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曲格列酮对低氧状态下肺动脉平滑肌细胞的作用机制研究

杨中静，皮卫峰△，朱萍萍
（上海建工医院呼吸科，上海２０００８３）

摘要：目的探讨曲格列酮对低氧状态下肺动脉平滑肌细胞牗 ＰＡＳＭＣｓ牘的作用机制。方法人ＰＡＳＭＣｓ在３７ ℃５％ ＣＯ２ ＋ ９４％ Ｎ２ ＋ １％ Ｏ２
条件下分别加入２０ μｍｏｌ ／ Ｌ的曲格列酮培养７２ ｈ。通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）法测定ＰＡＳＭＣｓ内ＰＴＥＮ、Ｃａｓｐａｓｅ － ３和Ｃａｓｐａｓｅ － ８基因
表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法测定ＰＴＥＮ，ｐ － Ａｋｔ，Ａｋｔ蛋白的表达。结果曲格列酮抑制低氧条件下ＰＡＳＭＣｓ的增殖；曲格列酮组ＰＡＳＭＣｓ ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，曲格列酮增加了ＰＡＳＭＣｓ的Ｃａｓｐａｓｅ － ３及Ｃａｓｐａｓｅ － ８活性；ＰＴＥＮ抑制剂ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ 牘和ＰＰＡＲγ抑制剂
ＧＷ９６６２可通过下调ＰＴＥＮ基因表达而逆转曲格列酮对ＰＡＳＭＣｓ的增殖抑制作用。结论曲格列酮可增强ＰＴＥＮ的表达，促进低氧条件
下ＰＡＳＭＣｓ的凋亡，同时通过ＰＰＡＲγ途径增强ＰＴＥＮ表达。
关键词：增殖体过氧化物酶激活受体γ；曲格列酮；低氧；人肺动脉平滑肌细胞；ＰＴＥＮ；作用机制
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形成肺动脉高压的机制非常复杂，其中低氧引起的
肺血管收缩和肺血管重塑牗 ＰＶＲ牘是一个重要机制。低氧
可导致肺动脉平滑肌细胞牗 ＰＡＳＭＣｓ牘过度增殖，从而导
致ＰＶＲ犤１ 犦。增殖体过氧化物酶激活受体γ（ＰＰＡＲγ）激动
剂是一种平滑肌细胞生长的负性调节剂，在体内外均能
抑制平滑肌细胞增殖。既往研究显示，ＰＰＡＲγ激动剂在
多种细胞内均能通过对抑癌基因ＰＴＥＮ的调节作用影
响细胞的代谢、增殖和凋亡犤 ２ － ４ 犦，但对低氧状态下的
ＰＡＳＭＣｓ能否通过调节ＰＴＥＮ发挥作用则尚未见报道。
因此，本研究中观察了ＰＰＡＲγ激动剂曲格列酮对低氧
状态下ＰＡＳＭＣｓ的增殖、凋亡及ＰＴＥＮ ／ Ａｋｔ表达的影
响，并进一步通过ＰＴＥＮ抑制剂阻断ＰＴＥＮ ／ Ａｋｔ通路观
察对此作用的影响，以明确其是否通过调节ＰＴＥＮ发挥
作用。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料与试药

人ＰＡＳＭＣｓ及细胞培养液（美国ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ实验

室）；逆转录试剂盒和聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒（美
国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＣｙＱＵＡＮＴ细胞增殖检测试剂盒
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；小鼠抗ＧＡＰＤＨ、小鼠抗人
ＰＴＥＮ（一抗）和羊抗小鼠ＩｇＧ － ＨＲＰ（二抗）（美国Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司）。

ＰＴＥＮ 和ＧＡＰＤＨ 引物均由１ｓｔ ｂａｓｅ 公司
（Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ）合成，ＰＴＥＮ上游序列：５′ － ｔｃａｃｃａａｃｔｇａａｇｔｇ
ｇｃｔａａａｇａ － ３′，下游序列：５′ － ｃｔｃｃａｔｔｃｃｃｃｔａａｃｃｃｇａ － ３′，
ＧＡＰＤＨ上游序列：５′ － ａｇｃｃａｃａｔｃｇｃｔｃａｇａｃａｃ － ３′，下游序
列：５′ － ｔａａａａｇｃａｇｇｃｃｔｇｇｔｇａｃ － ３′。

曲格列酮（湖北巨胜科技有限公司，批号为
２０１６１００９，规格为每瓶１０ ｍｇ 牘；ＧＷ９６６２ 牗美国Ｓｉｇｍａ公
司，批号为０１１Ｍ４６１６Ｖ牘；ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ 牘 牗德国Ｍｅｒｃｋ公
司，批号为Ｓ８６５１０１ 牘。
１． ２ 方法

分组：人ＰＡＳＭＣｓ分别加入０． ５ ～ ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ的曲格
列酮培养７２ ｈ，将培养的ＰＡＳＭＣＳ分为正常对照组、

·研究·
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Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ
Ａ． 正常对照组 Ｂ． 曲格列酮组牗 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 牘

Ｃ．曲格列酮＋ＧＷ９６６２组 Ｄ．曲格列酮＋ ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ牘组
图１ 曲格列酮抑制低氧条件下ＰＡＳＭＣｓ增殖情况牗 × １００）

图２ 曲格列酮对低氧条件下相关蛋白表达的作用
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图３ 曲格列酮对低氧条件下相关蛋白表达的作用
（ＧＷ９６６２预处理）
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图４ 曲格列酮对低氧条件下相关蛋白表达的作用
犤 ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ 牘预处理犦

模型组、曲格列酮牗２０μｍｏｌ ／ Ｌ牘组、曲格列酮牗２０μｍｏｌ ／ Ｌ牘 ＋
ＧＷ９６６２ 牗１ μｍｏｌ ／ Ｌ 牘组及曲格列酮牗 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 牘 ＋ ｂｐＶ
牗ＨＯｐｉｃ，２． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 牘组。除正常对照组在常氧下培养，
其余组均于１％氧体积分数、５％ ＣＯ２条件下培养。

ＰＡＳＭＣｓ增殖检测：细胞培养４８ ｈ后使用细胞增殖
检测试剂盒检测ＰＡＳＭＣｓ增殖情况，操作步骤按照说明
书进行。

定量 ＰＣＲ检测：采用定量 ＰＣＲ法检测基因的表达
水平。使用 ２５ μＬ的反应体系，定量 ＰＣＲ的循环数设定
为４０循环，初始变性１０ ｍｉｎ，随后９５ ℃变性１５ ｓ，退火
３０ ｓ，７２ ℃延伸３０ ｓ。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测牶使用 ＰｈｏｓｐｈｏＳａｆｅＴＭ蛋白提取试
剂盒抽提细胞蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测蛋白表达情况。
１． ３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９． ０统计学软件分析，计量资料以Ｘ ± ｓ
表示，行ｔ检验。Ｐ ＜０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见图１至图４。曲格列酮在低氧浓度下培养细胞
２，８，０． ５ ｈ时分别增加ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ表达牗３． ２ ± ０． ５牘倍，
Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｍＲＮＡ表达牗３． １ ± ０． ６牘倍，Ｃａｓｐａｓｅ － ８ ｍＲＮＡ
牗８． ９ ± １． １牘倍。低氧条件下，曲格列酮浓度为２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，ＰＡＳＭＣｓ内ＰＴＥＮ与ｐ － Ａｋｔ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平最高，而Ａｋｔ无明显变化，使用ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ牘和ＧＷ９６６２
预处理后都能显著抑制曲格列酮引起的ＰＴＥＮ蛋白表达
水平升高，且能持续２４ ｈ。
３ 讨论
过氧化物酶增殖体激活受体（ＰＰＡＲ）属核激素受体

超家族，共有ＰＰＡＲα，ＰＰＡＲγ，ＰＰＡＲδ ３种亚型，其中
ＰＰＡＲγ在调控细胞分化和调控多种代谢（糖、脂肪、能量
代谢等）中起重要作用。ＰＰＡＲγ还能通过抑制ＴＧＦ ／
ｓｍａｄｓ信号途径而抑制细胞因子和生长因子的信号传导，
发挥抑制血管平滑肌细胞增殖及迁移作用。ＰＰＡＲγ受体
在正常肺组织中广泛表达，而重度肺动脉高压患者的肺
血管中ＰＰＡＲγ基因及蛋白表达明显降低犤５ 犦。对平滑肌细
胞ＰＰＡＲγ基因敲除小鼠的研究表明，基因敲除的小鼠自
发产生肺动脉高压，引起右心室收缩压上升，右心室的肥
厚及远端肺动脉的肌化犤６ 犦。

ＰＴＥＮ是ＰＰＡＲγ下游信号通路的一个重要因子。国
外的研究表明，ＰＴＥＮ在肺动脉高压发病机制中起了重要
作用。在敲除小鼠血管平滑肌细胞的ＰＴＥＮ基因后，发现
小鼠平滑肌细胞出现异常增殖，血管重构，以及与肺动脉
高压一致的组织病理改变犤７ 犦。而同时国内学者研究证实，
ＰＴＥＮ ／ Ａｋｔ的转录和激活与低氧导致的ＰＡＳＭＣｓ增殖密
切相关，并在低氧性肺动脉高压形成过程中发挥重要作

用犤 ８ 犦。大量研究表明，ＰＰＡＲγ在不同的细胞内对ＰＴＥＮ
具有不同的调节作用，进而影响细胞的代谢、增殖和凋
亡犤 ９ － １２ 犦。既往的研究同样显示，骨成形蛋白－２牗ＢＭＰ －２牘
能通过上调ＰＴＥＮ的表达抑制低氧状态下ＰＡＳＭＣｓ的增
殖，且ＰＰＡＲγ拮抗剂能逆转ＢＭＰ －２的抑制增殖作用犤１３犦，
提示ＢＭＰ － ２通过ＰＰＡＲγ途径发挥作用。

本研究结果显示，ＰＰＡＲγ激动剂曲格列酮能抑制
低氧条件下人ＰＡＳＭＣｓ的增殖，上调ＰＡＳＭＣｓ的ＰＴＥＮ
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基因及蛋白和ｐ － Ａｋｔ蛋白的表达；提示了ＰＰＡＲγ激动
剂曲格列酮可能通过增加ＰＴＥＮ的表达，激活ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ信号通路，抑制人ＰＡＳＭＣｓ的水平，从而抑制慢性
阻塞性肺疾病患者低氧状态下的肺血管重塑。进一步验
证发现，ＰＴＥＮ抑制剂 ｂｐＶ牗ＨＯｐｉｃ 牘和ＰＰＡＲγ拮抗剂
ＧＷ９６６２均能逆转曲格列酮的抑制低氧条件下人
ＰＡＳＭＣｓ增殖作用，并下调ＰＡＳＭＣｓ的ＰＴＥＮ蛋白表达，
进一步证明曲格列酮上调ＰＴＥＮ蛋白的表达是通过
ＰＰＡＲγ信号通路途径实现的，而其抑制ＰＡＳＭＣｓ增殖
的作用依赖于ＰＰＡＲγ － ＰＴＥＮ途径。

Ｃａｓｐａｓｅｓ家族在细胞凋亡中具有关键作用，又称凋
亡蛋白酶。Ｃａｓｐａｓｅ － ３为细胞凋亡的终末剪切酶，是诱
导细胞凋亡的直接实施者，具有不可替代的地位。而
Ｃａｓｐａｓｅ － ８是介导细胞凋亡的关键启动因子，激活下一
步级联反应。检测曲格列酮及低氧环境下Ｃａｓｐａｓｅ － ３
和Ｃａｓｐａｓｅ － ８基因表达，结果提示，曲格列酮能增强
Ｃａｓｐａｓｅ － ３和Ｃａｓｐａｓｅ － ８的活性，说明曲格列酮不仅
可以直接抑制人ＰＡＳＭＣｓ的增殖，还同时促进ＰＡＳＭＣｓ
的凋亡来抑制其低氧条件下的过度增殖，对抑制慢性阻
塞性肺疾病等低氧状态下的肺血管重塑具有重要意义。

综上所述，曲格列酮以剂量依赖性方式通过
ＰＰＡＲγ 途径增加ＰＴＥＮ的表达，促进低氧条件下
ＰＡＳＭＣｓ的凋亡。临床上对于长期处于低氧状态的人群
如慢性阻塞性肺疾病患者，应用 ＰＰＡＲγ激动剂可能通
过抑制ＰＡＳＭＣｓ的过度增殖显著改善肺血管重塑状况，
预防或延缓肺动脉高压、肺源性心脏病的发生，显著改
善慢性阻塞性肺疾病等低氧状态患者的预后。而针对已
发生低氧性肺动脉高压的患者，ＰＰＡＲγ激动剂如曲格
列酮可能同样能显著改善其病情，预防其进一步发展。
本研究为体外试验研究，证实了ＰＰＡＲγ作为低氧性肺
动脉高压的一个重要治疗靶点犤 １４ － １６ 犦，可能通过多种机
制发挥作用。但目前仍需进一步在体内试验及大规模临
床试验来进一步明确ＰＰＡＲγ激动剂在低氧状态人群及
肺动脉高压患者中的作用特点及临床疗效。
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