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过氧化物酶增殖物激活受体γ在大鼠肾脏组织衰老过程中的表达变化
及其与氧化应激的关系
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［摘要］　目的：观察过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）在不同年龄大鼠肾组织中的表达与分布，并进一步探讨其与衰

老过程中氧化应激的关系。方法：选用３个月龄、１２个月龄、２４个月龄自然衰老ＳＤ大鼠为模型，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析ＰＰＡＲγ
在不同年龄大鼠肾组织中的表达，通过测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰＸ）的活性反映肾组织细胞抗

氧化能力。结果：应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肾脏ＰＰＡＲγ的蛋白表达，发现ＰＰＡＲγ蛋白在大鼠肾组织中表达随月龄下降，３月

龄肾组织中ＰＰＡＲγ表达明显高于２４个月龄大鼠（Ｐ＜０．０１）；ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ活性均随月龄增加明显下降（Ｐ＜０．０１），两者的

活性均与ＰＰＡＲγ蛋白的表达呈明显正相关（ｒ＝０．９００，ｒ＝０．８９０，Ｐ均＜０．０１）。结论：ＰＰＡＲγ在大鼠肾组织衰老过程中呈下

降趋势，这种变化与肾脏组织抗氧化应激能力下降有关。
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　　衰老，亦称老化，是指随着年龄增长而产生的一
系列生理学和解剖学的变化，也是人体对内外环境
适应能力逐渐减退的表现［１］。肾脏内的氧供十分丰
富，血供量大，是机体内最易产生氧自由基（ＯＦＲ）的
器官之一。随着自由基化学和自由基生物学的研究
深入发展，现普遍认为氧自由基等是损伤肾组织的

主要 因 素［２］。过 氧 化 物 酶 增 殖 物 激 活 受 体γ
（ＰＰＡＲγ）是一种胰岛素增敏剂，近年来在治疗糖尿
病肾病研究中一直是热点。它不仅能增加胰岛素敏
感性，参与糖类、脂质代谢，而且对糖尿病肾病及非
糖尿病肾病患者均具有降压、降蛋白尿，保护肾脏等
作用［３］。Ｖｉｌｌｅｇａｓ等［４］报道过氧化物酶增殖物激活
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受体激动剂类药物罗格列酮（ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ）具有降
低超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性，进而减少活性氧
（ＲＯＳ）的产生，以对抗氧化应激的作用。ＰＰＡＲγ在
健康大鼠肾脏的随龄表达如何？它是否参与了调节

肾脏衰老的过程？其相关文献报道还很少。本研究
旨在观察 ＰＰＡＲγ在大鼠衰老过程中肾组织的表
达，并探讨其随龄表达分布与肾脏衰老过程中氧化
应激的关系，为进一步阐明衰老机制及其预防提供
实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物分组及标本留取　ＳＤ雄性大鼠（第二军
医大学实验动物中心提供），常规条件下于第二军医
大学实验动物中心分笼饲养，保持１２ｈ的昼夜循
环，室温控制在２３℃左右，湿度维持在４０％～５０％，
自由进食水。分别饲养至３、１２、２４个月龄（３个月
龄组、１２个月龄组、２４个月龄组，ｎ＝１０），断头处死，
放血干净，生理盐水冲洗肾脏，一侧肾脏迅速分割后
置于液氮保存，随后－８０℃保存留待蛋白质等检测
中使用，对侧肾脏立即制备组织匀浆。

１．２　试剂　一抗ＰＰＡＲγ的兔多克隆抗体购自美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的
羊抗兔ＩｇＧ，ＥＣＬ显色系统均购自美国 ＭＩＬＬＩ
ＰＯＲＥ公司。核蛋白抽提试剂盒为Ｐｉｅｒｃｅ公司产
品，ＢＣＡ１００蛋白定量试剂盒为上海申能博彩公司
产品。ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ测定试剂盒均购自南京建成
生物试剂公司。

１．３　ＳＯＤ及 ＧＳＨＰＸ活力测定　取肾组织块约

０．３～０．５ｇ，加入冷生理盐水，用眼科小剪尽快剪碎
（在冰水浴中进行），倒入玻璃匀浆管中，于冰水浴中
研磨６～８ｍｉｎ，制备成质量体积分数为１０％的组织
匀浆，２５００×ｇ，离心１０ｍｉｎ，取组织匀浆上清再用
生理盐水按１９体积比稀释，参照试剂盒说明测定
组织匀浆上清中ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ的浓度。

１．４　ＰＰＡＲγ蛋白的测定　取－８０℃保存的组织约

１００ｍｇ，按照核蛋白提取试剂盒说明书进行操作，将
最后得到的约２００μｌ核蛋白提取液每管２０μｌ分
装，－８０℃保存待用。上样１５μｌ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
转膜，封闭，加入１５００稀释的兔抗ＰＰＡＲγ一抗
及１５０００稀释的辣根过氧化酶标记的羊抗兔二
抗。ＥＣＬ检测试剂盒显影，Ｘ线片压片曝光，ＫＯ
ＤＡＫ凝胶成像分析系统分析结果。检测后的膜重
新封闭１０ｍｉｎ，于清除缓冲液孵育３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ清
洗２次，再封闭过夜，重复上述步骤进行内参照Ｈｉｓ
ｔｏｎＨ（一抗１５００稀释，二抗１５０００稀释）的结

合。ＰＰＡＲγ蛋白相对表达量以其特异性结合条带
与内参结合条带的光密度（Ｄ）比值表示。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计分析软件，
计量资料采用珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，
多组间采用单因素方差分析及直线相关分析。

２　结　果

２．１　大鼠肾组织ＳＯＤ、ＧＨＰＸ活性的测定结果　
如图１所示，肾组织中的ＳＯＤ和ＧＳＨＰＸ在随着月
龄增加而明显下降，２４月龄组和３月龄组相比（Ｐ＜
０．０１）、１２月龄组与３月龄组相比均具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

图１　大鼠肾组织衰老过程中

ＳＯＤ（Ａ）、ＧＳＨＰＸ活性（Ｂ）的改变

Ｆｉｇ１　ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤ（Ａ）ａｎｄＧＳＨＰＸ（Ｂ）

ｏｆｒａｔｓｋｉｄｎｅｙｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
１：３ｍｏｎｔｈｏｌｄ ｇｒｏｕｐ；２：１２ｍｏｎｔｈｏｌｄ ｇｒｏｕｐ；３：２４ｍｏｎｔｈｏｌｄ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐ

２．２　ＰＰＡＲγ在大鼠肾组织中的蛋白表达结果　应
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肾脏ＰＰＡＲγ的蛋白表达（图２），
发现ＰＰＡＲγ蛋白在３个月龄大鼠肾组织中表达明显
高于２４个月龄大鼠（Ｐ＜０．０１），１２个月龄组与３个月
龄组相比及２４个月龄组与１２个月龄组相比均无统
计学差异。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析ＰＰＡＲγ在肾脏衰老过程中的表达

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＰＡＲγ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｒａｔｋｉｄｎｅｙａｇｉｎｇ
１：３ｍｏｎｔｈｏｌｄ ｇｒｏｕｐ；２：１２ｍｏｎｔｈｏｌｄ ｇｒｏｕｐ；３：２４ｍｏｎｔｈｏｌｄ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．３　ＰＰＡＲγ与ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ相关性分析　肾组
织中ＰＰＡＲγ蛋白的表达与ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ均呈线
型正相关（ｒ＝０．９０、ｒ＝０．８９，Ｐ均＜０．０１）。

３　讨　论

　　ＰＰＡＲγ是核内受体转录因子超家族成员之一，
目前已发现有３种类型的ＰＰＡＲｓ：ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲ

β、ＰＰＡＲγ，它们在肾脏均有不同程度的表达。激活
的ＰＰＡＲγ可以促进脂肪组织中某些与葡萄糖转运
和利用相关基因的表达，与葡萄糖的吸收和利用之
间有着非常密切的联系，它还可以诱导脂肪组织分
化、促进三酰甘油的贮存［５］，在脂肪生成、胰岛素敏
感性、细胞周期调节及细胞分化、炎症反应中起重要
作用［６］。

　　衰老作为生物体全身各组织、器官的退行性变
化，是诸多病理、生理过程综合作用的结果。衰老的
代谢学说认为：衰老是机体代谢性障碍的结果，而糖
代谢在三大物质代谢中具有很重要的意义，糖代谢
紊乱必然会引起心、肝、脑、肺、肾等重要脏器代谢异
常，最终出现衰老。肾脏是人体器官中衰老变化最
为明显的器官之一，关于肾脏衰老的分子机制有很
多，其中氧化应激对肾组织的损伤作用已公认是肾
脏衰老的发病机制之一［７］。体内自由基的含量随增
龄而积累，人体衰老之后，体内ＲＯＳ水平不断增加，
糖尿病、胰岛素抵抗的发生率提高。目前热量限制
可延缓衰老的观点已被普遍接受，其能量代谢途径
特点就是增高胰岛素的敏感性（ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ），
和（或）葡萄糖利用的有效性 （ｇｌｕｃｏｓｅｅｆｆｃｔｉｖｅ
ｎｅｓｓ）［８］。很多年前就有学者建议使用双胍类降糖
药物作为抗衰老治疗药物［９］，ＰＰＡＲγ不仅可以调节
胰岛素应答基因的转录，还可以增加胰岛素抵抗外
周组织对葡萄糖的利用，有研究［１０］显示ＰＰＡＲ 与

ＤＮＡ上ＰＰＡＲ 反应元件ＰＰＲＥ（ＰＰＡＲｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ）的结合参与了ＳＯＤ 基因启动子的调控，

ＰＰＡＲｓ与ＤＮＡ 上的ＰＰＲＥ 结合能诱导大鼠细胞

ＳＯＤ基因的表达，增加了氧自由基的清除。目前有
关ＰＰＡＲγ抗氧化抗衰老的机制国内外研究较少，
仅推测其可能机制之一是通过抗炎症作用［１１］。衰
老时由于内分泌失调、免疫介导、代谢异常等一系列
因素，使前炎症因子如 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β等在组
织、器官中表达或释放增加，单核细胞浸润，形成基
础的微炎症状态，这也是衰老的标志之一，炎症过程
可以产生大量有杀伤能力的ＲＯＳ，消耗机体正常情
况下存在的抗氧化物。Ｓｕｎｇ等［１２］报道ＰＰＡＲγ受
体激动剂２，４ｔｈｉａｚｏｌｉｄｉｎｅｄｉｅｎｅ参与了与衰老相关

的氧化应激及炎症过程，提出它能减轻与衰老相关
的氧化应激反应。

　　本组结果显示在衰老过程中肾脏组织中

ＰＰＡＲγ的表达降低，同时肾组织中的氧化应激标志
物ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ也分别呈现随龄下降趋势，且具
有相关性。推测ＰＰＡＲγ可能参与了大鼠肾脏衰老
过程调控，调节肾组织抗氧化应激能力，随着机体的
衰老，ＰＰＡＲγ表达减少，调节能力下降，肾组织抗
氧化能力下降，这也与最近一些研究提出的观点类
似［１３］。基于以上实验研究结果，提示ＰＰＡＲγ受体
激动剂类药物可能具有增加肾组织抗氧化应激能

力，从而延缓与肾脏衰老相关疾病的作用。
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