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Ｎｐｃ１基因突变引起脂质代谢异常从而诱导
肾脏细胞凋亡并促进纤维化
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　　［摘　要］　目的：研究Ｎｐｃ１基因突变小鼠肾脏细胞及组织功能异常情况，为 Ｃ１型尼曼匹克病（ＮＰＣ１）患者
的治疗提供借鉴。方法：取出生后６０ｄ的 Ｎｐｃ１－／－与Ｎｐｃ１＋／＋小鼠，ＨＥ染色检测肾脏组织形态变化；油红Ｏ染色
检测肾脏组织中脂质代谢变化；ＴＵＮＥＬ染色检测肾脏细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾脏组织中凋亡相关蛋白的
表达变化；免疫荧光检测肾脏组织中α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）和波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的表达变化。结果：形态学
观察表明，与Ｎｐｃ１＋／＋小鼠相比，Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾组织出现明显空泡，且无脂质沉积；随后，ＴＵＮＥＬ染色结果显示
Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏中凋亡细胞数量显著增多（Ｐ＜００１），并且凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｂａｄ表达水平显著增高（Ｐ＜
００１），而抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达水平显著下降（Ｐ＜００５）；免疫荧光检测显示 Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏组织中 αＳＭＡ及
ｖｉｍｅｎｔｉｎ染色阳性区域强度及面积均显著提高（Ｐ＜００１）。结论：Ｎｐｃ１基因突变可引起小鼠肾脏结构变化及细胞
脂质代谢异常，从而诱导肾脏细胞凋亡并促进肾脏组织纤维化。

［关键词］　Ｃ１型尼曼匹克病；脂质代谢；细胞凋亡；纤维化；Ｎｐｃ１基因
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　　尼曼－匹克病（ＮｉｅｍａｎｎＰｉｃｋｄｉｓｅａｓｅ）属于常染
色体隐性遗传病，以先天性糖脂代谢障碍为特征，累

及患者全身脏器［１３］；其临床发病率约为１／２５０００，
主要分为４种类型：Ａ、Ｂ型属于神经鞘磷脂酶缺乏
或活性不足，而Ｃ、Ｄ型属于细胞内胆固醇代谢运输
障碍。目前研究发现 ９５％的 Ｃ１型尼曼 －匹克病
（ＮｉｅｍａｎｎＰｉｃｋｄｉｓｅａｓｅｔｙｐｅＣ１，ＮＰＣ１）患者源于第１８
对染色体上的Ｎｐｃ１基因突变，引起细胞内胆固醇累
积，并随患者年龄增长而导致机体脂质代谢异常加

剧［１４］。ＮＰＣ１具有致命性，早期临床症状不明显，极
易被误诊，患者多在３～７岁出现神经系统症状，多
数患者死于青少年期［２６］。

已有研究证明，Ｎｐｃ１基因突变小鼠的病理改变
和临床症状与ＮＰＣ１患者极为相似，是研究 ＮＰＣ１发
病机制的合适动物模型。Ｎｐｃ１基因突变小鼠与
ＮＰＣ１患者成纤维细胞中均存在脂质与胆固醇异常
沉积，并出现细胞损伤自噬［７］；且 Ｎｐｃ１基因突变小
鼠较正常小鼠嗅觉神经元凋亡显著增多［８］。目前，

ＮＰＣ１相关研究多集中在神经系统和肝脾器官
等［９１３］，而 Ｎｐｃ１基因突变对肾脏的影响鲜有报道。
因此，本研究主要通过观察与检测 Ｎｐｃ１基因突变对
小鼠肾脏功能与相关病理特征的影响，以期为临床

上对ＮＰＣ１患者的管理和用药提供参考资料。

材　料　和　方　法

１　实验动物
ＳＰＦ级Ｎｐｃ１＋／－小鼠（ＢＡＬＢ／ｃＮｃｔｒＮｐｃ１ｍ１Ｎ／Ｊ）由

浙江大学段树民院士课题组馈赠。选取 ８周龄
Ｎｐｃ１＋／－雄鼠与Ｎｐｃ１＋／－雌鼠按雄雌比例１∶２合笼，
交配得子鼠，基因鉴定后，按雄雌比例 ３∶２选取
Ｎｐｃ１＋／＋和 Ｎｐｃ１－／－小鼠各５只，养至２月龄。本研
究所用实验动物均饲养于 ＳＰＦ环境中，温度２０～２５
℃，相对湿度３５％ ～６５％，换气２５次／ｈ，１２ｈ／１２ｈ
明暗交替，基因鉴定方法参考文献［１４］。
２　实验试剂

苏木素和油红Ｏ均购自Ｓｉｇｍａ；伊红Ｙ（水溶性）
购自国药集团；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒和 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒均购自碧云天公司；ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶制备试剂盒购自索莱宝公司；抗 Ｂａｘ、Ｂａｄ和
Ｂｃｌ２抗体购自博士德公司；抗 α平滑肌肌动蛋白
（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、波形蛋白（ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ）和ＧＡＰＤＨ单克隆抗体及相关Ⅱ抗购自 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）；硝酸纤维素膜购自 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ。
３　主要方法
３．１　肾脏组织分离采集　取出生后第６０天（ｐｏｓｔ

ｎａｔａｌｄａｙ６０，Ｐ６０）的 Ｎｐｃ１＋／＋和 Ｎｐｃ１－／－小鼠各 ５
只，乙醚麻醉后，快速分离肾脏并置于１０％中性福尔
马林固定，常规脱水后部分进行石蜡包埋切片（４
μｍ），苏木素伊红（ＨＥ）染色，观察肾脏组织形态；部
分肾脏组织进行常规冰冻切片（４μｍ），进行下一步
的油红Ｏ染色、ＴＵＮＥＬ凋亡染色以及αＳＭＡ和ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ免疫荧光染色。剩余组织冻存于 －８０℃冰箱
进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。本实验小鼠处理和实验步
骤按照新乡医学院医学与实验动物委员会的指导方

针进行。

３．２　ＨＥ染色　将石蜡切片依次放入二甲苯Ⅰ（１０
ｍｉｎ）、二甲苯Ⅱ（１０ｍｉｎ）、无水乙醇Ⅰ（５ｍｉｎ）、无水
乙醇Ⅱ（５ｍｉｎ）、９５％乙醇（３ｍｉｎ）、９０％乙醇（３ｍｉｎ）、
８０％乙醇（２ｍｉｎ）、７０％乙醇（２ｍｉｎ），然后蒸馏水浸洗
２ｍｉｎ。切片入Ｍａｙｅｒ氏苏木素染液染色５～７ｍｉｎ，
双蒸水浸洗返蓝，风干后中性树胶封片。光学显微

镜下观察肾组织形态结构变化，并进行图像采集。

３．３　油红Ｏ染色　冰冻切片用甲醛钙固定１０ｍｉｎ
后蒸馏水浸洗，６０％异丙醇浸洗，油红 Ｏ染液染１０
ｍｉｎ，６０％异丙醇分色至背景无色，蒸馏水洗。Ｍａｙｅｒ
苏木素复染５～７ｍｉｎ，自来水洗（蓝化）１～３ｍｉｎ；蒸
馏水洗后水溶性封片剂封片。光学显微镜下观察，

并进行图像采集。

３．４　ＴＵＮＥＬ染色　取冰冻切片，按试剂盒所示步骤
进行操作，检测肾小管细胞凋亡及坏死状况，并进行

凋亡细胞数计数。共聚焦显微镜下观察并进行图像

采集，每张切片随机选取１０个视野，计算每个视野
内平均阳性细胞数，进行统计分析。

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　ＢＣＡ法定量后，ＳＤＳＰＡＧＥ分离
后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ上，５％脱脂奶粉室温封闭１
ｈ；含吐温２０的 ＴＢＳ（ＴＢＳＴ）洗膜后，分别加入 Ｂａｘ、
Ｂａｄ和Ｂｃｌ２Ⅰ抗（１∶１０００稀释），４℃孵育过夜；
ＴＢＳＴ洗３次后加入相应Ⅱ抗（１∶２０００稀释），室温
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ浸洗后进行ＥＣＬ反应曝光，并进行图
像采集。对所采集图像通过ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋
白与内参蛋白（ＧＡＰＤＨ）灰度值，进行统计分析。
３．６　免疫荧光　取冰冻切片，体积分数 ０４％的
Ｔｒｉｔｏｎ透膜１５ｍｉｎ，５％山羊血清封闭６０ｍｉｎ，分别滴
加αＳＭＡ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体（１∶１００稀释），
４℃孵育过夜后加入相应荧光Ⅱ抗，室温孵育 ９０
ｍｉｎ，共聚焦显微镜观察，并在同一曝光强度下进行
图像采集。将所采集图像利用ＩｍａｇｅＪ软件转为黑白
格式，通过计算灰度值来半定量图片中荧光强度和

荧光面积，并进行统计分析。

４　统计学处理
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所有检测数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表
示，组间均数比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，用 ＳＰＳＳ
１３０软件完成统计，以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　　果

１　Ｎｐｃ１基因突变导致小鼠肾脏组织形态及脂质代
谢异常

截止Ｐ６０取材前，Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠饮食、排泄正
常，活动灵敏；而Ｎｐｃ１－／－组小鼠反应逐渐迟钝，精神

萎靡，至生长后期，体型消瘦、排尿出现异常。Ｐ６０取
材，与 Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠相比，Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾脏体
积缩小而质地坚韧。随后肾脏 ＨＥ染色结果显示，
Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠肾脏中肾小球结构正常，间质细胞无
过度增生肥大；而Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾组织出现明显的
空泡（图中黑色箭头所示），见图１。进一步，油红 Ｏ
染色结果显示，Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠肾脏组织脂质染色阳
性，细胞脂质正常，可见鲜红色脂滴沉积（图２Ｃ中黑
色箭头所示），而 Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾组织中无明显脂
质沉积，见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＮｐｃ１－／－ｍｉｃｅ．ＡａｎｄＣ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ
ｉｎＮｐｃ１＋／＋ｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）；ＢａｎｄＤ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎＮｐｃ１－／－ ｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ），
ａｎｄｔｈｅｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓ．

图１　ＨＥ染色显示Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏组织中存在明显空泡

２　Ｎｐｃ１基因突变促进小鼠肾脏细胞显著凋亡
ＴＵＮＥＬ染色结果如图３Ａ中白色箭头所示，Ｐ６０

Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠肾脏细胞仅存在极少量凋亡细胞，而
Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾脏细胞中，ＴＵＮＥＬ阳性细胞显著增
多（Ｐ＜００１），见图３Ａ、Ｂ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与
Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠相比，Ｎｐｃ１－／－小鼠组肾脏组织中促
凋亡蛋白Ｂａｘ与Ｂａｄ的表达均显著增加（Ｐ＜００１），
而抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达则显著下降（Ｐ＜００５），
见图３Ｃ、Ｄ。
３　Ｎｐｃ１基因突变增加小鼠肾脏组织纤维化

在发育成熟的肾脏组织中，αＳＭＡ阳性表达常
见于病理情况下，而 ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达常见于间充
质细胞及成纤维细胞中。免疫荧光检测结果示，

Ｎｐｃ１＋／＋组小鼠肾脏细胞中 αＳＭＡ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性
表达细胞较少，而Ｎｐｃ１－／－组小鼠肾脏细胞中αＳＭＡ
及ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达细胞的荧光表达强度和面积均

显著增高（Ｐ＜００１），见图４。

讨　　论

以脂质代谢异常为病理特征的ＮＰＣ１患者，临床
表现常以神经系统异常为主，并伴随骨髓和肝脏出

现标志性泡沫细胞［１５１６］，故神经系统病变常作为目

前主要的研究方向和临床治疗侧重点［９１１］。除神经

系统病变外，临床上亦有报道ＮＰＣ１成人患者出现严
重肾损伤［１７］，而长期病理状态会导致的肾小管上皮

细胞不可逆凋亡，是引起肾纤维化的重要机制之

一［１８］。同时，凋亡导致大量实质细胞的减少，促进组

织结构重塑并参与组织纤维化发展［１９２０］。此外，本

课题组前期研究发现与 Ｐ６０的 Ｎｐｃ１＋／＋小鼠相比，
Ｎｐｃ１－／－小鼠的体重和肾脏重量显著降低，肝肾功能
明显减退，且出现衰老现象［１４］。

　　而本实验进一步显示Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏组织出现
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｎｏｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＮｐｃ１－／－ｍｉｃｅ．ＡａｎｄＣ：ｏｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＮｐｃ１＋／＋ｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ），ａｎｄｔｈｅｒｅｄｌｉｐｉｄｄｒｏｐ
ｌｅｔｓｗｅｒｅｃｌｅａｒｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｕｎｉｆｏｒｍｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）；ＢａｎｄＤ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮｐｃ１＋／＋ｍｉｃｅ，ｎｏ
ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＮｐｃ１－／－ｍｉｃｅ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｏｆＮｐｃ１ｇｅｎｅｃｏｕｌｄｌｅａｄｔｏ
ａｂｎｏｒｍａｌｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）．

图２　油红Ｏ染色显示Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏组织中无明显脂质沉积

Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｎｐｃ１ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅ．Ａ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
ｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ＢａｘａｎｄＢａｄ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＮｐｃ１＋／＋ｇｒｏｕｐ．

图３　Ｎｐｃ１基因突变促进小鼠肾脏细胞凋亡

·８７１２·



Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｎｐｃ１ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍｉｃｅ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

αＳＭＡ（Ａ）ａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｂ）ｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ，ａｎｄｔｈｅαＳＭＡ／ｖｉｍｅｎｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｗｈｉｔｅａｒ
ｒｏｗ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００１ｖｓＮｐｃ１＋／＋ｇｒｏｕｐ．

图４　Ｎｐｃ１基因突变促进小鼠肾脏组织纤维化

大量空泡，油红 Ｏ染色结果阴性，确认 Ｎｐｃ１基因突
变可导致肾脏细胞脂质代谢异常；而脂质代谢异常

进一步促进Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏细胞发生明显凋亡；并
且肾脏组织中抗凋亡蛋白显著降低，促凋亡蛋白显

著增加，表明Ｎｐｃ１基因突变可导致肾脏功能和形态
学异常。此外，在正常肾组织中 αＳＭＡ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
表达水平较低［２１］，但 Ｎｐｃ１－／－小鼠肾脏组织中二者
表达量显著增加。而αＳＭＡ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ作为间充质
细胞和肌成纤维细胞的重要标志物，与组织纤维化

有着密切联系，该结果提示Ｎｐｃ１－／－小鼠组肾脏组织
中存在大量间质细胞及成纤维细胞，且间充质细胞

可转分化为肌成纤维细胞，最终促进肾脏组织纤维

化。基于上述实验结果推测 Ｎｐｃ１基因突变导致的
肾脏组织中脂质代谢异常，随后损伤肾脏细胞促进

细胞凋亡，导致肾功能减退，并加重肾脏组织纤维

化。深入研究 Ｎｐｃ１基因突变导致肾脏细胞凋亡并
促进纤维化发生的潜在机制，将为ＮＰＣ１的治疗提供
参考资料。

综上所述，本研究结果表明 Ｎｐｃ１基因突变可导
致肾脏细胞凋亡并促进肾脏组织纤维化，该结果可

为ＮＰＣ１患者的治疗提供借鉴。而临床上除关注
ＮＰＣ１患者神经系统病变治疗外，也应对患者其他脏
器（如肾脏）的功能异常进行相关干预治疗，系统性

改善患者机体功能，延缓机体全身性损伤，提高患者

生存质量。
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