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［摘要］　目的：探讨ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）、核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ

κＢ，ＮＦκＢ）和环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）之间的关系，从而研究ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ、ＣＯＸ２在糖尿病肾病中的

作用机制。方法：分别以一定浓度的高葡萄糖（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、高胰岛素（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）、过氧化氢（１００μｍｏｌ／Ｌ）和糖基化终产

物（１００ｍｇ／Ｌ）孵育大鼠肾小球系膜细胞系 ＨＢＺＹ１一定时间；先分别以一定浓度的ｐ３８ＭＡＰＫ特异抑制剂ＳＢ２０３５８０（１０

μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞系 ＨＢＺＹ１，再给予上述４种因素孵育细胞系 ＨＢＺＹ１，观察细胞系 ＨＢＺＹ１ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ和ＣＯＸ２

的表达。结果：高葡萄糖、高胰岛素、过氧化氢和糖基化终产物均可独立激活ｐ３８ＭＡＰＫ，使其磷酸化表达量增加，ＮＦκＢ、

ＣＯＸ２表达也明显增加，与对照组比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；ＳＢ２０３５８０预处理后，ＮＦκＢ、ＣＯＸ２表达显著降低，与相应刺

激组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论：ｐ３８ＭＡＰＫ可通过激活ＮＦκＢ、ＣＯＸ２而诱导ＤＭ时肾脏的损害，ｐ３８ＭＡＰＫ
和ＮＦκＢ、ＣＯＸ２在糖尿病肾病的发生发展过程中可能起重要作用。

［关键词］　ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶类；ＮＦκＢ；环氧化酶２；糖尿病肾病；肾小球系膜细胞

［中图分类号］　Ｒ５８７．２４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０３０２４１０４

Ｒｏｌｅｏｆｐ３８ＭＡＰＫｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｉｎｒａｔｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ

ＷＥＩＱｉａｎｐｉｎｇ１，ＤＥＮＧＨｕａｃｏｎｇ１，ＺＨＡＯＪｉｅ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６，Ｃｈｉｎａ

２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＵｌｔｒａｓｏｎｉｃＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ｐ３８ＭＡＰＫ），ｎｕｃｌｅａｒ

ｆａｃｔｏｒκＢ（ＮＦκＢ）ａｎｄｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２（ＣＯＸ２），ｓｏａｓｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆｐ３８ＭＡＰＫ，ＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅ

ｐｈｒｏｐａｔｈｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＲａｔｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＨＢＺＹ１ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），ｉｎｓｕｌｉｎ
（１００ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｈ２Ｏ２（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ（ＡＧＥｓ）（１００ｍｇ／Ｌ）ｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ

ＳＢ２０３５８０，ａｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐ３８ＭＡＰＫ，ｔｈｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫ，ＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｉｎｔｈｅＨＢＺＹ１ｃｅｌｌｓｗａｓｅｘ

ａｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ｈｉｇｈｉｎｓｕｌｉｎ，Ｈ２Ｏ２ａｎｄＡＧＥｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄｐ３８ＭＡＰＫ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｐ３８ＭＡＰＫｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．

ＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＳＢ２０３５８０ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｔｉｍｕｌａ

ｔｉｎｇｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ｐ３８ＭＡＰＫｍａｙｉｎｄｕｃｅｒｅｎａｌｄａｍａｇｅｄｕｒｉｎｇｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＮＦκＢａｎｄ

ＣＯＸ２，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｐ３８ＭＡＰＫ，ＮＦκＢａｎｄＣＯＸ２ｍａｙｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ；ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ｍｅ

ｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（３）：２４１２４４］

［收稿日期］　２００７０８０９　　　　［接受日期］　２００７１１０８
［基金项目］　国家自然科学基金（３０５７０７４４）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０５７０７４４）．
［作者简介］　魏倩萍，博士，副教授．Ｅｍａｉｌ：ｗｑｐ６８８９４９４０＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３６８７００６１１，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇ＿ｈｕａｃｏｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病（ｄｉａｂｅｔｅｓ，ＤＭ）最常见、最严重的慢性并发症，随
着ＤＭ发病率的逐年提高，ＤＮ已成为导致慢性肾

功能衰竭的主要病因之一。其主要病理变化表现为
肾小球、肾小管肥大，基底膜增厚，肾小球系膜区细
胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）堆积以及肾
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小球硬化。近年来有研究表明 ＮＦκＢ和ＣＯＸ２与
糖尿病肾病有密切关系［１２］。ｐ３８ＭＡＰＫ是细胞信
号传递的交汇点或共同通路［３］，但它在糖尿病肾病
发生中的作用及其与 ＮＦκＢ、ＣＯＸ２的关系仍不十
分清楚。

　　本研究在体外模拟糖尿病状态，探讨糖尿病时
存在的各种应激如高葡萄糖（ＨＧ）、高胰岛素（ＨＩ）、
过氧化氢和糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）对大鼠肾小球系膜细胞系

ＨＢＺＹ１ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ和ＣＯＸ２表达的影响
及三者间的关系，从而明确ｐ３８ＭＡＰＫ与 ＮＦκＢ、

ＣＯＸ２在糖尿病肾病形成中的作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　大鼠肾小球系膜细胞系 ＨＢＺＹ１（中国
典型培养物保藏中心ＣＣＴＣＣ）；新生牛血清及ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液（北京中山生物技术有限公司）；蛋
白质相对分子质量标记物（ＢｉｏＲａｄ公司）；磷酸化

ｐ３８ＭＡＰＫ兔多抗（（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＣＯＸ２兔多抗
和ＮＦκＢ兔多抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；第二抗体
为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ（北京中山生
物技 术 有 限 公 司）；ｐ３８ＭＡＰＫ 特 异 抑 制 剂

ＳＢ２０３５８０（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。

１．２　大鼠肾小球系膜细胞系 ＨＢＺＹ１的培养　细
胞系 ＨＢＺＹ１培养于含２００ｍｌ／Ｌ灭活新生牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，培养条件为３７℃，饱和湿
度体积分数５％ ＣＯ２，每２～３ｄ用０．２ｇ／Ｌ乙二胺
四乙酸（ＥＤＴＡ）消化传代，待细胞系 ＨＢＺＹ１长至
培养瓶底４０％后分为９组，以无血清培养液饥饿２４
ｈ，然后按实验分组加入刺激（及干预）因素。

１．３　体外制备ＡＧＥｓ　参考文献［４］，按牛血清白蛋
白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）５０ｇ／Ｌ，与葡萄糖

９０ｇ／Ｌ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ 及０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ７．４）混匀后过滤除菌，在体外于３７℃恒温培养
箱孵育６０ｄ，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）中透析４８ｈ，
制备结束后ＡＧＥｓ用考马斯亮蓝法测定蛋白含量，
并测定其荧光强度，分装后于－７０℃冰箱避光保存
备用。

１．４　实验分组　分别以一定浓度 ＨＧ、ＨＩ、Ｈ２Ｏ２和

ＡＧＥｓ刺激 细 胞系 ＨＢＺＹ１ 一定时间；先给予

ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂ＳＢ２０３５８０１０μｍｏｌ／Ｌ预
处理３０ｍｉｎ，再分别以上述４种刺激因素（浓度、时
间同前）孵育细胞系 ＨＢＺＹ１，同时设对照组。详细
分组情况如下：（１）对照组：用等体积０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ（ｐＨ７．４）孵育细胞系 ＨＢＺＹ１；（２）ＨＧ组：用

２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激 ＨＢＺＹ１细胞７２ｈ；（３）ＨＩ
组：用１００ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素刺激 ＨＢＺＹ１细胞２４ｈ；
（４）Ｈ２Ｏ２组：用１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２刺激 ＨＢＺＹ１细
胞１ｈ；（５）ＡＧＥｓ组：用 １００ ｍｇ／Ｌ ＡＧＥｓ刺激

ＨＢＺＹ１细胞６ｈ；（６）ＳＢ＋ＨＧ组：依次以１０μｍｏｌ／

ＬＳＢ２０３５８０和２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖分别刺激ＨＢＺＹ
１细胞３０ｍｉｎ和７２ｈ；（７）ＳＢ＋ＨＩ组：依次以１０

μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０和１００ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素分别刺激

ＨＢＺＹ１细胞３０ｍｉｎ和２４ｈ；（８）ＳＢ＋ Ｈ２Ｏ２组：
依次以１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０和１００ｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２分
别刺激 ＨＢＺＹ１细胞３０ｍｉｎ和１ｈ；（９）ＳＢ＋ＡＧＥｓ
组：依 次 以 １０μｍｏｌ／Ｌ ＳＢ２０３５８０ 和 １００ ｍｇ／Ｌ
ＡＧＥｓ分别刺激 ＨＢＺＹ１细胞３０ｍｉｎ和６ｈ。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ和

ＣＯＸ２蛋白表达　培养的细胞系 ＨＢＺＹ１经４℃胞
质蛋白提取液裂解，提取物在冰上孵育２ｈ，然后

１２０００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，沉淀加入４℃预冷核蛋
白提取液，震荡混匀，冰浴１ｈ，１２０００×ｇ４℃离心

３０ｍｉｎ，取上清为核蛋白，胞质蛋白和核蛋白浓度经
考马斯亮蓝法定量。磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达量
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测，核蛋白和胞质蛋白中分
别加入等体积２×上样缓冲液煮沸５ｍｉｎ。进行１０
ｍｏｌ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ，蛋白转至ＰＶＤＦ膜后用５ｇ／Ｌ
ＢＳＡ室温下封闭２ｈ，分别用１２０００抗磷酸化

ｐ３８ＭＡＰＫ兔多抗，１２００ＣＯＸ２兔多抗和１

５００ＮＦκＢ兔多抗４℃孵育过夜，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ充分洗涤，再分别用辣根过氧化物酶标记的羊
抗兔ＩｇＧ１５０００，３７℃孵育１ｈ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ充分洗涤，ＤＡＢ显色试剂盒显色。结果经图像
分析系统对目的条带进行扫描和密度分析。

１．６　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，多组间
计量资料比较采用ＳＡＳ８．０统计分析软件包进行Ｆ
分析，再作两两比较ｔ检验，Ｐ＜０．０５即认为有统计
学差异。

２　结　果

２．１　细胞系 ＨＢＺＹ１磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表
达　从图１可见，分别以 ＨＧ、ＨＩ、Ｈ２Ｏ２和ＡＧＥｓ刺
激细胞系 ＨＢＺＹ１，其磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达
量明显增加（分别为１．５５９４±０．０６０９、１．４７１５±
０．０４６９、１．４７００±０．０５０３、１．３５８２±０．０４７３），与
对照组（０．２９６９±０．０１３９）比较有显著性差异（Ｐ＜
０．０１，图１）。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各组细胞系ＨＢＺＹ１
磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和βａｃｔｉｎ蛋白表达

Ｆｉｇ１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫａｎｄβａｃｔｉｎｉｎＨＢＺＹ１ｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＨＧ；３：ＨＩ；４：Ｈ２Ｏ２；５：ＡＧＥｓ．Ａ：Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ；

Ｂ：βａｃｔｉｎ

２．２　细胞系 ＨＢＺＹ１ＮＦκＢ蛋白表达　从图２可
见，分别以 ＨＧ、ＨＩ、Ｈ２Ｏ２和 ＡＧＥｓ刺激细胞系

ＨＢＺＹ１，其 ＮＦκＢ蛋白表达量明显增加（分别为

１．４６０４±０．０５８４、１．３９０８±０．０４９２、１．３９０４±
０．０４９０、１．２６１５±０．０４２７），与对照组（０．２１７６±
０．０１０８）比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。当予以

ＳＢ２０３５８０预处理后，再分别以上述４种刺激因素孵
育细胞系 ＨＢＺＹ１，可见其 ＮＦκＢ蛋白表达量分别
较相应未经ＳＢ２０３５８０预处理组显著降低（分别为

０．２８２１±０．０１１４、０．３０６６±０．００８７、０．３４３０±
０．０１２９、０．３１２９±０．０１１７），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），但与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，图２）。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各组细胞系

ＨＢＺＹ１ＮＦκＢ蛋白和βａｃｔｉｎ蛋白表达

Ｆｉｇ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＮＦκＢａｎｄβａｃｔｉｎｉｎＨＢＺＹ１ｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＨＧ；３：ＨＩ；４：Ｈ２Ｏ２；５：ＡＧＥｓ；６：ＳＢ２０３５８０＋ＨＧ；７：

ＳＢ２０３５８０＋ＨＩ；８：ＳＢ２０３５８０＋Ｈ２Ｏ２；９：ＳＢ２０３５８０＋ＡＧＥｓ．Ａ：ＮＦ

κＢ；Ｂ：βａｃｔｉｎ

２．３　细胞系 ＨＢＺＹ１ＣＯＸ２蛋白表达　从图３可
见，分别以 ＨＧ、ＨＩ、Ｈ２Ｏ２和 ＡＧＥｓ刺激细胞系

ＨＢＺＹ１，其ＣＯＸ２蛋白表达量明显增加（分别为

１．５６２５±０．０７７７、１．３６９３±０．０３７７、１．５２６３±
０．０５５４、１．６３１９±０．０６４３），与对照组（０．２７１３±
０．０１３０）比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。当给予

ＳＢ２０３５８０预处理后，再分别以上述４种刺激因素孵
育细胞系 ＨＢＺＹ１，可见其ＣＯＸ２蛋白表达量分别
较相应未经ＳＢ２０３５８０预处理组显著降低（分别为

０．３３１０±０．００９７、０．３６２８±０．０１４９、０．３４０９±
０．０１８８、０．３１１５±０．０１５４），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），但与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，图３）。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各组细胞系

ＨＢＺＹ１ＣＯＸ２蛋白和βａｃｔｉｎ蛋白表达

Ｆｉｇ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２ａｎｄβａｃｔｉｎｉｎＨＢＺＹ１ｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＨＧ；３：ＨＩ；４：Ｈ２Ｏ２；５：ＡＧＥｓ；６：ＳＢ２０３５８０＋ＨＧ；７：

ＳＢ２０３５８０＋ＨＩ；８：ＳＢ２０３５８０＋Ｈ２Ｏ２；９：ＳＢ２０３５８０＋ＡＧＥｓ．Ａ：ＣＯＸ

２；Ｂ：βａｃｔｉｎ

３　讨　论

　　本研究结果显示 ＨＧ、ＨＩ、Ｈ２Ｏ２和 ＡＧＥｓ均可

单独诱导细胞系 ＨＢＺＹ１，使其ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化

表达增加，ＮＦκＢ和ＣＯＸ２蛋白表达也显著增加；

结合文献［５８］和实验结果，我们认为其机制有以下几

点。

３．１　４种刺激因素诱导细胞系 ＨＢＺＹ１ｐ３８ＭＡＰＫ
磷酸化表达增加　（１）高糖通过高渗透压直接激活

ｐ３８ＭＡＰＫ；（２）高糖通过诱导细胞系 ＨＢＺＹ１产生

活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），而 ＲＯＳ
可激活ｐ３８ＭＡＰＫ；（３）Ｈ２Ｏ２可诱导ｐ３８ＭＡＰＫ激

活；（４）ＡＧＥｓ直接产生ＲＯＳ，或通过细胞系 ＨＢＺＹ

１ＡＧＥｓ受体产生ＲＯＳ，从而诱导ｐ３８ＭＡＰＫ激活；

（５）高胰岛素血症可引起血糖增高，而高血糖可导致

细胞系 ＨＢＺＹ１ｐ３８ＭＡＰＫ激活。

３．２　４种刺激因素诱导细胞系 ＨＢＺＹ１ＮＦκＢ活

性增高
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３．２．１　直接引起细胞系 ＨＢＺＹ１ＮＦκＢ活性增高

　（１）高糖状态下通过细胞系 ＨＢＺＹ１线粒体内的

糖氧化、脂肪氧化、体内糖基化蛋白质氧化以及细胞

质内醛糖还原反应等产生大量 ＲＯＳ，此外也可使

ＰＧｓ合成增多，从而产生大量的ＲＯＳ，ＲＯＳ可直接

激活ＮＦκＢ，使下游靶基因转录活性增强，进而产生

更多的炎症性细胞因子，进一步增加ＲＯＳ的生成，

二者构成级联反应，形成恶性循环，导致 ＮＦκＢ活

性持续增高；（２）高糖本身可直接激活ＮＦκＢ；（３）高

糖可使蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）活性增高，通过ＰＫＣ途径

诱导 ＮＦκＢ 的 活化；（４）ＡＧＥｓ 和 ＡＧＥｓ受 体

（ＲＡＧＥ）相互作用使ＩκＢ磷酸化而导致 ＮＦκＢ的

激活；ＮＦκＢ的激活作为一种正反馈，又进一步促

进了ＡＧＥｓ与细胞系 ＨＢＺＹ１的结合，导致 ＮＦκＢ
的持续活化；（５）Ｈ２Ｏ２诱导细胞系 ＨＢＺＹ１氧化应

激，导致ＲＯＳ大量生成，从而诱导 ＮＦκＢ的激活；

（６）高胰岛素可使细胞系 ＨＢＺＹ１对胰岛素的敏感

性降低，引起血糖增高，从而导致ＮＦκＢ的激活。

３．２．２　通过激活ｐ３８ＭＡＰＫ而间接激活 ＮＦκＢ　
有关ｐ３８ＭＡＰＫ与 ＮＦκＢ二者之间的相互关系目

前仍不十分清楚，但国外研究显示，ｐ３８ＭＡＰＫ 和

ＪＮＫ的激活与转录因子ＮＦκＢ和ＡＰ１活性增高相

关联［５９］；ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的激活能促进ＩκＢα
双磷酸化和降解，从而直接激活 ＮＦκＢ通路，提示

ｐ３８ＭＡＰＫ可能通过激活 ＮＦκＢ而诱导 ＤＭ 时肾

脏的损害。

３．３　３种刺激因素引起细胞系 ＨＢＺＹ１ＣＯＸ２蛋

白表达增高　（１）激活 ＭＡＰＫｓ信号通路，活化

ＣＯＸ２基因转录，诱导ＣＯＸ２高表达；（２）通过激活

ＰＫＣ信号通路，使ＣＯＸ２表达上调；（３）通过ＰＫＣ

ＮＦκＢ途径刺激细胞系 ＨＢＺＹ１上调ＣＯＸ２表达。

　　本研究结果还显示，ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂

ＳＢ２０３５８０，可显著抑制ＮＦκＢ和ＣＯＸ２蛋白表达，

提示 ＣＯＸ２和 ＮＦκＢ 表达受 ｐ３８ＭＡＰＫ 调控，

ｐ３８ＭＡＰＫ是 ＣＯＸ２和 ＮＦκＢ的上游激酶之一，

ｐ３８ＭＡＰＫ、ＣＯＸ２和ＮＦκＢ的异常活化在糖尿病

肾病的发生发展过程中可能起重要作用。
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