
书书书

· ３６　　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊａｎ；２７（１）

·论　著·
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［摘要］　目的：建立糖尿病大血管病变平滑肌细胞（ＳＭＣ）增殖早期基因表达谱。方法：以自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）为对照，

以ＳＴＺ诱导ＳＨＲ构建伴有高血压的糖尿病大鼠模型为实验组，分别在１周、２周、４周时抽提胸主动脉中膜的总ＲＮＡ，获得两

组ｃＤＮＡ的探针，与含有４０９６条大鼠全长基因的ｃＤＮＡ表达谱芯片杂交，扫描芯片荧光信号图像，对差异表达基因数据进行

生物信息学分析。结果：１周时有差异表达的基因３２１条，１６０条基因表达下降（ｒａｔｉｏ＜０．５），１６１条基因表达上升（ｒａｔｉｏ＞２）。

２周、４周时上述数据分别为４１４、２３８、１７６和４０３、２０２、２０１。分级聚类分析归为８类，３期全部高表达已知基因１３条，其中４条

持续升高的基因（ＣＤ７４、Ｉｒｆ１、ＧＡＰ４３、ＣＤ３６）都与细胞增殖有关。ＣＹＰ２Ｅ１基因的表达大幅上调（ｒａｔｉｏ１ｗ＝３４．５４；ｒａｔｉｏ

２ｗ＝２４．８２；ｒａｔｉｏ４ｗ＝３３．５７）。结论：糖尿病大血管病变ＳＭＣ增殖是多基因综合改变的结果，细胞增殖相关基因高表达是

主要病理基础，ＣＹＰ２Ｅ１基因可能是糖尿病大血管病变ＳＭＣ增殖较重要或关键的基因。
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　　糖尿病大血管病变是糖尿病患者致死致残的主
要原因之一。我们在前期的研究工作［１］中发现，糖
尿病早期即有血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）增殖等改
变，在ＳＴＺ（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ）诱导的糖尿病大鼠胸主
动脉中，１周时ＶＳＭＣ已有形态学的改变，到４周时
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ＶＳＭＣ的个数和平滑肌相对含量即与对照组有显著
差异（Ｐ＜０．０１）。临床研究也表明糖尿病患者在首
诊时已有大血管壁和血流动力学等病理改变，提示
在糖尿病早期即有大血管病变发生。研究糖尿病病
理条件下ＶＳＭＣ增殖的机制，以及与高血压时大血
管病变的异同，对于深入认识糖尿病大血管病变具
有重要意义。各种病理条件下 ＶＳＭＣ增殖的机制
十分复杂，分子生物学观点认为细胞的任何生物学
行为都是源于基因的选择性表达，ＶＳＭＣ增殖也是
增殖相关基因选择性表达的结果，研究病理条件下
基因水平表达方面的变化是阐明 ＶＳＭＣ增殖机制
的关键。以往关于糖尿病大血管病变 ＶＳＭＣ增殖
相关基因的研究多集中于单个基因或几个基因，难
以从基因表达整体水平全面观察糖尿病大血管病变

时基 因 的 反 应 模 式，亦 很 难 保 证 这 些 基 因 包
含了糖尿病大血管病ＶＳＭＣ增殖的关键或重要基
因。

　　本实验采用４０９６条大鼠全长基因的ｃＤＮＡ表
达谱芯片，研究高血压大鼠（ＳＨＲ）大鼠和ＳＴＺ诱导
的ＳＨＲ大鼠胸主动脉的早期基因表达水平变化，筛
选和分析高糖或高糖高血压双重因素作用下，糖尿
病早期血管ＶＳＭＣ基因表达的改变，为临床防治糖
尿病大血管病变提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物　选择尾动脉血压在１５０～１８０ｍｍ
Ｈｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），１０周龄雄性ＳＨＲ大
鼠（由本校药理学教研室提供）。随机分为３组：１
周、２周、４周组，每组分设实验鼠１０只和对照鼠１０
只。实验鼠按１％浓度ＳＴＺ（Ｓｉｇｍａ公司）溶于０．１
ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ４．０），迅速以６０ｍｇ／ｋｇ
ＳＴＺ剂量注入大鼠腹腔，４８ｈ、７２ｈ两次测定空腹血
糖（京都血糖仪Ⅱ１６４０）大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为模型
建立成功。

１．２　主要试剂　水饱和酚，氯仿异戊醇（４９１），

１０％十二烷基肌氨酸钠，０．７５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠（ｐＨ
７．０），溶液 Ｄ（上海联合基因公司提供），３ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＡｃ，１０％ＳＤＳ，１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｄＵＴＰ （Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司提供）；ｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅠ逆转录酶（Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ公司提供）；Ｔａｑ酶（上海生物工程技术有限公
司提供）；Ｃｙ３ｄＵＴＰ，Ｃｙ５ｄＵＴＰ（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｍ
ａｃｉａ公司提供）；ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡ ＭｉｄｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ
公司提供）。

１．３　ＲＮＡ抽提及探针制备　分别在１周、２周、４
周组随机选取实验鼠和对照鼠各５只，断头处死，迅
速取出胸主动脉，在４℃生理盐水中迅速漂洗去除

血渍，快速剔除血管外膜及周围结缔组织，延血管纵
轴剪开，立即置于冻存管中，投至液氮备用。将液氮
冻存的组织放在１００ｍｌ陶瓷碾钵（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）中彻
底碾碎成粉末状，加入溶液Ｄ和１％巯基乙醇，匀浆
液离心后，上清液经１ｌ的酚氯仿两次抽提后再经

ＮａＡｃ（ｐＨ４．５）和５１酸性酚氯仿抽提；等体积异
丙醇－２０℃沉淀１．５ｈ；于４℃，１２０００×ｇ，离心１０
ｍｉｎ后，７５％乙醇洗涤沉淀，用 ＭｉｌｌｉＱ水溶解沉淀，
紫外分析；ＬｉＣｌ沉淀纯化后用 ＭｉｌｌｉＱ水彻底溶解
沉淀，紫外分折及电泳检测显示获得高质量的总

ＲＮＡ。采用 ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡ ＭｉｄｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公
司）分离纯化为ｍＲＮＡ。每份探针取４μｇｍＲＮＡ，
逆转录标记ｃＤＮＡ探针并纯化。在一链合成中掺入
荧光标记ｄＵＴＰ，用 Ｃｙ３ｄＵＴＰ标记对照组 ｍＲ
ＮＡ，用Ｃｙ５ｄＵＴＰ标记实验组ｍＲＮＡ。

１．４　表达谱芯片制备　ＢｉｏｓｔａｒＲ４０ｓ基因芯片由
上海联合基因公司制备并提供。用通用ＰＣＲ引物
扩增，ＰＣＲ长度为１０００～３０００ｂｐ，ＰＣＲ反应及产
物纯化用标准方法进行，通过琼脂糖凝胶电泳监控

ＰＣＲ质量。将上述制备的靶基因溶解于３×ＳＳＣ溶
液中，用 ＣａｒｔｅｓｉａｎＰｉｘｓｙｓ７５００点样仪进行点样。
点样后玻片经水合、室温干燥、ＵＶ交联，再分别用

０．２％ＳＤＳ、水及０．２％硼氢化钠溶液处理１０ｍｉｎ，晾
干备用。

１．５　杂交和洗涤　将基因芯片和杂交探针分别作

９５℃变性后置于杂交舱内，加入混合探针，用杂交密
封舱加以密闭。恒温杂交箱内６０℃杂交１６ｈ。按
顺序用２×ＳＳＣ＋０．２％ ＳＤＳ，０．１％×ＳＳＣ＋０．２％
ＳＤＳ，０．１％×ＳＳＣ洗涤１０ｍｉｎ，室温晾干。

１．６　荧光扫描和结果分析　用 ＧｅｎｅｒａｌＳｃａｎｎｉｎｇ
公司ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００扫描仪扫描芯片．获取基因表
达的荧光信号强度值，用预先选定的内参照基因（４０
个管家基因）对Ｃｙ３和Ｃｙ５的原始获取信号进行均
衡和修正。用ＩｍａＧｅｎｅ３．０软件对扫描图像进行数
字化处理，计算Ｃｙ３和Ｃｙ５两种荧光信号的强度和
比值，并对两次重复点进行平均。判断基因差异表
达的标准：（１）Ｃｙ３和Ｃｙ５信号的比值在０．１～１０之
间；（２）Ｃｙ３和Ｃｙ５信号值均＞２００，或者其中之一＞
８００；（３）ＰＣＲ结果良好。

１．７　生物信息学分析　去除基因点样坏点、植物基
因、管家基因后得到３３４９条有效基因数据，Ｋ
ＭＥＡＮＳ法 填 充 缺 失 值 （Ｋ ＝８），ＣＬＵＳＴＥＲ
和ＴＲＥＥＶＩＥＷ软件对芯片数据进行分级聚类分
析。
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２　结　果

２．１　芯片的质量标准控制　ＢｉｏｓｔａｒＲ４０ｓ芯片上
共４０９６个ｃＤＮＡ。有４０个管家基因必须阳性、３２
个植物基因（阴性对照）必须阴性，４２个空白点样点
必须为阴性。２次芯片杂交这些点的杂交信号均很
低，证实了数据的可靠性。３组芯片之间上述基因
信号无显著差异（Ｐ＞０．０５），说明操作及芯片组间
误差无统计学意义。

２．２　总ＲＮＡ抽提及ｍＲＮＡ纯化　１周、２周、４周
时，实验组与对照组的总ＲＮＡ中Ｄ２６０／Ｄ２８０值分别
为１．９３２，２．０１１；１．７３１，１．８０８；１．８４２，１．９６０。

１．０％琼脂糖凝胶电泳结果，１８ＳｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ条带清晰，说明均已获得高纯度的总ＲＮＡ。

２．３　基因芯片杂交结果　三期基因表达谱芯片双
色荧光扫描结果（图１），黄色点代表该基因表达丰
度在两种组织中接近；红色点代表该基因在正常组
中高表达，绿色点代表该基因在处理组中高表达。
不同组织样本（实验组／对照组）杂交信号强度散点
图（图２），每个点的Ｘ轴示Ｃｙ３荧光强度值（前景值

－背景值），Ｙ 轴示Ｃｙ５荧光强度值，４５°角直线上的
点Ｃｙ５／Ｃｙ３比率为１，表示无表达差异。远离４５°角
直线的点为差异表达基因。越靠近Ｘ轴或Ｙ轴表明
该店基因差异表达越显著。每一个数据点代表芯片
上一个基因点的杂交信号；数据点若为红色，则代表

Ｙ值与Ｘ值的比值在０．５～２．０之间，基本属非差异
表达；数据点若为黄色，则代表Ｙ值与Ｘ值的比值在

０．５～２．０范围之外（该点很可能属于表达差异）。

图１　基因表达谱芯片双色荧光扫描图像

Ｆｉｇ１　Ｓｃａｎｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｙｂｒｉｄｉｚｉｎｇｓｉｇｎａｌｓｏｎｇｅｎｅｃｈｉｐｉｎｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓａｎｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ
Ａ：Ｉｎ１ｗｅｅｋｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ；Ｂ：Ｉｎ２ｗｅｅｋｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ；Ｃ：Ｉｎ４ｗｅｅｋｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ

图２　基因表达谱散点图

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓａｎｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ
Ａ：Ｉｎ１ｗｅｅｋｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ；Ｂ：Ｉｎ２ｗｅｅｋｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ；Ｃ：Ｉｎ４ｗｅｅｋｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ

２．４　生物信息学分析　在４０９６条基因中，１周时

有差异表达的基因３２１条，１６０条基因表达下降（ｒａ

ｔｉｏ＜０．５），１６１条基因表达上升（ｒａｔｉｏ＞２）。２周、４
周时，上述数据分别为４１４、２３８、１７６和４０３、２０２、

２０１。根据功能分类将筛选出的基因分为原癌基因

和抑癌基因、离子通道和运输蛋白、细胞周期类蛋

白、细胞骨架和运动类蛋白、细胞凋亡相关类蛋白、

细胞信号和传递类、免疫相关类、蛋白质翻译合成

类、ＤＮＡ结合转录和转录因子、ＤＮＡ合成和修复重

组蛋白等１０大类，基因数据通过分级聚类分析归为
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８类（表１），并获得三期全部高表达已知基因１３条

（位于第７类别），其中持续升高４条。在三期全部

高表达的基因中细胞色素 Ｐ４５０２Ｅ１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ

Ｐ４５０，ｓｕｂｆａｍｉｌｙ２ｅ１，ＣＹＰ２Ｅ１）基因的表达上调明

显（表２）。

表１　３３４９条基因８分类表

Ｔａｂ１　Ｅｉｇｈｔｃｌｕｓｔｅｒｍｏｄｅｌｓｏｆ３３４９ｇｅｎｅｓ

Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｎｏｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｌｏｇｒａｔｉｏ１ Ｌｏｇｒａｔｉｏ２ Ｌｏｇｒａｔｉｏ３

Ｃｌｕｓｔｅｒｓ
ｓｉｚｅ

Ｒａｔｉｏ
（％）

１ ０ －０．０６５６ －０．８４８１ －０．１７３４ ４４９ １３
２ ０ ０．３７６２ ０．５８４０ ０．３７８５ ７１７ ２１
３ ０ －１．３８７１ －１．００１９ －０．５０８８ １８９ ６
４ ０ ０．１１７５ ０．１５２０ －０．７６５１ ５３３ １６
５ ０ －０．０４２８ －０．０４１８ ０．１５６９ １１０８ ３３
６ ０ －０．３１５０ －０．９９８１ １．９２３８ ７３ ２
７ ０ １．１２９２ ２．８７８４ １．７９７４ ５２ ２
８ ０ １．４２３４ ０．３５９８ ０．１７４１ ２２８ ７

　　在建立的早期差异基因表达谱中，１周时有３２１
条基因出现差异表达，主要集中在凋亡相关基因

Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ１、Ｂａｘα、Ｂａｄ、ｐ５３，热休克蛋白 Ｈｓｐ８、

Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９０、抗氧化酶ＳＯＤ、组织蛋白酶Ｓ、急性
炎性反应蛋白如纤连蛋白表达上调，糖原合成酶、葡
萄糖转运体、载脂蛋白、苹果酸酶、醛糖还原酶等亦
表达增加。细胞周期蛋白及生长因子受体等表达未
见显著差异，部分甚至出现表达下调。ＤＮＡ合成及
结合蛋白表达下降，ＤＮＡ修复蛋白表达增加。２周
时差异表达基因主要表现在糖、脂代谢相关酶，信号
途径蛋白 ＭＡＰＫ、ＲａｆＡ、ＪＡＫ、ＡＭＰ激活蛋白激酶，

ＩＧＦ１、ＩＧＦ结合蛋白、ＦＧＦ受体等表达上调。４周
时差异表达基因突出表现在细胞黏附分子如

ＩＣＡＭ、ＶＣＡＭ１、ＦＡＫ、细 胞 周 期 蛋 白 如 Ｃｙ
ｃｌｉｎｅＤ１、ＣｙｃｌｉｎｅＧ、增殖相关核抗原ＰＣＮＡ以及细
胞骨架蛋白、肌钙蛋白等表达明显上调。

表２　三期全部高表达（ｒａｔｉｏ＞２）的已知基因

Ｔａｂ２　Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓｉｎａｌｌ３ｔｉｍｅｐｈａｓｅｒａｔｓ

ＧｅｎＢａｎｋ＿ＩＤ Ｒａｔｉｏ１ｗ Ｒａｔｉｏ２ｗ Ｒａｔｉｏ４ｗ Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ

ＮＭ＿０１３０６９ ２．０１ ２．１８ ３．３ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＣＤ７４ａｎｔｉｇｅｎ（ＣＤ７４），ｍＲＮＡ
Ｕ３０７８９ ２．０８ ３．７３ ２．０７ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｃｌｏｎｅＮ２７ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０１２５９１ ２．５２ ２．６５ ７．１１ Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１（Ｉｒｆ１），ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０３１８３４ ２．５４ ２．４４ ７．０３ Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｍｉｎｏｘｉｄｉｌｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０２２３９３ ２．７５ ３．２３ ２．５５ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＧａｌ／ＧａｌＮＡｃｓｐｅｃｉｆｉｃｌｅｃｔｉｎ，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０１７０７３ ２．９８ ４．２９ ４．０２ Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０１７１９５ ３．１９ ３．５１ ７．６９ Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｇｒｏｗｔｈａｃｃｅｎｔｕａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４３（ＧＡＰ４３），ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０３１５６１ ３．３１ ３．４２ ４．６３ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＣＤ３６ａｎｔｉｇｅｎ（ＣＤ３６），ｍＲＮＡ
Ｄ８８２５０ ３．３４ ３．２８ ２．９３ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｍＲＮＡｆｏｒｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｃｄｓ
ＮＭ＿０１７３２０ ３．３９ ２．６７ ２．７２ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０１２７９２ ３．４７ ２．７４ ２．９３ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＦｌａｖｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０３１５３１ ７．３５ １２．７２ ３．５２ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＳｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｍＲＮＡ
ＮＭ＿０３１５４３ ３４．５４ ２４．８２ ３３．５７ ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ｓｕｂｆａｍｉｌｙ２ｅ１（ＣＹＰ２Ｅ１），ｍＲＮＡ

３　讨　论

３．１　糖尿病大血管病变ＳＭＣ增殖基因表达谱的变
化　根据基因芯片分析结果和相关文献提示，三期
全部高表达的基因多集中于代谢酶类。我们的结果
见，在１周时，差异表达的基因主要集中在凋亡相关
基因、热休克蛋白、抗氧化酶ＳＯＤ、组织蛋白酶Ｓ、急
性炎性反应蛋白等表达上调，糖原合成酶、葡萄糖转
运体、载脂蛋白、苹果酸酶、醛糖还原酶等亦表达增
加，提示ＶＳＭＣ中糖、脂代谢出现紊乱，细胞处于氧
化和抗氧化，凋亡和抗凋亡的应激反应状态，以维持
细胞的结构和功能稳定性。４周时，差异表达基因
突出表现在细胞黏附分子、细胞周期蛋白、增殖相关
核抗原ＰＣＮＡ以及细胞骨架蛋白、肌钙蛋白等表达
明显上调，说明ＶＳＭＣ处于功能型向合成型转变阶

段，细胞增殖。这与我们前期在形态学上观测的结
果一致。

３．２　增殖相关基因在糖尿病大血管病变中的作
用　通过对单个基因表达的时相性分析，动态观测
单个基因在调节ＶＳＭＣ生物学行为改变中的作用，
发现ＣＤ７４、Ｉｒｆ１、ＧＡＰ４３、ＣＤ３６、ＣＹＰ２Ｅ１等５条
基因在糖尿病大血管 ＶＳＭＣ中持续高表达或超高
表达，这些基因均与细胞增殖等生物学改变相关。

　 　 ＣＤ７４（ＭＨＣ ｃｌａｓｓⅡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｖａｒｉａｎｔ
ｃｈａｉｎ）属于２型跨膜表面受体，对巨噬细胞迁移抑
制因子 ＭＩＦ具有高亲和力。Ｌｅｎｇ等［２］认为 ＭＩＦ能
结合ＣＤ７４膜外结构域，激活胞外信号调节激酶
ＭＡＰＫ信号途径，进而促进细胞增殖。抗ＣＤ７４抗
体能显著抑制多发性骨髓瘤肿瘤细胞的增殖［３］。

Ｉｒｆ１（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１）是一类ＤＮＡ依
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赖性转录调节因子，除了调节干扰素诱导的生长抑
制基因的转录，还可能对细胞增殖具有促进作用［４］。

Ｒｏｍｅｏ等［５］认为Ｉｒｆ１在胞内许多基因的上游均有
其调控元件的结合位点，属于多功能基因，在不同类
型的细胞，以及不同刺激下激活不同的靶基因发挥
作用，并认为Ｉｒｆ１的结构重排是构成临床多种疾病
类型的关键。ＧＡＰ４３（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３）
属膜锚定结构蛋白亚单位，在神经元轴突生长和突
触可塑性方面发挥重要作用［６］。Ｇｕｔｍａｎｎ等［７］应用

基因芯片构建了胶质瘤细胞系基因表达谱，发现

ＧＡＰ４３表达下调能抑制胶质瘤细胞系的增殖能力。

ＣＤ３６（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ）是一种在单核巨噬细胞、平滑肌细胞以及
脂肪细胞高度表达的清道夫受体，对氧化低密度脂
蛋白（ｏｘＬＤＬ）具有高亲和力，ｏｘＬＤＬ通过ＰＰＡＲγ
ＣＤ３６途径被单核巨噬细胞摄取并转化为泡沫细胞。
后者促进动脉粥样硬化的形成。高糖能促进体外培
养单核巨噬细胞高表达ＣＤ３６［８］。Ｌａｍｈａｒｚｉ等［９］发

现在ＣＤ３６缺陷型大鼠中，高糖、高脂对单核细胞增
殖没有显著影响，提示糖化ＬＤＬ促细胞有丝分裂的
能力是通过ＣＤ３６受体及其下游信号途径介导的。

３．３　ＣＹＰ２Ｅ１可能是糖尿病大血管病变ＳＭＣ增殖
的较关键基因　ＣＹＰ２Ｅ１是一类存在于细胞线粒体
及微粒体中的起始限速酶，属于细胞色素Ｐ４５０亚家
族，相对分子质量为５７０００，编码基因位于第１０号
染色体，含１１４１３个碱基对，占细胞色素Ｐ４５０总量
的７％［１０］。ＣＹＰ２Ｅ１是肝脏中重要的氧化代谢酶，

Ｇｒａｈａｍ等［１１］认为肝细胞中ＣＹＰ２Ｅ１即使在无底物
条件下，亦能经过“无效循环”产生超氧阴离子，氢氧
基及过氧化物等。Ｒａｚａ等［１２］在ＳＴＺ诱导构建的糖
尿病大鼠及其子代乳鼠中均发现 ＲＯＳ生成量与

ＣＹＰ２Ｅ１表达及活性在肝、肾、脑、皮肤等组织中明
显增加。ＲＯＳ在糖尿病时被公认为是高糖促进

ＶＳＭＣ增殖的重要因素。我们在基因芯片筛选结果
中同样发现ＣＹＰ２Ｅ１在糖尿病大血管ＳＭＣ中三期
均显著高表达，提示其可能是早期糖尿病大血管病
变ＳＭＣ增殖的较关键基因，但是否是关键基因或重
要基因，以及促进ＳＭＣ增殖的机制目前尚不清楚。

　　总之，早期基因表达谱的建立和研究为揭示糖
尿病血管并发症的病理机制，为寻找药物筛选的靶

点以及疾病进程的标记物奠定了重要基础。对上述

５条基因，特别是ＣＹＰ２Ｅ１在ＶＳＭＣ增殖中的作用
深入研究，将为临床诊治糖尿病大血管病变提供重
要理论依据。
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