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　　【摘要】　目的：探讨糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）参与调控糖尿病动脉粥样硬化中卵泡

抑素样蛋白１（ＦＳＴＬ１）表达的分子机制。　方法：采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测

糖尿病合并动脉粥样硬化患者血清中ＦＳＴＬ１及ＡＧＥｓ的表达水平，分析外周血中ＡＧＥｓ

与ＦＳＴＬ１的相关性。构建糖基化终末产物受体（ＲＡＧＥ）基因敲除小鼠（以Ｃ５７ＢＬ／６野

生型小鼠为对照），体外培养小鼠原代巨噬细胞。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测不同浓度的

ＡＧＥｓＢＳＡ刺激巨噬细胞后ＦＳＴＬ１及其基因５′端启动子区域转录因子 ＡＰ１和ｃＪｕｎ

的表达情况，以及特异性抗体阻断ＲＡＧＥ后巨噬细胞ＦＳＴＬ１、ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表达变

化。　结果：糖尿病合并动脉粥样硬化患者外周血中ＦＳＴＬ１与 ＡＧＥｓ水平呈正相关

（狉＝０．１４８，犘＝０．０２１）。ＡＧＥｓＢＳＡ促进巨噬细胞表达ＦＳＴＬ１和核转录因子 ＡＰ１及

ｃＪｕｎ。特异性阻断ＲＡＧＥ信号通路后，ＡＧＥｓＢＳＡ诱导的ＦＳＴＬ１、ＡＰ１及ｃＪｕｎ的表

达水平明显降低。　结论：ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路可通过调控巨噬细胞中转录因子ＡＰ１

及ｃＪｕｎ的表达来调节ＦＳＴＬ１活性，进而参与糖尿病动脉粥样硬化的发生与发展。
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　　目前，心血管疾病是全球人类头号死因，占死

因构成的４６％，且呈年轻化和持续增长的趋势
［１２］。

糖尿病发病率升高是造成心血管疾病发病率居高

不下的一个重要原因。既往研究表明，糖尿病患者

并发冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠心病）的风险

是非糖尿病患者的４倍
［３］。糖尿病患者血糖水平升

高，其体内糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）水平也明显上

升；ＡＧＥｓ可与糖基化终末产物受体（ＲＡＧＥ）结合，

通过下游信号引起氧化应激和内皮功能紊乱，参与

动脉粥样硬化的形成与发展［４］。本课题组前期研究

发现，糖尿病合并动脉粥样硬化患者的外周血中卵

泡抑素样蛋白１（ＦＳＴＬ１）显著升高
［５］。本研究旨在

探讨ＡＧＥｓ和ＦＳＴＬ１参与调控糖尿病动脉粥样硬

化发生和发展的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

通过临床采血收集糖尿病合并动脉粥样硬化

患者血清；野生型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雄性，６周龄）购

自南京大学模式动物研究中心［动物生产许可证号

为ＳＣＸＫ（苏）２０１５０００１，动物使用许可证号为

ＳＹＸＫ（沪）２０１３００５０］，同种系 ＲＡＧＥ 基因敲除

（ＲＡＧＥ
／）小鼠由美国哥伦比亚大学赠送；检测

ＦＳＴＬ１和ＡＧＥｓ水平的ＥＬＩＳＡ试剂盒分别购自英

国Ａｂｃａｍ公司和中国武汉华美生物工程有限公司；

小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７购自中国科学院细胞

库；ＲＰＭＩ１６４０培养液及双抗购自美国 Ｇｉｂｃｏ公

司；胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＡＧＥｓＢＳＡ

购自德国 Ｍｅｒｃｋ公司；兔抗人ＦＳＴＬ１单克隆抗体

购自英国Ａｂｃａｍ公司，兔抗人ＲＡＧＥ、ＡＰ１、ｃＪｕｎ

和βａｃｔｉｎ单克隆抗体及辣根过氧化物酶耦联的羊

抗兔二抗均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；正常小鼠

ＩｇＧ单克隆抗体购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．２　患者血清样本收集

入组标准：经上海交通大学医学院附属瑞金医

院医学伦理委员会批准，收集糖尿病合并动脉粥样

硬化患者外周血。所有患者均签署知情同意书。

动脉粥样硬化患者行冠状动脉造影（ＣＡＧ）和血管

内超声（ＩＶＵＳ）检查确诊，糖尿病患者行口服葡萄糖

耐量试验（ＯＧＴＴ）确诊。共收集糖尿病合并动脉粥

样硬化患者血清１０４份，采用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测患者血清中ＦＳＴＬ１及ＡＧＥｓ水平。

排除标准：（１）有急性感染史；（２）有风湿性疾

病史；（３）女性有近期月经史；（４）严重肝肾功能异

常者。

１．３　小鼠腹腔巨噬细胞的分离、培养及鉴定

对野生型和同种系 ＲＡＧＥ
／小鼠腹腔注射

０．９％氯化钠溶液５ｍＬ；静置５～７ｍｉｎ后，用注射

器抽取腹腔液；１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，

ＰＢＳ洗涤２次。用含１０％胎牛血清和１％双抗的

ＲＰＭＩ１６４０培养液调节细胞密度至２×１０６ 个／ｍＬ，

接种于培养瓶及６孔板，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养１２ｈ，然后用倒置显微镜观察细胞形态
［６］。

将细胞悬液与０．４％锥虫蓝溶液按体积比为

９∶１混合，混匀后在３ｍｉｎ内分别计数活细胞和死

细胞。光学显微镜下观察细胞形态，死细胞被染为

明显的蓝色，而活细胞呈无色透明状。

１．４　ＲＡＧＥ抗体预处理

将小鼠ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞以２×１０６ 个／孔

的密度接种至６孔板，用含１０％胎牛血清和１％双

抗的ＲＰＭＩ１６４０培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养

箱中培养。加入ＲＡＧＥ抗体（１０μｇ／ｍＬ）及正常小

鼠ＩｇＧ抗体（１０μｇ／ｍＬ，作为阴性对照）预处理１ｈ，

然后加入不同质量浓度（０、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）的

ＡＧＥｓＢＳＡ刺激２４ｈ和４８ｈ。

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＦＳＴＬ１及ＡＧＥｓ水平

将血液标本及不同浓度标准品分别加入９６孔

板中，于３７℃孵育９０ｍｉｎ。弃孔内液体后，倒扣

９６孔板并拍干孔内液体，加入生物素化抗体，用封

板胶纸封住反应孔，于３７℃孵育６０ｍｉｎ。洗板拍

干，加入亲和素生物素辣根过氧化物酶复合物工

作液，封孔，于３７℃孵育３０ｍｉｎ。洗板后拍干，加

入显色剂３，３′，５，５′四甲基联苯胺（９０μＬ／孔），封

孔，避 光。于３７℃ 孵 育 ２０ ｍｉｎ。加 入 终 止 液

１００μＬ／孔，混匀后即刻测量４５０ｎｍ处吸光度。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测相关蛋白表达

用ＲＩＰＡ裂解液提取不同条件培养后的小鼠

ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞和小鼠腹腔原代巨噬细胞中

的总蛋白，同时收集细胞培养液上清液。取２０μｇ
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总蛋白，经缓冲液处理后加热变性，以１０％聚丙烯

酰胺凝胶电泳（１００Ｖ稳压）分离蛋白；然后采用电

转移法，将蛋白条带转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜

上，室温封闭１ｈ；漂洗后分别加入兔抗人ＦＳＴＬ１、

ＲＡＧＥ、ＡＰ１、ｃＪｕｎ和βａｃｔｉｎ单克隆抗体，４℃孵

育过夜；ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ＴＢＳＴ）漂洗后，加入辣根

过氧化物酶标记的二抗，室温孵育１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗

后，成像仪曝光并分析目的蛋白条带的相对灰度值。

１．７　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行数据分析。

各计量资料进行正态性检验，非正态分布数据采用

对数转换后符合正态分布，计量资料采用均数±标

准差表示。两组间比较采用独立样本狋检验。两组

连续性变量比较采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　 糖尿病合并动脉粥样硬化患者外周血

ＦＳＴＬ１与ＡＧＥｓ水平呈正相关

运用ＥＬＩＳＡ法分别检测１０４例糖尿病合并动

脉粥样硬化患者外周血中ＦＳＴＬ１及 ＡＧＥｓ水平，

并对两者进行相关性分析。结果发现，在糖尿病合

并动脉粥样硬化患者中，血清ＡＧＥｓ水平与ＦＳＴＬ１

水平呈正相关（狉＝０．１４８，犘＝０．０２１），见图１。

图１　糖尿病合并动脉粥样硬化患者外周血中 犃犌犈狊与

犉犛犜犔１水平的相关性分析

２．２　 ＡＧＥｓ通过ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路促进巨噬

细胞中ＦＳＴＬ１的表达和分泌

为验证ＡＧＥｓ与ＦＳＴＬ１表达及分泌量之间的

关系，用不同质量浓度的 ＡＧＥｓＢＳＡ（０、５０、１００、

２００μｇ／ｍＬ）刺激小鼠 ＲＡＷ２６４．７ 细胞 ２４ｈ。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，巨噬细胞中ＦＳＴＬ１

的表达及分泌量明显增加，且在ＡＧＥｓＢＳＡ质量浓

度为２００μｇ／ｍＬ 时 ＦＳＴＬ１表达及分泌量最高

（犘均＜０．０５），见图２Ａ。

为明确 ＡＧＥｓ是否通过 ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通

路调控ＦＳＴＬ１的表达及分泌，进一步运用 ＲＡＧＥ

特异性抗体阻断ＲＡＷ２６４．７细胞中ＡＧＥｓＲＡＧＥ

信号通路。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与阴性对

照组相比，ＲＡＧＥ特异性抗体显著抑制ＡＧＥｓＢＳＡ

诱导的ＦＳＴＬ１表达及分泌（犘均＜０．０５），见图２Ｂ。

注：Ａ为不同浓度的ＡＧＥｓＢＳＡ刺激巨噬细胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

法检测ＦＳＴＬ１的表达及分泌量；Ｂ为使用ＲＡＧＥ抗体（１０μｇ／ｍＬ）

拮抗ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路，并且使用 ＡＧＥｓＢＳＡ（２００μｇ／ｍＬ）刺

激巨噬细胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＦＳＴＬ１的表达及分泌量

图２　犃犌犈狊与巨噬细胞犚犃犠２６４．７中犉犛犜犔１表达的关系

２．３　ＡＧＥｓ通过 ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路促进巨噬

细胞中核转录因子ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表达

用不同质量浓度的 ＡＧＥｓＢＳＡ（０、５０、１００、

２００μｇ／ｍＬ）分别刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ及

４８ｈ，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表

达情况。结果发现，ＡＧＥｓＢＳＡ 刺激细胞２４ｈ和

４８ｈ后，细胞 ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表达水平明显升高

（犘 均 ＜０．０５），见图 ３Ａ。分离培养野生型及

ＲＡＧＥ
／小鼠原代巨噬细胞，并分别予以 ＡＧＥｓ

ＢＳＡ（２００μｇ／ｍＬ）刺激，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测发现，

ＲＡＧＥ
／组 ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表达水平明显下降

（犘均＜０．０５），见图３Ｂ、Ｃ。同样，用 ＡＧＥｓＢＳＡ

（２００μｇ／ｍＬ）刺激ＲＡＷ２６４．７细胞，并运用ＲＡＧＥ

特异性抗体阻断 ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测结果显示，ＲＡＧＥ特异性抗体显著抑制

ＡＰ１和ｃＪｕｎ的表达（犘均＜０．０５），见图３Ｄ。
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注：Ａ为不同质量浓度ＡＧＥｓＢＳＡ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＰ１及ｃＪｕｎ的表达；Ｂ为ＲＡＧＥ／小鼠的表型鉴定；Ｃ为

２００μｇ／ｍＬＡＧＥｓＢＳＡ分别刺激野生型小鼠及 ＲＡＧＥ
／小鼠来源的原代巨噬细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＰ１及ｃＪｕｎ的表达；Ｄ为

２００μｇ／ｍＬＡＧＥｓＢＳＡ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞后，用 ＲＡＧＥ特异性抗体阻断 ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＰ１及ｃＪｕｎ的

表达

图３　犚犃犌犈信号通路对核转录因子的表达调控

３　讨论

糖尿病是一种普遍存在且严重损害人类健康

的疾病，它不单纯是一种糖类物质代谢障碍性疾

病，目前被认为是冠心病的等危症。糖尿病患者因

心肌梗死导致死亡的风险是非糖尿病患者的２～

３倍
［７］。糖尿病患者体内持续的高血糖环境可以促

进糖代谢产物与蛋白质、脂质或核酸的还原性氨基

发生非酶促糖基化反应，最终形成 ＡＧＥｓ。ＡＧＥｓ

可与特异性受体ＲＡＧＥ、半乳糖凝集素３（Ｇａｌ３）及

巨噬细胞清道夫受体等结合而发挥作用［８］。已有研

究证实，在糖尿病合并动脉粥样硬化患者的斑块组

织中ＲＡＧＥ呈高表达，且由其介导的损伤在糖尿病

心血管系统损伤中占主导地位［９］。

ＦＳＴＬ１是一种由间充质细胞产生的糖化分泌

蛋白，属于富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白（ＳＰＡＲＣ）

家族［１０］。ＦＳＴＬ１参与多种疾病的发生与发展，可

能与炎性反应、血管新生、细胞增殖和凋亡、肿瘤细

胞迁移和侵袭、突触传递有关［１１１３］。本课题组前期

研究发现，ＦＳＴＬ１高表达于糖尿病动脉粥样硬化斑

块的巨噬细胞中，而且ＦＳＴＬ１可显著促进巨噬细胞

中 白 细 胞 介 素１β（ＩＬ１β）、肿 瘤 坏 死 因 子α

（ＴＮＦα）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）和β干扰

素（ＩＦＮβ）等炎性因子的表达
［５］。

本研究发现，糖尿病动脉粥样硬化患者外周血

ＡＧＥｓ水平与ＦＳＴＬ１水平呈正相关。因此，推测

ＦＳＴＬ１高表达于糖尿病动脉粥样硬化斑块的巨噬

细胞，可能与外周血中高浓度的 ＡＧＥｓ有关。另外

本研究还发现，用 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞后，ＦＳＴＬ１

表达及分泌量均上升。既往研究表明，糖尿病合并

动脉粥样硬化患者的斑块组织中ＲＡＧＥ呈高表达。

因此，本研究进一步运用 ＲＡＧＥ特异性抗体阻断

ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路，观察ＦＳＴＬ１的表达情况，

发现ＲＡＧＥ抗体封闭其受体活性后，ＦＳＴＬ１的表

达及分泌量均被明显抑制，提示ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号

通路可能参与调控糖尿病动脉粥样硬化中ＦＳＴＬ１

的表达。

ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路主要通过激活核因子κｂ

（ＮＦκｂ）及ＡＰ１，促进炎性因子的表达
［１４１５］。为进一

步明确ＲＡＧＥ信号通路对ＦＳＴＬ１表达的调控作用，

本研究根据前期对ＦＳＴＬ１基因结构的分析结果，推

测ＦＳＴＬ１基因５′启动子区受转录因子ＡＰ１和ｃＪｕｎ

的调节。本研究进一步用 ＡＧＥｓＢＳＡ刺激巨噬细

胞，发现 ＡＰ１及ｃＪｕｎ表达水平升高；分别采用

ＲＡＧＥ特异性抗体及构建 ＲＡＧＥ
／小鼠以阻断

ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路，结果发现巨噬细胞中ＡＰ１

和ｃＪｕｎ的表达水平均明显降低。

综上所述，本研究发现ＡＧＥｓＲＡＧＥ信号通路

通过调控巨噬细胞中转录因子 ＡＰ１及ｃＪｕｎ的表
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达来调节ＦＳＴＬ１活性，而且ＦＳＴＬ１是一个潜在的

影响糖尿病动脉粥样硬化发生与发展的调控因子。

本研究揭示了ＡＧＥｓ和ＦＳＴＬ１在糖尿病动脉粥样

硬化发病中的作用机制，这为寻找糖尿病动脉粥样

硬化药物防治的新靶点提供了线索。但对于ＡＧＥｓ

调控ＦＳＴＬ１表达的具体分子机制，还有待于更深入

的研究。
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