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- 烧 伤 后 炎 症 反 应 - 

Janus激酶．信号转导及转录活化因子通路对 

内毒素／脂多糖体外诱导大鼠腹腔巨噬细胞 

高迁移率族蛋白B1合成释放的调节作用 

刘辉 姚咏明 董月青 于燕 盛志勇 

【摘要】 目的 探讨 Janus激酶(JAK)一信号转导及转录活化因子(STAT)通路对内毒素／脂多糖 

(LPS)诱导大 鼠腹腔 巨噬细胞高迁移率族蛋 白 Bl(HMGB1)合成释放 的调节作用 。 方法 取正常 

Wistar大鼠腹 腔巨噬细胞 ．培 养 3 d后 用 LPS刺激 ，分别 于刺激前 及刺 激 l0、30、60、120 min时观察 

JAK2、STAT1以及 STAT3的活化情况 ，每时相点重复测定 4次 ，以积分吸光 度(IA)值 表示 ；另取细胞 

分为正常组 、LPS刺激组 、JAK2抑制组 、STAT1抑制组 、STAT3抑 制组 ，培养 3 d后用 LPS刺 激后 4组 

细胞 ，刺激前 2 h，后 3组分别加入 AG490、氟达拉滨及雷帕霉素 ，观察各组 HMGB1基 因表达及蛋 白释 

放情 况 ，每组重复测定 4次。 结果 LPS可诱 导 大 鼠腹 腔巨噬细胞 JAK2、STAT1及 STAT3在短 时 

间(120 min)内活化 ，其中 STAT3活化最为迅速 ，l0 rain即可达到 峰值 (7．47．4-0．56)。JAK2抑制组 、 

STAT1抑制组 、STAT3抑制组 HMGB1基 因表达均 明显受抑制 ，其表达量均明显低于 LPS刺激组(P < 

0．01)，其 中 JAK2抑 制组 明显 高 于正 常 组 (P <0．01)，其 余 两个 抑 制 组 则 与 正 常 组相 近 (P > 

0．05)；但 3个 抑制组 HMGB1蛋 白表达量 与 LPS刺激 组基 本相 同，均 明显 高于正 常组 (P <0．01)。 

结论 JAK—STAT通路可在 LPS刺激下早期活化 ，部分参与 了诱导 HMGBl合成的信号调控过程。 

【关键词】 脂多糖类； 高迁移率族蛋白类； 巨噬细胞 ； Janus激酶一信号转导及转录活化因 

子通路 

The role of Janus kinase—signal transducer and transcription activator pathway in the regulation of synthesis 
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【Abstract】 Objective To investigate the role of Janus kinase—signal transducer and transcription acti— 

vator(JAK—STAT)pathway in the regulation of synthesis and release of lipopolysaccharide—induced high 

mobility group box—l protein(HMGB1)． Methods Peritoneal macrophages harvested from male Wistar 

rats were incubated for 3 days before the experiment．The activation of Janus kinase．2(JAK2)，signal trans— 

ducer and activator of transcription—l(STAT1)and STAT3 was observed before and l0．30．60 and l20 

mins after LPS stimulation(4 determinations at each time point)and it was expressed as A value(absorp． 

tion)．In addition，the cells were divide(1 into normal contro1．LPS stimulation．JAK2 inhibition (with 

AG490 treatment 2 hours before LPS stimulation)，STATl inhibition(with fludarabine treatment 2 hours be— 

fore LPS stimulation)and STAT3 inhibition(with rapamycin treatment 2 hours before LPS stimulation) 

groups．The cells in all groups except control group were stimulated with LPS 3 days after culture．The ex— 

pression of HMGBl geRe and its protein release in each group were determined for 4 times and were ex— 

pressed as A value． Results LPS could activate JAK2．STAT1 and STAT3 within 2 hours．especially the 

activation of STAT3 appeared more quickly，peaking at l 0 minutes after LPS stimulation(7．47±0．56) 

Pretreatment with the inhibitors of JAK—STA F pathway could markedly reduce the expression of HMGBl mR— 

NA(P <0．01)，but exerted no effect on HMGBl release． Conclusion JAK—STAT pathway can be acti— 

rated early during endotoxin challenge，and it may play a role in the regulation of HMGB1 synthesis． 

【Key wordsl Lipopolysaccharides； High mobility group proteins； Macrophages； Janus kinase— 
signal transducer and transcription activator pathway 
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新近研 究表明，高迁移率族蛋 白 Bl(HMGB1) 

作为一种晚期炎症介质参与了脓毒症的病理生理过 

程 。目前关于 HMGBl的许多问题 尚待阐明 (如 

其信号转导机制)。笔者既往的研究显示 ，Janus激 

酶(JAK)一信号转导及转录活化因子(STAT)通路可 

能与 HMGB1诱 生相关 。本实验拟采用大 鼠腹 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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腔 噬细胞体 外培养 模型 ．探 时 JAK—SI'AT城 路 

内毒素 多精 f LPS)诱导 HM(．B1台成释 破中的垌 

控作崩 ni机制 

材 料 与 方 法 

一  主爱试剂及细胞培养 

I主 试 剂 ：JAK2特 异 jI1I制 利 ．-％649()、 

STAT3磷酸化抑 制制雷 巾n霉 素c 名 西 莫 司，美 

国 Calbiochem公 司)，ITATI特 抑 制 剂氰迭 托 

滨 (德同 ring公司)，LPSf美同 Sigma公司 j，免 

抗磷酸化 JAK2多克隆抗 体f荧罔 Santa Cruz公 ii】)， 

r4寡 核 件酸澈 酶 (羹l tl~]eg8公r )． 一 P腺 

三磷艘 (北京亚辉 ．物 I。程公 司) 寡卡戋自‘艟探 针 

(北 京 盟科 生 物技 术 仃限 责 仃 i1]1：包 括 走鼠 

STA’rI、STA 1'3双链 寡微 苷 酸 探乍1序 列 (均 为 24 

bp) ，大鼠 HMGBl序列 f扩增 片段 为68(1 k,F·iI。． 

大鼠 }f油醛一3一磷 酸脱氧酶 序刊f( A )．扩增 片段 为 

309 bp) 

2．腹 腔巨噬细胞 的分离 与培 养：选用 清沽缎雌 

性 Wistar太 鼠 8O 只 (北 京 医 科 大学 实骗 动 物 中 

心 )．体 照 220～300 g，参见文献[6]方 ，缚只上鼠 

可得刮约 2×10‘个细胞 ．接种至底 面积为 75一m 的 

去 LPS培养瓶或以 1×I[r／m]接种于 24 L培 养扳 

- 预先用 ”c0照射 J 37 1： 卜体 积分 数 5qf 

CO、孵辅 巾培养备用 
一

．榆测指标 

1．观察 llAK2活 化情M ：细胞培 养 3·I后 ，以5 x 

10 个细 胞为 1个刺激单 忙 ．采用 10(】l上g／I LPS进 

行刺激．分 为刺激前及 刺激 10、30 6(I I 20 Yi-ill 5 

时相点，各时l相点 重复测定 4趺 刺激完 毕后提取 

胞浆蛋 『．参照 文献[7 操作 ，" 汜学 发光反脚 

剂盒(美闰杜 邦公 司)进行榆 测 底 片‘冲洗 后采j_}】 

LEICA Q一5001W 型罔 像分 析处 理 系统 (德 【 

公 司)世 ，彳分析 以识 分吸 兜鹰 I M )值 表示 

2观察 STATI L亍s11AT3 化的情 ：细胞上卉养 

3 d后 ．以 2×l0。个细胞 为 1个刺瀚单协 ．同 f 行刺 

激处理 、刺激完毕后提取胞 梭蛋 白．应J1：I凝 胶龃滞 

分析l EMSA)测 定 S'I’A r】、STA1 3的 化情 

底片州·洗后处理 同上． I 值表示 

3观 察 AG490 j氟 选 托 演 段 雷 帖 霉 素 刊 

HMGBI基 表达 的影响 ：细胞培 养 3 J后．分为 II 

常组(不作址理)、I．PS刺激组 (75 ，I LPS刺 澈) 

JAK2抑制 缒 (75 Ixg／1 LPS 4-75 m·fl／1 A(M90) 

STAT1抑制组 (75 Ixg,／L LPS+I(】0 p．m,：,l／1．氟 达札 

滇 )驶 sTA I 3抑 制蛆【75 l I PS+25 p,g／"L雷帕 

霉素 )，每鲲 J×10“个螂胞 ．黍复测定 4状 后 3组 

细腿 丁 I}， 刺谤生前 !h 人ĵ K—S I。̂_r通 路抑制剂 。 

刺激 36 I1时 果JH半 定量逆转 聚 台酶链反 碰技术 

榆测 各组 HM( B1 表达 水’F 底 片州r洗后处 

理同 ．，以 IA 表 ．． 

4．观 察 Î；490 与 氧 丛 托 演 及 雷 帕 霉 素 对 

HⅥ(：BI蛋白释放的 影啊 ：际 幂J=}j I()0 is,g／l I．PS刺 

激外．分 盟处 j。刺激后 8、I2 h 取各组 

细胞的培养 』清澉 200 ttl，{盒删 HMGIlI浓度 底 

片冲洗后处罔!J司 Il 表 

统 l十学处理 

数据“ ± 表 ，乘I1 J s㈨d 4．0统计软件进行 

- 索疗葺 抒衍 

结 果 

1 在 1．1’ 刺激 F．大 鼠愎腔 巨噬细胞 ．JAK2逐 

渐衍化．30 I]1in时其 l_傅朝屉高 下刺激前．60 rtl[n 

刮达刮峰f ．J 20 rain上"州 低 f刺激前 (P <0．05 

或 0【JI) I 刺激 10 rain时 STATI开始活化，其 

【If自明显高 j-刺瀚 『iff井诬 渐增 I111，1 20 min时达 峰 

瞳c t <0 05或 0 0I) LPs刺激 10⋯rL时 STAT3 

活化屉强 ． M 侑达HI J峰值 之后连渐 F降 ，60 min 

Ill】 低 f刺澈前 ．丁I=I在 J 21)mill时 趸再度上 升 

f f <O (Ï  是 I及罔 I 2 

表 I I 涛导太 瞰峻腔 噬螂胞 『̂K!、 

S'ÎTI S FÎ 1'3沾 化r ⋯  

Fab I rh IIⅦlion—d．ÎK2， 1^l1．ST％’r3 i r．1t,~ rI hy LI S in 

『Il_I iIiiii al l̈d '『·h ges iii rdI s， ± ’ 

划嫩 条  ̈

敲 

LI'SIl{l，融 

Ĵ K2 l l 

—— i 

I 2c)nlin 5-I±B 

计 ：符时{{1 函 翮 4 

I卜．删 Ir F1 S'I．～‘13川 由 2× 

P (Iii n J 

4 43 =0 3．4’ 7 4 ±《)56 

6 Iii=O 4I。 ： 76 ±t)38 

7 3̂ ：Ill I 3‘ 2 119 ±O I4 

lj 39± I 5 2 6 4】：0 -17。 

Mĵ K2州 并州 1 细胞 敏 5 l0 

‘ ‘0liE髓 前 比托 } <0 05 

图 j I PS 糍 F．上限脚 l一嗡 卸l胞 ĴK2逶审『 他．60 

i 时 到嶂博 ．】211．fin FI J土1]⋯ 低 J刺嫩 衙 

Fig I Ĵ h iii~,e ri⋯ l̈ aI lm ⋯ t．i ⋯ fll～ ⋯I K⋯ t 

II一川 livated ulter I J m⋯jlIl⋯TI
． p~,akPI J al 60 f M but 

iI 1211 1'5m h。 · 川 lLl ly l 1⋯ tha．i_h。 b f r ⋯ti I u． 

1aẗ)lI 

二宝 
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IS'l vI’【『 ：：ifi汜tJ'i ：b S'I A'lj¨一i f ： 

I刘 最 ．2 I 剖谧 1l}ii-l 3 I ps 制辩 30 

m⋯；4 JI’、刮澈 6I】i{iiii；5 I 融 I 21} 1̈ 随 

并刺 时 司f_{J ， I AlI 地 新 ={三 

I 2(tiiiiiiIi 迭 lI’ I带 ⋯ Ffli ¨ 、 

他选 --I1垤 i 1．之 1【 什降 诋 qIt'l J 20 I．iII 

I l l” 

图 2 I．I 舌 r ⋯ 姐 i ÷Il【施 ‘F．4．TI、 

STAT3 H ￡ 

I"ig 2 】I imtuce,I 1 T̂I a rid ST V[3⋯ Ii ui{JiDII i r 

【I I ± lll - ⋯  

悭 协 21I( 奸 I 2 q 笨 2j咎培 6删 17：hin J‰r̈~． ： ： l， - 

：．符组夫烈腹腔 j I 讪胞 HMI ItI丛 牲选段 

蛋白释放的情 ． 爰2 

表 2 _c 嘘腔 绷姐 ．{Ⅵ【，II1 丧逃 监 

孟 I'1榉啦的1青M：⋯  

Tab 2 t‘--xptession llf IIM(，l{【2̈  ind l'n、leli1 r l⋯  in 

1 riI lllrI- lI Ill LI([oph uges iii Fd‘h glOi。I。 ± J 

1 1I rj IIM‘

^

；B

．

I 

辩 R|l 瓤黜l l 2 

- 常 蛭 ll n9I l】i1 24。 6 26±ii 26 5 59± 22 

刺融 r} Il+̈ 1I ’ 10 34±ii iu 42 I 2 

IA 2 51J !『I 【}544 ：l】Il 2‘ q 9I±II 55 4 ±¨ 26 

1̈ 1 !l1 )2 s±l1肿 l q 60±l_¨ 9 25±¨135 

、n T 制小 n 23I±l}f16I 9 ,16±II 24 q 34±【l 23 

往 ：坶 Il 啦故 I xI{l“i’．龃 均 rE越 r 芝 4 k． I 盘 I 

与 常目【 l=辆 ． P (I J 0I： Li 、刺 止鞋 (Il llI 

讨 论 

I{ 【；I{I 大赞l岛岌 、) n Il 蛆盅向 DNA结 

合蛋 I i，广泛仔 坎 Ⅲ胞 的胞 {：寰l～，埘 1) A复 

制 转 录 ．重组 和终 复 _仃 匝受作川 新近 椰}"YE表 

明．tlM{，BI Iif能是 一种 重要自 晚 炎症 介质．它 

脓 症炳理过程 rfi"l白帏{对较 嘘．井 j动物 nq后翩 

死 密 刎牛H炎 “’ 仃∞『究 曩J 9】 JAK-STAT坷路 

参 I绷 驰 介索 (I1)I、1I．-6 IIl_10 II -4、r扰 素 

(IFN 等多种 煎 炎ĵ：介质的 情号 州挎 ；ltMGI{I 

町诱 导 核细胞产 {：肿_ 上1 死 千(1、NF、d I1 -IB、 

I J_一6等炎 H：细胞 『 F-，IFN一 羊̈ 。I Ⅱ 也可反过 米 

彳r导 能细胞 产生 HMI,BI 此 ．JAK SI AT通 

路 和 M̈(；BI均 Lj F-et、II 一6、1ll_I IFN一 等 炎性 

细胞 肯密 联系 

本组资料显 ．1 I 可诱 导 九 鼠嘘腔 Jj噬细 胞 

JAK—s—IAT通路活化 I．PS刺激 6(I miii时 ，JAK2达 

到活化高峰 ．随后 碱弱 ；S'I’A r】},ri化 呈持续 增 强趋 

势 ．丁 I20 111in达到高 峰：STAT3活化最 为逊速 ，刺 

融 10 IlliII活化即 达峰值 ．此 后逐渐 撼驯 ，仉 到 l20 

tt义I呼度 蓠强 这 可能与 I Ps引起其他 炎 细胞 

1q 的释放 ．扶而冉次澈 活 STAT3有戈 值得注 意 

的是 ，sTATI i-irr化 比 STAT3晚．日持续 增强 ．提 

STATI刘于Ii嗽细胞 的炎症 反I越的渊捧 可能 县有 重 

复意 |芏 r』 I-fI{J资料 也表明 ．脓 蓐症 大鼠体内 主要 

脏嚣的 ST Tl广泛活 化 ．圮J毒 月r、肺组纵 更为 明 

． 且持续叫 较长 (>1 2 h)：『 s rI’AT3 l!l勺活化较 

弱 ．其活 化高峰肝 不[!fj 有报道 称，腹 腔感 染 

动物Hl：组皇l【S'IAT3活 化较逊谴 l 3 Ii j占高峰 ， 随后 

速 F降 。 ．这 可能是 为肝 、肺 组织 为脓毒症 时 

单核} 噍细胞 富集 的主要 器官 此 ．S'l’AI’s 化 

参 J Lt’S濡 失控性 炎m1：厦 li：l~的病理 Ii 过程 ， 

tl刊其 进 衍十 预 r T能 有助 丁防治 脓 毒症 此 外 ． 

．IAK2需 6(I nlin才 能达到恬 化高峰 ，而 STAT3在刺 

激 10 nlht时 EU高 度话 化．表明 1 Ps可能 是通 过 

JAK2融 衍 A’1"3，『『I『星通 过 他信 号转 导通路 使 

州 A F3 期j且谴 化 ．其具体 l制迩 有待深 ^研究 

_̂J了进 步探讨 ĴK—STAT通路 与 I-1MGBI合 

成释放之问 0戈 系，奉实验选 用 JAK2特 异性抑 制 

刺 {̂；490 S'I ATI的 特 异 性 抑 制 利 氰 达拉 滨 和 

SI A F3磷酸化抑制剂甫 帕霉 索进 行悼外 干顸，观察 

它 们对 Lt’ 诱 导 HMGB1合成释放 呐影 响 结 表 

吲．JAK一刚 A‘I’通路 抑制制 均 可 菩 降低 LPS刺激 

36 h l1Ij丘慌细胞 HMGBI的 基 表达 ，fn 能 删节 

其噩 门释放 l 此 ，JAK—STAJ’通路可能部 分参与 r 

HMGBI合成释放 的信 号 挣过 程 动物挚侔 实验 

也h『：实 ，搁I制 JAK—S1’AT途径可FlJ_】 FiN HMGBl表 

达 ’．说 II11 JAK2、STA⋯I I及 s I’A173参 与了 HM(；BI 

的诱 生过群 奉研究 可能是越过蒯 节 JAK—S rAT通 

路来影响 HMGBl的 产生 ．从 而有效地 减轻 其直接 

或问接的致 炎效 应 flCL~l损 害 

JAK一刚 AT是脓毒症 巾重要的 毙症信 号通路之 

一

．IFN一 nn 过它促进 I．I S、I'Nl 一 II 一1等引起的 

炎症 反应．而} 炎 因子 IL-l(】、I1,4 LE可通过 法通路 

抑 【炎症反 直的发展 _l¨K—S'I’̂T通 蹄 化4 仅 

开导了早 -川炎性 细胞闲 子柏情 调控 ．而 日与晚期 

炎症介质的基因表这南 切柑戈．这 为豫 毒症 的防治 

提 供了潜 在的干预选 径 在烧 伤后金黄 包葡萄球 菌 

感 染所数 睢毒症 的动物模 型巾．应用雷帕霉 索 可显 

葺下调 STA 1"3活化，井 降低 HMGB【的表达 ．明显改 

善 多脏器功能指标 ’ 本实验证实 了 HMGBl的 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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