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２型糖尿病大血管病变患者血清诱导的人脐静脉内皮细胞中犑犃犓２／

犛犜犃犜３信号通路的表达

李凤萍，杨孟雪，李显文，杨　波，李思成，李　健，安小娟

遵义医学院附属医院内分泌科，遵义５６３００３

　　［摘要］　目的　探讨Ｊａｎｕｓ蛋白酪氨酸激酶２／信号转导子和转录激活子３（ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３）信号通路在２型糖尿病大血

管病变发病机制中的作用。方法　取健康志愿者、单纯２型糖尿病患者和２型糖尿病大血管病变患者的血清孵育人脐静脉

内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）２４ｈ，通过给予ＪＡＫ２特异性抑制剂ＡＧ４９０阻断ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路，并将细胞按不同处理方式分为

对照组（ＮＣ组）、单纯糖尿病组（ＤＭ组）、糖尿病大血管病变组（ＤＶ组）、单纯糖尿病＋ＡＧ４９０组（ＤＭ＋ＡＧ４９０组）及糖尿病大

血管病变＋ＡＧ４９０组（ＤＶ＋ＡＧ４９０组），各３０例。采用实时定量ＰＣＲ技术检测各组细胞犑犃犓２、犛犜犃犜３、血管内皮生长因子

（犞犈犌犉）和血管内皮生长因子受体（犉犔犜１）ｍＲＮＡ表达水平，蛋白质印迹法检测ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３和磷酸化ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）

蛋白表达量。结果　与ＮＣ组比较，ＤＭ组和ＤＶ组ＨＵＶＥＣ细胞内犑犃犓２、犛犜犃犜３ｍＲＮＡ和ＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３的蛋白表达水

平均上调（犘＜０．０５），且ＤＶ组犑犃犓２、犛犜犃犜３ｍＲＮＡ和ＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达水平均高于ＤＭ组（犘＜０．０５）。ＤＭ＋

ＡＧ４９０组和ＤＶ＋ＡＧ４９０组的犑犃犓２、犛犜犃犜３ｍＲＮＡ和ＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达水平分别低于ＤＭ组、ＤＶ组（犘＜０．０５）。

与ＮＣ组和ＤＭ组比较，ＤＶ组犞犈犌犉和犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达水平上调（犘＜０．０５）；而与ＤＶ组比较，ＤＶ＋ＡＧ４９０组犞犈犌犉和

犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达水平均下调（犘＜０．０５）。结论　ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路可能参与２型糖尿病大血管病变的发病过程。
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第４期．李凤萍，等．２型糖尿病大血管病变患者血清诱导的人脐静脉内皮细胞中ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的表达
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞犈犌犉ａｎｄ犉犔犜１ｍＲＮＡｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎＤＶ＋ＡＧ４９０ｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｍａｃｒｏａｎｇｉｏｐａｔｈｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｄｉａｂｅｔｉｃａｎｇｉｏｐａｔｈｉｅｓ；ａｒｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（４）：４５２４５７］

　　糖尿病已经成为继肿瘤、心血管疾病之后的第

三大严重威胁人类健康的慢性疾病，糖尿病合并血

管病变出现心肌梗死、脑卒中和下肢动脉硬化等是

糖尿病患者致死、致残的主要原因之一。动脉粥样

硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）作为糖尿病大血管病变的

基本病变，是多种因素共同诱导的慢性炎性疾病，血

管内皮功能异常及促进ＡＳ发生和发展的确切机制

一直是研究热点；损伤的内皮细胞可分泌多种炎症

因子，促炎症反应发生，引发或加重ＡＳ的发生和恶

化［１］。Ｊａｎｕｓ蛋白酪氨酸激酶２／信号转导子和转录

激活子３（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄ

ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３）信号通

路是一条多种细胞因子共同的信号转导途径，参与

机体多种组织器官的细胞增殖、纤维化、免疫功能改

变等过程［２４］，其通过启动一系列炎性介质基因转录

及蛋白表达的变化，形成炎症反应瀑布效应，被认为

是机体炎症反应启动的“总开关”。本研究应用

ＪＡＫ２特异性抑制剂ＡＧ４９０（４０μｍｏｌ／Ｌ）阻断人脐

静脉内皮细胞株（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）中ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路，观察细

胞ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、磷酸化ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）的表

达变化，旨在探讨ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路在糖尿

病大血管病变中的作用，为进一步探讨糖尿病ＡＳ

的形成机制提供线索。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择２０１４年１１月至２０１５年６月

我院门诊的健康志愿者（ＮＣ组）３０例，所有人员身

体健康状况良好，并排除糖尿病、高血压、冠心病及

肾病等内分泌代谢性疾病病史，均无糖尿病家族史。

同期收集我院内分泌科住院的２型糖尿病患者共

６０例，其中无糖尿病大血管并发症者（ＤＭ 组）３０

例，有糖尿病大血管并发症者（ＤＶ组）３０例；均符合

１９９９年ＷＨＯ糖尿病诊断与分型标准，所有患者排

除：（１）１型及继发性糖尿病；（２）糖尿病微血管病

变，如糖尿病视网膜病变、糖尿病慢性肾脏疾病；（３）

急性感染性疾病；（４）心、肝、肾功能不良；（５）近３个

月发生糖尿病急性并发症及感染；（６）妊娠、哺乳；

（７）其他结缔组织病和自身免疫性疾病；（８）肿瘤、哮

喘；（９）使用糖皮质激素、非类固醇类等对研究有影

响的药物。大血管病变诊断至少符合以下任１条标

准：经动脉多普勒检查发现颈动脉及或双下肢动脉

血管壁动脉硬化斑块、血栓形成或动脉广泛不规则

狭窄者；曾有心绞痛或心肌梗死病史；经动态心电

图、超声心动图或经冠脉造影诊断为冠心病者；有脑

血管意外病史，脑部ＣＴ或 ＭＲＩ扫描有缺血病灶

者；下肢缺血性病变临床表现（间歇性跛行、缺血性

疼痛）者。各组研究对象组间年龄、性别构成、体质量

指数等比较差异无统计学意义。本研究获得患者本

人知情同意及遵义医学院附属医院伦理委员会批准。

１．２　血清的制备及灭活　采集研究对象晨起空腹

静脉血６ｍＬ。并室温静置３０ｍｉｎ后，血液不抗凝，

１６１０×犵低温离心１５ｍｉｎ；取上层血清用０．２２μｍ

微孔滤膜过滤除菌，置－８０℃冰箱保存备用。

１．３　细胞与试剂　ＨＵＶＥＣ购自中南大学高等研

究中心细胞室，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司；胎 牛 血 清 购 自 Ｇｉｂｃｏ 公 司；ＡＧ４９０ 购 自

Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ公司；兔抗人ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３

多克隆抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ＥＣＬ试剂盒购

自碧云天生物技术研究所；ＴＲＩｚｏｌ、实时定量ＰＣＲ

试剂盒购自宝生物 （大连）有限公司；ＪＡＫ２、

ＳＴＡＴ３、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及其受体１

（ＦＬＴ１）引物购自上海捷瑞生物工程有限公司；

ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３二抗购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。

１．４　细胞培养及细胞分组处理　ＨＵＶＥＣ用含体

积分数１０％胎牛血清＋１００Ｕ／ｍＬ双抗（青霉素＋

链霉素）的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２孵箱

中培养；以０．２５％胰酶消化并传代，取对数生长期

细胞进行实验。将细胞悬液以５×１０５／ｍＬ的密度

接种于６孔板内，取各组研究对象血清（体积分数为

１０％）孵育细胞２４ｈ，分组如下：ＮＣ组、ＤＭ组、ＤＶ

组、ＤＭ＋ＡＧ４９０ 组、ＤＶ＋ＡＧ４９０ 组。ＤＭ＋

ＡＧ４９０组与ＤＶ＋ＡＧ４９０组同时加入４０μｍｏｌ／Ｌ

ＡＧ４９０进行孵育。孵育结束后收集各组细胞的

·３５４·
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ＲＮＡ和蛋白用于后续检测。

１．５　实时定量ＰＣＲ检测犑犃犓２、犛犜犃犜３、犞犈犌犉和

犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达　收集各组细胞，ＴＲＩｚｏｌ法提

取细胞总ＲＮＡ后采用实时定量ＰＣＲ扩增目的基

因。ＰＣＲ引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

β犪犮狋犻狀（１９８ｂｐ）引物序列：上游５′ＧＴＴＧＣＧＴＴ

ＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧＡＣ３′，下游５′ＣＴＣＧＧＣ

ＣＡＣＡＴＴＧＴＧＡＡＣＴＴＴＧ３′；犑犃犓２（１４１ｂｐ）引

物序列：上游５′ＡＴＧＴＣＴＴＡＣＣＴＣＴＴＴＧＣＴＣ

ＡＧＴＧＧＣ３′，下游５′ＧＧＴＴＴＧＡＴＣＧＴＴＴＴＣ

ＴＴＴＧＧＣＴＡＴ３′；犛犜犃犜３（１８１ｂｐ）引物序列：上

游５′ＧＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＣ３′，下

游５′ＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣＡＣＴ３′；

犞犈犌犉（１１８ｂｐ）引物序列：上游５′ＣＣＴＣＡＴＣＣＴ

ＣＴＴＣＣＴＧＣＴ３′，下游５′ＡＣＣＡＣＴＣＡＣＡＣＡ

ＣＡＣＡＣＡＡＣ３′；犉犔犜１（１１３ｂｐ）引物序列：上游

５′ＡＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＣＣＡＴＴＴＴＧ３′，下游５′

ＡＣＴＴＡＴＴＣＧＴＧＴＣＣＡＴＣＴＴＴＧ３′。反应条

件：预变性９５℃，１５ｓ；变性９５℃、１５ｓ，退火６０℃、６０

ｓ，进行３９个循环；延伸７２℃，４５ｓ。反应结束后做

熔解曲线，验证产物特异性。结果分析采用２－ΔΔＣｔ

法，所有样本以β犪犮狋犻狀作为内参校正，将对照组各

基因相对表达量设为１，实验组的结果均以与对照

组的比值表示。

１．６　蛋白质印迹法检测ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３

的蛋白表达　提取细胞总蛋白，ＢＣＡ蛋白测定盒测

定蛋白浓度，变性后取各蛋白样品行ＳＤＳＰＡＧＥ分

离，上样量为３０μｇ；电转至ＰＶＤＦ膜，加入一抗４℃

振荡过夜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗后３７℃

振荡１ｈ，ＥＣＬ发光试剂盒感光、显影、定影。凝胶

图像处理系统分析条带灰度值，以ＪＡＫ２／βａｃｔｉｎ比

值和ｐＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３比值分别表示ＪＡＫ２、ｐ

ＳＴＡＴ３的蛋白相对表达水平。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件分析

实验结果，数据以珔狓±狊表示，组间比较采用单因素

方差（ＡＮＯＶＡ）分析，两两比较采用ＳＮＫｑ检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　血清来源患者一般资料　ＤＭ组、ＤＶ组患者

的病程、空腹血糖、糖化血红蛋白均高于ＮＣ组（犘＜

０．０５）；ＤＶ组患者的病程、收缩压、总胆固醇、低密

度脂蛋白胆固醇均高于 ＤＭ 组和 ＮＣ组（犘＜

０．０５）；而三酰甘油水平低于ＤＭ 组（犘＜０．０５）。

ＤＭ组、ＤＶ组患者年龄、舒张压、高密度脂蛋白胆固

醇、丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、谷氨酰转肽酶、

尿素氮、血肌酐和血尿酸与ＮＣ组相比，差异无统计

学意义（犘＞０．０５，表１）。

表１　各组患者临床特征的比较

犜犪犫１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

狀＝３０，珔狓±狊

Ｉｎｄｅｘ ＮＣｇｒｏｕｐ ＤＭｇｒｏｕｐ ＤＶｇｒｏｕｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ５９．７０±１０．７ ５８．５０±７．７０ ６３．９０±７．１０

Ｄｕｒａｔｉｏｎ（ｙｅａｒ） ０ ５．１７±２．０４ ８．２５±１．２５△

Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ（％） ６．２３±０．７０ １０．００±２．３８ ９．３０±１．２６

Ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５．２７±０．６３ ８．５１±２．７０ ９．８５±５．１２

Ｓｙｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ狆／ｍｍＨｇ １２３．１０±１９．３ １２０．７０±１２．２０ １３４．６０±１１．６０△

Ｄｉａｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ狆／ｍｍＨｇ ７９．３±９．１５ ７７．７±９．０１ ７５．７±９．９７

Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２．４１±１．５９ ３．８６±３．７９ １．２４±０．４５△

Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４．９１±１．０１ ５．３５±２．２９ ３．０６±０．８９△

Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３．０３±０．６３ ３．１９±１．１７ １．７７±０．７３△

Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １．１８±０．４５ １．０１±０．３３ ０．９８±０．１７

Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ２２．９±８．１８ ２２．３±８．９１ ２５．４０±１２．８０

Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｔｉｄａｓｅ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） １８．８±６．４０ ２０．４±８．９２ ２５．９０±１５．６０

Ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ２４．６２±１６．９ ２４．４０±９．０６ ２１．４０±８．３７

Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４．９６±１．２８ ４．６０±０．９０ ６．４３±３．２０

Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） ７６．２７±３７．００ ７１．８０±１０．６０ ７１．７０±１３．３０

Ｓｅｒｕｍｕｒｉｃａｃｉｄ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３１５．００±１２０．００ ３０８．００±７８．００ ３２４．００±６８．３０

　　１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｗｉｔｈｏｕｔｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；ＤＶ：Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ

ｍｅｌｌｉｔｕｓｗｉｔｈｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．犘＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

·４５４·
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第４期．李凤萍，等．２型糖尿病大血管病变患者血清诱导的人脐静脉内皮细胞中ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的表达

２．２　各组ＨＵＶＥＣ细胞中犑犃犓２、犛犜犃犜３、犞犈犌犉

和犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达水平　与ＮＣ组比较，ＤＭ

组和 ＤＶ 组 ＨＵＶＥＣ细胞内犑犃犓２、犛犜犃犜３的

ｍＲＮＡ水平上调（犘＜０．０５），且ＤＶ组高于ＤＭ组

（犘＜０．０５）。ＤＭ＋ＡＧ４９０组和ＤＶ＋ＡＧ４９０组

犑犃犓２、犛犜犃犜３的 ｍＲＮＡ表达水平分别低于ＤＭ

组、ＤＶ组（犘＜０．０５）。与ＮＣ组和ＤＭ组相比，ＤＶ

组犞犈犌犉 和犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达水平上调（犘＜

０．０５）；而与ＤＶ组相比，ＤＶ＋ＡＧ４９０组犞犈犌犉 和

犉犔犜１ｍＲＮＡ的表达水平下调（图１，犘＜０．０５）。

图１　各组犎犝犞犈犆细胞中犑犃犓２、犛犜犃犜３、犞犈犌犉和犉犔犜１犿犚犖犃表达水平

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犑犃犓２，犛犜犃犜３，犞犈犌犉犪狀犱犉犔犜１犿犚犖犃犻狀犺狌犿犪狀狌犿犫犻犾犻犮犪犾狏犲犻狀犲狀犱狅狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊（犎犝犞犈犆）狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＪＡＫ２：Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２；ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＦＬＴ１：Ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ１；ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｗｉｔｈｏｕｔｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；ＤＶ：Ｔｙｐｅ２

ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｗｉｔｈｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；ＡＧ４９０：Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．犘＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ；▲犘＜

０．０５ｖｓＤＶｇｒｏｕｐ．狀＝３０，珔狓±狊

２．３　各组ＨＵＶＥＣ中ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３和ｐＳＴＡＴ３

的蛋白表达水平　与ＮＣ组比较，ＤＭ组和ＤＶ组

ＨＵＶＥＣ细胞内ＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３的蛋白表达水平

上调（犘＜０．０５），且ＤＶ组高于ＤＭ组（犘＜０．０５）。

同时，ＤＭ＋ＡＧ４９０组和ＤＶ＋ＡＧ４９０组ＪＡＫ２、ｐ

ＳＴＡＴ３的蛋白表达水平分别低于ＤＭ组、ＤＶ组，

且ＤＭ＋ＡＧ４９０组ｐＳＴＡＴ３蛋白水平低于ＤＶ＋

ＡＧ４９０组（犘＜０．０５，图２）。

图２　各组犎犝犞犈犆细胞中犑犃犓２、犛犜犃犜３和磷酸化犛犜犃犜３蛋白的表达水平

犉犻犵２　犘狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾狅犳犑犃犓２，犛犜犃犜３犪狀犱狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀犛犜犃犜３犻狀犺狌犿犪狀狌犿犫犻犾犻犮犪犾狏犲犻狀犲狀犱狅狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊（犎犝犞犈犆）狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆
犘＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５ｖｓＤＶｇｒｏｕｐ；犘＜０．０５ｖｓＤＭ＋ＡＧ４９０ｇｒｏｕｐ．狀＝３０，珔狓±狊
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３　讨　论

糖尿病大血管病变是糖尿病患者严重的并发症

之一，影响着患者的生存和生活质量。ＡＳ是糖尿病

大血管病变的基本病变，２００１年美国心脏病学会提

出糖尿病动脉硬化（ｄｉａｂｅｔｉｃａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＤＡＳ）

的５个病因，即代谢因素、高糖氧化、内皮功能紊乱、

炎症和血栓前状态［５］。大量临床及实验室研究结果

表明，糖尿病患者大血管病变危险性增高的主要原

因与血管内皮细胞功能受损有关［６７］，且内皮细胞损

伤所致的炎症是ＡＳ发生的重要始发因素
［８９］，但触

发和维持炎症反应的因素至今尚未完全阐明。

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ途径是肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，

ＩＬ６）等介导炎症反应共有的细胞内信号通路
［３］，能

介导多种细胞因子和生长因子的细胞内信号转导并

转录相应的靶基因，从而发挥其生物学效应。

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路激活后，ＳＴＡＴ３发生磷酸化并

形成同源或异源二聚体，转位至细胞核，与ＤＮＡ上

的特定调节序列结合，诱导相应基因的表达［１０］。

ＪＡＫ２特异性抑制剂ＡＧ４９０能够特异性抑制ＪＡＫ２

的酪氨酸磷酸化［１１］，有效地阻断其下游ＳＴＡＴ３的

活化，从而阻断该信号通路的传递。

近年来研究发现，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路参与糖

尿病微血管病变过程。高糖环境可使肾小球系膜细

胞活性氧簇产生增加，导致纤连蛋白和胶原、转化生

长因子β表达增多，进而激活ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通

路，引起肾小球系膜细胞增殖、细胞外基质积聚，参

与糖尿病肾病的调控，与肾病中的系膜细胞、肾小球

血管内皮细胞、足突细胞、肾小管上皮细胞等的病理

变化密切相关［１２１３］。ＡＳ的发展与血管内皮细胞、单

核细胞、平滑肌细胞等的异常和损伤密切相关。本

课题组前期研究发现，２型糖尿病患者体内存在单

核细胞功能紊乱，从而导致了２型糖尿病及其并发

症的发生和发展，其作用机制可能与ＳＴＡＴ５信号

通路的激活有关，激活的ｐＳＴＡＴ５信号通路参与并

放大了ＡＳ炎症免疫反应，这也可能是糖尿病患者

易患冠心病等ＡＳ疾病的重要原因之一
［１４］。此外，

在ＡＳ发生、发展等各个过程中，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信

号通路是血管平滑肌细胞增殖过程从膜到核的信号

通路之一［１５１７］。但在糖尿病大血管病变过程中，

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路在血管内皮细胞中是否被激活

以及是否参与了ＡＳ的过程目前少有报道。

本研究发现，ＤＭ组和ＤＶ组ＨＵＶＥＣ细胞中

犑犃犓２ｍＲＮＡ、犛犜犃犜３ｍＲＮＡ 和ＪＡＫ２蛋白、ｐ

ＳＴＡＴ３蛋白表达较ＮＣ组增加，且ＤＶ组高于ＤＭ

组，表明ＤＭ和ＤＶ组ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路被激

活。此外，研究发现犞犈犌犉 表达与ＪＡＫ／ＳＴＡＴ途

径的激活有关，ＳＴＡＴ３是犞犈犌犉 基因直接的转录

激活子［１８１９］。ＶＥＧＦ是一种特异作用于血管内皮细

胞的细胞因子，具有增加微血管通透性，促进血管内

皮细胞增殖等作用。本实验中与ＡＳ相关的犞犈犌犉

和犉犔犜１基因表达比对照组明显增高，且与ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３水平变化相一致。为进一步证明ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３信号通路活化参与ＡＳ血管内皮病变，本实

验使用ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路阻断剂ＡＧ４９０阻断

ＪＡＫ２磷酸化及下游ＳＴＡＴ３的活化。ＡＧ４９０干预

后，犑犃犓２、犛犜犃犜３的 ｍＲＮＡ和蛋白水平明显下

调，且犞犈犌犉 和犉犔犜１的ｍＲＮＡ表达水平也明显

下调。此外，本研究发现ＤＭ组与ＤＶ组的空腹血

糖、糖化血红蛋白均高于ＮＣ组，由此可推断ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３信号通路参与糖尿病大血管病变的发病机

制可能与其参加糖尿病微血管病变相同，皆由高糖

诱导细胞因子表达，进而激活ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号

通路表达炎性因子，引起细胞损伤，从而参与血管病

变发生。Ｍａｎｅａ等
［２０］研究也表明高糖能够激活血

管内皮ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路介导内皮素１的合成，导

致内皮细胞功能障碍。

［参 考 文 献］

［１］　ＢｅｓｓｕｅｉｌｌｅＬ，ＭａｇｎｅＤ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ：ａｃｕｌｐｒｉｔｆｏｒ

ｖａｓｃｕｌａｒｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓａｎｄｄｉａｂｅｔｅｓ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１５，７２：２４７５２４８９．

［２］　ＳｅａｖｅｙＭＭ，ＤｏｂｒｚａｎｓｋｉＰ．ＴｈｅｍａｎｙｆａｃｅｓｏｆＪａｎｕｓ

ｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，８３：１１３６

１１４５．

［３］　Ｏ’ＳｈｅａＪＪ，ＰｌｅｎｇｅＲ．ＪＡＫａｎｄＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅｍｅｄｉａｔｅｄ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２０１２，３６：５４２５５０．

［４］　ＭａｔｓｕｉＦ，ＭｅｌｄｒｕｍＫＫ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅＪａｎｕｓｋｉｎａｓｅ

ｆａｍｉｌｙ／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｆｉｂｒｏｔｉｃｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇ

Ｒｅｓ，２０１２，１７８：３３９３４５．

·６５４·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第４期．李凤萍，等．２型糖尿病大血管病变患者血清诱导的人脐静脉内皮细胞中ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的表达

［５］　ＧｒｕｎｄｙＳ Ｍ，ＨｏｗａｒｄＢ，ＳｍｉｔｈＳＪｒ，ＥｃｋｅｌＲ，

ＲｅｄｂｅｒｇＲ，ＢｏｎｏｗＲＯ．ＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅⅥ：

ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ｅｘｅｃｕｔｉｖｅ

ｓｕｍｍａｒｙ：ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｏｃｅｄｉｎｇ ｆｏｒ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ

ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌｓｆｒｏｍ ａｓｐｅｃｉａｌｗｒｉｔｉｎｇｇｒｏｕｐｏｆｔｈｅ

ＡｍｅｒｉｃａｎＨｅａｒｔＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００２，

１０５：２２３１２２３９．

［６］　ＬｉａｏＹＦ，ＦｅｎｇＹ，ＣｈｅｎＬＬ，ＺｅｎｇＴＳ，ＹｕＦ，ＨｕＬ

Ｊ．Ｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅｒｉｓｋｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ

ａｎｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ［Ｊ］．ＪＤｉａｂｅｔｅｓ

Ｃｏｍｐｌｉｃａｔ，２０１４，２８：２１４２１８．

［７］　ＫａｗａｎｏＮ，ＥｍｏｔｏＭ，ＭｏｒｉＫ，ＹａｍａｚａｋｉＹ，Ｕｒａｔａ

Ｈ，ＴｓｕｃｈｉｋｕｒａＳ，ｅｔａ１．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌａｎｄ

ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｗｉｔｈｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ

ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓ，ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌ

ｃａｒｏｔｉｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｊ

ＡｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒＴｈｒｏｍｂ，２０１２，１９：２７６２８４．

［８］　ＧｉｌｂｅｒｔＲＥ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｌｏｓｓａｎｄｒｅｐａｉｒｉｎｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒ

ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｄｉａｂｅｔｅｓ：ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃＪ，２０１３，７７：

８４９８５６．

［９］　Ｈｏｒｉｏ Ｅ， Ｋａｄｏｍａｔｓｕ Ｔ， Ｍｉｙａｔａ Ｋ， Ａｒａｉ Ｙ，

ＨｏｓｏｋａｗａＫ，ＤｏｉＹ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

ｄｅｒｉｖｅｄａｎｇｐｔｌ２ｉｎｖａｓｃｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｌｅａｄｉｎｇｔｏ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

［Ｊ］．ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒＴｈｒｏｍｂＶａｓｃＢｉｏｌ，２０１４，３４：７９０

８００．

［１０］ＲａｉｂｌｅＤＪ，ＦｒｅｙＬＣ，ＢｒｏｏｋｓＫａｙａｌＡＲ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｓｕｌｔｓ［Ｊ］．Ｊａｋ

Ｓｔａｔ，２０１４，３：ｅ２９５１０．

［１１］ＰａｒｋＪＳ，ＬｅｅＪ，ＬｉｍＭＡ，ＫｉｍＥＫ，ＫｉｍＳＭ，Ｒｙｕ

Ｊ Ｇ，ｅｔａｌ．ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｂｙ ＡＧ４９０

ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓａｕｔｏｉｍｍｕｎｅａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅｖｉａｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓａｎｄＴｈ１７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１４，１９２：４４１７４４２４．

［１２］ＢｒｏｓｉｕｓＦ Ｃ ３ｒｄ，ＨｅＪ Ｃ．ＪＡＫ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＮｅｐｈｒｏｌ

Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ，２０１５，２４：８８９５．

［１３］ＨｕＪ，ＦａｎＸ，ＭｅｎｇＸ，ＷａｎｇＹ，ＬｉａｎｇＱ，ＬｕｏＧ．

ＥｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＪＡＫ／ＳＴＡＴ／ＳＯＣＳ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＴａｎｇｓｈｅｎｆｏｒｍｕｌａｔｒｅａｔｅｄ

ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２０１４，８０（８／９）：

６１４６２１．

［１４］杨孟雪，甘　华，沈　清，汤为学．２型糖尿病患者

ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋单核细胞的水平及其对ＬＰＳ和ＩＬ１５刺

激的反应［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０１２，２８：１３６１４１．

［１５］ＣｈｅｎＤ，ＬｉｕＪ，ＲｕｉＢ，ＧａｏＭ，ＺｈａｏＮ，ＳｕｎＳ，ｅｔａｌ．

ＧＳＴｐｉ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓｂｙｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，

２０１４，１８４３：４５４４６３．

［１６］ＬｉＦ，ＸｉａＫ，ＳｈｅｉｋｈＭＳ，ＣｈｅｎｇＪ，ＬｉＣ，ＹａｎｇＴ．

Ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｙｐｅｒｉｎｓｕｌｉｎｉｓｍ

ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔａｏｒｔｉｃｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１４，９：１６３４１６４０．

［１７］ＬｉｍＳ，ＰａｒｋＳ．Ｒｏｌｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｉｎ

ｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢＭＢＲｅｐ，

２０１４，４７：１７．

［１８］ＧｕｒｂｕｚＶ，ＫｏｎａｃＥ，ＶａｒｏｌＮ，ＹｉｌｍａｚＡ，ＧｕｒｏｃａｋＳ，

ＭｅｎｅｖｓｅＳ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＧ４９０ａｎｄＳ３Ｉ２０１ｏｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＪＡＫ／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎ

ｒｅｌａｔｉｏｎｔｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎＴＲＡＩＬｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狋狉狅［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１４，７：７５５

７６３．

［１９］ＣａｒｂａｊｏＰｅｓｃａｄｏｒＳ，ＯｒｄｏｅｚＲ，ＢｅｎｅｔＭ，ＪｏｖｅｒＲ，

ＧａｒｃíａＰａｌｏｍｏＡ，ＭａｕｒｉｚＪＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｂｌｏｃｋａｄｅｏｆ ＨＩＦ１αａｎｄ

ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎＨｅｐＧ２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，

２０１３，１０９：８３９１．

［２０］ＭａｎｅａＳＡ，ＭａｎｅａＡ，ＨｅｌｔｉａｎｕＣ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＪＡＫ／

ＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｅｖｅｎｔｓｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄ

ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅＲｅｓ，２０１０，３４０：７１７９．

［本文编辑］　曾奇峰，孙　岩

·７５４·


