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慢病毒介导的过表达 NR4A1单核细胞缓解
狼疮小鼠狼疮性肾炎的研究

林佳忆 1，张雅琴 1，刘 锦 1，曹颖平 1，李 频 2，张 旸 1，杨旭伟 2%

（福建医科大学附属协和医院 1. 检验科；2. 风湿科，福州 350001）

【摘 要】目的：探索过表达 NR4A1是否能够缓解狼疮性肾炎（lupus nephritis，LN）的肾炎症状。 方法：通过腹腔注射 0.5 mL
pristane 构建狼疮小鼠模型，分为生理盐水对照（SC）组、pristane 对照（PC）组、空载体对照（VC）组及过表达 NR4A1 治疗
（NR4A1）组。 第 20周尾静脉注射过表达 NR4A1的脾脏单核细胞进行治疗。 第 28周测量小鼠踝关节左右直径。 HE染色及半
定量评分评估肾脏病理改变，ELISA检测血清肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor α，TNF-α）及抗 ds-DNA浓度。 荧光定量
qPCR检测脾脏 NR4A1、Bcl-2基因 mRNA表达。 结果：与 SC组相比，PC组 LN相关活动指标明显升高，踝关节直径[4.69（4.26，
5.14） mm，P=0.000]、抗 ds-DNA抗体浓度[（173.11±25.49） ng/mL，P=0.000]、肾脏病理评分[2.78（2.68，2.81），P=0.000]和 NR4A1
表达（0.40±0.09，P=0.008）明显降低。与 PC组、VC组相比，NR4A1组 LN活动指标明显改善，踝关节直径[3.80（3.44，4.20） mm，
PPC=0.002，PVC=0.033]、抗 ds-DNA 抗体浓度[（51.92±10.91） ng/mL，PPC=0.008，PVC=0.025]、肾脏病理评分[1.39（1.30，1.49），PPC=
0.002，PVC=0.018]。 ELISA结果显示 NR4A1组 TNF-α浓度[（542.86±108.28） pg/mL]明显低于 PC组[（1 779.00±358.40） pg/mL，P=
0.008]、VC组[（1 759.71±280.27） pg/mL，P=0.010]。 Real-time PCR结果显示NR4A1组 Bcl-2基因表达（1.92±0.58）明显高于 PC
组（0.48±0.20，P=0.000）。 结论：过表达 NR4A1缓解 LN小鼠 LN症状，降低肾炎活动指标，可能涉及 NR4A1、TNF-α及 Bcl-2
之间的相互作用。
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Lentivirus-mediated overexpressed NR4A1 monocytes in the treatment of
lupus nephritis in lupus mice
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【Abstract】Objective：To explore whether overexpression of NR4A1 can alleviate lupus nephritis（LN）. Methods：A mouse model of LN
was constructed by intraperitoneal injection of 0.5 mL pristane，divided into saline control group（SC），pristane control group（PC），
vector control group（VC） and overexpressed NR4A1 group. At the end of 20th week，the monocytes overexpressed NR4A1 were injected
into the tail vein. The diameter of ankles was measured at the end of 28th week. Renal pathological sections were stained with HE
staining and semi-quantitative scores were used to assess renal pathological damage. Serum TNF-α and anti-ds-DNA concentrations
were measured by ELISA. The expression of Bcl-2 and NR4A1 in the spleen was detected by real-time PCR. Results：The results
showed that compared with the SC group，LN-related activity indicators in the PC group were significantly increased，but the ankle
joint diameter [4.69（4.26，5.13） mm，P=0.000]，the anti-ds-DNA antibody concentration [（173.11±25.49） ng/mL，P=0.000]，renal
pathology score [2.78（2.68，2.81），P=0.000]，and the expression of NR4A1（0.40±0.09，P=0.008） was significantly reduced. Compared
with the PC and VC groups，the NR4A1 group LN activity indicators were significantly improved，the ankle joint diameter [3.80（3.44，
4.20） mm，PPC=0.002，PVC=0.033]，the concentration of anti-ds-DNA antibody [（51.92±10.91） ng/mL，PPC=0.008，PVC=0.025]，renal
pathology score [1.39（1.30，1.49），PPC=0.002，PVC=0.018]. ELISA results showed that the concentration of TNF-α in the NR4A1 group

[（542.86±108.28） pg/mL] was significantly lower than that of
the PC group [（1 779.00±358.40） pg/mL，P=0.008] and the
VC group [（1 759.71±280.27） pg/mL，P=0.010]. Real-time PCR
results showed that the expression of Bcl-2 gene in the NR4A1
group（1.92±0.58） was significantly higher than that of the PC
group（0.48±0.20，P=0.000）. Conclusion：Overexpression of
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，
SLE）是一种多因素引起的自身免疫病，在我国发病
率为（30~70）/10万，以年轻女性为主。其特点是外
周血中存在以抗核抗体为代表的多种自身抗体[1]。患
者生存质量差、病死率高，常出现多种临床症状，狼
疮性肾炎（lupus nephritis，LN）是主要死因之一。 因
此，缓解或治疗 SLE及其临床并发症是主要任务。
研究发现 SLE的发病与机体内凋亡细胞的清除缺
陷密切相关[2]，当机体存在凋亡细胞清除缺陷时，体
内凋亡细胞碎片累积打破免疫耐受，诱发局部及全
身炎症，产生自身抗体。 单核巨噬细胞作为固有免
疫系统的重要组成部分，在清除凋亡细胞、调节内
环境稳态中发挥重要作用[3]。 单核巨噬细胞通过识
别凋亡细胞胞膜内侧磷脂酰丝氨酸，进而吞噬并清
除凋亡细胞[4]。 当单核巨噬细胞自身凋亡增高时，体
内内环境稳态破坏，凋亡细胞增多，可能引起系统
性红斑狼疮等自身免疫病[2]。

核受体 NR4A1 是 NR4A 受体超家族成员之
一，当前研究发现 NR4A1具有抗凋亡功能，在胰腺
癌与结肠癌细胞中发现 NR4A1高表达，当抑制剂或
siRNA 干扰后，降低胰腺癌细胞和结肠癌细胞中
NR4A1基因表达，使 SURVIVIN 基因低表达，呈现
生长抑制且使凋亡增加 [5-6]，表明 NR4A1 抑制细胞
凋亡来促进细胞生长和生存。

近年来关于 NR4A1 的研究主要集中于肿瘤、
代谢性疾病及血管重塑等方面[7-8]，国内外少有关于
NR4A1与自身免疫病的相关研究报道。 文献报道
SLE患者外周血单个核细胞 NR4A1的 mRNA表达
降低[9]，而 NR4A1 具有抗凋亡功能，且目前研究发
现 SLE的发病机制与凋亡细胞的清除缺陷密切相
关[2]。因此，本研究通过给 LN小鼠输注过表达NR4A1
的小鼠脾脏单核细胞，观察狼疮小鼠的 LN相关症
状是否好转，为缓解、治疗 SLE提供新思路和方向。

1 材料和方法

1.1 主要材料与仪器
过表达 NR4A1 慢病毒载体购自上海吉玛制药技术

有限公司 ，小鼠肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor α，
TNF-α）检测试剂盒 （DY410-05）购自美国 R&D 公司，小
鼠抗 ds-DNA 抗体检测试剂盒（3031）购自美国 Chondrex
公司，Pristane（p2870）购自美国 Sigma-Aldrich公司。 逆转录
试剂盒 PrimeScriptTM RT reagent Kit（RR047A）及荧光定量qPCR
试剂盒（RR420A）购自日本 Takara公司。 兔抗鼠 NR4A1抗
体（ab109180）购自美国 Abcam公司。
1.2 方法
1.2.1 构建 LN 小鼠动物模型及分组 48 只 6~8 周雌性
BALB/c 小鼠（购自上海斯莱克实验动物有限责任公司）随
机分为 4 组，生理盐水对照组（saline control group，SC 组）、
pristane对照组（pristane control group，PC组）、空载体对照组
（vector control group，VC 组）及过表达 NR4A1 组（Overex－
pressed NR4A1 group，NR4A1组）。构建 LN小鼠动物模型时，
往 PC组、VC组及 NR4A1组的小鼠腹腔注射 0.5 mL pristane。
SC组腹腔注射 0.5 mL生理盐水。LN小鼠动物模型构建时间
为 20周。
1.2.2 过表达 NR4A1慢病毒转染的小鼠脾脏细胞及Western
blot验证 取野生型 8周雌性 BALB/c小鼠脾脏，无菌研磨并
于细胞培养箱中 37℃、5% CO2条件下培养 5 h，弃去悬浮细胞，
留下贴壁细胞并计数 1×107个，使用 24孔培养板，每孔加入
0.5×105个细胞，加入 0.5 mL含 10% FBS的 DMEM培养液，
37℃、5% CO2培养 24 h。 弃旧培养液，加入稀释的病毒培养液，
于 37℃、5% CO2条件下的细胞培养箱中培养 24 h。 更换培养
液并继续培养 24 h，弃旧培养液，用无菌 PBS重悬。细胞分组
为阴性对照组、空载体组及过表达 NR4A1组。 按蛋白提取试
剂说明书要求用超声破碎仪破碎细胞并提取各组细胞蛋白，
采用 BCA法检测蛋白浓度。 蛋白样品与 2×商鞅缓冲液等体
积混合，100℃加热 5 min，在 10%SDS-PAGE凝胶中电泳分离，
PVDE膜上转膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入一抗过夜孵育，
加入二抗，使用 ECL进行显色。
1.2.3 过表达 NR4A1慢病毒转染的小鼠脾脏细胞治疗 LN
小鼠 在诱导模型第 20周结束后采用尾静脉注射，每只小
鼠注射 0.5×105个细胞/0.1 mL。 SC组注射等体积生理盐水。
1.2.4 LN小鼠模型的一般评估 评估指标包含小鼠踝关节
左右直径、尿蛋白、肾脏病理积分。脚部关节直径用游标卡尺
测量。尿蛋白浓度测定采用目测比色法，在第 28周实验结束
后，采用提尾反射法刺激小鼠排尿并收集尿液，将尿蛋白检
测试纸浸泡于尿液中，10 s后取出并抹去多余尿液，静置 1 min
后参考标准比色卡目测比色。 肾脏病理 HE染色后采用积分
量化方式评定，由病理医师对其按照 0-4 分进行评分[10]，评
定规则见表 1。

NR4A1 alleviates the symptoms of LN and reduces LN activity indicators in LN mice，which may involve the interaction among
NR4A1，TNF-α and Bcl-2.
【Key words】lupus nephritis；NR4A1；monocyte；apoptosis；tumor necrosis factor-α
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1.2.5 小鼠血清抗 ds-DNA 抗体及 TNF-α 浓度检测 LN
小鼠建模第 28周结束后，采用眼内眦静脉取血法采集小鼠
眼内眦静脉血，室温静置 15 min，4℃、3 000 r/min离心 15 min，
取上层血清分装后置于-80℃冰箱保存。 采用 ELISA检测血
清抗 ds-DNA 抗体及 TNF-α 浓度，严格按试剂盒 protocol
操作。
1.2.6 real-time qPCR检测小鼠脾脏 NR4A1、Bcl-2的 mRNA
相对表达 实验采用 Trizol法提取小鼠脾脏组织的总RNA，
使用逆转录试剂盒将总 RNA 逆转录为 cDNA，在 Roche
LightCycler 480 仪器上采用 real-time qPCR 检测小鼠脾脏
Bcl-2的 mRNA相对表达。 根据 NCBI网站上 GAPDH、Bcl-2
的序列设计 PCR引物（表 2）。反应程序：变性（95℃，10 s），扩
增（95℃，5 s；60℃，30 s；40个循环），溶解曲线（95℃，5 s；60℃，
1 min；95℃）。
1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。 正态分布的计量
资料以均数±标准差（x±s）表示，非正态分布计量资料以

Md（P25，P75）表示。 多样本均数比较采用非参数检验 Kruskal-
Wallis并进行组内多重比较。计数资料以频数表示，采用卡方
检验。 Western blot图片处理采用 Image lab 3.0（Bio-Rad，美
国）和 Image J软件进行处理。 图片采用 Graph-Pad Prism 8.0
绘制。 检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 LN小鼠模型的建立
在 Pristane腹腔注射构建 LN小鼠动物模型后第 12周，

观察到 PC组小鼠脚部的关节出现红肿现象（图 1A右）。 第
28周时，PC组小鼠踝关节左右直径[4.69（4.29，5.13） mm]大
于 SC 组[3.08（3.04，3.20） mm，H=-57.123，P=0.000）]。 在第
28周时检测 SC、PC组小鼠尿蛋白（表 3），发现 SC组均为±
（12只）而 PC组小鼠出现++（6只）至+++（6只）的蛋白尿。

肾脏 HE染色显示，SC组可见正常肾小球（图 1C左），偶
见轻度增生的肾小球。PC组显微镜下明显可见大多数肾小球
出现弥漫性系膜细胞增生，同时可见到球囊粘连，部分肾小球
甚至出现局灶性或节段性硬化（图 1C右），半定量计分发现
PC 组[2.78（2.68，2.81）分]肾小球评分高于 SC 组[0.19（0.17，
0.23）分，H=-31.042，P=0.000]（图 1D）。

此外，ELISA 检测到 PC 组血清抗 ds-DNA 抗体浓度
[（173.11±25.49） ng/mL]（图 1E）明显高于 SC 组[（17.16±
8.08） ng/mL，（H=-31.625，P=0.000）]。

表 1 LN肾小球评分细则表

评分 肾小球

0

1

2

3

4

正常肾小球

局灶性，轻度增生

中度、多灶性增生，基质和炎症细胞增多

弥漫性增生、球囊粘连

肾小球硬化

表 2 qRT-PCR引物序列

引物名 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’）

GAPDH

NR4A1

Bcl-2

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

ATGCCTCCCCTACCAATCTTC

ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

CACCAGTTCCTGGAACTTGGA

GGTATGCACCCAGAGTGATGC

B.%踝关节左右直径A.%踝关节变化情况

C.%肾脏病理 HE染色（400×） D.%肾脏病理评分 E.%血清抗 ds-DNA抗体浓度
图 1 LN小鼠动物模型构建
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1.%空白组； 2.%空载体对照组； 3.%过表达 NR4A1组

1 2 3

64.0%kD

36.0%kD

图 2 Western%blot验证 NR4A1转染情况

2.2 过表达 NR4A1慢病毒感染单核细胞

经过 72 h 转染后，Western blot 结果表明转染过表达

NR4A1慢病毒的单核细胞 NR4A1表达高于阴性对照组和空

载体组（图 2）。

2.3 过表达 NR4A1减轻 LN小鼠活动指标

过表达 NR4A1的小鼠脾脏单核细胞输注后，LN小鼠各

项活动指标均在一定程度上得到缓解。

2.3.1 踝关节左右直径变化 NR4A1 组踝关节左右直径
[3.80（3.44，4.20） mm]明显小于 PC 组 [4.69（4.26，5.14），H=
29.417，P=0.002]、VC 组 [4.52（3.96，4.77） mm，H=22.292，P=
0.033]（图 3A）。
2.3.2 尿蛋白水平变化 NR4A1组尿蛋白浓度（±：1只，+：7
只，++：4 只）较 PC 组（++：6 只，+++：6 只）、VC 组（+：1 只，
++：6只，+++：5只）降低（表 3）。
2.3.3 血清抗 ds-DNA 抗体浓度变化 NR4A1 组血清抗
ds-DNA 抗体浓度 [（51.92±10.91） ng/mL]明显低于 PC 组
[（173.11±25.49） ng/mL，H=19.625，P=0.004]、VC组[（160.46±
15.05） ng/mL，H=16.375，P=0.025]（图 3C）。
2.3.4 肾脏病理评分变化 肾脏病理提示 NR4A1组 LN缓
解，HE染色镜下观察未见局部/节段性硬化灶，同时肾小球
弥漫增生、球囊粘连数减少，多见中度及轻度增生肾小球，可
偶见正常肾小球（图 3D）。 其肾脏病理评分[1.39（1.30，1.49）]
低于 PC组[2.78（2.68，2.81），H=19.042，P=0.005]、VC组[2.73
（2.68，2.78），H=16.958，P=0.018]（图 3B）。

C.%血清抗 ds-DNA抗体浓度A.%踝关节左右直径 B.%%肾脏病理评分

D.%%肾脏病理 HE染色（400×）

图 3 NR4A1减轻 LN小鼠活动指标

注：a，与 PC组比较，P=0.000；b：与 PC组比较，P＜0.05；c：与 VC组比较，P＜0.01

注：a，PC组与 SC组相比， χ2=24.000，P=0.000；b：VC组与 PC组相比 χ2=1.091，P=0.580；c：NR4A1组与 SC组相比， χ2=22.308，P=0.000；d：NR4A1

组与 PC组相比， χ2=14.400，P=0.002；e：NR4A1组与 VC组相比， χ2=10.900，P=0.012

表 3 第 28周尿蛋白浓度
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A.%各组 NR4A1表达相对表达情况 B.%Bcl-2相对表达情况

图 5 各组 NR4A1、Bcl-2相对表达情况

注：a，与 SC组比较，P=0.008；b：与 PC组比较，P=1.000；c：与 SC组比较，P＞0.05；d：与 PC组比较，

P=0.000；e：与 VC组比较，P=0.000；f：与 SC组比较，P=0.007

图 4 NR4A1降低 TNF-α浓度

注：a，与 SC组比较，P=0.000；b：与 PC组比较，P=1.000；c：与 SC组比

较，P=0.230；d：与 PC组比较，P=0.008；e：与 VC组比较，P=0.010

2.4 过表达 NR4A1的脾单核细胞降低 LN小鼠 TNF-α水平

TNF-α是参与全身炎症的重要细胞因子之一，也是组成

急性期反应的细胞因子之一。其与细胞膜表面 TNFR结合启

动细胞信号转导，参与细胞死亡信号转导，诱导细胞凋亡。研

究结果显示，PC组 TNF-α浓度[（1 779.00±358.40） pg/mL]高

于 SC组[（212.90±77.43） pg/mL，H=-30.83，P=0.000]（图1F）。

NR4A1组小鼠血清 TNF-α浓度[（542.86±108.28） pg/mL]略

高于 SC组[（212.90±77.43） pg/mL，H=-11.833，P=0.230]，而

明显低于 PC组[（1 779.00±358.40） pg/mL，H=18.250，P=0.008]、

VC组[（1759.71±280.27） pg/mL，H=17.917，P=0.010]（图 4）。

2.5 过表达 NR4A1组脾脏 NR4A1基因及抗凋亡基因 Bcl-
2表达升高

本研究检测了 SC组、PC组、VC组及 NR4A1组脾脏抗
凋亡基因 NR4A1、Bcl-2 表达。 qPCR 结果显示（图 5）PC组
LN 小鼠（0.40±0.09）NR4A1 表达明显低于 SC 组（1.02±

0.21，P=0.007）。 治疗后 NR4A1组（3.23±0.92）表达明显高
于 PC组（0.40±0.09，P=0.007）、VC组（0.40±0.07，P=0.007）。
PC 组 Bcl-2 表达（0.48±0.20）低于 SC 组（1.01±0.15，H=
18.667，P=0.007）。而 NR4A1组 Bcl-2表达（1.92±0.58）明显
高于 PC组（0.48±0.20，H=-30.208，P=0.000）、VC组（0.51±
0.16，H=-29.250，P=0.000）。

3 讨 论

SLE是一种累及多器官的自身免疫病，其异常
淋巴细胞过度活化，体内产生多种高亲和力自身抗
体，出现自身免疫复合物，细胞因子异常及淋巴细
胞信号传导紊乱。 SLE发病影响因素多、机制复杂，
目前发病机制尚未明确 [11]。 研究表明 SLE 的发病
机制与机体内凋亡细胞的清除缺陷密切相关[2]，由于
凋亡细胞清除缺陷，次级坏死细胞释放自身抗原，从
而刺激自身反应性免疫细胞产生自身抗体。 细胞凋
亡受体内多种因素调节，一旦出现凋亡失控，可能
导致体内炎症因子释放、组织损伤、代谢紊乱等[12]。
文献报道 SLE患者外周血单个核细胞 NR4A1表达
低于正常人[9]。 因此本研究旨在探索过表达 NR4A1
的单核细胞能否缓解 SLE疾病症状，并探索可能存
在的机制。

通过构建 LN小鼠模型，本实验发现，PC组 LN
小鼠 NR4A1 表达明显低于 SC 组（图 5），且 PC 组
LN相关活动指标表现明显（如踝关节左右直径、肾
脏病理、抗 ds-DNA抗体）（图 3）。通过过表达NR4A1
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可以有效缓解 LN小鼠活动指标，其踝关节左右直
径、尿蛋白浓度均明显下降。 此外，肾脏病理同时显
示其 LN症状明显减轻，且血清抗 ds-DNA浓度降低。
这些结果均表明过表达 NR4A1可以减轻 LN小鼠
LN症状。

TNF-α是一种多功能细胞因子，参与多种事件
的调节，例如细胞存活和细胞死亡[13]。在乳腺癌组织
中 NR4A1高表达，而当使用干扰 RNA干扰 NR4A1
表达后，TNF-α诱导乳腺癌细胞凋亡增加[14]。 本实
验发现，与 SC组相比，PC组血清 TNF-α浓度明显
升高，而相较于 PC组，NR4A1组 LN小鼠血清TNF-
α浓度降低（图 4），表明 NR4A1可能参与调节、抑
制 TNF-α诱导的单核细胞凋亡。

Bcl-2是一种抗凋亡蛋白，有研究指出 SLE患者
单核细胞凋亡明显升高而 Bcl-2蛋白表达降低[15]，说
明单核细胞凋亡可能与 Bcl-2存在密切联系。 因此，
本实验检测了小鼠脾脏抗凋亡基因 Bcl-2的表达，结
果发现 PC 组小鼠 Bcl-2 表达明显低于 SC 组，而
NR4A1组 LN小鼠脾脏 Bcl-2表达升高（图 5），推测
过表达 NR4A1参与调节 Bcl-2表达发挥抗凋亡作
用，减轻单核细胞凋亡。

综上所述，过表达 NR4A1可以缓解 LN小鼠肾
炎症状。 NR4A1可提高抗凋亡基因 Bcl-2表达，而
降低 TNF-α 水平。 而 NR4A1 如何调节 Bcl-2 及
TNF-α，以及 NR4A1与单核细胞凋亡、抗凋亡之间
的关系仍需后续实验进行验证。 本课题组将会进一
步研究 NR4A1与 SLE之间深层次的联系，对 LN小
鼠相关的凋亡指标，如对凋亡相关蛋白及单核细胞
凋亡率等进行检测，通过荧光免疫在细胞内定位
NR4A1，深入分析 NR4A1 与凋亡之间的关联及其
机制。
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