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曲格列酮对绒癌 ＪＥＧ唱３ 细胞凋亡的作用
孟君　李淑娟　常子强

　　【摘要】　目的　探讨过氧化物酶体增殖物激活型受体γ（ＰＰＡＲγ）及配体曲格列酮（ＴＧＺ）对绒癌
ＪＥＧ唱３细胞系凋亡的作用。 方法　通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色和透射电镜观察 ＰＰＡＲγ激动配体 ＴＧＺ作
用后细胞形态变化，流式细胞仪检测细胞凋亡的改变。 结果　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色及透射电镜观察到典型的
凋亡细胞形态，流式细胞仪检测结果显示，细胞经不同浓度 ＴＧＺ处理后凋亡率明显增加，与对照比较
差异有统计学意义（P＜０畅０５），且呈剂量依赖性关系。 结论　ＰＰＡＲγ激动配体 ＴＧＺ可诱导绒癌 ＪＥＧ唱
３细胞发生凋亡，为今后进一步研究 ＰＰＡＲγ及配体在绒癌治疗中可能的临床应用提供了理论依据和
实验基础。

【关键词】　ＰＰＡＲγ；　配体；　细胞凋亡；　曲格列酮

　　过氧化物酶体增殖物激活型受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ唱ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ唱ｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）是配体依赖的核转录因子，研
究发现 ＰＰＡＲγ被配体激活后在转录水平上抑制多种肿瘤和细胞的恶性增殖、侵袭、分化和凋亡［１唱３］ 。 Ｋｅｅｌａｎ等［４］研究证实，
ＰＰＡＲγ天然配体 １５唱脱氧唱前列腺素 Ｊ２［１５唱Ｄｅｏｘｙ唱Ｄｅｌｔａ（１２，１４）唱ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｊ（２），１５唱ｄ唱ＰＧＪ２］可诱导绒癌 ＪＥＧ唱３ 细胞系发生
凋亡。 本研究通过荧光染色及透射电镜观察，流式细胞测定分析研究 ＰＰＡＲγ及配体曲格列酮（ ｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＴＧＺ）诱导绒癌
ＪＥＧ唱３细胞凋亡的情况，以探讨其对绒癌凋亡的作用，为今后进一步研究 ＰＰＡＲγ及配体在绒癌治疗中的可能的临床应用提供
理论依据和实验基础。

一、材料与方法
１畅实验对象：绒癌 ＪＥＧ唱３细胞株购自中国医学科学院细胞库。
２畅主要试剂和仪器：ＰＰＡＲγ激动配体 ＴＧＺ购自美国 Ｃａｙｍａｎ 公司，溶于二甲基亚砜中制成原液， －２０ ℃保存，ＦＤ培养基

购自 Ｈｙｃｌｏｎ公司，Ｈｏｅｃｈｅｓｔ ３３２５８ 染色试剂盒购自碧云天生物制剂公司，流式检测试剂盒购自美国 ＢＤ公司，流式细胞仪为美
国 ＢＤ公司产品，倒置荧光显微镜及透射电镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

３畅细胞培养：绒癌 ＪＥＧ唱３细胞接种于含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ／ｍｌ青霉素和 １００ μｇ／ｍｌ链霉素的 ＦＤ（Ｆ１２∶ＤＭＥＭ ＝１∶１）培
养液中，置 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，待培养液变黄后换液，按 １∶２传代，取对数生长期细胞进行实验。

４畅细胞凋亡的诱导：取对数生长期细胞，分为对照组和实验组，实验组分别加入浓度为 ０畅１ μｍｏｌ／Ｌ、１ μｍｏｌ／Ｌ 和
１０ μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＧＺ，作用 ２４ ｈ后诱导细胞凋亡。

５畅细胞凋亡唱Ｈｏｅｃｈｓｔ染色：取对数生长期的细胞接种在 ２４ 孔培养板上，待细胞长成单层后，加入处理因素培养２４ ｈ后弃
掉培养液，加入 ０畅５ ｍｌ固定液固定１０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗２次，每次 ３ ｍｉｎ，吸尽液体加入 ０畅５ ｍｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液，染色５ ｍｉｎ，
滴抗荧光淬灭封片剂，置倒置荧光显微镜下观察并摄片。

６畅透射电镜检测：ＴＧＺ处理细胞２４ ｈ后，收集细胞，用２畅５％戊二醛固定２ ｈ，ＰＢＳ洗３次，１０ ｍｉｎ／次，接着用１％四氧化锇
４ ℃固定 １５ ～３０ ｍｉｎ，再用梯度（５０％ ～１００％）丙酮脱水，经过浸透，包埋，修块后制备切片，电子染色后置透射电镜下观察凋
亡细胞并摄片。

７畅流式细胞仪测定：实验使用 ＴＧＺ浓度分别为０（对照组）、０畅１ μｍｏｌ／Ｌ、１ μｍｏｌ／Ｌ和１０ μｍｏｌ／Ｌ，每一浓度设 ６个复孔，处
理细胞 ２４ ｈ后，细胞先用 ０畅２５％胰蛋白酶消化，制成单个细胞悬液调整细胞的密度为 ５ ×１０５ ～１ ×１０６ 个／ｍｌ，取 １ ｍｌ细胞以
１０００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径１０ ｃｍ）４ ℃离心１０ ｍｉｎ，后弃上清，加１ ｍｌ冷的 ＰＢＳ使细胞悬浮，再离心１０ ｍｉｎ后去上清，重复上述步
骤两次。 将细胞重悬浮于 ２００ μｌ流式缓冲液，加 １０ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ唱Ｖ唱ＦＩＴＣ（荧光素 ＦＩＴＣ标记的膜联蛋白 Ｖ）和 ５ μｌ 碘化丙啶
（ＰＩ）混匀避光室温反应 １５ ｍｉｎ，加３００ μｌ流式缓冲液后立即上流式细胞仪检测。

８畅统计学分析：实验所得数据以均数±标准差（珋x±s） 表示，采用 ＳＰＳＳ １１畅５ 统计软件进行 t检验，P＜０畅０５为差异有统计
学意义。

二、结果
１畅Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染色观察结果：对照组：荧光染色下见正常细胞核较大，染色质分布均匀，呈弥散微弱均匀荧光（图

１Ａ）；ＴＧＺ处理组：荧光染色下见部分细胞核固缩变小，细胞核呈致密浓染， 部分染色质边缘化，或呈碎块状，可见浓染致密颗
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粒块状荧光以及明显核形态变化（图 １Ｂ）。

　　２畅透射电镜观察结果：正常细胞可见胞膜表面有微绒毛，核染色质均匀、松散的分布在细胞核内（图 ２Ａ）；而经过 ＰＰＡＲγ
激动配体 ＴＧＺ处理后，部分绒癌 ＪＥＧ唱３细胞出现凋亡，电镜下观察到凋亡细胞体积缩小，胞膜表面微绒毛消失，核膜断裂，细
胞核染色质浓缩，密度增加，聚集成境界分明的块状（图 ２Ｂ）。

　　３畅流式细胞仪检测：本实验使用 Ａｎｎｅｘｉｎ唱Ｖ唱ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞仪进行检测，能区分正常细胞、早期凋亡细胞、晚期凋
亡细胞及坏死细胞。 图 ３中流式细胞图左下象限（ＬＬ）表示正常细胞百分率，右下象限（ＬＲ）表示早期凋亡细胞，左上（ＵＬ）及
右上（ＵＲ）象限认为是晚期凋亡和坏死细胞。 本研究仅对各实验组早期凋亡（ＬＲ）的结果进行统计分析。 绒癌 ＪＥＧ唱３ 细胞经
不同浓度 ＴＧＺ处理 ２４ ｈ后，细胞凋亡率明显增加，当 ＴＧＺ浓度为 ０畅１ μｍｏｌ／Ｌ、１ μｍｏｌ／Ｌ和 １０ μｍｏｌ／Ｌ时，流式检测细胞凋亡
率分别为（２畅８７ ±０畅３７）％、（７畅７３ ±０畅７７）％和（１４畅５４ ±１畅１９）％，与对照组凋亡率（０畅７７ ±０畅０７）％ 比较，差异有统计学意义
（P＜０畅０５）。 且随着 ＴＧＺ浓度的增加，细胞凋亡率也逐渐增加，具有剂量依赖关系。

三、讨论
细胞凋亡是在多基因调控下主动的自杀过程，又称为细胞的程序性死亡，具有特殊的形态学和生化学特征，其生物学意

义是在发育中清除多余的、有害的和己完成任务的细胞，并参与免疫系统的发育和克隆选择等［５］ 。 目前，对细胞凋亡的研究
已达到分子水平，揭示了不同基因及其产物的调控以及细胞因子等信号传递系统的正负调节［６］ 。 肿瘤细胞凋亡的减少助长
了肿瘤的恶性生长，放化疗的抗肿瘤机制体现在诱导肿瘤细胞的凋亡上［７］ 。 绒癌是滋养细胞异常增生引起的恶性疾病，许多
化学药物对滋养细胞的杀伤作用可能是通过诱导滋养细胞凋亡实现的［８唱１０］ 。 因此，进一步研究 ＰＰＡＲγ及配体与绒癌细胞凋
亡的关系具有重要意义。

ＰＰＡＲγ属于核激素受体（ｎｕｃｌｅａｒ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ）超家族的新成员，是由配体激活的转录因子，ＰＰＡＲγ配体包括天然配体
及合成配体，其中 ＴＧＺ为其合成激动配体，与 ＰＰＡＲγ结合活性较强，也是研究较多的配体。 ＰＰＡＲγ被配体激活后，在转录水
平上抑制多种细胞的增殖、侵袭、分化和凋亡。 研究亦表明，ＰＰＡＲγ配体 ＴＧＺ可诱导内皮细胞产生 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞凋
亡，高水平表达 ＰＰＡＲγ的人脂肪肉瘤，用 ＰＰＡＲγ特异性配体激活后细胞周期受抑并出现末端分化； ＰＰＡＲγ配体还通过 Ｐ６３
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和 Ｐ７３途径诱导人卵巢癌细胞系发生凋亡［１１］ ；ＰＰＡＲγ配体亦参与了肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞发生凋亡的过程［１２］ 。 这些研究都说明
ＰＰＡＲγ的激活与细胞凋亡有关，值得深入研究。

本研究使用绒癌 ＪＥＧ唱３细胞进行绒癌细胞凋亡的相关研究，应用不同浓度的 ＰＰＡＲγ激动配体 ＴＧＺ刺激培养的绒癌 ＪＥＧ唱
３细胞，通过流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化，并通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色和透射电镜从形态学上进一步观察其对滋养细胞
凋亡的影响，初步探明了 ＰＰＡＲγ及配体 ＴＧＺ对滋养细胞凋亡的调节作用。 流式细胞检测结果显示，随着 ＴＧＺ浓度从 ０畅１ 增
加到 １０ μｍｏｌ／Ｌ细胞凋亡率明显增加，呈剂量依赖性关系，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色和透射电镜结果亦显示，ＪＥＧ唱３细胞经 ＴＧＺ处理
后，部分细胞出现明显的凋亡形态改变。 以上结果提示，ＰＰＡＲγ激动配体 ＴＧＺ可诱导绒癌细胞发生凋亡。

滋养细胞疾病与滋养细胞凋亡异常密切相关，关于滋养细胞凋亡及其相关基因的研究具有广阔前景。 ＰＰＡＲγ被配体激
活在多种细胞系中促进细胞凋亡的观点越来越受到重视，本研究证实 ＰＰＡＲγ被配体激活后可诱导绒癌滋养细胞发生凋亡，通
过本实验为今后进一步研究 ＰＰＡＲγ及配体在绒癌临床治疗中的应用提供理论依据和实验基础。
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