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糖基化终产物抑制 THP一1巨噬细胞过氧化物酶体增殖物 

激活受体 ŷ的表达 
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(1．第三军医大学西南医院老年科，重庆 400038；2．中国人民解放军第 113医院老年科 ，宁波 315021) 

【摘 要】目的：观察糖基化终产物(AGEs)对THP-1巨噬细胞过氧化物酶体增殖物激活受体 ŷ(PPARŷ)表达的影响，探讨 

AGEs在糖尿病动脉粥样硬化中可能的作用。方法：用佛波酯(PMA)诱导THP一1单核细胞72h使其分化为巨噬细胞，并将糖基 

化 一牛血清白蛋白(AGE—BSA)与巨噬细胞共同孵育，运用 RT-PCR和免疫细胞化学法分别检测巨噬细胞 PPARŷ mRNA和蛋 

白的表达水平。结果：PMA诱导 72h后 ，THP一1细胞停止增殖 ，由单核细胞分化成为巨噬细胞。50、100、200和 400 g／ml 

AGE—BSA处理 24h后，巨噬细胞 PPARŷ mRNA相对表达量分别是 1．235±0．044、0．752±0．055、0．494±0．026、0．277±0．025； 

PPAR̂y蛋白的平均积分光密度值分别为 36．460±0．625、24．561±0．636、19．326±0．803、12．715±0．752，二者较 100 g／ml牛血 

清白蛋白(BSA)组均明显降低( ：0．05 o 200 g／ml AGE—BSA作用 12、24、36和 48h后，巨噬细胞 PPARŷ mRNA相对表达量 

分别是 1．564±0．060、1．260±0．043、0．467±0．033、0．360±0．012；PPAR̂y蛋白的平均积分光密度值分别为 32．502±0．739、 

22．234±0．835、16．568±0．683、11．537±0．547，二者较 0h组也明显降低( ，0．05)。结论：AGEs可下调 THP一1巨噬细胞 PPARŷ 

mRNA和蛋白的表达水平 ，且呈浓度和时间依赖性。 
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Advanced glycation end-products decreases TH P-1 macrophages 

expression of peroxisome proliferator activated receptor-y 

YANG Qi—hong。et al 

(Department of Geri~rws，Southwest Hospital，t Third Military Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of advanced glycosylation end—products(AGEs)on the expression of peroxisome 

proliferator-activatod receptor-̂y(PPAR ŷ)in THP-1 macrophages and explore the function of AGEs in atherosclerosis．Methods： 

Differentiation of THP-1 cell was induced by PMA．The THP一1 macrophages were ex~sod to AGE—modified bovine serum 

albumin(AGE—BSA)in different concentration or the,~qtlne concentration for different time．Expression of PPAR ŷ mRNA and 

protein in THp-1 macrophages was measured by RT—PCR and immunocytochemical method．Resu／捃 ：RT-PCR showed tl1at 

expression of PPAR—y mRNA was 1．235 ±0．044，0．752±0．055，0．494±0．026，0．277±0．025 in 50，100，200 and 400 g，ml 

AGE—BSA groups．PPAR ŷ mRNA expression in THP一1 macrophages following 200 g／ml AGE—BSA for 12，24，36，48h was 

1．260±0．04 3．0．467±0．033，0．360±0．01 2．Western—Blot showed tl1at after exposure of THP一1 macrophages to 50，100，200and 

400mg／L AGE—BSA，the average integrated optical density values of PPAR protein expression were 36．460±0．625，24．561± 

0．636，19．326±0．803，12．7 15±0．752 respetively，significantly lower than that in BSA group(P<0．05)，the average integrated 

optical density values of PPAR ŷ protein expression in THP-1macrophages following 200mg／L AGE—BSA for 12，24，36，48h 

were 32．502±0．739，22．234±0．835，16．568±0．683，1 1．537±0．547，lower tl1an tl1at in 0h group(P<0．05)．Conclusion： 

AGE—BSA could d~rease the expression levels of mRNA and proteins for PPAR ŷ in THP-1 macrophages in a dose— and 

time-dependent manner，which might be partly involved in atherogenesis in diabetic patients． 
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糖尿病患者发生动脉粥样硬化(Atherosclem— 

sis，AS)的危险性可高于正常人 3～4倍。持久的高血 

糖状态可导致体内蛋白质发生非酶促糖基化反应， 

最终形成具有高度活性、结构多样的糖基化终产物 

(Advanced glycation end—products，AGEs)，参与糖 

尿病血管并发症及动脉粥样硬化的发生、发展。过 

氧化物酶体增殖物激活受体(Peroxisome proliferator 

activated receptor，PPAR)属于核内受体转录因子超 

家族成员 ，目前 已发现 3种 PPAR，即 PPAR ot、 

PPARp和 PPAR-y，其中PPAR-y在脂肪生成、胰 

岛素敏感性、细胞周期调节及细胞分化中起重要作 

用。研究发现，PPAR-y在血管内皮细胞、单核 ／巨 

噬细胞 、血管平滑肌细胞 、泡沫细胞以及动脉粥样 

硬化病灶中均有不同程度的表达，且 PPAR-y受体 

激动剂可使高脂喂饲载脂蛋白E 和(或)低密度脂 

蛋白 鼠主动脉斑块面积【 ，2J减少、显著降低糖尿病 

患者颈动脉内膜中层厚度[31，对动脉粥样硬化危险 

因素具有明显的保护效应。然而 ，AGEs参与动脉粥 

样硬化的发生、发展是否与 PPAR 基因表达有关， 

目前尚不明确。本研究通过观察 AGEs对THP一1巨 

噬细胞 PPAR-y表达的影响，探讨 AGEs在糖尿病 

动脉粥样硬化中可能的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

THP一1细胞(第三军医大学西南医院中心实验室馈赠 )； 

佛波酯(PMA。Sigma)；RPMI1640培养液(GIBCO)；胎牛血清 

(PAA)；Trizol(上海华舜生物制品有限公司)；RT-PCR试剂 

盒(Promega)：PCR引物(上海生工生物技术有限公司)；免疫 

组织化学 SP试剂盒(北京中杉生物制品有限公司 )；小 鼠抗 

人 PPAR 单克隆抗体(Santa Cruz)；DAB显色试剂盒(北京 

中杉)；其余试剂均为国产分析纯。 

1．2 糖基化一牛血清白蛋白(AGE—BSA)的制备 

在 PBS(0．Olmol／L，pH7．4)溶液 中加入 牛血清 白蛋 白 

(BSA)和 D一葡萄糖 ，使其终浓度分别为 5．0g／L和 50mmol／L， 

充分溶解后用 0．22 m滤膜过滤除菌，37％孵育 l2周。孵育 

结束后用 PBS(pH7-4)溶液透析 48h去除未结合的葡萄糖。 

以同一浓度BSA中不含葡萄糖为对照，其余条件一致。荧光 

分光光度计(激发波长 390nm，发射波长 450nm，峰狭 5nm) 

测定二者 AGEs含量，分别为 180．5ku／g蛋白和 2．98ku／g蛋 

白，分装后置 一80％保存备用。 

1．3 细胞培养及实验分组 

THP一1细胞在 10％ FBS—RPMI1640培养液 中悬浮生 

长，每2～3d传代 1次。加入0．1 mol／L PMA诱导细胞72h， 

使之分化成巨噬细胞 ，更换无血清培养液继续培养 12h后按 

下列分组进行干预 ：剂量组分别加入终浓度 50、100、200和 

400 g／ml AGE—BSA的培养液作用细胞 24h，以 100 咖 l 

BSA为对照组。时间组用 200 g／ml AGE—BSA分别处理细 

胞 0、12、24、36和 48h。每组实验重复 3次。 

1．4 RT—PCR检测 

按照Trizol说明书提取各组细胞总 RNA后 ，微量分光光 

度计检测 RNA样品纯度(A260／A280>1．8)，并经凝胶电泳 

鉴定 RNA的完整性。RT—PCR反应按 Promega试剂盒说明书 

进行。PPAR 上游引物为 5’一GGAAAGACAACAGACAAA 

TCAC一3’，下游引物为 5’一TGCATFGAACTFCACAGCAAAC 

一 3’(414bp o 13一aetin上游引物为 5’一cAcGGTGcccATCT 

ACGAG一3’，下游引物为 5’一cGTGGTGGTGAAGc rG rAGcc 

一 3’(390bp)。PCR反应条件：94％ 3rain，1个循环；变性 94％ 

30s，退火 56℃ ×30s，延伸 72℃ X lmin，35个循环；末次循环 

72％延伸 5min。2％ TAE琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成像系 

统扫描并分析，计算 PPAR 与 B—actin电泳带的平均光密 

度值之比，代表 PPAR mRNA表达水平。 

1．5 免疫细胞化学法 

收集各组细胞 ，用 PBS洗 2次 ，涂于干净的被有 1％多 

聚赖氨酸的玻片上 ，4％多聚甲醛 4℃固定 15min，按照试剂 

盒说明书步骤操作 ，DAB镜下显色，一抗以 1：400稀释，以 

PBS代替一抗作为阴性对照。结果判定：阳性细胞为细胞核 

内有由浅至深棕黄色颗粒着色。每张图片任意选择 30个细 

胞，经 Meta Morph Imaging System软件测细胞平均积分光 

密度值代表 PPAR 蛋白表达水平。 

1．6 统计学方法 

数据以互±s表示 ，用 SPSS 11．5统计软件分析，各组数 

据之间两两比较采用单因素方差分析(ANOVA)，P<0．05为 

差异有显著性意义。 

2 结 果 

2．1 THP一1细胞的转化 

与 0．1 mol／L PMA孵育 72h后，THP一1细胞 

由悬浮细胞向贴壁细胞转化 ，呈阿米巴样贴壁生 

长 ，伸出伪足，富含颗粒，具有巨噬细胞的特点 ，转 

化率超过 85％(图 1)。 

2．2 AGE—BSA对 巨噬细胞 PPAR~／mRNA表达的 

影响 

50、100、200和 400 g／ml AGE—BSA处理 24h 

后 ，巨噬细胞 PPAR-y mRNA相对表达量较对照 

BSA组明显减少 ，且各组间差异具有显著性(P< 

0．05；表 1和图 2)。200 g／ml AGE—BSA作用 0、12、 

24、36和48h后，巨噬细胞 PPAR-y mRNA相对表 

达量较 0h明显下降(P<o．05)，而且随着时间延长 
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图 1 P M A 诱 导 前 后 T H P 一 1 细 胞 的 变 化 ( x 2 0 0 )

M l 2 3 4 5

M ． 1) N A 标 准 ；1 ． 10 0 “ g ／m l B S A ；2 ．

M , I。：一 B S A ；4 ． 2 0 0 斗 ∥n l l M ；E - B S A ；

P P A R Y 4 1 4 b

p — a c t i i i 3 9 0 b

5 0 ¨ g m l A ( ：E — Ij s A ；3 ． 10 0 斗 ∥『11】

5 ． 4 0 0 ¨ g ／m l A G E — B S A

图 2 不 同 浓 度 A G I一：一 B S A 处 理 细 胞 P P A R ~ m R N A 的 表 达

M l 2 3 4 5

P I，
A I扒

” ． a c t i II

M ． D N A 怀 水 ；I ． 0 11 ；2 ． 12 h ；3 ． 2 4 tl ；4 ． 3 6 h ；5 ． 4 8 11

图 3 2 0 0 p ． g ／I , l l A ( ：K — B S A 处 理 细 胞 不 同 时 间

I> P A l ~
'

y m l ~N A 的 表 达

表 1 不 同 浓 度 A G E — B S A 处 理 组 巨 噬 细 胞 I ' l ，A 11 1 的 表 达 ( r ± 一 ， n = 3 )

a ． ．P < 0 ． 0 5 ， 与 B S A ! f；i 十IJ 比 ；h ． P < O ． 0 5 ，

‘
j 5 0 斗 g ／m I A ( ：E — B S A }I【十Hf七 ；‘

�

． 与 10 0 斗 ∥n l l A G E — B S A 绀 f 【I 比 ；t { ．

‘
- j 2 0 0 斗 g ／m

A ( ：Ii — B S A 绀 _卡【J 比

P P A R 叫 tu R N A 相 对 表 达 量 逐 渐 减 少 ( 表 2 干Il 图

3 ) ：

2 ． 3 A G E — B S A 对 巨噬 细 胞 P P A R 3 ' 蛋 白表达 的 影 响

不 同 浓 度 A G E — B S A 组 与 对 照 B S A 组 之 问

P P A R ŷ 蛋 白 表 达 具 有 渺 著 的 统 计 学 差 异 ( f ，<

0 ． 0 5 ；表 l 相I 图 4 ) ， 且 随 着 A G E — B S A 浓 度 升 高

P P A R 吖 蚩 r I 表 达 水 、

r 逐 渐 下 降 。． 同 一 浓 度

A G E — B S A 处 珲 不 同时 n1J 后 ， 随 着 时 问 延 长 ， 臣 噬 细

胞 P P A R 1 蛋 白 的 表 达 水 甲 也 逐 步 降 低 ， 与 ()h 绀

比 ． 有 鼹 著性 差 异 ( P < 0 ． 0 5 ；表 2 ) 。

表 2 不 同 处 理 时 间组 巨 噬 细 胞 ⋯ A l P y m R N A 及 蛋 白 的表

达 ( ^ ± N ， H = 3 )

a ． P < O ． 0 5 ， 与 0 h 相 比 ；h P < O ． 0 5 ， 与 1 2 tl 桕 比 ；n P < O， 0 5 ，

与 2 4 11 柑 比 ；d ． P < O ． 0 5 ，

。
j 3 6 h 柑 比
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3 讨 论 

糖尿病是一种常见的代谢病 ，AS是糖尿病致 

死、致残的重要原因。正常人体内非酶促糖基化反 

应非常缓慢 ，而糖尿病患者因为生化代谢异常，特 

别是持久的高血糖状态可导致体内非酶促糖基化 

反应明显加速，从而引起 AGEs大量蓄积[41。AGEs可 

通过改变被修饰蛋白的结构和功能或与特异的 

AGEs受体(RAGE)结合影响细胞内信号转导、促进 

细胞因子释放等在糖尿病 AS中发挥致病效应[51。普 

遍认为，AGEs是糖尿病 AS及血管并发症的关键调 

节因素[61，体内给予外源性 AGEs能促进 AS，而动物 

模型中 AGEs的化学降解或生成降低均可减轻 AS 

病变[71。此外，糖基化低密度脂蛋白(AGE—low den— 

sity lipoprotein，AGE—IJ)L)能促进 LDL氧化形成氧 

化型低密度脂蛋白(Oxidized low density lipopro- 

tein，ox-LDL)，后者可被巨噬细胞清道夫受体识别， 

进而导致细胞 内大量脂质聚集促进泡沫细胞形 

成【8'91。PPAR 是一类由配体活化的核转录因子，属 

于核受体超家族成员。在细胞内，PPAR 与 9一顺 

式维甲酸受体(9一cis retinoid X receptor，RXR)形 

成异二聚体，然后被配体激活，通过与 目的基因调 

控区内的 PPAR反应元件(PPARr responsive ele— 

ment，PPRE)作用 ，激活或抑制目的基因的转录，从 

而发挥其生物学效应。PPAR 活化一方面可使巨 

噬细胞清道夫 A型受体 (Scavenger recept0卜A。 

SR—A)的表达下降 40％t‘ol，另一方面可明显上调巨 

噬细胞中参与胆固醇逆向运输的基因，如脂蛋白脂 

酶、清道夫受体 BI、肝 x受体 (Liver X recepto— 

rOL，LxR )、(A rP—binding cassette transporter 1． 

ABCA1)、载脂蛋白的 AI(Apolipoprotein AI，apoAI) 

等的表达【ll1，从而促进胆固醇逆向运输，具有明显的 

抗动脉粥样硬化作用。目前研究大多都是针对相应 

配体活化 PPAR 核蛋白而进行的间接研究 ，本实 

验则以THP-1细胞为研究对象，直接观察 AGEs刺 

激PMA诱导分化的THP一1巨噬细胞后其 PPAR 

mRNA和蛋白表达水平的变化情况，结果发现，不同 

浓度AGE—BSA处理巨噬细胞 24h后，随着 AGEs浓 

度的增加，巨噬细胞 PPAR mRNA和蛋白的表达 

水平呈浓度依赖性地减少；而同一浓度 AGE—BSA处 

理巨噬细胞不同时间后，随着处理时间的延长，巨噬 

细胞 PPAR mRNA和蛋白的表达水平均较对照组 

明显减少，呈时间依赖性。因此，我们推测 AGEs下调 

巨噬细胞 PPAR 的表达可能在一定程度上参与了 

糖尿病易患动脉粥样硬化的过程。进一步研究 AGEs 

与 PPAR 之间的相互作用 ，将为深入了解糖尿病 

易患动脉粥样硬化的机制及合理防治提供新的思 

路。 
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生保护作用。器官移植也存在缺血再灌注现象 ， 

RPM除了抗排斥反应外，还起到了预防和减轻缺血 

再灌注损伤的作用。RPM已广泛应用于临床：器官 

移植中抗急、慢性排斥反应，预防心血管内再狭窄， 

抗肿瘤，抗病毒等。实验结果表明，RPM还对缺血再 

灌注造成的肾组织损伤有明确的保护作用，是预防 

和减轻肾缺血再灌注损伤的有效方法之一。但其确 

切分子机制还不清楚，尚待进一步研究。 
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