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摘要      氧化应激是糖尿病肾病的重要发病机制之一。过氧亚硝基阴离子(peroxynitrite, 
ONOO–)是参与氧化应激损伤的重要成员, 与糖尿病及其并发症密切相关。该文观察高糖环境下

ONOO–对系膜细胞合成纤连蛋白(fibronectin, FN)的影响, 并探讨其作用机制。实验中, 人肾小球系

膜细胞分为4组: 正常对照组、高糖组、高糖+尿酸组及高糖+AG490组。培养12, 24, 48 h后收集细

胞及其上清液、并提取细胞总蛋白。采用酶联免疫吸附实验(ELISA)检测细胞上清液中FN的含量, 
采用免疫细胞化学和Western blot检测NT总蛋白(ONOO–生成的生物标志物)、p-JAK2及p-STAT3蛋
白的表达。结果显示, 与同期正常组相比, 高糖组NT总蛋白、p-JAK2及p-STAT3的表达及FN含量

明显增高(P<0.05), 并且随着时间的延长表达逐渐增多, 以48 h组最为显著; 高糖+尿酸组, NT、p-
JAK2、p-STAT3及FN较高糖组明显减少(P<0.05); 高糖+AG490组, p-JAK2、p-STAT3及FN较高糖组

明显减少(P<0.05), 但NT表达与高糖组差异无统计学意义(P>0.05)。由此可见, 高糖环境下系膜细

胞中存在ONOO–的过量表达, ONOO–通过JAK/STAT信号途径促进系膜细胞FN的合成。
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)是糖尿病

患者发生的常见而难治的慢性微血管并发症, 也是

糖尿病致死、致残的重要原因。研究表明, 糖尿病

肾病的病变进展与系膜区细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)(如胶原蛋白IV、纤连蛋白(fibronectin, 
FN))的聚积密切相关, ECM的聚积可导致肾小球局

灶性或弥漫性硬化[1]。系膜细胞是肾小球的重要组

成成分, 高糖环境下系膜细胞过量合成细胞外基质

是导致细胞外基质聚积、肾小球硬化, 乃至糖尿病

肾病的重要机制之一。

研究发现, 高糖环境下, 许多细胞因子/化学因

子可影响系膜细胞功能, 导致系膜细胞过量合成

ECM。因此, 针对这些细胞因子/化学因子与系膜细

胞功能的研究已成为研究糖尿病肾病病变机制的

一种重要途径。众多研究表明氧化应激(oxidative 
stress, OS)在糖尿病肾病发生发展中发挥了重要作

用[2-3]。氧化应激是由于自由基的产生与抗氧化防御

机制的严重失衡所导致的一种状态, 可造成组织损

伤。过氧亚硝基阴离子(peroxynitrite, ONOO–)是参与

氧化应激反应的重要自由基之一, 近年的研究表明, 
ONOO–与糖尿病及其并发症关系密切[4]。我们先前

的动物实验结果证实, ONOO–的过多生成与糖尿病

肾病的发生发展可能相关[5], 但ONOO–在系膜细胞中

的表达及其对系膜细胞功能的影响尚知之甚少。

本实验应用体外培养的人肾小球系膜细胞(hu-
man mesangial cell, HMC), 观察高糖刺激下HMC中
ONOO–生成的生物标志物3-硝基酪氨酸(3-nitroty-
rosine, 3-NT)、p-JAK2、p-STAT3的表达情况; 同时

应用ONOO–的特异性清除剂尿酸(uric acid, UA)[6-7] 
和JAK2的特异性抑制剂AG490[8]进行干预, 通过观

察相应指标的改变, 探讨高糖环境下ONOO–对系膜

细胞功能的影响及其具体作用机制。
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1   材料与方法
1.1  实验对象

人肾小球系膜细胞株来源于本实验室冻存的

人系膜细胞株(HMC), 常规培养在含10%胎牛血清、

100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培
养基中 , 置于37 ºC、含5% CO2培养箱中培养。培养

HMC融合到70%~80%后 , 用无血清RPMI1640培养

基同步培养24 h, 之后将细胞分成4组: 正常对照组 
(5.5 mmol/L, normal glucose, NG); 高糖组(30 mmol/L, 
high glucose, HG); 高糖+尿酸组(30 mmol/L glucose+ 
100 µmol/L uric acid, HG+UA)(文献 [9]证实 , 此浓度

最佳 ); 高糖+AG490组 (30 mmol/L glucose+10 µmol/L 
AG490, HG+AG490)。
1.2  主要试剂

鼠抗NT单克隆抗体及兔抗p-JAK2单克隆抗体

购于美国Abcam公司; 兔抗p-STAT3单克隆抗体购于

美国Cell Signaling公司; 兔抗STAT3多克隆抗体及兔

抗JAK2多克隆抗体购于美国Santa Cruz公司; 人(Hu-
man)纤连蛋白(FN)ELISA检测试剂盒购于美国R&D
公司; 两步法抗兔/鼠通用型免疫组化检测试剂盒购

于上海基因科技有限公司 ; D-葡萄糖购于北京索宝

莱科学技术公司 ; 尿酸 (uric acid)购于美国Amresco公
司; AG490购于美国Cayman Chemical公司; RPMI 1640
培养基购于美国Gibco公司 ; 胰蛋白酶购于美国Sigma
公司 ; 胎牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限公

司。

1.3  方法

1.3.1　免疫细胞化学染色检测NT的表达　　采用6
孔板, 各组细胞刺激12, 24, 48 h后, 用0.01 mol/L PBS
冲洗数次, 70%乙醇固定30 min, 采用两步法抗兔/鼠
通用型免疫组化检测试剂盒, 检测NT的表达, 每个

指标检测6孔细胞。 
1.3.2　Western blot检测NT、p-JAK2、p-STAT3的表

达　　取传代HMC, 等细胞长到75%~85%融合, 用
无血清RPMI 1640培养基洗一次, 换无血清培养基

孵育24 h, 使细胞同步化。后换成含1%血清的培养

基, 按1.1的实验分组方法进行分组。各组细胞培养

12, 24, 48 h后, 用冰冷的PBS(含1 mmol/L矾酸钠)洗
涤两次, 后加入冰冷的裂解液300 µL, 冰浴静置1 h, 
离心、吸取上清、提取蛋白并检测蛋白浓度。每个

样品经10% SDS-PAGE凝胶电泳, 电转移至PVDF膜; 

5%脱脂奶粉37 ºC封闭, 加入5%脱脂奶粉稀释的一抗

(NT、JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3)(1:1 000)及
标准内参β-actin(1:1 000), 4 ºC过夜。TTBS洗膜后加

辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG及辣根酶标记羊

抗兔IgG(1:5 000), 37 ºC孵育2 h; 洗膜、显像。用美国

UVP公司LabWorks 4.5软件对Western条带进行定量分

析, 读取积分光密度值(IOD)。
1.3.3　酶联免疫吸附测定法 (enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA)检测细胞上清液中FN的表

达　　待25 cm2的培养瓶中细胞长到75%~85%融

合, 进行细胞同步化, 后按1.1分组方法刺激, 培养12, 
24, 48 h后, 留取上清。包被抗人FN单抗的待测品孔

中每孔各加入待测上清10 µL, 样品稀释液40 µL, 充
分混匀37 ºC反应半小时, 洗板、印干。加酶标工作

液50 µL, 37 ºC反应半小时。加入显色剂, 37 ºC避光

显色15 min。加入终止液50 µL。以空白孔(空白对

照孔不加样品及酶标工作液, 其余各步与待测品孔

相同)调零, 在酶标仪450 nm处测吸光值(D)。每组

设3个复孔, 取平均值。最后根据上清D值在标准曲

线图上查出相应浓度, 再乘以稀释倍数, 即为样品的

实际浓度。

1.4  统计学处理

实验数据以均数 ±标准差 ( x－ ±s )表示 ,  采用

SPSS13.0统计软件进行统计, 组间比较采用方差分

析, P<0.05有统计学意义。

2   结果
2.1  高糖环境下HMC中NT总蛋白呈现高表达, 尿
酸可拮抗此高表达

免疫细胞化学检测结果显示: 正常对照组HMC
中NT总蛋白的阳性表达不明显; 高糖组HMC中NT
总蛋白阳性表达增强, 呈棕黄色颗粒, 以胞浆表达为

主, 少量胞核表达; 高糖+尿酸组NT总蛋白阳性表达

较高糖组明显减弱(图1)。Western blot检测结果显示: 
高糖组NT表达随刺激时间的延长逐渐增高, 其中以

48 h组表达最高(图2)。与正常组相比, 高糖组NT表
达明显升高(P<0.01); 高糖+尿酸组NT表达与同期高

糖组相比, 明显下降(P<0.05), 但仍高于正常对照组; 
高糖+AG490组, NT表达与同期高糖组相比差异无

统计学意义(P>0.05)(图3)。
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2.2  高糖环境下HMC中p-JAK2、p-STAT3蛋白呈

现高表达, 尿酸及AG490均可下调p-JAK2、p-STAT3
的高表达

Western blot检测结果显示 : 高糖组p-JAK2、p-
STAT3的表达随刺激时间的延长逐渐增多, 其中以 
48 h组表达最高(图4)。与正常组相比, 高糖组p-JAK2、
p-STAT3表达明显升高(P<0.01); 高糖+尿酸组及高糖

+AG490组, p-JAK2、p-STAT3的表达与同期高糖组相

比均明显下降(P<0.01)(图5)。

A: 正常对照组; B: 高糖组;  C: 高糖+尿酸组。

A: NG group; B: HG group; C: HG+UA group.

图1　HMC中NT总蛋白表达(刺激48 h后)的免疫细胞化学检

测结果(400×)
Fig.1　The expression of NT in HMC at 48 hour by immu-

nocytochemical staining(400×)

*P<0.05, **P<0.01, 与正常对照组(0 h)相比。

*P<0.05, **P<0.01 vs NG group (0 h).
图2　高糖组HMC中NT总蛋白表达的时间依赖性

Fig.2　The expression of NT protein in HMC induced by 
HG for different time

NG: 正常对照组; HG: 高糖组; HG+UA: 高糖+尿酸组; HG+AG490: 高
糖+AG490组。**P<0.01, 与正常对照组相比, #P<0.05, 与高糖组相比。

NG: normal glucose; HG: high glucose; HG+UA: high glucose+uric acid; 
HG+AG490: high glucose+AG490. **P<0.01 vs NG group, #P<0.05 vs 
HG group.
图3　HMC中NT总蛋白表达(刺激48 h)的Western blot检测结果

Fig.3　The expression of NT in HMC at 48 h by Western blot
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2.3  尿酸及AG490均可下调高糖培养HMC上清中

FN的含量 
与正常组相比, 高糖组细胞上清液中FN含量自

12 h起显著上升(P<0.05), 并且随着时间的延长FN含

量逐渐增多; 高糖+尿酸组及高糖+AG490组中FN含

*P<0.05, **P<0.01, 与正常对照组相比(0 h)。
*P<0.05, **P<0.01 vs NG group (0 h).
图4　高糖组HMC中p-JAK2、p-STAT3蛋白表达的时间依赖性

Fig.4　The expression of p-JAK2, p-STAT3 in HMC in-
duced by HG for different time

NG: 正常对照组; HG: 高糖组; HG+UA: 高糖+尿酸组; HG+AG490: 高
糖+AG490组。**P<0.01, 与正常对照组相比; ##P<0.01, 与高糖组相比。

NG: normal glucose; HG: high glucose; HG+UA: high glucose+uric acid; 
HG+AG490: high glucose+AG490. **P<0.01 vs NG group; ##P<0.01 vs 
HG group.

图5　HMC中p-JAK2、p-STAT3蛋白表达(刺激48 h)的
Western blot检测结果

Fig.5　The expression of p-JAK2, p-STAT3 in HMC at 48 
hour by Western blot

量较同期高糖组均明显下降(P<0.05)(表1)。

表1　FN蛋白表达的ELISA检测结果(x－±s)

Table 1　The expression of FN protein by ELISA(x－±s)

   纤连蛋白(ng/mL)                    
组别 样本数		  FN(ng/mL)
Group n 12 h 24 h 48 h
  12 h 24 h 48 h
NG 6 353.00±9.85▲ 350.00±8.75▲ 348.00±6.95▲

HG 6 572.67±16.56* 656.00±19.00* 982.33±15.14*
HG+UA 6 417.00±12.29 527.67±12.06 737.00±12.12
HG+AG490 6 494.67±7.09 605.67±16.56 813.67±12.06

NG: 正常对照组, HG: 高糖组, HG+UA: 高糖+尿酸组; ▲P<0.05, 与高糖组相比; *P<0.05, 与高糖+尿酸组或高糖+AG490组相比。

NG: normal glucose, HG: high glucose, HG+UA: high glucose+uric acid; ▲P<0.05 vs HG group; *P<0.05 vs HG+UA group or HG+AG490 group.
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3   讨论
目前认为, 糖尿病肾病的发生和发展是在遗传

背景基础上, 多因素综合作用的结果, 包括肾组织糖

代谢紊乱、脂代谢紊乱、肾脏血流动力学异常等, 
其中氧化应激已被认为是糖尿病肾病的重要发病机

制之一。研究发现, 糖尿病时诱导型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase, iNOS)活性增高, 导
致NO的过量产生。过量的NO可与O2

–快速反应生

成ONOO–[10]。现已证实ONOO-过多生成与多种糖

尿病并发症密切相关。

糖尿病肾病病变的进展主要表现为肾小球和

肾小管间质的逐渐硬化, 其中肾小球硬化与系膜区

ECM的积聚密切相关。糖尿病肾病时, 系膜细胞(me-
sangial cell, MC)合成基质蛋白增多如FN、胶原IV是

ECM积聚的主要原因。研究发现, 高糖环境下, 许多

细胞因子/化学因子可导致MC功能改变, 致使ECM过

量合成。我们先前的动物实验中发现, ONOO–的过

多生成可能参与糖尿病肾病的发生发展, 但ONOO–

与MC的功能改变及其机制尚知之甚少。本实验应

用体外培养HMC, 并用尿酸进行干预, 观察高糖环境

下NT的表达(ONOO–生成的生物标志物)及FN的含

量, 结果显示, 高糖能诱导HMC中NT高表达(与高渗

透压无关), 同时伴随FN合成增多; 尿酸干预后可显

著下调NT的高表达, 同时FN合成减少。提示高糖环

境下HMC中ONOO–增多与FN合成增多存在明显的

相关性, ONOO–高表达可能是促进MC合成ECM进而

导致肾小球硬化的重要原因之一; 尿酸作为特异的

内源性ONOO–清除剂可能在防治糖尿病肾病中发挥

重要作用。

那么, ONOO–是如何促进MC合成ECM并参与肾

小球硬化的病理过程？其具体机制如何？大量的研

究表明, ONOO–在多种细胞信号转导途径中发挥着重

要的调控作用[11-12], ONOO–通过激活或抑制信号转导, 
参与众多疾病的发生发展。Janus激酶/信号转导及转

录活化因子(Janus kinase/signal transducer and activatior 
of transcription, JAK/STAT)信号途径是一条重要的信

号通道, 可以介导多种细胞因子和生长因子的细胞内

信号转导过程并活化相应靶基因, 从而产生生物学效

应[13-14]。以往的研究已证实, JAK/STAT信号途径参

与了糖尿病肾病的发病过程[15]。此途径的激活与刺激

肾脏细胞生长、促进FN合成等病理过程密切相关[16]。

最近, Platt等[17]研究发现, 在体外培养的血管内皮细

胞中ONOO–可激活STAT3而增加血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)的表达。

那么, JAK/STAT信号途径是否介导了ONOO–致FN
过量合成？尚未见报道。本实验检测了高糖环境下

HMC中JAK2、STAT3磷酸化水平(即激活的JAK2、
STAT3), 并用尿酸及AG490进行干预, 结果发现, 高糖

组p-JAK2、p-STAT3蛋白的表达较正常对照组明显

增高; 尿酸干预后, p-JAK2、p-STAT3表达明显降低, 
提示尿酸对ONOO–的清除可能与JAK/STAT信号通

路的激活受抑存在相关性。AG490干预组, p-JAK2、
p-STAT3表达明显降低, 同时伴随FN的含量明显下

降, 提示JAK/STAT信号通路参与促进FN的合成。为

进一步探讨ONOO–与JAK/STAT信号通路的上下游关

系, 在AG490干预组中, 我们又检测了NT总蛋白的表

达, 结果发现此组HMC中NT表达与同期高糖组无明

显差异。提示, ONOO–是作为JAK/STAT信号通路的

上游信号分子发挥其作用。不过, Dell’Albani等[18]发

现, 神经胶质细胞中JAK/STAT信号通路可介导细胞

因子诱导的iNOS的表达。研究证实, iNOS表达增多

可导致NO生成增多, 而NO是生成ONOO–的重要前

体之一。这提示, JAK/STAT信号通路也可能作为上

游分子促进ONOO–的生成。因此我们设想, 在体内

ONOO–与JAK/STAT信号通路之间是否存在某种反

馈关系, 从而促进糖尿病肾病的进展, 并最终导致不

可逆的肾小球硬化？尚需进一步的研究。

综上所述, 高糖环境下ONOO–的高表达与MC
过量合成FN密切相关, JAK/STAT信号途径的激活

可能是ONOO–致FN过量合成, 进而导致肾小球硬化

的重要机制。
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Upregulation of Fibronectin by Peroxynitrite in Mesangial Cell via the 
JAK/STAT Signaling Pathways

Wang Hui1#, Liu Huiying2#, Zhao Dongjie3, Wang Pin4, Wang Xiaomeng2, Duan Huijun1*
(1Department of Pathology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China; 2Department of Pathology, Third Hospital, Hebei 
Medical University, Shijiazhuang 050051, China; 3Department of Fifth Surgery, Third Hospital of Tangshan City, Tangshan 063100, 

China; 4Department of obstetrics and gynecology, Hebei Modern Women’s Hospital, Shijiazhuang 050000, China)

Abstract        Oxidative stress is one of the important underlying mechanism of diabetic nephropathy (DN) 
development and progression. Peroxynitrite (ONOO–) plays a very important role in the pathogenesis caused 
by oxidative stress and has been demonstrated to be involved in diabetes and its complications. In our study, we 
observed the effect of ONOO– on fibronectin (FN) generation in glomerular mesangial cells (MC) and explored its 
mechanism. The human glomerular mesangial cells (HMC) were divided into four groups: NG group, HG group, 
HG+UA group, and HG+AG490 group. Then, HMCs were harvested and the total protein was extracted at 12, 24, 
48 h after stimulation; meanwhile, the medium was collected for detecting the protein level of FN by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The expression of NT total protein (a marker for ONOO–), p-JAK2, p-STAT3 were 
examined by immunocytochemistry and Western blot. The results showed that in HG group, the content of FN and 
the expression of NT, p-JAK2, p-STAT3 all increased significantly compared with NG group at the corresponding 
time (P<0.05), meanwhile, the above protein all increased in a time course manner and reached to highest level at 
48 h after stimulation; in HG+UA group, the content of FN and the expression of NT, p-JAK2, p-STAT3 were lower 
than HG group (P<0.05); in HG+AG490 group, all above protein except NT decreased significantly compared with 
HG group (P<0.05), there was no obvious difference of NT expression between HG+AG490 group and HG group 
(P>0.05). These demonstrated that the excessive of ONOO– in high glucose environment could upregulate FN 
generation in MC via JAK/STAT signaling pathways.

Key  words        peroxynitrite; mesangial cell; JAK/STAT; fibronectin;  oxidative stress; nitrotyrosine; diabetic 
nephropathy
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