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摘要:为了研究4型肽基精氨酸脱亚胺酶(peptidylargininedeimidasetype4,PAD4)在炎症脂肪组织中的作用及机制,分别

提取db/db[Ⅱ型糖尿病(type2diabetesmellitus,T2DM)组]、db/m(T2DM对照组)、ob/ob(肥胖组)和ob/c(肥胖对照组)4
组小鼠皮下和内脏脂肪组织,免疫组化技术检测PAD4在T2DM和肥胖小鼠皮下和内脏脂肪组织中的表达情况;LPS刺激

野生型小鼠原代腹腔巨噬细胞和小鼠巨噬细胞系RAW264.7,qRT-PCR和 Westernblotting检测两种细胞中PAD4、炎性因

子TNF-α和IL-6的表达以及NF-κB信号通路的激活情况。结果显示,与db/m、ob/c两组小鼠相比,db/db、ob/ob两组小

鼠中皮下和内脏脂肪组织、经LPS刺激的小鼠原代腹腔巨噬细胞和 RAW264.7细胞中PAD4的表达均降低,炎性因子

TNF-α和IL-6的表达均明显升高;同时TLR4/NF-κB信号通路激活。该研究表明PAD4在炎症状态下(T2DM和肥胖)的皮

下和内脏脂肪组织中表达下降,并与TLR4/NF-κB信号通路激活呈负相关。
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  Ⅱ型糖尿病(type2diabetesmellitus,T2DM)是
一种系统性炎症疾病,这种慢性低度炎症反应以多

种免疫细胞和炎性因子介导为主要特征[1]。4型肽基

精氨酸脱亚胺酶(peptidylargininedeimidasetype4,
PAD4)属于PAD家族,能催化蛋白质精氨酸残基转

为瓜氨酸[2]。蛋白质的瓜氨酸化属于翻译后修饰,这

一过程会对自身免疫性疾病等疾病产生影响[3]。在

既往的研究中发现T2DM患者中性粒细胞PAD4表

达升高[4],中性粒细胞和巨噬细胞在T2DM和肥胖

发生过程中参与了机体复杂的炎症反应,其中巨噬

细胞在脂肪组织的浸润使脂肪组织长期保持低度炎

症状态[5]。靶向炎症途径是预防和控制T2DM以及

肥胖研究内容中的一个重要分支,但PAD4在炎症

反应中所发挥的作用目前尚不明确。基于此,本研究

探讨PAD4在T2DM和肥胖过程中可能存在的生物

学功能和PAD4在脂肪组织巨噬细胞中的作用,以

及对脂肪组织炎症的影响及可能存在的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 db/m、db/db、ob/c、ob/ob和

C57BL/6J小鼠购于北京唯尚立德生物科技有限公

司。在淄博市中心医院转化医学中心的专用动物饲

养房饲养小鼠,环境温度约为24℃,相对湿度约

为50%。选用6周龄雄性小鼠分组实验,分为

T2DM对照组db/m小鼠、T2DM 组db/db小鼠、
肥胖对照组ob/c小鼠、肥胖小鼠ob/ob、C57BL/
6J实验小鼠。每组6只,保持在12h光照/12h黑

暗循环,并可自由获得水和食物。所有实验均经淄

博市中心医院伦理委员会批准。
1.1.2 主要试剂 高糖 DMEM 培养基、FBS抗

体、PAD4抗体、TNF-α抗体、IL-6抗体、诱导型

一氧 化 氮 合 酶 (induciblenitricoxidesynthase,
iNOS)抗 体、NF-κB 抗 体、p-NF-κB 抗 体 购 自

Abcam公司,总RNA抽提试剂盒、逆转录和qRT-
PCR试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司,
BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司,β-actin抗体购自天津三箭生物技术有

限公司,PCR引物由擎科公司合成。Cl-amidine试

剂购自Sigma-Aldrich公司。
1.2 方法

1.2.1 动物实验分组及造模取材 稳定喂养db/
m、ob/c、db/db、ob/ob、C57BL/6J5组实验小鼠

(每组6只)1周后注射麻醉并处死,将脂肪组织和

肝脏取出,用于石蜡包埋和冷冻储存。
1.2.2 细胞培养 小鼠巨噬细胞系RAW264.7购

买自湖南丰晖生物公司,培养体系为添加10%
FBS和1%青霉素/链霉素的DMEM/F12培养基,
培养环境为37℃,5%CO2。
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1.2.3 细胞提取、培养与LPS干预 处死小鼠并

暴露其腹膜,抽取8mLPBS,注射至小鼠腹腔,静

置1min,抽取腹腔灌洗液,离心后弃上清,重悬后

再次离心,用含有10% FBS的高糖DMEM 培养

基,在37℃,5%CO2 的细胞培养箱中分别培养小

鼠原代腹腔巨噬细胞,每3~4天更换新鲜培养液。
1.2.4 免疫组织化学 将皮下和内脏脂肪组织的

石蜡 包 埋 切 片 脱 蜡 漂 洗,5% BSA 封 闭,加 入

PAD4抗体(1∶100),4℃孵育过夜,漂洗后加入

二抗(1∶100),室温1h,漂洗后加入二氨基联苯

胺显色液,在显微镜下观察。完全显色后,用超纯

水洗,苏木素溶液染色,冲洗分化后,加入返蓝液,
漂洗后将其依次放入70%乙醇、无水乙醇、正丁醇

和二甲苯中,脱水,最后晾干封片,使用光学显微

镜观察脂肪组织的形态和PAD4表达情况,并用

ImageJ软件进行定量分析,对表达量进行比较。
1.2.5 Westernblotting RIPA裂解液和蛋白酶

抑制剂提取RAW264.7细胞系、小鼠原代细胞总蛋

白和db/m、ob/c、db/db、ob/ob、C57BL/6J5组实

验小鼠组织蛋白并检测蛋白浓度,进行SDS-PAGE、
转膜,5%脱脂奶粉室温封闭1h,PAD4、TNF-α、
IL-6、iNOS的一抗4℃过夜,次日回收一抗,洗膜缓

冲液洗涤3次,每次5min;在室温下二抗孵育(1∶
3000),随后ECL化学发光,并用ImageJ软件定量

分析蛋白质条带,计算相对表达量。
1.2.6 qRT-PCR Trizol法提取细胞总RNA,紫

外分光光度法测定 RNA的光密度[D(260nm)]值
和D(280nm)值,计算 RNA 含量,逆转录合成

cDNA,以 SYBR GreenqPCR MasterMix进 行

qRT-PCR,引物序列见表1。2-ΔΔCt 法比较目的基

因相对丰度。

表1 引物序列

基因 引物序列

IL-6
正向5'-TGTGCAATGGCAATTCTGAT-3'
反向5'-GGTACTCCAGAAGACCAGAGGA-3'

PAD4
正向5'-CTGCTGGAGTAACCGCTATT-3'
反向5'-TGTGACCCGAAAGCTCTA-3'

INOS
正向5'-GGTATGCTGTGTTTGGCCTT-3'
反向5'-GCAGCCTCTTGTCTTTGACC-3'

TNF-α
正向5'-CCTGTAGCCCACGTCGTAG-3'
反向5'-GGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3'

β-actin
正向5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'
反向5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3'

1.3 统计学处理 采用 SPSS26.0、GraphPad
Prism8软件进行统计学分析和图表绘制。定量资

料以x±s表示,两组间比较采用两独立样本t检

验,多组间比较采用单因素方差分析,检验水准

(α)为0.05。

2 结果

2.1 糖尿病小鼠的脂肪组织中PAD4表达降低 
提取6周龄雄性db/db和db/m小鼠的皮下和内脏

脂肪组织切片并进行免疫组化染色,结果显示,与

db/m小鼠相比,db/db小鼠的皮下脂肪组织和内

脏脂肪组织中PAD4的表达量显著减少(P<0.01,
图1A、B)。与db/m小鼠相比,PAD4在db/db小

鼠的皮下和内脏脂肪组织中的 mRNA表达水平显

著降低(P<0.001,图1C)。同时,PAD4在db/db
小鼠皮下脂肪组织中的蛋白表达量也显著降低

(P<0.01,图1D)。这些结果说明,PAD4在糖尿

病小鼠的脂肪组织中表达降低。
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  注:A.db/m和db/db小鼠皮下脂肪组织PAD4免疫组化染色结果与定量分析(×200,n=6);B.db/m和db/db小鼠内脏脂肪组织

PAD4免疫组化染色结果与定量分析(×200,n=6);C.db/m和db/db小鼠皮下、内脏脂肪组织中PAD4 的mRNA表达水平及定量分析

(n=6);D.db/m和db/db小鼠皮下脂肪组织中PAD4的蛋白表达水平及定量分析(n=6)。与对照组比较,**P<0.01,***P<0.001。

图1 糖尿病小鼠脂肪组织中PAD4表达水平

2.2 肥胖小鼠脂肪组织中PAD4表达降低 提取6
周龄雄性ob/ob肥胖小鼠和6周龄雄性ob/c对照

小鼠的脂肪组织,免疫组化结果显示,ob/ob肥胖

小鼠的皮下脂肪和内脏脂肪组织中PAD4的表达

量显著减少(P<0.01,图2A、B)。与此相一致,与

ob/c相 比,PAD4在 肥 胖 小 鼠 的 脂 肪 组 织 中 的

mRNA和蛋白表达水平显著下降(P<0.001,图2C
~F)。这些结果说明,和糖尿病小鼠相同,肥胖小

鼠的脂肪组织中PAD4的表达降低。

·3·

现代免疫学

CurrentImmunology



  注:A.ob/c、ob/ob小鼠皮下脂肪组织PAD4免疫组化染色结果及定量分析(×200,n=6);B.ob/c、ob/ob小鼠内脏脂肪组织PAD4免疫组

化染色结果及定量分析(×200,n=6);C.ob/c和ob/ob小鼠皮下、内脏脂肪组织中PAD4的mRNA表达水平的定量分析(n=6);D.ob/c和ob/

ob小鼠皮下脂肪组织中PAD4的蛋白表达水平、定量分析(n=6)。与对照组比较,**P<0.01,***P<0.001。

图2 肥胖小鼠脂肪组织中PAD4表达水平

2.3 肥胖小鼠和糖尿病小鼠脂肪组织炎性因子水

平升高 既往的研究中都将糖尿病和肥胖视为1种

慢性炎症[6],鉴于此,本研究提取db/db小鼠、db/

m小鼠、ob/ob小鼠和ob/c小鼠的皮下脂肪组织,

结果显示,与db/m、ob/c小鼠相比,db/db、ob/

ob小鼠皮下脂肪组织的促炎因子TNF-α、IL-6分

子的 mRNA和蛋白表达水平显著升高(P<0.05,

图3)。这些结果表明,无论是肥胖小鼠还是糖尿病

小鼠的脂肪组织均处于炎症浸润的状态。
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  注:A.db/m和db/db小鼠的皮下脂肪组织中TNF-α、IL-6 的mRNA表达的定量分析(n=6);B.db/m和db/db小鼠的皮下脂肪组

织中TNF-α、IL-6的蛋白表达水平(n=6);C.db/m和db/db小鼠的皮下脂肪组织中TNF-α、IL-6蛋白表达的统计分析;D.ob/c和ob/
ob小鼠的皮下脂肪组织中TNF-α、IL-6 的mRNA表达的定量分析(n=6);E.ob/c和ob/ob小鼠的皮下脂肪组织中TNF-α、IL-6的蛋白

表达水平(n=6);F.ob/c和ob/ob小鼠的皮下脂肪组织中TNF-α、IL-6的蛋白表达的统计分析。与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01,
***P<0.001。

图3 肥胖小鼠和糖尿病小鼠脂肪组织TNF-α、IL-6表达水平

2.4 LPS刺激的原代腹腔巨噬细胞中PAD4表达
降低、促炎因子表达升高 在肥胖和糖尿病介导的
脂肪组织炎症中,巨噬细胞发挥着重要作用。因
此,本研究提取了6周龄野生型小鼠的腹腔巨噬细
胞,并用LPS(1μg/mL)刺激6h。结果显示,与空

白组相比,LPS刺激组中PAD4的 mRNA及蛋白
表达均显著降低(P<0.01,图4),而炎性因子

TNF-α、IL-6、iNOS的 mRNA和蛋白表达均显著
增加(P<0.05,图4)。

  注:A.原代腹腔巨噬细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS 的 mRNA表达水平统计分析(n=3);B.原代腹腔巨噬细胞中 PAD4、
TNF-α、IL-6、iNOS的蛋白表达水平(n=3);C.原代腹腔巨噬细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS的蛋白表达水平统计分析。与对照组比

较,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.0001。
图4 LPS刺激前后原代腹腔巨噬细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS表达水平变化
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2.5 LPS刺激的 RAW264.7细胞中PAD4表达降

低、促炎因子表达升高 与原代腹腔巨噬细胞的结

果相一致,RAW264.7细胞系经LPS(1μg/mL)刺
激6 h 后,与 空 白 组 相 比,经 LPS 刺 激 的

RAW264.7中PAD4的 mRNA和蛋白表达水平均

显著下降(P<0.01,图5)而促炎因子TNF-α、IL-
6、iNOS的 mRNA 和蛋白表达水平均显著增加

(P<0.01,图5)。上述结果说明,在体外炎症浸润

的巨噬细胞中PAD4表达含量下降。

  注:A.RAW264.7细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS 的mRNA表达水平统计分析(n=3);B.RAW264.7细胞中PAD4、TNF-α、

IL-6、iNOS的蛋白表达水平(n=3);C.RAW264.7细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS的蛋白表达水平统计分析。与对照组比较,**P<

0.01,***P<0.001,****P<0.0001。

图5 LPS刺激前后原代腹腔巨噬细胞中PAD4、TNF-α、IL-6、iNOS表达水平变化

2.6 抑制PAD4会促使促炎因子表达升高 为了

明确PAD4表达量与炎性因子表达量之间的联系,
本研究进一步使用PAD4的抑制剂Cl-amidine阻

断PAD4信号。结果显示,在 Cl-amidine浓度为

50μmol/L,作用时间为6h时,RAW264.7细胞中

PAD4的表达被显著抑制(P<0.05,图6A、B),并
且PAD4表达抑制后,炎性因子TNF-α和IL-6的

表达显著升高(P<0.05,图6C)。以上结果说明,
在巨噬细胞中PAD4可能抑制了炎性因子TNF-α、

IL-6的表达。
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  注:A.Cl-amidine浓度梯度实验(n=3);B.Cl-amidine时间梯度实验(n=3);C.LPS刺激、Cl-amidine处理和LPS协同Cl-amidine
处理RAW264.7细胞中 TNF-α、IL-6的蛋白表达水平及统计分析(n=3)。与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图6 Cl-amidine处理RAW264.7细胞后PAD4、TNF-α、IL-6的 mRNA水平比较

2.7 糖尿病和肥胖小鼠的脂肪组织中TLR4/NF-
κB信号通路被激活 研究表明,巨噬细胞通过模

式识别受体感知信号[7],LPS可被TLR识别,并

激活NF-κB等转录因子[8-9]。结果显示,与对照组

相比,db/db和 ob/ob小 鼠 的 皮 下 脂 肪 组 织 中

TLR4的蛋白表达量显著增高,NF-κB信号通路被

激活(P<0.05,图7)。
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  注:A.db/m和db/db小鼠皮下脂肪组织中TLR4、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达水平(n=6);B.db/m和db/db小鼠皮下脂肪组织中

TLR4、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达的定量分析;C.ob/c和ob/ob小鼠的皮下脂肪组织中TLR4、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达水平(n=
6);D.ob/c和ob/ob小鼠的皮下脂肪组织中TLR4、p-NF-κB、NF-κB蛋白表达的定量分析。与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图7 糖尿病和肥胖小鼠的脂肪组织中TLR4/NF-κB信号通路的激活情况。

2.8 LPS刺激巨噬细胞中TLR4/NF-κB信号通路

被激活 本研究还探讨了LPS刺激小鼠原代腹腔

巨噬细胞和RAW264.7细胞系与TLR4/NF-κB信

号通路之间的联系。结果显示,LPS(1μg/mL)刺
激原代巨噬细胞(P<0.05,图8A、B)和RAW264.7

细胞(P<0.05,图8C、D)6h后,两种细胞中

TLR4水 平 与 NF-κB 磷 酸 化 水 平 均 显 著 上 升,
PAD4的表达均与 TLR4/NF-κB信号通路激活呈

负向调控。

  注:A.原代腹腔巨噬细胞中TLR4、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达水平(n=3);B.原代腹腔巨噬细胞中TLR4、p-NF-κB、NF-κB蛋白

表达的统计分析;C.RAW264.7细胞中TLR4、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达水平(n=3);D.RAW264.7细胞中TLR4、p-NF-κB、NF-κB
的蛋白表达统计分析。与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图8 LPS处理前后原代腹腔巨噬细胞中TLR4/NF-κB信号通路的激活情况
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2.9 糖尿病小鼠脂肪组织的巨噬细胞PAD4表达

与促炎因子和TLR4/NF-κB信号通路激活呈负相

关 本研究进一步提取并培养db/db和db/m小鼠

的皮下和内脏脂肪组织的巨噬细胞,结果显示,与

db/m小鼠相比,db/db小鼠的皮下脂肪组织的巨

噬细胞(P<0.01,图9A、B)和内脏脂肪组织的巨

噬细胞(P<0.01,图9C、D)中PAD4蛋白表达量

显著 下 降,促 炎 因 子 TNF-α、IL-6 显 著 升 高,
TLR4/NF-κB信号通路显著激活(P<0.05,图9)。

  注:A.db/m和db/db小鼠皮下脂肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、TNF-α和IL-6的蛋白表达(n=3);B.db/m和

db/db小鼠皮下脂肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、TNF-α和IL-6蛋白表达的定量分析;C.db/m和db/db小鼠内脏脂

肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、TNF-α和IL-6的蛋白表达(n=3);D.db/m和db/db小鼠内脏脂肪组织巨噬细胞

PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、TNF-α和IL-6蛋白表达的定量分析。与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。
图9 糖尿病小鼠脂肪组织的巨噬细胞中PAD4、iNOS和IL-6的表达及TLR4/NF-κB信号通路的激活情况
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2.10 肥胖小鼠脂肪组织的巨噬细胞PAD4表达与

促炎因子和TLR4/NF-κB信号通路激活呈负相关

 与ob/c小鼠相比,ob/ob小鼠皮下脂肪组织的

巨噬细胞(P<0.01,图10A、B)和内脏脂肪组织

的巨噬细胞(P<0.01,图10C、D)中PAD4蛋白

表达量显著下降,促炎因子 TNF-α、IL-6显著升

高,TLR4/NF-κB信号通路显著激活(P<0.01,图

10)。

  注:A.ob/c和ob/ob小鼠皮下脂肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、iNOS和IL-6的蛋白表达 (n=3);B.ob/c和ob/

ob皮下脂肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、iNOS和IL-6蛋白表达的定量分析;C.ob/c和ob/ob小鼠内脏脂肪组织巨噬

细胞PAD4、TLR4、NF-κB、p-NF-κB、iNOS和IL-6的蛋白表达 (n=3);D.ob/c和ob/ob小鼠内脏脂肪组织巨噬细胞PAD4、TLR4、

NF-κB、p-NF-κB、iNOS和IL-6蛋白表达的定量分析。与对照组比较,**P<0.01,***P<0.001。

图10 肥胖小鼠脂肪组织的巨噬细胞中PAD4、iNOS和IL-6的表达及TLR4/NF-κB信号通路的激活情况

3 讨论

PAD4可 催 化 蛋 白 质 精 氨 酸 残 基 转 为 瓜 氨

酸[3]。蛋白质的瓜氨酸化属于翻译后修饰,PAD4
被证实可对自身免疫性疾病和肿瘤等疾病产生影

响[10-11],如PAD4可以瓜氨酸化与类风湿性关节炎
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相关的自身蛋白,从而诱导抗瓜氨酸蛋白抗体 的

产生,并导致炎症和关节损伤[12]。PAD4在多种肿

瘤组织中高度表达,促进肿瘤进展,如在肝细胞癌

中介导低氧诱导因子1α(hypoxia-induciblefactor
1α,HIF-1α)的瓜氨酸化拮抗 HIF-1α泛素化和蛋

白水解[13]。在直肠癌中驱动中性粒细胞胞外诱捕

网促进肿瘤进展[14]。在肺癌中PAD4可能通过介

导上皮-间充质转化促进肿瘤细胞的转移[15]。脂肪

组织巨噬细胞(adiposetissuemacrophages,ATM)
在参与组织重塑和调节炎症反应等方面发挥重要

功能[16]。肥胖状态下 ATM 极化为 M1型巨噬细

胞,损害胰岛素信号传导[16-18],以及LPS会在肥胖

状态下诱导慢性炎症状态,并促进胰岛素抵抗,同

时,巨噬细胞暴露于LPS后能引起巨噬细胞的炎

症极化,细胞中TNF-α等炎性因子的表达增多[19]。
因此肥胖介导的脂肪组织也被视为1种免疫炎症

组织。
中性粒细胞胞外诱捕网(neutrophilextracellular

traps,NET)中PAD4可被显著激活[11]。研究表明,
糖尿 病 患 者 中 性 粒 细 胞 中 PAD4的 表 达 升 高,
PAD4在NET形成过程中发挥关键作用。因此,为

了进一步研究PAD4在糖尿病发病过程中的作用,
本研究对糖尿病和肥胖小鼠脂肪组织中PAD4的

表达情况进行分析。免疫组化结果提示,受到机体

营养过剩的影响,糖尿病和肥胖小鼠脂肪细胞中脂

质大量蓄积,皮下和内脏脂肪组织中炎性因子

TNF-α、IL-6等表达升高,而PAD4的表达均降

低。qRT-PCR和 Westernblotting的结果也进一步

对免疫组化的结果得到了验证。综合上述结果,机

体能量代谢异常时,脂肪组织内会发生炎症反应,
炎症状态下脂肪组织中PAD4的表达产生了一定

的变化。
接下来,本研究探讨了巨噬细胞炎症状态下的

PAD4表达水平。分别对野生型小鼠的原代腹腔巨

噬细胞和RAW264.7细胞系给予LPS刺激,qRT-
PCR结果和 Westernblotting的结果均显示,LPS
组中PAD4的mRNA和蛋白表达水平均降低。随

后巨噬细胞中炎性因子的表达结果表明,LPS刺激

后的巨噬细胞中TNF-α、IL-6、iNOS的表达水平

均增加。综合上述结果,实验表明,脂肪组织处于

低度炎症状态时,脂肪组织巨噬细胞极化为 M1型

巨噬细胞,在 M1型巨噬细胞中PAD4的表达降

低,促炎因子表达升高。
Cl-amidine是有效的PAD家族抑制剂[20]。因

此,Cl-amidine作用于RAW264.7细胞后,细胞中

TNF-α、IL-6的表达水平升高得更加明显。此实验

表明,在巨噬细胞中PAD4可能抑制了炎性因子的

表达。
TLR被证实在炎症、免疫、过敏等方面发挥重

要作用[7]。LPS可被细胞膜上的TLR4识别,接下

来启动信号级联反应,NF-κB等转录因子被激活,
扩大炎症反应,引起细胞和组织损伤[8,9],从而分

泌促炎因子[21-23]。
本研究对脂肪组织炎症的信号通路进行了研

究,糖尿病和肥胖小鼠脂肪组织 Westernblotting
结果显示,在脂肪组织炎症中 TLR4/NF-κB信号

通路被激活,并进一步促进脂肪组织中炎症反应的

发展。接下来,本研究进一步对小鼠原代腹腔巨噬

细胞和RAW264.7细胞系中信号通路的表达情况

进行检测,结果显示,PAD4调控炎性因子的表达

与TLR4/NF-κB信号通路的激活有关,并且PAD4
的表达与TLR4/NF-κB信号通路的激活呈负相关。

但是,本研究中还存在一定的局限性。关于

PAD4对炎 性 因 子 的 表 达 情 况 的 影 响,没 有 将

PAD4过表达后再观察炎性因子的表达情况;另外

PAD4作为一种介导蛋白质瓜氨酸化的酶,没有对

巨噬细胞中PAD4介导的蛋白质瓜氨酸化进行深

入研究。因此,未来研究应着重通过基因编辑技术

和蛋白质组学方法,在时空维度上同步解析PAD4
的酶活性调控网络及其下游瓜氨酸化修饰效应,为

全面揭示PAD4在炎症反应中的调控机制提供更

充分的实验依据。
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PAD4negativelyregulatestheTLR4/NF-κBsignalpathwaytoalleviate
adiposetissueinflammation
ZhangXinyue1,2,ChengYi1,2,ZhengWenxiang2,ZhaiQiaoli2#,XiangXinxin2#(1.SchoolofClinical
Medicine,ShandongSecond MedicalUniversity,Weifang261053,China;2.TranslationalMedicine
Center,ZiboCentralHospital,Zibo255036,China)

Abstract:Thepurposeofthisstudyistoexploretheroleandmechanismofpeptidylargininedeimidasetype4(PAD4)in
inflammatoryadiposetissue.Thesubcutaneousandvisceraladiposetissuesofdb/db (type2diabetesmellitus[T2DM]

group),db/m(T2DMcontrolgroup),ob/ob(obesegroup)andob/c(obesecontrolgroup)wereextracted,andtheexpression
ofPAD4insubcutaneousandvisceraladiposetissueofT2DMandobesemicewasdetectedbyimmunohistochemistry.Wild-
typemouseprimaryperitonealmacrophagesandmousemacrophagecelllineRAW264.7werestimulatedwithLPS,the
expressionsofPAD4,inflammatoryfactorsTNF-αandIL-6,theactivationofNF-κBsignalpathwayinthe2typesofcells
weredetectedbyqRT-PCRandWesternblotting,respectively.Theresultsshowedthatcomparedtothoseofthedb/mandob/

cgroups,theexpressionofPAD4insubcutaneousandvisceraladiposetissue,primaryperitonealmacrophagesandRAW264.7
cellsstimulatedbyLPSindb/dbandob/obgroupswerealldecreased,whiletheexpressionsofinflammatoryfactorsTNF-α
andIL-6increasedsignificantly.Meanwhile,theTLR4/NF-κBsignalpathwaywasactivated.Thisstudyshowsthatthe
expressionofPAD4isdecreasedinsubcutaneousandvisceraladiposetissueininflammatorystate(T2DMandobesity)andis
negativelycorrelatedwiththeactivationoftheTLR4/NF-κBsignalpathway.
Keywords:peptidylargininedeimidasetype4;inflammation;adiposetissue;type2diabetesmellitus;obesity
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