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曲格列酮对炎症诱导系膜细胞细胞问粘附分子 1表达的影响 

刘琳砚，李 秋，王 莉，张 伟 

(重庆医科大学附属儿童医院肾脏免疫科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨曲格列酮对肿瘤坏死因子 (Tumor necrosis factor— ，TNF— )诱导的人肾小球系膜细胞表达细胞间粘附 

分子 1(Intercellular adhesion moleeule一1，ICAM一1)的影响及其可能机制。方法：将培养的系膜细胞分为空白对照组，TNF— 组， 

曲格列酮对照组，不同浓度曲格列酮干预组 ，采用 MTT法测系膜细胞增殖 ，RT—PCR检测 ICAM—lmRNA的表达，ELISA检测培 

养上清中ICAM一1蛋白浓度，免疫组化法检测 NF—K B的表达。结果：曲格列酮可抑制系膜细胞的增殖，TNF— 组系膜细胞 

ICAM—lmRNA和蛋白的表达均比空白对照组增~II(P<O．05)，曲格列酮干预组比TNF— 组明显下降(P<0．05)。TNF— 组诱 

导的NF—K B的活化可被曲格列酮所抑制(P<O．05)。结论：曲格列酮可通过抑制NF—K B信号传导途径减少TNF— 诱导的系 

膜细胞 ICAM一1的表达。 
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Effects of troglitazone on cytokines induced expression of 

ICAM一1 in human mesangial celI 

LlU Lin—yah．et al 

(Department of Nephrology and Immunology，the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of troglitazone on cell proliferation and expression of intercellular adhesion 

molecule一1(ICAM一1)induced by tumor necrosis factor— (TNF— )in human mesangial cells．Methods：Human mesangial cells 

were cultured in RPMI-1640 media containing TNF- with or without troglitazone．Cell proliferation was assessed by MTF；the 

mRNA and protein expression of ICAM-1 were measured by RT—PCR and ELISA；the protein expression of NF—K B was 

measured by immunohistochemistry．Results：Troglitazone inhibited the proliferation of mesan gial cel1．The mRNA and protein 

expression of ICAM-1 of the cell induced by TNF- increased significantly(P<O．05)．Troglitazone inhibited the expression 

compared with TNF- group(P<O．05)．In addition．TNF— induced up—regulation of NF—K B protein was remarkably reduced 

by troglitazone(P<O．05)．Conclusion：Troglitazone can inhibit TNF— induced proliferation of mesangial cell and decrease the 

expression of ICAM-1 protein and mRNA through inhibiting NF—K B activity． 

【Key words】Troglitazone；Human mesangial cell；Tumor necrosis factor- ；Nuclear factor-K B；Intercellular adhesion molecule一1 

在肾小球肾炎中，系膜细胞既是炎症过程的受 

害者，也是参与者。细胞间粘附分子可通过介导细 

胞与细胞，细胞与细胞外基质的粘附，参与白细胞 

的贴壁，外渗，聚集及免疫反应，促进炎症的发生发 

展，从而在肾小球肾炎的发生和进行性损伤中发挥 

重要作用IlI。过氧化物酶增殖物激活受体(PPARŷ) 

是核受体超家族的成员，与其激动剂如曲格列酮， 

罗格列酮类药物结合后活化，从而调控包括细胞间 

粘附分子在内的多种基因的转录。近年来研究表明 
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PPAR 在脂质代谢，肾脏炎症 ，‘肾小球硬化中起到 

重要的保护性作用。因此，本实验旨在探讨 PPARŷ 

激动剂曲格列酮对炎症诱导的人肾小球系膜细胞 

细胞间粘附分子表达的影响，从而观察其对‘肾脏炎 

症是否具有保护作用及其可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人肾小球系膜细胞株由英国伦敦皇家自由医学院阮雄 

中教授惠赠。标准胎牛血清(天津 TBD公司)，RPMI1640培 

养基(美国 GIBCO公司)，TNF— (美国 Peproteeh公司)，曲 
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格列酮纯品(美国 Cayman公司)。M1Tr试剂(Sigma公司)， 

ICAM一1 ELISA试剂盒(深圳晶美公司 )，小鼠抗人 NF～KB 

单克隆抗体(美国Santa cruz公司)，山羊抗小鼠辣根过氧化 

物酶标记抗体及 PV免疫组化试剂盒 (北京中杉金桥生物技 

术有限公司)，DAB显色剂 (北京中杉金桥生物技术有限公 

司)，RT—PCR试剂盒(杭州博日科技有限公司)? 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人肾小球系膜细胞常规培养于含 10％胎 

牛血清的 RPMI1640培养液 中。当覆盖瓶底面积达 70％ 

～ 80％H~，用 0．25％胰蛋白酶消化 2～3min，离心，制成细胞悬 

液，分瓶继续培养，每周传 1～2代。 

1．2．2 Mr丌法测定细胞增殖 系膜细胞按每孔2×10 个接 

种于 96孑L培养板中培养 24h后，用无血清 RPMI1640培养液 

培养 24h，使细胞生长处于静止状态而同步化。按下列分组进 

行处理：空白对照组为 RPMI1640液 ，实验组为加入 TNF一Ⅱ 

20ng／ml和不同浓度曲格列酮(0 mol／L、5 mol／L、10 mol／L、 

20 mol／L)，以仅加曲格列酮 5 mol／L，10 mol／L，20 mol／L作 

为曲格列酮对照组 ，每组设 6个孑L，分别培养 6、12、24、48h． 

终止前4h在每个孑L内加入20 l Mr丌溶液(5mg／m1)，37℃继 

续孵育 4h，弃上清 ，加入 DMSO150 l，振荡至结晶溶解 ，用 

酶标仪测定 A m。 

1_2．3 RT—PCR检测 ICAM一1mRNA的表达 细胞用 0．25％ 

胰蛋白酶消化后，以2×10s个／ml接种于50ml培养瓶培养24h 

后 ，用无血清 RPMI1640培养液培养 24h，再按 1、2．2实验分 

组进行，每组 4个样本。首先采用 RNA提取试剂盒说明书抽 

提细胞总 RNA，溶于适量去核酸酶水中，RNA的含量和纯度 

在紫外分光光度计中检测，所有标本 A 比值=1．6～2．0，再 

逆转录成 cDNA，以适量 eDNA为模板，在 TaqDNA聚合酶催 

化下行 PCR扩增。引物设计参照参考文献口I，ICAM一1上游引 

物：5’一CAGTCACCTATGGCAACGAC一3’．下游引物：5’一Ar丌 

cAGcGTcAccTTGGcTc一3’ B—actin上游弓I物：5’一CTACA 

ATcAGcTGcGTGTCG一3’，下游弓I物：5’一AAGGAAGGcTGG 

AAGAGTGC一3’。PCR扩增条件：94~C预变性 5min，94qC变性 

0．5min，60'12退火 0、5min，72cC延伸 lmin，共 34个循环，最后 

72℃延伸 5min。终产物分别为243bp和527bp。PCR产物经 

1．5％琼脂糖凝胶电泳 ，紫外灯下拍照，应用 Quantity One凝 

胶成像分析系统对各扩增带进行光密度扫描。 

1．2．4 ELISA法检测细胞培养上清液 ICAM一1的含量 细 

胞用0．25％胰蛋白酶消化后，以2×105个 ／m1分别接种于24 

孑L培养板中培养 24h后，用无血清 RPMI1640培养液培养 

24h，再按 1．2,2实验分组进行，每组 6孑L，分别培养 24h后收 

集细胞培养上清液，保存于 一20~C。酶联免疫吸附试验 

(ELISA)检测按试剂盒说明书进行操作。 

1．2,5 免疫组化检测 NF—K B的表达 细胞爬片的制备及 

检测：细胞以 2×10s个／ml接种在预先放置玻片的24孑L板中 

生长24h后，给予无血清 RPMII640培养液培养 24h，再按 

1．2．2实验分组进行 ，每组 4孔，均作用 24h，收集玻片，PBS 

液漂洗 3次 ，并用 4~C的丙酮固定细胞 lOmin。免疫组化方法 

按照 Pv二步法试剂盒说明书进行操作。通过 Image—Plus 

5．0软件进行阳性细胞率的分析。 

1．2,6 统计学处理 采用 SPSS10．0统计软件对实验数据进 

行统计学处理，采用单因素方差分析进行各组间比较，两组 

结果的比较采用 t检验，P<0．05表示有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 曲格列酮对 TNF— 诱导的系膜细胞增殖的影 

响 

在 TNF一仅诱导的48h内，TNF一仅促进系膜细 

胞增殖(与空白对照组比较 P<0．05)，曲格列酮作 

用 6h对细胞生长的抑制作用不显著，随作用时间 

延长，各浓度组在 12h、24h、48h均有明显抑制作 

用。同一浓度的曲格列酮，随作用时间延长其抑制 

能力增高，在24h呈现高峰，同一时间点(12h、24h， 

48h)随着曲格列酮浓度增高，抑制作用增强。曲格 

列酮对 TNF一仅诱导的细胞生长的抑制作用具有时 

间，剂量依赖关系。仅加曲格列酮的各浓度组与空 

表 1 不同浓度，时间的曲格列酮对系膜细胞增殖的影响(A 值 ) 

<0．05，与同时间点空白对照组比较；．P<0、05，与同时间点 TNF一Ⅱ组比较 
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白x ,l N 组 比较 均 无 明显 抑 制作用 。

2 ． 2 曲 格 列 酮 对 T N F 一 0 【 诱 导 的 系 膜 细 胞 I C A M 一

1 m R N A 表 达 的 影 响

经 半 定 量 R T — P C R 检 测 发 现 ， 基 础 状 态 下 系膜

细 胞 表 达 I C A M — l m R N A 的 量 极 低 ， 经 T N F — d 诱

导 后 I C A M — l m R N A 的量 明 显 上 调 (P < O． 0 5 ) ， 而 加

入 不 同 浓 度 曲格 列 酮 后 T N F — d 诱 导 的 系 膜 细 胞

I C A M — l m R N A 的量 逐 渐 降低 ， 与 T N F — O ／_ 组 比较 均

有 显 著性 差 异 (P < 0 ． 0 5 ) 。 见 图 1 、 图 2 。

3 0 0 b p
- - , ．

2 0 0 b p
- +

6 0 0 b p
- *

5 0 0 b p
- +

T N F 一 “

曲格 列酮

图 1

+ + + + 一 一 一

一 5 10 2 0 5 1 0 2 0 斗 m o l／L

1 P C R 产物 及 13 - a c t i n 电泳 图

T N F - 0 【 一 + + + + 一 一 一

曲格 列酮 一 一 5 10 2 0 5 1 0 2 0 “ m o l／L

中 < O． 0 5 ， 与空 白对照组 比较 ；p < 0 ． 0 5 ， 与 T N F — O t 组 比较

图 2 曲格 列酮 对 系膜细 胞 I C A M — l m R N A 表 达 的影 响

2 -3 曲 格 Crj 酮 对 T N F — o l 诱 导 的 系 膜 细 胞 I C A M 一 1

蛋 白 分 泌 的 影 响

T N F — Or． 诱 导 系膜 细 胞 2 4 h ， T N F — O t 组 上 清 液

I C A M 一 1 浓 度 较空 白对 照 组 明显 升 高 (P < 0 ． 0 5 ) ， 加

入 曲格 列 酮 10 ¨ m o l／L ， 2 0 I t ． m o l ／L 均 能 显 著 降 低 I

C A M 一 1 浓度(P < Q0 5 )，力Ⅱ人甜j1名歹啦啊5 p ． r n o l／L 瓠 N F — d

组 比较 无 显 著性 差 异 。 曲格 列 酮 各 浓 度 对 照 组 与空

白对 照 组 比较均 无 显 著性 差 异 。 见 图 3 。

T N F - d 一 + + + + 一 一 一

曲格列 酮 一 一 5 10 2 0 5 10 2 0 肛 m o l ／L

中 < 0 ． 0 5 ， 与 空 白对照 组 比较 ；P < 0 ． 0 5 ， 与 T N F — Ot 组 比较

图 3 曲格 列酮 对 系 膜 细 胞 I C A M — l 蛋 白表达 的影 响

2 ． 4 曲 格 列 酮 对 T N F — d 诱 导 的 系 膜 细 胞 N F — K B

表 达 的 影 响

空 白对 照 组 和 曲格 列 酮 对 照 组 可 见 细 胞 浆 棕

褐色颗粒， 阻『呶 寸只强组仅 见胞核蓝染胞浆不 着色 ，T N F — o 【

组 细胞核 ， 细胞浆均可 见 棕褐 色颗粒 的 N F — K B 阳性

细 胞 ， 以 胞 核 中较 多 ， 与 空 白对 照 组 比 较 有 统 计 学

A ． 空 白X,

-

J N 组

B ． T N F — Ot 组
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C ． T N F 一 理 + 曲格列 酮 2 0 “ m o l／L

l 狲 ～、《 翌

髓 三秽‘

以 一
� ¨ -

：t

D ． 阴性 对 照 组

图 4 免疫 组 化 法 检 测 N F — K B 蛋 白表 达( x 4 0 0 )

T N F — d 一 + + + + 一 一 一

曲格歹U酮 一 一 5 1 0 2 0 5 1 0 2 0 “ m o l／L

甲 < 0 ． 0 5 ， 与空 白对 照 组 比较 ；．P < 0 ． 0 5 ， 与 T N F — a 组 比较

图 5 曲格 列酮 对 系膜细 胞 N F —

K B 蛋 白表 达 的 影 响

意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ： 曲格 列 酮 干 预 组 细 胞 和 细 胞 浆 内棕

黄 色颗 粒 随 曲格 列 酮 浓度 的增 加 ， 着 色 逐 渐 变 淡 ，

与 T N F — O／． 组 比较 有 统计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 见 图 4 、

图 5 。

3 讨 论

在 肾小 球 肾 炎 的 发 生 ， 发 展 和 转 归 过 程 中 ， 系

膜细胞 发 挥 着重 要 的作用 。 I C A M — l 在 肾脏 炎性病

变 中介 导 白细 胞 向炎 症 区 域 移 行 、 聚 集 ， 并 与 肾脏

固有 细胞 如 血 管 内皮细 胞 、 肾小管上 皮细胞 粘 附 和

作用 ， 在
‘

肾炎 的发 生 发 展 中也 起 重要 作用I”
。 P a i R l。】

报 道 经 T N F — o r． 诱 导 的 系膜 细 胞 I C A M — l m R N A 和

蛋 白表 达 增 加 。 本 实 验 用 T N F 一 仪 刺激 系 膜细 胞

4 8 h ， 实验 结 果与其 基 本 一 致 。 我们 观 察 到在 系膜 细

胞 培养 的 6 - 4 8 h 内 ， T N F — d 可 促进 其增 殖 ， 在 培 养

2 4 h 时 达 到增 殖 高峰 ， 并 且 T N F — d 促 进 系 膜 细 胞

1C A M 一 1 的 产 生 ， 表 明 T N F — d 不 仅 促 进 系 膜 细 胞

的增 殖 ， 还 通 过 增 加 I C A M 一 1 的分 泌 ， 从 而 加 重 细胞

炎症损 伤 。 T s u c h i y a 等㈣的实验 表 明曲格 列 酮 可 抑制

系膜 细 胞 的增 殖 。 本实验结 果 也 提 示 ， 曲格 列 酮 在

5 ～ 2 0 u m 。 l，LJ 的 浓 度 范 嗣 内对 T N F — Or． 诱 导 的 系 膜

细 胞 增 殖 具 有抑 制作用 ， 并呈 时 间 ， 剂量依赖 关 系 。

预 试 验 中发 现 曲格 列 酮 浓度 > 4 0 ¨ m o l／L ， 细 胞 成 活

率 < 9 5 ％ ， 故 在 本 实验 的 浓 度 范 围 内 ， 可 排 除 曲格

列 酮 对 系膜细 胞 的药物毒性 作用 。

P P A R ～ 属 核 受 体 超 家 族 中 的 成 员 ， 在 肾脏 中

主 要 分 布 于 髓 质集合管 远 侧 端 。 在 肾小球 和 肾 微 血

管 中表达 较 少 ， 它 与 其 激 动 剂 噻 唑 烷 二 酮 类 药物结

合后 ， 促进 脂 肪代谢 ， 增 强 胰 岛素敏感 性 ， 目前 广 泛

用 于 临 床糖 尿病 的治疗 ， 曲格 列 酮 为 噻 唑 烷 二 酮 类

药物之 一

。 O h g a 等1s 】报 道 噻 唑 烷 二 酮 类 药物 对 糖 尿

病 肾病 大 鼠 的 抗 炎 效 应 是 通 过 抑 制 N F — K B 的 活

性 ， I C A M 一 1 的表达 ， 巨 噬 细胞 的侵润 实现 的 。 近 年

来关 于 其 在 抑 制炎症 反 应 ， 减轻 肾小 球 硬 化 方 面 的

作用 也 倍受关注 。 H a r a g u c h i 等『7 】发 现 在 肾小球 肾炎

动 物 模 型 中 ， 曲格 列 酮 能 减 少 尿 蛋 白 ， 抑 制 新 月

体生 成 ， 并 减 少 炎 症 细 胞 在 肾小 球 的 侵 润 ， 聚 积 。

M a k o t o
I。

J在 小 鼠血 管 内皮细 胞 的研 究 中发 现 P P A R Y

列 酮 可 抑 制 T N F 一

仪 诱 导 的 I C A M — l m R N A 和 蛋 白

表达并 可 减 低 N F 一 ．c B 的 活 性 。 对 系膜 细胞 的 研 究

尚未见报道 ， 我们的实验结果提示 ， 5 斗 m o l／L 、 10 斗 to o l

见 、 2 0 “ m d ／L 的 曲格列 酮 可 抑 制 T N F — Q 诱 导 的系

膜 细 胞 I C A M — l m R N A 的 表 达 及 N F — K B 的 活 性 ，

但在 蛋 白水平 曲格 列 酮 5 tx m o l ／L 对 I C A M — l 无 抑制

作 用 。

我们从细胞 粘 附机 制 的角度研究 P P A R ŷ 激 动

剂 曲格列 酮 对 T N F — O／． 诱 导 的 系膜 细 胞 I C A M — l 表

达 的 影 响 ， 结 果 提 示 P P A R v 激 动 剂 可 抑 制 T N F 一

仪 诱导 的系膜 细 胞 I C A M 一 1 表达 的 上 调 ， 可 能 是 通

过 N F — K B 的 激 活 实 现 的 ， 说 明 P P A R 1 激 动 剂 可
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在调节肾脏炎症的过程中发挥保护性作用，进一步 

为临床提供新的理论依据。 
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