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ＤＵＳＰ９对高脂喂养胰岛素抵抗Ｃ５７小鼠胆固醇、糖异生的影响
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（１．遵义医学院附属医院医学检验科，贵州遵义５６３００３；２．贵州省遵义市第一人民医院检验科，

贵州遵义５６３００２；３．遵义医学院医学检验系，贵州遵义５６３００３）

　　摘　要：目的　探讨ＤＵＳＰ９基因对高脂喂养诱导的胰岛素抵抗Ｃ５７小鼠胆固醇、糖异生的影响。方法　将成功构建的

ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９裸质粒注射随机选取的高脂喂养小鼠（ＨＤ组，狀＝１０），以空载ｐＥＧＦＰＮ１注射的高脂喂养小鼠为对照（ＨＥ组，

狀＝１０），普食喂养的为阴性对照（ＮＣ组，狀＝１０），质粒注射４８ｈ后分别取各组小鼠血清、肝组织，检测总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋

白胆固醇（ＬＤＬＣ）、空腹血糖（ＦＢＧ），空腹胰岛素（ＦＩＮＳ）等指标；实时荧光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）法检测各肝组织中ＤＵＳＰ９、脂代谢

相关基因固醇元件结合蛋白２（ＳＲＥＢＰ２）、低密度脂蛋白受体（ＬＤＬｒ）、糖异生关键酶磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣＫ）ｍＲＮＡ

表达的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＤＵＳＰ９蛋白表达水平。结果　ＨＤ、ＨＥ组小鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＣ、ＬＤＬＣ水平较ＮＣ组明显升高

（犘＜０．０１）；ＨＤ组小鼠肝脏中ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均较ＨＥ组显著升高（犘＜０．０１），ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒｍＲＮＡ表达水平均

显著增加（犘＜０．０１），ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ表达水平明显下调（犘＜０．０１）；ＨＤ组小鼠４８ｈ血清ＴＣ、ＬＤＬＣ水平与 ＨＥ组比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＤＵＳＰ９可能通过上调ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒ水平改善高脂喂养胰岛素抵抗Ｃ５７小鼠的胆固醇代谢，减

少ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ的表达水平从而导致肝糖输出减少，ＦＢＧ水平降低。

关键词：ＤＵＳＰ９；胰岛素抵抗；胆固醇代谢；糖异生

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．１４．００１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）１４１５６１０３

犈犳犳犲犮狋狊狅犳犇犝犛犘９狅狀犮犺狅犾犲狊狋犲狉狅犾犪狀犱犵犾狌犮狅狀犲狅犵犲狀犲狊犻狊犻狀犺犻犵犺犳犪狋犱犻犲狋犻狀犱狌犮犲犱犻狀狊狌犾犻狀狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犆５７犿犻犮犲


犢犪狀犵犢犪狀
１，犗狌狔犪狀犵犡狌犺狅狀犵

１△，犡犻犪狀犵犑犻犪犾犻狀
１，犔犻犅犻狀犵

１，犠犪狀犵犉犲狀犵狓狌犲
２，犡犻犪狅犙犻犪狅３，犜犪狀犌狌狅狔犻

３

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕犲犱犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾，犣狌狀狔犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犣狌狀狔犻，犌狌犻狕犺狅狌５６３００３，犆犺犻狀犪；

２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犣狌狀狔犻犉犻狉狊狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犣狌狀狔犻，犌狌犻狕犺狅狌５６３００２，犆犺犻狀犪；

３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕犲犱犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犣狌狀狔犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犣狌狀狔犻，犌狌犻狕犺狅狌５６３００３，犮犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ９（ＤＵＳＰ９）ｏｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌａｎｄｇｌｕｃｏｎｅｏ

ｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｉｎｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＣ５７ｍｉｃｅ．犕犲狋犺狅犱狊　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｆｏｒＤＵＳＰ９ｇｅｎｅｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃ

ｔｅｄ．ＮａｋｅｄｐｌａｓｍｉｄｓｏｆｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９ｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｍｉｃｅ（ＨＤｇｒｏｕｐ，狀＝１０）ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄ，ｐＥＧ

ＦＰＮ１ｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｍｉｃｅ（ＨＥｇｒｏｕｐ，狀＝１０）ａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｈｏｗｄｉｅｔｇｒｏｕｐ（ＮＣ

ｇｒｏｕｐ，狀＝１０）ａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ４８ｈａｆｔｅｒ

ｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ），ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＬＤＬＣ），ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ），

ｆａｓｔｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎ（ＦＩＮＳ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＵＳＰ９，ＳＲＥＢＰ２ａｎｄＬＤＬｒｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＱＰＣＲ．ＤＵＳＰ９ｐｒｏ

ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ＦＢＧ，ＦＩＮＳ，ＴＣ，ＬＤＬＣｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｔｈｅＨＤａｎｄｔｈｅＨＥｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＨＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂｖｉ

ｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨＥｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ２ａｎｄＬＤＬＲｍＲＮＡｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＰＥＰＣＫｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＥｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＴＣａｎｄＬＤＬＣａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ４８ｈｗｅｒｅｎｏｔ

ｃｈａｎｇｅｄｉｎｔｈｅＨＤｇｒｏｕｐ（ａｌｌ犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＤＵＳＰ９ｍａｙｉｍｐｒｏｖｅｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＳＲＥＢＰ２ａｎｄ

ＬＤＬｒｌｅｖｅｌｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｈｅｐａｔｉｃｇｌｕｃｏｓｅｏｕｔｐｕｔａｎｄｆａｓｔｅｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｓｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＰＥＰＣＫｉｎ
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　　肝脏作为胰岛素作用的重要靶器官之一，在糖、脂质代谢

作用中扮演着重要角色。当机体处于饥饿时或空腹状态下，肝

脏则通过糖异生和糖原分解途径来维持血糖的正常水平。脂

质代谢作为三大营养物质代谢之一，其信号传导途径是复杂而

精细的，它主要参与了机体的能量供应和储存，生物膜的构成

及其他一些重要的生命过程。胰岛素抵抗（ＩＲ）、２型糖尿病

（Ｔ２ＤＭ）和肥胖常伴随着糖、脂质代谢紊乱，因此阐明肝糖、脂

质代谢的信号传导途径将对这些疾病的防治产生深远的影响。

ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ９（ＤＵＳＰ９）基因属于

酪氨酸蛋白磷酸酶超家族，可通过去磷酸化、钝化促分裂原活

化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）关键的酪氨酸和苏氨酸残基，调控

ＭＡＰＫ的功能
［１２］。研究发现，人源与小鼠ＤＵＳＰ９同源性为

８３％，在胎盘、肝脏、肾脏中高表达，且在发育进程中是可调型

表达［３４］。在对中国汉族人口较瘦人群的一项研究中发现，

ＤＵＳＰ９ＳＮＰｓ与Ｔ２ＤＭ 高风险相关
［５］。其在ＩＲ进程中的作

用机制及分子靶点尚未清楚，与糖脂代谢相关研究也甚少。本

１６５１重庆医学２０１３年５月第４２卷第１４期

 基金项目：贵州省优秀科技教育人才省长资金项目［黔省专合字（２００９）４９］。　作者简介：杨艳（１９８０～），讲师，硕士研究生，主要从事糖

脂代谢紊乱研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３７６５２３７３３０；Ｅｍａｉｌ：Ｏｕｙｘｈｏｎｇ０６０３＠１６３．ｃｏｍ。



研究通过体内过表达ＤＵＳＰ９，欲探讨ＤＵＳＰ９对胆固醇、糖异

生可能的作用及机制，为进一步研究ＤＵＳＰ９生理功能及其在

糖脂代谢、ＩＲ进程中的作用提供相关的实验依据及理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物：健康雄性Ｃ５７小鼠３０只，４周龄，购自

第三军医大学大坪医院野战外科研究所动物研究中心。试剂：

总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、血糖（ＧＬＵ）检

测试剂 盒 购 自 Ｏｌｙｍｐｕｓ公 司；ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒、Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＳＹＢＲ?ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭ购自ＴａＫａ

Ｒａ公司；全蛋白提取试剂盒、二辛可酸（ＢＣＡ）法蛋白检测试剂

盒均购自凯基公司；去内毒素质粒大抽试剂盒购自北京天根生

化科技公司；兔抗小鼠ＤＵＳＰ９一抗购自Ａｂｎｏｖａ公司；兔抗小

鼠βａｃｔｉｎ一抗、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ二

抗购自武汉博士德生物工程有限公司；小鼠胰岛素测定试剂盒

购自美国Ｌｉｎｃｏ公司。高脂饲料购自上海斯莱克动物有限责

任公司，所有引物均由大连宝生物合成。

１．２　方法

１．２．１　动物分组及喂养　将小鼠３０只适应性喂养１周后，随

机分为普食喂养组（ＮＣ组，狀＝１０）和高脂喂养组（狀＝２０）。高

脂喂养组再根据注射质粒不同分为 ＨＤ 组（注射 ｐＥＧＦＰ

ＤＵＳＰ９）和 ＨＥ租（注射空载ｐＥＧＦＰＮ１），各１０只。ＮＣ组给

予普食（碳水化合物６０％，蛋白质２１％，脂肪１９％），高脂喂养

组给予高脂饲料（碳水化合物３７．１％，粗蛋白２０％，脂肪

４２．９％），共喂养２５周。

１．２．２　ＩＲ、高脂血症动物模型的构建评价　采用稳态模式评

估法（ＨＯＭＡ）计算ＩＲ指数，即 ＨＯＭＡＩＲ＝（ＦＢＧ×ＦＩＮＳ）／

２２．５。操作遵照各试剂盒说明书。各组小鼠空腹８～１０ｈ，摘

眼球取血，迅速分离血清，全自动生化分析仪ＯＬＹＭＰＵＳ５４００

检测空腹血糖（ＦＢＧ）、ＴＣ、ＬＤＬＣ水平。

１．２．３　流体力学裸质粒尾静脉注射转染各实验小鼠　高脂喂

养组小鼠空腹８～１２ｈ，将去内毒素的ｐＥＧＦＰＮ１（ＨＥ组）或

ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９裸质粒（ＨＤ组）通过尾静脉注射，总剂量为５０

μｇ／只，每只鼠每次２５μｇ，２４ｈ后加强注射１次。４８ｈ取血

后，将 ＨＥ、ＨＤ组小鼠处死，取肝组织提取总 ＲＮＡ和组织全

蛋白，采用 ＱＰＣＲ法检测 ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测ＤＵＳＰ９蛋白表达水平，其中 ＱＰＣＲ检测结果的比较

以２－ΔΔＣｔ值表示基因的相对表达量，所用引物见表１。

１．２．４　肝组织中ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒ、ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ表达的检

测　质粒转染４８ｈ后，取各小鼠肝组织１００ｍｇ匀浆并提取总

ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，ＱＰＣＲ检测ＤＵＳＰ９、ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒ

ｍＲＮＡ的表达水平。各引物序列见表１。

表１　ＱＰＣＲ引物序列

基因 引物（５′～３′）
扩增片段长度

（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ 上游：ＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ ２２０

下游：ＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ

ＤＵＳＰ９ 上游：ＧＣＴＴＣＡＧＴＧＧＴＣＧＴＧＣＣＧ １６６

下游：ＧＧＡＧＧＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＴＣ

ＳＲＥＢＰ２ 上游：ＣＴＧＧＴＡＣＧＣＴＧＧＴＴＡＣＴＣＡＡ ２６３

下游：ＧＣＴＧＴＣＡＧＧＴＧＧＡＴＣＴＣＡＡＴ

ＬＤＬｒ 上游：ＧＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＣＴＣＴＧＴＣＴＧ １８８

下游：ＧＡＡＡＣＣＡＴＧＣＧＴＧＴＡＴＣＣＣＴ

ＰＥＰＣＫ 上游：ＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＣＣＴＣＣＣＴＴ １７６

下游：ＡＧＣＡＴＴＧＴＧＣＣＧＣＴＡＴＣＴ

１．２．５　相关生化指标的检测　采用胰岛素放免试剂盒检测小

鼠胰岛素水平，己糖激酶法检测ＦＢＧ水平。胆固醇氧化酶法

检测ＴＣ、表面活性剂清除法（ＳＵＲ法）检测ＬＤＬＣ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数据

以狓±狊表示，组间数据比较采用单因素方差分析，ＨＥ、ＨＤ组组

间比较采用独立样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＲ及相关生化指标的变化特征　高脂喂养组小鼠较ＮＣ

组小鼠ＦＢＧ均增高（犘＜０．０１），ＩＲ指数增加，表明ＩＲ加重，同

时ＴＣ、ＬＤＬＣ均呈不同程度增高（犘＜０．０１），但质粒注射后

４８ｈ，ＨＤ组较 ＨＥ组小鼠血清中 ＴＣ、ＬＤＬＣ未见明显改变

（犘＞０．０５），见表２。ＨＤ组ＦＢＧ较注射ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９前明

显降低（犘＜０．０１）。ＨＤ、ＨＥ组小鼠肝细胞内出现大小不等脂

滴，呈现中度脂肪变性，局部可见炎症细胞浸润。ＮＣ组小鼠

肝细胞未观察到明显的脂质沉积，见图１。

２．２　ＤＵＳＰ９过表达的验证　ＱＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显

示，ＨＤ组ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ表达水平较 ＨＥ组明显上调，是 ＨＥ

组小鼠的１７．３倍（犘＜０．０１），ＨＤ组ＤＵＳＰ９蛋白表达水平较

ＨＥ组也呈高表达［（１．２２±０．０８）ｖｓ．（０．９１±０．１０），犘＜０．０５］，

提示ＤＵＳＰ９质粒成功转染高脂喂养Ｃ５７小鼠，见图２、３。

　　Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＨＤ组；ＨＥ组。

图１　　３组小鼠肝组织形态学改变（苏木精伊红染色×２０）

表２　　３组小鼠血生化指标比较（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＦＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＩＮＳ（ｍＵ／Ｌ） ＨＯＭＡＩＲ ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ组 ８．４４±０．６１ １２．４０±１．１２ ４．７４±０．４４ ３．０９±０．３５ ０．４８±０．０７

ＨＥ组 １２．２９±１．０６ １５．３９±０．６４ ８．４７±０．７３ ４．６８±０．８４ １．１０±０．２６

ＨＤ组 １０．７２±０．８３ １５．２９±０．６８ ７．２８±０．６９ ４．３８±０．７１ ０．９７±０．２０

　　：犘＜０．０１，与ＮＣ组比较。
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　　：犘＜０．０１，与 ＨＥ组比较。

图２　　两组小鼠ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ的相对表达量比较

　　１、２：ＨＥ组；３、４：ＨＤ组。

图３　　两组小鼠ＤＵＳＰ９蛋白表达水平

２．３　ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒ、ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ表达水平　ＨＤ组小鼠

肝脏组织ＳＲＥＢＰ２相对表达量较 ＨＥ组上调７．４１倍（犘＜

０．０１）、ＬＤＬｒｍＲＮＡ 相对表达量是 ＨＥ组小鼠的５．９４倍

（犘＜０．０１），ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ表达水平较 ＨＥ组下调５４％（犘＜

０．０１）。

３　讨　　论

ＩＲ是由遗传和环境因素共同所致，肝内选择性ＩＲ，肝糖异

生增加，肝糖原合成减少且分解加强，肝糖输出增加，促使

ＦＢＧ和餐后血糖均升高。这一效应是反常的，按理胰岛素刺

激脂肪合成，ＩＲ时肝脏脂肪理应减少，但实际上是增加的，显

然肝脏ＩＲ在糖尿病研究中非常重要。

ＤＵＳＰ９作为一个肿瘤相关基因，在恶性肿瘤透明细胞内

其表达下调与疾病的预后不良存在密切关联［６］；除可调控

ＭＡＰＫ活性外，还作为骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）信号转导的调

节子参与调控胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）的活性，从而决定小

鼠胚胎干细胞命运［７］。有限地研究表明ＤＵＳＰ９参与了ＩＲ这

一进程，但其促进ＩＲ发生还是抑制ＩＲ仍存在不同观点。本研

究通过长期高脂喂养方式构建ＩＲ、高胆固醇血症的小鼠模型，

拟通过流体力学尾静脉注射裸质粒方式介导ＤＵＳＰ９基因有

效在肝组织形成过表达，初步探讨ＤＵＳＰ９在ＩＲ的病理条件

下对肝胆固醇、糖异生可能的作用。本研究结果表明，高脂喂

养组小鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ水平及ＨＯＭＡＩＲ均较ＮＣ组明显增高，

且形成高胆固醇血症，提示造模成功。

流体力学注射是进行基因功能研究的一种有效方式［８１０］，

通过尾静脉注射方式能在肝中形成有效表达［７］。本研究采用

分次注射加强法［１１］，即每次２５μｇ／１００μＬ（生理盐水），注射２４

ｈ后再加强１次，质粒总剂量为５０μｇ。通过 ＱＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法验证 ＨＤ组ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均较 ＨＥ组

明显上调，即形成有效的高表达，说明ＤＵＳＰ９质粒成功转染

高脂喂养小鼠。

对于大多数组织来说，保证胆固醇的供给，维持其代谢平

衡是十分重要的。细胞内胆固醇的来源主要有内源性合成和

外源性摄入，均通过依赖于细胞内胆固醇水平的反馈调节系统

精密调控胆固醇的内稳态，即主要通过ＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２ＬＤＬｒ／

ＨＭＧＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ通路来实现。ＳＲＥＢＰ２属固醇调节元件

结合蛋白家族（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＳＲＥＢＰｓ）成员之一，主要参与调控乙酰辅酶Ａ合成胆固醇
［１２］。

ＬＤＬｒ是一种位于细胞表面的跨膜受体，在肝脏中表达最

为丰富［１３］。体内大部分胆固醇结合于低密度脂蛋白（ＬＤＬ），

主要经肝细胞表面的ＬＤＬｒ代谢和清除；另外，ＬＤＬｒ摄取胆固

醇进入细胞内，用于细胞增殖和固醇类激素及胆汁酸盐的合成

等。ＳＲＥＢＰ２与固醇调节元件（ＳＲＥ）结合可促进ＬＤＬｒ的高

效转录；本研究结果表明，过表达ＤＵＳＰ９使小鼠肝ＳＲＥＢＰ２、

ＬＤＬｒｍＲＮＡ表达水平上调，这个可能是表达上调的ＳＲＥＢＰ２

与其固醇调节元件结合促使ＬＤＬｒ转录活性增强。而增加的

ＬＤＬｒ可清除ＬＤＬＣ，从而可有效改善高胆固醇血症，但本研

究中仅取了质粒注射后４８ｈ的血清检测了ＬＤＬＣ，尚未检测

更较长时间ＬＤＬＣ的水平。由于血清中胆固醇的变化较其调

控基因ｍＲＮＡ变化水平慢，且释放入血液中尚需一定时间，故

４８ｈ血清中ＬＤＬＣ的水平未发生明显变化可能与此相关。本

研究会在后续实验中监测血清中ＬＤＬＣ可能发生变化的时间

如７２、９６、１２０ｈ。

肝糖异生是肝糖代谢的重要组成部分，受一系列转录因子

的调控。ＰＥＰＣＫ是糖异生途径的关键酶，其转录的多少决定

着糖异生的速度［１４］，其存在两种同工酶，即ＰＥＰＣＫＣ（存在于

细胞质）和ＰＥＰＣＫＭ（存在于线粒体），其中ＰＥＰＣＫＣ是催化

糖异生第一步的关键酶，且大量证据表明其活力与血糖控制相

关［１５］。本研究结果中，ＨＤ组ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ表达水平较 ＨＥ

组明显下调，ＦＢＧ水平下降，这可能是因为下调的ＰＥＰＣＫ导

致肝糖输出增加，而ＦＢＧ与肝糖输出量呈正相关。

总之，本研究显示，过表达的ＤＵＳＰ９能上调ＳＲＥＢＰ２、ＬＤ

ＬｒｍＲＮＡ及下调ＰＥＰＣＫｍＲＮＡ的表达，能降低肝胆固醇、

ＦＢＧ水平，但不能降低血胆固醇水平，ＳＲＥＢＰ２、ＬＤＬｒ、ＰＥＰＣＫ

可能是ＤＵＳＰ９参与胆固醇代谢、糖异生调控的有效靶点，这

将为开发ＩＲ等代谢综合征药物提供重要的理论依据。
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在侵袭性，在膀胱移行细胞癌的早期发生及发展中有重要作

用。本研究中，在尿沉渣细胞与膀胱癌组织中的甲基化总体符

合率为８４．２％（１６／１９），二者在检测 ＷＷＯＸ基因启动子区甲

基化方面有显著的相关性（犘＜０．０５），提示尿沉渣细胞遗传信

息丢失不多，检测尿沉渣细胞可以基本准确地反映膀胱癌组织

的甲基化情况。因此，尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲

基化的检测，可以作为膀胱癌早期诊断的无创指标。

早期膀胱癌患者术后必须定期随访，并行膀胱镜及尿液查

瘤细胞检查，此两项检查均有其局限性［１２］；通过检测尿液中细

胞或蛋白质水平指标如膀胱肿瘤抗原（ＢＴＡ）、核基质蛋白２２

（ＮＭＰ２２）、尿纤维蛋白降解产物（ＦＤＰ）等诊断或监测膀胱癌

的复发，但这些方法的敏感性和特异性均不十分理想［１３］。近

年来，膀胱癌患者尿沉渣细胞ＤＮＡ的 ＭＳＰ检测方法以其高

敏感性、高特异性成为一个重要临床检验方法，为初发及复发

性膀胱癌提供了一个简单无创的检测方法，用于膀胱癌的诊断

与随访［１４］。另外，膀胱癌的发病是一个多基因决定的综合事

件。因此，可以将 ＷＷＯＸ与其他多种在膀胱癌中高频甲基化

的基因组合为膀胱癌的ＤＮＡ甲基化谱，进行尿液样本的ＤＮＡ

甲基化谱检测，将为膀胱癌的早期诊断及预后判断提供一种新

的、无创性的手段［１５］。
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