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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
与环境、遗传、
感染及免疫等因
素相关. 多数IBD
患者病情反复, 迁
延不愈. 因此, 明
确 I B D的发病机
制, 寻找新的潜在
基因治疗靶点, 对
预防及治疗 I B D
具有重大理论及
实际意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of smooth muscle-
specific overexpression of peroxidase prolif-
erator-activated receptor gamma coactivator-
1α (PGC-1α) on dextran sulfate sodium (DSS)-
induced acute colitis in mice. 

METHODS: Two-month-old male mice were 

divided into four groups according to geno-
type (non-Tg/Tg) and treatment (H2O/DSS), 
10-13 mice for each group. Mice were adminis-
tered with 3% DSS in drinking water for 7 days 
(+DSS) to induce inflammatory bowel disease 
(IBD). Control groups were given normal drink-
ing water (+H2O). At the end of the study, the 
symptoms and pathological changes were evalu-
ated using disease activity index (DAI) and 
histopathological score (HPS) of acute colitis, 
respectively. The mRNA levels of inflammatory 
cytokines in the colon were determined.

RESULTS: Compared to control groups, DSS-
treated groups had significantly decreased body 
weight (both P < 0.01), increased DAI (both P < 
0.01) and HPS (9.6 ± 1.2 vs 1.2 ± 0.4; 5.0 ± 0.8 vs 
1.2 ± 0.6, in non-Tg and Tg groups, respectively, 
both P < 0.01), and significantly shorter colon 
(5.0 cm ± 0.3 cm vs 7.8 cm ± 0.2 cm; 4.9 cm ± 0.1 
cm vs 8.0 cm ± 0.3 cm, in non-Tg and Tg groups, 
respectively, both P < 0.01). Compared to the 
DSS-treated non-Tg group, the treated Tg group 
had significantly decreased DAI (P < 0.01), HPS 
(5.0 ± 0.8 vs 9.6 ± 1.2, P < 0.01) and tumor necro-
sis factor α (TNFα) mRNA level (0.24 ± 0.07 vs 
0.45 ± 0.10, P < 0.05), and increased peroxidase 
proliferator-activated receptor γ (PPARγ) mRNA 
level (0.98 ± 0.15 vs 0.41 ± 0.07, P < 0.05).

CONCLUSION: Smooth muscle-specific over-
expression of PGC-1α protects against DSS-in-
duced acute colitis by reducing the expression of 
inflammatory factor TNFα, which might result 
from the activation of PPARγ.
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摘要

目的: 探讨平滑肌特异性过表达过氧化物
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■研发前沿
在 炎 症 通 路 中 , 
PPARγ是具有抗
炎作用的重要转
录 因 子 ,  他 从 上
游对炎症因子表
达进行调控的作
用得到广泛关注
和研究.

酶增殖体激活受体γ辅助激活因子1α(SMC- 
PGC-1α)对葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sod-
ium, DSS)诱导的小鼠急性结肠炎的影响.

方法: 按照SMC-PGC-1α转基因阴性/阳性
(non-Tg/Tg)及诱导与否分为4组, 每组10-13
只. 诱导组给予3%DSS自由饮用7 d诱导急性
结肠炎, 对照组则给予正常饮用水. 通过疾病
活动指数(disease activity index, DAI)评估及
结肠组织病理学评分(histopathological score, 
HPS)来明确SMC-PGC-1α过表达对DSS诱导
的小鼠急性结肠炎的影响, 并通过对结肠炎
相关基因mRNA表达水平的检测来研究SMC-
PGC-1α抗结肠炎的作用机制.

结果: 诱导组相较于对照组: (1)体质量减轻明
显(P <0.01); (2)DAI明显升高(P <0.01); (3)结肠
长度明显缩短(non-Tg组中5.0 cm+0.3 cm vs  
7.8 cm+0.2 cm; Tg组中4.9 cm+0.1 cm vs  8.0 
cm+0.3 cm, P <0.01); (4)HSP明显加重(non-
Tg组中9.6+1.2 vs  1.2+0.4; Tg组中5.0+0.8 vs  
1.2+0.6, P <0.01). 说明肠炎造模成功. 诱导组
中, Tg组相较于non-Tg组: (1)DAI明显降低
(P <0.01); (2)HPS明显减轻(5.0+0.8 vs  9.6+1.2, 
5.0+0.8 vs  1.2+0.6, P <0.01); (3)TNFα基因表
达水平降低(0.24+0.07 vs  0.45+0.10, P <0.05); 
(4)PPARγ基因表达水平增高(0.98+0.15 vs  
0.41+0.07, P <0.05).

结论: SMC-PGC-1α过表达可能通过激活PPA-
Rγ, 降低炎症因子TNFα的表达, 从而在DSS诱
导的急性结肠炎中对结肠起到保护作用.

关键词: 过氧化物酶增殖体激活受体γ辅助激活因

子1α; 葡聚糖硫酸钠; 炎性肠病
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
指病因未明的肠道炎症性疾病. 其发病机制尚

未明确, 与环境、遗传、感染及免疫等因素相

关. 临床表现以腹痛、血性腹泻及发热为主. 肠
道组织病理改变以黏膜破坏、溃疡形成、组织

增生、肠壁各层炎性细胞浸润等特征为主, 可
累及肠壁全层, 常见于直肠和乙状结肠, 常并发

梗阻、脓肿及瘘道形成、药物治疗效果差. 多
数IBD患者病情反复, 迁延不愈. 因此, 明确IBD

的发病机制, 寻找新的潜在基因治疗靶点, 对
预防及治疗IBD具有重大理论及实际意义. 有
研究发现�的结肠组织中有较高水平的过氧�

物酶增殖体激活受体γ(peroxisome proliferator-
activated receptor γ, PPARPPARγ)表达[1], 在炎症通路

中, PPARγ是具有抗炎作用的重要转录因子, 他
从上游对炎症因子表达进行调控的作用得到

广泛关注和研究. 已有不少研究结果表明给予

PPARγ激动剂后有明显减轻IBD症状及降低炎

症因子表达的作用[2,3], 提示PPARγ可能成为IBD
的潜在治疗靶点[4]. 在一项关于共轭亚油酸对

IBD起保护作用的研究中, 发现伴随PPARγ的激

活, 过氧�物酶增殖体激活受体γ辅助激活因子

1α(PGC-1α)的表达水平也明显升高[5]. 另一项

研究表明肠上皮细胞中PGC-1α也有丰富的表

达, 并能通过独立途径调节活性氧水平从而调

节线粒体介导的肠上皮细胞凋亡, 对肠道起到

保护作用[6]. 以上结果均提示PGC-1α可能起到

抗IBD的重要作用. 结肠组织中有丰富的平滑肌

组织, �结肠分离的环状平滑肌细胞能够合成

及分泌多种炎症因子[7]参与肠道炎症反应. 因此, 
我们通过应用平滑肌特异性基因SM22α的启动

子, 介导PGC-1α在平滑肌细胞的表达, 成功获得

了在胃肠道高表达的PGC-1α的小鼠模型(SMC-
PGC-1α). 进而给予葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)诱导急性结肠炎, 通过疾病活动指

数(disease activity index, DAI)评估及结肠组织

病理学评分(histopathological score, HPS)来明确

SMC-PGC-1α过表达对DSS诱导的小鼠急性结

肠炎的影响, 并通过检测结肠组织中结肠炎相

关基因mRNA表达水平来评价SMC-PGC-1α抗

IBD的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SPF级C57BL/6J♂小鼠48只, 其中

SMC-PGC-1α转基因小鼠(Tg)26只, 同窝阴性对

照小鼠22(non-Tg)只, 8周龄, 体质量20-25 g. 葡
聚糖硫酸钠(DSS, 36 000-50 000 kDa, 美国MP 
Biochemicals公司); TRIzol Reagent(美国Invit-
rogen公司); RNA Transcript Kit(MML-V, 美国

Promega公司); 100 bp DNA ladder(美国Promega
公司); Real-time PCR Kit(日本TaKaRa公司); 蛋
白酶抑制剂(cocktail, 德国Roche公司); 兔抗鼠

PGC-1α多克隆抗体(美国Santa Cruz公司); HRP
标记的羊抗兔二抗(中国中杉金桥生物技术有限

公司); 发光液(美国Cell Signaling Technology公
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司). Leica显微注射操作系统; Eppendoff离心机; 
Bio-Rad普通PCR仪; M-G research real time PCR
仪; Olympus光学显微镜.
1.2 方法

1.2.1 转基因小鼠模型的构建及鉴定: 构建带有

平滑肌SMC启动子的小鼠PGC-1α表达载体, 将
其线性�后(图1)通过显微注射法注入受精卵雄

原核区, 目的基因随受精卵有丝分裂随机整合

到基因组, 将接受注射的受精卵通过输卵管回

输至假孕雌鼠, 出生的F0代小鼠通过PCR进行

基因型鉴定, 阳性小鼠再与野生型C57BL/6J小
鼠�交繁育出F1代, 繁殖至F6代, 遗传背景稳定

时我们对结肠组织进行PGC-1α基因及蛋白的检

测, 明确PGC-1α在结肠平滑肌中的表达水平. 取
材时留取结肠组织两份进行液氮冻存, 其中一

份加TRIzol匀浆后进行总RNA的提取, 反转录获

得cDNA后用于PGC-1α基因水平检测; 另一份

组织用添加蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液匀浆后

进行组织总蛋白的提取, 通过Western blot进行

PGC-1α蛋白检测. F7-F8代用于本次实验.
1.2.2 分组及模型的建立 :  实验动物分为4组
-DSS诱导肠炎Tg及non-Tg组, 非诱导Tg及non-
T g组(n  = 11-13). D S S诱导肠炎组小鼠给予

3%DSS自由饮用7 d诱导急性结肠炎, 非诱导组

给予正常饮用水. 每天监测体质量、粪便性状

及潜血, 于第7天动物取材. 对每只小鼠结肠进

行长度测量后, 留取结肠组织两份: 一份甲醛固

定后常规石蜡包埋, 切片后进行苏木精-伊红染

色(Hematoxylin-eosin staining, HE)染色; 另一份

液氮冻存, 用于RNA提取.
1.2.3 DAI的测定: 肠炎DAI由3部分组成, 各分

为5个等级, 对应0-4分-体质量的减轻程度(无、、

1%-5%、6%-10%、11%-20%、>20%)、大便性、6%-10%、11%-20%、>20%)、大便性6%-10%、11%-20%、>20%)、大便性、11%-20%、>20%)、大便性11%-20%、>20%)、大便性、>20%)、大便性>20%)、大便性

状(正常、疏松、稀便、介于稀便与腹泻之间、、疏松、稀便、介于稀便与腹泻之间、疏松、稀便、介于稀便与腹泻之间、、稀便、介于稀便与腹泻之间、稀便、介于稀便与腹泻之间、、介于稀便与腹泻之间、介于稀便与腹泻之间、、

腹泻)及血便(无血、轻度血便、明显血便、介、轻度血便、明显血便、介轻度血便、明显血便、介、明显血便、介明显血便、介、介介

于明显血便与便血之间、便血), 3部分所得总分、便血), 3部分所得总分便血), 3部分所得总分

即为DAI[8].
1.2.4 结肠长度的测量: 结肠长度变短是结肠损

伤的一个指标, 取材时留取肛门以上至回盲部

的肠段用于长度测量.
1.2.5 HPS的评定: 将小鼠结肠组织进行石蜡包

埋切片, HE染色后镜下观察, IBD病理改变主

要有炎症细胞浸润、溃疡形成、隐窝破坏、肠

壁水肿及肠壁肌层的增生等. 病理评分按照炎

症程度(无、轻度及重度对应0-2分), 病变深度

(无、病变达黏膜下层、达肌层、达浆膜层对

应0-3分), 隐窝破坏程度(无、基底1/3隐窝被破

坏、基底2/3隐窝被破坏、仅有完整表面上皮、

全部隐窝和上皮被破坏对应0-4分)及病变范围

(1%-25%、26%-50%、51%-75%、76%-100%
对应0-3分)4项进行, 各项得分的总和即为病理

评分[9].
1.2.6 结肠相关基因表达水平检测: 提取总RNA, 
反转录为cDNA后, Real-time PCR检测基因表达

水平, GAPDH为内参. 引物均由北京奥科鼎盛生

物科技有限公司合成, 引物序列见表1. PCR反应

条件: 94 ℃预变性10 min; 94 ℃变性15 s, 58 ℃
退火30 s, 72 ℃延伸10 s, 40个扩增循环; 72 ℃ 
10 min. 反应结束后由Real-time PCR仪根据反

应过程中产生的荧光信号进行数据处理得出

Ct值[10]. 结果表示为目的基因与内参GAPDH的

mRNA表达量的比值. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行

统计学处理, 数据用mean+SE表示. 数据分析

采用因素方差分析(Anova)联合Fisher精确检验

(Fisher's exact test); 非参数检验则用Wilcoxon秩
和检验(Mann-Whitney). P <0.05则表示有统计学

差异.

2  结果

2.1 S M C-P G C-1α小鼠的基因型鉴定、组织

m R N A及蛋白表达水平检测 成功构建S M C-
PGC-1α转基因小鼠. 基因型鉴定结果, 有400 bp
条带者为Tg, 无条带者为non-Tg. Tg组结肠PGC-
1α mRNA水平较non-Tg组明显增高, 约为non-
Tg组的2倍(0.59+0.10 vs  0.27+0.02, P <0.01); Tg
组蛋白表达水平也较non-Tg组明显增高. 结果表

明, SMC-PGC-1α转基因小鼠构建成功并且结肠

平滑肌高表达PGC-1α(图1-4).
2.2 SMC-PGC-1α过表达对急性肠炎DAI的影响 
实验过程中, 非诱导组小鼠体质量稳定, 诱导组

体质量明显减轻, 最严重的可降低为非诱导组

的30%左右. 诱导组中, Tg组及non-Tg组体质量

减轻程度并无明显差异(图5A). 非诱导组小鼠

Sal I cut site

INS INS SMC promoter Mice PGC-1α genomic fragment INS INS

Sal I cut site

图� �� �������������������  1  �������������������用于受精卵原核显微注射的线性化片段��. 带有平滑肌细胞表达SMC启动子的小鼠PGC-1α基因组片段.

■相关报道
有研究表明PGC-
1α作为PPARγ的
辅 助 激 活 因 子 , 
其过表达能激活
PPARγ, 而PPARγ
的 激 活 能 够 抑
制 T N F α 或 促 进
IL-10的基因表达.
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表  1  PCR引物列表

     引物名称                            引物序列1                                                                                                                        扩增大小(bp)

TNFα F: 5'-CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3'   384

R: 5'-CAGGGAAGAATCTGGAAAGGTC-3'

IL-10 F: 5'-ACCTGGTAGAAGTGATGC-3'   366

R: 5'-AAGGAGTTGTTTCCGTTA-3'

TGFβ F: 5'-GGCGGTGCTCGCTTTGTA-3'   201

R: 5'-TCCCGAATGTCTGACGTATTGA-3'
1PGC-1α F: 5'-CAGATGGAGCCGTGAC-3'   400

R: 5'-TGCGACTGCGGTTGT-3'
2PGC-1α-m F:  5'-CACAAACGATGACCCTC-3'   107

R: 5'-GCATGTTGCGACTGC-3'

PPARγ F:  5'-GACCACTCGCATTCCTTT-3'   266

R: 5'-CCACAGACTCGGCACTCA-3'

GAPDH F: 5'-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3'   240

R: 5'-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-3'

F: 上游引物; R: 下游引物; 1基因型鉴定引物; 2组织mRNA检测引物.

DAI一直处于基线水平, 相比之下, 诱导组DAI
自第3天起则明显增高(图5B, P <0.01). 取材时

可见诱导组小鼠小肠、盲肠、结肠肠腔内有积

血、结肠及直肠肠腔内有不成形稀便, 部分小、结肠及直肠肠腔内有不成形稀便, 部分小结肠及直肠肠腔内有不成形稀便, 部分小

鼠有血便(图6A), 诱导组结肠长度相对于非诱

导组减少3 cm以上. 诱导组中, non-Tg组与Tg组
间无明显区别(图6B, non-Tg诱导组 vs  非诱导

组为5.0 cm+0.3 cm vs  7.8 cm+0.2 cm, Tg诱导组 
vs  非诱导组为4.9 cm+0.1 cm vs  8.0 cm+0.3 cm, 
P <0.01). 以上结果说明肠炎造模成功. 诱导组

中, 相对于non-Tg组, Tg组DAI从第3天起明显

降低(P <0.01), 说明SMC-PGC-1α有明显抗IBD
的作用.
2.3 SMC-PGC-1α过表达对急性肠炎的病理评分

的影响 相对于non-Tg组, Tg组结肠黏膜破坏、

400 bp

图� �� ��������������  2  ��������������普通PCR基因型鉴定结果��. 有400 bp条带的为转基因

阳性(Tg), 无400 bp条带的为转基因阴性(non-Tg).

PGC-1α

GAPDH

图� �� �������� ������������� 3   �������� �������������Western blot检测结肠PGC-1α蛋白表达.� 
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图� �� ������������� �������� 4   ������������� ��������real-time PCR对结肠PGC-1α mRNA水平进行定量(n = 
7或8)��. bP  <0.01 vs  non-Tg组.
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图� �� ���������� ����������������� 5 �  ��������� �����������������结肠炎诱导过程中, 体质量和疾病活动指数(DAI)变化
曲线��. A: 体质量变化曲线, 数值用每天体质量与初始(第0天)

体质量的百分比来表示;  B: 疾病活动指数(DAI)变化曲线. 

■创新盘点
本文应用SM22α
的 启 动 子 驱 动
PGC-1α在平滑肌
细胞表达, 成功建
立了在胃肠道高
表达PGC-1α的小
鼠模型.
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肠壁水肿及炎性细胞浸润程度明显减轻(图7). 
HSP可见诱导组明显较非诱导组高(图8, non-Tg
诱导组 vs  非诱导组为9.6+1.2 vs  1.2+0.4, P <0.01; 
Tg诱导组 vs  非诱导组为5.0+0.8 vs  1.2+0.6, 
P <0.01). 诱导组中, Tg组HSP明显较non-Tg组
低(图8, 5.0+0.8 vs  9.6+1.2, P <0.01). 结果表明, 

SMC-PGC-1α在DSS诱导的结肠炎中对结肠组

织有明显保护作用.
2.4 结肠中SMC-PGC-1α过表达对结肠炎相关

基因表达水平的影响 诱导组中, T g组结肠组

织肿瘤坏死因子α(T N F α)基因表达水平低于

non-Tg组60%(图9A, 0.24+0.07 vs  0.45+0.10, 
P <0.05). 两组间白介素10(IL-10)及转�生长因

子β1(TGFβ1)表达水平无明显差异(图9B, C), 而
Tg组PPARγ基因表达量较non-Tg组有明显增加, 
约2.5倍(图9D, 0.98+0.15 vs  0.41+0.07, P <0.05).

3  讨论

我们应用SM22α的启动子驱动PGC-1α在平滑

肌细胞表达, 成功建立了在胃肠道高表达PGC-
1α的小鼠模型. 该小鼠模型呈现明显对抗DSS诱
导的IBD的表型. 结肠组织中PPARγ基因表达上

调而TNFα表达下降, 从而抑制炎症进展, 为该

小鼠模型抗IBD的可能机制. 
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图� �� ������ 6 �  �����结肠长度.� A: 结肠全长肉眼观; B: DSS诱导后第7天结肠长度测定(n = 11-13), bP<0.01; dP<0.01.
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图� ��� �������  7 � �������结肠HE染色. A: non-Tg+H2O组; B: Tg+H2O组; C: non-Tg+DSS组; D: Tg+DSS组.
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图� ��� ������������������  8 � ������������������结肠病理评分以评估结肠炎的严重程度��. bP <0.01; 
dP<0.01; fP<0.01.

■同行评价
本研究方法可靠, 
结果可信, 具有一
定的研究价值. 
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近年来对于PGC-1α的研究主要集中在肝

脏、心肌、骨骼肌的线粒体功能、能量代谢及

骨骼肌纤维表型转换等方面. PGC-1α全身敲除

小鼠表现出多系统的能量代谢紊乱, 导致适应

性产热障碍、肥胖、脂肪肝、Ⅰ型骨骼肌纤维

表型�失及运动能力降低、心功能下降. 其中, 
心肌细胞线粒体电子传递相关基因表达水平下

降且线粒体有氧呼吸的第3阶段�失; 骨骼肌

细胞线粒体表型异常[11-14]. 肝脏特异性PGC-1α
敲除小鼠表现出高甘油三酯血症、糖异生障碍

以及胰岛素信号通路的异常[15]; 骨骼肌特异性

PGC-1α敲除小鼠表现出运动能力下降、肌纤维

损伤以及运动后血浆中炎症标�物TNFα水平

升高[16]. 而骨骼肌特异性PGC-1α转基因小鼠, Ⅱ
型骨骼肌纤维会向Ⅰ型骨骼肌纤维表型转�[17]. 
在心肌过表达PGC-1α则会引起与心肌能量需求

不匹配的线粒体生物合成, 氧气过度�耗, 最终

导致心脏结构异常及心功能减退[18,19]. 
我们建立的平滑肌特异性PGC-1α转基因小

鼠-SMC-PGC-1α小鼠在自然生长状态下无明显

异常表型. 有鉴于IBD可能与平滑肌的炎症相关, 
我们通过诱导转基因小鼠的IBD, 来观察平滑

肌特异性PGC-1α表达对结肠炎的可能影响. 在
诱导结肠炎过程中, 诱导组较非诱导组体质量

减轻明显. 但在诱导组中, Tg与non-Tg组体质量

减轻程度无明显差异; 而DAI则明显降低, 说明

SMC-PGC-1α小鼠对IBD有一定耐受的能力. 与

此相一致, 结肠的病理评分显示, SMC-PGC-1α
能减轻结肠组织黏膜破坏、肠壁水肿及炎性细

胞浸润. 
有研究表明PGC-1α作为PPARγ的辅助激活

因子, 其过表达能激活PPARγ[20], 而PPARγ的激

活能够抑制TNFα或促进IL-10的基因表达[21,22]. 
诸多临床研究报道TNFα在IBD患者血浆及肠道

局部活检组织表达上调, 并能造成肠上皮屏障

功能障碍[23,24]. 动物实验结果则表明通过抗体中

和TNFα或者药物抑制TNFα水平升高能够明显

减轻小鼠实验性结肠炎的症状及结肠病变[25,26]. 
IL-10在结肠炎的发病过程中则作为重要的保护

性细胞因子参与其进展[27,28]. 我们的结果表明, 
在结肠组织中, Tg诱导组较non-Tg组PPARγ的表

达增加约2.5倍, TNFα下降60%, IL-10也有增高

趋势, 显示SMC-PGC-1α过表达抗IBD的作用主

要是通过激活PPARγ, 下调TNFα的表达, 从而抑

制炎症的进展.
本研究明确了SMC-PGC-1α在IBD中对结

肠组织的保护作用, 并初步明确了其可能机制, 
为寻找I B D潜在基因治疗靶点提供了研究基

础. 而作为线粒体生物合成功能的重要调节基

因, PGC-1α的表达水平会影响线粒体的生物合

成及呼吸链电子传递的完整性, 最终对于活性

氧的生成产生影响[29,30]. 因此, 我们需要进一步

对结肠平滑肌细胞的线粒体功能、局部活性氧

(ROS)生成进行评估并对结肠组织氧�相关基

图� �� �������������� 9 �  �������������平滑肌特异性过表达PGC-1α对局部结肠炎相关基因的表达影响��. A: TNFα mRNA水平; B: IL-10 mRNA水平; C: 

TGFβ1 mRNA水平; D: PPARγ mRNA水平. aP<0.05 vs  non-Tg组.
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因进行检测, 以研究PGC-1α转基因对平滑肌线

粒体功能以及对结肠局部组织氧�/抗氧�系统

平衡的影响, 从而对SMC-PGC-1α抗IBD的机制

进行比较全面的解释.
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