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罗格列酮通过调节 PPAR-γ/NFAT/IL-2 信号通路	
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[摘　要]	 目的： 探 讨 罗 格 列 酮 对 C D 大 鼠 模 型 的 作 用 及 具 体 机 制 。 方法： 采 用 三 硝 基 苯 磺 酸

(trinitrobenzenesulfonic acid，TNBS)诱导建立实验性结肠炎大鼠模型，40只SD大鼠随机分为空白

对照组、模型组、罗格列酮组[20 mg/(kg·d)灌胃]及GW9662组[1 mg/(kg·d)灌胃]。对大鼠CD疾病

活动指数(disease activity index，DAI)、结肠大体损伤指数(colon macroscopic damage index，CMDI)

和结肠组织学损伤指数(tissues damage index，TDI)进行评分；心脏穿刺取血检测超敏C反应蛋白

(hypersensitive C-reactive protein，Hs-CRP)以及红细胞沉降率(sedimentation rate，ESR)变化；RT-

PCR方法检测结肠组织PPAR-γ/活化T细胞核因子(nuclear factor of activated T-cells，NFAT)/白介

素-2 (interleukin-2，IL -2)上下游基因表达的变化。结果：罗格列酮干预有效降低DAI，CMDI及

TDI评分(P<0.05)，下调血清炎性指标，促进大鼠肠黏膜PPA R-γ基因的表达，抑制NFAT及下游

I L - 2基因表达。结论：罗格列酮有效减少实验性结肠炎大鼠的临床活动，改善大体及组织学改

变，其治疗作用可能通过调节PPAR-γ/NFAT/IL -2信号通路实现。

[关键词]	 克罗恩病；罗格列酮；GW9662；过氧化物酶体增殖物激活受体γ

Rosiglitazone ameliorates Crohn’s disease rat models by 
regulating PPAR-γ/NFAT/IL-2 signaling pathway
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Abstract Objective: To clarify the effect and mechanisms of rosiglitazone on CD rat model. Methods: Rat model 

of experimental colitis induced by trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) was established. Forty SD 

rats were randomly divided into a control group, a model group, a rosiglitazone group [20 mg/(kg·d),  

oral gavage] and GW9662 group [1 mg/( k g·d), oral gavage]. The disease activity index (DAI), colon 
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克 罗 恩 病 ( C r o h n ’ s  d i s e a s e ， C D ) 和 溃 疡 性

结肠炎 (u l c e r a t i v e  c o l i t i s ， U C) 属于炎症性肠病

(inflammatory bowel disease，IBD)，是一种反复发

作的慢性肠道炎症病变，其发病机制尚未明确，

目前认为和遗传、感染、免疫紊乱以及肠道微生

态失衡相关 [1]。CD的治疗药物包括糖皮质激素、

5氨基水杨酸及硫唑嘌呤等免疫抑制剂以及生物制

剂，以上药物均存在毒副作用[2]。因此，深入研究

CD的发病机制及有效治疗药物是消化科领域的研

究重点与难点。本课题组既往研究 [3]发现：n-3多

不饱和脂肪酸通过激动过氧化物酶体增殖物激活

受体γ(peroxisome proliferator-activated receptor-γ，

PPA R-γ)对CD大鼠模型有治疗作用。本研究拟采

用PPAR-γ激动剂罗格列酮及抑制剂GW9662干预三

硝基苯磺酸(trinitrobenzenesulfonic acid，TNBS)诱

导的实验性结肠炎大鼠模型，进一步明确PPAR-γ/
活 化 T 细 胞 核 因 子 ( n u c l e a r  f a c t o r  o f  a c t i v a t e d 
T-cel ls，NFAT)/白介素-2 (interleukin-2，IL -2)信

号通路在CD致病中的作用。

1  对象与方法

1.1  动物建模及分组

实验性结肠炎大鼠模型的构建如下 [ 4 ]：大鼠

麻醉后经肛门灌入TNBS原液100 mg/kg+50%乙醇 
0 .25 mL，倒悬位持续30 s，每隔10 d重复灌肠， 
4次后(d 0，d 10，d 20，d 30)可制成TNBS诱导的

实验性结肠炎大鼠模型。此模型以IL -12启动的I型

辅助T细胞(type I T helper cells，Th1)类免疫反应

为主，病理改变与人类CD相似，目前广泛用于CD
的动物实验研究。

无特定病原体(specific pathogen free，SPF)级SD大

鼠(雌雄各半)共40只，体重(180±10)g，鼠龄4~6 周，

购自中山大学医学院实验动物中心。实验动物质

量合格证：SCXK(粤)2018-0031。本研究动物实验

按照国立卫生研究院(National Institutes of Health，

NIH)(Pub. No. 85-23，revised 1996)以及活体动物实验

研究(Animal Research: Reporting In Vivo Experiments，

A R R I V E ) 指 南 进 行 。 所 有 大 鼠 随 机 均 分 为 
4组：空白对照组、模型组(T N BS)、罗格列酮组

[20 mg/( kg·d)灌胃，成都恒瑞制药有限公司，批

号160902]和GW9662组[1 mg/(kg· d)灌胃，购于美

国Sig ma公司]。采用灌胃方式给予药物干预，从

实验第1天开始至第30天结束，1次/d灌胃。采用

人 动 物 剂 量 换 算 公 式 换 算 为 大 鼠 用 量 ： 大 鼠 剂 
量=(X mg/kg ×70 kg ×0.018)/0.2 kg=6.3X mg/kg。至d30结

束实验，大鼠均麻醉下处死，取血，留取结肠组织。

1.2  大鼠疾病活动指数 (disease activity index，
DAI) 评估

每日对各组大鼠体重、大便情况进行观察与

记录。利用以下公式计算体重下降百分比：第n天

体重下降/%=(第n–1天体重−第n天体重)/第n–1天

体重×100%。具体评分项目见表1。

1.3  大鼠结肠组织大体形态损伤指数评估 
大鼠麻醉后处死，取结肠组织，根据表2行结

肠大体损伤指数(colon macroscopic damage index，

CMDI)评分。

1.4  大鼠组织学损伤指数评估

结肠组织固定、包埋、切片并且HE染色后，

在显微镜下观察组织学改变。根据表3进行组织学

损伤指数(tissues damage index，TDI)评分。

macroscopic damage index (CMDI) and tissues damage index (TDI) were evaluated. Levels of 

inflammation factors including sedimentation rate (ESR) and hypersensitive C-reactive protein (hs-

CRP) were measured via cardiac puncture blood sampling. Gene expressions of PPAR-γ/nuclear 

factor of activated T-cells (NFAT)/interleukin-2 (IL -2) in colon tissue were detected by RT-PCR .  

Results: Rosiglitazone effectively decreased the scores of DAI, CMDI and TDI (P<0.05), down-regulated the 

inflammatory index of serum, promoted gene expression of PPAR-γ and inhibited gene expressions of NFAT and 

downstream IL-2 in colon tissue. Conclusion: Rosiglitazone effectively reduces the clinical activity and improves 

the gross and histological changes in experimental colitis rats, the therapeutic effect of is probably achieved by 

regulating the PPAR-γ/NFAT/IL-2 signaling pathway.
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1.5  各组大鼠外周血炎性指标比较

大鼠麻醉后，心脏穿刺取血，离心(2 000 r/min) 
5 min后提取血清，采用乳胶凝集比浊法检测超敏

C反应蛋白(hy persensit ive C-reactive protein，hs-
CR P)以及魏氏法测定血沉(s e d i m e n t at i o n  r ate，

ESR)。

1.6  大鼠结肠组织 PPAR-γ/NFAT/IL-2 各因子基

因表达水平

采用TRIzol(美国Inv itrogen公司)法提取大鼠

结肠组织总 R N A 。按照 G e n B a n k 序列，用 Ve c t o r 
N T I  s u i t e 软件 ( 美国 Inv i t r o g e n 公司 ) 确定大鼠的

PPA R-γ，NFAT和I L -2的引物序列(表4)。使用核

酸蛋白测定仪测定RNA纯度和浓度，其A260/A280
值在1 . 8 ~ 2 . 0之间。按R eveTra  DA SH TM  RT-P CR 
试 剂 盒 说 明 书 进 行 反 转 录 和 P C R 扩 增 ( 反 应 条 件

为：变性95 ℃  10 s，退火52 ℃  60 s，延伸72 ℃  
45  s，共35~38个循环，最后95 ℃延伸10 min)。

Gel-Pro Analyzer 4.0软件(美国Media Cybernetics公

司)进行PCR产物定量分析。

1.7  统计学处理 
应用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，采用

单因素方差分析方法进行统计学处理，进而采用

Bonferroni检验组间差异。计量数据采用均数±标

准差(x±s)表示。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  各组 DAI，CMDI 及 TDI 评分

使用DAI评分指数评估各组临床疾病活动度，

表1 DAI评分[3]

Table 1 DAI scores  

评分 体质量下降 /% 粪便性状 隐血情况

0 无 正常 隐血阴性

1 1~5 — —

2 6~10 半稀便 隐血阳性

3 11~15 — —

4 >15 稀便 肉眼血便

表2  大鼠CMDI[3]

Table 2 Rat CMDI 

评分 肉眼观察到的表现

0 结肠黏膜无损伤

1 局部结肠黏膜充血水肿但无糜烂、溃疡形成

2 有线性溃疡形成但无显著炎症发生

3 在1个部位上有线性溃疡形成并且有炎症

4 在2个或以上的部位有溃疡形成和/或炎症

5 沿结肠长轴有2个或以上部位有溃疡形成和炎

症，长度超过1 cm

6~8 溃疡形成超过2 cm

表3 大鼠结肠TDI[3]

Table 3 Rat colon TDI

评分 显微镜下结肠组织损伤表现

0 没有损伤

1 较弱的黏膜和/或黏膜下炎症浸润和充血水

肿，黏膜轻度糜烂，伴随有毛细血管增生，

而黏膜肌层保持完整

2 在1分的基础上，范围达标本的50%以上

3 显著地炎症浸润和充血水肿，有溃疡形成并

延伸到黏膜下层和黏膜肌层，较少的炎症细

胞浸润黏膜固有层但无肌层坏死

4 在3分的基础上，范围达标本的50%及以上

5 广泛的溃疡形成，伴有凝固性坏死，有数量

众多的中性粒细胞浸润，细胞坏死达黏膜固

有肌层

6 在5分的基础上，范围达标本的50%及以上

表4 各基因引物序列

Table 4 Primers for each target gene

基因 序列 循环数
退火温

度/℃

PPAR-γ 5'-CGTATTACGTACGTA-3' 35 52

3'-GCATAATGCATGCAT-5'

NFAT 5'-TCAGTTACGTATCGC-3' 36 52

3'-AGTCAATGCATAGCG-5'

IL-2 5'-CATGCGATCGTACATG-3' 35 52

3'-GTACGCTAGCATGTAC-5'

GAPDH 5'-ATCGTACGATACGTAC-3' 35 52

3'-TAGCATGCTATGCATG-5'
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C M D I 指数评估结肠大体标本形态学损伤程度以

及T D I指数评估光镜下组织学损伤情况。结果显

示 ： 罗 格 列 酮 干 预 降 低 D A I ， C M D I 及 T D I 评 分

( P < 0 . 0 5 )，有效减少实验性结肠炎大鼠的临床活

动，改善大体及组织学改变，有效治疗大鼠实验

性结肠炎。P PA R - γ抑制剂G W 9 9 6 2干预组DA I、

CMDI及TDI评分较模型组及罗格列酮干预组升高

(P<0.05；图1，图2)。

图1 各组大鼠DAI，CMDI及TDI评分

Figure 1 DAI, CMDI and TDI scores of rats in each group

与空白对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与GW9662组比较，&P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the GW9662 group, &P<0.05.

图2 各组大鼠肠黏膜病理表现(HE，×400)

Figure 2 Pathological examination of colon mucosa of rats in each group (HE, ×400)

(A)空白对照组；(B)模型组(箭头指示隐窝炎和隐窝脓肿)；(C)罗格列酮组；(D)GW9662组(箭头指示幽门腺化生和隐窝结

构紊乱)。

(A) Control group; (B) Model group (arrows refer to cryptitis and crypt abscess); (C) Rosiglitazone group; (D) GW9662 group (arrow 

refers to pyloric glands metagenesis and crypt structure disorder).
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表5 各组大鼠血清炎性指标(n=10，x±s)

Table 5 Rat serum inflammatory index in each group (n=10, x±s)

组别 ESR/(mm·h−1) CRP/(mg·L−1)

空白组 10.55±1.65#& 2.13±1.22#&

模型组 24.43±3.07* 9.11±1.03*

罗格列酮组 19.00±2.65*#& 5.62±1.19*#&

GW9662组 24.50±3.45* 8.00±1.26*

与空白对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与GW9662组比较，&P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the GW9662 group, &P<0.05.

2.2  各组大鼠血清炎性指标比较

采用ESR及CRP作为大鼠血清炎性状态的评估

指标。结果显示：TNBS造模后模型组大鼠血清炎

性指标均显著升高(P<0.05)。罗格列酮治疗有效降

低炎性指标(P<0.05)，而GW9962组ESR与CRP较

罗格列酮组升高(P<0.05)，与模型组比较差异无统

计学意义(P>0.05，表5)。

2.3  各组 PPAR-γ/NFAT/IL-2信号通路各因子表达变化

采用RT-PCR法检测PPA R-γ/NFAT/I L -2信号

通路各因子的基因表达水平。结果显示：模型组

大鼠结肠组织 P PA R - γ ， N FAT 基因表达水平与空

白对照组大鼠比较差异无统计学意义( P > 0 . 0 5 )，

而 I L - 2基因表达水平较对照组升高( P < 0 . 0 5 )。罗

格列酮干预促进大鼠结肠组织PPAR-γ表达，下调

N FAT以及下游 I L - 2基因表达( P < 0 . 0 5 )。G W 9 6 6 2
有 效 抑 制 P P A R - γ 表 达 ， 上 调 N F AT 表 达 ， 促 进

I L - 2 表达 ( P < 0 . 0 5 ) 。 G W 9 6 6 2 对 I L - 2 表达的促进

作用与 T N B S 干预相仿，两者差异无统计学意义

(P>0.05，图3)。
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图3 各组大鼠PPAR-γ/NFAT/IL-2信号通路各因子表达变化

Figure 3 Relative mRNA expression of PPAR-γ/NFAT/IL-2 signaling pathway in each group

与空白对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与GW9662组比较，&P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the GW9662 group, &P<0.05.



罗格列酮通过调节 PPAR-γ/NFAT/IL-2 信号通路治疗克罗恩病大鼠    姚嘉茵，等 1627

3  讨论

近 1 0 年 来 我 国 C D 的 发 病 率 逐 年 增 高 ， 据 统

计，2/3的CD患者会在疾病发展的过程中接受手术

治疗[5]。因此，CD患者生活质量下降，且需要承担

巨大的医疗费用。作者前期已发表文章[3-4]证实：免

疫相关的信号通路异常是CD致病的重要因素，靶向

调控信号通路有望成为CD精准治疗的发展方向。

PPAR-γ在结肠组织中高表达，调控着脂肪代

谢、糖代谢、细胞凋亡及免疫平衡等，是机体内

维持内环境平衡的关键调节点 [6]。NFAT是一类转

录因子家族，受PPA R-γ调控，促炎因子IL -2是其

重要的下游因子[7]。外国学者[8]使用PPAR-γ+/−杂合

子小鼠建立肠炎模型时发现：PPA R- γ基因缺失的

小鼠更容易诱导成为实验性结肠炎动物模型，这

进一步表明：PPAR-γ在维持肠道稳态中有不可忽

视的作用。Fu等 [9]发现：PPAR-γ与特定配体结合

后可以通过抑制NFAT的转录影响NFAT表达，以

此抑制T细胞在炎症中的活化，进一步抑制下游促

炎因子IL -2的表达，达到一定的抑制炎症作用。然

而，PPAR-γ/NFAT/IL -2在CD动物模型中的具体致

病作用尚未被报道。

TNBS诱导的实验性结肠炎发病机制和组织病

理学改变与人类CD类似，是目前广泛用于CD动物

研究的成熟动物模型[10]。本研究结果显示：TNBS
诱导的模型组大鼠临床疾病活动评分，大体形态损

伤，组织学损伤评分及血清炎性指标均显著升高，

而且结肠组织促炎因子IL -2表达升高，提示CD大

鼠模型中存在免疫失衡。然而，模型组大鼠并未见

PPAR-γ和NFAT的改变，提示TNBS并不是通过改

变PPAR-γ/NFAT通路诱导致病。罗格列酮干预后

显著改善大鼠临床症状、大体及组织学改变，下调

炎性指标；RT-PCR检测结果显示：罗格列酮激动

PPAR-γ，抑制NFAT表达，进而抑制下游IL -2基因

表达，产生抑制炎症的作用。而PPAR-γ的抑制剂

GW9662则起加剧疾病的作用。综上所述，CD大鼠

存在免疫紊乱，罗格列酮通过调节PPAR-γ/NFAT/
IL -2信号通路治疗CD大鼠，PPAR-γ/NFAT/IL -2是

CD致病的重要免疫通路。
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