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qPCR array检测高糖对胆固醇合成基因表达的影响 *
朱长保 徐福意 晁天柱 薛慧慧 肖君华 李 凯△

（东华大学生物科学与技术研究所 上海 201620）

摘要 目的：高血糖易引起胆固醇在体内积聚，增加糖尿病合并动脉粥样硬化性心血管疾病的患病风险。本文通过建立稳定的实

时定量 PCR芯片（Real-time quantitative polymerasechain reaction array，qPCR array）检测方案，研究高糖对小鼠肝癌细胞 Hepa1-6

胆固醇合成基因表达的影响，探讨胆固醇合成基因在糖尿病大血管并发症发展中的作用机制。方法：以不同浓度葡萄糖（5、15、30
mmo/L）和不同时间（0、6、12、18、24 h），刺激肝癌细胞 Hepa1-6，利用 qPCR array检测其胆固醇合成基因的表达差异。结果：与 5

mmol/L相比，高糖组（15、30 mmo/L）处理细胞 18 h后，胆固醇合成基因 CYP51、EBP、NSDHL、SQLE、FDFT1和 PMVK的表达上
调（P<0.05），呈现剂量依赖性。与 0 h相比，15 mmol/L高糖处理细胞 12 h，CYP51、EBP和 SQLE mRNA表达量上调（P<0.01）。至
24 h，CYP51、EBP降至 0 h水平，而 SQLE的表达量继续增加；NSDHL在 12 h表达无差异，至 18 h表达量发生上调（P<0.05）。结
论：该 qPCR array检测方案能特异性检测胆固醇合成基因的表达量。高糖能够促进胆固醇合成基因的表达，使细胞内胆固醇积

聚，这可能是糖尿病患者容易发生动脉粥样硬化的原因。这提示我们将胆固醇合成基因作为药物靶点可能延缓糖尿病动脉粥样

硬化进展。
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Detection the Effect of High Glucose on the Expression of Cholesterol
Biosynthesis Gene by qPCR Array *

An elevation in blood glucose concentration leads to increased risk of developing diabetes-associated

atherosclerotic cardiovascular disease due to an excessive accumulation of cholesterol. To investigate the effect of high glucose on the

expression of cholesterol biosynthesis gene in mouse hepatoma cells (Hepa1-6), a stable and accurate real-time quantitative polymerase
chain reaction array method was established in order to inquire the mechanism of cholesterol biosynthesis gene on diabetic

atherosclerosis. Hepa1-6 cells were cultured with different concentration (5, 15 and 30 mmol/L) of glucose and different time
(0, 6, 12, 18, 24 h). qPCR array method was used to examine the mRNA expression of cholesterol biosynthesis gene. High

glucose (15, 30 mmo/L) can up-regulated the mRNA levels of CYP51, EBP, NSDHL, SQLE, FDFT1 and PMVK in a

concentration-dependent manner compared to control cells cultured with 5 mmol/L glucose (P<0.05). As compared to control (0 h), the
mRNA levels of CYP51, EBP and SQLE were increased by 15 mmol/L glucose in 12 h. However, CYP51, EBP in the cells treated for 24

h decreased to approximately control group, but SQLE continued to increase (P<0.01). High glucose did not affect the mRNA levels of
NSDHL in 12h, but NSDHL expression was increased in 18 h (P<0.05). qPCR array can specifically detect the cholesterol

biosynthetic gene expression. Hyperglycemia may promote the accumulation of the cholesterol for the improvement of gene expression in

Hepa1-6. The reason may be that more people on diabetes have atherosclerosis than normal. Cholesterol biosynthesis gene which was
regarded as the targets of drugs can delay the process of diabetic atherosclerosis.
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前言

糖尿病人群的心血管病病死率是普通人群的 3倍以上 [1]，

而高血糖是诱发糖尿病患者发生血脂异常，进而加速动脉粥样

硬化的形成的重要因素[2]。维持体内胆固醇的代谢平衡是糖尿

病患者积极进行调脂治疗的关键，相关调脂药物的靶点多为胆
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固醇代谢相关的基因[3]。研究证实，高糖对胆固醇逆转运载体三

磷酸腺苷结合盒转运子 A1（ABCA1）、HDL受体 B类 I型清道

夫受体（SR-B1）表达有重要的作用[4-6]，但高血糖诱发糖尿病大

血管并发症的机制仍不清楚。

目前，研究基因表达差异的检测技术主要有表达谱芯片、

RNA测序和 qPCR array技术[7-11]。表达谱芯片不仅无定量信息，

而且其大量的无关基因数据会干扰结果分析，从而导致结果不

准确。RNA测序检测的是总 RNA，而细胞中很大一部分 RNA

来自核糖体和线粒体，限制了其他 RNA的读取数量以及这些

RNA表达水平的准确性。qPCR array技术结合了实时定量 PCR

的精确定量以及基因芯片的高通量检测技术与功能分类的优

点，能够同时准确定量分析上百个基因，是一种高度灵敏和可

靠的功能基因组研究方法。所以，qPCR array是研究一组特定

基因表达的理想工具。

本研究拟设计稳定可靠的 qPCR array检测方案，以小鼠肝

癌细胞 Hepa1-6为研究对象，利用 qPCR array检测高糖诱导下

Hepa1-6中胆固醇合成基因 mRNA的表达量，旨在 mRNA水

平上探讨高糖对胆固醇合成相关基因的影响，进一步揭示胆固

醇合成基因的作用，以及为预防和治疗糖尿病动脉粥样硬化的

措施提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

小鼠肝癌细胞 Hepa1-6购于中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心。Low DMEM培养基（美国 Hycolon）、胎牛血

清（美国 Hycolon）、D-葡萄糖（美国 Sigma）、Trizol（美国 Invitro-

gen）、Dnase1、反转录试剂（美国 Fermentas）、SYBR real-time

PCR Premixture试剂盒（Bioteke）、PCR引物由上海生工设计合

成。酶标仪（美国 Thermo）、实时荧光定量 PCR仪 (美国 ABI

7500)。

1.2 实验分组

首先将 Hepa1-6肝癌细胞培养于 Low DMEM中，待其生

长至铺满瓶底 70%时，分别用 5、15、30 mmol/L D-葡萄糖刺激

Hepa1-6肝癌细胞 18 h，以 5 mmol/L为对照组。用 15 mmol/L

D-葡萄糖分别刺激 Hepa1-6肝癌细胞 0、6、12、18、24 h，以 0 h

为对照组。实验重复 3次。

1.3 MTT法检测葡萄糖对细胞生长的影响
取对数生长期的细胞接种于 96孔板上，置于 37℃，5％

CO2，饱和湿度的培养箱培养 24 h。分别更换不同葡萄糖浓度的

DMEM（5、15、30 mmol/L）200 滋L，设置调零孔（培养基、MTT、二

甲基亚砜）、对照孔（细胞、5 mmol/L葡萄糖、MTT、二甲基亚砜）

及 3个复孔，培养箱中继续培养。在不同时间点（0、6、12、18、

24 h），分别加入 20 滋L MTT（5 mg/mL），继续培养 4 h。弃上清

液，每孔加入 200 滋LDMSO置于摇床上震荡溶解 10 min。用酶

标仪在 492 nm波长处测定吸光度（A），重复 3次。以时间为横

坐标，A值为纵坐标作生长曲线。

1.4 RNA抽提、cDNA反转录
用 Trizol法提取各组细胞的总 RNA，详细操作按照说明书

进行。通过 Nanodrop 2000c鉴定 RNA的质量和浓度。反转录试

剂盒逆转录合成 cDNA，具体操作参照说明书，置于 -80℃保存

待用。

1.5 引物设计及 qPCR array

根 据 代 谢 通 路 数 据 库 KEGG (http://www.genome.

jp/kegg/pathway.html )，选取与胆固醇合成密切相关的 20个基

因（表 1），另外选取看家基因 B2M，设计横跨内含子引物，DNA

序列信息来自 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）。

引物固化：将引物顺序加入 96孔 PCR板中，65℃ 20 min。

设置基因组污染质控、阴性对照。qPCR array反应体系：10μl

定量 PCR mix，2.5 滋L cDNA，7.1 滋L H2O，0.4 滋L ROX。反应条

件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 40 s，40 个

循环。利用 ABI 7500进行定量 PCR。采用△△Ct计算各基因相

对表达量。

1.6 统计学分析
基因表达定量分析每组实验均重复 3次，所有数据采用 x

± s表示，用 SPSS 10. 0软件处理。两个样本均数间的比较采用

t检验，以 P<0. 05为差异有显著性。

表 1 qPCR array中胆固醇合成基因

Table 1 Cholesterol biosynthesis gene include in the qPCR array

2 结果

2.1 MTT法测定葡萄糖对 Hepa1-6细胞生长的影响
在三种浓度的葡萄糖（5、15、30 mmol/L）作用下，高糖组细

胞（15、30 mmol/L）的生长曲线较正常浓度葡萄糖组低（5

mmol/L）。如图 1所示，高糖处理 12 h内，各组细胞生长趋势相

似，无明显差异。18 h后，高糖组细胞生长率下降，具有统计学

差异（P<0.05）。说明高糖抑制细胞生长。

2.2 qPCR array方案

qPCR array是一种扩增效率高、重复性好、特异性强的检

测方案。如图 2所示：将 cDNA模板连续稀释 4倍形成 4个浓

度梯度，绘制标准曲线并计算扩增效率，所有基因扩增效率均

接近于 1，说明方案扩增效率高（图 2A）；20个基因 CT值标准

差均小于 0.25，说明方案重复性好（图 2B）；定量 PCR的溶解曲

Pathway Gene

Mevalonate pathway

Conversion of activated isoprene

to form lanosterol

Conversion of lanosterol to

cholesterol

HMGCR, HMGCS1, HMGCS2, IDI1,

MVD, PMVK，

FDFT1, FDPS, GGPS1, SQLE, LSS,

CYP51, DHCR24, DHCR7, EBP,

HSD17B7, NSDHL, SC4MOL,

SC5D, TM7SF2

图 1 葡萄糖对 Hepa1-6生长的影响

Fig. 1 Effect of glucose on growth curve of Hepa1-6
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线（图 2C）和 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图（图 2D），融解曲线 单峰、电泳条带唯一，说明方案特异性强。

图 2 qPCR array的评估

Fig. 2 Evaluation of the qPCR array

*注：A）基因扩增效率（DHCR7、HMGCS1、IDI1、MVD、B2M）B）CT值的均值及标准差（20个基因）C）溶解曲线 1、2、3依次为 FDFT1、FDPS、

GGPS1 D）PCR产物琼脂糖凝胶电泳，1、2、3、M依次为 FDFT1、FDPS、GGPS1以及 50bp DNA Ladder Marker。

*Note: A ) PCR efficiency (DHCR7、HMGCS1、IDI1、MVD、B2M); B) Average threshold cycle value (20 gene) C) Melt curve 1, 2, 3 gene name: FDFT1,

FDPS, GGPS1; D) Agarose gel electrophoresis, lane 1, 2, 3: FDFT1, FDPS, GGPS1, M: 50bp DNA Ladder Marker.

2.3 胆固醇合成相关基因在 mRNA水平上的差异

利用 qPCR array检测高糖诱导下 Hepa1-6肝癌细胞中 20

个胆固醇合成基因的表达，发现 CYP51、EBP、NSDHL、SQLE、

FDFT1和 PMVK 6个基因的表达量存在差异，其余基因无显著

差异（图 3）。

1）剂量效应：不同葡萄糖浓度处理 18 h后，与对照组相

比，在 15 mmol/L时，CYP51、EBP、NSDHL和 SQLE表达均发生

上调（P<0.05）。30 mmol/L时，CYP51、EBP和 NSDHL的表达与

15 mmol/L时持平，而 SQLE则持续上调（P<0.01）。基因 FDFT1

和 PMVK的表达只在 30 mmol/L时上调（P<0.01）（图 4和 6）。

2）时间效应：15 mmol/L高糖诱导不同时间（0、6、12、18、24

h）后，与 0 h相比，CYP51、EBP和 SQLE 基因的 mRNA 表达量

在 12 h 开始上升，CYP51 和 EBP 的表达量在 12 h 增至最大，

图 3 高糖诱导下胆固醇合成基因表达水平热图
Fig. 3 Heat map diagrams of cholesterol biosynthesis gene expressed in

mouse Hepa 1-6 upon high glucose
*注：A）不同浓度葡萄糖处理，B）葡萄糖处理不同时间；DataAssist

software v3.01分析。
*Note: A) different concentrations(at the same time,18 h), B) different

times (at the same concentration,15 mmol/L) DataAssist software v3.01
analysis.

图 4 高糖刺激 18 h后胆固醇合成基因 mRNA的表达（qPCR array）

Fig. 4 Effects of high glucose on Cholesterol biosynthesis gene expression

in Hepa1-6. Hepa1-6 were treated with different concentrations of glucose

as indicated for 18 h

*注：与对照组比较(5 mmol/L)，* P< 0.05，**P<0.01。

*Note: Compared with control (5 mmol/L) , *P< 0.05, **P<0.01.
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具有统计学意义(P<0.05)；随后 CYP51 和 EBP开始减少，24 h

降至 0 h水平；SQLE的表达量则是至 24 h 达到最大（P<0.01）。

NSDHL的表达量在 18 h开始明显增加(P<0.05)，其后又恢复至

0 h水平（图 5和 6）。

3 讨论

本研究建立了扩增效率高、重复性好、特异性强、稳定可靠

的 qPCR array方案，并利用该方案检测了高糖诱导下肝癌细胞

胆固醇合成相关基因的 mRNA 水平差异。发现 CYP51、EBP、

NSDHL以及 SQLE同时存在浓度和时间依赖性。而 PMVK和

FDFT1则存在浓度依赖性，无时间依赖性（图 6）。通过 MTT法

检测，显示高糖对细胞生长存在抑制作用。

甲羟戊酸合成途径是内源性胆固醇生物合成中最重要的

组成部分[12]。本研究结果显示，作为胆固醇生物合成途径中的

限速酶 HMGCR并没有随着葡萄糖浓度升高和处理时间增加

而发生明显的变化。因此，HMGCR可能是通过转录后途径来调

节胆固醇的生物合成[13]。然而 PMVK、FAFT1以及 SQLE随着葡

萄糖浓度的升高而升高。此外高糖处理 12 h后 SQLE表达量升

高，并且表达量随着时间的延长而升高，提示长时间高糖刺激

对 SQLE起上调作用。胆固醇调节元件结合蛋白（SREBP）通过

Insig-Srebp-Scap途径对细胞内胆固醇合成进行反馈调节，且

SREBP的靶基因包括 PMVK、FDFT1、SQLE[14,15]。葡萄糖也可以

促进 SREBP mRNA和蛋白质的表达 [16]。因此，高糖可能通过

SREBP途径调节这些基因的表达。但是高糖诱导下基因表达发生

差异是否归结于 SREBP途径，还需在今后实验中进一步验证。

在羊毛固醇合成胆固醇途径中，羊毛甾醇 -14α-脱甲基

酶（CYP51）、固醇脱氢酶（NSDHL）、甾醇异构酶（EBP）参与了胆

固醇的合成[17,18]。研究发现 Cyp51-/-小鼠体内胆固醇合成途径

受到阻断，导致胆固醇在体内减少 [19]。NSDHL 和 EBP 位于

CYP51基因的下游，催化胆固醇的生物合成。位于内质网膜上

的 NSDHL与脂滴向高尔基体转运相关，从而成为调节脂滴转

运以及胆固醇的靶点[20]。EBP可以催化酵母甾醇转化为胆固醇

的前体物质，EBP突变可导致患软骨发育不全，影响胆固醇的

生物合成[21]。虽然这些基因不是胆固醇生物合成中最基本的限

速酶，但是通过调节这些基因的表达可以维持体内胆固醇代谢

平衡，起到对生物体内的保护作用。

在本实验中 CYP51、NSDHL以及 EBP mRNA 表达量随着

葡萄糖浓度升高而增加，随着时间的增加先上升后下降。这可

能是因为高糖促进 CYP51、NSDHL以及 EBP基因的表达，使细

胞内胆固醇积聚；当胆固醇增加到一定程度时，通过反馈调节

抑制基因的表达。已知葡萄糖是肝 X受体（LXR）的内源性激动

剂，生理浓度下葡萄糖即可激活 LXR，促进 LXR调控目的基因

的转录[22]，LXR也可抑制 CYP51的表达，控制胆固醇合成[23]。同

时，CYP51还受到 SREBP、cAMP等调控 [24]。但是高糖诱导下

CYP51表达量的变化是否归结于 LXR途径，以及 NSDHL、EBP

拥有怎样的调节机制，还需在今后实验中进行验证。

本研究结果表明，qPCR array方案能准确检测胆固醇合成

基因的表达。体外模拟糖尿病状态，以高糖为刺激因素，发现高

糖能上调胆固醇合成基因的表达，且部分基因呈现剂量及时间

依赖性。说明高糖可促使胆固醇合成基因的表达，使胆固醇合

成加速，导致胆固醇积聚，增加患糖尿病合并动脉粥样硬化性

心血管疾病的风险。本结果可为探索糖尿病动脉粥样硬化类疾

病的发生机制，以及把胆固醇合成基因作为防治动脉粥样硬化

的药物靶点，提供初步的理论依据。但是高糖处理下，胆固醇积

聚是否仅由胆固醇合成基因增加所引起的，还是有其它因素的

存在，如高糖是否会抑制胆固醇分解代谢基因的表达，延缓胆

固醇清除速率，从而使胆固醇在体内积聚，有待下一步的研究。
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