
糖尿病性心肌病大鼠心肌组织中能量代谢相关基因的表达及其意义  

    心血管病变是糖尿病患者主要死亡原因之一，过去认为糖尿病血管病变引起的心脏病主要指冠状动脉粥

样硬化性心脏病，近来研究发现冠状动脉没有显著粥样硬化的糖尿病患者也存在一种特异性心肌病， 称为糖

尿病性心肌病[1]，并认为其病理基础是心肌内微血管病变。我们运用基因芯片技术比较正常大鼠和糖尿病性

心肌病大鼠心肌组织中基因表达的差异，以探讨糖尿病性心肌病的发病机制。 

    

1  材料与方法 

    1.1  糖尿病性心肌病动物模型制作 

    雄性SD大鼠12只，体质量220~260 g，随机分为两组。实验组动物在空腹12 h后按60 mg/kg·b.w.腹腔

注入链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)；对照组动物注射相同体积pH 4.0的0.1 mol/L枸椽酸缓冲液。实

验期间自由饮水。每天注射1次，连续注射10周。注射48 h后检测血糖浓度，5周后血糖浓度持续大于16.6 

mmol/L，表明已建立糖尿病模型。10周后将糖尿病大鼠处死，取部分心肌组织做电镜检查，发现线粒体变

性，肌纤维收缩带形成，表明成功建立糖尿病性心肌病动物模型[2]。 

    1.2  探针制备 

    应用Chomczynski等[3]提出的一步法并加以修改，抽提心肌组织总RNA。用Oligotex mRNA Midi Kit

(Qiagen公司)纯化mRNA。参照Schena[4]的方法反转录标记cDNA探针并纯化。用Cy3-dUTP(上海博星基因芯

片有限公司)标记正常组织mRNA，Cy5-dUTP(上海博星基因芯片有限公司)标记病变组织mRNA，乙醇沉淀后溶

解在20 μl 5×SSC+0.2%SDS杂交液中。 

    1.3  杂交及洗涤 

    将基因芯片(上海博星基因芯片有限公司)和杂交探针分别在95 ℃水浴中变性5 min，探针加在基因芯片

上，用盖玻片封片，置于60 ℃杂交15~17 h；揭开盖玻片，分别用2×SSC+ 0.2%SDS﹑0.1%SSC+0.2%SDS﹑

0.1%SSC洗涤10 min，室温晾干。 

    1.4  检测与分析 

    应用General Scanning公司的ScanArray 5000扫描芯片，ImaGene3.0软件分析Cy3和Cy5两种荧光信号

的强度和比值。用40个管家基因进行Cy3和Cy5的均衡[5]。下面两个条件为判定基因差异表达的标准：(1)

Cy3和Cy5信号比值的自然对数的绝对值>0.69(基因的表达变化在2倍以上)；(2)Cy3和Cy5信号值之一必须大

于1 000。 

    

2  结果 

    在芯片上总共有4 000个cDNA。为了监控芯片制备和杂交的整个过程，设定阴性对照[HCV外壳蛋白基因
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(8个点)]、空白点样液(30个点)，经验证这些点的杂交信号很低，从一方面可证明本实验数据的可靠性。 

    本研究结果表明，部分与能量代谢有关的基因(如磷酸果糖激酶-1、苹果酸脱氢酶、泛素、谷草转氨酶)

的表达水平在糖尿病性心肌病大鼠组显著下调(表1)。 

    

3  讨论 

    基因芯片是将大量的靶基因片段有序、高密度地固定在玻璃、硅等载体上的一项技术，将待测样品用荧

光染料标记制备成探针与芯片杂交，杂交信号用激光扫描仪检测，计算机分析检测结果，可获得类似于传统的

点杂交的分子杂交数据，比较各组织间靶基因表达谱的差异，以达到快速、高效、高通量及平行性地分析生物

信息的目的。 

    基因表达谱芯片是目前应用最广泛的基因芯片，它能对来源于不同个体、组织、细胞周期、发育阶段、

分化阶段、生理病理状态、刺激(包括不同诱导、不同治疗手段)条件下的组织细胞内基因表达情况进行对比

分析，从而对基因群在个体特异性、组织特异性、分化特异性、疾病特异性、刺激特异性等方面的变化特征和

规律进行描述，进一步阐明基因的相互协同、抑制、互为因果等关系，有助于理解基因及其编码的蛋白质的生

物学功能，并从已知生物学功能的基因推论未报道基因的生物学意义，同时还可在基因水平上解释疾病的发病

机制，为疾病的诊断及基因治疗提供有效手段。 

    目前糖尿病性心肌病的发病机制尚未完全阐明，运用基因芯片技术我们发现能量代谢相关基因的表达水

平在糖尿病性心肌病时显著下调，提示能量代谢障碍在糖尿病性心肌病发病机制中起重要作用。 

    糖酵解途径是体内葡萄糖氧化供能的主要途径，磷酸果糖激酶-1是糖酵解途径的限速酶；三羧酸循环是

糖、脂肪、蛋白质分解的最后共同通路，通过三羧酸循环和氧化磷酸化使营养物质中蕴藏的能量释放出来，苹

果酸脱氢酶是三羧酸循环中的重要酶；真核细胞中蛋白质降解有两条途径：一是不依赖ATP的过程，另一个是

依赖ATP和泛素的过程。 

    泛素是一种相对分子质量为85 000的小分子蛋白质，它通过三步反应与被降解的蛋白质形成共价连接，

使蛋白质降解形成氨基酸，氨基酸再通过谷草转氨酶作用形成α酮酸，α酮酸可通过三羧酸循环氧化供能。 

    糖尿病性心肌病大鼠心肌组织中磷酸果糖激酶-1、苹果酸脱氢酶、泛素和谷草转氨酶基因表达下降，使

糖酵解途径、三羧酸循环、蛋白质分解氧化供能途径发生障碍，加上病变心肌中线粒体变性，氧化磷酸化障

碍，导致心肌能源供应不足，心脏收缩功能下降。 

    (责任编辑：黄开颜) 
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