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高糖对ＨＳｋＭＣｓ细胞株ＡＴ１Ｒ、ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨骨骼肌局部肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）在高糖状态的变化及对线粒体融合蛋白２（ｍｆｎ２）基因表达的影

响。方法　体外培养人骨骼肌细胞（ＨＳｋＭＣ），分为不同浓度葡萄糖组进行培养：５．５５ｍｍｏｌ／Ｌ组，１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ组，２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ

组，分别培养４８ｈ，应用ＲＴＰＣＲ检测各组的血管紧张素Ⅱ１型受体（ＡＴ１Ｒ）、ｍｆｎ２基因表达。结果　以５．５５ｍｍｏｌ／Ｌ组作为基

础对照组，１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ组、２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ组 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达均较对照组增加 （犘＜０．０５），而 ｍｆｎ２基因表达则下降（犘＜

０．０５）。结论　高糖能诱导骨骼肌细胞ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达上调，ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达下调，且呈剂量依耐性。
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　　局部肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）与胰岛素抵抗（ＩＲ）的关

系日益受到关注。线粒体融合蛋白２（ｍｆｎ２）基因是从大鼠血

管平滑肌细胞中克隆出的一种新基因［１］，在体内以心脏、骨骼

肌、脂肪组织含量最高。ｍｆｎ２基因表达产物在哺乳动物细胞

中不仅在参与维持线粒体网状结构和功能中发挥重要作用［２］，

而且与ＩＲ有关。高糖是ＩＲ的病理生理基础，其是否影响局部

组织ＲＡＳ、ｍｆｎ２的表达，目前研究较少涉及。本研究利用不

同浓度葡萄糖培养人骨骼肌细胞（ＨＳｋＭＣｓ），探讨葡萄糖浓度

对 ＨＳｋＭＣｓ细胞血管紧张素Ⅱ１型受体（ＡＴ１Ｒ）、ｍｆｎ２ｍＲ

ＮＡ表达的影响，以阐述高糖对骨骼肌局部ＲＡＳ、ｍｆｎ２ｍＲＮＡ

表达的影响，为糖尿病的发病机制做一些基础性的研究。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＳｋＭＣｓ细胞株购自上海众华生物科技有限公

司。ＲＰＭＩ１６４０（无糖）培养基购自 Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清

（ＦＢＳ）购自浙江天杭生物科技有限公司，ＰＣＲ逆转录试剂盒、

Ｐｒｅｍｉｘ、引物合成均由ＴａＫａＲａ提供。其余试剂均为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　不同浓度葡萄糖培养基的配置　干粉 ＲＰＭＩ１６４０

１０．４ｇ、ＮａＨＣＯ３２ｇ、ＨＥＰＥＳ２ｇ，双蒸水溶解，定容至１０００

ｍＬ，各取１００ｍＬ，分别加入无水葡萄糖１８０ｍｇ、３６０ｍｇ、７２０

ｍｇ，分别经０．２２μｍ滤膜负压，分装备用，４℃保存。使用之

前加入胎牛血清，浓度为１０％。

１．２．２　细胞培养及干预　复苏、培养 ＨＳｋＭＣｓ，待进入对数生

长期后用胰酶消化，吹打均匀后接种于６孔板，每孔１０６ 个细

胞。待细胞贴壁２４ｈ后吸出培养基，细胞根据葡萄糖浓度进行

分组，每组重复试验４次，具体分组如下，对照组：培养基中葡萄

糖的浓度为５．５５ｍｍｏｌ／Ｌ，培养４８ｈ；１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组：培

养基中葡萄糖浓度为１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，培养４８ｈ；２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ葡

萄糖组：培养基中葡萄糖浓度为２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ，培养４８ｈ。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＡＴ１Ｒ、ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达　常规提取

ＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ扩增目的基因。ＰＣＲ引物：（１）

ＡＴ１Ｒ上游引物５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，

下游引物５′ＴＣＴＧＣＡＡＣＴＴＧＡＣＧＡＣＴＡＣＴＧＣＴＴＡ

３′，扩增长度１４０ｂｐ；（２）ｍｆｎ２上游引物５′ＴＣＡ ＡＧＣＧＣＣ

ＡＧＴＴＴＧＴＧＧＡＧ３′，下游引物５′ＡＧＡＴＧＡＧＣＡ ＡＡＧ

ＧＴＣＣＣＡＧＡＣＡＧ３′，扩增长度１１５ｂｐ；（３）βａｃｔｉｎ上游引物

５′ＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡ３′，下游引物５′ＴＧＣ

ＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ３′，扩增长度１９０ｂｐ。退火温

度分别为５５℃、６０℃、５５℃。ＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝

胶电泳，以凝胶成像分析仪进行凝胶灰度分析并照相。
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１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计学分析，

计量资料以狓±狊表示，各组间比较采用单因素方差分析。以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同浓度葡萄糖对骨骼肌细胞 ＡＴ１Ｒ基因表达的影响

　１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ后 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达较对

照组增加了０．２６倍（犘＜０．０５）；２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８

ｈ后，ＡＴＩＲ表达水平较对照组增加了０．８２倍（犘＜０．０５）。见

图１、表１。

图１　　不同葡萄糖浓度对 ＨＳｋＭＣｓ细胞ＡＴ１Ｒ

ｍＲＮＡ表达的影响

２．２　不同浓度葡萄糖对骨骼肌细胞 ｍｆｎ２表达的影响　１１．１

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ后 ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达较对照组下降

１２．３％（犘＜０．０５）；２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ后 ｍｆｎ２基

因表达较对照组下降了４７．３％（犘＜０．０５）。见图２、表１。

图２　　不同葡萄糖浓度对 ＨＳｋＭＣｓ细胞ｍｆｎ２

ｍＲＮＡ表达的影响

表１　　不同浓度葡萄糖对 ＨＳｋＭＣｓ细胞ｍｆｎ２ｍＲＮＡ、

　ＡＴ１ｍＲＮＡ表达影响（狓±狊，狀＝４）

组别 ｍｆｎ２／ａｃｔｉｎ（ｍＲＮＡ） ＡＴ１Ｒ／ａｃｔｉｎ（ｍＲＮＡ）

对照组 ０．３５５０±０．０１６４ ０．４３４２±０．０１８３

１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组 ０．３１２１±０．０１８８ ０．５４７４±０．０１７４

２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组 ０．１８９５±０．００９２ ０．７８９５±０．０２０７

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

近年局部ＲＡＳ在２型糖尿病发病机制中的作用的研究正

成为糖尿病研究领域的一个热点，胰岛、脂肪组织局部ＲＡＳ对

ＩＲ的影响在近年国内外研究中涉及较多，而针对骨骼肌局部

ＲＡＳ的调控因素的研究鲜有报道。

骨骼肌为外周组织胰岛素敏感性、葡萄糖摄取的主要靶器

官，约有８０％～９０％的胰岛素刺激葡萄糖摄取由其完成
［３］。

因而全身ＩＲ的产生与骨骼肌对胰岛素刺激下的葡萄糖摄取、

利用的下降有重要关系。有研究表明外周组织葡萄糖摄取减

少主要发生在肌肉［４］。骨骼肌ＩＲ是代谢紊乱的基础，有研究

表明，骨骼肌ＩＲ是２型糖尿病发展的前奏和特征标志
［５６］。

持续高血糖可导致机体的ＩＲ产生，是糖尿病的病理生理

基础。研究证实，高糖可以抑制骨骼肌细胞的葡萄糖转运，诱

导ＩＲ
［７］。高春林等［８］的研究也表明，高糖可以降低大鼠骨骼

肌Ｌ６细胞的葡萄糖摄取效率。研究还表明骨骼肌局部ＲＡＳ

在２型糖尿病患者中也会被激活
［９］。血管紧张素Ⅱ（ＡＴⅡ）是

ＲＡＳ主要效应物质，ＡｎｇⅡ的生物活性绝大部分是由 ＡＴ１Ｒ

介导。在本研究中作者分别采用不同浓度葡萄糖的培养基

（５．５５ｍｍｏｌ／Ｌ、１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ、２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ）培养骨骼肌细胞

４８ｈ后观察到，骨骼肌细胞 ＡＴ１Ｒ水平与葡萄糖浓度呈浓度

依耐性，且从１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ到２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ增幅更加显著，提

示高糖通过诱导骨骼肌 ＡＴ１Ｒ表达上调，参与了骨骼肌局部

ＲＡＳ的调控，进一步表明高糖是导致骨骼肌局部ＲＡＳ活化的

重要因素。

２００５年，Ｌｏｗｅｌｌ等
［１０］就提出线粒体功能失常是ＩＲ和糖

尿病发生的重要原因，线粒体功能失常导致的氧化失衡和脂毒

性在其中可能发挥了重要作用。而线粒体形态的改变会扰乱

其生物学功能，故常被视为骨骼肌各种病变的重要标志。

Ｋｅｌｌｅｙ等
［１１］的研究发现２型糖尿病患者或者肥胖个体骨骼肌

线粒体体型较小，而且呈现较大空泡。Ａｎｅｌｌｏ等
［１２］也发现在２

型糖尿病患者中线粒体密度增高，体积增大，线粒体出现肿胀。

ｍｆｎ２是Ｃｈｅｎ等
［１３］在正常血压大鼠和高血压大鼠的血管

平滑肌细胞中克隆出的一种新基因。其主要功能是负责调控

线粒体融合。ｍｆｎ２在机体中分布广泛，其中以心脏、骨骼肌、

脂肪组织含量最高。２型糖尿病的发生与 ｍｆｎ２在骨骼肌表达

失调有关。在离体和在体模型研究中均发现，葡萄糖氧化能

力随着ｍｆｎ２表达水平改变而变化
［１４］。ｍｆｎ２的表达受多种因

素调控。在机体消耗能量增加，如运动、寒冷刺激、β肾上腺素

能增效剂刺激等情况会上调 ｍｆｎ２的表达。肥胖、糖尿病、ＩＲ

等都能影响骨骼肌 ｍｆｎ２的表达。其中肥胖、糖尿病、ＴＮＦα／

ＩＬ６可下调 ｍｆｎ２的表达，而运动和减肥则可上调 ｍｆｎ２的表

达增加。Ｌａｓｔｒａ等
［１５］的研究观察到骨骼肌局部ＲＡＳ激活导

致线粒体内膜电位与线粒体形态异常，使用阿利吉仑阻断

ＲＡＳ后可逆转上述改变。而高糖激活局部 ＲＡＳ通过何种途

径影响线粒体形态及膜电位的变化目前尚不明确。在本研究

中发现随葡萄浓度增加骨骼肌 ｍｆｎ２基因表达则逐渐减弱。

故推测高糖激活骨骼肌局部ＲＡＳ可能是通过调节 ｍｆｎ２的基

因表达来影响线粒体的形态与线粒体膜电位的变化，进而诱导

ＩＲ的产生。

综上所述，本实验通过体外细胞培养方法直接观察到了不

同浓度葡萄糖对骨骼肌局部ＲＡＳ的激活及对ｍｆｎ２的影响，为

揭示葡萄糖浓度、局部ＲＡＳ与ｍｆｎ２的表达之间的关联提供了

直接的依据。但是其中还有一些分子机制尚未完全阐明，有待

进一步研究明确。
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的意义。

本研究利用 ＭＳＲＥＨｐａⅡ对甲基化位点不能切割的特

性，将所提取的 ＤＮＡ 做 ＭＳＲＥ ＨｐａⅡ酶切处理后，再进行

ＳＹＢＲＰＣＲ检测，分析孕妇外周血中游离胎儿ＤＮＡ浓度在不

同组之间的差异，分别对早孕组、中孕组和晚孕组进行组间比

较。结果发现早孕、中孕和晚孕各组之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５），孕妇外周血中游离胎儿ＤＮＡ浓度随孕周的增加

而增加，与之前文献报道的相符［１２］。这一结果非常有助于无

创性产前诊断唐氏综合征的研究［１３］。

本研究进一步确定了甲基化ＥＲＧ基因作为胎儿ＤＮＡ的

标记物应用于无创性产前诊断唐氏综合症的可行性。后续研

究中作者希望可以通过焦磷酸测序或质谱分析等技术方法来

获得游离胎儿ＤＮＡ上更多的甲基化位点信息，最终能够利用

孕妇外周血中的游离胎儿ＤＮＡ建立早期、快速、准确、无创伤

性的产前诊断方法。
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ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏ

ｎｉｓｔｓ：ｂｅｙｏｎｄｔｈｅｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＪＨｙｐｅｒｔｅｎｓ，２００４，

２２（１２）：２２５３２２６１．

［７］ＰｅｓｓｉｎＪＥ，ＳａｌｔｉｅｌＡＲ．Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｉｎｓｕｌｉｎａｃｔｉｏｎ：ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０００，１０６（２）：

１６５１６９．

［８］ 高春林，赵亚萍，陈小慧，等．不同浓度葡萄糖和游离脂肪酸对大

鼠骨骼肌细胞株Ｌ６细胞胰岛素敏感性和细胞内活性氧的影响

［Ｊ］．中国糖尿病杂志，２０１１，１９（３）：２２１２２４．

［９］ＪｏｎｅｓＡ，ＷｏｏｄｓＤＲ．ＳｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅＲＡＳａｎｄｅｘｅｒｃｉｓｅｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００３，３５（６）：８５５８６６．

［１０］ＬｏｗｅｌｌＢＢ，ＳｈｕｌｍａｎＧＩ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉ

ａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００５，３０７（５７０８）：３８４３８７．

［１１］ＫｅｌｌｅｙＤＥ，ＨｅＪ，ＭｅｎｓｈｉｋｏｖａＥＶ，ｅｔａｌ．Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎ

ｄｒｉａｉｎｈｕｍａｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，

２００２，５１（１０）：２９４４２９５０．

［１２］ＡｎｅｌｌｏＭ，ＬｕｐｉＲ，ＳｐａｍｐｉｎａｔｏＤ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｍｏｒｐｈｏ

ｌｏｇｉｃａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｂｅｔａｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，２００５，４８（２）：２８２２８９．

［１３］ＣｈｅｎＫＨ，ＧｕｏＸ，ＭａＤ，ｅｔａｌ．ＤｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＳＧｔｒｉｇｇｅｒｓｖａｓ

ｃｕｌａｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，６（９）：８７２

８８３．

［１４］ＤｅｂａｒｄＣ，ＬａｖｉｌｌｅＭ，ＢｅｒｂｅＶ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓｏｆ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｉｎｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅｏｆＴｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，２００４，４７（５）：

９１７９２５．

［１５］ＬａｓｔｒａＧ，ＨａｂｉｂｉＪ，ＷｈａｌｅｙＣｏｎｎｅｌｌＡＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｒｅｎｉｎｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｇｌｕ

ｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎａｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｏｄｅｎｔｍｏｄｅｌｏｆｔｉｓｓｕｅｒｅｎｉｎｏｖｅｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００９，１５０（６）：２５６１２５６８．

（收稿日期：２０１３０２０５）

·４０５２· 国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９


