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GW1929 对氧化型低密度脂蛋白诱导巨噬细胞 SOCS1 和
SOCS3 表达及炎症反应的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察过氧化体增殖物激活型受体 酌(PPAR酌)激动剂 GW1929 对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)
诱导巨噬细胞 SOCS1、SOCS3 表达和肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)、白细胞介素 10( IL鄄10)、酌 干扰素( IFN鄄酌)生成的影

响。 方法摇 ox鄄LDL(50 mg / L)、GW1929(20 滋mol / L)作用于小鼠腹腔巨噬细胞 4 h 后,采用 Real鄄time PCR 技术观察

各组 SOCS1 及 SOCS3 mRNA 的表达。 采用 Western blot 技术观察 ox鄄LDL 作用于小鼠腹腔巨噬细胞 6 h 后,SOCS1
及 SOCS3 蛋白的表达。 最后 ELISA 法测定 ox鄄LDL 作用于小鼠腹腔巨噬细胞 24 h 后,各组培养液上清中 TNF鄄琢、
IL鄄10、IFN鄄酌 的浓度。 结果摇 ox鄄LDL 组巨噬细胞 SOCS1 及 SOCS3 mRNA 和蛋白的表达明显高于对照组与 GW1929
组(P < 0郾 05),而 ox鄄LDL + GW1929 组 SOCS1 的表达明显高于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05),SOCS3 的表达却明显低于 ox鄄
LDL 组(P < 0郾 05)。 ox鄄LDL 组细胞培养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 的浓度以及 TNF鄄琢 / IL鄄10、IFN鄄酌 / IL鄄10 比值均

明显高于对照组及 GW1929 组(P < 0郾 05),加入 GW1929 24 h 后培养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 的浓度以及 TNF鄄
琢 / IL鄄10、IFN鄄酌 / IL鄄10 比值均明显低于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05)。 结论摇 ox鄄LDL 促进了小鼠腹腔巨噬细胞 SOCS1 和

SOCS3 mRNA 及蛋白的表达增多,而 PPAR酌 激动剂可能通过进一步上调 SOCS1 而不是 SOCS3 的表达,以对抗过度

的炎症反应,调节促炎 / 抗炎反应的平衡。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether peroxisome proliferator activated receptors gamma (PPAR酌) activator
GW1929 regulates suppressors of cytokine signaling鄄1 (SOCS1) and SOCS3 expression as well as production of tumor nec鄄
rosis factor琢 (TNF鄄琢), interleukin鄄10 (IL鄄10), and interferon鄄酌 (IFN鄄酌) in macrophages induced by oxidized low densi鄄
ty lipoprotein (ox鄄LDL). 摇 摇 Methods摇 Real鄄time PCR were used to analyze SOCS1 and SOCS3 mRNA expression after
the mouse peritoneal macrophages were pretreated with ox鄄LDL (50 mg / L) and GW1929 (20 滋mol / L) for 4 h. 摇 Western
blot were used to analyze SOCS1 and SOCS3 protein expression after the mouse peritoneal macrophages were pretreated with
ox鄄LDL (50 mg / L) and GW1929 (20 滋mol / L) for 6 h. 摇 The concentrations of TNF鄄琢, IL鄄10 and IFN鄄酌 in the culture
supernatant were detected after macrophages were pretreated with ox鄄LDL and GW1929 for 24 h by enzyme linked immu鄄
nosorbent assay (ELISA). 摇 摇 Results摇 The concentrations of TNF鄄琢, IL鄄10 and IFN鄄酌 and ratios of TNF鄄琢 / IL鄄10,IFN鄄
酌 / IL鄄10 in ox鄄LDL group were higher than those in control and GW1929 group obviously, but the concentrations of the a鄄
bove factors in ox鄄LDL + GW1929 group were lower than those in ox鄄LDL group apparently. 摇 The expressions of SOCS1 at
mRNA and protein level in ox鄄LDL group were higher than those in control and GW1929 group obviously,and SOCS1 expr鄄
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ession in ox鄄LDL + GW1929 group was higher than that in ox鄄LDL group, but SOCS3 expression in ox鄄
LDL + GW1929 group was lower than that in ox鄄LDL group. 摇 摇 Conclusion摇 PPAR酌 activator GW1929 up鄄
regulates the expressions of SOCS1 but not SOCS3 at mRNA and protein level and regulates the balance of pro鄄inflammatory
/ anti鄄inflammatory reactions in macrophages induced by ox鄄LD.

摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是引起心血管

疾病的主要原因。 研究表明,As 是一种炎症性疾

病[1]。 As 是以 T 辅助细胞1(T help cells, Th1)细胞因

子介导的炎症反应为主的疾病。 细胞因子信号抑制剂

(suppressors of cytokine signaling,SOCS)是一系列能够

抑制细胞因子信号转导的蛋白。 近来发现,SOCS 蛋白

家族与 As 及炎症有着密切关系。 临床应用广泛的抗

As 的他汀类药物能诱导巨噬细胞表达 SOCS3 增多,同
时减少细胞因子的生成[2]。 人的 As 斑块在炎症活跃
区的巨噬细胞中有大量 SOCS1 和 SOCS3 的高表达[3]。
SOCS3 的缺乏能够促进巨噬细胞的分化及炎症反

应[4]。 SOCS1 的基因治疗能够抑制自身免疫性心肌炎
的炎症及病理反应[5]。 因此,以 SOCS 蛋白为靶点,增
加 SOCS1 和 SOCS3 的表达,减少促炎细胞因子的生

成,从而抑制 Th1 介导的炎症反应,可能成为防治 As
的新策略。 过氧化体增殖物激活型受体(peroxisome
proliferator activated receptors, PPAR)属于核受体超家

族的转录因子。 研究表明,PPAR酌 可能通过作用于血

管内皮细胞、平滑肌细胞、巨噬细胞以及 T 淋巴细胞表

现出抗炎、抗 As 的作用[6]。 本研究旨在观察 PPAR酌
激动剂GW1929 对泡沫细胞 SOCS1 和 SOCS3 的表达及

炎症反应的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 雄性 BALB / c 小鼠(6 ~ 8 周龄,体重 18 ~ 20 g)
购自中山大学医学院实验动物中心。 液体硫乙醇

酸盐培养基购自广东环凯微生物科技有限公司。
氧化型低密度脂蛋白( oxidized low density lipopro鄄
tein,ox鄄LDL)购自中国医学科学院基础医学研究所

生化所。 GW1929 购自美国 Sigma 公司。 RPMI鄄
1640 培养基为 Gibco 公司产品。 新生小牛血清购自

杭州四季青生物工程材料有限公司。 肿瘤坏死因

子( tumor necrosis factor琢,TNF鄄琢)、酌 干扰素 ( inter鄄
feron鄄酌,IFN鄄酌)、白细胞介素 10( interleukin鄄10,IL鄄
10)ELISA 试剂盒购自晶美生物工程有限公司(最
低检测标准 4 ng / L)。 小鼠 SOCS1 及 SOCS3 多克隆

抗体购自美国 Zymed 公司。
1郾 2摇 细胞培养

雄性 BALB / c 小鼠腹腔注射 8%硫乙醇酸盐液 1

mL,每天1 次,连续3 天。 第4 天引颈处死小鼠,置于

弯盘中,剪开腹部皮肤,暴露出腹膜。 将 6 mL PBS 注

入腹腔中,用手揉压腹膜两侧 15 min,然后针头轻轻

挑起腹壁,将小鼠微倾向一侧,抽吸出腹腔液体。 拔

出针头,液体注入离心管中,再重复以上操作 1 次。 2
次液体合并,4益1000 r / min 离心 10 min。 去上清,加
入 10 mL RPMI鄄1640 培养液,混匀后计数细胞,调整

为 2 伊106 / L。 接种到 6 孔板中,每孔 2 mL。 2 h 后弃

去培养基,PBS 冲洗 2 次,再加入 RPMI鄄1640 培养液。
37益培养箱中培养 3 天后分组处理。
1郾 3摇 实验分组

对照组:培养液中未加入干预试剂;GW1929 组:
GW1929 的终浓度为 20 滋mol / L;ox鄄LDL 组:ox鄄LDL 的

终浓度为 50 mg / L;ox鄄LDL + GW1929 组:ox鄄LDL 的终

浓度为 50 mg / L,GW1929 的终浓度为 20 滋mol / L。
1郾 4 摇 Real鄄time PCR 检测 SOCS1 及 SOCS3 mRNA
的表达

实验分组及处理 4 h 后,加入 Trizol 提取细胞总

RNA,经紫外分光光度计检测纯度和浓度。 符合要

求的总 RNA 用反转录试剂盒合成 cDNA 第 1 条链,
以合成的 cDNA 为模板,小鼠 茁鄄actin 为内参,及小

鼠 SOCS1 及 SOCS3 上、下游引物行 Real鄄time PCR
检测。 引物由 TaKaRa 公司合成,SOCS1 序列为上

游 5忆鄄 TCG TCC TCG TCT TCG TCC T鄄3忆,下游 5忆鄄
GAA GGT GCG GAA GTG AGT GT鄄3忆;SOCS3 上游

5忆鄄GGA GAT TTC GCT TCG GGA CTA鄄3忆,下游 5忆鄄
GGA AAC TTG CTG TGG GTG AC鄄3忆;茁鄄actin 上游

5忆鄄TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA鄄3忆,下游 5忆鄄
GCT GGA AGG TGG ACA GTG AG鄄3忆。 反应总体积

为 20 滋L,共 40 个循环。 ABI PRISM7000 Real鄄time
PCR 扩增仪获得扩增的 Ct 值,对比内参照基因得到

驻Ct 值,计算各组的 - 驻驻Ct 值,根据模板浓度制定

标准曲线,测定扩增效率 E,各组的目标基因转录的

相对水平表示为 E - 驻驻Ct。
1郾 5摇 Western blot 检测 SOCS1 及 SOCS3 蛋白表达水平

实验分组及处理 6 h 后提取细胞总蛋白:弃去

药物,用预冷的 PBS 润洗细胞后,倒尽吸干 PBS,加
入 RIPA 裂解液,冰上裂解 30 min,刮下细胞,离心,
取上清液于 - 80益 保存。 提取细胞总蛋白后经

Mini BCA 法定量。 十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰胺凝
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胶电泳( SDS鄄PAGE)和免疫印迹杂交:各取 12 滋L
提取液,100益变性 5 min,上样,电泳,转膜后封闭,
加入一抗,4益过夜,洗膜,加入二抗于室温下作用 2
h,洗膜后进行化学发光,显影。 根据各条带密度的

变化,判断 SOCS1 及 SOCS3 蛋白的表达情况。
1郾 6摇 检测培养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 的浓度

实验分组及处理 24 h 后,ELISA 法检测各组培

养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 的含量。 操作步骤按

试剂盒说明书进行测得各组的 A 值。 以标准品浓

度和相应的 A 值为参数,用 SPSS10郾 0 统计软件进

行直线回归处理,得出相应的方程;把各标本的 A
值代入方程算出各标本的浓度。
1郾 7摇 统计学处理

计量资料用x 依 s 表示,使用 SPSS10郾 0 统计软

件进行统计学处理,各组均数间的比较采用单因素

方差分析(One鄄way ANOVA)。

2摇 结摇 果

2郾 1 摇 Real鄄time PCR 观察 SOCS1 和 SOCS3 mRNA
的表达

由所示扩增曲线可知各样本基因的 Ct 值,由融

解曲线可见反应产物呈一个单一的熔点曲线峰,表
明扩增产物的特异性高(图 1 和图 2)。

Ox鄄LDL 作用于巨噬细胞 4 h 后, SOCS1 及

SOCS3 mRNA 的表达明显高于对照组和 GW1929 组

(P < 0郾 05 )。 而 ox鄄LDL + GW1929 组巨噬细胞

SOCS1 mRNA 的表达明显高于 ox鄄LDL 组 ( P <
0郾 05),ox鄄LDL + GW1929 组巨噬细胞 SOCS3 mRNA
的表达明显低于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05)。 GW1929 组

与对照组之间巨噬细胞 SOCS1 及 SOCS3 mRNA 的

表达无明显差异(表 1)。

图 1. Real鄄time PCR 扩增曲线

Figure 1. Amplification curves of Real鄄time PCR

图 2. Real鄄time PCR 产物的融解曲线

Figure 2. Melting curves of Real鄄time PCR products

表 1. 巨噬细胞 SOCS1 及 SOCS3 mRNA 的表达(x 依 s, n = 4)
Table 1. Expression of SOCS1 and SOCS3 mRNA in mac鄄
rophages in various groups

分摇 组 SOCS1 SOCS3

对照组 1郾 00 依 0郾 00 1郾 00 依 0郾 00

GW1929 组 1郾 24 依 0郾 36 1郾 19 依 0郾 40

ox鄄LDL 组 2郾 94 依 0郾 65a 2郾 68 依 0郾 41a

ox鄄LDL + GW1929 组 4郾 87 依 0郾 71b 1郾 28 依 0郾 38b

a 为 P < 0郾 05,与对照组及 GW1929 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL
组比较。

2郾 2 摇 Western blot 观察 SOCS1 和 SOCS3 蛋白的

表达

Ox鄄LDL 组巨噬细胞 SOCS1 和 SOCS3 蛋白的表

达明显高于对照组和 GW1929 组(P < 0郾 05); ox鄄
LDL + GW1929 组巨噬细胞 SOCS1 蛋白的表达又明

显高于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05),而 SOCS3 蛋白的表达

明显低于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05)。 GW1929 组与对照

组之间巨噬细胞 SOCS1 和 SOCS3 蛋白的表达无明

显差异(图 3 及表 2)。

图 3. 巨噬细胞 SOCS1 和 SOCS3 蛋白的表达摇 摇 1 为对照组,2
为 GW1929 组,2 为 ox鄄LDL 组,4 为 ox鄄LDL + GW1929 组。

Figure 3. SOCS1 and SOCS3 protein expression in macro鄄
phages in various groups
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表 2. 巨噬细胞 SOCS1 及 SOCS3 蛋白的表达(x 依 s,n = 3)
Table 2. SOCS1 and SOCS3 protein expression in macro鄄
phages

分摇 组 SOCS1 SOCS3
对照组 0郾 63 依 0郾 13 1郾 27 依 0郾 33
GW1929 组 0郾 54 依 0郾 08 1郾 22 依 0郾 27
ox鄄LDL 组 1郾 12 依 0郾 19a 2郾 39 依 0郾 22a

ox鄄LDL + GW1929 组 2郾 15 依 0郾 27b 1郾 23 依 0郾 34b

a 为 P < 0郾 05,与对照组及 GW1929 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL
组比较。

2郾 3摇 培养液上清 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 的浓度

ox鄄LDL 组细胞培养液中 TNF鄄琢、 IFN鄄酌、 IL鄄10
的浓度及 TNF鄄琢 / IL鄄10、IFN鄄酌 / IL鄄10 的比值均明显

高于对照组及 GW1929 组 ( P < 0郾 05 )。 而加入

GW1929 24 h 后巨噬细胞培养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌、
IL鄄10 的浓度及 TNF鄄琢 / IL鄄10、IFN鄄酌 / IL鄄10 的比值均

明显低于 ox鄄LDL 组(P < 0郾 05;表 3)。

表 3. 各组培养液中 TNF鄄琢、IFN鄄酌、IL鄄10 的浓度及 TNF鄄琢 / IL鄄10、IFN鄄酌 / IL鄄10 比值(x 依 s,ng / L,n = 6)
Table 3. The concentration of TNF鄄琢,IFN鄄酌,IL鄄10 and TNF鄄琢/ IL鄄10,IL鄄6 / IL鄄10 ratio in culture fluid of various groups

指摇 标 对照组 GW1929 组 ox鄄LDL 组 ox鄄LDL + GW1929 组

TNF鄄琢 21郾 17 依 10郾 31 20郾 30 依 9郾 82 181郾 86 依 38郾 07a 35郾 60 依 3郾 40b

IFN鄄酌 24郾 92 依 5郾 25 26郾 46 依 5郾 21 98郾 45 依 12郾 70a 41郾 23 依 8郾 46b

IL鄄10 19郾 01 依 6郾 86 14郾 07 依 5郾 29 44郾 17 依 9郾 18a 23郾 57 依 7郾 16b

TNF鄄琢 / IL鄄10 1郾 10 依 0郾 21 1郾 08 依 0郾 23 4郾 27 依 1郾 16a 1郾 68 依 0郾 71b

IFN鄄酌 / IL鄄10 1郾 46 依 0郾 24 1郾 60 依 0郾 24 2郾 21 依 0郾 21a 1郾 67 依 0郾 28b

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL 组比较。

3摇 讨摇 论

细胞因子信号的负向调控剂 SOCS 蛋白家族与

As 的形成有着密切关系。 但 SOCS1 和 SOCS3 在 As
形成中的作用目前尚有争议。 Ortiz鄄Munoz 的研究发

现[3],敲除小鼠的 SOCS3 基因的表达,通过增加斑块

的体积、白细胞的募集及趋化因子的表达,促进了斑

块的形成。 而 Taleb 的研究发现[7], T 淋巴细胞

SOCS3 的缺失促进了 IL鄄10 及 IL鄄17 的生成,促使巨

噬细胞表现出抗炎症反应的表型,并以 IL鄄17 依赖的

方式抑制了粥样斑块及血管炎症的进行。 Yu 等[8]研

究发现,PPAR酌 激动剂曲格列酮通过诱导 SOCS3 的

表达,抑制 JAK2 / STAT3 信号转导途径,并进一步抑

制 IL鄄6 的表达。 而 PPAR酌 激动剂与 SOCS 的关系目

前也存在一定的争议。 研究表明[9],PPAR酌 表达增

多可以通过上调 SOCS3 的表达,抑制炎症性肠病的

炎症反应。 与之相反,Collino 等[10] 的研究表明,
PPAR酌 激动剂吡格列酮通过抑制肝脏 SOCS3 的表

达,抑制肝脏的炎症反应及胰岛素抵抗。 另有研究表

明,As 过程中 SOCS1 和 SOCS3 表达的时限并不

同[11],SOCS1 在 As 病变中的大部分巨噬细胞中均有

表达,并贯穿于整个 As 发展的过程中;但 SOCS3 在

巨噬细胞中的表达,只是出现在 As 发展的后期。 本

研究GW1929 对 SOCS1 的作用提示除了 ox鄄LDL 激活

巨噬细胞反射性的引起 SOCS1 的表达增多以外,
GW1929 通过 PPAR酌 受体依赖或非依赖的途径进一

步促进了 SOCS1 的表达,以对抗过度的炎症反应。
而 GW1929 并没有通过 SOCS3 的表达增多抑制巨噬

细胞的炎症反应,可能因为 SOCS1 表达较 SOCS3 早,
GW1929 首先通过促进 SOCS1 的表达增多,抑制巨噬

细胞的炎症反应,反而致使 SOCS3 的负反馈信号减

弱,SOCS3 的表达下调。
细胞因子的大量生成在 As 的形成中起重要作

用。 研究表明,细胞因子在 As 病变中的表达量高于

正常动脉中的表达,且促炎细胞因子(TNF鄄琢、IFN鄄
酌)的含量高于抗炎细胞因子( IL鄄4、IL鄄10) [12]。 临

床观察表明,IL鄄10 的水平在急性心肌梗死患者比稳

定型心绞痛患者明显降低[13]。 而 TNF鄄琢 及其 mR鄄
NA 水平在不稳定型心绞痛患者中明显升高,IL鄄10
水平在心绞痛患者与健康对照者比较没有明显不

同,但 TNF鄄琢 与 IL鄄10 的比例明显升高。 因此,研究

者多以促炎 /抗炎细胞因子的比值( TNF鄄琢 / IL鄄10、
IFN鄄酌 / IL鄄10)反映 Th1 / Th2 的比例或促炎 /抗炎反

应的平衡[14]。 本实验结果表明,ox鄄LDL 促进小鼠

腹腔巨噬细胞分泌 TNF鄄琢、IFN鄄酌 及 IL鄄10 明显增

多,TNF鄄琢 / IL鄄10 及 IFN鄄酌 / IL鄄10 的比值也明显增

高。 而 GW1929 抑制了 ox鄄LDL 促进 TNF鄄琢、IFN鄄酌
及 IL鄄10 的分泌,降低了 TNF鄄琢 / IL鄄10 及 IFN鄄酌 / IL鄄
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10 的比值。 以上研究结果提示,ox鄄LDL 作为一种独

立的致 As 危险因素,能够引起巨噬细胞 Th1 / Th2
炎症反应的失衡,使炎症向以 Th1 细胞因子占优势

的方向发展。 而 GW1929 可能通过某种途径促进了

Th1 向 Th2 细胞因子的转化,从而调节促炎 /抗炎反

应的平衡,并抑制 ox鄄LDL 对巨噬细胞的激活作用。
以上研究结果表明,PPAR酌 激动剂 GW1929 能

够上调巨噬细胞 SOCS1 而不是 SOCS3 的表达,抑制

TNF鄄琢、IL鄄6 及 IL鄄10 的生成,调节促炎 /抗炎反应的

平衡。 PPAR酌 激动剂调节促炎 /抗炎反应平衡的机

制可能与其调节 SOCS 蛋白的负反馈机制有关。 但

本研究尚未揭示 GW1929 是否直接通过上调 SOCS1
的表达发挥以上作用,需要通过基因敲除或 RNA 干

扰技术进一步去验证。
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