA、 TGF-β1、
NLRP3、Caspase-1 / P10 / P20 和 IL-1β 等抗体 4

 

℃
孵育过夜,洗涤膜上多余的一抗,与荧光染料标

记的二抗室温孵育 1. 5
 

h,洗涤膜上多余的二抗,
将膜置于 Odyssey 近红外双色激光成像系统上进

行蛋白定量分析,检测各目的蛋白的表达水平。
1. 2. 9　 大鼠肾病理组织学观察

将大鼠肾组织置于 10%中性甲醛中固定,经
脱水、包埋、切片后,行苏木素-伊红( HE)染色和

Masson 染色,观察肾组织形态变化,使用 Image-
Pro

 

Plus
 

6. 0 软件计算每个样本肾组织纤维化程

度。 肾组织纤维化程度
 

=
 

胶原纤维蓝色阳性面

积 / 肾组织总面积
  

×
  

100%
1. 2. 10　 免疫荧光染色

将蜡块切片后脱蜡,经热修复和血清封闭

后,滴加稀释过的 S100A8 和 S100A9 抗体于 4
 

℃
孵育过夜。 PBS 洗涤后滴加荧光二抗,37

 

℃ 孵育

1
 

h,PBS 洗涤,滴加 DAPI 复染核后封片,于荧光

显微镜下观察,使用 Image-Pro
 

Plus
 

6. 0 软件计算

肾组织内 S100A8 和 S100A9 的阳性表达率。
1. 3　 统计学分析

所有数据结果均用 SPSS
 

22. 0 和 Image-Pro
 

Plus
 

6. 0 软件进行处理,数据以平均值
 

±
 

标准差

( 􀭰x
 

±
 

s)表示,组间均数比较采用独立样本 t 检验,
多组间比较采用单因素方差分析。 以 P

  

<
  

0. 05
为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 D-gal 对大鼠肾组织衰老指标和组织病理

学的影响

如图 1 所示,D-gal 连续诱导 8 周后,与正常

组比较,D-gal 组大鼠肾组织 SA-β-Gal 染色出现

大片蓝色阳性区域,提示衰老细胞数量增加(P
  

<
  

0. 01);并且 D-gal 组大鼠肾组织衰老基因 p21,
p16 和 p53

 

mRNA 表达均显著升高(P
  

<
  

0. 01)。
HE 染色结果显示,正常组大鼠肾小球结构完整

清晰,细胞形态正常,肾小囊囊腔大小正常;肾小

管管腔规整,其内部刷状缘结构完整。 而 D-gal
组大鼠肾小球形状不规则,呈现一定程度的萎缩

及缺失,肾小囊囊腔增大,肾小管管腔也见明显

增大,细胞核深染、固缩,排列杂乱。 Masson 染色

显示,正常组大鼠肾中血管周围有少许纤维化现

象,而 D-gal 组大鼠血管周围纤维化组织面积增

大,胶原纤维化沉积明显加重(P
  

<
  

0. 05)。 以上结

果表明 D-gal 皮下注射可成功诱导大鼠肾衰老。
2. 2 　 D-gal 对大鼠肾功能评价指标 ( BUN、
CREA)的影响

进一步检测了血清中 BUN 和 CREA 的含量

以评价大鼠肾功能损伤情况,与正常组比较,D-
gal 组大鼠血清中 BUN 和 CREA 含量明显上升

(P
  

<
  

0. 05),表明肾衰老后大鼠肾小球滤过率

(glomerular
 

filtration
 

rate,GFR)异常,肾功能受损

下降(图 2)。
2. 3　 D-gal 对大鼠肾组织抗氧化指标 (CAT、
GSH-PX、SOD、MDA)的影响

使用 ELISA 方法检测大鼠肾组织的氧化应

激水平,与正常组比较,D-gal 组的 CAT、GSH-PX
和 SOD 活性均显著下降(P

  

<
  

0. 01),MDA 活性

增加(P
  

<
  

0. 01)(图 3)。 以上结果表明,D-gal 诱
导大鼠肾衰老后组织内抗氧化能力降低。
2. 4　 D-gal 对大鼠肾组织 ROS 产生的影响

将新鲜的大鼠肾组织冰冻切片后行 DHE 染

色(图 4),病理结果显示,与正常组比较,D-gal 组
大鼠肾组织的 ROS 含量明显增加(P

  

<
  

0. 05),提
示肾衰老后组织内可产生过量 ROS。
2. 5　 D-gal 对大鼠肾组织纤维化关键蛋白表达

水平的影响

与正常组比较,D-gal 组大鼠肾组织中纤维化
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注:与正常组相比,#P
  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 1　 大鼠肾组织衰老基因 p21,p16,p53
 

mRNA 差异表达和组织病理学结果

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Differential
 

expression
 

of
 

aging
 

genes
 

p21,
 

p16
 

and
 

p53
 

mRNA
 

and
 

histopathological
 

results
 

in
 

rat
 

kidney
 

tissue

图 2　 大鼠血清 BUN 和 CREA 含量

Figure
 

2　 Contents
 

of
 

BUN
 

and
 

CREA
 

in
 

serum
 

of
 

rat

标志物 Collagen
 

Ⅲ、α-SMA 和 TGF-β1 的蛋白表

达明显增加(P
  

<
  

0. 05) (图 5)。 说明 D-gal 诱导

后的大鼠肾组织纤维化程度加深。
2. 6　 D-gal 对大鼠肾组织 S100A8 / 9 以及其介导

的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路关键因子表达

的影响

与正常组比较,免疫荧光染色显示 D-gal 组

大鼠肾组织中促炎介质 S100A8 和 S100A9 的阳

性表达显著增加(P
  

<
  

0. 01)(图 6)。
NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 信 号 通 路 是

S100A8 / 9 的下游通路之一,检测了该通路上关键

因子 NLRP3、 Caspase-1 及 IL-1β 的蛋白表达水

平。 从图 6 中看出,与正常组比较,D-gal 组大鼠

NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白表达明显增加(P
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图 3　 大鼠肾组织 CAT、GSH-PX、SOD 和 MDA 含量

Figure
 

3　 Contents
 

of
 

CAT,
 

GSH-PX,
 

SOD
 

and
 

MDA
 

in
 

rat
 

kidney
 

tissue

图 4　 大鼠肾组织 ROS 染色结果

Figure
 

4　 ROS
 

staining
 

results
 

of
 

rat
 

kidney
 

tissue

图 5　 大鼠肾组织 Collagen
 

Ⅲ、α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达水平

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Collagen
 

Ⅲ,
 

α-SMA
 

and
 

TGF-β1
 

in
 

rat
 

kidney
 

tissue

<
  

0. 05,图 6B)。
2. 7　 S100A8 / 9 抑制剂 PAQ 对 H2O2 诱导的

HK-2细胞体外肾衰老模型的影响

为了进一步明确在肾衰老过程中 S100A8 / 9
是否介导 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 炎症级联通

路,研究人员利用 H2O2 构建了 HK-2 细胞体外衰

老模型,加入 S100A8 / 9 抑制剂 PAQ 进行干预,观

察其对衰老细胞及相关通路的影响。 如图 7 所

示,通过 MTT 实验确定造模浓度为 1000 μmol / L;
SA-β-Gal 染色结果显示,与空白组比较,H2O2 组

衰老细胞明显增多(P
  

<
  

0. 01),p21 和 p16 蛋白

表达增加(P
  

<
  

0. 05),炎症因子 IL-18 和 TNF-α
的 mRNA 表达水平增高(P

  

<
  

0. 01);PAQ 干预后

H2O2
  +

  

PAQ 组的衰老细胞数量降低(P
  

<
  

0. 01),
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注:A:S100A8 和 S100A9 的免疫荧光染色;B:NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白表达水平。

图 6　 大鼠肾组织 S100A8、S100A9 及 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路上关键蛋白表达差异

Note.
 

A.
 

S100A8
 

and
 

S100A9
 

immunofluorescence
 

staining.
 

B.
 

NLRP3、Caspase-1
 

and
 

IL-1β
 

protein
 

expression
 

levels.

Figure
 

6　 Expression
 

difference
 

of
 

key
 

proteins
 

in
 

S100A8,
 

S100A9
 

and
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β
 

pathway
 

in
 

rat
 

kidney
 

tissue

p21 和 p16 蛋白表达降低(P
  

<
  

0. 05),IL-18 和

TNF-α 的 mRNA 表达水平也明显降低(P
  

<
  

0. 01)。
2. 8 　 S100A8 / 9 抑 制 剂 PAQ 对 NLRP3 /
Caspase-1 / IL-1β通路的影响

如图 8 所示, 与空白组比较, H2O2 组的

S100A8 和 S100A9 的蛋白表达增加(P
  

<
  

0. 01),
下游 NLRP3 蛋白表达也明显增加(P

  

<
  

0. 01),
Caspase-1 和 IL-1β 的 蛋 白 表 达 均 增 加 ( P

  

<
  

0. 05);与 H2O2 组比较,加入 S100A8 / 9 抑制剂

PAQ 后,H2O2
  +

  

PAQ 组的 S100A8 和 S100A9 的

蛋白表达显著降低(P
  

<
  

0. 01),同时下游 NLRP3
蛋白表达降低(P

  

<
  

0. 01),Caspase-1 蛋白表达降

低(P
  

<
  

0. 05), IL-1β 蛋白表达显著降低 (P
  

<
  

0. 01)。

3　 讨论

目前由 D-gal 诱导的动物加速衰老模型是衰

老疾病动物模型中使用最广泛的,相比于自然衰
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注:A:不同浓度的 H2 O2 对 HK-2 细胞存活率的影响;B:
 

SA-β-Gal 染色;C:
 

p21 和 p16 蛋白表达水平;D:炎症因子 IL-18、

TNF-α
 

mRNA 表达水平;与 0
 

μmol / L
 

H2 O2 相比,
 +

 

P
  

<
  

0. 05,
 ++

 

P
  

<
  

0. 01;与空白组相比,aP
  

<
  

0. 05,aaP
  

<
  

0. 01;与 H2 O2 组

相比,
 bP

  

<
  

0. 05,bbP
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 7　 S100A8 / 9 抑制剂 PAQ 对 H2 O2 诱导的体外肾衰老模型的影响

Note.
 

A.
 

Effect
 

of
 

different
 

concentration
 

of
 

H2 O2
 on

 

survival
 

rate
 

of
 

HK-2
 

cells.
 

B.
 

SA-β-Gal
 

staining.
 

C.
 

p21
 

and
 

p16
 

protein
 

expression
 

levels.
 

D.
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

IL-18
 

and
 

TNF-α.
 

Compared
 

with
 

the
 

0
 

μmol / L
 

H2 O2 ,
  +

 

P
  

<
  

0. 05,
  ++

 

P
  

<
  

0. 01.
 

Compared
 

with
 

blank
 

group,
 aP

  

<
  

0. 05,
 aaP

  

<
  

0. 01.
 

Compared
 

with
 

H2 O2
 group,

 bP
  

<
  

0. 05,
 bbP

  

<
  

0. 01.

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

S100A8 / 9
 

inhibitor
 

PAQ
 

on
 

H2 O2 -induced
 

renal
 

senescence
 

model
 

in
 

vitro

老模型的耗时长和费用高,D-gal 诱导的动物模型

凭借其实验周期短、副作用小、存活率高,且引起

的全身不同组织器官的退行性改变符合自然衰

老时所出现的症状而广受青睐[24] 。 本研究采用

D-gal 皮下注射构建大鼠肾衰老模型,体外利用

H2O2 构建 HK-2 细胞衰老模型,探索 S100A8 / 9
及其介导的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 信号通路在

大鼠肾衰老中的变化。

本实验结果表明,与正常组比较,D-gal 大鼠

衰老基因 p21,p16 和 p53
 

mRNA 表达显著增加,
衰老细胞增多,这与其他相关报道一致[25-26] 。 肾

是衰老过程中最容易受到影响的器官,易发生结

构改变导致功能性退化[2] ,在本实验中,从组织

形态学可观察到 D-gal 大鼠肾小球有一定程度的

萎缩,肾小囊囊腔和肾小管管腔增大,细胞核深

染、固缩,血管周围胶原纤维化加重,呈现明显的
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图 8　 S100A8 / 9 抑制剂 PAQ 对 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路的影响

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

S100A8 / 9
 

inhibitor
 

PAQ
 

on
 

the
 

NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β
 

pathway

病理性改变,表明 D-gal 大鼠发生肾功能受损[27] ;
肾功能受损的另一个标志是 GFR 的降低,临床上

BUN 和 CREA 是评价 GFR 的敏感标志物, 当

GFR 显著降低时(
 

≥
  

50%减少),BUN 和 CREA
的血中浓度会明显上升[28] ,本研究结果显示 D-
gal 组大鼠 BUN 和 CREA 含量增加,证实了 D-gal
大鼠的肾功能损伤。 多项研究表明长期使用 D-
gal 可增加细胞内 ROS 的产生[29-31] ,可模拟自然

衰老状态下的细胞代谢紊乱和损伤,增加氧化应

激、脂质氢过氧化物水平和炎症反应[32] ,表现为

肾 AGEs、MDA、ROS、NO 和 NADPH 氧化酶水平

增加,SOD、CAT 和 GSH-Px 水平下降,总抗氧化

能力降低[33] ,本研究结果证实了 D-gal 大鼠肾抗

氧化防御系统(如 CAT、GSH-PX、SOD 活性下降)
受损及氧化应激产物(如 MDA、ROS 增加) 的累

积。 此外,ROS 生成增加和炎症反应激活会导致

肾纤维化加速发展[34] ,本研究结果显示 D-gal 大
鼠肾组织 Collagen

 

Ⅲ、α-SMA 和 TGF-β1 的蛋白

表达增加,表明了肾纤维化的发生。 以上这些结

果综合反映了肾在衰老过程中的功能障碍与病

理重构[35-36] 。
全身性的慢性低度炎症是衰老的主要特征,

也被认为是衰老的主要机制之一,从慢性炎症的

角度探索干预靶点,可能是一种潜在的抗衰老策

略[37] 。 目前 S100A8 / 9 在各种急慢性炎症反应中

的决定性作用已被证实,研究表明其丰度变化与

衰老呈正相关,且可能与衰老伴随的慢性炎症有

关[6,38] ,已发现在衰老心脏、肝和大脑等组织中表

达增加[20,39-40] ,但在肾衰老方面相关文献较少。
DU 等[41]在糖尿病小鼠肾病期间观察到 S100A8 /
A9 在肾中表达显著增加, 通过腺病毒敲低

S100A8 / A9 改善了糖尿病肾病期间的肾间质纤

维化进展,本研究免疫荧光结果显示 D-gal 大鼠

肾组织中 S100A8 和 S100A9 的蛋白表达均增加,
与 DU 等[41] 的结果相似,由此可见,S100A8 / 9 参

与肾相关的慢性炎症。
NLRP3 炎症小体是炎症反应机制研究中最

广泛和核心的部分,它在慢性炎症的产生和发展

中占据了重要位置[42] ,主要机制之一是诱导 pro-
Caspase-1 活化,使无酶活性的 pro-Caspase-1 转化

为有活性的成熟 Caspase-1,进一步激活切割下游

pro-IL-1β 或 pro-IL-18,转化为 IL-1β 和 IL-18,促
进炎症因子的分泌积累,导致细胞凋亡和纤维化

发展,从而损伤组织功能[12] 。 相关研究发现,
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NLRPS 炎症小体已在不同肾疾病中起重要作用,
可在巨噬细胞、肾小管上皮细胞和系膜细胞中响

应各种刺激的激活,增加促炎因子的释放,参与

急慢性肾损伤和纤维化的发展[43] ,另外 S100A8 /
9 在细胞中的过表达可介导 NLRP3 炎症小体的

激活并引起下游一系列炎症反应[14,44] 。 ZHAO
等[45] 在用脂多糖诱导的肺损伤中发现阻断

S100A9 可以抑制肺部
 

NLRP3
 

激活,减轻肺部的

炎症 反 应 和 细 胞 凋 亡, 并 发 现 NLRP3 不 是

S100A9 的上游分子;SREEJIT 等[46] 在心肌梗死

模型中证实了在中性粒细胞中 S100A8 和 S100A9
的释放可刺激 NLRP3 炎症小体分泌,并促进 IL-
1β 分泌;另有相关研究表明促炎基因 S100A8、
S100A9、NLRP3 和 IL-1β 在 db / db 小鼠肾病期间

显著上调[47] ,结合以上文献结论研究人员推测在

D-gal 诱导的肾衰老过程中,S100A8 / 9 同样能激

活 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 信号通路,因此研究

人员分别检测了 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 通路上

关键因子的蛋白表达。 与正常组比较,D-gal 大鼠

肾组织内 NLRP3 蛋白表达明显增加,且成熟的

Caspase-1 和下游 IL-1β 蛋白表达明显增加。 为

了进 一 步 明 确 S100A8 / 9 是 否 诱 导 NLRP3 /
 

Caspase-1 / IL-1β 通路,研究人员利用 H2O2 成功

构建了 HK-2 细胞衰老模型,使用 S100A8 / 9 抑制

剂 PAQ 干预后,H2O2
  +

  

PAQ 组的衰老蛋白 p21、
p16 表达水平及炎症因子 IL-18、TNF-α

 

mRNA 表

达水平均明显降低,且衰老细胞数量减少;更重

要的是 PAQ 在抑制 S100A8 和 S100A9 蛋白过表

达之后,也抑制了 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋

白过表达。 因此以上研究结果印证了研究人员

的猜想, 即 S100A8 / 9 可能通过激活 NLRP3 /
Caspase-1 / IL-1β 炎症通路,参与肾衰老的发展。

综上所述,本研究不仅成功构建了 D-gal 诱

导的大鼠肾衰老模型,还探讨了 S100A8 / 9 及其

介导的 NLRP3 / Caspase-1 / IL-1β 炎症通路在肾衰

老过程中的作用。 然而,关于这一通路的精确调

控网络及其与肾衰老全貌的复杂关系,仍需未来

研究进一步阐明。
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[收稿日期] 　 2025-03-12

《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法,经研究人员对相关文献的

检索、统计和分析,以及学科专家评审,《中国比较医学杂志》再

次入编《中文核心期刊要目总览》2023 年版(即第 10 版)综合性

医药卫生类的核心期刊!
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水

平和学术影响进行综合评价,受到学术界的广泛认同。
目前,本刊为中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国

学术期刊综合评价数据库( CAJCED)统计源期刊、《中国学术期

刊文摘》来源期刊;被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊

(遴选)数据库》、《中国科技论文统计源期刊》 (中国科技核心期

刊)、《中文核心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持,感谢广大作者和读者朋友

们的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨,不忘初心,
严谨办刊,开拓进取,不断创新,向世界一流期刊看齐。
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