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·基础研究· 

TLR4/NF-κB信号转导通路介导吡格列酮在内脂素诱导内皮细胞炎

症损伤过程中作用机制的探讨 

何晓乐1，刘  军2，张航向1，王  宁1，徐  荣1，杨  洁3，王晓明1* 
（1第四军医大学西京医院老年病科，西安 710032；2兰州军区兰州总医院骨科中心，兰州 730000；3兰州军区28分部西关干

休所，西安 710000） 

【摘   要】目的  观察吡格列酮对内脂素诱导人脐静脉内皮细胞（HUVECs）炎症损伤过程中的影响，探讨吡格

列酮改善内皮功能的信号转导机制。方法  将HUVECs随机分组，给予不同浓度的内脂素进行诱导，运用蛋白印

迹法（Western blotting）检测各组细胞Toll样受体4（TLR4）、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）、核因子-κB（NF-κB）

和NK-κB抑制蛋白α（IκB-α）的表达；再给予过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPARγ）激动剂吡格列酮，观察各

组指标表达变化。结果  与正常对照组相比，内脂素呈浓度依赖性地增加ICAM-1含量，下调IκB-α蛋白的表达，

同时上调TLR4的表达，差异具有统计学意义  （P＜0.05），且当内脂素浓度为1×10-5mol/L时效果最显著。而吡格

列酮呈浓度依赖性地抑制内脂素所诱导的上述效应，差异具有统计学意义（P＜0.05），当吡格列酮浓度为20µmol/L

时效果最显著。结论  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs炎症损伤有保护作用，其机制可能与抑制TLR4/NF-κB信

号转导通路有关。  
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TLR4/NF-κB signal pathway mediates pioglitazone protecting human 
vascular endothelial cells against visfantin-induced injury 
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【Abstract】  Objective  To determine the effect of pioglitazone on visfantin-induced inflammatory injury in human 

vascular endothelial cells and investigate the underlying signal pathway of pioglitazone in improving endothelial 

functions. Methods   Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were treated by different concentrations of 

visfantin. Then Western blotting was used to detect the expression of Toll-like receptor4 (TLR4), intercellular cell 

adhesion molecule-1 (ICAM-1), nuclear factor-κB (NF-κB) and inhibitor of NK-  κB-α (IκB-α). Their expression levels 

were measured again after the cells were respectively exposed to the agonist of peroxisome proliferator activated 

receptor gamma (PPARγ), pioglitazone. Results  Compared with the control group, visfantin enhanced the expression of 

ICAM-1 in a dose-dependent manner, and also induced TLR4 up-regulation and IκB-α down-regulation (P＜0.05), with 

visfantin at dose of 1×10-5mol/L showing the strongest effect. However, pioglitazone inhibited the above effects of 

visfatin in a dose-dependent manner, with dose of 20 µmol/L having the maximal effect. Conclusion  Pioglitazone 

exerts protective effect on visfantin-induced inflammatory injury in human vascular endothelial cells, which may be due 

to its blocking TLR4/NF-κB signal pathway. 
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Toll样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）是天

然免疫系统的一种模式识别受体，在免疫效应细胞

单核/巨噬细胞和树突状细胞中均有表达[1]。TLR4与

其相应配体结合上调核因子-κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）的表达和免疫反应基因的激活，进而调控多

种炎性因子、趋化因子、黏附因子等分泌，参与动脉

粥样硬化（atherosclerosis，AS）的发生、发展，TLR4

在斑块的稳定性破坏方面起重要作用 [2]。内脂素

（visfantin）是Fukuhara等[3]最新发现的由一种脂肪细

胞分泌的细胞因子，研究表明该因子与炎性反应及2

型糖尿病均有密切关系。在周桂建等[4]的研究中指

出，冠心病患者中的血清内脂素水平显著升高，是冠

心病的危险因子之一。吡格列酮（pioglitazone）作为

目 前 临 床 广 泛 应 用 的 经 典 噻 唑 烷 二 酮 类

（thiazolidinediones，TZDs）胰岛素增敏剂类药物，

在控制血糖的同时具有改善多种心血管危险因素的

作用[5]，但其对AS发展前期血管内皮细胞损伤过程中

的影响目前尚不清楚，TLR4/NF-κB信号通路是否参

与吡格列酮对内脂素诱导的内皮细胞的损伤过程，国

内外均无报道。本研究用吡格列酮干预内脂素诱导的

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial 

cells，HUVECs），探讨吡格列酮改善内皮细胞炎症

损伤的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  药品和试剂 

HUVECs细胞株（第四军医大学免疫教研室），

核因子 κB抑制蛋白α（ inhibitor of nuclear factor 

κB-α，IκB-α）抗体（江苏碧云天生物技术研究所）；

鼠抗兔二抗、二甲亚砜（DMSO）、胰蛋白酶（均Sigma

公司，美国）；DMEM低糖培养液（HycLone公司，

美国）；小牛血清（杭州四季青公司）；吡格列酮

（Cayman公司，美国）。 

1.2  HUVECs的培养 

HUVECs用含10%小牛血清的DMEM细胞培养

液在37%、5%CO2的培养箱内培养2～3d。待细胞

融合后，用0.25%胰蛋白酶进行消化。镜下观察到

细胞收缩变圆时弃去消化液，加入培养液以终止胰

蛋白酶的作用。用滴管吹打壁上的细胞，使其完全

脱落并分离。根据实验需要按5×105个/ml接种于培

养板或培养瓶中。待细胞融合后，换用无血清的

DMEM培养液培养24h，使细胞同步化，然后即可

进行分组实验。 

1.3  细胞分组及处理 

取对数生长期细胞，以每孔2×105/ml接种于多

聚赖氨酸包被的96孔板中，于37℃、5% CO2培养箱

中进行孵育，24h内细胞达到80%～90%融合后，用

含体积分数0.01%磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 

saline，PBS）的DMEM孵育细胞24h，使细胞同步

化。将接种孔分为3组。（1）正常对照组：在培养液

中孵育HUVECs 24h；（2）内脂素干预组：给予不同

浓度的内脂素（1×10−7、l×10−6和1×10-5mol/L）

后孵育24h；（3）吡格列酮干预组：给予浓度为1×

10-5mol/L的内脂素预孵2h后，加入不同浓度的吡格

列酮（10和20µmol/L），孵育24h。 

1.4  蛋白印迹法检测HUVECs中TLR4的表达 

弃去培养液，用冷PBS轻轻漂洗一遍后，随即

加入细胞裂解液和蛋白酶抑制剂以裂解细胞。刮下

细胞，置于Eppendorf离心管，并用破膜仪反复抽

打细胞3次以剪切细胞内核酸，使蛋白充分溶出。

静置于冰上20min以沉淀蛋白，再以12 000转/min、

4℃离心15min。取上清液并移至另一Eppendorf离

心管中。按照4∶1的体积比加入蛋白上样缓冲液，

随后煮沸10min，置-20℃保存。蛋白定量按照试剂

盒说明进行。蛋白上样量为20µg，12%聚丙烯酰胺

凝胶电泳使用浓缩胶80V或分离胶120V电泳分离

蛋 白 ， 转 膜 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 （ polyvinylidene 

fluoride，PVDF）膜；采用5g脱脂奶粉封闭2h；加

入1∶1000稀释的兔抗人TLR4多克隆抗体和内标

条带一抗的TBST缓冲液孵育过夜；磷酸盐吐温缓

冲液振荡洗膜10min×3次，加入1∶5000稀释的二

抗，室温下孵育1h，再次洗膜。采用ECL底物化学

发光显色后曝光显影，避光晾干后扫描存盘，并用

电脑软件进行条带灰度值的分析。 

1.5  蛋白印迹法测定HUVECs中IκB-α蛋白和细胞

间黏附分子 −1（ intercellular cell adhesion 

molecule-1，ICAM-1）含量表达 

收集各组细胞加入细胞裂解液提取总蛋白，并用

Bradford法测定蛋白质浓度，补上样缓冲液使总量为

80µl，再加入100µl溴酚蓝染液煮沸4min。然后各取10µl

样品，SDS-PAGE凝胶进行电泳分离，半干法将蛋白

转移至硝酸纤维素膜，封闭、洗膜，加入1∶600稀释

的兔抗大鼠IκB-α、ICAM-1一抗，4℃过夜，用洗膜液
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漂洗后加入1∶5000稀释的二抗，摇床1h，TBST缓冲

液冲洗3遍，每次5min，加入ECL荧光液显色，上机检

测。用目标条带与内标条带的积分吸光度值（integrated 

absorbance，IA）的比值的百分率表示IκB-α和ICAM-1

的表达水平。 

1.6  统计学处理 

采用SPSS16.0统计软件进行统计分析。所有

实验数据均以 x±s表示，采用 t检验进行组间比

较。P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  内脂素对HUVECs TLR4表达变化的影响 

与对照组相比，内脂素干预组随着浓度（1×10-7、

1×10-6和1×10-5mol/L）升高，TLR4的表达升高

（P＜0.05），且在内脂素浓度为1×10-5mol/L时

作用最为明显，TLR4的表达最高。提示内脂素呈

浓度依赖性地上调TLR4的表达（图1）。  

 

 
图1  内脂素对HUVECs中TLR4蛋白表达的影响 

Figure 1  Effect of visfantin on TLR4 expression in HUVECs 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; TLR4: Toll-like 
receptor 4. Compared with control group, *P＜0.05; compared with 

visfantin 1×10-7mol/L group, #P＜0.05; compared with visfantin 

1×10-6mol/L group, △P＜0.05 

 

2.2  内脂素对HUVECs ICAM-1表达变化的影响 

与对照组相比，内脂素干预组随着浓度（1×10-7、

1×10-6和1×10-5mol/L）升高，ICAM-1的表达升高

（P＜0.05），且在内脂素浓度为1×10-5mol/L时作用

最为明显，ICAM-1的表达最高。提示内脂素呈浓度依

赖性地上调ICAM-1的表达（图2）。 

2.3  内脂素对HUVECs IκB-α表达变化的影响 

与对照组相比，内脂素干预组随着浓度（1×10-7、

1×10-6和1×10-5mol/L）升高， IκB-α表达降低

（P＜0.05），且在内脂素浓度为1×10-7mol/L时

作用最为明显，IκB-α的表达最低。提示内脂素呈

浓度依赖性地下调IκB-α的表达（图3）。 

 

 
图2  内脂素对HUVECs中ICAM-1表达的影响 

Figure 2  Effect of visfantin on ICAM-1 expression in HUVECs 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; ICAM-1: intercellular 
cell adhesion molecule-1. Compared with control group, *P＜0.05; 

compared with visfantin 1×10-7mol/L group, #P＜0.05; compared 

with visfantin 1×10-6mol/L group, △P＜0.05 

 

 
图3  内脂素对HUVECs中IκB-α表达的影响 

Figure 3  Effect of visfantin on IκB-α expression in HUVECs 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; IκB-α: inhibitor of 
nuclear factor κB-α. Compared with control group, *P＜0.05; compared 

with visfantin 1×10-7mol/L group, #P＜0.05; compared with visfantin 

1×10-6mol/L group, △P＜0.05 

 

2.4  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs TLR4表达

变化的影响 

与对照组比较，10µmol/L 吡格列酮干预组的

HUVECs TLR4表达升高（P＜0.05）；在20µmol/L 吡

格列酮干预组中，TLR4的表达下降（P＜0.05），

提示吡格列酮干预浓度为10µmol/L时，中和作用

较为明显。但和1×10-5mol/L的内脂素干预组比
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较，吡格列酮干预组随着吡格列酮浓度（ 10和

20µmol/L）升高，TLR4的表达下降（P＜0.05），

且在吡格列酮浓度为20µmol/L时效果最为显著，

提示吡格列酮呈浓度依赖性地抑制内脂素对

HUVECs TLR4表达的上调作用（图4）。  

 

 
图4  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs中TLR4表达变化的影响  
Figure 4  Effect of pioglitazone on TLR4 expression in HUVECs 

induced by visfantin 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; TLR4: Toll-like 
receptor 4. Compared with control group, *P＜0.05; compared with 

visfantin 1×10-5mol/L group, #P＜0.05; compared with pioglitazone 

10µmol/L +visfantin 1×10-5mol/L group, △P＜0.05 

 

2.5  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs ICAM-1表

达变化的影响 

与对照组比较，10µmol/L吡格列酮干预组的

HUVECs ICAM-1表达升高（P＜0.05），在20µmol/L

吡格列酮干预组中，ICAM-1的表达下降（P＜0.05），

提示吡格列酮干预浓度为10µmol/L时，中和作用较

为明显。但与1×10-5mol/L的内脂素干预组比较，吡

格列酮干预组随着吡格列酮浓度（10和20µmol/L）

升高，ICAM-1的表达下降（P＜0.05），且在吡格

列酮浓度为20µmol/L时效果最为显著，提示吡格列

酮呈浓度依赖性地抑制内脂素对HUVECs ICAM-1

表达的上调作用（图5）。 

2.6  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs IκB-α表

达变化的影响 

与对照组和1×10-5mol/L内脂素干预组比较，吡格

列酮干预组随着吡格列酮浓度（10和20µmol/L）升高，

IκB-α表达升高（P＜0.05），且在吡格列酮浓度为

20µmol/L时效果最为显著，提示吡格列酮呈浓度依

赖性地抑制内脂素对HUVECs IκB-α表达的下调作

用（图6）。 

 
图5  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs中ICAM-1表达的影响 

Figure 5  Effect of pioglitazone on ICAM-1 expression in 
HUVECs induced by visfantin 

HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; ICAM-1: intercellular 
cell adhesion molecule-1. Compared with control group, *P＜0.05; 

compared with visfantin 1×10-5mol/L group, #P＜0.05; compared 

with pioglitazone 10umol/L +visfantin 1×10-5mol/L group, △P＜0.05 

 

 
图6  吡格列酮对内脂素诱导的HUVECs中IκB-α表达的影响 

Figure 6  Effect of pioglitazone on IκB-α expression in HUVECs 
induced by visfantin 

HUVECs: human umbilical vein endothelial cells; IκB-α: inhibitor of 
nuclear factor κB-α. Compared with control group, *P＜0.05; compared 

with visfantin 1×10-5mol/L group, #P＜0.05; compared with pioglitazone 

10µmol/L +visfantin 1×10-5mol/L group, △P＜0.05 
 

3  讨  论 

糖代谢障碍和高血压往往共同发生，高血压的

发病率在糖尿病人群中显著增高，2型糖尿病伴高血

压患者往往发展成为糖尿病并发AS、甚至加快老年

多器官功能不全疾病的发展。究其本质，炎性因子

的过度表达是关键基础，血管内皮细胞损伤是直接

因素[6]。近年来的动物实验和临床实验均显示，肿

瘤坏死因子α、白细胞介素-6等炎性因子水平可影响

胰岛素受体敏感性[7]，故而糖尿病患者体内炎性因



中华老年多器官疾病杂志  2015年4月28日 第14卷 第4期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.14, No.4, Apr 28, 2015 ·305· 

子浓度也明显高于正常人，表明慢性炎症是2型糖尿

病伴高血压患者的重要发病基础。不断有学者发现

内脂素有多种生理功能，包括炎性反应、胰岛素抵

抗等[8]。Gheibi等[9]发现，内脂素水平与炎性标志物

有显著关联，可诱导C−反应蛋白、白细胞介素−1β

等多种炎性因子的表达。Bułdak等[10]研究提示血清

内脂素水平与冠状动脉病变程度呈正相关，说明内

脂素与炎性反应密切相关。Lewis等[11]研究发现，内

脂素水平随冠状动脉病变支数和Gensini积分的增加

而升高，是促进斑块不稳定化中起关键作用的酶。

Sato等 [12]研究证实内脂素可通过激活NF-κB途径上

调人单核细胞中基质金属蛋白酶（matrix metallo 

proteinases，MMPs）中的MMP-2和MMP-9的表达及

活性。 

TLR4在机体的免疫防御中起重要作用，作为联

系免疫反应和炎性反应之间的桥梁，与AS的发展密

切相关[13]。TLR4介导的信号转导主要通过髓样分化

蛋白88依赖途径和非依赖途径产生大量的炎性因

子 [14]。已有研究证实，代谢综合征患者体内游离脂

肪酸和脂肪炎性因子等水平上升可激活TLR4引起

炎性反应，进而阻碍胰岛素信号转导，心血管疾病

患者体内TLR4水平也高于正常水平 [15]。对AS患者

的研究显示，TLR4可影响AS相关炎性因子的合成与

释放，提示TLR4很可能是AS防治的标靶[16]。NF-κB

是重要的炎性介质转录因子，是由p65和p50构成的

同源或异源二聚体 [17]。Junker等 [18]报道NF-κB参与

多种炎性介质及细胞因子的基因调控。炎性因子可

激活核因子B抑制蛋白激酶，使IκB-α分子磷酸化，

启动一系列炎性反应相关基因的转录程序，诱导更

多的炎性因子高度表达[19]。Daeian等[20]的体外研究

结果提示NF-κB不仅介导TLR4的下游细胞转导，且

可诱导TLR4的表达。 

有报道揭示在2型糖尿病患者尤其是肥胖患者

的血清中内脂素水平较高[21]，我们推测其与2型糖尿

病患者继发高血压甚至诱发AS相关。在本实验中，

内脂素具有上调HUVECs TLR4的表达的作用，且随

着浓度增加，效果愈加明显，内脂素呈浓度依赖性

地下调HUVECs IκB-α表达。综上，提示内脂素对

TLR4/NF-κB信号通路具有激活作用；同时我们发现

内脂素参与炎性因子的调节，呈浓度依赖性地上调

ICAM-1的表达。实验结果表明，内脂素通过促炎作

用和激活TLR4/NF-κB信号通路参与内皮细胞的损

伤过程，为患者AS发生发展的重要因素之一。 

吡格列酮是胰岛素增敏剂TZDs类药物，能通过

激活过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome 

proliferators activated receptors，PPARs）而发挥其生

物学作用[22]，其中的受体亚型PPARγ是一个重要的

细胞分化转录因子，调节糖和脂质代谢，调控血管

紧张素Ⅱ的Ⅰ型受体mRNA的表达[23]，在炎性表达、

内皮细胞凋亡、心血管疾病的形成机制中发挥重要

的作用[24]。有报道称，PPARγ受体激动剂通过诱导

NO的释放对血管内皮具有保护作用 [25]。本实验发

现，吡格列酮可抑制内脂素对HUVECs TLR4表达的

上调作用和对IκB-α表达的下调作用，并抑制内脂素

对ICAM-1表达的上调作用，在浓度为20µmol/L时效

果较好，提示吡格列酮呈浓度依赖性地对内脂素具

有抑制作用和降低炎性表达功能，从而保护内皮细

胞损伤，降低患者高血压和AS发病率。 

综上所述，吡格列酮可浓度依赖性地抑制内脂

素 诱 导 的 内 皮 细 胞 损 伤 ， 其 作 用 点 和 抑 制

TLR4/NF-κB信号通路的激活和调节炎性因子表达

相关，为我们今后临床治疗提供新的依据。但对血

管内皮细胞的保护作用是否涉及其他通路有待于下

一步的研究。 
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