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过氧化物酶体增殖物激活受体γ对ＴＮＦα诱导的肾脏内髓集合管上皮
细胞损伤的保护作用
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［摘要］　目的：观察过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲ）γ高表达对小鼠肾脏内髓集合管上皮细胞（ＩＭＣＤ）炎性刺激的反

应。方法：实验分为４组：ＩＭＣＤ空白对照组，ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα刺激组，转染ＰＰＡＲγ野生型质粒的转染空白组（ＰＰＡＲγＩＭＣＤ
组）和ＰＰＡＲγＩＭＣＤ＋ＴＮＦα刺激组。ＴＮＦα刺激：采用ＴＮＦα５０ｎｇ／ｍｌ作用２４ｈ；质粒转染：将小鼠野生型ＰＰＡＲγ１质粒转染

于ＩＭＣＤ细胞使ＰＰＡＲγ高表达。ＥＬＩＳＡ方法检测细胞上清液 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１ 分泌量。结果：转染ＰＰＡＲγ野生型质粒的

ＩＭＣＤ细胞ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和蛋白高表达。ＩＭＣＤ空白对照组和 ＰＰＡＲγＩＭＣＤ转染空白组相比，细胞上清液 ＭＣＰ１和

ＴＧＦβ１ 含量无显著性差异；ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα刺激组培养上清液中 ＭＣＰ１和ＴＧＦβ１ 表达明显增加（与ＩＭＣＤ空白对照组相比，

Ｐ＜０．００５），ＰＰＡＲγＩＭＣＤ＋ＴＮＦα刺激组培养上清液中 ＭＣＰ１和ＴＧＦβ１ 的分泌与ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα刺激组相比显著减少（Ｐ＜

０．０５和Ｐ＜０．００５）。结论：ＩＭＣＤ细胞转染ＰＰＡＲγ野生型质粒使得ＰＰＡＲγ高表达后具有抗炎和抗纤维化作用。

［关键词］　过氧化物酶体增殖物激活受体γ；肿瘤坏死因子α；肾小管上皮细胞
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　　过氧化物酶体增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲｓ）属于细胞
核受体超家族成员［１］，是一类由配体激活的核转录
因子，目前已鉴定出 ３ 种 ＰＰＡＲ 亚型：ＰＰＡＲα、

ＰＰＡＲβ（亦称ＰＰＡＲδ、ＮＵＣ１或ＦＡＡＲ）、ＰＰＡＲγ。
其中ＰＰＡＲγ主要表达于脂肪细胞，在其他细胞上
也有所表达，在肾脏主要表达于内髓集合管上皮细
胞（ｉｎｎｅｒｍｅｄｕｌｌａｒｙｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｄｕｃｔ，ＩＭＣＤ）和间质
细胞、肾小球系膜细胞等［２］。

　　ＰＰＡＲγ在正常肾脏主要表达于髓质集合管和
间质细胞，推测其功能可能与调节水盐平衡、维持血
容量有关［２］。许多研究已证实，在损伤刺激下，肾组

织ＰＰＡＲγ的表达升高，并可使其表达位置发生改
变，在受损细胞上表达增强［３～５］。该现象被认为是
病理生理条件下机体保护性的代偿反应，使之易于
被其配体活化，对抗组织细胞损伤等炎症及氧化应
激反应以及继发的间质成纤维细胞增殖。生理情况
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下，ＰＰＡＲγ在ＩＭＣＤ上有一定量的表达，在小管间
质性疾病中，ＩＭＣＤ易受损伤，表现为集合管上皮
细胞失去分化的表型特征，重新进入细胞周期，或者
凋亡，或者去分化产生子细胞并大量分泌细胞外基
质。同时损伤的ＩＭＣＤ又可分泌炎症趋化因子加剧
肾小管间质炎症反应，还可分泌致纤维化的生长因
子促使间质纤维化发生，直接参与了慢性肾间质纤
维化的发病进程［６］。

　　本实验采用基因转染技术，将ＰＰＡＲγ１ 野生型
质粒转染小鼠ＩＭＣＤ，观察ＰＰＡＲγ１ 高表达对肾小
管上皮细胞是否具有直接抗炎症或抗纤维化作

用。　　　　

１　材料和方法

１．１　材料　ＴＮＦα（Ｓｉｇｍａ公司），脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃ
ｔｉｎ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），大鼠抗小鼠ＰＰＡＲγ单克
隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｔｚ公司），细胞胞质、胞核蛋白抽
提试剂盒（美国 Ａｃｔｉｖｅｍｏｔｉｆ公司），ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１
ＥＬＩＳＡ免疫试剂盒（美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司），质粒中
等量抽提试剂盒（上海普飞公司）。ｍＩＭＣＤ３细胞
株（小鼠肾脏内髓集合管上皮细胞）及ＰＰＡＲγ野生
型质粒ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＰＡＲγ１／ＷＴ由美国田纳西
州Ｖａｎｄｅｒｂｉｌｔ大学郝传明教授提供。

１．２　细胞培养条件　６孔培养板，接种密度４×
１０５／孔，含１０％热灭活血清的ＤＭＥＭ 培养液培养，
待细胞生长至９０％左右融合时，用无血清培养液培
养１２ｈ后分组进行实验。

１．３　实验分组　ＩＭＣＤ空白对照组、ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα
刺激组、转染ＰＰＡＲγ野生型质粒的ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ
ＰＰＡＲγ１／ＷＴＩＭＣＤ对照组（ＰＰＡＲγＩＭＣＤ组）和

ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＰＡＲγ１／ＷＴＩＭＣＤ＋ＴＮＦα 刺激
组（ＰＰＡＲγＩＭＣＤ＋ＴＮＦα组）。ＴＮＦα刺激：ＴＮＦα
５０ｎｇ／ｍｌ，作用２４ｈ。质粒转染：（１）取２μｇ质粒

ＤＮＡ溶于２５０μｌＯｐｔｉＭＥＭⅠ无血清培养液中，轻
柔混匀。（２）６μｌＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００，溶于２４４μｌＯｐｔｉ
ＭＥＭⅠ无血清培养液中，轻柔混匀，室温下放置５
ｍｉｎ。（３）混合上述两种液体，轻柔混匀，室温下孵育

２０ｍｉｎ。（４）生长成片的细胞每孔加入上述混合液

５００μｌ，另加入ＯｐｔｉＭＥＭⅠ５００μｌ，轻轻前后晃动６
孔板，混匀，３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后用于实
验。未转染对照组细胞实验前２４ｈ更换 Ｏｐｔｉ
ＭＥＭⅠ培养。上述各组分别无血清培养２４ｈ成
模，留取上清液进行蛋白定量及上清液ＥＬＩＳＡ检测
用，细胞分别提取蛋白和ｍＲＮＡ置于－７０℃冰箱备
用，进行ＲＴＲＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测。细胞标

本重复例数为４。

１．４　ＲＮＡ提取和ＲＴＰＣＲ　按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（德
国Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ公司）提供的方法提取细胞总ＲＮＡ，
按逆转录试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）说明进行

ＰＣＲ反应。引物由上海生工试剂公司合成。小鼠

ＧＡＰＤＨ引物：正链５′ｇｃａｇｔｇｇｃａａａｇｔｇｇａｇａｔｔ
３′，负链５′ｇｔｃｔｔｃｔｇｇｇｔｇｇｃａｇｔｇａｔ３′，特异扩增片
段为４９０ｂｐ；反应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，９４℃３０
ｓ、５５℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ，２７个循环，７２℃延伸１０
ｍｉｎ。小鼠ＰＰＡＲγ引物 ：正链５′ａｃｃａｃｔｃｇｃａｔｔｃｃｔ
ｔｔｇａｃ３′，负链５′ｔａａｃｔｃａｃｇｇｃｔｃａｇａｃａｃｃ３′，特异
扩增片段为２６５ｂｐ；反应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ、５３℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，３６个循环，７２℃延
伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分
离。应用凝胶成像系统分析成像，以目的ＰＰＡＲγ
片段／ＧＡＰＤＨ片段的条带光密度比值进行比较。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测蛋白　依照细胞胞质、胞
核蛋白提取试剂盒的说明操作，按蛋白定量试剂盒
（考马斯亮蓝法，南京建成生物公司）说明测定蛋白
质浓度，－７０℃冷冻保存。取２０μｇ细胞胞核蛋白
经１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，转移至硝酸纤维
素膜上，用７％的脱脂奶粉ＰＢＳＴ溶液室温封闭１
ｈ，洗膜后加入７％脱脂奶粉ＰＢＳＴ溶液配制的大鼠
抗小鼠ＰＰＡＲγ单克隆抗体（１５００）（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）４℃过夜，再用 ＨＲＰ标记的山羊抗大鼠ＩｇＧ（１

１０００，普飞公司）进行杂交，最后加入免疫印迹化学
发光试剂（普飞公司）进行显影。杂交结果在Ｂｉｏ
Ｒａｄ凝胶成像分析系统中进行光密度分析，强度以
光密度与面积的乘积（Ｄ×ｍｍ２）来表示。

１．６　ＩＭＣＤ细胞上清液 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１ＥＬＩＳＡ测
定　ＩＭＣＤ 细胞测定蛋白浓度后，用 ＭＣＰ１或

ＴＧＦβ１ＥＬＩＳＡ试剂盒提供的方法进行测定，４５０ｎｍ
波长ＥＬＩＳＡ计数。计算每毫克细胞蛋白中 ＭＣＰ１
或ＴＧＦβ１的含量（以细胞数校正），结果以ｐｇ／ｍｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ表示。

１．７　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，利用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，采用单因素方差
分析及ＳＮＫ检验比较各组间差异。

２　结　果

２．１　ＩＭＣＤ细胞转染ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＰＡＲγ１野生

型质粒后ＰＰＡＲγ表达　ＰＰＡＲγＩＭＣＤ转染组细胞
表达绿色荧光蛋白，以细胞核为著（图１），经 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹法检测（图２），其蛋白表达量较ＩＭＣＤ对照
组明显增高（４４．４３３３±１０．５６４２ｖｓ１９３．６６６７±
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１７．０４７７，Ｐ＝０．０００）。与ＩＭＣＤ 对照组相比，

ＰＰＡＲγＩＭＣＤ转染组细胞ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达明
显增高（０．３６２８±０．１７８８ｖｓ０．８９９３±０．５４６７，

Ｐ＜０．０５）。

图１　转染野生型ＰＰＡＲγ质粒的

ＩＭＣＤ细胞表达绿色荧光蛋白

Ｆｉｇ１　ＩＭＣＤｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄ

ｔｙｐｅｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＰＡＲγ１

ｐｌａｓｍｉｄｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＰＰＡＲγ蛋白表达情况

Ｆｉｇ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＰＰＡＲγｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ＩＭＣＤｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＩＭＣＤｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰＰＡＲγ

２．２　ＰＰＡＲγ高表达对ＴＮＦα刺激的ＩＭＣＤ细胞上
清液 ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ１ 的影响　ＩＭＣＤ 对照组和

ＰＰＡＲγＩＭＣＤ组 ＭＣＰ１表达接近，均非常少。加
入ＴＮＦα刺激后，细胞上清液 ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ１ 的
含量明显增高（Ｐ＜０．００５），且 ＰＰＡＲγＩＭＣＤ＋
ＴＮＦα组 ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ１ 的表达水平明显低于

ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．００５，表１），说
明ＰＰＡＲγ转染能够显著下调ＴＮＦα刺激下 ＭＣＰ１
和ＴＧＦβ１ 的表达。

３　讨　论

　　ＴＮＦα在肾小管间质炎症和纤维化发展进程中
具有始动作用。它能刺激肾小管上皮细胞分泌

ＭＣＰ１，并进一步起到炎症趋化作用［７］。因而肾小
管上皮细胞不仅是损伤的对象，而且是损伤的参与
者。

　　我们在预试验中观察了不同剂量ＴＮＦα刺激对

ＩＭＣＤ增殖活力和 ＭＣＰ１的影响，发现 ＴＮＦα５０

ｎｇ／ｍｌ刺激２４ｈ使细胞 ＭＣＰ１的分泌处于上升表
达处，具有显著的细胞炎性损伤作用，同时能保证细
胞一定的存活率（细胞活力为８３．３％）。因而，实验
选用ＴＮＦα５０ｎｇ／ｍｌ作用２４ｈ作为刺激条件。

表１　ＩＭＣＤ细胞上清液 ＭＣＰ１和ＴＧＦβ１ 含量

Ｔａｂ１　ＭＣＰ１ａｎｄＴＧＦβ１ｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆＩＭＣＤｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＣＰ１ ＴＧＦβ１

ＩＭＣＤｃｏｎｔｒｏｌ １３５８．９６± ３８８．８５±
３３５．５８ １５３．７１

ＩＭＣＤ＋ＴＮＦα １４９１２．２６± １２６３．９６±
２３９２．８１ １１８．５２

ＰＰＡＲγＩＭＣＤ １３６３．７８± ２８７．５１±
１９０．７６ １８８．２２

ＰＰＡＲγＩＭＣＤ＋ＴＮＦα ６０２６．２０± ７９９．２７±
８４２．５９△▲ ４９．４４△△▲▲

　Ｐ＜０．００５ｖｓＩＭＣＤｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．００５ｖｓ

ＰＰＡＲγＩＭＣＤｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．００５ｖｓＩＭＣＤ＋ＴＮＦα

ｇｒｏｕｐ

　　许多实验表明，受损肾组织中ＰＰＡＲγ表达显
著增加，推测是机体对损伤的代偿性反应［３～５］。那
么ＰＰＡＲγ高表达是否具有对抗损伤的保护性作用
呢？为了回答上述问题，在本实验中设计了ＰＰＡＲγ
野生型质粒转染组，观察ＰＰＡＲγ高表达本身是否
具有保护性作用。

　　通过质粒酶切分析以及比较ＰＰＡＲγｍＲＮＡ及
蛋白质表达、转染细胞绿色荧光蛋白表达等方法证
实ＰＰＡＲγ野生型质粒成功转染；转染了ＰＰＡＲγ野
生型质粒后的ＩＭＣＤ细胞高表达ＰＰＡＲγ。

　　实验结果说明，ＰＰＡＲγ高表达本身具有潜在的
抗炎症和抗纤维化作用，表现在：（１）ＰＰＡＲγ高表达
能减少ＴＮＦα刺激下ＩＭＣＤ细胞分泌合成 ＭＣＰ１，
减少了炎性细胞趋化因子的表达，在体内将能减少
巨噬细胞等炎性细胞在肾脏组织聚集引起的损伤。
（２）ＰＰＡＲγ高表达能减少ＴＮＦα刺激诱导的致纤维
化生长因子ＴＧＦβ１ 的合成分泌。类似的结果国外
也有报道，Ｚｈｅｎｇ等［８］在系膜细胞的体外实验中观

察到，转染了ＰＰＡＲγ显性抑制性（ｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇ
ｔｉｖｅ）质粒后，在ＰＰＡＲγ低活性表达时ＴＧＦβ１ 反应
性增强，合成Ⅰ型胶原增多；而ＰＰＡＲγ蛋白高表达
能阻断 ＴＧＦβ１ 诱导的纤维连接蛋白表达

［９］，提示

ＰＰＡＲγ对ＴＧＦβ具有抑制性作用。其他脏器研究
中也提示ＰＰＡＲγ高表达具有抗纤维化作用［１０，１１］。

　　总之，本实验通过将ＰＰＡＲγ转染至ＩＭＣＤ细
胞，使ＰＰＡＲγ在细胞中高表达，证实了ＰＰＡＲγ高
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表达对肾小管上皮细胞ＴＮＦα刺激损伤具有保护性
作用。
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