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[摘要] 目的 探究核因子 κB（NF-κB）在大鼠妊娠糖尿病中介导氧化应激反应的分子机制。方法 通过构建妊娠

糖尿病大鼠模型，获 36只孕鼠随机分为NF-κB抑制剂 PDTC组（PDTC组）、妊娠期高血糖组（GDM组）和正常妊娠

组（对照组）。采用比色法检测各组大鼠胎盘组织匀浆中丙二醛（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活力以及活性

氧（ROS）水平，采用蛋白免疫印迹的方法检测各组大鼠胎盘组织匀浆中相关蛋白 SOD、NF-κB-p65 的表达水平。

结果 与对照组比较，GDM 组中 MDA 含量升高，SOD 活力降低，ROS 水平升高，差异均有统计学意义（t 分别=

-7.23、6.88、-7.59，P均＜0.05）；与GDM组比较，PDTC组MDA含量降低，SOD活力升高，ROS水平降低，差异均有统

计学意义（t分别= 2.47、-3.04、3.01，P均＜0.05）。与对照组比较，GDM组中NF-κB-p65表达水平升高，SOD表达水

平降低，差异均有统计学意义（t分别=-4.35、9.69，P均＜0.05）；与GDM组比较，PDTC组中NF-κB-p65表达水平降

低，SOD 表达水平升高，差异均有统计学意义（t 分别=9.89、-5.73，P 均＜0.05）。结论 妊娠糖尿病中发生氧化损

伤，并且激活了NF-κB通路，抑制NF-κB可改善妊娠糖尿病中发生的氧化损伤。
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[Abstract] Objective To explore the molecular mechanism of nuclear factor-kappa B（NF-κB）mediating oxidative

stress in gestational diabetes mellitus in rats.Methods Totally 36 pregnant rats that molded by gestational diabetes melli-

tus were randomly divided into NF-κB inhibitor PDTC group（PDTC group），gestational diabetes mellitus group（GDM

group）and normal pregnancy group（control group）.The malondialdehyde（MDA），superoxide dismutase（SOD）activity

and reactive oxygen species（ROS）level in the placental tissue homogenate of each group were detected by colorimetry，

and expression level of SOD and NF-κB-p65 were detected by Western blotting.Results Compared with the control

group，the MDA content of the GDM group increased，the SOD activity decreased，and the ROS level increased.The differ-

ences were statistically significant（t=-7.23，6.88，-7.59，P＜0.05）.Compared with the GDM group，the MDA content of

the PDTC group decreased，the SOD activity increased，and the ROS level decreased.The differences were statistically sig-

nificant（t = 2.47，-3.04，3.01，P＜0.05）.Compared with the control group，the expression of NF-κB-p65 was increased

in the GDM group，and the expression level of SOD was decreased.The differences were statistically significant（t=-4.35，

9.69，P＜0.05）.Compared with the GDM group，the expression level of NF-κB-p65 was decreased and the expression le-

vel of SOD was increased in the PDTC group（t = 9.89，- 5.73，P＜0.05）.Conclusion Oxidative damage occurs in gest-

ational diabetes mellitus，and the NF-κB pathway is activated.Inhibition of NF-κB can improve oxidative damage in ges-

tational diabetes mellitus.

[Key words] gestational diabetes mellitus； oxidative stress； nuclear factor-kappa B； reactive oxygen species；

malonyldia ldehyde； superoxide dismutase

妊娠期糖尿病被定义为在怀孕期间开始或首次

被检测到碳水化合物不耐受导致的高血糖[1]。妊娠

期糖尿病使母亲和胎儿在妊娠、分娩以及产后期间
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的并发症发生率大大增加，早期发现和管理妊娠糖

尿病可改善母婴的预后[2，3]。研究发现氧化应激与

妊娠期糖尿病的发生发展有密切的联系，但具体机

制尚不明确[4，5]。本次研究通过构建妊娠期糖尿病

大鼠模型，探讨大鼠妊娠糖尿病中氧化应激的可能

发生机制，为该病的治疗提供临床依据。现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康成年 SD 大鼠 36只，年龄 6～
8周，体量 180～220 g，无特定病原体、无交配史，购

买于中国科学院上海动物中心。所有的大鼠都被

置于受控环境下生长：温度19°C～25°C，12：12 h光/
暗周期，6：00灯亮，均可自由获取食物和水。本次

研究时间2018年1月至2018年8月。

1.2 模型建立 适应性饲养 3 d 左右。禁食禁水

12 h，称重，测血糖，空腹血糖均＜11.1 mmol/L。将

雌雄大鼠按 2∶1比例合笼过夜，次日发现阴道黏液

栓或镜检有精子计为妊娠，并标记孕鼠。获取 36只

孕鼠随机分为正常妊娠组（对照组）、妊娠期高血糖

组（GDM 组）和核因子 κB（nuclear factor-kappa B，
NF-κB）抑制剂 PDTC 组（PDTC 组）。GDM 组和

PDTC组在受孕后，禁食 12 h，给予新鲜链脲佐菌素

溶液按45 mg/kg一次性注射，6 h后正常饮食。正常

妊娠组注射等量 0.9％氯化钠注射液做对照，PDTC
组一次性注射NF-κB抑制剂PDTC 10 mg/kg。
1.3 样本制作 各组孕鼠常规麻醉后，取子宫及胎

盘组织，匀浆裂解后，离心，去上清液作为样本，进

行后续实验。样本在-80 ℃保存。

1.4 活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平的测

定 为了确定胚胎组织ROS的水平，使用二氯荧光

素二乙酸酯作为指示剂。2 ml 的胚胎组织血酸盐

（1 mg 蛋白/ml）在 37 ℃下与该缓冲液 DCFH 孵育

15 min。然后，使用荧光分光光度计在 480 nm（激

发光）和520 nm（吸收光）处进行监测，收集数据。

1.5 丙二醛（malonyldialdehyde，MDA）含量和超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活力的测

定 MDA和SOD试剂盒购买于南京建成公司，取各

组大鼠胎盘组织匀浆上清液，按照说明书方法进行

测定。

1.6 蛋白免疫印迹 使用BSA试剂盒测蛋白浓度

后，配平，加入 5×蛋白上样缓冲液，煮沸 10 min，使
得蛋白变性，用于蛋白免疫印迹。制备 SDS-PAGE
胶，上样后电泳约 2 h，结束后使用NC膜进行湿转，

结束后 5％脱脂牛奶封闭约 2 h，孵育一抗，4 ℃过

夜。孵育二抗 2 h，将清洗后的 NC 膜放入 Odyssey
激光成像扫描仪上进行扫描，结果用 Image J分析。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 16.0统计软件进行统

计学分析。计量资料以均数± 标准差（x±s）表示。

多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD-t检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组孕鼠中 MDA 含量和 SOD 活力的比较见

表1
表1 三组孕鼠中MDA含量、SOD活力和ROS水平的比较

组别

PDTC组

GDM组

对照组

MDA/nmol/mg

3.85±1.05#

4.98±1.17*
2.16±0.72

SOD/U/mg

9.24±1.33#

7.53±1.44*
12.46±2.03

ROS荧光强度

2.12±0.47#

2.82±0.72*
1.21±0.24

注：*：与对照组比较，P＜0.05；#：与GDM组比较，P＜0.05。
由表 1可见，各组孕鼠胎盘组织中MDA含量、

SOD活力和ROS水平比较，组间差异均有统计学意

义（F分别=23.79、28.52、31.27，P均＜0.05）。与对

照组比较，GDM 组中 MDA 含量升高，SOD 活力降

低，ROS 水平升高，差异均有统计学意义（t分别=
-7.23、6.88、-7.59，P均＜0.05）；与 GDM 组比较，

PDTC组MDA含量降低，SOD活力升高，ROS水平降

低，差异均有统计学意义（t分别= 2.47、-3.04、3.01，
P均＜0.05）。
2.2 三组孕鼠中相关蛋白 SOD和NF-κB-p65的比

较见表2
表2 各组孕鼠中相关蛋白SOD、NF-κB-p65的表达

组别

PDTC组

GDM组

对照组

NF-κB-p65
0.65±0.11#

1.52±0.11*
1.09±0.14

SOD

1.32±0.09#

0.85±0.11*
1.72±0.11

注：*：与对照组比较，P＜0.05；#：与GDM组比较，P＜0.05。
由表 2可见，三组孕鼠胎盘组织中NF-κB-p65

和 SOD表达比较，组间比较差异均有统计学意义（F

分别=40.70、52.84，P均＜0.05）。与对照组比较，

GDM 组中 NF-κB-p65 表达水平升高，SOD 表达水

平降低，差异均有统计学意义（t分别=-4.35、9.69，P
均＜0.05）；与GDM组比较，PDTC组中NF-κB-p65
表达水平降低，SOD表达水平升高，差异均有统计学

意义（t分别= 9.89、-5.73，P均＜0.05）。
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3 讨论

妊娠在生理上是“糖尿病性的”，因为组织对胰

岛素的敏感性降低，胰岛素特异性拮抗剂的增加，

例如人胎盘催乳素。先天性畸形在糖尿病儿童中

的发生率高于非糖尿病妇女，新的数据表明对糖尿

病孕妇的早期检测和精确的代谢控制可减少糖尿

病母亲并发症的重复和强度[6,7]。本次实验对孕鼠采

用链脲佐菌素一次性腹腔注射，建立妊娠期糖尿病

模型进行研究。

许多研究表明，氧化应激在糖尿病并发症的发

病机制中起着重要作用[8]。实验和临床研究表明，

通过几种生化途径（包括葡萄糖自氧化和蛋白质糖

化）导致的高血糖会使ROS形成增加[9]。发育中的

胚胎对高浓度的ROS非常敏感，特别是在器官发生

阶段。另一方面，具有孕前糖尿病的母体中ROS水

平的增加可能导致发育中的胚胎中脂质过氧化、蛋

白质氧化，DNA和RNA损伤的升高。因此，这些病

理事件导致糖尿病女性后代的脑、心血管、骨骼和

其他系统疾病的发生率高于非糖尿病女性的后

代[10]。在本次研究中通过构建妊娠糖尿病大鼠模

型，获 36只孕鼠随机分为正常妊娠组（对照组）、妊

娠期高血糖组（GDM）和 NF-κB 抑制剂 PDTC 组

（PDTC组）。采用比色法检测各组中MDA、SOD含

量以及ROS水平，结果显示GDM组中MDA含量高

于对照组、SOD含量低于对照组，ROS水平高于对照

组，差异均有统计学意义（P均＜0.05）。氧化应激

时，ROS产生过多，氧化系统和抗氧化系统失衡，从

而导致组织损伤。MDA为过氧化脂质的最终分解

产物，是间接反映氧自由基的存在及对细胞损伤程

度的指标。本次实验中 MDA 含量和 ROS 水平升

高，表明GDM组大鼠子宫和胎盘组织内产生过多自

由基，超过体内抗氧化系统的代偿能力，脂质过氧

化，是组织受到氧化损伤的表现。SOD则是抗氧化

酶防御体系中的关键酶，可阻断自由基导致的脂质

过氧化的链式反应，从而保护细胞不受自由基的损

害。本次实验中 GDM 大鼠的子宫和胎盘组织内

SOD含量降低，表明其抗氧化能力降低，使得氧化与

抗氧化进一步失去平衡。有研究表明GDM孕鼠子

宫及胎盘组织、肝脏和肾脏中MDA含量较正常妊娠

组明显增多，SOD活力较正常妊娠组明显下降[11~13]，

与本次实验结果一致。本次实验还表明ROS水平

异常升高，从多个角度证明妊娠糖尿病中氧化应激

的存在。而PDTC组MDA含量低于GDM组、SOD含

量高于GDM组，差异均有统计学意义（P均＜0.05）。
这说明GDM组中组织内活性氧水平升高抗氧化能

力降低；PDTC组中组织氧化应激得到改善。

NF-κB 是一种广泛存在于体内多种细胞的核

转录因子，参与许多细胞因子的表达调控。NF-κB
包含 5个亚组，包括 RelA 或 P65、RelB、c-Rel、p50/
p105和 p52/ p100，它们与抑制性蛋白 IκB连接而保

持静止。在 IκB激酶触发 IκB 磷酸化并使 IκB降解

后，NF-κB被激活并从细胞质转移到核。NF-κB的

激活与活性氧的产生密切相关，多项研究表明抗氧

化基因处于NF-κB的控制之下 [14]。本次实验采用

蛋白免疫印迹的方法检测相关蛋白 SOD、NF-κB-
p65的表达水平，分析妊娠糖尿病中氧化应激调控

NF-κB-p65及NF-κB-p65反馈调控氧化应激的分

子机制研究。结果 表明，GDM组中，NF-κB-p65的

水平升高，SOD表达水平降低，说明妊娠糖尿病中发

生氧化损伤，并且激活了NF-κB通路。与GDM组

比较，PDTC组中SOD表达水平升高，说明NF-κB可

介导妊娠糖尿病中发生氧化损伤的发生，抑制NF-
κB可改善妊娠糖尿病中发生氧化损伤。有研究发

现，妊娠期糖尿病患者血清中NF-κB蛋白表达显著

升高[15,16]，本次实验采用妊娠糖尿病模型亦发现

GDM大鼠子宫和胎盘组织中NF-κB蛋白表达升高，

表明妊娠糖尿病中血清和组织中均激活了NF-κB
通路。

综上所述，妊娠糖尿病中氧化应激可调控NF-
κB-p65通路，同时NF-κB-p65可介导妊娠糖尿病

中氧化应激的发生，为临床治疗妊娠糖尿病提供价

值。但妊娠期糖尿病增加抗氧化剂的摄取是否能

减少孕妇的并发症还需进一步探索。
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