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胰岛素受体底物在宫内发育迟缓大鼠
胰腺组织中的表达
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　　［摘　要］　目的　研究胰岛素受体底物１（ＩＲＳ１）和胰岛素受体底物２（ＩＲＳ２）在宫内发育迟缓（ＩＵＧＲ）大鼠
生后０周、３周和８周胰腺组织中的表达，探讨ＩＵＧＲ个体易患代谢综合征的分子机制。方法　采用母孕期低蛋白
饮食法建立ＩＵＧＲ大鼠模型，应用ＲＴＰＣＲ技术检测子鼠在生后０周、３周、８周胰腺组织中 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２ｍＲＮＡ
水平。采用Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测 ＩＲＳ１和ＩＲＳ２蛋白的表达。母孕期得到正常饮食的子鼠作为对照组。结果　ＩＵＧＲ
组０周、３周、８周胰腺组织ＩＲＳ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），ＩＲＳ１ｍＲＮＡ和蛋白表达
水平与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＩＵＧＲ子鼠生后０周、３周和８周胰腺组织中ＩＲＳ２ｍＲ
ＮＡ和蛋白水平显著下降，可能是 ＩＵＧＲ个体易患代谢综合征的分子机制之一。
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　　宫内发育迟缓（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ，
ＩＵＧＲ），一般指出生体重（ｂｉｒｔｈｗｅｉｇｈｔ，ＢＷ）低于同
胎龄、同性别平均体重的第 １０百分位数以下或同
胎龄、同性别平均体重 ２个标准差以下的新生
儿［１］。近 １０年来的流行病学调查证明，出生时体
格大小与成年后的疾病如冠心病、高血压、２型糖尿
病等有密切关系。２型糖尿病和高血压常常同时发
病，并与脂代谢异常、肥胖和胰岛素抵抗密切相关，

它们被称为代谢综合征，代谢综合征的中心环节是

胰岛素抵抗［２］。许多研究发现，胰岛素受体底物

（ＩＲＳ１、ＩＲＳ２）的表达低下可导致胰岛素抵抗。本
研究通过孕期蛋白质营养不良法建立 ＩＵＧＲ模
型［３］，采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交技术检测 ＩＵＧＲ
鼠生后０周、３周、８周时胰腺组织中 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，探讨 ＩＵＧＲ个体产生胰岛
素抵抗的分子机制，为代谢综合征的早期防治提供
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理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂
ＰＣＲ扩增仪（日本 ＴａｋａＲａＴＰ６００型），电泳仪

（美国 ＢＩＯＲＡＤＰＡＣ３００型），ＴａｎｏｎＣＥＲＴＩＦＩＥＤ
ＭＡＩＬＧＩＳ２０２０数码图像扫描分析系统（上海），
ＵＰ２００Ｈ型组织超声匀浆器（德国），深低温冰箱、组
织蛋白提取试剂盒（南京凯基生物公司），总蛋白定

量试剂盒（南京建成生物工程研究所），ＩＲＳ１、ＩＲＳ２
免抗大鼠 ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ美国），碱性磷酶标记山羊
抗免ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ，美国），大鼠 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２和βａｃｔｉｎ
引物由北京六合华大基因科技股份有限公司合成。

１．２　实验动物
健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 １５只，体重 ２３０～２８０ｇ，雄性

３只，雌性 １２只，大鼠由中国医科大学实验动物中
心提供 ［动物合格证号 ＳＹＸＫ（辽）２００３００１９］，大
鼠按雌∶雄 ４∶１比例合笼，次晨 ８～９时涂片，以镜
下见精子作为受孕第 １天。大鼠按受孕顺序随机
分成低蛋白组和正常对照组，每组６只。正常对照
组孕鼠饲以标准饲料（热卡为１５．８３ｋＪ／ｇ，蛋白质含
量为 ２３％）；低蛋白组孕鼠自妊娠第 １天 起饲以低
蛋白饲料（热卡为 １５．５８ｋＪ／ｇ，蛋白质含量为 ８％），
饲料均由中国医学科学院实验动物研究所配制。所

有孕鼠均自然分娩，称量 １２ｈ内新生子鼠体重精确
到０．０１ｇ。ＩＵＧＲ诊断标准：新生鼠出生体重低于
正常对照组出生平均体重的 ２个标准差［１］。符合

ＩＵＧＲ诊断标准的子鼠保留，不符合诊断标准的子
鼠舍弃。

１．３　标本采集
分娩后母乳喂养，两组母鼠都饲以标准饲料，

ＩＵＧＲ组和正常对照组幼鼠满 ３周后断乳，分笼饲
养，都饲以标准饲料，观察两组子鼠的发育情况，记

录每周体重。以生后０周、３周、８周为时间点，每个
时间点上随机选取 ８只鼠为实验对象，０周组新生
鼠出生后立即处死并留取胰腺，迅速置 －７０℃ 冰箱
冻存；３周及８周鼠处死前禁食１２ｈ，标本留取同上。
１．４　实验方法
１．４．１　引物设计　　大鼠 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２和内参照
βａｃｔｉｎ引物参照ＧｅｎＢａｎｋ中的基因序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，由北京六合华大基因科技股
份有限公司合成，序列见表１。
１．４．２　胰腺总 ＲＮＡ提取和逆转录　　每组随机
取８只鼠，称取１００ｍｇ胰腺组织，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽

表１　目的基因引物序列

目的基因 序列 片段长度（ｂｐ）

ＩＲＳ１ ５′ＴＧＧＡＣＡＡＡＣＧＧＡＧＴＡＧＧＧ３′ ３４１
５′ＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡ３′

ＩＲＳ２ ５′ＣＣＣＣＴＧＴＧＧＧＴＣＧＧＡＴＴＴ３′ ８０７
５′ＴＣＡＣＴＣＧＧＧＣＡＣＣＴＴＣＴＧＧ３′

βａｃｔｉｎ ５′ＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧ３′ ７０１
５′ＣＣＡＧＧＡＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴ３′

提，紫外分光光度计测定总ＲＮＡ的２６０ｎｍ和２８０ｎｍ
处的光密度值（单位：ＯＤ），以 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值
检验纯度，逆转录试剂采用 ＲＮＡＰＣＲｋｉｔ（大连
ＴａｋａＲａ公司），反应按照试剂说明书进行。
１．４．３　目的基因的 ＰＣＲ及产物检测　　ＩＲＳ１、
ＩＲＳ２ＰＣＲ扩增条件：ＩＲＳ１、ＩＲＳ２９４℃ ２ｍｉｎ预变
性，９４℃ ３０ｓ，５７℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３０个循环，７２℃
７ｍｉｎ延伸。βａｃｔｉｎＰＣＲ扩增条件：９４℃ ２ｍｉｎ预
变性，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环，
７２℃ ５ｍｉｎ延伸。ＲＴＰＣＲ扩增产物经 １．５％ 琼脂
糖凝胶电泳，溴化乙锭染色后，紫外灯下观察结果并

拍照。用 ＧＩＳ２０２０数码凝胶扫描图像及分析系统
进行电泳条带分析 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２基因的 ｍＲＮＡ表达
水平（以其与内参照的相对表达量来计算）。

１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２蛋白表达　
　　取 １００ｍｇ胰腺组织，加入裂解液（含 ２ｍＭ
ＥＤＴＡ，１０ｍＭ ＥＧＴＡ，２０ｍＭ Ｔｒｉｓ／ＨＣＬ，ｐＨ７．５，
２ｍＭＰＭＳＦ，０．２５ｍＭ蔗糖）提取总蛋白，按 Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ法测定总蛋白浓度，取 ５０μｇ蛋白样品进行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，并将蛋白转移至硝酸纤
维素膜上，再用 ５％ 牛血清白蛋白封闭 １ｈ，ＮＣ膜
在 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２兔抗大鼠 ＩｇＧ（１∶１００）溶液中 ４℃
过液杂交。洗膜后加碱性磷酸酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ（１∶１０００）中杂交反应 ２ｈ，充分洗膜后加显色
液，显色至条带清晰呈现后终止染色，用 ＧＩＳ２０２０
数码图像分析系统 ＩＲＳ１、ＩＲＳ２蛋白杂交带进行扫
描分析密度值。

１．５　统计学分析
所有数据均以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计学处理。两组间比较
采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　孕期低蛋白饮食对子鼠生长发育的影响
ＩＵＧＲ组和对照组平均孕期均为２１．５ｄ（２１～

２２ｄ），平均产仔数也无差别。低蛋白组 ＩＵＧＲ发生
·３７９·
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率为 ５４％（２７／５０只），明显高于对照组的 ４％（２／
４８只）（Ｐ＜０．０１）。与对照组出生体重相比，低蛋
白组出生体重明显降低（Ｐ＜０．０１）。自哺乳期 ＩＵ
ＧＲ组就出现生长追赶，３周时 ＩＵＧＲ组平均体重仍
低于对照组，８周时 ＩＵＧＲ组体重超过对照组，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明已出现肥胖倾向。
见表２。

　　表２　两组子鼠的不同发育阶段的体重　（ｘ±ｓ，ｇ）

组别 鼠数 ０周 ３周 ８周

对照组 ８ ４．９３±０．３２ ３５．１４±４．２４ １３９．３７±７．７４
ＩＵＧＲ组 ８ ３．９２±０．２２ ２７．２６±３．９５ １６０．３８±１６．７９
ｔ值 ７．３６ ３．９４ ３．２１
Ｐ值 ０．００１ ０．０１ ０．０１

２．２　胰腺组织ＩＲＳ１、ＩＲＳ２ｍＲＮＡ表达水平
ＲＴＰＣＲ结果显示，ＩＵＧＲ组０周、３周、８周鼠

ＩＲＳ１ｍＲＮＡ相对表达量与对照组比较差异无统计
学意义，ＩＲＳ２ｍＲＮＡ相对表达量低于对照组
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。见图１，表３。
２．３　胰腺组织ＩＲＳ１、ＩＲＳ２蛋白表达水平的变化

ＩＵＧＲ组０周、３周、８周鼠ＩＲＳ１蛋白的表达量
与对照组比较差异无统计学意义，ＩＲＳ２蛋白的表
达量低于对照组（Ｐ＜０．０１）。见表４，图２。
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图１　０周、３周、８周胰腺组织ＩＲＳ１、ＩＲＳ２ｍＲＮＡ表达（ＲＴＰＣＲ）

表３　两组胰腺组织ＩＲＳ１及ＩＲＳ２ｍＲＮＡ相对表达水平　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＩＲＳ１ｍＲＮＡ

０周 ３周 ８周

ＩＲＳ２ｍＲＮＡ

０周 ３周 ８周

对照组 ８ １．０４±０．０８ １．０３±０．０８ １．０３±０．０８ １．１３±０．０８ １．１１±０．０９ １．０８±０．０６

ＩＵＧＲ组 ８ １．００±０．０７ ０．９６±０．０７ １．０２±０．０７ ０．９８±０．０７ ０．８３±０．０６ ０．７９±０．０６

ｔ值 １．０３３ ０．７５ ０．４ ４ ７．３６ ９．９３

Ｐ值 ０．１ ０．４ ０．５ ０．００２ ０．００１ ０．００１

表４　两组胰腺组织ＩＲＳ１和ＩＲＳ２蛋白表达　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＩＲＳ１

０周 ３周 ８周

ＩＲＳ２

０周 ３周 ８周

对照组 ８ １０１±８ １０４±８ １０５±８ １５５±１１ １５１±１１ １５５±１３

ＩＵＧＲ组 ８ ９９±７ １０２±８ １０４±８ １３８±１０ １２１±９ １１０±８

ｔ值 ０．５２ ０．５ ０．２５ ３．３２ ６ ８．５７

Ｐ值 ０．５ ０．５ ０．５ ０．００５ ０．００１ ０．００１

·４７９·
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　　图２　０周、３周、８周鼠胰腺组织 ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２蛋白
表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

１９９３年Ｇｏｄｆｒｅｙ等［４］最先提出了有关胎儿生长

迟缓远期不良的影响。他们通过研究发现，发育早

期的关键阶段宫内不良环境的刺激可引起人体结构

和功能的持续改变，这一改变是一个漫长的程序化的

过程，动物实验和人群研究表明宫内环境的异常将对

脂肪组织和胰腺β细胞功能产生长期的影响。
胰岛β细胞主要通过分泌胰岛素起调节血糖、

血脂作用，胎儿宫内后期及新生儿期，胰岛细胞分裂

加快，数量增多，这一增殖过程受营养物质的调节。

因此，早期营养不良可能会造成胰岛 β细胞结构和
功能的永久性损害，降低产生胰岛素的能力［５］。

目前在多个国家和种族中的流行病学调查都证

实，胎儿发育迟缓是糖耐量异常和成年２型糖尿病
的独立危险因素［６］。这些疾病的共同特点是胰岛

素抵抗。细胞水平的胰岛素抵抗，表现为细胞表面

的胰岛素受体数目减少和或受体后缺陷。在胰岛素

敏感的组织细胞内存在两种胰岛素受体底物—

ＩＲＳ１和 ＩＲＳ２，它们是传递胰岛素各种生物作用的
信号蛋白。二者比较，在胰岛素代谢效应方面，促进

肌肉、脂肪组织摄取利用葡萄糖，以 ＩＲＳ１为主；而
促进肝脏糖原合成和抑制肝葡萄糖输出，以 ＩＲＳ２
为主；作为调节 β细胞功能的重要信号分子，ＩＲＳ１
主要调节胰岛素分泌过程，ＩＲＳ２则主要调节 β细
胞增殖、生长、存活［７］。ＩＲＳ２信号通路的重要组成
部分包括胰岛素样生长因子１受体、胰岛素受体、
ＩＲＳ２、磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ

ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）和 Ｒａｓ等，它们调节的下游信号包括蛋
白激酶Ｂ、丝裂原活化蛋白激酶等［８］。有研究报道

ＩＲＳ２丢失小鼠出现胰岛素抵抗且不能为增加的 β
细胞量代偿，其 β细胞自发性凋亡，β细胞数显著
减少，随即出现糖尿病，提示 ＩＲＳ２信号系统参与经
典胰岛素靶组织反应和 β细胞生理活动［９］。此外，

ＩＲＳ２通过调节 β细胞量影响其功能。研究表明，
给予糖尿病大鼠 ｅｘｅｎｄｉｎ４可通过 ｃＡＭＰ依赖通路，
提高其 ＩＲＳ２水平，进而改善糖代谢［１０］。

本实验通过孕期低蛋白饮食证实宫内营养不良

可致新生鼠发育受限，其生后出现生长追赶，至成年

期ＩＵＧＲ组体重超过对照组，已出现肥胖倾向，构成
代谢综合征的表现之一；ＩＵＧＲ０周、３周和８周鼠胰
腺组织中ＩＲＳ２蛋白水平和ｍＲＮＡ相对水平显著低
于对照组，而ＩＲＳ１蛋白水平 和ｍＲＮＡ相对水平与
对照组无显著差异，证实 ＩＲＳ２是调控胰岛 β细胞
生长发育的主要受体物质；提示宫内发育迟缓个体

从生后至成年期胰腺组织都存在ＩＲＳ２信号转导障
碍，ＩＲＳ２表达下降，可造成 β细胞数量减少和功能
缺陷，导致胰岛素分泌减少，进而产生胰岛素抵抗，

构成ＩＵＧＲ个体易患代谢综合征的分子基础。
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