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宫内发育迟缓对大鼠肝糖异生关键酶的影响

罗开菊，陈平洋，谢宗德，李雯，李素萍，贺鸣凤

(中南大学湘雅二医院新生儿科，长沙 410011)

[摘要]目的：通过检测宫内发育迟缓(IUGR)仔鼠肝组织中糖异生关键酶磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(PEPCK)和葡萄

糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)的mRNA表达变化，探讨IUGR个体发生胰岛素抵抗的机制。方法：通过孕期全程给予孕鼠10%

低蛋白饲料建立IUGR仔鼠模型，对照组给予孕鼠21%正常蛋白饲料建立正常出生体质量仔鼠模型。每组仔鼠出生1

周、3周、8周时测定其体质量、空腹血糖、血清胰岛素水平及胰岛素抵抗指数，并采用反转录-聚合酶链反应(RT-

PCR)法检测仔鼠肝组织中PEPCK和G-6-Pase的mRNA表达。结果：IUGR组仔鼠出生体质量明显低于对照组(P<0.001)，

1周、3周、8周时亦低于对照组(P<0.05)。各时间点IUGR仔鼠空腹血糖、血清胰岛素水平及胰岛素抵抗指数与对照组

无明显差异(P>0.05)。IUGR仔鼠各时间点肝组织PEPCK和G-6-Pase mRNA的表达水平均高于对照组(P<0.01)。结论：

IUGR仔鼠肝糖异生关键酶PEPCK和G-6-Pase的表达明显增高，可能增加肝糖异生，是IUGR个体发生胰岛素抵抗和糖

尿病的重要机制之一。
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Effect of intrauterine growth retardation on 
gluconeogenic enzymes in rat liver 
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of gluconeogenic enzymes phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK) and G-6-Pase mRNA of hepatic tissue in rats with intrauterine growth 
retardation (IUGR) and to explore the molecular mechanism of insulin resistance in IUGR rats.

 Methods: Pregnant rats were randomly divided into 2 groups: a normal group and a model group. 
The normal group were fed with 21% protein forage and the model group with 10% low protein 
forage to obtain IUGR pup rats. The pup rats were introduced to the normal group and the IUGR 
group prospectively. At 1, 3 and 8 weeks, the body weight, blood glucose, insulin concentration and 
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胎 儿 宫 内 发 育 迟 缓 ( i n t r a u t e r i n e  g r o w t h 
retardation，IUGR)是一种常见的妊娠并发症，是

围产儿发病和死亡的主要原因之一。母孕期营养

不良、子宫-胎盘供血不足或营养物质通过胎盘受

限等原因均可致胎儿IUGR。流行病学研究[1]表明：

IUGR与成年期代谢综合征(metabolic sy ndrome，

MS)，如2型糖尿病或糖调节受损、中心性肥胖、

高 血 压 、 血 脂 异 常 等 密 切 相 关 ， 而 胰 岛 素 抵 抗

(i n s u l i n  re s i s t a n c e， I R )是M S发生的一个共同的

病 理 生 理 机 制 [ 2 ]。 I U G R 个 体 成 年 发 生 I R 的 机 制

目前尚不清楚。肝脏是对胰岛素敏感的组织，肝

脏I R主要表现为肝细胞不能有效地抑制糖原分解

和糖异生，即促进葡萄糖摄取和利用能力受损。

肝脏胰岛素信号转导途径受损，可对糖异生关键

酶磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 ( p h o s p h o e n o l p y r u v a t e 
carbox y k inase，PEPCK)和葡萄糖 -6-磷酸酶(G -6-
Pase)的基因转录抑制降低，使糖异生增加，促进

IR的发生。本实验通过孕期全程蛋白质营养不良法

建立IUGR仔鼠模型，研究IUGR仔鼠肝组织中糖异

生关键酶PEPCK和G-6-Pase mRNA的表达变化，探讨

IUGR个体发生IR的可能分子机制，为成年期代谢综

合征的早期防治提供理论基础。

1  材料与方法

1.1  动物模型制备

健康3月龄Sprague Dawley(SD)二级大鼠雌、

雄各16只，体质量250~300 g，按雌雄比例1:1于每

日1 8时左右合笼，次日清晨检测出阴栓者定为受

孕成功。查找随机数字表，将孕鼠随机分配到正

常对照组(对照组)和 I U G R组，每组8只孕鼠。对

照组孕鼠全程以常规饲料(蛋白质21%，热量3 375 
kcal/kg)喂养，IUGR组孕鼠孕期以低蛋白饲料(蛋

白质10%，热量3 405 kcal/kg)喂养，所生仔鼠分别

纳入仔鼠对照组和IUGR组。以新生仔鼠体质量低

于对照组新生仔鼠平均体质量2个标准差作为IUGR
的判断标准。

1.2  方法

1.2.1  标本留取

两组仔鼠分别于生后1周、3周、8周时各取8
只，称量体质量，禁食12 h腹腔注射麻醉后杀鼠取

血，罗氏血糖仪测定全血微量血糖，收集血清，

并迅速分离肝脏存于EP管中，置-70 ℃冰箱内保

存待测。

1.2.2  生化检测

采用放射免疫法检测血清胰岛素水平，采用

稳态模型法计算IR指数(HOMA-IR)[3]。

1.2.3  RT-PCR
P CR引物由北京奥科生物技术有限责任公司

合成(表1)。用TRIzol试剂抽提肝组织的总RNA，

测定紫外吸光度以检验纯度并计算R NA浓度，反

转录试剂采用RNA PCR试剂盒。PCR产物经2%琼

脂糖凝胶电泳，采用紫外凝胶一次性扫描成像及分

析系统对电泳条带进行密度分析，各目的基因的

mRNA 表达水平以其与内参的相对比值来表示。

1.3  统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行数据分析。所有

结果用均数±标准差(x±s)表示，均数的两两比较采

用 t检验，率的比较用卡方检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

insulin resistance index of the pup rats were measured. Expression of PEPCK and G-6-Pase mRNA 
were detected by RT-PCR. 

 Results: The birth weight of the IUGR group was significantly lower than that of the normal 
group (P<0.001). The weight of the IUGR group was still lower than that of the normal group 
at 1, 3 and 8 weeks. There was no significant difference in the blood glucose, insulin level and 
insulin resistance index between the 2 groups (P>0.05). The hepatic expression of PEPCK and 
G-6-Pase mRNA in the IUGR group was significantly higher than that of the normal group at 1, 
3 and 8 weeks (P<0.01). 

 Conclusion: The significantly increased expression of PEPCK and G-6-Pase mRNA of hepatic 
tissue in IUGR rats may increase gluconeogenesis, which is probably one of the molecular 
mechanisms of insulin resistance and diabetes in IUGR.

KEY WORDS intrauterine growth retardation; insulin resistance; liver; gluconeogenic enzyme
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2  结   果

2.1  IUGR仔鼠模型的建立

I U G R 组 孕 鼠 和 对 照 组 每 窝 产 仔 数 分 别 为

(10.83±1.72)只和(10.75±2.06)只，两组孕鼠的每窝

产仔数差异无统计学意义(P>0.05)。IUGR组仔鼠

出生体质量为(6.09±0.50) g，对照组为(6.98±0.44) g，

IUGR组仔鼠出生体质量明显低于对照组(P<0.001)。

IUGR组仔鼠IUGR发生率分别为69.76%，明显高于

对照组的3.08%(P<0.001)。两组仔鼠围产期死亡率

差异无统计学意义(P=0.158)。

2.2  两组仔鼠各时间点体质量的变化

1周、3周、8周时，IUGR组仔鼠体质量均低于

对照组，差异有统计学意义(P<0.05，表2)。

2 . 3   两组仔鼠各时间点空腹血糖、血清胰岛素及

HOMA-IR的变化

1周、3周、8周时，IUGR组仔鼠空腹血糖、

血清胰岛素及I R指数与对照组比较，差异均无统

计学意义(P>0.05，表2)。

表 1   目的基因的 PCR 引物序列

Table 1   PCR primer sequences of target genes

目的基因 序列 产物 /bp 退火温度 /℃

β-actin 正向：5'-TCC TCC CTG GAG AAG AGC TA-3' 20 56

反向：5'-TCA GGA GGA GCA ATG ATC TTG-3' 21

PEPCK 正向：5'-GGG TGG ACC TCC TGT GGA CT-3' 20 57

反向：5'-GGC TTC AGC GAG TCA AAG AGA-3' 21

G-6-Pase 正向：5'-GCC CAA GAT CTT CCA CGT CA-3' 20 65

反向：5'-CGA TCT CCT CCA CCT CCT TC-3' 20

表 2   两组仔鼠体质量、空腹血糖、血清胰岛素及 HOMA-IR 的比较 (x±s)

Table 2   Comparison of body mass, blood glucose, insulin and HOMA-IR between the normal and IUGR groups (x±s)

组别
体质量 /g 血糖 /(mmol/L)

1 周 3 周 8 周 1 周 3 周 8 周

对照组 14.76±3.46 36.58±9.77 162.67±29.64 5.53±0.51 5.52±1.05 5.40±1.30

IUGR 组 10.99±0.44 28.53±8.08 99.05±18.83 5.42±0.69 5.73±1.39 5.43±1.26
P 0.035 0.041 0.001 0.965 0.690 0.730

组别
胰岛素 /(mIU/L) HOMA-IR

1 周 3 周 8 周 1 周 3 周 8 周

对照组 119.62±21.73 82.75±17.07 38.96±18.77 3.36±0.17 3.00±0.30 2.12±0.65

IUGR 组 117.11±42.25 81.52±22.52 39.94±19.28 3.28±0.46 3.01±0.39 2.18±0.26

P 0.900  0.917 0.930 0.711 0.966 0.850

2.4  两组仔鼠肝组织PEPCK及G-6-Pase mRNA表达

1周时IU G R组P E P CK的m R N A相对表达量为

(0.440±0.081)，略高于对照组(0.373±0.088)，但

差异无统计学意义(P>0.05)。3周、8周时IUGR组

PEPCK相对表达量(1.090±0.127，2.401±0.121)明

显高于对照组(0.900±0.043，1.290±0.070)，差异

有统计学意义(P<0.01，图1)。

1 周 、 3 周 及 8 周 时 I U G R 组 G - 6 - P a s e 的

m R N A相对表达量( 1 . 0 8 8 ± 0 . 0 3 7，1 . 8 4 5 ± 0 . 0 7 5，

2 . 2 3 6 ± 0 . 1 3 9 ) 均 高 于 对 照 组 ( 0 . 8 0 6 ± 0 . 1 1 8 ，

1.230±0.154，1.361±0.036)，两组各时间点比较差

异均有统计学意义 (P<0.001，图2)。
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3  讨   论

IUGR是IR发生的高危因素 [4]，机体IR持续存

在使IUGR个体成年后发生代谢综合征的风险明显

增高。许多病因可导致IUGR，如孕母营养不良、

子宫血流供应不足或经胎盘向胎儿输送营养障碍

等均可导致胎儿营养不良的发生[5]。本研究采用母

孕期营养不良法(10%低蛋白饲料喂养法)，通过减

少胎儿蛋白质的供给量，延缓胎儿的生长发育，

结果显示IUGR组新生仔鼠平均出生体质量明显低

于对照组，且IUGR的发生率明显增高，成功建立

了 I U G R大鼠模型；且 I U G R仔鼠生后8周内(青春

期前)体质量持续低于对照组，未出现生长追赶现

象。郑锐丹等[6]研究表明：在充足的营养支持下，

I U G R 发生了快速的生长追赶， 1 2 周时体质量、

BMI明显超过对照组。Ong等 [7]的一项大规模临床

研究亦证实，由宫内营养不良导致的生后追赶生

长多发生在生后2年内。本研究显示8周前IUGR仔

鼠空腹血糖、血清胰岛素水平及HOMA-IR与对照

组均没有明显差异，提示8周前IUGR仔鼠尚未出现

明显I R、体质量迅速增加及血糖值升高等可能发

展为肥胖、糖尿病等成年期MS的倾向。Simmons

等[8]发现子宫动脉结扎法制造的IUGR仔鼠第1周时

血糖和血清胰岛素水平无明显异常，3周断乳后用

普通饲料喂养7~10周，IUGR大鼠才开始出现轻度

空腹高血糖，26周时血糖增高更加明显。Heltemes
等[9]发现该方法制造的IUGR仔鼠在第9周时开始出

现糖耐量降低。黄婷婷等 [10]证实孕期营养不良导

致的IU G R仔鼠生长至1 2周时出现I R。不同IU G R
仔鼠模型出现追赶生长、高血糖、I R的年龄段不

尽相同的原因可能是建立动物模型的方法不同、

动物种类差别、饲养条件各异以及观察时间等不

同。研究 [11]表明IUGR个体自幼年期机体就可能存

在IR，但出现明显血生化指标异常均见于IUGR仔

鼠的成年期；提示如果适当延长实验时间，可能

会观察到追赶生长及明显IR现象的发生。李雯等[12]

采用此模型成功证实3月龄仔鼠IUGR组与对照组体

质量比较无明显差异(P=0.097)，IUGR组仔鼠血糖

较正常组高，提示IUGR仔鼠在2月至3月龄出现了

生长追赶现象及血糖升高等可能发生MS的倾向。

刘晓梅等 [13]亦通过孕期蛋白质营养不良法建立大

鼠IUGR模型，显示IUGR仔鼠成年后出现高胰岛素

血症，空腹胰岛素水平及IR指数高于对照组。

“营养程序化”概念指出在发育的关键或敏

图 2   两组仔鼠各时间点肝脏 G-6-Pase mRNA 的表达

Figure 2   Expression of hepatic G-6-Pase mRNA between the normal and IUGR groups
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Figure 1   Expression of hepatic PEPCK mRNA between the normal and IUGR groups
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感时期的营养状况将对机体或各器官功能产生长

期乃至终生的影响 [14]，所以IUGR大鼠成年后出现

血糖增高、I R可能是由于宫内营养不良造成发育

的特定“程序化”，提示IUGR个体在成年期之前

可能已经出现细胞甚至基因水平的改变，只是在

生命早期组织能够发挥代偿机制，以维持其正常

生理功能，如果损伤因素持续存在，组织可能失

去有限的代偿能力，继而出现功能失常。

宫内营养不良时胎儿调整自身代谢以保证重

要脏器如脑的发育，这些适应性变化将影响外周

组织(如肝、脂肪、骨骼肌等)的代谢发生“永久

性”的改变，从而产生IR [15]，但此过程的具体机

制尚不完全清楚。肝脏I R主要表现为肝细胞不能

有效地抑制糖原分解和糖异生，即促进葡萄糖摄

取和利用的能力受损。2型糖尿病患者中，高水平

的肝糖生成以及胰岛素对肝葡萄糖输出抑制作用

的降低是其空腹和餐后高血糖的重要原因。2型糖

尿病空腹血糖升高现被认为是肝糖异生增加的结

果，P E P CK和G - 6 -Pa s e是糖异生的主要限速酶，

其调节主要在转录水平，PEPCK在转录水平的变

化一定程度上可反映PEPCK的活性以及糖异生速

率的改变 [16]。IR导致肝糖产生的增加是糖尿病重

要的病理生理改变，可能与PEPCK基因的过度表

达，以及胰岛素受体后信号转导的异常有关 [17]。

Su n等 [ 1 8 ]发现在P E P CK过度表达的小鼠出现肝组

织IR S2蛋白表达下调，从而可使PI3K活性降低导

致IR。转基因研究 [19]证实，糖尿病小鼠肝二磷酸

果糖(FDP)含量较低，增加FDP可增加PKB的蛋白

含量，上调肝葡萄糖激酶的基因表达，降低G - 6 -
Pase的基因表达，从而影响糖酵解和糖异生。本实

验以1周、3周、8周的IUG R鼠为研究对象，采用

RT-PCR法检测不同发育阶段仔鼠肝组织中PEPCK
和G -6-Pase的mR NA表达，结果显示：1周龄时，

I U G R 仔鼠 P E P C K 的 m R N A 表达无明显变化，但

G-6-Pase的mRNA表达明显高于对照组；3周、8周

龄时PEPCK及G-6-Pase的mRNA表达均较对照组升

高。Vuguin等 [20]在结扎孕鼠子宫动脉所致的IUGR
仔 鼠 中 发 现 ， 2 月 龄 仔 鼠 肝 脏 胰 岛 素 信 号 转 导 途

径受损，从而对P E P CK和G - 6 -Pa s e基因转录抑制

降低，使糖异生增加，且先于高血糖的发生，与

本研究结果一致。这表明IUGR仔鼠自1周至8周已

出现糖异生关键酶P E P CK和G - 6 -Pa s e基因转录的

异常。Yuan等 [21]研究证实孕期蛋白质营养不良造

成的IUGR鼠幼年期即有空腹胰岛素增高，成年后

有明显的糖耐量受损和糖尿病表现。据此可推测

宫内营养不良可能使胎儿的肝脏代谢结构发生变

化，诱导了糖异生关键酶的表达，使糖异生和肝

糖输出增加，这种病理生理改变持续存在，从而

促进了成年后IR及糖尿病的发生。但本实验发现8
周前IUGR仔鼠尚未出现体质量迅速增加及血糖值

升高等可能发展为糖尿病等成年期MS的倾向，由

此可见预示成年期MS发生的表现在早期可能仅发

生在微观领域，比如肝糖异生关键酶的变化等，

而体质量、血糖及胰岛素水平等的变化可能发生

较晚。

综上所述，IU G R导致IU G R个体于生命早期

就发生了肝糖代谢的相关基因P E P CK和G - 6 -Pa s e
表达的变化，这种病理生理改变将持久存在，对

糖异生的抑制作用减弱，使糖的生成增加，促进

IR的发生，构成了IUGR个体肝脏IR的分子基础。

而且部分异常变化出现早，始于新生鼠期，这些

异常变化可能被逐渐放大，直至机体不能有效代

偿，一直延续到成年期，促进机体I R，继而导致

成年期糖尿病等代谢综合征的发生。但其具体发

生机制有待进一步研究。
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