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PPAR7激动剂抑制 Ang 11诱导乳鼠心肌细胞 

合成肿瘤坏死因子 

汪华玲，覃 数，陈齐红 

(重庆医科大学临床学院心内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究过氧化体增殖物激活型受体 7(PPART)激动剂(罗格列酮)对血管紧张素II(AngII)刺激乳鼠心肌细胞合 

成肿瘤坏死因子(TNF—a)的影响，旨在探讨罗格列酮作用于心肌细胞时，在细胞因子调节中发挥的作用。方法：采用酶消化 

和差速贴壁法分离乳鼠心肌细胞。罗格列酮预处理30rain后，用AngII与乳鼠心肌细胞共同培养24h，然后分别采用ELISA 

和RT—PCR法检测细胞培养上清液TNF—a含量和心肌细胞 TNF—amRNA表达水平。结果：AngII刺激乳鼠心肌细胞 

TNF—a蛋白质合成和mRNA表达增加，罗格列酮抑制 1gII的作用(P<0．01)，且在一定范围内，浓度越高作用越强。结 

论：罗格列酮抑制AngII刺激的乳鼠心肌细胞TNF—amRNA表达和蛋白质合成，罗格列酮这一作用为治疗慢性心力衰竭提 

供了新的思路。 
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PPARY activators inhibitory effects on angiotensin II induced tumor necrosis 

factorcx expression in neonatal rat cardiac myocytes 

、 4NG Hualing．et al 

(Department of Cardiology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effects of the nuclear receptor peroxisome proliferator—activated receptor( )7 activators 

on tumor necrosis factor a(TNF—a)expression in neonatal rat cardiac myocytes．Methods：Primary culture of cardiac myocytes WaS 

prepared from 1--3 days old Spraque—Dawley rats．Cardiac myocytes were pretreated with rosiglitazone at different concentrations 

and then stimulated with angiotensinⅡ(1 tanol／L)．ELISA and reverse transcripition—polymerase chain reaction(RT—PCR)were 

used tO examine TNF—a in cultured supernatan ts an d TNF—a mRNA in cardiac myocytes，respectively．Results：Pretreatment of car— 

diac myocytes with rosiglitazone inhibited the increase of TNF—a and TNF—a mRNA induced by angiotensinⅡin a concentration— 

dependent n'hanner．Conclus／on：Rosiglitazone inhibits the expression of TNF—a in cardiac myocytes．which provides a new way for 

treating chronic heart failure． 
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过氧化体增殖物激活型受体7(peroxisome pro． 

1iferator—activated receptors，PPAR7)是一种类固醇 

受体超家族受体。研究证实 PPAR7激动剂抑制血 

管平滑肌中的炎症反应及激活单核细胞合成肿瘤坏 

死因子(TNF—a)，但有关PPAR7配体对心肌细胞炎 

症反应影响的研究较少。本实验通过观察PPAR7配 

体罗格列酮对乳鼠心肌细胞合成 TNF—a的影响，旨 

在探讨该药物对神经体液细胞因子的{『 节作用。 

1 材料和方法 

作者介绍：汪华玲(1977一)，女，硕士 

主要研究方向：心力衰竭。 

1．1 材料 

1．1．1 主要仪器 

o3z孵箱，XSZ—I92型倒置显微镜，超净工作台，紫外分 

光光度计，PCR自动扩增仪，凝胶电泳分析系统。 

1．1．2 药品及试剂 

罗格列酮原料药(合肥森瑞有限公司)，TNF—oELISA 

检测试剂盒(北京晶美生物工程有限公司)，RT—PCR检测 

试剂盒(TaKaRa大连宝生工程有限公司)，Trizol(上海生工 

生物工程公司)，引物(华大基因一上海鼎安生物科技有限公 

司)，胎牛血清(杭州四季青)等。 

1．1．3 动物及器械 

出生1～3天Sprague—Dawley乳鼠(第三军医大学大坪 

医院动物中心)，100目不锈钢筛网，手术器械：眼科剪和眼 
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科镊各两把，培养皿，培养瓶，盖玻片细胞计数板。 

1．2 方法 

1．2．1 乳鼠心肌细胞的分离(参照文献⋯有改进) 

取乳鼠开胸取心脏，剪去心房及血凝块后剪成 lmm× 

lmmXlmm小块，加0．125％胰酶消化，取上清液。反复消 

化7、8次，直至心肌组织消化完为止。上清液过滤、离心。 

培养液悬浮沉淀细胞，将细胞种植于培养瓶中37℃孵育2h， 

吸出含有未贴壁细胞的培养液，重复两次，调整细胞浓度至 

1×10 ／ml，接种到培养瓶中，4～5天后进行细胞活力的测 

定。 

1．2．2 罗格列酮、 ngⅡ处理心肌细胞 

取上述4瓶心肌细胞(编号为1、2、3、4)；1、2瓶分别加 

入罗格列酮，终浓度为5wnol／1、50wnolA，预处理 30min。1 

～ 3瓶加入 Ang11，终浓度为 1／anolA，37℃孵育 24h，离心取 

上清，提取心肌细胞总 RNA。 

1．2．3 检测方法 

ELISA法检测上清液TNF—a含量，RT—PCR法检测 

心肌细胞TNF—amRNA表达。 

1．2．4 心肌细胞总RNA的提取 

心肌细胞培养瓶中加入 0．125％胰酶消化 1～2min，加 

含20％FBS的DMEM终止消化，在显微镜下观察至心肌细 

胞完全悬浮，细胞悬液吸入 EP管中，离心(4℃5000r／rnin) 

2min，弃上清液，加入 800 1Trizol，剧烈震荡，再加入200t~l 

氯仿震荡 30s，4℃12000r／min离心5min，上清液转移至另一 

离心管中加入等体积的异丙醇，室温放置5min，12000r／min 

离心 5min，小心弃上清液加入 75％酒精 700／A，4℃12000r／ 

min离心 2min，重复两次尽可能吸走上清液，沉淀用 30 

1DEPC—H2O溶解，一80℃保存。 

表 1 不同浓度的罗格列酮对 Ⅱ诱导 

乳鼠心肌细胞分泌TNF—a的影响( ±S，T／=6) 

TACTGAAC一3’，下游弓l物 3’一GTTAGAAGGACACA— 

GACTGG～5’。8一Actin引物(472bp)：上游引物 5’一TG— 

GCACCACACCTDCTACAA一3’下游弓l物3’一GCAGCT0G— 

TAGC肼 rCT一5’30℃ 10min，42℃ 30min，99℃ 5min，5℃ 

5min一个循环进行反转录反应。94℃ 5min，58℃2min，72℃ 

2min1个循环；94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 45s 35个循环；72℃ 

7min进行阿  反应。反应结束后，取砌  反应液10vl，1．2％的 

琼脂糖凝胶电泳，并求出条带灰度与8一Actin标准条带的比 

值。 

1．2．6 统计学处理 

所有数据以均数 ±标准差表示( ±S)，两组间均数比 

较用 t检验，多组间均数比较用方差分析 口检验，SPSS11．0 

统计分析软件进行处理，P<0．05有统计学意义。 
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图1 心肌细胞各种处理组 TNF—amRNAI~R产物凝胶电 

泳结果 

注：M：标记物 1、2、3、4分别为罗格列酮(50邮1ol／L)+Ang 

Ⅱ(1／anol／L)、罗格列酮(5tmaol／L)+Ang11(1／anol／L)、Ang 

Ⅱ(1／anol／L)、4为对照组 

Group TNF—a(pg／m1) 2 结 果 

Control 

,~mglI(1／anol／L) 

Angg+Ros(5tmaol／L) 

Aug 11+Ros(50tmaol／L) 

6．7±0．8 

88．0±7．21" 

48．9±3．4# 

10．1±1．1 

P<0．01vs处理组， P<0．0lvsAng1]处理组 

表 2 RT—PCR扩增后TNF—a与 一Actin 

电泳条带灰度比值(j±S，T／=5) 

Group the odds 

Control 

,~mglI(1／anol／L) 

AngⅡ+Ros(5tmaol／L) 

Ang 11+Ros(50tmaol／L) 

undetected 

0．78±0．21" 

0．53±0．15# 

0．36±0．11# 

P<0．01vs处理组， P<0．01vsAngII处理组 

1．2．5 RT—PCR法检测心肌细胞 TNF一~aRNA表达(按 

试剂盒说明书操作) 

TNF—a引物(678bp)：上游引物 5’一CGCq'CrGTC一 

2．1 罗格列酮对AngII刺激乳鼠心肌细胞 TNF— 

a蛋白质合成的影响 

正常乳鼠心肌细胞几乎不表达 TNF—a，给予 

AngII刺激后其表达增加(P<0．01)，给予 5rtmol／L 

罗格列酮预处理后 TNF—a蛋白质合成下降(P< 

0．01)，50／lmol／L罗格列酮预处理组 TNF—a蛋白 

质合成进一步下降(P<0．01)(表 1)。 

2．2 罗格列酮对体外培养的乳鼠心肌细胞TNF— 

arnRNA表达的影响 

用 TNF—a条带灰度与 j3一Actin条带灰度 比 

值对 p—Actin mRNA表达量进行半定量分析。对 

照组 心 肌细 胞无 TNF—a mRNA 表达 ，Ang II 

(1／~mol／L)处理心肌细胞组有 TNF—arnRNA表达 

(P<0．01)。罗格列酮(5、50gmol／L)预处理心肌细 
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胞，则抑制AngⅡ刺激的心肌细胞 TNF—a rnRNA 

表达(P<0．05)，且浓度越高作用越大(图1，表2)。 

3 讨 论 

实验发现，正常心肌细胞不表达 TNF—a，Ang 

Ⅱ促进心肌细胞TNF—amRNA表达和蛋白合成。 

PPAR7激动剂罗格列酮抑制 AngⅡ诱导的心肌细 

胞TNF—amRNA表达和蛋白合成，且在一定范围 

内呈浓度依赖性。 

TNF—a是一种主要由激活的单核一巨噬细胞 

产生的炎症细胞 因子，正常心肌细胞几乎不表达 

TNF—a，慢性心力衰竭 (congestive heart failure， 

cI-m)时在多种因素刺激下，心肌细胞大量表达 

TNF—amRNA及合成 TNF—a j。TNF—a在 

CHF、心肌梗死、心肌炎和扩张性心肌病等多种心血 

管疾病的发生发展中起重要作用。目前许多研究结 

果表明心力衰竭时 系统过度激活、细胞因子过 

度表达均能抑制心脏功能，但两者之间是否存在一 

定关系已成为研究的热点。Kalra等研究发现 Ang 

Ⅱ1型受体结合 AngⅡ后被激活后通过蛋白激酶C 

(PKC)途径诱导成年哺乳动物心肌 TNFa表达上 

调 ]。同时许多研究表明AngⅡ转换酶抑制剂(A— 

CEI)、AngⅡ1型受体拮抗剂降低心力衰竭病人外 

周血中TNFa水平。本实验研究结果表明 AngⅡ在 
一 定范围内呈浓度依赖性诱导离体心肌细胞表达 

TNFa，进一步证实 RAS和 TNF～a在心脏中存在 

着生物对话，提示两者可形成一个自我维持、自我放 

大的自傍 分泌环，致RAS过度激活、细胞因子大量 

分泌，促进心力衰竭的发生、发展。 

PPAR7是一种致密分子构成的类固醇受体超 

家族，主要在大肠和脂肪组织中表达，近来研究 J 

发现 PPAR7在心肌组织中亦有表达。噻唑烷二酮 

类(格列酮类)抗糖尿病药是PPAR7的合成型特异 

性配体，主要包括罗格列酮、吡格列酮等 PPAR7 

作用广泛，涉及脂质代谢、炎症反应、细胞增殖等方 

面。罗格列酮抑制激活的单核 一巨噬细胞分泌 

TNFa、白介素一6、白介素一18，T淋巴细胞表达白 

介素一2等细胞因子 5 J。吡格列酮预处理的小鼠在 

广泛前壁心肌梗死后较对照组肿瘤坏死因子、转化 

生长因子和单核细胞趋化因子的分泌减少 ]，但其 

对体外心肌细胞的作用研究较少。本实验通过体外 

分离培养乳鼠心肌细胞，模拟CHF时神经内分泌系 

统过度激活的内环境，用 AngⅡ作为刺激因素诱导 

心肌细胞表达 TNF—a，PPAR7特异性激动剂罗格 

列酮抑制 AngⅡ的这一作用，提示提示 PPAR7激动 

剂可能在体内通过良性调节细胞因子改善心力衰 

竭。 在单核一巨噬细胞中PPAR7激动剂通过拈抗 

调节细胞因子的转录因子如核因子 xB(NP一出)、 

激动蛋白一1(AP一1)而起到抗炎作用 ]，推测 

PPAR7激动剂亦可能通过这些途径抑制心肌细胞 

表达 TNFa，尚待进一步研究。有研究发现L8'9J 

PPAR7激动剂抑制血管紧张素(AT1)受体启动子 

活性，降低 AT1受体mRNA表达及其蛋白水平可 

能系 PPAR7激动剂的抗 CHF的另一种机制。 
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