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氟伐他汀对高糖状态下肾小球系膜细胞

JAK／STAT信号蛋白表达的影响

史永红赵松任韫卓 刘青娟 段惠军

【摘要】 目的 观察氟伐他汀对体外培养的肾小球系膜细胞信号蛋白Janus酪氨酸激酶2(JAK2)、信号

转导和转录活化因子1(STATl)、STAT3表达的影响。方法 体外培养大鼠肾小球系膜细胞，分别给予高糖

和氟伐他汀干预。采用免疫沉淀和蛋白质免疫印迹法(western blotting)检测JAK2磷酸化表达；western

blotting检测信号蛋白JAK2，STATl、p—sTATl、sTAT3和p—sTAT3的表达；半定量逆转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)检测转化生长因子一p1(TGF—p1)mRNA的表达；酶联免疫吸附法(ELISA)测定细胞上清液中

TGF—p1和纤维连接蛋白(FN)的含量。结果 与低糖组比较，高糖组肾小球系膜细胞p—JAK2(802±124比

204士31)、p—STATl(2 856．6土337．8比617．7士76．2)和p—STAT3(3 049．8土421．3比946．7士141．2)表达

均明显增强；上清液中TGF—p1[(2．87土O．34)肛g／L比(1．20士O．11)pg／L]和FN((6．34士O．61)mg／L比

(3．24±o．26)mg／L]的含量均增高，TGF—p1 mRNA表达增加(P均<o．01)。与高糖组比较。高糖+氟伐他汀

组p—JAK2(412±67)、p—sTATl(1 178．4±137．1)和p—STAT3(1 572．6±181．2)表达均明显下调，TGF—p1

[(1．94土o．27)弘g／I．]和FN[(《．27±o．33)mg／L]含量减少，同时TGF—p1 mRNA表达降低(P均<o．05)。

结论 高糖能激活肾小球系膜细胞JAK／STAT信号途径，氟伐他汀抑制肾小球系膜细胞TGF—p1和FN的

分泌可能部分是通过影响JAK／STAT信号通路的激活而实现的。

【关键词】糖尿病肾病； 氟伐他汀f 系膜细胞； 细胞外基质； Janus酪氨酸激酶／信号转导和转录

活化因子
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【Abstract】 objectjve To investigate the effects of fluvastatin on activation of Janus kinase 2(JAK2)

and signal transducers and activators of transc“ption 1， 3 (STATl， 3) in glomerular mesangial cells

(GMCs)under high concentration of glucose． Methods Rat GMCs were cultured in vitro，and they were

treated with glucose and fluvastatin respectively． Tyrosine phosphorylation of JAK2(p—JAK2)expression

was detected by immunoprecipitation and Western blotting analysis． The protein expressions of JAK2，

STAT 1，p—STAT l，STAT3 and p—STAT3 were assessed by Western blo“ing． The protein synthesis of

transforming growth factor-B1 (TGF—p1)and fibronectin (FN) in the supernatants of the GMCs were

determined by enzyme—linked immunoadsorbent assay(ELISA)． TGF—B1 mRNA was assessed by reverse

transc“ption and polymerase chain reaction(RT—PCR)．ResuIts Compared with low glucose control group，

the expressions of p—JAK2(802±124 vs．204土31)，p—STATl(2 856．6±337．8 vs．617．7±76．2)，

p—STAT3(3 049．8土421．3 vs．946．7士141．2)and TGF—p1 mRNA were significantly up—regulated in GMCs

under high glucose medium，and the concentration of TGF—p1 in the supernatants[(2．87土O．34)pg／L vs．

(1．20士O．11)弘g／I。]and FN[(6．34±O．61)mg／L vs．(3．24土O．26)mg／L，both P<O．01]were higher in

the supernatants．The expression levels of p—JAK2(412±67)，p—STATl(1 178．4±137．1)，p—STAT3

(1 572．6士181．2)and TGF—p1 mRNA were significantly lower in fluvastatin group than those in high

glucose group．The concentration of TGF—p1[(1．94土O．27)pg／L]and FN[(4．27土O．33)mg／L]in the

supernatants in fluVastatin group were lower than those in high glucose control group (all P‘<O．05)．

ConclusioⅡ Fluvastatin can inhibit overproduction of TGF—B1 and FN in GMCs under high concentration of

glucose， the underlying mechanism may partly be attributable to its influence on phosphorylation of

JAK／STAT．

【Key words】 diabetic nephropathy； nuvastatin} mesangial cell， extracellular matrix； Janus

kinase／signal transducers and activators of transcription
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Janus酪氨酸激酶／信号转导和转录活化因子

(JAK／STAT)介导的信号途径是细胞内信号转导

过程的重要通道，能调节细胞的多种生物学效应n’。

有报道高糖和血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)都能激活体外

培养的肾小球系膜细胞JAK／STAT信号途径∞3。

在糖尿病大鼠，肾小球细胞中JAK／STAT信号途

径也被激活，并且AngⅡ1型受体拮抗剂氯沙坦能

抑制JAK2和STAT3的磷酸化∞1。研究表明，羟甲

基戊二酸单酰辅酶A(HMG—CoA)还原酶抑制剂具

有抗炎及内皮细胞保护作用，而这些作用并不依赖

其降脂作用“3。氟伐他汀能抑制AngⅡ诱导的血管

平滑肌细胞JAK／STAT信号途径激活∞’。本研究

中将观察氟伐他汀对高糖条件下肾小球系膜细胞

JAK2、STATl和STAT3的激活，以及对转化生长

因子一B1(TGF—p1)mRNA表达和TGF—B1、纤维连

接蛋白(FN)分泌的影响，探讨氟伐他汀是否也能抑

制高糖刺激引起的肾小球系膜细胞JAK／STAT信

号途径激活。

l材料与方法
‘

1．1试剂：氟伐他汀(北京诺华制药有限公司)；特

异性JAK2抑制剂AG490(美国Calbiochem公司)；

小鼠抗磷酸化STATl(p—STATl，A一2)单克隆抗体

(单抗)、小鼠抗p—STAT3(B一7)单抗、兔抗JAK2、

STATl、STAT3多克隆抗体(多抗)、小鼠抗p—Try

(PY99)单抗和增强化学发光(ECL)试剂(美国

Santa Cruz公司)；Ⅳ型胶原酶(美国Sigma公司)；

逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)试剂盒(美国

Promega公司)；辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊

抗小鼠或兔IgG(进口分装)。

1．2 系膜细胞的分离培养和刺激实验：选择体重

160 g左右的雄性wistar大鼠(由河北省实验动物

中心提供)，取部分肾脏组织，剪碎皮质，经不锈钢筛

网，收集200目以上的肾小球，加入质量分数为

O．1％的Ⅳ型胶原酶消化后离心收集肾小球，加入

RPMI 1640培养液，于C0：孵箱中培养，定时换液，

约2～3周时系膜细胞长满培养瓶底，经鉴定为系膜

细胞，消化传代，取第4～10代细胞用于实验研究。

将系膜细胞分成5组：低糖(5．5 mmol／L葡萄糖)

组；高糖(30．o mmol／L葡萄糖)组；低糖+甘露醇

(24．5 mmol／I。)组；高糖+AG490(10 pmol／L)组；

高糖+氟伐他汀(1弘mol／L)组。于刺激48 h收集细

胞，分别提取蛋白、RNA及细胞上清液。

1．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

JAK2、STATl、STAT3、p—STATl、p—STAT3表
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达：细胞用冷磷酸盐缓冲液(PBS，含1 mmol／L正

钒酸钠)洗涤，加细胞裂解液，冰浴离心，用Lowry

法测定上清液蛋白浓度。取细胞裂解蛋白50 pg，经

十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—

PAGE)后电转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜，脱脂

奶粉封膜，加兔抗JAK2、STATl和STAT3多抗

(1：200稀释)，小鼠抗p—STATl和p—STAT3单抗

(1：200稀释)，过夜、洗膜后加HRP标记的羊抗小

鼠或兔抗体(1：5 ooo稀释)，孵育、洗膜后加ECI。

试剂，将PVDF膜压片、显影、定影。用美国UVP公

司I。abworks 4．5分析系统软件对western条带进

行定量分析，测定杂交条带的吸光度(A)值。

1．4 免疫沉淀和western blotting检测p—JAK2：

取系膜细胞裂解蛋白400 pg，以葡萄球菌蛋白A

琼脂糖预澄清处理，加入2肛g兔抗JAK2多抗沉淀

靶抗原，再用萄萄球菌蛋白A琼脂糖收集抗原一抗

体复合物；经变性处理的样品置于SDS—PAGE；凝

胶分离的样品电转移至PVDF膜；先后用鼠抗

p—JAK2单抗、HRP耦联的山羊抗小鼠二抗检测，

ECL法显示，对条带进行定量分析，测定A值。

1．5 半定量RT—PCR检测TGF—p1 mRNA表达：

一步法总RNA提取试剂(TRIz01)提取大鼠肾小球

总RNA，用紫外一可见分光光度仪测定其纯度和含

量。在莫洛尼鼠白血病病毒(M—MLV)逆转录酶催

化下合成cDNA，以适量cDNA为模板在TaqDNA

聚合酶催化下进行PCR扩增。TGF一口1上下游引物

为：5 7一CCA TGA CAT GAA CCG ACC CT一37和

57一CCG GGT TGT GTT GGT TGT AG一37，扩增产

物大小为296 bp；内参照三磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)上下游引物为：57一TAT CGG ACG CCT

GGT TAC一37和5’一CTG TGC CGT TGA ACT

TGC一37，扩增产物大小为140 bp。所用引物均由上

海生工生物公司合成。TGF—p1扩增条件为：预变性

94℃5 min，进入循环，94℃50 s、58℃60 s、72℃

60 s。30个循环后72’C 8 min。将PCR产物用琼脂

糖凝胶电泳，由凝胶图像分析系统扫描，以管家基因

GAPDH为内参照校正，用目的基因与GAPDH的

A值比值代表目的基因相对表达含量。

1．6 TGF—Bl和FN检测：细胞上清液中TGF一田

和FN的含量采用酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒

检测，操作按试剂盒说明书进行。

1．7统计学处理：采用sPSS 11．O统计软件进行统

计分析，实验数据以均数土标准差(z±s)表示，组间

比较采用方差分析，P<0．05为差异有统计学意义。
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2结 果

2．1 JAK2、STATl、STAT3、p—STATl、p—STAT3

表达(表1，图1)：与低糖组比较，高糖组p—STATl、

p—STAT3表达明显增强(P均<O．01)。AG490和

氟伐他汀均能显著抑制高糖条件下p—STATl和

p—STAT3的水平(P均<O．05)。非磷酸化JAK2、

STATl、STAT3在各组的表达差异无统计学意义。

l～5依次为低糖组、低糖+甘露醇组、高糖+AG490组，

高糖组、高糖+氟伐他汀组

圈1 western blotting检测各组大鼠肾小球系膜细胞JAK2、

STATl，p—STATl、STAT3和p—STAT3的表达

2．2矿JAK2的表达(表1；图2)：与低糖组比较，高

糖组p—JAK2表达明显增强(P<o．01)。高糖+

AG490组和高糖+氟伐他汀组p—JAK2表达则明

显受抑(P均<O．05)。低糖组和低糖+甘露醇组

p—JAK2水平比较差异无统计学意义。

1～5依次为低糖组、低糖+甘露醇组、高糖十AG490组、

高糖组、高糖+氟伐他汀组

田2免疫沉淀和western bIotting检测各组大鼠肾小球

系膜细胞p—JAK2的表达

2．3 TGF—p1 mRNA表达(图3，图4)：低糖组和低

糖+甘露醇组TGF—B1 mRNA均有少量表达。高糖

组TGF—p1 mRNA表达较低糖组明显增强(JP<

O．01)。AG490和氟伐他汀都能明显降低高糖培养

系膜细胞TGF—Bl mRNA的表达(P均<O．05)。

M：DNA Marker；l～5依次为低糖组、低糖+甘露醇组、

高糖+AG490组、高糖组、高糖+氟伐他汀组

圈3 半定量RT—PcR检测各组大鼠肾小球

系膜细胞TGF—B1 mRNA的表达

蔓玑
笔o．
-一

草o．

鲁
卜0．

0

低锖组 低糖+ 高糖+ 高糖组 高糖+氟
甘露醇组 AG490组 伐他汀组

组别

注：与低糖组比较，aP<o．01I与高糖组比较，。P<o．05

圈4各组大鼠系膜细胞TGF—p1 mRNA表达的比较

2．4 TGF—B1和FN含量(表2)：与低糖组比较，高

糖组上清液中TGF—p1和FN的含量均明显增加

(P均<o．01)；高糖+AG490组和高糖+氟伐他汀

组TGF—p1和FN含量较高糖组降低(P均<o．05)。

裹2各组大鼠肾小球系膜细胞培养上清液中

TGF—B1和FN的含量比较(=±s)

注：与低糖组比较，aP<o．olI与高糖组比较，6P<o．05

表l 各组大鼠肾小球系膜细胞JAK2、p—JAK2、STATl、p—STATl、STAT3和p—STAT3的表达比较(：；士5)A值

注：与低糖组比较，‘P<o．01；与高糖组比较．6P<o．05
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3讨论

在糖尿病肾病的发病机制中，多种因素综合作

用能使肾脏细胞内信号转导通路发生变化。有研究

表明，高糖刺激能使多种肾脏细胞出现肥大、细胞增

殖和细胞外基质(ECM)过量沉积等糖尿病肾病特

征性形态学改变，而高糖状态下系膜细胞功能改变

在进行性糖尿病肾病发病过程中发挥重要作用¨1。

JAK／STAT信号的激活可能是高糖造成肾小球损

伤的机制之一订3。JAK激酶是一种潜在的细胞转录

因子，能够激活STAT蛋白。活化的STAT蛋白能

够形成同源性或异源性二聚体。转移至细胞核内。从

而调节包括与细胞增殖有关基因在内的多种基因表

达喁3。此信号途径的活化能引起细胞应激、生长、增

殖、分化、凋亡等多种生物学效应凹3。本研究结果显

示，高浓度葡萄糖能激活肾小球系膜细胞JAK2、

STATl和STAT3，且AG490能显著抑制JAK2、

STATl和STAT3磷酸化，与文献[7]报道的研究

结果一致。这更进一步说明JAK／STAT信号途径

可能在糖尿病肾病发病过程中发挥重要作用。

高血糖诱导的TGF—B1和ECM蛋白增多是糖

尿病肾病的发病机制之一。本研究表明，高糖培养

的肾小球系膜细胞分泌TGF—B1和FN显著增多，

TGF—p1 mRNA表达明显上调。AG490能明显抑制

TGF—p1 mRNA表达以及TGF—p1和FN的分泌。

提示阻断JAK／STAT信号能抑制高糖诱导的系膜

细胞TGF—B1和FN的合成。

HMG—CoA还原酶抑制剂是降脂药物。他汀类

药物对心血管的保护作用传统上归于其降胆固醇作

用，但近年来其调脂功能备受关注。研究表明，他汀

类药物具有明显的非调脂作用，能有效预防临床事

件的发生n¨¨3；其对进行性肾脏疾病有明显改善作

用，这种作用是依赖其降脂作用和(或)非降脂作

用u∞。在高血压糖尿病肾病模型中，辛伐他汀能通

过抑制肾小球超滤过、系膜扩增及电荷屏障破坏等

非降脂作用减少蛋白尿“钉。对19A肾病患者，氟伐

他汀是一种有效降低蛋白尿的药物n“，他汀类药物

能影响与进行性肾脏损伤有关的炎症和纤维化反应

的细胞内信号途径“"；可通过抑制巨噬细胞浸润、

黏附分子表达，以及核转录因子一KB(NF—KB)和激活

蛋白一1(AP—1)等NF激活，减少肾脏损伤，此作用不

依赖于降压或降脂“∞。本研究结果表明，氟伐他汀

能抑制高糖条件下肾小球系膜细胞JAK／STAT信

号途径激活以及TGF—p1和FN的分泌，同时下调

TGF—p1 mRNA表达。提示，HMG—CoA还原酶抑制
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剂氟伐他汀的肾脏保护作用可能部分是通过抑制

JAK／STAT信号通路活化实现的。
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