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【摘要】  目的　研究抵抗素通过激活过氧化物酶体增殖物激活受体(peroxisome proliferator-activated receptor,
PPAR)抑制脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）诱导白细胞介素（interleukin, IL）-1β和肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α,
TNF-α）表达的调控作用及分子机制。方法　以5 mg/kg LPS腹腔注射C57BL/6J小鼠制备内毒素炎症模型，检测小鼠血清和

脾组织抵抗素表达水平。以抵抗素处理RAW264.7细胞和腹腔注射C57BL/6J小鼠为模型，采用实时荧光定量、免疫印迹和

ELISA，检测抵抗素预处理联合PPARγ激活剂罗格列酮或者抑制剂GW9662干预条件下，LPS诱导的RAW264.7细胞内

PPARγ、p65总蛋白、p-P65、核因子κB抑制蛋白α（inhibitor of NF-κB alpha, IκBα）、IL-1β、TNF-α mRNA和蛋白表达水平。

以20 mg/kg腹腔注射LPS的C57BL/6J小鼠制作内毒素休克模型，检测抵抗素对小鼠生存和血清IL-1β、TNF-α水平的影响。

结果　腹腔注射LPS后，小鼠脾脏抵抗素mRNA和蛋白水平降低超过80%，血清浓度下降58%，与PBS对照组相比差异有统

计学意义（P<0.001）。经20 ng/mL抵抗素预处理后，LPS刺激的RAW264.7细胞PPARγ mRNA和相对蛋白表达水平分别由

0.58±0.07和0.34±0.04升高至0.95±0.03和1.78±0.28，并在抵抗素和罗格列酮联合作用进一步升高至2.03±0.16和2.82±0.08，
3组间差异均有统计学意义（P<0.05）。抵抗素使LPS联合GW9662作用的RAW264.7细胞内PPARγ mRNA和相对蛋白表达水

平分别由0.44±0.06和0.43±0.03升高至1.19±0.08和0.55±0.04，两组间差异均有统计学意义（P<0.05），同时细胞内IL-1β mRNA由

12.31±1.50下降至7.45±0.83，IL-1β蛋白由（179.62±9.27） pg/mL降至（108.59±17.32） pg/mL，TNF-α mRNA由3.41±0.11降至

2.50±0.04，蛋白水平由（1 265.30±154.78） pg/mL下降至（1 025.96±45.41） pg/mL，且两组比较差异均有统计学意义（P<0.05），
表明GW9662的促LPS诱导的IL-1β、TNF-α表达效应可部分受Retn抑制。检测发现，抵抗素作用下细胞内IκBα蛋白水平增

加、p-P65/P65表达降低；同时IL-1β和TNF-α mRNA水平分别降低24.7%和26.9%，蛋白表达水平分别降低36.3%和37.2%，与

L P S对照相比差异均有统计学意义（P < 0 . 0 5）。2 5  μ g / k g抵抗素预处理可使小鼠血清 I L - 1 β水平由（1  6 1 6 . 6 6 ±

96.68） pg/mL降至（1  277.04±27.73） pg/mL，TNF-α由（617.80±145.54） pg/mL降至（322.91±129.50） pg/mL，IFN-γ由
（12944.50±90.69） pg/mL降至（9 222.84±268.83） pg/mL，与单用LPS处理组相比差异均有统计学意义（P<0.05）；同时小鼠7 d
存活率由20%提高到80%，与LPS组相比差异有统计学意义（P<0.05）。结论　腹腔注射LPS可致小鼠脾脏和血清中抵抗素表

达降低，人抵抗素可通过激活PPARγ、抑制NF-κB信号通路而降低LPS诱导的IL-1β、TNF-α表达和LPS诱导的休克小鼠死亡率。
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[Abstract]   Objective　To study the  molecular  mechanism and regulatory  effect  of  resistin  on lipopolysaccharide
(LPS)-induced  interleukin  (IL)-1β  and  tumor  necrosis  factor-α  (TNF-α)  expression  through  activation  of  peroxisome
proliferator-activated  receptor  γ  (PPARγ). Methods　An  endotoxin-induced  inflammation  model  was  established  by
intraperitoneal  injection  of  5  mg/kg  LPS  in  C57BL/6J  mice,  and  the  expression  levels  of  resistin  in  mouse  serum  and
spleen  tissue  were  measured.  Using  resistin-treated  RAW264.7  cells  and  C57BL/6J  mice  administered  intraperitoneal
injections  as  models,  real-time  quantitative  PCR,  Western  blot,  and  ELISA  were  used  to  assess  the  mRNA  and  protein
expression of PPARγ, total p65, phosphorylated p65, inhibitor of NF-κB alpha (IκBα), IL-1β, and TNF-α in LPS-induced
RAW264.7  cells  under  conditions  of  resistin  pretreatment  or  combined  intervention  with  the  PPARγ  activator
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rosiglitazone or the inhibitor GW9662. Using C57BL/6J mice with intraperitoneal injection of 20 mg/kg LPS as a model,
the  effects  of  resistin  on  survival  and  serum  IL-1β  and  TNF-α  levels  were  evaluated. Results　After  intraperitoneal
injection  of  LPS,  the  mRNA  and  protein  levels  of  resistin  in  the  spleen  of  mice  decreased  by  more  than  80%,  and  the
serum  concentration  dropped  by  58%,  which  was  statistically  significant  compared  with  the  PBS  control  group  (P <
0.001).  Under pretreatment with 20 ng/mL resistin,  the mRNA and relative protein expression levels  of  PPARγ in LPS-
stimulated  RAW264.7  cells  increased  from 0.58 ±0.07  and 0.34 ± 0.04  to  0.95 ± 0.03  and 1.78 ± 0.28,  respectively,  and
further increased to 2.03 ± 0.16 and 2.82 ± 0.08 under the combined action of resistin and rosiglitazone, with statistically
significant  differences  among  the  three  treatments  (P <  0.05).  Resistin  increased PPARγ mRNA  and  relative  protein
expression levels in LPS- and GW9662-treated RAW264.7 cells from 0.44 ± 0.06 and 0.43± 0.03 to 1.19± 0.08 and 0.55 ±
0.04, respectively, with statistically significant differences between the two groups (P < 0.05). Meanwhile, intracellular IL-
1β mRNA  levels  decreased  from 12.31 ± 1.50 to 7.45 ± 0.83,  and  cell  culture  supernatant  protein  levels  dropped  from
(179.62 ± 9.27) pg/mL to (108.59 ± 17.32) pg/mL. Additionally, TNF-α mRNA levels declined from 3.41 ± 0.11 to 2.50 ± 0.04,
while  supernatant  protein  levels  decreased  from  (1 265.30 ± 154.78) pg/mL  to  （1025.96±45.41） pg/mL.  Statistical
comparisons  between  the  two  groups  showed  significant  differences  (P <  0.05),  indicating  that  Retn  partially  inhibits
GW9662's effect on promoting LPS-induced IL-1β and TNF-α expression. It was found that under the action of resistin,
intracellular  IκBα  protein  levels  increased  and  p-p65/p65  expression  decreased;  meanwhile, IL-1β and TNF-α mRNA
levels  decreased  by  24.7% and  26.9%,  and  protein  expression  levels  decreased  by  36.3% and  37.2%,  respectively,  with
statistically significant differences compared with the LPS group (P < 0.05). Compared with the LPS-only treatment group,
pretreatment with 25 μg/kg resistin reduced mouse serum IL-1β levels from (1 616.66 ± 96.68) pg/mL to (1 277.04 ± 27.73)
pg/mL, TNF-α from (617.80 ± 145.54) pg/mL to (322.91 ± 129.50) pg/mL and IFN-γ from (12 944.50 ± 90.69) pg/mL to
(9 222.84 ± 268.30) pg/mL, with all differences being statistically significant (P < 0.05); meanwhile, the 7-day survival rate
of  mice  increased  from  20% to  80%,  which  was  statistically  significant  compared  with  the  LPS  group  (P <  0.05).
Conclusion　Intraperitoneal injection of LPS can lead to decreased resistin expression in the mouse spleen and human
resistin  can  reduce  LPS-induced  IL-1β  and  TNF-α  expression,  as  well  as  the  mortality  of  LPS-induced  shock  mice  by
activating PPARγ and inhibiting NF-κB signaling.
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抵抗素（resistin，Retn）是一种C末端富含半胱氨酸的

小分子蛋白，因能降低胰岛素敏感性而得名[1]。人Retn基

因定位于19号染色体短臂，小鼠Retn基因位于8号染色

体，两者核苷酸和氨基酸同源性分别为65.4%和55.6%。

人和小鼠Retn启动子区域均含核因子κB（Nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells，NF-κB）、

激活蛋白 -1（Activator Protein-1，AP-1）等转录因子结合

位点[1]，蛋白前体均由N端α螺旋的 “尾”和C端β三明治的

“头”构成，C端10个半胱氨酸形成5个二硫键，维系二聚体

/六聚体结构[2]。有研究结果表明Retn单体分子也同样具

有胰岛素拮抗作用[3]。

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）可通过TLR-4激活

NF-κB促炎通路[4]，诱导肿瘤坏死因子α（tumor necrosis

factor-α, TNF-α）、白细胞介素（interleukin, IL）-1β表达，

引发脓毒症[5]。过氧化物酶体增殖物激活受体(peroxisome

proliferator-activated receptor, PPAR)是核内受体转录因

子超家族成员[6]，根据结构不同可分为α、β(或δ)和γ三种

类型，其中PPARγ主要表达于脂肪组织及免疫系统，激活

后可通过诱导IκBα表达抑制NF-κB，发挥抑制炎症反应的

作用[7-10]。

已有研究表明， PPARγ与Retn可能存在表达调控和

功能互作等方面的复杂关系。同时，人Retn被认为可通

过与LPS竞争性结合Toll样受体(toll-like receptor 4,

TLR4)，从而降低LPS诱导的内毒素休克模型小鼠的炎症

反应[11]。本团队前期研究发现LPS可抑制C57BL/6J小鼠

脾脏和血液中抵抗素表达[12]，据此推断Retn可能通过激

活PPARγ在LPS诱导的炎症反应中发挥重要调控作用。

本研究通过细胞和动物实验证实人R e t n通过激活

PPARγ抑制LPS诱导的炎症性细胞因子表达，以及降低内

毒素休克模型小鼠死亡率的作用机制和生物效应。

 1     材料与方法

 1.1    动物及化学试剂

C57BL/6J小鼠来自南昌大学动物实验中心，正常喂

养。LPS（sigma，美国）来自大肠杆菌，血清型O127：B8；

PPARγ激活剂罗格列酮和抑制剂GW9662（sigma，美国）；

人抵抗素重组蛋白（PeproTech，美国），纯度≥98%，内毒

素水平<1 EU/μg；Trizol（Thermo Fisher，美国）；逆转录及
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实时荧光定量试剂盒（Takara，日本）；DMEM培养基

（Solarbio, 中国）；RIPA细胞裂解液（Solarbio, 中国）；总蛋

白定量试剂盒（Solarbio, 中国）；PMSF、蛋白酶抑制剂和

磷酸化酶抑制剂（Solarbio, 中国）；PVDF膜（Millipore，美

国）；脱脂奶粉（BD，美国）；兔抗小鼠PPARγ、p65、磷酸化

P65抗体（CST，美国）；兔抗小鼠IκBa抗体（Abcam，美国）；

兔抗小鼠Retn抗体（Omni mAbs，美国）；兔抗小鼠GAPDH

抗体（Proteintech，中国）；辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔IgG抗体（Boster，中国）；小鼠IL-1β和TNF-α ELISA

检测试剂盒（Boster，中国）；小鼠IFN-γ ELISA检测试剂盒

（Multisciences，中国）；小鼠Retn ELISA试剂盒（Abcam，美

国）；实时荧光定量PCR引物由上海生工生物公司（Sangon，

中国）合成。全部实验经由南昌大学实验动物福利伦理

委员会批准许可，批准号：NCULAE-20220824048。小鼠

实验严格遵循《赫尔辛基宣言》和国际3R原则进行。

 1.2    内毒素炎症模型小鼠动物试验

将6～8周龄C57BL/6J雄性小鼠随机分为LPS处理组

和 P B S 对照组 ，每组 1 0 只。 L P S 处理组腹腔注射

5 mg/kg LPS，PBS对照组注射等体积PBS。24 h 后采用2%

异氟烷麻醉，随后采集血清并行颈椎脱臼法处死小鼠、立

即无菌分离小鼠脾脏，分别用于后续实时荧光定量、免疫

组化和ELISA检测抵抗素表达水平。

 1.3    免疫组化及其结果评分

对前述内毒素炎症模型小鼠脾脏样本置于4%多聚

甲醛溶液中进行组织固定，随后经组织脱水、组织透明、

浸蜡、包埋、切片和烤片后，进一步按照切片脱蜡、抗原

修复、阻断灭活内源性过氧化物酶、封闭、一抗孵育、二

抗孵育、显色、复染等常规步骤进行检测。抗体染色结

果评分按阳性细胞百分数评分×染色强度评分来进行。

其中，阳性细胞百分数评分为0～4分；而染色强度评分为

0～3分。

 1.4    酶联免疫吸附试验

根据ELISA试剂盒说明，分别稀释不同浓度的标准品

和待测小鼠血清或细胞培养上清，每个样品设置3个复

孔。每孔加入100 μL待测样品后37 ℃孵育1.5 h，洗板后

加入生物素标记的抗体工作液100 μL，37 ℃孵育1 h，洗板

后再加入亲和素-过氧化物酶复合物工作液100 μL，37℃

孵育0.5 h，加入TMB显色液90 μL，37 ℃避光反应20 min，

随后每孔加终止液100 μL，使用酶标仪读取450 nm处吸

光度值，根据标准曲线计算细胞因子浓度。

 1.5    细胞培养

用含10% FBS、100 units/mL青霉素和100 μg/mL链霉

素的高糖DMEM培养基培养RAW264.7细胞（ATCC，美

国），培养温度为37 ℃，培养环境含5% CO2。实验过程中

使细胞按1×106个/孔均匀接种在6孔板内，静置12 h使其

贴壁。随后，分别用1、10、20和50 ng/mL人抵抗素或30、

100、300和1 000 ng/mL LPS处理24 h。通过qPCR检测了

细胞中PPARγ mRNA水平的变化; 提取细胞总蛋白后，利

用WB检测细胞中PPARγ蛋白水平的变化。另取细胞按

1×106个/孔均匀接种在6孔板内，待其贴壁12 h后分为

PBS对照组、DMSO对照组、LPS、Retn+LPS、Rosig+

LPS、Rosig+Retn+LPS、GW9662+LPS、GW9662+Retn+

LPS等8个组，前3组细胞分别加入PBS、DMSO、LPS。

后5组细胞先分别用抵抗素（2 0  n g / m L）、罗格列酮

（10 μmol/L）或GW9662（10 μmol/L）预处理细胞2 h，再加

LPS（100 ng/mL）培养30 min，随后去除LPS并继续培养

6 h提取RNA用于PPARγ mRNA水平检测，或者培养

24 h提取总蛋白，通过Western blot检测PPARγ、IκBa、

P65、p-P65等指标蛋白水平，同时收集细胞培养上清，用

于ELISA检测IL-1β和TNF-α水平。

 1.6    RNA提取和实时荧光定量PCR

使用Trizol试剂提取小鼠脾组织或RAW264.7细胞总

RNA，按逆转录试剂盒说明将总RNA逆转录为cDNA，逆

转录条件为37 ℃持续15 min，85 ℃持续5 s，4 ℃保持。最

后采用实时荧光定量PCR检测各基因mRNA水平。实时

荧光定量PCR检测反应总体系为20 μL，包括cDNA 2 μL、

SYBR premix Ex TaqII 10 μL、Rox Reference Dye（50×）

0.4 μL、两条引物各0.4 μmol，最后用无核酶水约6 μL补齐

反应体系。使用仪器为Step One PlusTM Real-Time PCR检

测系统（Applied Biosystems，美国），反应条件：第一阶段

95 ℃持续30 s；第二阶段95 ℃持续5 s，60 ℃持续30 s，循

环40次；溶解曲线95 ℃持续15 s，60 ℃持续60 s，95℃持续

15 s。本研究中所用的小鼠基因引物包括：鼠Resistin

forward 5'- CGATGAAGCCATCGACAAGA -3'，reserve5'-

CAGGAGGCCAACTTCCCTCT -3'；PPARγ forward 5'-

CGCCAAGGTGCTCCAGAAGATG- 3 '，reserve 5 '-

GGTGAAGGCTCATGTCTGTCTCTG- 3'；IL-1β forward

5 '-CCAGGATGAGGACATGAGCA- 3 '，reserve  5 ' -

CGGAGCCTGTAGTGCAGTTG- 3'；TNF-α forward 5'-

A C T G G C A G A A G A G G C A C T C C -  3 '， r e s e r v e  5 ' -

CTGCCACAAGCAGGAATGAG- 3'；IFN-γ forward 5'-

CAGGCCATCAGCAACAACATAAGC- 3'，reserve 5'-

AGCTGGTGGACCACTCGGATG- 3'；β-actin forward 5'-

T G A G C G C A A G T A C T C C G T G T -  3 '， r e s e r v e  5 ' -

GCCGGACTCGTCATACTCCT- 3'。以β-actin作为管家

基因，目的基因mRNA相对于管家基因倍数变化采用
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2－ΔΔCt法来计算表示。

 1.7    免疫印迹

细胞蛋白提取在冰上进行，用预冷的PBS两次洗涤

RAW264.7细胞后快速收集细胞，4 ℃离心去除上清液，留

下沉淀并加入含有PMSF、蛋白酶抑制剂和磷酸化酶抑制

剂的细胞裂解液，待细胞充分裂解后在4 ℃，10 000×g离

心10 min，取上清液用BCA法测量总蛋白质浓度后进行

免疫印迹分析检测。按照使用说明，一抗浓度1∶1 000稀

释，HRP标记的二抗浓度为1∶10 000， 使用Gel Doc XR

System（Bio-Rad，美国）对条带进行曝光，Image J软件对灰

度值进行分析。

 1.8    内毒素休克模型小鼠生存试验

将6～8周龄C57BL/6J雄性小鼠随机分为对照组（C），

LPS处理组（LPS），抵抗素+LPS组（Retn+LPS），每组

13只。先对抵抗素+LPS组小鼠按25 μg/kg腹腔注射抵抗

素，12 h后对LPS处理组和抵抗素+LPS组小鼠腹腔注射

25 mg/kg LPS，对照组小鼠两次均腹腔注射约100 μL

PBS。注射LPS 6 h后，每组随机抽取3只小鼠采用2% 异氟

烷麻醉后取血清，用于检测细胞因子水平。剩余小鼠每

隔6～8 h观察记录一次存活情况，并对濒死小鼠或7 d后

存活小鼠采用2% 异氟烷麻醉后颈椎脱臼法处死。

 1.9    统计学方法

x± s实验数据均采用 表示，使用SPSS 22.0和GraphPad

Prism软件进行统计学处理和作图。若数据满足正态性

和方差齐性，以单因素方差分析（One-Way ANOVA）对

多组数据进行整体比较，并采用Tukey多重比较对各组间

差异进行统计学分析。两组间比较采用t检验进行统计

学处理。若数据不符合正态分布，则采用非参数检验进

行统计学分析。生存数据采用Kaplan-Meier生存率分析

进行统计学处理。单重比较采用双侧P<0.05为差异有统

计学意义。对多重比较采用Bonferroni法校正P值，且所

有统计推断均基于校正后的P值进行，以校正后P  <

0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    LPS抑制C57BL/6J小鼠抵抗素表达

C57BL/6J小鼠经5 mg/kg LPS腹腔注射刺激后，其脾

脏抵抗素mRNA相对水平由对照组的相对值1降低至0.1

（图1A），IHC检测脾脏抵抗素蛋白表达评分结果由对照组

的4.8±1.033分下降为0.8±0.779分（图1B、1C）。ELISA检

测结果显示血清抵抗素浓度由对照组的64.72 ng/mL降低

至26.84 ng/mL，降低幅度达58%（图1D）。3个检测结果与

PBS对照组相比差异均有统计学意义（P<0.001）。

 2.2    抵抗素可促进RAW264.7细胞PPARγ表达

结果显示（图2A）1～50 ng/mL的人抵抗素可使

RAW264.7细胞PPARγ ｍRNA相对表达水平由PBS组的相

对值１，分别升高到1.76±0.36、3.10±0.75、4.77±0.23和

5.12±0.36,与PBS对照组差异有统计学意义（P<0.05）；其蛋
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图 1  内毒素炎症模型小鼠脾脏及血清中的抵抗素表达

Fig 1  The expression of resistin in the spleens and sera of mice with endotoxin-induced inflammation model

A, The relative levels of resistin mRNA in the spleens of mice; B, The expression of resistin in the spleen tissues of mice (IHC); C, The expression score results of

resistin protein in the spleens of mice; D, The levels of resistin in the serum of mice. n = 10. ***P < 0.001.
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白表达水平则分别为0.91±0.06、1.51±0.15、1.65±0.18和

1.81±0.22，后三者与PBS对照组相比差异有统计学意义

（P<0.05）（图2C）。而30 ~300 ng/mL的LPS则使其

mRNA水平分别降低到0.90±0.05、0.51±0.05、0.25±0.01和

0.21±0.02，且与PBS对照组相比差异均有统计学意义

（P<0.05）（图2B）。其蛋白水平则分别降低到0.94±0.06、

0.59±0.05、0.25±0.02和0.20±0.02，后三者与PBS对照组相

比差异均有统计学意义（P<0.05）（图2D）。

2.3    抵抗素通过激活PPARγ阻断LPS诱导的NF-κB信号

通路

结果显示（图3），100 ng/mL LPS作用下，RAW264.7

细胞内P P A R γ  m R N A与蛋白表达水平分别下降至

0.58±0.07和0.34±0.04，而在抵抗素干预下又升高至

0.95±0.03和1.78±0.28，在罗格列酮干预下其值分别为

1.31±0.21和2.14±0.13，抵抗素和罗格列酮联合作用则进

一步升高至2.03±0.16和2.82±0.08，后3组与LPS组相比，差

异均有统计学意义（P<0.05），表明抵抗素可一定程度上

逆转LPS对RAW264.7细胞内PPARγ表达的抑制作用，并

且抵抗素与罗格列酮存在一定协同作用效应。另一方

面，GW9662则使LPS刺激的RAW264.7细胞内PPARγ

mRNA与蛋白表达水平分别进一步下降至0.44±0.06和

0.43±0.03，而在抵抗素干预下又升高至1.19±0.08和

0.55±0.04，两组间差异均有统计学意义（P<0.05）。表明抵

抗素可以部分消除GW9662对PPARγ的抑制作用。检测

RAW264.7细胞内NF-κB通路蛋白激活情况结果发现，与

LPS处理组相比，抵抗素或罗格列酮可明显上调IκBa表

达，下调磷酸化p65蛋白（p-P65/P65）水平。而抵抗素则可

一定程度上逆转抑制剂GW9662导致的IκBa下调，以及

GW9662诱导的p65磷酸化激活作用。以上研究结果均表

明，抵抗素可通过促进PPARγ阻断LPS诱导的NF-κB激活。

 2.4    抵抗素可抑制LPS诱导的IL-1β、TNF-α 表达

见图4。抵抗素预处理使LPS刺激的RAW264.7细胞
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图 2  人抵抗素和LPS对RAW264.7细胞内PPARγ表达的影响

Fig 2  The effect of human resistin and LPS on the expression of PPARγ in RAW264.7 cells

A, The effect of human resistin on the expression of PPARγ mRNA in RAW264.7 cells; B, The effect of LPS on the expression of PPARγ mRNA in RAW264.7 cells;

C, The effect of human resistin on the expression of PPARγ protein in RAW264.7 cells; D, The effect of LPS on the expression of PPARγ protein in RAW264.7 cells. LPS:

lipopolysaccharides. n=3. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: P > 0.05.
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IL-1β和TNF-α mRNA水平分别由10.85±0.10和3.72±0.32

降低至8.17±0.20和2.7±0.02，降幅分别达24.7%和26.9%，

与LPS组相比差异均有统计学意义（P<0.05）。而IL-1β和

TNF-α蛋白水平则在抵抗素预处理后分别由LPS组的

（171.18±6.50） pg/mL和（1 379.98±187.57） pg/mL降低至

（108.99±3.38） pg/mL和（866.04±61.69） pg/mL，降幅分别

达36.3%和37.2%，且与LPS组相比差异均有统计学意义

（P<0.05）。但在GW9662进一步干预下，GW9662+Retn+

LPS组IL-1β、TNF-α mRNA和细胞培养上清蛋白水平则

进一步分别下降至7.45±0.83和2.50±0.04，以及（108.59±

17.32） pg/mL和（1  025.96±45.41） pg/mL，而GW9662+

LPS组相应值分别为12.31±1.50、3.41±0.11，以及（179.62±

9.27） pg/mL和（1 265.30±154.78） pg/mL，两组比较差异均

有统计学意义（P<0.05）。表明GW9662的部分促LPS诱导

的IL-1β、TNF-α表达效应可受到Retn的阻断抑制。

 2.5    抵抗素显著降低内毒素休克模型小鼠血清IL-1β、

TNF-α和IFN-γ水平，并提高生存率

结果显示，与LPS处理组小鼠７ d存活率20%相比，抵

抗素+LPS组小鼠存活率大幅升高到80%，二者差异有统

计学意义（Ｐ<0.01）（图5A）。ELISA检测结果显示，与对

照组相比，LPS处理组小鼠血清IL-1β、TNF-α和IFN-γ

水平由（315.35±38.63） pg/mL、（28.41±2.05） pg/mL、（9.16±

1.08） pg/mL分别明显升高到（1  616.66±96.68） pg/mL、

（617.80±145.54） pg/mL、（12  944.50±90.69） pg/mL，而
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图 3  抵抗素通过促进PPARγ活化抑制LPS诱导的NF-κB激活

Fig 3  Resistin inhibits NF-κB pathway by promoting PPARγ expression

C: control group, cultured with only DMEM medium; DMSO: dimethylsulfoxide; Retn: resistin; LPS: lipopolysaccharides; Rosig: Rosiglitazone. n = 3, *P <0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001; ns: no significant.
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抵抗素+LPS组则下降至（1 277.03±27.73） pg/mL、（322.91±

129.50） pg/mL、（9 222.84±268.83） pg/mL，且三个不同处

理组间差异均有统计学意义（Ｐ<0.05）（图5B、5C、5D）。

 3     讨论

本研究通过细胞模型和小鼠试验，结合PPARγ激活

剂和抑制剂，从体内和体外两个方面深入研究了人抵抗

素通过激活PPARγ抑制LPS诱导的炎症反应的发生机

制。研究发现抵抗素可通过激活PPARγ，从而抑制NF-κB

信号通路，降低LPS诱导的IL-1β和TNF-α表达，并提高内

毒素休克模型小鼠的生存率。

已有研究表明，抵抗素升高会降低器官对胰岛素的
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图 4  抵抗素预处理显著抑制LPS刺激RAW264.7细胞诱导的IL-1β、TNF-α mRNA和蛋白水平升高

Fig 4  Resistin protein pretreatment significantly inhibits the upregulation of IL-1β and TNF-α mRNA and protein levels in
RAW264.7 cells with LPS stimulation

C: Control group cultured with only DMEM medium; DMSO: dimethylsulfoxide; Retn: resistin; LPS: lipopolysaccharides; Rosig: Rosiglitazone. n = 3, *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001. ns, P > 0.05.
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图 5  抵抗素降低内毒素休克模型小鼠血清IL-1β、TNF-α和IFN-γ水平并提高生存率

Fig 5  Resistin reduces serum IL-1β, TNF-α, and IFN-γ levels and improves survival rate in endotoxin shock model mice

A, n = 10. B, C, and D, n = 3. C: Control group; DMSO, dimethylsulfoxide. Retn: resistin. LPS: lipopolysaccharides. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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敏感性，使糖类和脂肪的正常代谢途径受到抑制，最终导

致糖尿病或一些心血管疾病[13-14]。也有研究认为抵抗素

可通过AMPK/SLC7A11信号通路诱导H9C2心肌细胞肥

大[15]，而瓜薤香丹方联合比索洛尔治疗能有效改善稳定

型心绞痛患者心功能，降低心肌缺血总负荷和血清抵抗

素水平[16]，表明抵抗素广泛参与了各类疾病的发生发展，

研究其作用机制有重要的临床意义。

在代谢方面，有研究表明抵抗素能够上调脂蛋白脂

肪酶的表达，在RAW264.7巨噬细胞中诱导脂质积累，且

这一过程与PPARγ依赖的PI3K/AKT信号通路相关[17]，表

明RAW264.7巨噬细胞可作为PPARγ信号通路研究的细

胞模型。有文献报道动脉粥样硬化[18]、风湿性关节炎[19]

患者体内抵抗素水平显著升高，并且其浓度和疾病严重

程度呈正相关，故一直以来抵抗素被认为是一种促炎性

蛋白。但也有研究显示，早期内毒素血症患者肝脏和外

周血胰岛素敏感性升高[20]，且低剂量LPS刺激可以提高小

鼠糖耐量，同时抑制抵抗素的表达[21]。表明抵抗素在不

同环境下可能存在促进和抑制炎症反应的复杂效应，其

机制可能与不同细胞、不同病理状态的反馈调节有关。

另一方面，有研究发现胰岛素和TNF-α可剂量依赖性抑

制3T3-L1脂肪细胞抵抗素mRNA表达[22]，而TNF-α本身作

为一个重要的炎性细胞因子又受到PPARγ信号通路调

控，表明抵抗素与PPARγ可能在炎症反应中存在复杂的

相互调控作用。本研究在前述文献报道和研究基础上，

进一步研究发现LPS（5 mg/kg）刺激可降低小鼠脾脏和血

清中抵抗素表达，确实表明抵抗素在LPS诱导的炎症反应

中有重要的负反馈调控作用。

此外，有研究显示人和小鼠抵抗素家族分子β（resistin-

like molecule β，RELMβ）可抑制肠道细菌对黏膜的入侵，

同时选择性地杀灭革兰氏阴性菌，说明抵抗素家族分子

在维护肠黏膜屏障功能方面有重要作用，是先天性免疫

的一部分[23]。肠杯状细胞在线虫病原体感染后可诱导

RELMβ表达，且其表达水平与Th2细胞因子表达水平和

宿主保护性免疫的发生过程基本一致，表明肠杯状细胞

来源RELMβ具有可诱导Th2细胞效应的潜力[24]，这从某个

角度解释了抵抗素具有抗炎效应的潜在机制。更重要的

是，2017年Jessica C. Jang等报道了人抵抗素可通过与

LPS竞争性结合TLR4，从而降低LPS诱导的内毒素休克模

型小鼠的炎症反应[11]，且类似的竞争结合效应此前在人

白细胞、单核细胞和上皮细胞的相关研究中也被报道[25]，

表明抵抗素负向调控LPS诱导的细胞炎症反应存在一定

普遍性，有较为重要的研究意义，但分子机制并不明了。

因此，本文首先在RAW264.7巨噬细胞株和C57BL/6J小鼠

模型中进一步研究证实了人抵抗素对LPS诱导的小鼠炎

症反应有显著抑制效应，结果与前述文献报道基本一致。

PPARγ是过氧化物酶体增殖物激活受体家族中的一

员，在脂肪细胞、单核/巨噬细胞、T 细胞及NK细胞等炎症

和免疫反应相关细胞分化中有重要调节作用[26]。PPARγ

配体可通过PPARγ依赖/非依赖途径抑制T 细胞及NK 细

胞表达IFN-γ[27]，活化的PPARγ也可抑制单核细胞TNF-α、

IL-1、IL-2和IL-6等细胞因子生成，产生抗炎作用[28]。在

细胞分化调控方面，有研究发现抵抗素可通过PPARγ增

强整合素αV和β5的结合，促进巨噬细胞M2极化[29]，这也

可能是对本研究结果发现抵抗素具有通过激活PPARγ、

抑制LPS诱导的TNF-α、IL-1β等炎性细胞因子表达在免

疫学机制上的深层次解释。研究表明，PPARγ的生理性

配体15d-PGJ2（15-deoxy-delta 12, 14-prostaglandin J2）在

极低浓度下即可显著抑制LPS诱导的AP-1、NF-κB、

STAT1激活效应，并且PPARγ还可通过与NF-κB间的相互

作用阻止NF-κB与炎症因子基因启动子区的同源顺式元

件结合[30]。Yang等[31]研究发现15d-PGJ2与格列酮类均能

通过活化PPARγ而抑制PHA诱导的人T细胞增殖及IL-

2基因表达，从而抑制T细胞活化。 1 5 d - P G J 2激活

PPARγ后，也可显著抑制LPS刺激引起的IL-6、MCP-1、

ICAM-1表达，也可抑制环氧合酶-2[32]和血管内皮生长因

子[33]表达，表明其不仅在抑制炎症反应方面发挥作用，还

具有一定潜在的抗肿瘤作用[8, 10]。此外，在肺损伤模型和

牙周炎动物模型的相关研究中均发现PPARγ在抑制

LPS刺激引起的炎症反应[34]和牙周炎组织损伤中有重要

作用[35]。然而，有意思的是，有研究发现PPARγ激活剂罗

格列酮刺激的人单核细胞抵抗素表达水平显著降低[1, 36]，

表明PPARγ不仅在抵抗素生物学功能调控中发挥重要作

用，也与抵抗素本身的表达调控有密切关联。本文进一

步在细胞和动物模型中研究发现人抵抗素可促进PPARγ

表达，并进一步抑制NF-κB信号通路p65蛋白磷酸化，从而

抑制TNF-α、IL-1 β蛋白表达，对炎症反应发挥负调控作

用。这些结果进一步体现了抵抗素存在跨物种作用效

应，也丰富了我们对其机制的深入理解。

本研究通过引入公认的PPARγ激活剂罗格列酮和抑

制剂GW9662，深入比较，明晰了抵抗素在LPS处理的

RAW264.7细胞IL-1β和TNF-α表达中的作用与分子机制，

结果发现在抵抗素预处理条件下，罗格列酮可发挥激活

PPARγ的功能，使细胞因子水平进一步下降，但GW9662

则不能发挥其抑制PPARγ、提高细胞因子表达水平的作

用。因此，可以认为抵抗素可发挥与罗格列酮相类似的

PPARγ激活作用，并阻止GW9662的抑制效应，从而初步
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明晰了抵抗素抑制炎性细胞因子表达的基本作用机制。

随后，本研究进一步通过雄性C57BL/6J小鼠试验，从动物

水平上探索了抵抗素抑制炎性细胞因子IL-1β和TNF-α表

达的主要效应和延长内毒素中毒模型小鼠生存时间的潜

在临床意义。这些研究结果极大地丰富了抵抗素与PPARγ

及其在炎症性细胞因子表达调控中的作用意义和发生机

制，也为相关研究开阔了视野。

值得关注的是，本研究关注的抵抗素调控LPS诱导的

炎症反应的发生机制在脓毒血症等临床较为常见的炎症

性疾病的发病和临床诊疗中也有重要潜在意义。研究表

明，在脓毒血症患者体内，虽然PPARγ蛋白水平显著降

低，但其活性显著增加，而抵抗素表达水平则显著增加[37]，

并且抵抗素可以作为脓毒血症潜在的生物学诊断指标[38]，

敏感性显著高于C反应蛋白这一临床常用诊断指标[39]。

抵抗素联合S100A8/A9可以作为高效的脓毒血症患者死

亡预测的有效指标[40]，且抵抗素有可能成为潜在脓毒血

症治疗药物，相关研究有重要临床意义[41]。在分子机制

上，研究发现抵抗素表达与脓毒血症患者血管内皮细胞

黏附分子表达激活密切相关，是内毒素血症发病的重要

原因之一[42]。这些研究表明，抵抗素除了在分子机制上

可能通过调控PPARγ影响脓毒血症患者炎症性细胞因子

表达之外，还有更多的生物学功能，值得更加深入和广泛

的研究。

内毒素作为一个重要病原成分，在炎症反应相关疾

病发生中有极为重要的作用地位。研究表明LPS诱导的

炎症因子表达有明显的时间效应，因此，本文也参考大多

数文献报道[43]采用LPS作用后24 h检测相关细胞因子表达

情况。此外，罗格列酮和GW9662可以分别作为PPARγ的

激活剂和抑制剂也是公认的[44]，其在本实验中的使用方

式也是参考文献报道[45-46]和预实验结果设定的，检测得到

的效应与文献报道基本一致。

不可否认，本研究也存在诸多不足。首先，细胞模型

种类单一，难以反映其在不同细胞下的结论一致性。其

次，检测的细胞因子种类不够广泛，难以全面解释抵抗素

激活PPARγ对炎症和免疫反应的全部作用机制。再次，

本研究也未深入检测抵抗素激活PPARγ后对其自身表达

的影响和调控作用，因此，在机制理解上存在某些不足。

最后，非常遗憾，本研究在对PPARγ的检测方面，只聚焦

于表达水平，未关注其表达活性。诚然这些不足均可能

对本研究的作用和意义产生一定影响，但总体而言，本研

究以RAW264.7细胞株和C57BL/6J小鼠作为研究对象，结

合运用PPARγ激活剂和拮抗剂，从体内外研究证实了抵

抗素可通过激活PPARγ、抑制NF-κB信号通路，从而降低

LPS诱导的IL-1β、TNF-α表达水平，并提高内毒素休克模

型小鼠生存率。这些结果与已报道的研究结论和免疫学

机制相符合[11, 17, 21]，也揭示了一种新的潜在分子机制，即

抵抗素/PPARγ/NF-κB信号通路在炎症反应中有重要作

用，丰富了我们对抵抗素分子家族生物学功能的多样性

的理解，可为内毒素血症等细菌感染性疾病的发病机制

和临床治疗提供线索。
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