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·短篇论著·

格列吡嗪对糖尿病大鼠心肌ＡＴＰ敏感性钾通道基因表达的影响
ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｉｐｉｚｉｄｅｏｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ

吴国亭，徐　倍 （同济大学附属第十人民医院内分泌科，上海２０００７２）

［摘要］　目的：观察磺脲类药物格列吡嗪对糖尿病大鼠心肌组织中ＡＴＰ敏感性钾通道（ＫＡＴＰ）基因表达的影响。方法：５０只

雌性大鼠随机分为正常饮食组（ｎ＝１０）、高脂饮食组（高脂饲料６周，ｎ＝１０）和高脂饮食＋小剂量链脲佐菌素（ＳＴＺ）组（糖尿病

模型组，高脂饮食６周２５ｍｇ／ｋｇ的剂量一次性腹腔注射链脲佐菌素，ｎ＝３０）；尾静脉采血测定各组大鼠血糖、血ＴＧ、Ｔｃｈ和血

清胰岛素，采用稳态模型（ＨＯＭＡ）评价胰岛素抵抗（ＩＲ）。成模大鼠随机分为糖尿病组、糖尿病胰岛素治疗组和糖尿病格列吡

嗪组（ｎ＝１０），另设对照组１０只（正常大鼠予等量生理盐水灌胃）。ＲＴＰＣＲ检测ＫＡＴＰ组成亚基ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２的表达。结

果：ＳＴＺ注射后３ｄ糖尿病模型组大鼠空腹血糖均≥１６．６７ｍｍｏｌ／Ｌ，糖尿病模型建立成功。糖尿病格列吡嗪治疗组 ＫＡＴＰ

ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２的表达水平与糖尿病组、糖尿病胰岛素治疗组以及对照组相比无显著差异。结论：成功建立大鼠２型糖尿病

模型，ＳＴＺ诱导的实验性糖尿病不影响心肌 ＫＡＴＰＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２的表达水平；治疗剂量的格列吡嗪对心肌 ＫＡＴＰＳＵＲ２和

Ｋｉｒ６．２的表达无影响。
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　　磺脲类药物（ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｓ，ＳＵ）通过关闭胰岛Ｂ细胞膜

的 ＡＴＰ敏感钾离子通道（ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎ

ｎｅｌｓ，ＫＡＴＰ）刺激胰岛素分泌。既往动物实验［１，２］发现，某些

磺脲类药物如格列本脲可抑制大鼠心肌组织的 ＫＡＴＰ通道，

延长心肌细胞动作电位时相，在心肌缺血时扩大缺血心肌的

坏死面积，延缓心肌收缩功能的恢复；同时增加血管阻力，减

少血流供应。因此，磺脲类药物治疗糖尿病，特别是合并心

血管疾病的患者安全性如何，成了亟待弄清的问题。目前围

绕这一领域开展了大量研究，但现有的研究绝大多数是在非

糖尿病动物中进行，且多研究单一药物（格列本脲），对其他

磺脲类药物作用的研究并不多见。

　　本研究观察在链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病大鼠中，

心肌的ＫＡＴＰ通道组成亚基———磺脲类受体ＳＵＲ２和内向整

流钾通道Ｋｉｒ６．２是否在ｍＲＮＡ水平发生变化；并探讨格列

吡嗪治疗对糖尿病大鼠心肌ＫＡＴＰ通道ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２表达

的影响，为进一步了解磺脲类药物治疗糖尿病的安全性提供

实验基础。

１　材料和方法

１．１　动物和仪器　Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２００～２２０ｇ，雌性，

中国科学院实验动物中心提供（合格证号ＳＣＸＫ［沪］２００３

０１１）。电动匀浆器，低温冷冻离心机，ＰＣＲ仪（德国Ｅｐｐｅｎ

ｄｒｏｆ公司）。

１．２　药物和试剂　格列吡嗪标准品（上海信谊内分泌公司）

为白色结晶，无臭，基本无味，水溶性较差，相对分子质量

４４５．５０。分子结构式如下：

　　总 ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌＴＭ 购于加拿大 ＢＢＩ公司；

ｄＮＴＰ，Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１５，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ

ＲＮａｓｅＨ－逆转录酶，ＲＮａｓｉｎ均为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；

ＰＣＲ引物由上海生工生物工程服务有限公司合成。其他试

剂为市售标准分析纯化学试剂。

１．３　２型糖尿病大鼠模型制备　５０只大鼠随机分为正常饮

食组（１０只）、高脂饮食组（１０只）和高脂饮食＋小剂量ＳＴＺ
组（糖尿病模型组，３０只）。高脂饮食组和糖尿病模型组饲以

高脂饲料６周［３］，正常饮食组饲以普通饲料。６周后糖尿病

模型组按２５ｍｇ／ｋｇ的剂量一次性腹腔注射ＳＴＺ，注射后３ｄ
测血糖，空腹血糖≥１６．６７ｍｍｏｌ／Ｌ者视为糖尿病模型制备

成功，进入药物实验阶段。ＳＴＺ注射后３ｄ尾静脉采血测血

糖、血三酰甘油（ＴＧ）、胆固醇（Ｔｃｈ）和血清胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ）。

采用 稳 态 模 型 法 （Ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ＭｏｄｅｌＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＨＯ

ＭＡ）［３］评价胰岛素抵抗（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ），计算公式为

ＨＯＭＡＩＲ＝ｌｎ［（ＦＰＧ×ＦＳＩ）／２２．５］。

１．４　格列吡嗪药物治疗实验　成模的糖尿病大鼠随机分为

３组，糖尿病组、糖尿病胰岛素治疗组和糖尿病格列吡嗪治疗

组（ｎ＝１０）。格列吡嗪组每日１６：００～１７：００以１０ｍｇ／ｋｇ剂

量的格列吡嗪混悬液灌胃；胰岛素组用预混人胰岛素（优泌林

７０／３０）２～４Ｕ皮下注射，调整胰岛素剂量使血糖维持在正常

范围（４．７～８．３ｍｍｏｌ／Ｌ）。另设对照组（ｎ＝１０），正常大鼠每

日同一时间灌胃等量生理盐水。共用药１２周。大鼠乙醚麻

醉后开胸取出心脏，冰生理盐水漂尽血液，－８０℃冻存待用。

１．５　心肌组织总 ＲＮＡ 提取　１００ｍｇ心肌组织加１ｍｌ

ＴＲＩｚｏｌＴＭ，用电动匀浆器冰浴匀浆１ｍｉｎ后于冰浴中静置
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５ｍｉｎ；加入氯仿２００μｌ后快速振荡１５ｓ，冰浴静置３ｍｉｎ，

４℃离心１５ｍｉｎ（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１），取上清液置于另一新离

心管中；加入异丙醇５００μｌ，冰浴放置１０ｍｉｎ后再次４℃离

心１０ｍｉｎ（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１），弃上清，加２ｍｌ预冷的７５％
乙醇清洗沉淀，４℃离心５ｍｉｎ（７５００ｒ·ｍｉｎ－１），干燥后加５０

μｌ无 ＲＮＡ水溶解。紫外分光光度计测定 ＲＮＡ浓度和含

量，ＴＢＥ／琼脂糖电泳检测ＲＮＡ完整性。

１．６　ＲＴＰＣＲ反应　模板ｃＤＮＡ合成：向冰浴中的０．２ｍｌ

ＰＣＲ薄壁管中加入模板 ＲＮＡ６μｌ（约含总 ＲＮＡ２．０μｇ），

ＲＮａｓｉｎ０．５μｌ（２０Ｕ），Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１５１μｌ，ｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）２．５μｌ，再加入无ＲＮＡ酶水至总体积１７μｌ，混匀后７０℃
变性５ｍｉｎ，置冰浴；加入ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＲＮａｓｅＨ－１μｌ，

５×Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ＤＴＴ２μｌ后总体积２５μｌ，混匀后瞬间离心，

４２℃逆转录６０ｍｉｎ，９０℃变性５ｍｉｎ，取出后低温离心，

－８０℃储存。

　　ＰＣＲ反应：目的基因引物序列根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的基因

序列用引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计：ＳＵＲ２（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：Ｄ８６０３８）：２３１ｂｐ，Ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＡＣＧＣＴＣＣＧＣＴＣＴＡ

ＧＧＣＴＧ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＧＣＣＡＧＧＣＡＧＡＡＣＡＧＣＴＧＴ

ＣＴ３′。Ｋｉｒ６．２（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｄ５０５８１）：１６７ｂｐ，Ｓｅｎｓｅ：５′ＴＣＣ

ＡＡＣ ＡＧＣ ＣＣＧ ＣＴＣ ＴＡＣ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＧＡＴ ＧＧＧ

ＧＡＣＡＡＡ ＡＣＧＣＴＧ３′。以 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 为内参，其

ＰＣＲ产物大小为４５３ｂｐ，引物序列为Ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＣＡＣＡ

ＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣ

ＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。目的基因扩增条件如下，ＳＵＲ２：起

始变性９４℃４ｍｉｎ，循环９４℃４５ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，共

３２个循环，终末延伸７２℃８ｍｉｎ。Ｋｉｒ６．２和 ＧＡＰＤＨ：起始

变性９４℃４ｍｉｎ，循环９４℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共

３２个循环，终末延伸７２℃１０ｍｉｎ。

　　ＰＣＲ产物的检测：１．２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶图像分析

系统处理，ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件行光密度分析，以目的基因 ｍＲ

ＮＡ扩增后产物的光密度值与内参基因 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ扩

增后产物的光密度值的比值作为目的基因的 ｍＲＮＡ相对

值。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０ｆｏｒ

Ｗｉｎｄｏｗｓ软件处理，组间比较用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ（单因素

方差分析）方法，方差齐性用Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（最

小显著差法）检验。

２　结　果

２．１　代谢相关指标　如表１所示。

表１　ＳＴＺ注射３ｄ后各指标的测定

Ｔａｂ１　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｉｎｄｉｃｅｓ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｚｉｎ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｏｄｙｍａｓｓ
（ｍＢ／ｇ）

ＦＢＧ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＴＧ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｔｃｈ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＳＩ
（ｚＢ／μＩＵ·ｍｌ－１）

ＨＯＭＡＩＲ

Ｎｏｒｍａｌｄｉｅｔ ４７２．７５±３８．２６ ４．０５±０．７０ １．２５±０．３１ １．４９±０．８３ １４．６９±４．３４ ０．９８±０．２２

Ｆａｔｅｎｒｉｃｈｅｄ ５４０．２１±３２．２５ ４．３０±０．５６ ２．０１±０．３２ １．５１±０．９４ ３０．５４±６．４６ １．４３±０．５１

Ｄｉａｂｅｔｉｃｍｏｄｅｌ ４８５．５１±４２．１６ １７．６５±１．２８△ ７．８２±３．２７△ ２．３６±０．６４△ ２１．９５±５．３６△ ３．１９±０．５３△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｄｉｅｔｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｆａｔｅｎｒｉｃｈｅｄｇｒｏｕｐ

　　高脂饮食组大鼠体质量显著高于正常饮食及糖尿病模

型组（Ｐ＜０．０５），血ＴＧ及空腹血胰岛素显著高于正常饮食

组（Ｐ＜０．０５），血糖及血Ｔｃｈ与正常饮食组无显著性差异；糖

尿病模型组大鼠血糖、ＴＧ及Ｔｃｈ显著高于正常饮食及高脂

饮食组（Ｐ＜０．０５）；糖尿病模型组大鼠空腹血胰岛素显著高

于正常饮食组（Ｐ＜０．０５），但低于高脂饮食组（Ｐ＜０．０５）；糖

尿病模型组大鼠体质量与正常饮食组无显著差异。

２．２　各组大鼠心肌 ＫＡＴＰ通道ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２基因表达　
如图１所示，糖尿病组、格列吡嗪治疗组、胰岛素治疗组和正

常对照组间ＳＵＲ２、Ｋｉｒ６．２基因表达无显著差异。

３　讨　论

３．１　动物模型的建立　ＳＴＺ是一种含亚硝基化合物，通过诱

导ＮＯ合成增加对胰岛β细胞的氧化侵袭，特异性破坏胰岛β
细胞。既往采用ＳＴＺ造模时多用一次大剂量注射（５０～７５

ｍｇ／ｋｇ）［４］，此法形成的是类似于１型糖尿病大鼠模型，模型死

亡率高，且胰腺分泌胰岛素功能受损，对胰岛素促泌剂反应差。

国外对于２型糖尿病的研究多采用遗传相关模型，如ｄｂ／ｄｂ小

鼠、肥胖型Ｚｕｃｋｅｒ大鼠、ＧＫ大鼠等，由于遗传因素在其发病过

程中起主导作用，这不完全与临床相符；且价格昂贵，饲养繁殖

要求高，难以推广。近年来我国学者摸索出小剂量ＳＴＺ结合

高脂饮食建立２型糖尿病大鼠模型的方法［５，６］。

图１　各组大鼠心肌组织ＡＴＰ敏感性钾
通道ＳＵＲ２、Ｋｉｒ６．２ｍＲＮＡ表达水平比较

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＵＲ２ａｎｄＫｉｒ６．２ｇｅｎｅｓｏｆＫＡＴＰｍＲＮＡ
ｉｎｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

高脂饮食及肥胖在胰岛素抵抗的诱发及最终糖尿病的
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发病中起重要作用。我们首先通过高脂饮食诱发出高胰岛

素血症和胰岛素抵抗，再注射小剂量ＳＴＺ导致胰腺代偿性分

泌胰岛素障碍，最终形成糖尿病。未注射ＳＴＺ的高脂饮食组

血胰岛素水平已较正常升高，但其血糖水平尚维持正常，说

明已诱发胰岛素抵抗。小剂量ＳＴＺ注射后７２ｈ造模组大鼠

血糖升高，推测由于长期高脂饮食已导致大鼠超重、胰岛素

抵抗，小剂量ＳＴＺ引起胰岛轻度破坏，功能轻度受损而出现

明显高血糖。同时，糖尿病模型组大鼠脂代谢紊乱，伴有高

ＴＧ和高Ｔｃｈ血症，这一点与临床上２型糖尿病症状亦较为

接近。糖尿病模型组 大 鼠 体 质 量 较 高 脂 饮 食 组 略 低，

是因其ＳＴＺ注射后产生的高血糖、多尿症状使体质量下降所

致。

３．２　格列吡嗪对糖尿病大鼠心肌 ＫＡＴＰ通道ＳＵＲ２、Ｋｉｒ６．２
表达的影响　文献显示ＳＵ通过阻断心血管质膜和部分线粒

体ＫＡＴＰ通道的开放而对心血管系统产生不利影响［１］。但临

床实验的结论存在差异，有学者提出ＳＵ用于人类降糖的药

物浓度很低，不足以引起心肌ＫＡＴＰ通道的状态改变［６］。我们

针对目前这一热点问题开展研究，着重在于治疗剂量的ＳＵ
是否引起心肌组织 ＫＡＴＰ通道 ｍＲＮＡ表达的变化，从而对心

血管系统产生影响。

　　本研究的结果显示ＳＴＺ诱导的实验性２型糖尿病不影

响心肌ＫＡＴＰ通道ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２的表达水平，这可用糖尿

病时葡萄糖代谢特点和 ＫＡＴＰ通道的生理调节过程解释。在

实验性２型糖尿病大鼠，由于胰岛素分泌不足和胰岛素抵

抗，组织对葡萄糖的摄取和利用减少，乳酸生成增多，耗氧量

下降，能量代谢降低［７，８］，但是除非是严重的代谢紊乱如酮症

酸中毒时，组织的 ＫＡＴＰ通道数量不会因为糖尿病而发生改

变，即便是在血糖未控制的情况下仍是如此。我们用治疗剂

量的格列吡嗪干预糖尿病大鼠，并未对大鼠心肌组织ＫＡＴＰ通

道的组成亚基ＳＵＲ２和Ｋｉｒ６．２的 ｍＲＮＡ水平产生影响，可

能从分子生物学的角度提示治疗剂量的格列吡嗪在发挥其

降糖作用的同时并不影响２型糖尿病大鼠心血管系统 ＫＡＴＰ
通道的表达，进一步将进行心肌细胞电生理研究和大规模的

临床研究以明确ＳＵ对心血管系统的影响。

　　有学者对正常大鼠使用ＳＵ格列本脲灌胃２周，发现心

肌组织ＳＵＲ２上调，即增加了心肌组织的 ＫＡＴＰ通道数量，这

符合受体调节的一般规律［９］。但本研究糖尿病大鼠在经另

一种ＳＵ格列吡嗪处理后却并未出现此种现象，即长期的格

列吡嗪治疗未使糖尿病大鼠心肌的ＫＡＴＰ通道发生数量上的

上调。这一现象提示糖尿病可能改变了心肌ＫＡＴＰ通道对ＳＵ
的反应，既往在非糖尿病动物发现的ＳＵ影响心肌缺血预适

应，延缓心肌收缩功能恢复等研究结果，不能简单推论至糖

尿病动物。
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