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Janus激酶／信号转导和转录激活因子3对重症急性
胰腺炎大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤的体外作用研究

钟敦碌赵晓晏郝嘉郭红

【摘要】 目的探讨Janus激酶／信号转导和转录激活因子3(JAK／STAT3)信号转导通路在重症急性

胰腺炎(sAP)肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤中的作用。方法用牛磺胆酸钠建立SAP大鼠模型，取血清备用。将经

原代培养的肺泡Ⅱ型上皮细胞随机分组，对照组加入不含SAP大鼠血清的Dulbecco改良Eagle培养基

(DMEM)培养液；SAP组加入含SAP大鼠血清的DMEM培养液；SAP+AG490组用JAK激酶抑制剂

AG490预处理细胞，加入含SAP大鼠血清的DMEM培养液。用电泳迁移率改变分析法(EMSA)检测STAT3

活化状态；逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测mRNA表达；蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测蛋

白水平；流式细胞技术检测肺泡表面活性物质相关蛋白C(SP—C)表达和肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡。结果与对

照组比较，SAP组STAT3活性增强，STAT3 mRNA和蛋白表达均增强，SP—C蛋白表达下降(2 h SP—C荧光

指数0．69士0．02比1．02土0．03，P<0．01)，肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡增加[(11．55士1．10)％比(5．30士

0．36)％，P<0．053；与SAP组比较，SAP+AG490组STAT3活性减弱，STAT3 mRNA和蛋白表达减弱，

SP—C蛋白表达下降(2 h SP—C荧光指数0．48士0．10比0．69士0．02，P<0．01)，肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡增加

[(13．92士0．82)％比(11．55±1．10)％，P<0．053。结论提示JAK／sTAT3信号转导通路参与了SAP肺泡

Ⅱ型上皮细胞损伤的病理生理过程。

【关键词】Janus激酶／信号转导和转录激活因子3； 胰腺炎，急性； 肺泡Ⅱ型上皮细胞； 肺泡表面

活性物质蛋白一C； 细胞凋亡
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[Abstract]Objective To study the role of Janus kinase／signal transducer and activator of transcrip—

tion 3(JAK／STAT3)in injury of alveolar typeⅡepithelial cells(ATⅡ)in severe acute pancreatitis(SAP)．

Methods The rat model of SAP was reproduced intraductal injection of sodium taurocholate．Serum was

collected for examinations．ATⅡcells in primary culture were randomized to be treated with serum from rats

with SAP(SAP group)，or SAP serum+AG490(JAK inhibitor，SAP+AG490 group)，while the normal

eell control was cultured with Dulbeceo improvemed Eagle medium(DMEM)．ATⅡcells were collected

after the treatment to determine the activation of STAT3 by electrophoretic mobility shift assay(EMSA)，

STAT3 mRNA expression by reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)，STAT3 protein

expression by Western blotting，surfaetant protein C(SP—C)level in ATⅡand apoptosis of ATⅡwith flow

cytometry．Results Compared with control group，activation of STAT3 was enhanced in SAP group，and

expression of STAT3 mRNA and protein was also enhanced，1evel of SP—C protein declined(2 hours SP—C

fluorescence index 0．69士O．02 vs．1．02士O．03，P<O．01)，and apoptosis of ATⅡincreased[(11．55土

1．10)％vs．(5．30士0．36)％，P<0．053．Compared with SAP group，activation of STAT3 was attenuated

in SAP+AG490 group，expression of STAT3 mRNA and protein was lowered，and level of SP—C protein

declined(2 hours SP—C fluorescence index 0．48士O．10 vs．0．69士O．02，P<O．01)，and the apoptosis of

AT I increased[(13．92士O．82)％vs．(11．55土1．10)％，P<O．05]．Conclusion The results suggest

that JAK／STAT3 pathway might be involved in the pathogenesis of injury to ATⅡin SAP．
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·论著·

重症急性胰腺炎(SAP)发病凶险，病死率居高

不下，超过50％，肺是最早被累及的器官，在发病

1周内死亡者多是由于急性胰腺炎相关肺损伤

(APALI)导致的Ⅲ。近年来，随着对不同刺激因素
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导致急性肺损伤的研究日益加深，发现Janus激酶／

信号转导和转录激活因子3(JAK／STAT3)信号转

导通路在各种不同原因导致的急性肺损伤中起重要

作用，其通过核内转录作用，以发挥多种生物学效

应，进而影响一系列炎症性病理生理过程[2]。肺泡Ⅱ

型上皮细胞是肺泡表面一类重要的细胞群体，其能

合成和分泌肺表面活性物质相关蛋白C(SP—C)。

SP—C是肺泡Ⅱ型上皮细胞的分化标志物，其在基因

和蛋白水平表达异常可以引起肺脏功能异常，引发

相关疾病[3’4]。研究显示STAT3能促进肺表面活性

物质蛋白的分泌，从而保证肺泡的稳定性口]。但在

SAP导致的肺损伤时，该通路的变化及其与炎症的

发生发展仍不清楚。本实验中我们采用牛磺胆酸钠

建立大鼠SAP模型，用其血清作用于肺泡II型上皮

细胞，对此进行初步探讨，报告如下。

1材料与方法

1．1动物模型制备：健康成年SD大鼠，体重200～

300 g，雌雄不限(由第三军医大学实验动物中心提

供)，参照文献[6]方法制备SAP大鼠模型，2 h后取

静脉血备用。以大鼠腹腔及胸腔出现血性积液为标

准定为SAP，并取胰腺组织行苏木素一伊红(HE)染

色后镜下观察证实。取SAP大鼠血清备实验用。

1．2原代培养正常大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞及实验

分组：参照文献[7]方法原代培养大鼠肺泡Ⅱ型上皮

细胞。按随机数字表法分组：①对照组：加不含SAP

大鼠血清的Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM)

培养液；②SAP组：加含SAP大鼠血清的DMEM

培养液；③SAP+AG490组：用JAK激酶抑制剂

AG490预处理细胞(终浓度为30 mg／L)，加含SAP

大鼠血清的DMEM培养液。

1．3 STAT3活性检测：采用电泳迁移率改变分析

法(EMSA)进行实验。用生物素3’末端标记法将选

取核苷酸序列为5'-GATCCTTCTGGGAATTCCT

AGATC一3’。5’一GATCCTTCTGGGAATTCCTAG

ATC一37(北京奥科公司合成)的STAT3探针进行

标记。将10肛g细胞核提取的蛋白与生物素标记探

针在20 pl缓冲液中充分结合，非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳(PAGE)，用毛吸转移法转移至带正电荷

的尼龙膜上，紫外线交联15 min。生物素标记的探

针与辣根过氧化物酶(HRP)标记的亲和素相结合，

用化学发光记录结果，Alpha Imager 2200图像分析

系统测定杂交带的吸光度(A)值。

1．4 STAT3 mRNA表达测定：采用逆转录一聚合

酶链反应(RT—PCR)，将收获的细胞提取总RNA

(按说明书要求)，用紫外分光光度计定量，取总

RNA 10弘g逆转录为cDNA，引物序列：STAT3上

游引物5'-TTGCCAGTTGTGGTGATC一3’，下游

引物5’一AGACCCAGAAGGAGCCGC一37；内参照

p肌动蛋白(pactin)上游引物5，-AAGTACTCCGT

GTGGATCGG一37；下游引物5 7一ATGCTATCACC

TCCCCTGTG一3 7(北京奥科公司合成)。PCR条件：

94℃3 min，94℃30 S，56℃30 S，72℃40 S，72℃

5 min，30个循环，25肛l体系，PCR扩增产物大小为

125 bp，凝胶电泳，溴化乙锭(EB)染色，应用天能

Gis凝胶成像系统分析，PCR产物量以A／面积表

示，以STAT3产物量／p-actin产物量的比值为最终

结果。实验重复3次。

1．5 STAT3蛋白表达测定：采用蛋白质免疫印迹

法(Western blotting)检测。提取细胞蛋白(按试剂

盒说明书)。BCA蛋白浓度检测试剂盒测定总蛋白

量。每孔加样量为20肛g，将上样缓冲液加入所制备

的样本中，混匀，煮5 rain，离心10 min，等量上样，

于十二烷基硫酸钠(SDS)一PAGE后，用电转移法将

蛋白转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用新配制

的含3％脱脂奶粉的磷酸盐缓冲液(PBS)封闭，加

STAT3鼠单克隆抗体(1：1 ooo)及抗磷酸甘油醛

脱氢酶(GAPDH，1：500)抗体，一抗在新配制的含

3％脱脂奶粉的PBS中稀释，4℃反应过夜。将膜再

用PBS洗涤3次，加HRP标记的二抗(山羊抗兔

IgG)孵育，用化学发光法记录结果。Alpha Imager

2200图像分析系统测定杂交带的A值。

1．6肺泡Ⅱ型上皮细胞SP—C表达测定：采用流式

细胞技术检测。取40肛l细胞悬液加入预先有SP—C

单克隆抗体(10弘1)的离心管，再加50弘l[1：20，用

Dulbecco PBS缓冲液(DPBS)稀释]灭活正常兔血

清，4℃孵育30 min，洗涤液洗2次，离心5 min，弃

上清液，加入50肛1工作浓度的羊抗鼠荧光标记

IgG，充分振摇，4℃孵育30 min，洗涤液洗2次，离

心5 min，加1 ml固定液，Epics—XL型流式细胞仪

(美国Beckman Coulter公司)检测SP—C蛋白表达；

应用Muticycle AV软件进行数据分析，以蛋白荧光

指数(FI)表示SP—C蛋白表达量。

1．7肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡检测：用流式细胞技术

检测。收获细胞用冷的o．Ol mol／L PBS 0．5 ml洗

3次，加入体积分数为75％的冷乙醇固定后(20℃

冰箱保存待测)，离心5 rain，弃上清液，PBS洗2次，

加RN酶100 mg／L孵育20 rain，加碘化丙啶(PI)

染液避光孵育30 min，上流式细胞仪于波长488 nm
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处检测PI荧光强度，资料用Multicycle AV细胞周

期(包括G1、GO／G1、S、G2／M)分析。

1．8统计学处理：用SPSS 13．0统计软件处理分

析，数据以均数±标准差(z±s)表示，采用方差分析

和LSD检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1各组STAT3蛋白DNA结合活性水平(图1)：

与对照组比较，SAP组STAT3活性增强；SAP+

AG490组STAT3活性较SAP组减弱。

图1 EMSA检测各组大鼠STAT3蛋白DNA结合活性

2．2各组STAT3 mRNA表达(图2)：与对照组比

较，SAP组STAT3 mRNA表达增强；与SAP组比

较，SAP+AG490组STAT3 mRNA表达减弱。

图2各组大鼠STAT3 mRNA表达

2．3各组STAT3蛋白表达(图3)：与对照组比较，

SAP组STAT3蛋白表达增强；与SAP组比较，

SAP+AG490组STAT3蛋白表达减弱。

图3各组大鼠STAT3蛋白表达

2．4各组SP—C蛋白表达(表1)：与对照组比较，

SAP组SP—C蛋白表达下降(P<o．01)；与SAP组

比较，SP—C蛋白表达下降(P<o．01)。
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表1各组大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞培养不同时间点

SP—C蛋白表达水平比较(；士s，n一5)

组别
SP—C蛋白表达(FI)

0．5 h 1 h 2 h

注：与对照组比较，6P<O．01；与SAP组比较，8P<0．01

2．5肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡检测(表2)：与对照组

比较，G1期时SAP组肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡增加

(P<O．05)；与SAP组比较，G1期时SAP+AG490

组肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡增加(P<O．05)。

表2各组大鼠肺泡n型上皮细胞不同细胞周期的

凋亡率比较(；士s，卵一5)

组别
不同细胞周期的凋亡率(％)

G1 G0／G1 S GUM

对照组 5．30士0．36 57．50土2．56 26．20士1．32 17．30士1．21

SAP组 11．55士1．108 65．70±2．65 25．40士1．98 8．90±1．01

SAP+AG490组13．92土0．826 66．03士1．35 21．32土1．63 8．104-2．82

注：与对照组比较，8P<0．05；与SAP比较，6P<O．05

3讨论

STAT3是STAT家族的重要成员，广泛表达

于多种类型的细胞和组织中，可以被JAKs激酶活

化1，是通过酪氨酸磷酸化实现的。STAT3也可以被

许多细胞因子活化，如白细胞介素一6(IL一6)、肝细胞

生长因子、粒细胞集落刺激因子(G—CSF)等。

STAT3作为主要的信号通路调控着细胞的增殖、凋

亡、炎症等重要的生理功能和病理过程聃1⋯。Gao

等[1妇在建立的IgG免疫复合物诱导的肺损伤中发

现，STAT3在肺泡巨噬细胞和全肺有IgG免疫复

合物的组织中均有激活，但是有不同的时间框；

STAT3的激活依赖巨噬细胞和中性粒细胞，而且

STAT3在有炎症反应的肺脏中激活是通过IL一6、

IL一10和C5a来实现的。在APALI的初步研究中发

现，STAT3在蛙皮素作用后6 h即被激活，并继而

出现肺损伤表现[1 2|。但是其活化后如何影响急性肺

损伤的炎症过程，均未能得到阐明。我们在实验中用

SAP大鼠血清作用于肺泡Ⅱ型上皮细胞，也发现

STAT3在该细胞中能被激活，而且还表现出与

DNA结合较强的活性，其mRNA和蛋白表达均明

显增强，而且在用AG490预处理的细胞中加入含

SAP大鼠血清的正常肺泡Ⅱ型上皮细胞，STAT3

蛋白活性及mRNA和蛋白表达均被明显抑制。说明
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JAK／STAT3通路参与了SAP肺损伤中肺泡Ⅱ型

上皮细胞的损伤过程。

肺表面活性物质主要由脂质和蛋白质组成，具

有降低肺泡气液界面表面张力，调节气道内液体平

衡等功能，其中SP蛋白发挥着重要的作用。SP主

要分为A、B、C和D 4种。SP—C是由肺泡Ⅱ型上皮

细胞分泌的重要的表面活性蛋白质，在肺组织中只

由肺泡Ⅱ型上皮细胞合成和分泌。SP—C的主要功能

是与磷脂构成肺表面活性物质黏附于肺泡腔表面，

形成气一液交换界面，在呼吸时减少肺表面张力。研

究发现SP—C只存在于肺泡Ⅱ型上皮细胞，是肺泡

Ⅱ型上皮细胞特异的分化标志物，其表达水平能较

好地反映肺泡Ⅱ型上皮细胞的功能[13。14]。本研究中

发现，用SAP大鼠血清作用于肺泡Ⅱ型上皮细胞

2 h后，SP—C水平下降明显，表明在SAP时炎症反

应导致肺泡Ⅱ型上皮细胞的功能受损；而且在用

AG490预处理细胞中加入含SAP大鼠血清的正常

肺泡Ⅱ型上皮细胞中，SP-C水平更是显著下降，这

表明JAK／STAT3通路可能有维持肺泡Ⅱ型上皮

细胞合成和分泌SP—C的功能。但具体的作用和机

制需要更多的研究来证实。

我们在实验中发现，在用AG490预处理细胞中

加入含SAP大鼠血清的正常肺泡Ⅱ型上皮细胞中

其细胞凋亡明显增加。既往研究发现，STAT3通路

的活化在肺成纤维细胞、肺血管内皮细胞有抗凋亡

的作用，它是通过上调抗凋亡基因bcl一2的表达和

下调促凋亡基因bax来对抗凋亡[15’1 6】。因此我们可

以推断，在SAP的肺泡Ⅱ型上皮细胞中，JAK／

STAT3的活化可抑制肺泡Ⅱ型上皮细胞的凋亡。

综上所述，在SAP急性肺损伤的过程中，尽管

损伤作用明显，但同时也启动了自身保护性通路

JAK／STAT3通路，它不仅具有维持肺泡Ⅱ型上皮

细胞合成和分泌SP—C，进而维持肺泡稳定的作用，

同时还起到一定的抗凋亡作用，从而对肺组织起到

保护作用。这也为今后的科研和临床研究SAP急性

肺损伤提供了一条新的思路，但是许多具体的作用

和机制仍未清楚，需要更多的研究证实。
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