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　　［摘要］　目的　用胰腺炎相关性腹水（ＰＡＡＦ）刺激人单核细胞，探讨ＰＰＡＲγ激动剂吡格列酮对细胞炎症信号通路的影响。
方法　ＰＡＡＦ收集自重症胰腺炎患者。将体外培养的人单核细胞ＴＨＰ１分为４组：对照组（Ｃ组）、实验组（Ａ组）、吡格列酮组
（Ｐ组）、ＧＷ９６６２（Ｇ组）。Ａ组用ＰＡＡＦ刺激细胞；Ｐ组加入终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ吡格列酮，２ｈ后再用ＰＡＡＦ刺激细胞；Ｇ组先加

入ＰＰＡＲγ拮抗剂ＧＷ９６６２，３０ｍｉｎ后加入吡格列酮，２ｈ后再用ＰＡＡＦ刺激细胞。１２ｈ后收集４组细胞，采用实时定量ＰＣＲ方法

检测细胞 ＴＮＦα、ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达，蛋白质印迹法检测 ＮＦκＢｐ６５、ｐ３８ＭＡＰＫ的活化程度和ＩκＢ蛋白表达变化。结

果　ＰＡＡＦ刺激后，Ａ组细胞促炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达增加，ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ活化，ＩκＢ蛋白水平降低，与Ｃ组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｐ组经吡格列酮干预后，ＴＮＦα、ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达降低，ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ活性下调，ＩκＢ蛋

白表达升高，与Ａ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｇ组应用ＧＷ９６６２后可拮抗吡格列酮降低促炎细胞因子的作用，ＴＮＦα、

ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达增加，ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ活化，ＩκＢ蛋白水平降低，与Ｐ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　吡格列
酮可能通过抑制ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ炎症信号通路活化，减少促炎细胞因子产生，控制炎症发生发展。

　　［关键词］　吡格列酮；胰腺炎；单核细胞；ＮＦκＢ；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶类
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　　近年研究发现，ＰＰＡＲγ激动剂能够明显抑制促
炎细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６）的产生，在胰腺
炎［１］、炎症性肠病［２］、关节炎［３］、肺损伤［４］、血管损
伤［５］等疾病中具有抗炎效应。吡格列酮作为人工合
成的ＰＰＡＲγ激动剂，相对于脂肪酸、氧化脂肪酸、类
花生酸类物质等天然激动剂，对ＰＰＡＲγ具有更高的
选择性和更强的激活特性。我们的前期实验证实吡
格列酮对大鼠重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅ
ａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）具有干预性保护作用，它可能通过抑制

ＮＦκＢ的活化及下调ＩＣＡＭ的表达，抑制炎症反应，
减轻胰腺及远隔脏器的损伤，提高ＳＡＰ大鼠的生存
率［１，６７］。本实验拟通过体外研究，应用胰腺炎相关
性腹水（ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｓｃｉｔｉｃｆｌｕｉｄ，ＰＡＡＦ）
作用于人单核细胞，模拟人体内环境，观察吡格列酮
对ＰＡＡＦ诱导的人单核细胞炎症反应的影响，并通
过ＰＰＡＲγ拮抗剂深入分析吡格列酮发挥抗炎作用
的信号转导机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人单核细胞ＴＨＰ１（中国科学院上海细
胞库），第一链ｃＤＮＡ合成试剂盒（ＭＢＩ公司），ＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳＹＢＲＲ○ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲ○

ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），βａｃｔｉｎ单克隆抗体
（Ｓｉｇｍａ公司），ｌａｍｉｎｂ１单克隆抗体（Ｃａｒｌｓｂａｄ公
司），ＮＦκＢｐ６５ 抗体、ｐ３８ＭＡＰＫ 抗 体、磷 酸 化

ｐ３８ＭＡＰＫ抗体（ＣＳＴ公司），ＩκＢ抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司），ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清（杭
州四季青生物工程材料有限公司），ＢＣＡ蛋白检测试
剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ公司），ＥＣＬ显影液 （Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）。
吡格列酮和ＰＰＡＲγ拮抗剂ＧＷ９６６２（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．２　ＰＡＡＦ的收集处理　无菌条件下腹腔穿刺收
集３例临床诊断为ＳＡＰ（ＢａｌｔｈａｚａｒＣＴ分级达Ｄ级
以上和伴有其他器官功能不全）患者的腹水，在４℃
条件下９６８０×ｇ离心１５ｍｉｎ，提取上清并用微孔滤
膜逐层过滤，将３例患者腹水混合后分装，－８０℃储
存备用。

１．３　细胞培养及分组　ＴＨＰ１细胞采用含１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，置于３７℃５％ＣＯ２孵
育箱进行培养。将细胞分为４组：对照组（Ｃ组）、实
验组（Ａ 组）、吡格列酮组（Ｐ组）、ＧＷ９６６２组（Ｇ
组）。按５×１０５／ｍｌ密度将细胞接种于６孔板，每孔

１ｍｌ细胞悬液。Ａ组加入１００μｌＰＡＡＦ及９００μｌ
细胞培养液，使得ＰＡＡＦ终浓度为５％；Ｐ组在加入
细胞悬液后加入终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的吡格列酮进
行干预处理，２ｈ后加入终浓度为５％的ＰＡＡＦ；Ｇ组
在吡格列酮干预前加入终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ 的

ＧＷ９６６２（ＰＰＡＲγ拮抗剂），其余处理同Ｐ组；Ｃ组仅
加入等体积的细胞培养液。各组终体积均为２ｍｌ。
培养１２ｈ后收集细胞。

１．４　实时定量ＰＣＲ检测ＴＮＦα和ＩＬ６的 ｍＲＮＡ
表达　采用 ＴＲＩｚｏｌ一步法抽提细胞总 ＲＮＡ，实验
步骤严格按照试剂说明书进行。应用第一链ｃＤＮＡ
合成试剂盒按操作说明书合成ｃＤＮＡ。实时定量

ＰＣＲ在ＡＢＩ７５００（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）检测系统中
进行。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成，内参照βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣ
ＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′，下游引物５′ＧＧＧＣＣＧＧＡＣ
ＴＣＧＴＣＡＴＡＣ３′，扩增产物大小为１０５ｂｐ；ＴＮＦα
上游引物５′ＴＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＣＴ
ＴＣＡ３′，下游引物５′ＧＡＴＧＧＧＣＴＣＡＴＡＣＣＡ
ＧＧＧＣ３′，扩增产物大小为１３９ｂｐ；ＩＬ６上游引物

５′ＴＡＣＣＣＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＡＴＴＣＣ３′，下游引
物５′ＧＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧ３′，扩
增产物大小为１８５ｂｐ。记录每个ＰＣＲ循环延伸期
的荧光范围，用２－Δｃｔ代表各组细胞ｍＲＮＡ表达。

１．５　蛋白质印迹法检测 ＮＦκＢｐ６５、ｐ３８ＭＡＰＫ活
性及ＩκＢ蛋白表达　按常规方法提取细胞核蛋白及
总蛋白（核蛋白用于检测ＮＦκＢｐ６５蛋白表达，总蛋
白用于检测其他指标），用ＢＣＡ蛋白浓度分析试剂
盒测定蛋白浓度。取２０μｇ蛋白质进行垂直电泳、
转膜、５％脱脂牛奶封闭后分别加特异性一抗，室温
摇床孵育２ｈ，分别加入相应二抗，室温孵育１ｈ，

ＥＣＬ显影。Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析图片，以相应蛋
白条带的灰度值来表示ＮＦκＢｐ６５、ｐ３８ＭＡＰＫ的活
性及ＩκＢ蛋白表达水平。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件包对实验
数据进行分析，所有数据用珚ｘ±ｓ表示，各组间比较
采用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＮＦα和ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达　由图１可见，

Ｃ组细胞ＴＮＦα和ＩＬ６的 ｍＲＮＡ仅有少量表达；
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Ａ组给予ＰＡＡＦ刺激后单核细胞内ＴＮＦα和ＩＬ６
的ｍＲＮＡ的表达量高于Ｃ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；Ｐ组应用吡格列酮干预后可降低单核细
胞ＴＮＦα和ＩＬ６的ｍＲＮＡ的表达，与Ａ组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｇ组应用 ＧＷ９６６２后
可拮抗吡格列酮降低促炎细胞因子作用，与Ｐ组相
比ＴＮＦα和ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达水平升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　４组细胞培养１２ｈ后ＴＮＦα和ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达变化

Ｆｉｇ１　ＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１２ｈａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ
ＣｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＣｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，ｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＡ

ｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＰＡＡＦ，ｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＰｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０

μｍｏｌ／ＬＰＰＡＲγａｇｏｎｉｓｔｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＰＡＡＦ，

ａｎｄｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＧｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＰＡＲγａｎｔａｇｏｎｉｓｔＧＷ９６６２，

ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅａｎｄＰＡＡＦｉｎｏｒｄｅｒ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＣ；△Ｐ＜０．０５

ｖｓｇｒｏｕｐＡ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＰ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＮＦκＢｐ６５、ＩκＢ及磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表
达　由图２可见，Ｃ组细胞核内可检测到ＮＦκＢｐ６５
弱表达，细胞内可检测到ＩκＢ蛋白表达和磷酸化

ｐ３８ＭＡＰＫ弱表达；经ＰＡＡＦ刺激后，Ａ组、Ｐ组、Ｇ
组细胞核内 ＮＦκＢｐ６５表达量增加，细胞ＩκＢ蛋白
表达量降低，磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ表达量增加，与Ｃ组
相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｐ组应用吡格
列酮干预后可见细胞核内 ＮＦκＢｐ６５表达量降低，
细胞ＩκＢ蛋白表达量较增加，磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ表
达量降低，与 Ａ 组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．
０５）；Ｇ组应用ＧＷ９６６２后可拮抗吡格列酮作用，细
胞核ＮＦκＢｐ６５表达量增加，细胞ＩκＢ蛋白表达量
降低，磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ表达量增加，与Ｐ组比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　急性胰腺炎时可通过激活多种信号通路产生

ＩＬ６、ＴＮＦα 等 促 炎 细 胞 因 子，其 中 ＮＦκＢ 及

ｐ３８ＭＡＰＫ是细胞因子产生的两条主导信号通
路［８］。ＮＦκＢ是一种广泛存在于细胞中具有多向性
转录调节作用的蛋白质因子，属于ＮＦκＢ／ＲＥＬ家族
成员。静息状态下 ＮＦκＢ与抑制蛋白ＩκＢ结合，以
无活性状态存在胞浆内。细胞外多种刺激可以活化

ＩκＢ激酶（ＩＫＫ）而使ＩκＢ磷酸化后降解，ＮＦκＢ随

图２　ＰＡＡＦ刺激后１２ｈ后细胞内ＮＦκＢｐ６５、ＩκＢ和磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＮＦκＢｐ６５，ＩκＢａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐ３８ＭＡＰＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ１２ｈａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｉｎ４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＣｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＣｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，ｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＡｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＰＡＡＦ，ｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＰｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌ

ＰＰＡＲγａｇｏｎｉｓｔｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＰＡＡＦ，ａｎｄｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＧｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＰＡＲγａｎｔａｇｏｎｉｓｔＧＷ９６６２，ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅａｎｄ

ＰＡＡＦｉｎｏｒｄｅｒ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＣ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＰ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

即活化，进入核内与相应ＤＮＡ 序列结合，调控诸多
促炎细胞因子表达。ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１２
等炎症因子基因启动子上都具有 ＮＦκＢ的结合位
点，因此这些因子的表达在基因水平上受到 ＮＦκＢ

的调控［９］。ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路主要参与应激条件
下细胞炎症反应和细胞凋亡过程［１０］。ｐ３８ＭＡＰＫ通
路激活与多种炎性细胞因子（如ＩＬ１、ＴＮＦα和ＩＬ
６等）的释放有关，故被认为是控制炎症反应最主要
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的成员之一。Ｓｈｉｂａｔａ等［１１］研究神经系统小胶质细

胞炎症反应发现，吡格列酮可通过抑制 ＮＦκＢ及

ｐ３８ＭＡＰＫ活化保护神经元，阻碍疾病进展。Ｗｅｉ
ｇｕｏ等

［１２］发现吡格列酮可抑制血管紧张素Ⅱ引起的
树突状细胞的 ＮＦκＢ及ｐ３８ＭＡＰＫ活化。但吡格
列酮 是 否 也 通 过 抑 制 人 单 核 细 胞 ＮＦκＢ 及

ｐ３８ＭＡＰＫ 活化而发挥抗炎作用，现尚无研究
报道。　　　　
　　我们前期的研究结果显示 ＮＦκＢ的活性与

ＳＡＰ大鼠胰腺局部炎症反应程度呈正相关，而应用
吡格列酮干预后，能够减轻ＳＡＰ大鼠的炎症程度，
抑制ＮＦκＢ的激活，减少细胞间黏附分子１的表
达［７］。本实验结果显示人单核细胞经ＰＡＡＦ作用
后炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达升高，细胞
核ＮＦκＢｐ６５表达增加，即 ＮＦκＢ活化，而应用吡
格列酮后可减少ＩＬ６、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达，并抑
制ＮＦκＢ激活；应用ＧＷ９６６２后ＩＬ６、ＴＮＦα基因
表达和ＮＦκＢｐ６５表达再次升高，提示吡格列酮可
能通过ＰＰＡＲγ依赖机制发挥对ＮＦκＢ信号通路的
抑制作用。此外，我们检测了４组细胞ＩκＢ蛋白表
达变化，发现对照组ＩκＢ蛋白正常表达，ＰＡＡＦ刺激
后ＩκＢ蛋白减少，吡格列酮作用后ＩκＢ蛋白增加，与
细胞核ＮＦκＢｐ６５表达量变化相反。因此我们推
测，吡格列酮保护人单核细胞、发挥抗炎作用与其减
少ＩκＢ蛋白降解，继而抑制 ＮＦκＢ活化密切相关。

Ｚｉｎｇａｒｅｌｌｉ等［１３］通过建立多种细菌性败血症的动物

实验模型，也提出ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２或环格
列酮能够改善病情，减轻模型炎症与ＰＰＡＲγ激动
剂降低ＩＫＫ的活性、减少ＩκＢ的降解相关，与本研
究结果一致。

　　本实验同时检测了ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化水平。
正常ＴＨＰ１细胞中有磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ弱表达，说
明ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路参与维持细胞的基础生
理状态。ＰＡＡＦ刺激细胞后，磷酸化的ｐ３８ＭＡＰＫ
表达明显升高，提示ｐ３８ＭＡＰＫ在单核细胞炎症反
应中持续活化，促进炎症发生、发展。应用吡格列酮
干预处理细胞后可一定程度下调ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸
化水平，而 ＧＷ９６６２可拮抗吡格列酮的这一作用，
提示吡格列酮抗炎机制可能包括抑制ｐ３８ＭＡＰＫ促
炎细胞信号通路。

　　综上所述，吡格列酮干预处理可能是通过抑制

ＮＦκＢｐ６５和ｐ３８ＭＡＰＫ的活性，下调下游促炎细
胞因子水平从而减轻ＰＡＡＦ刺激的单核细胞炎症
反应，提示在ＳＡＰ早期采取积极的干预措施，有望
阻止促炎细胞因子的级联释放，减少ＳＡＰ并发症的
发生。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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