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摘要$ 本研究选择空腹血糖值" ]̂O#在正常范围内"/I"# 22*5mS* ]̂OKCIC# 22*5mS#的中老年食蟹

猴"<+6+6+ -+&6#6),+*#&# ’# 只!高能量膳食诱导 $" 个月后!将其分为正常血糖组和诱高血糖组 " ]̂O’

CIC# 22*5mS#& 采用荧光定量 ]\f技术对 " 组中 /’ 个糖尿病相关基因在诱导前后外周血白细胞中的

2f)M表达量进行分析& 结果表明!高能量膳食诱导后!诱高血糖组 ]̂O和甘油三酯"VO#显著高于正

常血糖组"4K#I#C#!而胆固醇"V\Rg#’高密度脂蛋白"RNS1\#’低密度脂蛋白"SNS1\#与分组无显著

相关性"4r#I#C#& 基因表达水平上!诱高血糖组和正常血糖组均有血管紧张素转换酶基因"C!J#’肝

糖原磷酸化酶基因"4WM7#’水通道蛋白基因"CR4"#等 $. 个基因的 2f)M表达量在高能量膳食诱导前

后存在显著差异"4K#I#C#!且基因的表达模式变化一致!但诱高血糖组的 2f)M表达量变化大!且三

磷酸腺苷柠檬酸裂解酶"C!7W#’选择素 S"1J77#’突触相关蛋白 "/" 1?C4"/#’突触融合蛋白" 1LN%#这

% 个基因的 2f)M表达水平仅在诱高血糖组高能量膳食诱导前后呈差异表达"4K#I#C#&

关键词!食蟹猴%" 型糖尿病%外周血白细胞%基因表达
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! ! " 型 糖 尿 病 "G<FE" ?43YEGE=2E554G>=!
V"N[#是由遗传因素和环境因素共同作用导
致的一种双重缺陷性"胰岛素作用缺陷和胰岛
0细胞功能受损m0细胞胰岛素分泌障碍#疾
病 *$+ !其发病率呈逐年递增的趋势!国际糖尿
病联盟预计!到 "#/# 年全球糖尿病人口将达到
%I/C 亿 *"+ & 据调查中国成年人糖尿病患病率
已达 .I&J!糖尿病前期的患病率达 $CICJ!中
国已成为全世界糖尿病发生的重灾区 */+ & 因
此!在目前 " 型糖尿病发生率走向新高的严峻
形势下探索其风险预警和早期诊断指标尤为
重要&

V"N[发病率 的 扩 大 趋 势 与 人 "V(3(
&+D#%$&#的饮食结构有重大相关性& 高能量膳
食或西式饮食习惯导致的肥胖是增加 V"N[患
病敏感性的一个重要诱发因素 *%+ !据统计!在
肥胖人群中患 V"N[显著增加 *C+ !且报道的各
种动物模型也证实了高能量膳食’肥胖和
V"N[三者具有高度相关性 *’ lB+ !因此称 " 型
糖尿病是吃出来的.富贵病/&

因 V"N[的早期诊断或风险预警指标从人
样本中得出较为困难!只能借助于与人尽可能
相近的动物模型& 从糖尿病角度讲!膳食诱导
的非人灵长类动物模型最为理想!食蟹猴
"<+6+6+ -+&6#6),+*#&#体型小巧!基因组与人类
同源性高!且其发病过程中也存在与人类
V"N[进程相似的糖代谢紊乱’胰岛素抵抗和
高胰岛素血症等病理过程 *. l$#+ !因而近年来食

蟹猴越来越多地被用于糖尿病相关研究中&
目前!利用全基因组扫描!基因表达系列分

析’N)M微阵列等方法已筛选出了大量糖尿病
相关基因 *$$ l$"+ !也有从糖尿病相关基因的多态
性来预测糖尿病风险 *$/+ !但关于 " 型糖尿病的
早期诊断或风险预警指标研究报道较少& 本研
究通过高能量膳食饲喂中老年食蟹猴!以空腹
血糖值"W3=G46:F53=23:5>;*=E! ]̂O#为主要评
价指标!并以连续取材方便且对动物创伤小的
外周血白细胞为实验材料!研究高能量膳食诱
导前后糖尿病相关基因的 2f)M表达差异!以
此来探讨非人灵长类实验动物高能量膳食和 "
型糖尿病发病进程的相关性!初步遴选出一些
可作为 V"N[早期风险预警的候选基因&

?@材料与方法

?B?@实验动物的选择!选择 ’# 只 $# 岁以上
的中老年食蟹猴 "雄性 /$ 只!雌性 ". 只#!由
广东蓝岛生物技术有限公司提供!动物许可证
号 X\,-"粤# "##.1##$#& 实验猴采用特制的
高糖高脂饮食"其中 %#J的能量来源于脂肪#
喂养 $" 个月& 所有饲料均由广州饲料研究所
生产!置于 %e冷库中保存!保质期 " 个星期&
?BA@血清生化指标的测定和实验动物分组!血
清样本的采集$食蟹猴禁食 $% ($’ 8 后!隐静脉
采血 / 25!置于促凝管中!室温放置 /# 246!
% ### Dm246离心 "# 246 分离血清!立即用日立
&#"# 全自动生化分析仪检测 ]̂O’胆固醇
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";8*5E=GED*5! V\Rg#’甘油三脂 "GD4:5<;ED4?E!
VO#’高密度脂蛋白 " 84:8 ?E6=4G<54F*FD*GE46!
RNS1\# 和 低 密 度 脂 蛋 白 " 5*A ?E6=4G<
54F*FD*GE46! SNS1\# C 项指标&

参考实验室前期对食蟹猴的血糖值调查和
研究分析 *$% l$C+ !本研究中选择空腹血糖值
" ]̂O#均处于正常范围内"/I"# 22*5mS* ]̂O
KCIC# 22*5mS#的食蟹猴 ’# 只!膳食诱导 $"
个月后再检测其 ]̂O值!按照诱导后的 ]̂O值
将其分为 " 组!正常血糖组和诱高血糖组" ]̂O
’CIC# 22*5mS#&
?BC@提取外周血白细胞总 L0:及其 &Z0:
的制备!股静脉采血 / 25置于含肝素抗凝管
中!将其与 $C 25红细胞裂解液 *$’+ "$I’ 22*5m
S0NVM!$# 22*5mS-R\g/!$C/ 22*5mS)R%
\$!FR&I%#混匀!冰上放置 /# 246!$ C## Dm246
离心 C ($# 246 收集外周血白细胞& VD4@*5法
"U6Z4GD*:E6 公司产品 # 提取外周血白细胞总
f)M& 通过凝胶电泳检测 f)M的质量!并计算
其浓度& 取大约 #IC (:f)M!用 03=<X;D4FG
4̂D=G1XGD36? ;N)MX<6G8E=4=X>FED[47"北京全式
金生物技术有限公司 # 将 f)M逆转录成
;N)M!所得 ;N)M于 l"#e保存备用&
?BD@荧光定量 )NL反应!以人糖尿病 ]\f
芯片"8GGF$mm=3Y4*=;4E6;E=+;*2mDG~F;D~FD*?>;Gm
RV[Sm]MRX1#"/M+8G25#为参考!前期研究表
明!其中 /’ 个糖尿病相关基因可在食蟹猴外周
血白细胞中有效表达 *$C+ !本研究采用荧光定量
]\f技术分别检测这 /’ 个糖尿病相关基因在
高能量膳食前后外周血白细胞中 2f)M表达
状况& 这 /’ 个基因按功能分为如下 ’ 类&

代谢酶类$C!J’C!7W’M’4S’M1;/=’PSJ’
4@;!=$’4@;CC$’4@;CM"’4WM7%受体’通道
和 运 输 蛋 白 类$ CR4"’ !!@"#’ !JC!C<$’
!L7C%’ P!C<$’ ?15’ @C=%C’ 1J77’ 1?C4"/’
1LN%’1LN=4"’L?5@15$C’HC<4/’HC4C%分泌
因子类$CML’P5?M’P?1’L?5%信号转导类$
PM5=4C’4P;/!"=’4P;/@$’PG="%转录因子类$
?J9@XS$’ 44C@M!$’ PM5"=4"% 肥 胖 基 因$
!S;?"=’5LX&

以 MC4SV作内参 *$&+ !所有糖尿病相关基
因和内参基因的 ]\f产物长度均在 "## (
/## YF 之 间& 采 用 XT‘f ODEE6 ’ 染 料
"V3-3f3#在MFF54E? ‘4*=<=GE2=XGEFg6EV[fE351
V42E]\fX<=GE2上进行荧光定量 ]\f!采用
"# (5反应体系$$# (5XT‘f+ ]DE24707V3HV[

"" h#! #I% (5]\f *̂DA3D? ]D42ED"$# (2*5m
S#!#I% (5]\ffEZED=E]D42ED"$# (2*5mS#!
" (5;N)M!&I" (5??R"g& 荧光定量 ]\f反应
步骤$ .Ce /# =% .Ce C =!’#e /% =!共 %# 个
循环%溶解曲线分析采用系统默认设置 "即
.Ce $C =!’#e $ 246!.Ce $C =!’#e $C =%速
度为 $I’em=#& 所有基因 ]\f产物均纯化回
收!并测序验证!将测序结果与华大基因食蟹猴
数据库中相应基因比对验证& 所有荧光定量
]\f反应均重复 / 次&
?BO@数据处理和分析!去除无扩增荧光信号’
溶解曲线差’\GKB 或 \Gr/C 及%\Gr$/ 的荧
光定 量 ]\f反 应! 采 用 MFF54E? ‘4*=<=GE2=
XGEFg6EV[ X*WGA3DEZ"I$ 对荧光定量 ]\f结果
进行初步分析& 正常血糖组和诱高血糖组分别
以膳食诱导前为参照样本!" l%%\G法分析各基
因的相对表达量!相关数据以 [E36 sX0表示&
用软件 X]XX$&I# 独立样本 2检验!4K#I#C 认
为有显著性差异&

A@结@果

AB?@高能量膳食诱导对中老年食蟹猴血生
化指标的影响!中老年食蟹猴饲喂高能量膳
食 $" 个月后!%’I’&J""B m’##食蟹猴个体的
血糖从正常值进入高血糖范围!从而成为诱
发 " 型糖尿病的高危群体& 统计 C 个血生化
指标在高能量膳食诱导前后的结果!诱高血
糖组 ]̂O和 VO在膳食诱导后显著高于诱导
前及正常血糖组"4K#I#C# !而正常血糖组在
诱导前后 ]̂O和 VO无显著变化%其他 / 个脂
代谢指标! V\Rg’RNS1\和 SNS1\在正常血
糖组和诱高血糖组诱导后均显著高于诱导前
"4K#I#C # !而诱导后 " 组之间无显著差异
"表 $# &
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表 ?@O 个血生化指标在高能量膳食诱导前后的统计分析
!.;I#?@$/./’(/’&.I.+.I=(’(,**’9#;I,,3;’,&2#H’&.I’+3’&./,"(;#*,"#.+3.*/#"2’42#+#"4= 3’#/

组别
OD*>F

时期
]83=E

生化指标 ‘4*;8E24;3546?4;3G*D="22*5mS#

空腹血糖
3̂=G46:F53=23
:5>;*=E" ]̂O#

胆固醇
\8*5E=GED*5
"V\Rg#

高密度脂蛋白
R4:8 ?E6=4G<
54F*FD*GE46
"RNS1\#

低密度脂蛋白
S*A?E6=4G<
54F*FD*GE46
"SNS1\#

甘油三酯
VD4:5<;ED4?E

"VO#

正常血糖组
)*D235̂ ]O
:D*>F" $ j/"#

诱导前 ‘EW*DE
84:8 E6ED:<?4EG

%I"C s#IC&3 "I’’ s#ICB3 $I/% s#I%/3 #IB# s#I/$3 #I’. s#I"$3

诱导后 MWGED
84:8 E6ED:<?4EG

%I’’ s#IC&3 $#I"% s%IB$ Y "I#& s#I’& Y BI// s%IB& Y #IB’ s#I%"3

诱高血糖组
U6?>;E? 84:8
]̂O:D*>F

" $ j"B#

诱导前 ‘EW*DE
84:8 E6ED:<?4EG

%I/. s#I’$3 "ICB s#IC’3 $I"C s#I/.3 #I&% s#I/"3 #I&. s#I"/3

诱导后 MWGED
84:8 E6ED:<?4EG

&I"& s$IB$Y BI’ s%I/%Y $I.# s#ICCY &I#" s%I.% Y $I#B s#I%& Y

!!同一列数值后有不同小写字母者表示差异显著"4K#I#C!N>6;36(=法# &
V8E?4WWEDE6G=23555EGGED46 G8E=32E;*5>26 46?4;3GE==4:64W4;36G?4WWEDE6;E"4K#I#C! N>6;36(=2EG8*?#+

ABA@高能量膳食诱导前后糖尿病相关基因的
HL0:表达分析!高能量膳食诱导后!/’ 个糖
尿病相关基因的检测结果"表 "#显示!在正常
血糖组和诱高血糖组分别有 "" 个和 "/ 个基因
在诱导前后存在差异性表达"4K#I#C#!其中!
C!J等 $’ 个基因表达在两组均显著上调!
44;CM" 等 / 个基因表达在两组均显著下调&
相对正常血糖组!诱高血糖组在诱导前后表达
变化 幅 度 大& 诱 高 血 糖 组 C!7W’ 1J77’
1?C4"/’1LN% 基因的表达水平在诱导前后存
在显著差异"4K#I#C#!而这些基因在诱导前
后的正常血糖组表达无显著差异&

C@讨@论

"#$# 年美国糖尿病协会制定的人类糖尿
病诊 断 标 准$ 糖 化 血 红 蛋 白 " :5<;*=<53GE?
8E2*:5*Y46! RYM$;# ’ ’ICJ 或空腹血糖 ’
&I# 22*5mS或口服糖耐量试验 "*D35:5>;*=E
G*5ED36EGE=G! gOVV# " 8 血糖’$$I$ 22*5mS
或有高血糖的症状或高血糖危象!且随机血糖
’$$I$ 22*5mS& 而对于非人灵长类动物糖尿
病诊断标准!尚缺少统一的结论!近年来一些报
道在筛选猕猴属物种自发性糖尿病猴时提出了
一些相关标准!如 SED*4G8 等 *$B+定义猕猴 "<A
3),+22+# 糖 尿 病 血 糖 值 为 ’ CI’ 22*5mS!
Q36:ED等 *$.+研究推断!当食蟹猴的血糖值达

CIC (&I# 22*5mS则极其可能为糖尿病!本实
验室 前 期 研 究 推 断! 食 蟹 猴 血 糖 值 ’
CIC 22*5mS为疑似糖尿病个体!后经 gOVV和尿
糖结果进一步验证该推断可作为食蟹猴糖尿病
筛选标准 *"#+ & 本研究中以 ]̂OrCIC 22*5mS
为分界!将高能量膳食诱导前后的食蟹猴群分
为两组!即诱导前后血糖正常组和诱导前后诱
高血糖组!具有合理的分组依据!因此探讨两组
在诱导前后的血脂变化和筛选糖尿病相关基因
中的差异基因具有重要意义&

"# 世纪 &# 年代末诞生了基因诊断!可以
在尚未出现症状时揭示与疾病相关基因的状
态!从而对表型正常的携带者及某种疾病的易
感者作出诊断和预测& 高能量膳食诱导 V"N[
动物模型可在短期内引发糖尿病相关基因的变
化& 高脂饮食喂养 \C&‘m’n小鼠 "<)&3)&E
6),)&#$ 周后!其空腹血糖值已显著上升!虽然
其胰岛结构和胰岛仍保持完整!但其糖代谢相
关基因胰十二指肠同源异型盒基因"DI>E$#和
葡萄糖转运因子基因"M79LE"#等的表达已出
现显著变化 *"$+ & 较早的研究结果阐述了一些
基因与 V"N[的易感性有高度相关性!如癌基
因家族成员"@C=%+#!在肥胖的糖尿病患者和
小鼠的脂肪组织中观察到该基因 2f)M表达
量下降 *""+ !可溶性 )1乙基马来酰亚胺敏感因
子基因"?15#在糖尿病患者和糖尿病模型猴外
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!! 表 A@高能量膳食诱导前后糖尿病相关基因的相对表达量
!.;I#A@L#I./’9#c1.+/’/= ,*3’.;#/#(J.((,&’./#34#+#(;#*,"#.+3.*/#"2’42#+#"4= 3’#/

基因
OE6E

OE6‘36_ 登录号
M;;E==4*6 )*+

相对表达量 fE53G4ZEH>36G4G<

正常血糖组 )*D235̂ ]O:D*>F " $ j/"# 诱高血糖组 U6?>;E? 84:8 ]̂O:D*>F " $ j"B#

诱导前 ‘EW*DE
84:8 E6ED:<?4EG

诱导后 MWGED84:8
E6ED:<?4EG

诱导前 ‘EW*DE84:8
E6ED:<?4EG

诱导后 MWGED84:8
E6ED:<?4EG

代谢酶类 [EG3Y*54;E6@<2E=
C!J )[~##$$/C’.’ $I/B s$I"/ $"IC’ s’I$/!! $I#’ s#IBC "CI&% s$’I%.!!

C!7W NL$%&.’$ $ICC s$I$/ #I.& s#I&C #I.B s#IC& #I"% s#I""!!

M’4S ,[~##$#.C"&/ #I&B s#I’" $I&" s#IB. #IB" s#I%$ $I&’ s$I/’
M1;/= ,[##$$$#C%& #I’B s#I%. $I’B s$I"$ $I// s#I&B $IBB s$I"’
PSJ ,[~##$#.##$& $I// s#I&B "I$C s$I/" $I$/ s#I’& "I$. s$IB&
4@;!=$ ,[##$#.CBB# $I". s#I&. #IB$ s#I’. #I.. s#I’% #IC’ s#I&B
4@;CC$ \gCB$&B#I$ $I". s$I#" "IBB s"I%$! #I.& s#I&% CI"C s/I#&!!

4@;CM" M̂ #B&B&C $I"B s#I.B #I#" s#I#$!! $I%C s#I&C #I#% s#I#/!!

4WM7 ,[~##$$#""C/ #IB. s#I&/ /I.& s"I&%!! $I’$ s$IC’ %I’" s"I/&!!

受体’通道和运输蛋白类 fE;EFG*D=! GD36=F*DGED=36? ;8366E5=
CR4" ,[~##$$$#C&" "I’C s"I$. /#I’C s$CI..!! #I’% s#ICB &$IB’ s%#I%#!!

!!@"# M̂ #$/.CB #I/. s#I/# "/I#/ s$$I%.!! #I/% s#I". "&I&/ s"$I##!!

!JC!C<$ )[~##$&$" #IC. s#I%C $’IB. s&I.%!! #IC# s#ICB %’I"# s/$IB.!!

!L7C% M̂ /%%B%’ #IBB s#I&$ .I.B s%I/’!! #IB# s#I’$ BI." sCI"%!!

P!C<$ )[##$#%&$/C #IB. s#I&’ %IC’ s/I/B!! $I"# s$I## CIC’ s%I#’!!

?15 ,[~##$$#C%C# #I.$ s#I’/ $.I%’ s$#IB"!! $I/# s#I&C $$I#& s&I&&!!

@C=%+ ,[##$#B".BC $I&" s$I#% #I/. s#I/C!! #I.C s#I%% #I’. s#I%"!
1J77 )[~##$#%"&’/ $I#C s#I’% $I#. s#I%C #IB% s#I// "IB& s$I$.!!

1?C4"/ M‘$&"#/& $I#B s$I"/ #I’/ s#ICC $I/" s#I." #I%/ s#I/"!

1LN% ,[~##$$$$$&$’ #I’C s#I"B #I%. s#I/B #IB% s#IC& "IC$ s"I#&!

1LN=4" ,[~##$#.&$’/ /I"/ s/I#C #I&& s#I%%!! $I/. s#I.. #I/$ s#I"$!!

L?5@15$C ,[~##$$$B"/" $I%" s$I"B "I$/ s$I.B $I&. s$ICC "I%% s$IB.!
HC<4/ ,[~##$#.C.C# $I"/ s#I’" "I#" s$I’/! #IB/ s#I%# "I&C s$I..!!

HC4C M‘$&%$&C $ICB s#I.. $I’" s#I’. #I’& s#I/’ #ICC s#I%"!

分泌因子类 XE;DEGE? W3;G*D=
CML ,[~##$$#&/$C $I"’ s#IB$ /$I%/ s$BIC&!! $I’% s$I#B %CI#& s/.I"#!!

P5?M )[##$#/".#C #I’$ s#IC& #ICC s#I%’ #I&C s#I’$ #I’% s#I/.
P?1 n##//’ $I&’ s$I#B /I#. s"I#$ $I&C s$IC% "I&’ s$IBB
L?5 )[~##$#%&$%.I$ $I#. s#I"C $I$& s#IBB #I.$ s#I&& $I#’ s#I..

信号转导类 X4:635GD36=?>;G4*6
PM5=4C ,[~##$#B&%"’ $IB& s$I#/ #IC. s#I%/ #I’& s#IC/ #I%’ s#I%C
4P;/!"= M‘$&"C’C $I%B s$I/C $’I%# s$/I’.!! $ICB s$I/. "IB’ s"I#/
4P;/@$ ,[~##$#BB.’% #I." s#I’% #I%/ s#I/&!! $I$B s$I#. "I%/ s"I#"
PG=" ,[~##$#B&"%B #I’" s#IC/ #I#C s#I#/!! $I%% s#I’" #I#" s#I#$!!

转录因子类 VD36=;D4FG4*6 W3;G*D=
?J9@XS$ ,[~##$$#$#"% #IB& s#I&$ $&I%C s$"I%C!! #I’" s#IC" "&I$" s$CI&"!!

44C@M!$ ,[~##$$#C"B. #I." s#I%B $%I#% s&I/&!! $I#B s#IB’ /$IB" s$BI’#!!

PM5"=4" ,[~##$#B&%"’ #IB$ s#I&$ $#I’/ s&I""!! $I"% s$I$% $%I&. s$$I%C!!

肥胖相关类 gYE=4G<3==*;43GE?
!S;?"= ,[##$$#&"’/I$ #IB/ s#I’% /I’& s/I$&!! #I.’ s#I&% &I". s&I#&!!

5LX ,[~##$#."#/BI" $I/C s$I"& "I%B s$I$/! $I%’ s$I$’ /IC. s"I#"!!

!!.!/和.!!/分别表示与各自分组的诱导前相比差异显著"4K#I#C#和极显著"4K#I#$# &
V8E! 36? !! *ZEDY3D=46?4;3GE=4:64W4;36G5<?4WWEDE6GA4G8 4K#I#C 36? 4K#I#$! DE=FE;G4ZE5<+



’ 期 张秀娟等$高能量膳食对中老年食蟹猴糖尿病相关基因表达的影响 )$$&!!)

周血白细胞中的表达水平下降 *"/+ & 1?C4"/ 和
1LN% 也是与胰岛素抵抗相关的基因!有报道
1?C4"/ 在 " 型糖尿病患者骨骼肌内的 2f)M
表达水平和蛋白表达水平均显著升高 *"%+ !1LN%
在糖尿病人的外周组织 *"C+和外周血白细胞 *"’+

中表达量上调& 本研究以方便连续取材和对动
物损伤小的外周血白细胞为主要研究材料!在
2f)M水平上发现高危食蟹猴群 "诱高血糖
组#中有 % 个基因包括 C!7W’ 1J77’ 1?C4"/’
1LN% 的表达水平存在显著差异"4K#I#C#!但
在高能量膳食诱导前后的正常血糖组无差异&
这 % 个基因涉及到糖代谢’糖尿病血管病变及
胰岛素抵抗方面!对糖尿病进程的发生发展都
具有重要作用&

综上所述!本研究在中老年食蟹猴群中将
高能量膳食和糖尿病相关基因的变化模式相联
系!证明高能量膳食会推进中老年食蟹猴糖脂
代谢传统生化指标的增加!如 V\Rg’RNS1\’
SNS1\的增加!尤其是 ]̂O的升高!从而增加
患 V"N[的潜在风险%在高能量膳食诱导早期!
这些传统生化指标无法为 V"N[提供风险评估
的情况下!从基因组的转录水平上发现诱高血
糖组在高能量诱导前后与 V"N[发生发展高度
相关的 C!7W’1J77’1?C4"/’1LN% % 个基因的
2f)M表达水平的显著变化& 这些结果可为进
一步寻找 V"N[早期风险预警基因提供重要的
实验基础!具有重要参考意义&
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