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小鼠胚肾发育过程中细胞衰老相关基因差异表达分析
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　　［摘要］　目的　通过转录组学筛选胚肾发育过程中的差异表达基因，采用生物信息学分析细胞衰
老途径及其相关基因，进一步探讨细胞衰老与胚肾发育的关系。方法　分别取胚龄为 １４．５ｄ（Ｅ１４．５
组）和１８．５ｄ（Ｅ１８．５组）的小鼠肾脏组织，使用过碘酸雪夫染色观察肾脏组织结构，通过转录组学分析
胚肾发育过程中基因谱表达变化，采用生物信息学分析细胞衰老相关基因表达变化，并采用实时定量荧

光ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证靶基因的表达水平。结果　随着胚肾的发育，肾脏结构逐渐成熟，转录组学
结果及生物信息学分析发现细胞衰老相关基因在胚肾发育过程中发挥重要作用，其中Ｅ１８．５组中细胞
衰老相关基因Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）ｍＲＮＡ及蛋白相对表达水平较 Ｅ１４．５组升高（Ｐ＜０．０５），而 Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、
Ｃｃｎｄ２和Ｃｄｋ４ｍＲＮＡ表达水平较Ｅ１４．５组降低（Ｐ＜０．０５）。结论　在胚肾发育过程中细胞衰老相关基
因表达水平发生显著变化，表明细胞衰老在胚肾发育过程中发挥重要作用。
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　　在哺乳动物中的胚胎发育过程中，肾脏的发育一
般要经历 ３个阶段：前肾、中肾和后肾。人胚胎第
２２天（小鼠胚胎第 ８天）生肾索的头端发育为前肾。
人胚胎第２４天（小鼠胚胎第９．５天）前肾导管向尾侧
延伸形成上皮性的中肾导管，中肾导管及其周围的中

胚层肾发生带一起形成中肾。随着时间的推移，在人

胚胎第２８天（小鼠胚胎第１０．５天）时，中肾导管尾端
向背侧形成输尿管芽，其周围环绕的中胚层间充质为

后肾间充质，输尿管芽和后肾间充质组成后肾，二者相

互诱导，促使后肾发育成熟［１－２］。其中，前肾和中肾属

于暂时性器官，会逐步退化，只有后肾会发育成永久性

的肾脏［３－４］。后肾的发育离不开细胞增殖、细胞分化

以及细胞衰老等过程。细胞衰老也是胚胎发育过程中

的关键过程，在胚胎发育过程中起积极作用［５－６］。细

胞衰老是一个由各种压力导致的不可逆转的生长停止

状态的过程［７－９］。当衰老细胞通过巨噬细胞介导的清

除被去除时，它们通过消除瞬时结构而有助于形态发

生。而发育中的细胞衰老主要由 Ｐ２１介导，并由
ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ和ＦＯＸＯ／ＰＩ３Ｋ信号通路调节。此外，胚
胎衰老细胞与癌基因诱导的衰老有共同的表达特征，

尤其是与衰老相关分泌表型（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）相关的细胞［１０－１１］。基于此，

本研究通过转录组学，利用 ＲＮＡｓｅｑ技术，对小鼠胚
龄１４．５ｄ（后肾发育早期）和１８．５ｄ（后肾发育晚期）
的肾脏差异表达基因进行生物信息学分析，研究胚肾

发育过程中细胞衰老相关基因的变化，为后续胚肾发

育的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　健康Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠１５只和Ｃ５７ＢＬ／６雌性小
鼠３０只，ＳＰＦ级，８周龄左右，体质量２２～２５ｇ，均购自
北京维通利华实验动物技术有限公司。雄性小鼠和雌

性小鼠按１∶２合笼，每天早、晚２次检查雌性小鼠是否
出现阴栓，以看到阴栓的时间计为胚龄０．５ｄ。本实验
分为 ２组：胚龄 １４．５ｄ（Ｅ１４．５）组和胚龄 １８．５ｄ
（Ｅ１８．５）组。
１．２　仪器和材料
　　Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ购自美国安捷伦（Ａｇｉｌｅｎｔ）
科技有限公司，ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００购自美国因美纳
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）公司，解剖显微镜购自德国徕卡（Ｌｅｉｃａ）仪
器有限公司，光学显微镜购自德国徕卡（Ｌｅｉｃａ）仪器有
限公司，实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国伯乐（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）生命医学产品公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国（Ａｍｂｉｏｎ）生
命技术公司，ＰＣＲ逆转录试剂购自美国普洛麦格

（Ｐｒｏｍｅｇａ）公司，ＲＩＰＡ裂解液购自中国碧云天生物技
术有限公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自中国碧云
天生物技术有限公司，蛋白免疫印迹成像仪购自美国

伯乐（ＢｉｏＲａｄ）生命医学产品公司。
１．３　胚肾取材
　　将怀孕１４．５ｄ或１８．５ｄ的母鼠麻醉后解剖，取出
胎盘，剥离出胚胎，把胚胎放入装有生理盐水的培养皿

中，置于解剖显微镜下，调节合适的亮度、放大倍数和

焦距，使用一把直尖头镊子固定住胚胎，另一把直尖头

镊子先去除胚胎上肢及头部的部分，接着去除尾部和

下肢，再剥离背部的皮肤组织，去除腹腔内的肝脏、肺、

心脏等器官组织后，可看到红色的腹主动脉，小心地剥

离腹主动脉，一般２个后肾会与腹主动脉相连，最后剥
离后肾周围的组织，得到完整的肾脏组织。

１．４　ＰＡＳ染色
　　取出肾脏组织后，１０％中性福尔马林溶液固定，经
过乙醇脱水、三氯甲烷透明、石蜡包埋后，用石蜡切片

机进行切片，切片厚度为 １．５μｍ。烤片过后脱蜡复
水，室温浸染高碘酸氧化，６２℃浸染 Ｓｃｈｉｆｆ氏液，苏木
精染细胞核，二甲苯透明后使用中性树脂封片。光学

显微镜下观察不同年龄段的小鼠肾脏组织结构。

１．５　转录组测序
　　使用ＴＲＩｚｏｌ从每组０．３ｇ肾脏组织中提取总ＲＮＡ
后，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ精确检测 ＲＮＡ完整
性和总量。通过 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集带有 ｐｏｌｙＡ尾的
ｍＲＮＡ，随后在ＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ中用二价阳离子将
得到的ｍＲＮＡ随机打断。以片段化的ｍＲＮＡ为模版，
随机寡核苷酸为引物，在 ＭＭｕＬＶ逆转录酶体系中合
成ｃＤＮＡ第１条链，随后用ＲＮａｓｅＨ降解ＲＮＡ链，并在
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ体系下，以 ｄＮＴＰｓ为原料合成
ｃＤＮＡ第２条链。纯化后的双链ｃＤＮＡ经过末端修复、
加Ａ尾并连接测序接头，用 ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ筛选
３７０～４２０ｂｐ的 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ扩增并再次使用
ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化 ＰＣＲ产物，最终获得文库。库
检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据

量的需求汇总后用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００进行测序。
１．６　转录组数据分析
　　对原始数据进行过滤，去除带接头的序列数据
（ｒｅａｄｓ）、无法确定碱基的 ｒｅａｄｓ和低质量 ｒｅａｄｓ
（Ｑｐｈｒｅｄ≤２０的碱基数占整个 ｒｅａｄ长度的５０％以上
的ｒｅａｄｓ），得到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。从基因组网站下载参考
基因组和基因模型注释文件，使用 ＨＩＳＡＴ２（ｖ２．０．５）
将配对末端 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参照基因组比对。用
ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ（１．５．０ｐ３）计算映射到每个基因的读数，
然后根据基因的长度计算每个基因的 ＦＰＫＭ
（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｏｆｅｘｏｎｍｏｄｅｌｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄ
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ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，指每百万碱基对测序的转录本序列片段的
每千碱基片段的预期数量），并计算映射到该基因的

读数。使用皮尔逊相关系数的平方（Ｒ２）检验实验的
可靠性和样本的重复性。使用ＤＥＳｅｑ２软件（１．２０．０）
进行 ２个比较组合之间的差异表达分析。使用
Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ和Ｈｏｃｈｂｅｒｇ的方法来调整所得 Ｐ值（Ｐａｄｊ）
以控制错误发现率，Ｐ＜０．０５且｜ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜＞１
被设定为显著差异表达的阈值。通过 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ
（３．８．１）软件实现差异表达基因的 ＧＯ富集分析。使
用ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ（３．８．１）软件分析 ＫＥＧＧ通路中差异
表达基因的统计富集。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
　　用ＴＲＩｚｏｌ裂解法对肾脏中的ＲＮＡ进行提取，再使
用Ｐｒｏｍｅｇａ逆转录试剂将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成引物，引物详

见表１。ＲＴｑＰＣＲ反应体系：ｑＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，上下
游引物 各１μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。ＰＣＲ反
应条件为：９４℃ ２０ｓ，９４℃ １０ｓ，６０℃ ２０ｓ，４０个循
环，６５～９５℃。以 ＧＡＰＤＨ作为内参对照，采用 ２－ΔΔＣｔ

法计算每个样本的ｍＲＮＡ相对量。

表１　引物序列

基因 序列

ＧＡＰＤＨ（内参） 上游 ５′ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′
下游 ５′ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ３′

Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１） 上游 ５′ＴＧＡＴＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＴＴＴＣＣ３′
下游 ５′ＴＡＣＡＴＴＣＣＣＴＴＣＣＡＧＴＣＣＡ３′

Ｓｋｐ２ 上游 ５′ＡＡＡＣＧＡＧＴＣＡＡＧＧＧＣＡＡＡ３′
下游 ５′ＡＡＡＡＧＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＣＡＧ３′

Ｃｃｎｅ１ 上游 ５′ＣＣＣＡＡＧＴＣＣＴＧＡＧＣＣＡＴ３′
下游 ５′ＴＣＧＧＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＣ３′

Ｃｃｎｄ２ 上游 ５′ＣＣＧＴＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＧＧＴ３′
下游 ５′ＡＧＧＣＡＣＣＴＧＴＴＧＡＡＡＣＴＧＡ３′

Ｃｄｋ４ 上游 ５′ＧＧＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＧ３′
下游 ５′ＣＡＧＡＧＣＧＴＡＡＣＣＡＣＣＡＣＡ３′

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　使用 ＲＩＰＡ裂解液提取胚肾组织中的蛋白，使用
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒对蛋白浓度进行量化。取
３０μｇ的蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋
白，再转印到ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶粉封闭后，４℃
孵育Ｐ２１（１∶５００，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ）一抗溶液过夜。次
日，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后，室温孵育 ＨＲＰ偶联二抗
（１∶２０００，中国）１ｈ，最后使用蛋白免疫印迹成像仪
（美国ＢｉｏＲａｄ）进行可视化分析。
１．９　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０进行分析和绘图。数据
以 珋ｘ±ｓ表示，使用非配对双尾ｔ检验进行比较，Ｐ＜０．０５

表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　胚肾发育过程中肾脏结构的变化
　　对每组的肾脏组织进行 ＰＡＳ染色，结果显示，
Ｅ１８．５组的肾脏明显大于 Ｅ１４．５组的肾脏，且结构更
复杂（图１Ａ、Ｂ）。Ｅ１４．５组可见逗号样小体和 Ｓ小体
出现在输尿管芽周围（图 １Ｃ、Ｄ）；Ｅ１８．５组可见已有
成熟的肾小管形成，同时有肾小体和早期髓质出现

（图１Ｅ）。
２．２　转录组学分析胚肾发育过程中差异表达基因变化
　　通过对转录组测序结果进行 Ｐｅａｒｓｏｎ分析，结果
显示各组 ３个重复序列之间具有较好的相似性，即
Ｐｅａｒｓｏｎ系数Ｒ２＞０．９５（图２Ａ）；主成分分析（ＰＣＡ）结
果显示，Ｅ１４．５组和 Ｅ１８．５组的数据在 ＰＣ１较集中
（图２Ｂ），表明 Ｅ１４．５组和 Ｅ１８．５组的样本组内重复
性较好。韦恩图显示 Ｅ１８．５组和 Ｅ１４．５组之间共筛
选到１４７４９个差异表达基因，其中共有的差异表达基
因有 １３０２５个（图 ２Ｃ）。火山图显示，Ｅ１８．５组与
Ｅ１４．５组相比，差异表达水平≥２倍的基因有 ３６２０
个，其中有２５１５个基因表达显著上调，有１１０５个基
因表达显著下调（图 ２Ｄ）。表达显著上调的基因有
Ｋａｐ、Ｓｅｒｐｉｎａ６、Ｕｇｔ３ａ２等，表达显著下调的基因有Ｘｉｓｔ、
Ｈｂａｘ、Ｈｂｂｙ等，见表２。

表２　Ｅ１８．５组ｖｓＥ１４．５组显著上调和下调的前１０位差异
表达基因

基因编号 基因名称 ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ） Ｐ值
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３２７５８ Ｋａｐ １４．６７ ４．０９Ｅ３５
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６０８０７ Ｓｅｒｐｉｎａ６ １１．９０ ６．４５Ｅ８８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４９１５２ Ｕｇｔ３ａ２ １１．８５ ３．３８Ｅ２３
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７５０４４ Ｓｌｃ２２ａ２９ １０．６２ ５．３４Ｅ１９
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６１９４７ Ｓｅｒｐｉｎａ１０ １０．１９ １．５９Ｅ１７
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３９７１０ Ｓｌｃ７ａ１２ ９．６９５ １．１６Ｅ３７
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２２５９８ Ｐｓｃａ ９．６３２ ２．０７Ｅ１５
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００４２３７１ Ｓｌｃ５ａ１０ ８．７３３ ５．６７Ｅ１３
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２００５１ Ｐａｈ ８．５４８ ２．２６Ｅ９８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６１８０８ Ｔｔｒ ８．３９６ １．５８Ｅ４９
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００８６５０３ Ｘｉｓｔ －１０．３７ ０
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５５６０９ Ｈｂａｘ －１０．３０ ５．３６Ｅ１８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５２１８７ Ｈｂｂｙ －９．１０４ １．２３Ｅ１８２
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５２２１７ Ｈｂｂｂｈ１ －７．７０５ ２．５４Ｅ０９
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２６４５９ Ｍｙｏｇ －７．４７４ ５．５４Ｅ０９
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００６２３８０ Ｔｕｂｂ３ －７．２１２ ４．７１Ｅ０８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００００８８９ Ｄｂｈ －７．２０８ ２．８１Ｅ０８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５１９２０ Ｒｓｐｏ２ －６．８４３ ２．９０Ｅ０７
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００５５７７５ Ｍｙｈ８ －６．７３２ ６．５１Ｅ０７
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００００２１４ Ｔｈ －６．７０３ ６．０９Ｅ０７
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Ａ：Ｅ１４．５组小鼠肾脏 ＰＡＳ染色结果；Ｂ：Ｅ１８．５组小鼠肾脏 ＰＡＳ染色结果；Ｃ：Ｅ１４．５组小鼠肾脏的结构　方框示逗号小体；
Ｄ：Ｅ１４．５组小鼠肾脏的结构　方框示Ｓ小体；Ｅ：Ｅ１８．５组小鼠肾脏的结构　方框示肾小体

图１　不同组小鼠肾脏ＰＡＳ染色观察
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Ａ：样本间相关性热图；Ｂ：主成分分析；Ｃ：差异表达基因韦恩图；Ｄ：差异表达基因火山图　红色代表表达显著上调的基因，绿色
代表表达显著下调的基因，蓝色代表没有显著差异的基因

图２　Ｅ１８．５组ｖｓＥ１４．５组差异表达基因分析
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２．３　差异表达基因ＧＯ富集分析
　　对差异表达基因进行富集分析，共富集出７５５２个
有显著差异的ＧＯ条目，挑选出最显著的３０个 ＧＯ条
目用柱状图展示（图 ３Ａ），包括生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＣＣ）和分
子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。被富集到生物学过
程的主要有有机阴离子运输、一元羧酸代谢过程和循

环系统过程等，被富集到细胞组分的主要有细胞的顶

端部分、顶端质膜和刷状缘等，被富集到分子功能的主

要有主动跨膜转运蛋白活性、阴离子跨膜转运体活性

和次级主动跨膜转运蛋白活性。既往研究发现细胞衰

老在胚肾发育过程中具有重要作用，本研究筛选出

３个与细胞衰老相关的 ＧＯ条目：细胞衰老、细胞衰老
的负调控和细胞衰老的调控（图 ３Ｂ），其中 Ｈｍｇａ２、
Ｔｗｉｓｔ１和 Ｂｃｌ２ｌ１２这 ３个基因表达水平显著下调，
Ｐｌａ２ｒ１、Ｃａｖ１、Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）、Ａｒｇ２、Ｔｒｐ６３和１５０００１５Ｏ１０Ｒｉｋ
这６个基因表达水平显著上调（图３Ｃ）。
２．４　差异表达基因ＫＥＧＧ富集分析
　　利用ＫＥＧＧ数据库对细胞衰老相关的信号通路

进行富集分析，筛选出２条与细胞衰老相关的信号通
路：细胞周期信号通路和细胞衰老信号通路（图 ４）。
将上述信号通路中包含的５７个差异表达基因用聚类
热图展示，其中 Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）、Ｓｆｎ、Ｒｂ１等 ２２个基因
表达显著上调，Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和 Ｃｄｋ４等３５个基
因表达显著下调。

２．５　ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证差异表达基因
　　根据研究目的，对通过 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析结
果筛选出的 ５个与衰老相关的基因———Ｃｄｋｎ１ａ
（Ｐ２１）、Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和 Ｃｄｋ４，进行 ｍＲＮＡ水平
的验证，ｑＲＴＰＣＲ结果显示，相较于 Ｅ１４．５组，Ｅ１８．５
组中Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）ｍＲＮＡ的相对表达升高，而 Ｓｋｐ２、
Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和 Ｃｄｋ４ｍＲＮＡ相对表达降低（图 ５Ａ～
Ｅ），与转录组学结果一致。后续针对调控细胞衰老最
重要的靶基因Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）进行了蛋白层面的验证，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｅ１８．５组的 Ｐ２１蛋白表达水平
高于Ｅ１４．５组（图５Ｆ、Ｇ），与 ｑＰＴＰＣＲ结果和转录组
学结果一致。
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Ａ：最显著的３０个ＧＯ条目富集分析　柱状图上的数字代表每个ＧＯ条目里含有的基因数量；Ｂ：细胞衰老相关的ＧＯ条目富集
分析　柱状图上的数字代表每个ＧＯ条目里含有的基因数量；Ｃ：细胞衰老相关差异基因聚类热图

图３　ＧＯ富集分析

７８０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）
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Ａ：细胞周期信号通路；Ｂ：细胞衰老信号通路

图４　ＫＥＧＧ富集分析

８８０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｅ１４．５组比较
Ａ：Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｂ：Ｓｋｐ２ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｃ：Ｃｃｎｅ１ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｄ：Ｃｃｎｄ２ｍＲＮＡ相对表达
水平；Ｅ：Ｃｄｋ４ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ１４．５组和Ｅ１８．５组Ｐ２１蛋白表达；Ｇ：Ｐ２１蛋白相对表达水平

图５　细胞衰老相关基因ｍＲＮＡ相对表达及Ｐ２１蛋白表达水平

３　讨论

　　既往研究发现，在增龄性变化过程中，组织中会逐
渐积累衰老细胞，这类细胞会持续释放炎症因子及趋

化因子等衰老相关分泌表型，在老年疾病中发挥重要

作用［１２－１３］。在病理状态下，细胞可发生应激性衰老。

大量研究证明其在肾脏疾病、心血管疾病、肿瘤进展中

发挥了重要作用［５，１４］。然而，细胞衰老除了上述病理

损伤效应以外，还具有一定的生理保护作用，可抑制肿

瘤细胞增殖、促进伤口愈合等。最近研究表明，细胞衰

老在胚肾发育过程中可以抑制细胞过度增殖，参与调

控组织重塑［１５］。但胚肾发育过程中细胞衰老过程调

控组织重塑及形态发生的具体分子机制，仍待进一步

研究。基于此，本研究利用 ＲＮＡｓｅｑ技术和生物信息
分析筛选与胚肾发育过程中与细胞衰老相关的差异表

达基因，并利用 ｑＲＴＰＣＲ及 ＷＢ技术进行验证，以期
探明胚肾发育过程中介导衰老细胞及其调控组织重塑

的具体分子机制。

　　本研究通过对 Ｅ１４．５和 Ｅ１８．５胚肾的结构分析
发现，胚龄１４．５ｄ时逗号样小体和Ｓ小体出现在输尿
管芽周围，胚龄 １８．５ｄ时可见已有成熟的肾小管形
成，同时有肾小体和早期髓质出现。采用转录组学及

生物信息学分析，发现了 Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）、Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、
Ｃｃｎｄ２和Ｃｄｋ４等６５个差异表达基因与细胞衰老密切
相关。进一步采用 ｑＲＴＰＣＲ验证这些差异表达基因
的ｍＲＮＡ表达水平，发现随着胚龄增加，Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）
ｍＲＮＡ的相对表达升高，而Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和Ｃｄｋ４
ｍＲＮＡ相对表达降低。ＷＢ验证发现，调控细胞衰老
最重要的靶基因 Ｐ２１蛋白表达水平随着胚龄的增加
而升高。

　　Ｃｄｋｎ１ａ编码的 Ｐ２１蛋白，是一种细胞周期蛋白
依赖性激酶（ＣＤＫ）抑制剂。Ｐ２１还参与调节转录、
细胞凋亡、细胞分化以及细胞迁移［１６］，与多种细胞生

命活动密切相关。它可以与多种 ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物
结合后抑制其功能，进而级联调控 Ｒｂ蛋白的磷酸化
及 Ｅ２Ｆ的释放，最终使细胞周期停滞在 Ｇ１期

［１７］。

ＧＥＯＲＧＡＫＩＬＡＳ等［１８］认为 Ｐ２１对细胞生命活动的调
控具有两面性，一方面，Ｐ２１和野生型Ｐ５３共同维持基
因组的完整性和稳定性，另一方面，当 Ｐ５３缺失或发
生突变时，Ｐ２１产生不稳定细胞，这些细胞可能形成癌
前病变。另有研究表明 Ｐ２１与胚胎发育相关，中肾、
内耳等在发育过程中可由 Ｐ２１导致衰老，在内耳的内
淋巴囊、发育的四肢、闭合的神经管和顶外胚层脊的非

分裂细胞均表达高水平的 Ｐ２１［１９－２０］。同时，Ｐ２１在糖

９８０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）



尿病肾病、急性肾损伤和慢性肾脏病等多种肾脏疾病

中都高表达［２１－２２］。并且血浆和尿液中的 Ｐ２１也可作
为ＡＫＩ和肾脏衰老的潜在生物标志物［２３］。本研究发

现Ｐ２１在 Ｅ１８．５时的表达较 Ｅ１４．５时的表达显著上
调，表明Ｐ２１可能在胚肾发育过程中通过上调衰老细
胞表型发挥重要作用。

　　大量研究报道了 Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２、Ｃｄｋ４在癌症
发生发展过程中的作用。Ｓｋｐ２在众多癌症相关信号
通路中起着关键作用，它能加快细胞生长，加速细胞周

期进程，促进迁移和侵袭，并抑制细胞凋亡，有助于肿

瘤的发生发展［２４］。Ｓｋｐ２失活后不会直接导致体内或
者体外的细胞衰老，而是在应激后引发衰老反应［２５］。

近期研究表明该基因与肾脏疾病也相关。ＭＡＤ２Ｂ诱
导Ｓｋｐ２积累有助于小管上皮间质转化和足细胞损
伤，最终导致小管间质纤维化［２６］。并且 Ｓｋｐ２参与了
由ＭＡＤ２Ｂ介导的肾小球壁层上皮细胞的激活，导致
新月体肾小球肾炎［２７］。Ｃｃｎｅ１是卵巢癌和子宫内膜癌
中常见的扩增的肿瘤基因［２８］。细胞周期蛋白 Ｅ和
ＣＤＫ２复合物的致癌激活会损伤正常的 ＤＮＡ复制，导
致复制应激和 ＤＮＡ损伤［２９］。最近的研究表明，细胞

周期蛋白Ｅ１在透明细胞肾细胞癌中高表达，可作为
透明细胞肾细胞癌预后的潜在生物标志物［３０］。Ｃｃｎｄ２
是Ｄ型细胞周期蛋白家族的成员，通过多种机制参与
细胞周期调节、分化和致癌转化。Ｃｃｎｄ２的表达是持
续性癌症干细胞生长所必需的，通过维持完整的细胞

周期和低水平 ＤＮＡ损伤积累的增殖［３１］。Ｃｃｎｄ２在约
８０％的肾母细胞瘤中高表达，是肾母细胞瘤突变、将胚
胎肾祖细胞锁定在未分化但增殖的状态的关键［３２］。

提示胚肾发育时期 Ｃｃｎｄ２的低表达更有利于细胞分
化，促进组织器官的发育。而Ｃｄｋ４不仅在细胞有丝分
裂中发挥重要作用，而且参与细胞衰老、凋亡和组蛋白

调节等生物学过程，并在多种癌症的发生发展中被异

常激活。而在一定的条件下，ＣＤＫ４／６的抑制剂会导
致细胞衰老［３３］。也有研究表明，通过抑制 ＣＤＫ４／６来
阻断细胞周期进展可以防止慢性肾损伤［３４］。本研究

结果表明，随着胚肾的发育，Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和
Ｃｄｋ４ｍＲＮＡ相对表达水平显著降低，提示胚肾发育过
程中可能通过抑制细胞增殖相关基因的表达，促进细

胞分化从而介导组织重塑。

　　综上所述，在胚肾发育过程中，细胞衰老相关基因
Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）、Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和Ｃｄｋ４发生重要变
化，Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）ｍＲＮＡ及蛋白相对表达水平显著升
高，而Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、Ｃｃｎｄ２和 Ｃｄｋ４ｍＲＮＡ相对表达水

平显著降低。本研究结果提示，胚肾发育过程中，一方

面可通过直接上调细胞衰老表型，另一方面可以抑制

细胞生长、增殖相关基因表达，共同介导细胞衰老过

程，调控组织重塑；而 Ｃｄｋｎ１ａ（Ｐ２１）、Ｓｋｐ２、Ｃｃｎｅ１、
Ｃｃｎｄ２和Ｃｄｋ４可能是该过程中的重要分子靶点。后
续将采用体内外干预研究，进一步明确上述细胞衰老

相关靶基因参与调控胚肾发育中的分子机制。
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