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Chk2在 Bmi1缺失所致的肾脏早衰和纤维化中的作用和机制研究 *
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摘要 目的：探究细胞周期检测点激酶 2（cell-cycle checkpoint kinase 2，Chk2）在 B淋巴瘤 Mo-MLV插入区 1（B cell-specific MLV

integration site-1，Bmi1）缺失所致的肾脏早衰和纤维化中的作用及可能的机制。方法：取 5周龄WT、Bmi1-/-、Chk2-/-、Bmi1-/-Chk2-/-

小鼠肾脏，采用 HE染色观察肾脏结构变化，采用免疫荧光和Masson染色观察肾脏纤维化情况，采用衰老相关 茁半乳糖苷酶
（Senescence-associated 茁-galactosidase，SA-茁-gal）染色观察肾脏衰老情况，采用免疫组化染色和 western blot观察肾脏超氧化物歧

化酶 1（Superoxide Dismutase 1，SOD1）、超氧化物歧化酶 2（Superoxide Dismutase 2，SOD2）表达水平和定位。从 5周龄WT、

Bmi1-/-、Chk2-/-、Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏皮质中提取和分离原代肾小管上皮细胞，采用免疫荧光和 western blot检测其 SOD1、SOD2

表达水平。结果：与WT小鼠肾脏组织相比，Bmi1-/-小鼠肾脏组织表现为体积变小、肾脏皮质厚度减少、肾小球数量减少，茁-gal活
性增加，SOD1和 SOD2水平降低；与 Bmi1-/-小鼠肾脏相比，Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏体积增大、肾脏皮质厚度增加，肾小球数量增

多，茁-gal活性降低，SOD1和 SOD2水平增加。与WT小鼠肾脏皮质原代肾小管上皮细胞相比，Bmi1-/-小鼠肾脏皮质原代肾小管

上皮细胞中 SOD1和 SOD2水平；与 Bmi1-/-小鼠肾脏皮质原代肾小管上皮细胞相比，Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏皮质原代肾小管上皮

细胞中抗氧化指标 SOD1和 SOD2增加。结论：Chk2通过抑制肾小管上皮细胞的抗氧化能力促进 Bmi1缺失所致的肾脏早衰和

纤维化。
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Effect of Chk2 on Bmi1 Deficiency-induced Premature Renal Failure and
Fibrosis*

To investigate the effect and possible mechanism of cell-cycle checkpoint kinase 2 (Chk2) on premature re-

nal aging and fibrosis caused by B cell-specific MLV integration site-1 (Bmi1) deletion. 5-week-old WT, Bmi1-/-, Chk2-/-,

Bmi1-/-Chk2-/- mouse kidneys were taken, and the structural changes of the kidney were observed by HE staining, renal fibrosis was ob-

served by immunofluorescence and Masson staining, renal aging by Senescence-associated 茁-galactosidase (SA-茁-gal) staining, and the
expression level and localization of renal Superoxide Dismutase 1 (SOD1) and Superoxide Dismutase 2 (SOD2) were observed by im-

munohistochemical staining and western blot. Primary tubular epithelial cells were extracted and isolated from the renal cortex of

5-week-old WT, Bmi1-/-, Chk2-/-, and Bmi1-/-Chk2-/-, and the expression levels of SOD1 and SOD2 were tested by immunofluorescence

and western blot. Compared with WT mouse kidney tissue, Bmi1-/- mouse kidney tissue showed smaller volume, decreased renal

cortex thickness, decreased glomerular number, increased 茁-gal activity, and decreased levels of SOD1 and SOD2. Compared with

Bmi1-/-mouse kidneys, Bmi1-/-Chk2-/- mice had an increase in kidney size, renal cortical thickness, glomerular number, decreased 茁-gal
activity, and increased levels of SOD1 and SOD2. Compared with WT mouse renal cortical primary tubular epithelial cells, the levels of

SOD1 and SOD2 in Bmi1-/-mouse renal cortical primary tubular epithelial cells were reduced. Compared with Bmi1-/-mouse renal cortical

primary tubular epithelial cells, the levels of SOD1 and SOD2 were increased in Bmi1-/-Chk2-/-mouse kidney cortical primary tubular

epithelial cells. Chk2 improves premature renal aging and fibrosis due to Bmi1 deficiency by inhibiting antioxidant capacity

of tubular epithelial cells.
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前言

慢性肾脏病（Chronic Kidney Diseases，CKD）表现出早衰综

合征的特点，包括衰老的典型特征，如炎症、氧化应激增加等[1,2]。

在临床肾损伤晚期患者、甚至 GFR正常的蛋白尿患者中观察到

肾脏衰老加剧进展，提示细胞衰老是 CKD的早期事件。多种类

型的 CKD细胞中，肾小管上皮细胞可观察到明显的早衰表型[3]。

Bmi1是转录抑制因子 Polycomb家族的成员，参与调控细

胞周期和干细胞自我更新等 [4]。Bmi1抑制 p16/Rb和 p53/p21

通路，调节线粒体功能和氧化还原平衡[5]。与应激诱导早衰模型

中典型组织学和功能特征相一致，Bmi1缺失小鼠表现为活性

氧（ROS）的持续积累进而导致氧化应激、DNA损伤以诱导细

胞衰老[6]。

Chk2是 DNA损伤反应的关键组成部分。在 DNA损伤的

情况下，Chk2作为信号转导激酶被激活并磷酸化多种下游靶

蛋白诱导细胞反应，如细胞周期停滞、细胞衰老、衰老相关分泌

表型（senesence associated secretory phenotype，SASP）、细胞凋

亡、DNA修复等 [7]。既往研究表明 Bmi1 缺失会导致肾脏中

DNA损伤增加、Chk2过度激活、肾脏早衰和纤维化[5]。因此，为

了明确 Chk2在 Bmi1缺失小鼠的肾脏早衰和纤维化中的潜在

作用，我们构建了 WT、Bmi1-/-、Chk2-/-、Bmi1-/-Chk2-/-小鼠，以明

确 Chk2在 Bmi1缺失所致小鼠的肾脏早衰和纤维化及机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 DMEM/F12 培养基（美国 Gibco 公司，货号：

11320033）；胎牛血清（美国 Gibco公司，货号：16140089）；青霉

素和链霉素（美国 Gibco公司，货号：10378016）；胰蛋白酶（美

国 Gibco公司，货号：25200072）；collagenase D（德国 Roche公

司，货号：11088858001）；Masson染色试剂盒（南京建成生物工

程研究所，货号：D026-1-3）；细胞衰老茁-半乳糖苷酶染色试剂
盒（上海碧云天生物技术有限公司，货号：C0602）；戊巴比妥钠

（上海国药集团化学试剂有限公司，货号：1054026）；琢-SMA抗

体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：67735-1-lg）；SOD1抗体

（美国 Cell Signaling Technology公司，货号：65778）；SOD2抗

体（美国 Novus Biologicals公司，货号：NB100-1992）；茁-actin抗
体 （美国 Sigma Aldrich 公司，货号：A2228）；Alexa Fluor

488-conjugated secondary antibody（美国 Thermo Fisher公司，货

号：A11001）；Alexa Fluor 594-conjugated secondary antibody（美

国 Bioworld 公司，货号：BS10029）；DAPI（美国 Sigma Aldrich

公司，货号：D9542）。

1.1.2 仪器 CO2细胞培养箱（美国 Thermo Fisher公司）；高

压蒸汽灭菌锅（日本 SEISAKUSYO 公司）；荧光、光学显微镜

（德国 Leica公司）；石蜡包埋机（德国 Leica公司）；石蜡切片机

（德国 Leica公司）；组织匀浆仪（上海净信实业发展有限公

司）；化学发光成像系统（美国 Bio-Rad公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物 本研究中 Bmi1+/-小鼠由荷兰肿瘤研究所

Anton Berns教授提供，Chk2+/-小鼠由日本国立研究所老年医

学研究系 Noboru Motoyama教授提供。将基因型分别为 Chk2+/-

和 Bmi1+/-的 5周龄小鼠配笼，得到基因型为 Bmi1+/-Chk2+/-的

子代小鼠。将基因型为 Bmi1+/-Chk2+/-的雌雄小鼠配笼，得到同

窝基因型分别为WT、Bmi1-/-、Chk2-/-和 Bmi1-/-Chk2-/-的小鼠，饲

养至 5周龄取材，雌雄不限。本研究中小鼠的饲养、管理及实验

均严格遵守南京医科大学实验动物管理规范并经南京医科大

学动物实验伦理委员会审核（许可号：IACUC-1802007）。

1.2.2 标本采集 将 5周龄小鼠用 3%戊巴比妥钠（40 mg/kg

体重）腹腔注射麻醉后，取左侧肾脏冻存于 - 80℃，用于提取组

织蛋白；将右侧肾脏用 4 %多聚甲醛固定后进行脱水、石蜡包

埋，制作肾脏石蜡切片。

1.2.3 原代肾小管上皮细胞分离和培养 将 5周龄小鼠用 3%

戊巴比妥钠（40 mg/kg体重）麻醉后，用 75 %酒精浸泡 10 min，

转移至超净台中，用高压灭菌的剪刀剪开腹腔取出肾脏，剔去

肾脏包膜，剪取肾脏皮质部分，加入 3 mg/mL胶原酶 D，剪碎

组织块至 1 cm3，37℃消化 20 min，40 滋m细胞筛网过滤以去除
肾小球，PBS清洗 3 次，用 DMEM/F12 培养基（含 10 %胎牛

血清、1 %青霉素和链霉素）培养至 48 h换液，此后每 2天换液

1次。

1.2.4 HE染色 将肾脏石蜡切片常规脱蜡水化后，用苏木素

染 1 min，1 %盐酸酒精提拉 3次，流水冲洗，伊红染色 10 s，脱

水透明，树脂凝胶封片。

1.2.5 Masson染色 使用Masson染色试剂盒，按照制造商说

明书（南京建成生物工程研究所，中国，南京）进行操作。

1.2.6 免疫荧光 将肾脏石蜡切片常规脱蜡水化后，用柠檬酸

盐缓冲液煮沸热修复 20 min（细胞用 4 %多聚甲醛室温固定

20 min），0.3 % Triton 通透 15 min，10 %羊血清室温封闭 1 h，

滴加适量一抗 琢-SMA（1:800）、SOD1（1:500）、SOD2（1:500），

4 ℃孵育过夜，第二天洗掉残余一抗，孵育荧光二抗，DAPI复

染 10 min，50 %甘油封片，荧光显微镜下观察及拍摄。

1.2.7 免疫组化 将肾脏石蜡切片常规脱蜡水化后，用柠檬酸

盐缓冲液煮沸热修复 20 min，3 % H2O2孵育 20 min以阻断内

源性的过氧化物酶，10 %羊血清室温下封闭 1 h，滴加适量一抗

SOD1（1:500）、SOD2（1:500），4 ℃孵育过夜，第二天洗掉残余

一抗，按照制造商说明书（基因科技股份有限公司，中国）进行

后续的二抗孵育、免疫显色，苏木素复染 1 min，1 %盐酸酒精提

拉 3次，流水冲洗，脱水透明，树脂凝胶封片。

1.2.8 Western blot 将肾脏组织按照 1:20的质量 /体积比加

入 RIPA，剪碎组织块，每管加 2粒钢珠，匀浆 60 s× 3次，摇床

摇同时置于冰上裂解 30 min，4℃ 13000 r/min离心 15 min，吸

取上清液，并按比例加入 5× loading buffer，金属浴 100 ℃煮

10 min使蛋白质变性。用 10 % SDS-PAGE胶，每孔上样量为

10 滋L，120 V恒压电泳 2 h，280 mA恒流转膜 1.5 h，将蛋白湿

转至硝酸纤维素膜上，用 5 %脱脂奶粉（PBST溶解）室温封闭

2 h，使用 SOD1（1：500）、SOD2（1:500）、茁-actin（1:16000）的一
抗，4℃孵育过夜，PBST洗掉残余一抗，加入相应二抗，置于摇

床孵育 1 h，PBST洗掉残余二抗，均匀地滴加 ECL发光显色

液，使用自动成像仪曝光，获得显影图像并保存。

1.2.9 SA-茁-gal染色 将新鲜取材的组织用 4 %多聚甲醛室

温固定 20 min，PBS清洗，然后浸泡在新鲜配制的 茁-半乳糖苷
酶染色液中，放入 37℃烘箱孵育 4 h，PBS清洗，继续放在 4 %
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2.2 各组小鼠肾脏纤维化水平的变化

通过Masson染色和免疫荧光观察肾脏纤维化水平，结果

显示：与WT小鼠肾脏相比，Bmi1-/-小鼠肾脏皮质和髓质中胶

原纤维显著增加（P<0.001）、间质成纤维细胞标志物琢-SMA阳

性面积显著增多 （P<0.001）；与 Bmi1-/- 小鼠肾脏相比，

Bmi1-/-Chk2-/- 小鼠肾脏皮质和髓质中胶原纤维则显著减少

（P<0.001）、间质成纤维细胞标志物 琢-SMA阳性面积也减少

（P<0.001），见图 2。这些结果表明 Chk2敲除能够改善 Bmi1缺

失所致的肾脏纤维化。

2.3 肾脏皮质和髓质中衰老指标 茁-gal活性变化
通过 SA-茁-gal染色观察肾脏衰老情况，结果显示：与 WT

小鼠肾脏相比，Bmi1-/- 小鼠肾脏皮质中茁-gal 活性显著升高
（P<0.001），而髓质无明显变化；与 Bmi1-/- 小鼠肾脏相比，

Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏皮质中茁-gal 活性显著降低（P<0.001），
髓质同样无明显变化，见图 3。这些结果表明 Chk2敲除能够改

善 Bmi1缺失所致的肾脏早衰。

图 1 各组小鼠肾脏结构的变化

Fig.1 Changes in kidney structure in each group of mice

Note: Compared with WT group, *P<0.05, **P<0,01, ***P<0.001; compared with Bmi1-/-group, ##P<0,01, ###P<0.001.

多聚甲醛中室温固定至 24 h，接下来进行梯度酒精脱水、二甲

苯透明、石蜡包埋、石蜡切片，37℃烘干过夜，将石蜡切片进行

常规脱蜡水化，滴加核固红染色液染色 2 min，快速脱水，二甲

苯透明，50 %甘油封片。

1.3 统计学分析

利用 Graph Pad Prism 8.0软件进行数据分析和作图。各组

测得的数据以均数± 标准差表示，通过 t检验或单因素方差分

析进行数据比较，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠肾脏结构的变化

通过 HE染色观察各组小鼠肾脏结构变化，结果显示：与

WT小鼠肾脏相比，Bmi1-/-小鼠肾脏体积变小、皮质厚度减少

（P<0.001）、肾小球数量减少（P<0.05）；与 Bmi1-/- 小鼠肾脏相

比，Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏体积增大、皮质厚度增加（P<0.001）、
肾小球数量增加（P<0.01）。见图 1。这些结果表明 Chk2敲除能

够改善 Bmi1缺失所致的肾脏结构变化。
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图 2 各组小鼠肾脏纤维化水平的变化

Fig.2 Changes in renal fibrosis levels in mice in each group

Note: Compared with WT group, **P<0,01, ***P<0.001; compared with Bmi1-/-group, ##P<0,01, ###P<0.001.

2.4 肾脏皮质中抗氧化酶指标（SOD1、SOD2）含量测定

为了进一步观察肾脏皮质中抗氧化能力的变化，通过免疫

组化染色和 western blot实验检测抗氧化酶指标 SOD1、SOD2

的水平，发现 SOD1、SOD2 主要定位于肾脏皮质肾小管；与

WT小鼠肾脏相比，Bmi1-/-小鼠肾脏皮质中 SOD1、SOD2的蛋

白表达水平显著降低（P<0.001）；与 Bmi1-/-小鼠肾脏相比，

Bmi1-/-Chk2-/-小鼠肾脏皮质中 SOD1、SOD2的蛋白表达水平显

著增加（P<0.001），见图 4。这些结果表明 Chk2敲除能够通过

提高抗氧化能力改善 Bmi1缺失所致的肾脏早衰和纤维化。

2.5 肾脏皮质原代肾小管上皮细胞中 SOD1、SOD2的表达

为了进一步观察肾脏皮质肾小管上皮细胞抗氧化能力的

变化，通过提取和分离小鼠肾脏皮质原代肾小管上皮细胞，对

其进行免疫细胞荧光染色和 western blot实验，发现 Bmi1-/-肾

小管上皮细胞 SOD1、SOD2 水平较 WT 相比显著降低（P<0.
001），而Bmi1-/-Chk2-/- 肾小管上皮细胞 SOD1、SOD2 水平较

Bmi1-/-相比则显著增加（P<0.001），见图 5。这些结果进一步提

示 Chk2敲除可能通过提高肾脏皮质肾小管上皮细胞的抗氧化

能力改善 Bmi1缺失所致的肾脏早衰和纤维化。

3 讨论

肾纤维化是所有 CKD的常见病理改变，表现为活化肌成

纤维细胞的积累、细胞外基质的过度沉积、肾小管上皮再生失

败、微血管稀疏和无菌性炎症[8,9]。目前，CKD患病率正在升高，

尤其是 65岁以上的老年人在发生急性肾损伤（acute kidney in-

jury，AKI）和随后进行性 CKD的风险显著升高[8]。CKD进展期

间的间质纤维化水平随着年龄的增长明显加重。随着 CKD的

进展，肾功能进行性丧失，而肾小管间质纤维化的程度是反映

肾脏生存的最佳预测指标[9]。但目前对于 CKD及肾纤维化仍然

没有安全且有效的治疗方法[9,11-13]。
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图 3 肾脏皮质和髓质中衰老指标 茁-gal活性变化
Fig. 3 Changes in the activity of 茁-gal activity of markers of aging in the renal cortex and medulla

Note: Compared with WT group, ***P<0.001; compared with Bmi1-/-group, ###P<0.001.

图 4 肾脏皮质中抗氧化酶指标（SOD1、SOD2）含量测定

Fig.4 Determination of antioxidant enzyme indexes (SOD1, SOD2) in renal cortex

Note: Compared with WT group, *P<0,05, ***P<0.001; compared with Bmi1-/-group, ###P<0.001.

细胞衰老是肾纤维化进展的关键原因[14-16]。目前已在几种

CKD模型中发现了衰老细胞且主要位于肾小管上皮细胞[17,18]。

肾小管上皮细胞是肾实质的主要成分，通常位于损伤的中心，

肾小管上皮细胞在各种损伤下由于适应不良修复容易早衰从

而导致肾纤维化[19-21]。细胞衰老的特征是永久性细胞周期停滞、

细胞质中衰老相关 茁-gal活性增强、衰老相关蛋白 p16INK4a

和 p21相关的信号通路激活[22]。细胞衰老可由许多细胞应激触

发，包括线粒体功能障碍、炎症、DNA损伤、氧化应激和异常表

观遗传修饰等，每一种都是 CKD的共同特征[17]。衰老的肾小管

上皮细胞可以分泌复杂的促纤维化因子混合物，称为衰老相关

分泌表型（SASP），以促进纤维化[23,24]。此外，它在细胞周期停滞

期间还经历部分（epithelial mesenchymal transition，EMT）--这

些细胞能够同时表达上皮和间充质细胞的标志物，并与其基底

膜保持联系。这种部分 EMT足以导致肾小管功能损伤，触发细

胞周期停滞并促进关键纤维化细胞因子的释放，进而导致间质

性肌成纤维细胞积累和肾实质功能受损[25-27]。

线粒体作为活性氧的主要来源，其与细胞衰老密切相关。

线粒体损伤是各种肾脏疾病发病机制的关键机制之一[28]，其通

过产生过量活性氧和干扰能量代谢加剧肾小管上皮细胞衰

老[8]。衰老的肾小管上皮细胞内线粒体氧化磷酸化增加，过氧化
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图 5 肾脏皮质原代肾小管上皮细胞中 SOD1、SOD2表达测定

Fig.5 Determination of SOD1, SOD2 expression in the primary tubular epithelial cells of the renal cortex

Note: Compared with WT group, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0.001; compared with Bmi1-/-group, ###P<0.001.

氢酶、超氧化物歧化酶和谷胱甘肽还原酶水平降低，导致衰老

肾脏的抗氧化能力进一步降低[29]。因此，及时清除活性氧、增强

细胞的抗氧化能力被认为预防肾脏纤维化和 CKD的有希望的

策略[30-32]。

Polycomb 蛋白家族成员 Bmi1 通过表观遗传机制抑制

p16/Rb和 p53/p21信号通路，并在调节线粒体功能和氧化还原

平衡中发挥重要的作用[5,33]。既往研究表明 Bmi1缺失小鼠表现

为线粒体功能障碍、ROS水平显著增多、DNA损伤反应激活，

并出现骨质疏松、肺纤维化、肾纤维化、皮肤老化、雄性不育和

雌性不孕等多种早衰表型[5,6,33-36]。而 Bmi1过表达则可抑制氧化

应激和 DNA损伤，减少衰老和 SASP[4]。因此，我们将 Bmi1缺

失小鼠作为衰老及氧化应激模型，以研究 Bmi1缺失引起的肾

脏衰老和纤维化的机制。

在 Bmi1缺失的小鼠肾脏中，细胞氧化应激增加，DNA损

伤反应激活，Chk2及其活化状态的 p-Chk2（Thr68）显著增加，

肾脏早衰和纤维化表型明显[5]。细胞周期检查点激酶 Chk2是

参与 DNA损伤反应途径的关键蛋白质，在苏氨酸 68位点被

ATM磷酸化，诱导其二聚化和活化，从而进一步调节下游蛋

白，参与 DNA损伤反应，包括 DNA修复，细胞周期调节，细胞

凋亡和 p53信号通路[7]。通过组织学染色观察，我们发现 Bmi1

缺失会导致肾脏体积变小、皮质变薄、肾小球数量减少、间质胶

原纤维积累增多、间质成纤维细胞数量增多，肾纤维化表型明

显，肾皮质肾小管中 茁半乳糖苷酶活性增加，SOD1、SOD2蛋
白表达水平降低。这些结果表明 Bmi1缺失导致肾小管早衰和

抗氧化能力减弱，而 Chk2敲除能够提高 Bmi1缺失小鼠皮质

肾小管中 SOD1、SOD2表达水平，改善肾脏早衰和纤维化表
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型。进一步提取和分离原代肾小管上皮细胞，通过免疫荧光及

western blot发现 Chk2敲除能够显著纠正 Bmi1缺失小鼠肾皮

质中肾小管上皮细胞的抗氧化指标 SOD1、SOD2的表达水平。

这些结果表明 Chk2敲除通过增强肾小管上皮细胞的抗氧化能

力，改善 Bmi1缺失引起的肾脏早衰和纤维化。

总之，本结果初步证实通过抑制 Chk2改善细胞抗氧化能

力可以缓解肾衰老和纤维化，这为 CKD和肾纤维化的治疗提

供了新的方法和实验依据。但本研究对于 Chk2调控细胞抗氧

化能力的具体分子机制尚未做深入探讨，后续我们将通过对肾

脏皮质原代肾小管上皮细胞进行转录组测序以找到相应的靶

标进行更深入的研究。
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