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宫内生长受限大鼠肝脏糖异生酶的表达增加与胰岛素抵抗
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!卢岩!

!潘莉莉#

!李书琴!

"中国医科大学盛京医院 !7实验中心# #7检验科!辽宁 沈阳&!!"""% $

&&!摘&要"&目的&宫内生长受限(PjDH)和成年胰岛素抵抗密切相关$但其发生机制不清楚$该研究通过检测

PjDH子鼠肝脏中糖异生关键酶及可促进糖异生的转录因子的表达$探讨 PjDH个体发生胰岛素抵抗的分子机制%

方法&通过孕期全程蛋白质营养不良方法建立大鼠 PjDH模型$采用逆转录]聚合酶链反应(HC]1'H)和 I.T-.4*

U6,-技术检测PjDH子鼠幼年和成年肝脏中 1D']!

-

/H89和蛋白表达变化$同时检测磷酸烯醇丙酮酸羧激酶

(1A1'E)和葡萄糖 F]磷酸酶(DF]1酶)的/H89表达变化% 结果&

'

PjDH组子鼠平均出生体重 %7=: c"7$> R明

显低于正常对照组 F7<% c"7<# R(7d"7"!)$% 周时PjDH组平均体重达到对照组平均水平$$ 周时 PjDH组体重

为 !<#7"> c!>7<: R超过正常对照组的 !>F7"< c!#7#% R(7d"7"<)#

(

PjDH子鼠幼年(> 周)空腹血糖和胰岛素

水平与对照组没有差异$成年($ 周)后 PjDH子鼠出现高胰岛素血症(7d"7"!)$胰岛素抵抗指数(PHP)增高

(7d"7"<)#

)

与对照组相比$PjDH组 > 周和 $ 周龄子鼠肝脏1D']!

-

/H89和蛋白表达明显增高(7d"7"<)#同

时肝脏1A1'E和DF]1酶的/H89水平也明显高于对照组(7d"7"!)% 结论& PjDH鼠自幼年至成年肝脏中糖异

生的关键调控因子1D']!

-

的/H89和蛋白表达增加$诱导糖异生关键酶的表达$可能增加肝脏糖异生$促进胰岛

素抵抗发生% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&!$V &!!""

!关&键&词"&宫内生长受限#胰岛素抵抗#糖异生#大鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"#!F ;"<

S0426-76;6P*2677/)0)89,+4)06)960/460\=367/0.16,/B62)8ŜKD2-.7-0;7+?76Y

Q+60./07+,/0267/7.-046

+K-H,15IJ(,$ +-N1)$ 7#$+,I+,$ +K&'MIS,).C()321@+1R521352>$ &'()<B,)< "5:0,31@$ C',)1 J(8,91@-),=(2:,3>$ &'()I

>1)< !!"""%$ C',)1 (+,&IS$ D41,@& @,:WS94M#'.954)

&&>?7.2-4.& @?A64./B6&P*-43V-.4)*.R4,Y-( 4.-3423-),* (PjDH) )T3TT,W)3-.2 Y)-( )*TV6)* 4.T)T-3*W.)* 63-.46)X.UV-

-(./.W(3*)T/4./3)*TV*W6.347C,.a06,4.-(./,6.WV634/.W(3*)T/,X)*TV6)* 4.T)T-3*W.$ Y.2.-.4/)*.2 -(..a04.TT),* ,X

R6VW,*.,R.*)W.*\Z/.T3TY.663T-(..a04.TT),* ,X-43*TW4)0-),* X3W-,4Y()W( 04,/,-.TR6VW,*.,R.*.T)T)* -(.6)[.4,XPjDH

43-T7C6.1);7&H3-/,2.6,XPjDHY3T.T-3U6)T(.2 UZ/3-.4*3604,-.)*]/36*V-4)-),*7 .̂03-)W/H896.[.6T,X-(.Q.Z

.*\Z/.TX,4R6VW,*.,R.*.T)T$ 1A1'E3*2 DF13T.$ 3*2 ,X0.4,a)T,/.04,6)X.43-,4]3W-)[3-.2 4.W.0-,4]

0

W,3W-)[3-,4(1D') ]

!

-

Y.4./.3TV4.2 UZHC]1'H)* /36.PjDH0V0 43-T3-> 3*2 $ Y..QT,X-(.)46)[.T7̂ .03-)W1D']!

-

04,-.)* 6.[.6TY.4.

2.-.4/)*.2 UZI.T-.4* U6,-7D67+,.7&C(.3[.43R.U)4-( Y.)R(-T,X-(.PjDHR4,V0 (%7=: c"7$> R) Y.4.T)R*)X)W3*-6Z

6,Y.4-(3* *,4/36W,*-4,6T(F7<% c"7<# R) (7d"7"!)7j*-)6-,% Y..QT,X3R.$ -(.Y.)R(-T,X-(.PjDH43-T)*W4.3T.2

-,-(.W,*-4,66.[.63*2 Y.4.()R(.4-(3* *,4/36W,*-4,6T3-$ Y..QT,X3R.(7d"7"<)7C(.4.Y.4.*,T)R*)X)W3*-

2)XX.4.*W.T)* U6,,2 R6VW,T.3*2 )*TV6)* W,*W.*-43-),*TU.-Y..* -(.PjDH43-T3*2 *,4/36W,*-4,6T3-> Y..QT,X3R.7iZ$

Y..QT,X3R.$ -(.PjDH43-TT(,Y.2 ()R( )*TV6)* W,*W.*-43-),*T(7d"7"!) 3*2 ()R( )*TV6)* 4.T)T-3*W.)*2.a(7d"7"<)

W,/034.2 Y)-( -(.W,*-4,6T7 .̂03-)W1D']!

-

/H893*2 04,-.)* 6.[.6T3TY.663T(.03-)W/H896.[.6T,X1A1'E3*2

DF13T.)* PjDH43-TT)R*)X)W3*-6Z)*W4.3T.2 3-> 3*2 $ Y..QTW,/034.2 Y)-( W,*-4,6T7:)04,+7/)07&9* )*W4.3T.2 1D']!

-

.a04.TT),* /3ZW,*-4)UV-.-,)*W4.3T.2 /H896.[.6T,X1A1'E3*2 DF13T.$ 3*2 -(VT)*2VW.-(.2.[.6,0/.*-,X)*TV6)*

4.T)T-3*W.)* 63-.46)X.)* PjDH43-T7 !:1/0E :)0.63*(6;/-.2$ !""#$ $" (!)&!$V &!!""

&&F6= <)2;7&&P*-43V-.4)*.R4,Y-( 4.-3423-),*# P*TV6)* 4.T)T-3*W.# D6VW,*.,R.*.T)T# H3-T

'F!#'
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&&胎儿宫内生长受限 ()*-43V-.4)*.R4,Y-( 4.-3423]

-),*$PjDH)$是一种常见的妊娠并发症$是围生期疾

病和死亡的重要原因% 3̂6.T等!!"首先提出了宫内

环境不良可以导致成年疾病的假说$PjDH儿成年

后 # 型糖尿病(2)3U.-.T/.66)-VT$e@)和高血压*高

脂血症*肥胖等代谢综合征的发病率增高% 尽管胰

岛素缺乏和胰岛素抵抗()*TV6)* 4.T)T-3*W.$PH)都促

进了e@的发生$但 PjDH个体中胰岛素抵抗起主

导作用!#"

% PjDH个体发生胰岛素抵抗的机制目

前尚不明确% 糖异生增加导致的肝葡萄糖输出

增多是 # 型糖尿病机体胰岛素抵抗的重要组成

部分 !>"

% 肝脏中调控糖异生的关键酶是磷酸烯醇

丙酮酸羧激酶 ( 0(,T0(,.*,60Z4V[3-.W34U,aZQ)*3T.$

1A1'E)*葡萄糖]F]磷酸酶 (R6VW,T.]F]0(,T0(3-3T.$

DF]1酶)和果糖 !$F]二磷酸酶 (X4VW-,T.]!$ F]U)]

T0(,T0(3-3T.$Ki1酶)$过氧化物酶体增殖因子活

化受体
0

的辅激活因子 ( 0.4,a)T,/.04,6)X.43-,4]

3W-)[3-.2 4.W.0-,4]

0

W,3W-)[3-,4$1D']!

-

)控制这些

酶的基因表达 !%"

% 本研究通过孕期蛋白质营养不

良法建立大鼠PjDH模型$研究PjDH雄性子鼠在幼

年(> 周)和成年 ($ 周)肝脏中糖异生关键酶和

1D']!

-

的表达$探讨PjDH个体发生胰岛素抵抗的

分子机制%

$G材料与方法

$7$G动物模型的制作

参考 e.T3)方法!<"建立 PjDH模型% I)T-34大

鼠由中国医科大学实验动物中心提供$雌性与雄性

按 %h! 比例合笼后以阴道涂片发现精子为确定妊

娠$孕鼠按受孕顺序随机分为两组$正常对照组

('?8)孕鼠饲以标准饲料(热卡 ! <$> Q+J!"" R$蛋

白质 #>`)$PjDH组孕鼠自受孕第 ! 日饲以低蛋白

饲料(热卡! <<$ Q+J!"" R$蛋白质 $`)$所有孕鼠

自然分娩$称量 !# ( 内新生子鼠的体重$精确到

"7"! R% 每窝超过 !" 只者舍弃部分雌鼠仔$使每窝

控制在 $ b!" 只% 分娩后母鼠都饲以标准饲料$满

> 周后断乳$子鼠饲以标准饲料% 选择雄性子鼠研

究$分别于 > 周龄和 $ 周龄空腹 !# ( 后取血收集血

清$同时分离肝脏液氮冻存%

$7!G试剂

兔抗大鼠 1D']!

-

PRD购自 G3*-3'4V\公司$碱

性磷酸酶标记的山羊抗兔 PRD购自 G)R/3公司$C4]

)\,6试剂由P*[)-4,R.*公司提供$逆转录的H891'H

E)-(9@5)和1'H扩增的试剂购自C3E3H3公司%

$7HG生化检测

血清血糖的测定采用葡萄糖氧化酶法$血清胰

岛素水平检测采用 ABPG9方法(@.4W,2)39i公司$

瑞士)%

$LNGDJY(:D

用C4)\,6试剂抽提肝组织的总 H89$测定紫外

吸光度以检验纯度并计算H89浓度$通过甲醛变性

凝胶电泳检测 H89完整性% 取 #

!

RH89合成

We89$采用 D91ê 为内参照$1'H引物序列和退

火温度见表 !% 1'H产物经 !7<`琼脂糖凝胶电泳$

采用DPG]#"#" 凝胶成像及分析系统进行密度分析$

目的基因的 /H89表达水平以其与内参 /H89的

相对量来计算%

表 $G目的基因的(:D引物序列

基因 序列
产物

(U0)

退火温度

(o)

1D']!

-

<q]D9'C9CCD9D'D99''CC9]>q

<q]CD9'CDDD9CD9''D99D]>q

<:= <$

1A1'E <q]''D99DD'99D99D999C]>q

<q]'DC9D''99CDDD9DCD9]>q

$<: <>

DF13T. <q]C''CDD9'9'CD9'C9CC9'9]>q

<q]''9'D999D9C9D'D9D9]>q

!<: <:

D91ê <q]C'99'DD'9'9DC'99DD]>q

<q]DD'C99D'9DCCDDCDDC]>q

>"$ <<

$L%Gb67.620?,).检测(K:Y$

$

蛋白表达

肝组织总蛋白提取采用组织裂解液(#" //,6J

BC4)T]̂'60^:7<$!`C4)-,*N]!""$# //,6JBAeC9$

!%" //,6JB 83'6$ ! //,6JB ADC9$ # //,6JB

1@GK)$用i432X,42 法进行总蛋白定量% 取 !""

!

R

总蛋白经 GeG]19DA电泳分离蛋白$将蛋白转移至

硝酸纤维膜上(%o$!"" 5$! ()% 转印膜用 <`牛

血清白蛋白封闭 ! ($再与兔抗1D']!

-

多克隆抗体

(!h!"")%o杂交过夜% 洗膜后与碱性磷酸酶标记

的山羊抗兔PRD(!h! """)室温下杂交 ! ($加入显

色剂反应至特异性条带出现$应用 DPG]#"#" 凝胶成

像分析系统分析密度并计算 ! /R总蛋白中1D']!

-

表达的相对值%

$7VG统计学处理

所有结果用均数 c标准差(Oc:)表示$采用

G1GG !!7" 软件对数据进行分析$均数比较采用3检

验$相关分析用 1.34T,* 直线相关分析$7d"7"< 为

差异具有统计学意义%

!G结果

!7$G孕期蛋白缺乏对子鼠生长发育的影响

PjDH组和对照组平均孕期均为 #!7< 2(#! b

':!#'
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## 2)$平均产仔数也无差别% PjDH组 PjDH发生

率为 <#7%`$明显高于正常对照组的 %7#>` (

,

#

L

%#7"F=$ 7d"7"!)% PjDH组子鼠的平均出生体重

与对照组相比明显降低(7d"7"!)% % 周时 PjDH

组平均体重达到对照组子鼠平均水平$$ 周时 PjDH

组体重已经超过正常对照组(7d"7"<)% 子鼠平均

体重数据见表 #% 两组幼鼠(> 周龄)的空腹血糖和

胰岛素浓度以及免疫反应性胰岛素()//V*,4.3W-)[.

)*TV6)*$ PHP)无明显差别$$ 周龄时$与对照组比较$

PjDH组空腹血糖无明显差异$但空腹胰岛素浓度

明显升高(7d"7"!)#PHP比较差异有显著性(7d

"7"<)% 空腹血糖和血清胰岛素以及 PHP的数据见

表 >%

&&表 !G两组子鼠的不同发育阶段的体重$9%

(Oc:)

分组 出生 > 周 % 周 $ 周

对照组 F7%= c"7<$ >!7>! c<7:> %$7< cF7<= !>F7"< c!#7#%

PjDH组 %7F% c"7<F #:7<< c%7<$ %<7#> cF7<< !<#7"> c!>7<:

3 F7>== >7<:$ !7F:: #7$>%

7 d"7"! d"7"! g"7"< d"7"<

表 HG子鼠空腹血糖和血清胰岛素测定值
(Oc:)

分组
> 周

血糖(//,6JB) 胰岛素(/jJB) PHP

$ 周

血糖(//,6JB) 胰岛素(/jJB) PHP

对照组 %7=> c"7$: >#7>F c<7< !7=> c"7!% <7"$ c"7FF >=7>= c>7:= #7!: c"7!#

PjDH组 %7:# c"7F= >%7F> c>7"! !7=: c"7!F <7>= c"7F: :<7%< c!>7F! #7$$ c"7!$

3 "7%<% "7$$: "7%<= "7::# %7="$ >7>>#

7 g"7"< g"7"< g"7"< g"7"< d"7"! d"7"<

!L!GŜKD子鼠肝脏 (K:Y$

$

的 3DZ>和蛋白水

平的变化

PjDH鼠 > 周(3L%7:F%$7d"7"!)和 $ 周(3L

#7$"=$7d"7"<)的肝脏1D']!

-

的/H89相对表达

量明显高于正常对照% 同样$PjDH组幼鼠 (3L

>7#>>$7d"7"<)和成年鼠(3L#7$>%$7d"7"<)肝

脏1D']!

-

的蛋白水平与正常对照比较也明显增

加$分别是对照组的 !F#`和 #>"`% I.T-.4* U6,-

结果见图 !$HC]1'H结果见图 #%

!"#$%

&'()$%

*"#$+

&'()$+

,-.//

,-0//

1//

2//

%//

/

3
!
!
$
,
4

*"#

&'()

%! +!

&&图 $G肝脏(K:Y$

$

的b67.620?,).蛋白定量G

'?8]

>$PjDH]>$'?8]$$PjDH]$ 分别代表正常组 > 周鼠#PjDH组 > 周

鼠$正常组 $ 周鼠(下同)#PjDH组 $ 周鼠% PjDH组蛋白条带密度

增加%

!"#$% &'()$% *"#$+ &'()$+

,-.

,-/

,-0

,

1-+

1-.

1-/

1-0

1

!"2

&'()

%! +!

3(*$,4

(5367

.1%89:

%,189:

&&图 !G肝脏 (K:Y$ 的 DJY(:D产物定量G

PjDH组

/H89电泳条带密度增加%

!LHGŜKD子鼠肝脏 (T(:F和 KVY(酶 3DZ>

水平的变化

采用 HC]1'H技术检测两种酶转录水平的变

化% > 周龄子鼠肝脏 1A1'E的 /H89的表达水平

都比较低$其中 PjDH组的相对表达量略高于正常

对照(3L!7=:>$7d"7"<)% $ 周龄时$子鼠肝脏

1A1'E的 /H89表达水平明显升高$其中 PjDH组

的相对表达量显著高于正常对照组(3L#7=>!$7d

"7"!)% 无论幼鼠(3L#7:<%$7d"7"!)还是成年鼠

(3L>7$:>$7d"7"!)$PjDH组肝脏中 DF]1酶的

/H89表达水平都明显高于正常对照% 而且 1A1]

'E(2L"7=":$7d"7"!)和 DF]1酶(2L"7:#F$7d

"7"!)的/H89水平与1D']! 的/H89含量显示高

度正相关% HC]1'H结果见图 >$%%

'$!#'
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!"#$% &'()$% *"#$+ &'()$+

,

-./

-

0./

0

*"1

&'()

%! +!

232*4

(5267

089:

;0%89:

%-089:

&&图 HG肝脏 (T(:F的 DJY(:D产物定量G

PjDH组

/H89电泳条带密度增加

!"#$% &'()$% *"#$+ &'()$+

,-.

,-/

,

0-+

0-1

0-.

0-/

0

!"2

&'()

%!

+!

%00345

,6.345

(789:

(18;<=

&&图 NG肝脏 KV(酶的 DJY(:D产物定量G

PjDH组

/H89电泳条带密度增加

HG讨论

i34Q.4提出的+胎儿起源的成人疾病,假说认

为低出生体重儿的肥胖*高血压*# 型糖尿病的风险

明显增高$此后众多流行病学调查结果都支持这一

假说!F$:"

% 但这种关联是否具有性别特异性尚无一

致结论$为排除激素和性别的可能干扰$我们选择雄

性子鼠进行比较% 结果显示孕期低蛋白饮食导致

PjDH的发生率明显增高$PjDH组新生鼠的平均体

重明显低于对照组$但生后生长速度快于正常对照$

在 % 周时体重已经达到正常水平$$ 周时已经超过

对照组$这种生长趋势与人类的研究结果相似%

?*R等!$"对英国 " b< 岁儿童前瞻性研究发现$

>"7:`的低出生体重儿在 " b# 岁期间出现生长追

赶$这些有生长追赶的儿童在 < 岁时已经表现肥胖$

体内脂肪呈向心性分布% 向心性肥胖可引起胰岛素

抵抗和高胰岛素血症$是 # 型糖尿病发病的重要危

险因素之一!="

% 有研究认为!!""

$PjDH时为适应宫

内营养不良的环境$胎儿会减少对葡萄糖的能量依

赖$提高其他底物的氧化$并最优化的利用有限的营

养供给以保证生存$导致外周组织胰岛素抵抗$而胰

岛素的作用之一就是使能量以最经济的脂肪形式储

存起来$从而抵消胰岛素的作用使营养重新分配$满

足重要生命器官的发育% 所以PjDH大鼠成年后腹

部内脏脂肪的增多可能是由于宫内营养不良造成脂

肪发育的特定的+程序化,$导致成年期脂肪组织异

常持续增长的结果%

本研究显示PjDH组子鼠哺乳期(> 周龄)空腹

血糖*空腹胰岛素水平和 PHP与对照组没有明显差

异$但成年后($ 周)出现高胰岛素血症$空腹胰岛素

水平是对照组的 !=!`$PHP也高于对照组% 其他动

物模型研究中也有类似的结果$子宫动脉钳夹产生

的PjDH大鼠$自幼鼠期就表现为血糖异常$成年后

有明显糖尿病症状$表现为空腹血糖升高和高胰岛

素血症!!!"

% '(.*等!!#"研究发现孕期给予酒精造成

的PjDH鼠血浆和肝中甘油三酯水平升高$糖耐量

指数和胰岛素敏感性降低% 多项研究都证实 PjDH

个体自幼年期机体就存在胰岛素抵抗%

肝脏通过控制肝糖输出对维持血糖稳态起重要

作用% 糖异生增加导致的肝糖输出增多是 # 型糖尿

病机体胰岛素抵抗的重要组成部分% 肝脏糖异生的

关键调节因子是辅激活因子1D']!

-

$它广泛调节能

量生成与利用过程$包括肝脏糖异生*肝脏脂肪酸
/

氧化*肌肉中葡萄糖转运等% 胰岛素可通过蛋白激

酶i依赖的信号途径抑制 1D']!

-

启动子的活性$

使其/H89表达下降!!>"

% 进食状态下肝脏中1D']

!

-

表达不明显$但空腹鼠和胰岛素功能障碍时

1D']!

-

表达增加% 在多个胰岛素缺乏的模型鼠&链

脲佐菌素诱导的糖尿病鼠*肝胰岛素受体基因敲除

小鼠中$肝脏中1D']!

-

/H89水平都明显增高$同

时伴有肝糖异生增加!!%$!<"

%

本研究以幼年(> 周)和成年($ 周)PjDH鼠为

研究对象$采用HC]1'H和I.T-.4*杂交方法检测不

同发育阶段肝脏中1D']!

-

的/H89和蛋白表达变

化% 结果显示$宫内蛋白缺乏造成的 PjDH鼠自幼

年期肝脏中1D']!

-

的/H89和蛋白表达量就明显

高于对照$成年后$PjDH鼠肝脏中 1D']!

-

蛋白表

达增高更加明显$约是正常对照的 #7> 倍%

1D']!

-

是肝糖异生的主要调节者$是肝中胰岛

素]W9@1轴的中心靶位% 1D']!

-

对糖异生的调控

主要发生在转录水平$可诱导肝细胞糖异生关键酶

组$包括 1A1'E*DF]1酶和 Ki1酶$从而引起肝糖

输出增加! !F"

% 本研究结果显示$在 > 周龄时$PjDH

'=!#'
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鼠肝脏中糖异生关键酶 1A1'E的表达已经略高于

正常对照$成年后 1A1'E的 /H89表达增高更加

明显$约是对照组的 #7F 倍% 糖异生的最后一步限

速酶DF]1酶的/H89含量则自幼年就明显高于对

照组$至成年后增高更加显著$达到对照组的 >7#

倍% 而且 1A1'E和 DF]1酶的 /H89表达增加与

1D']! 的/H89水平升高显示高度正相关% 肝细

胞中的 1A1'E和 DF]1酶表达过高$在三磷酸鸟苷

(RV3*,T)*.-4)0(,T0(3-.$DC1)的参加下可以催化更

多的草酰乙酸生成磷酸烯醇丙酮酸$再经甘油异生

糖的途径$最后生成的葡萄糖]F]磷酸在 DF]1酶的

催化下水解$生成葡萄糖$从而使肝脏的葡萄糖输出

增多$促进血糖升高%

综上所述$不良的宫内环境可导致胎鼠肝脏糖

代谢发生永久性变化$ PjDH导致子鼠肝脏中 1D']

!

-

蛋白表达增加$1D']!

-

诱导糖异生关键酶 1A1]

'E和 DF]1酶的表达$增加肝糖输出$以保证重要

脏器的发育$这种病理生理改变出生后持续存在$促

进了机体胰岛素抵抗$导致成年糖尿病发生!!:"

%
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