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妊娠期糖尿病患者脂肪组织 ＥＲα表达
水平对胰岛素抵抗的影响

徐　宁　张　薇

摘　要　目的　通过临床样本和体外实验，研究脂肪组织雌激素受体表达情况与胰岛素抵抗的相关性以及可能的作用机

制。方法　选择 ２０１６年 １月 ～２０１７年 ３月在杭州市第一人民医院产检并行择期剖宫产的孕妇为研究对象，其中 ４０例妊娠期糖

尿病患者为 ＧＤＭ组，同期 ４１例正常妊娠孕妇作为对照组，于剖宫产手术时收集所有患者皮下、腹膜外及大网膜部位的脂肪组织

各两小块，ＲＴ－ＰＣＲ法检测脂肪组织 ＥＲαＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＲα蛋白的表达水平。将 ３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞诱导

分化为成熟脂肪细胞，给予不同浓度１７β－雌二醇（０、０．１、１、１０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激，ＲＴ－ＰＣＲ法测定 ＥＲα和 ＧＬＵＴ４在成熟脂肪细

胞 ＲＮＡ的表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其在蛋白水平的表达。高浓度 １７β－雌二醇刺激后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＡＰＫ通路

ＪＮＫ、ＥＲＫ１／２、Ｐ３８活性，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ活性。结果　ＧＤＭ患者组 Ｅ２水平、ＨＯＭＥ－ＩＲ明显高于正常妊娠组，差异

有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。ＧＤＭ患者皮下、腹膜外及大网膜 ３处脂肪组织中，雌激素受体 α在 ＲＮＡ和蛋白的表达水平均明显

低于正常妊娠患者，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。随着 １７β－雌二醇浓度的升高，雌激素受体 α不论在 ＲＮＡ水平还是在蛋白

水平，其表达均逐步受到抑制，并且在 １０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度下，雌激素受体 α表达水平达到最低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＧＬＵＴ４

的表达情况与 ＥＲα相似。结论　妊娠期高雌激素水平导致脂肪组织雌激素受体 α水平的下降与胰岛素抵抗的发生密切相关。

ＥＲα可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路和激活 ＪＵＮ通路，加剧了胰岛素抵抗的发生。
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　　胰岛素抵抗是妊娠期糖尿病的主要发病原因之
一。目前认为妊娠期出现胰岛素抵抗与胎盘分泌的

多种激素有关。其中与雌激素的关系尤为密切，雌激

素可通过与受体结合降低脂肪与肌肉组织葡萄糖转
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运蛋白 ４（ＧＬＵＴ４）的表达，降低胰岛素敏感度。另
外，雌激素受体本身也可调节细胞膜 ＧＬＵＴ４的水平，
从而参与妊娠引起的胰岛素抵抗以及妊娠期糖尿

病
［１］
。脂肪组织是发生胰岛素抵抗的主要场所之

一
［２］
。研究显示，脂肪组织的分布情况会对胰岛素

抵抗产生影响，妊娠期间由于雌激素水平的改变以及

能量的过多摄入，会改变体内脂肪组织的分布，笔者

试图通过对晚期妊娠期糖尿病患者及正常妊娠者脂

肪组织雌激素受体表达情况的研究，探究其与胰岛素

抵抗的相关性以及可能的作用机制。

对象与方法

１．临床病例研究：病例选择：选择 ２０１６年 １月 ～
２０１７年３月在杭州市第一人民医院产检并行择期剖
宫产的孕妇为研究对象，其中 ４０例妊娠期糖尿病患
者为 ＧＤＭ组，患者平均年龄３２．０５±２．１３岁，平均分
娩孕周３８．８８±１．２０周，同期 ４１例正常妊娠孕妇作
为对照组，平均年龄 ３１．２５±３．１２岁，平均分娩孕周
３９．２６±１．０２周。ＧＤＭ诊断参照国际妊娠与糖尿病
研究组织的标准，所有患者无产科合并症如妊娠期高

血压、妊娠期肝内胆汁淤积症等，无内外科合并症如

２型糖尿病、甲状腺功能减退或亢进、非药物依赖、无
胎儿先天异常、无吸烟史、非借助辅助生殖技术以及

非多胎妊娠。记录患者剖宫产分娩前身高、体重、宫

高、腹围以及孕前体重。于手术前抽取空腹静脉血，

电化学发光免疫法测定血清雌二醇水平，己糖激酶法

测定空腹血糖水平、直接化学发光法测定空腹胰岛素

水平。按胰岛素抵抗稳态模型 （ＨＯＭＡ模型）计算
胰岛素抵抗指数 （ＨＯＭＡ－ＩＲ） ＝空腹血浆胰岛素
（μＵ／ｍｌ）×空腹血浆葡萄糖 （ｍｍｏｌ／Ｌ）／２２．５评估胰
岛素抵抗水平。于剖宫产手术时收集所有患者皮下、

腹膜外及大网膜部位的脂肪组织各两小块，保存于

－８０℃冰箱。所有标本获取均得到患者的知情同意。
２．ＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＧＤＭ组及正常妊娠组不同

部位脂肪组织 ＥＲαＲＮＡ的表达：将收集的脂肪组织
分为用 Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞，提取细胞总 ＲＮＡ。然后测定
ＲＮＡ含量，并进行反转录成 ｃＤＮＡ。使用 ｐｒｉｍｅｒ３进
行引物 设 计，ＥＲα上 游 引 物 为：５′－ＣＴＧＣＣＡＣ
ＣＣＴＡＴＣＴＧＴＡＴＣＴＴＴＴＣＣＴＡＴＴＣＴＣＣ－３′，下游引物：
５′－ＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＣＧＴＣＧＡＴＴＡＴＣＴＧＡ－
３′，β－ａｃｔｉｎ上游引物：５′－ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣ
ＣＡＧＧＣ－３′，下游引物：５′－ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧ
ＣＡＣＧＡＴ－３′，然后进行 ＲＴ－ＰＣＲ，以 ａｃｔｉｎ为标准，
将 ＣＴ值进行比较之后得到的 ＥＲα表达。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＲα蛋白的表达水平：将
收集的脂肪组织用含蛋白酶抑制剂的裂解液裂解细

胞，提取总蛋白
［３］
。ＢＣＡ法测定蛋白含量，配制上样

蛋白。进行蛋白电泳，２５０ｍＡ电流运行 ２．５ｈ转膜转
至 ＰＶＤＦ膜，质量分数为５％脱脂牛奶封闭 １ｈ。洗膜
３次后，加入一抗，４℃孵育过夜。洗膜 ３次后，加入
二抗，室温继续孵育 １ｈ。最后加入化学发光辣根过
氧化酶（ＨＲＰ）底物，于化学发光成像仪进行分析。
使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ（ｂｉｏ－ｒａｄ）软件量化相关条带的发
光强度。

４．３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞培养和诱导分化［４］
：

３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞购自中国科学院上海生命科学
研究院细胞资源中心。取第 ４～６代的３Ｔ３－Ｌ１前脂
肪细胞进行实验。将其接种于 ６孔板，完全培养基
［高糖 ＤＭＥＭ培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）中添加质
量分数为 １０％的 ＢＳＡ、１０Ｕ／Ｌ青霉素和 １０Ｕ／Ｌ链霉
素］培养待细胞融合 ２天后，加含 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的异丁
基甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）、０．２５μｍｏｌ／Ｌ地塞米松和
１ｍｇ／Ｌ胰岛素的完全培养基（诱导分化培养基Ⅰ）培
养２天后，用只含１ｍｇ／Ｌ胰岛素的完全培养基（诱导
分化培养基Ⅱ）继续培养，每隔２天更换１次培养液，
约１２天到１４天后，９０％以上细胞分化为成熟脂肪细
胞，细胞体积增大，胞体变圆，胞质内脂滴明显。

５．ＲＴ－ＰＣＲ法测定 ＥＲα和 ＧＬＵＴ４在成熟脂肪
细胞 ＲＮＡ的表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其在蛋白
水平的表达：将分化成熟的脂肪细胞在含有 ２０ｍｌ／Ｌ
胎牛血清（美国 Ａｂｃａｍ公司）高糖 ＤＭＥＭ中培养 ６ｈ，
在成熟脂肪细胞中加入不同浓度的１７β－雌二醇（０、
０．１、１、１０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ），培养１２ｈ后收集细胞，分别用
ＲＴ－ＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定 ＥＲα（美国 Ａｂｃａｍ
公司）和 ＧＬＵＴ４的表达水平。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＡＰＫ通路 ＪＮＫ、ＥＲＫ１／
２、Ｐ３８活性：将 １０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度 １７β－雌二醇与成熟
脂肪细胞共同孵育１２ｈ后，收集细胞，提取蛋白，用博
士德 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度后各取蛋白
５０μｇ变性，ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳后电转移至硝
硝酸纤维素膜，含有５％牛奶的ＴＴＢＳ缓冲液封闭１ｈ，
ＰＶＤＦ膜与小鼠抗人 ｐ－ＪＮＫ（美国 ＣＳＴ公司），兔抗
人 ｐ－ＥＲＫ１／２（美国 ＣＳＴ公司），ｐ－ｐ３８单克隆抗体
（美国 ＣＳＴ公司，１∶１０００）４℃下孵育过夜，ＴＢＳＴ
１５ｍｉｎ漂洗３次，加入羊抗鼠（武汉博士德公司），羊
抗兔二抗（武汉博士德公司，１∶１０００）室温下孵育 １ｈ，
ＴＢＳＴ１５ｍｉｎ漂洗 ３次，使用 ＩｍｍｏｂｉｌｏｎＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＨＲＰＳｕｂｓｔｒａｔｅ显色剂显色，全自动
凝胶成像分析仪器拍照。为校正总蛋白上样量一致，

检测完上述磷酸化抗体后的膜以洗脱液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ
β－ＭＥ，２％ＳＤＳ，６２．５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣＬｐＨ值 ６．７）
于５０℃洗脱３０ｍｉｎ，再用兔抗人 ＪＮＫ，ＥＲＫ１／２、ｐ３８多
克隆抗体（１∶１０００）检测总 ＪＮＫ、ＥＲＫ１／２、ｐ３８作为内
对照，测定杂交信号的吸光度，每组实验重复 ３次，
ｐ－ＪＮＫ、ｐ－ＥＲＫ１／２、ｐ－ｐ３８代 表 被 激 活 的
ＭＡＰＫ［５］。同上方法检测 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ活性。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件对数
据进行统计分析，数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间差异采用完全随机单因素方差分析；两两比

较采用 ｑ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．ＧＤＭ患者组与正常妊娠孕妇组一般资料比
较：ＧＤＭ患者组 Ｅ２水平、ＨＯＭＥ－ＩＲ明显高于正常
妊娠组，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００），两组孕妇年
龄、孕周、孕前体重指数（ｐｒｅ－ＢＭＩ）、宫高比较，差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见表１。

表 １　一般资料

指标 正常妊娠组 ＧＤＭ组 Ｐ
年龄（岁） ３１．２５±３．１２ ３２．０５±２．１３ ０．２２０
孕周（周） ３９．２６±１．０２ ３８．８８±１．２０ ０．６５０

ｐｒｅ－ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ２４．７６±４．４３ ２５．４２±４．８６ ０．０６０
宫高（ｃｍ） ３３．１３±１．６７ ３４．２３±１．８５ ０．０６０
Ｅ２（ｐｇ／ｍｌ） ６．１１±３．７８ ２２．９１±８．９８ ０．０００
ＨＯＭＥ－ＩＲ ２．９７±１．２９ ４．３４±１．３７ ０．０００

　　２．ＧＤＭ患者组及正常妊娠组不同部位脂肪组织
雌激素受体 α的表达情况：ＧＤＭ患者皮下、腹膜外及
大网膜３处脂肪组织中，雌激素受体 α在 ＲＮＡ和蛋
白的表达水平均明显低于正常妊娠者，且差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），详见图１、图２。

图 １　雌激素受体 α在 ＲＮＡ水平的表达

与正常妊娠组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　雌激素受体 α在蛋白水平的表达

与正常妊娠组比较，Ｐ＜０．０５

３．不同浓度 １７β－雌二醇处理后成熟脂肪细胞
雌激素受体 α及 ＧＬＵＴ４的表达情况：随着 １７β－雌
二醇浓度的升高，雌激素受体 α不论在 ＲＮＡ水平还
是在蛋白水平，其表达均逐步受到抑制，并且在

１０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度下，雌激素受体 α表达水平达到最低，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见图 ３、图 ４。
ＧＬＵＴ４的表达情况与 ＥＲα相似，也在１０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度
时表达水平最低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详
见图５、图６。

图 ３　不同浓度 １７β－雌二醇刺激下雌激素

受体 α在 ＲＮＡ水平的表达

与１０ｎｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

４．高浓度 １７β－雌二醇刺激下胰岛素信号通路
（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ）的表达情况：在 １０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度
的１７β－雌二醇刺激下，脂肪细胞 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路的 ＰＩ３Ｋ和 ｐ－Ａｋｔ的蛋白表达量均下调，ＭＡＰＫ通
路的 ｐ－Ｅｒｋ、ｐ－ＭＡＰＫ和 ｐ－ｐ３８的蛋白表达量下
调，而 ｐ－ＪＮＫ的蛋白表达量上调（图７）。

讨　　论
妊 娠 期 糖 尿 病 （ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ
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图 ４　不同浓度 １７β－雌二醇刺激下雌激素

受体 α在蛋白水平的表达

与１０ｎｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

图 ５　不同浓度 １７β－雌二醇刺激下 ＧＬＵＴ４在

ＲＮＡ水平的表达

与１０ｎｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

图 ６　不同浓度 １７β－雌二醇刺激下 ＧＬＵＴ４

在蛋白水平的表达

与１０ｎｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５

图 ７　高浓度 １７β－雌二醇刺激下 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和

ＭＡＰＫ信号通路表达情况

ＧＤＭ）是指妊娠期间发生的糖代谢异常，与孕期胰岛
素抵抗和分泌相对不足密切相关

［６］
。其发生率世界

各国报道为１％ ～１４％。我国 ＧＤＭ的发生率也呈逐
年上升趋势。妊娠期是女性漫长的人生过程中的特

殊时期。妊娠期间为了适应胎儿的生长，激素和代谢

环境会发生明显的改变，胎盘分泌的多种激素在维持

妊娠的同时，可增加胰岛素抵抗，使胰岛素的靶组织

对胰岛素的敏感度降低，从而使无糖尿病者发生妊娠

期糖尿病（ＧＤＭ），隐性糖尿病呈显性或原有糖尿病
的患者病情加重。除了肝脏和骨骼肌，胰岛素信号途

径在脂肪组织葡萄糖代谢中同样起重要作用，并且有

越来越多的研究证实，脂肪组织才是胰岛素抵抗产生

的始发部位
［７］
。

雌激素是女性生殖系统中最重要的类固醇激素

之一，在调节人体代谢中发挥了重要作用
［８］
。妊娠

期间女性雌激素水平可显著升高，与受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）结合后，可介导经典的信号转导途径，
产生过度肥胖、胰岛素抵抗等多种雌激素效应

［９］
。

本研究也显示 ＧＤＭ组不但雌激素水平显著高于
正常妊娠组，胰岛素抵抗的严重程度也显著高于

正常妊娠组，表明 ＧＤＭ患者胎盘会分泌更多的雌
激素，也证实高雌激素水平与胰岛素抵抗之间密

切相关。

雌激素核受体（ＥＲ）是核受体超家族的成员之
一，ＥＲα和 ＥＲβ是其中主要的两种亚型，两者由不同
基因编码，从而在生物学特性上体现出许多差异

［１０］
。

ＥＲα在调节脂质代谢中发挥重要作用，动物研究实
验证实雌激素对葡萄糖代谢的调节作用主要由 ＥＲα
介导，并且与妊娠期胰岛素敏感度改变和糖耐量异常
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相关
［１１］
。ＥＲα主要分布于雌二醇作用的经典靶组

织，包括脂肪组织。妊娠期间充足的营养摄入，以及

胎盘分泌多种激素的调控，使得孕妇体内脂肪组织的

数量和分布产生明显的改变，不论是皮下脂肪还是内

脏脂肪，含量均会明显升高，由此导致的 ＥＲα在脂肪
组织的表达水平也会发生变化。本研究显示，ＧＤＭ
患者皮下、腹膜外及大网膜 ３处脂肪组织中，雌激素
受体 α在 ＲＮＡ和蛋白的表达水平均明显低于正常妊
娠患者，表明高浓度的雌激素水平会抑制脂肪组织

ＥＲα的表达，并与胰岛素抵抗的发生密切相关，这与
雌激素可导致 ＧＬＵＴ４以雌激素受体依赖的方式转移
到质膜上，从而降低组织中雌激素受体与 ＧＬＵＴ４的
表达有关

［１２］
。

脂肪细胞占脂肪组织的１／３～１／２，笔者将３Ｔ３－
Ｌ１前脂肪细胞株培养分化为成熟脂肪细胞，并给予
不同浓度的１７β－雌二醇，发现随着 １７β－雌二醇浓
度的升高，雌激素受体 α不论在 ＲＮＡ水平还是在蛋
白水平，其表达均逐步受到抑制，并且在 １０ｎｍｏｌ／Ｌ浓
度下，雌激素受体 α表达水平达到最低，而 ＧＬＵＴ４的
表达情况与 ＥＲα相似，进一步证实了高浓度的雌激
素水平会抑制雌激素受体 α在脂肪细胞的表达。研
究表明葡萄糖转运体（ＧＬＵＴ）在胰岛素作用下可以
运动到细胞膜上吸收血液中的葡萄糖，ＧＬＵＴ４是脂
肪组织对葡萄糖摄取过程中一个重要的调节因子，

ＧＬＵＴ４表达受抑制，表明脂肪组织对胰岛素的敏感
度降低，胰岛素抵抗加重

［１３］
。在成熟脂肪细胞中，高

能浓度１７β－雌二醇刺激下，ＧＬＵＴ４与雌激素受体 α
表达同步受抑制，也证明了雌激素受体 α表达与胰
岛素抵抗的发生密切相关。

目前已知的胰岛素信号通路主要有 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通

路和 ＥＲＫ／ＭＡＰＫ通路［１４］
。二磷酸磷脂酰肌醇在

ＰＩ３Ｋ催化下转化为三磷酸磷脂酰肌醇，激活的 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ能够促使ＧＬＵＴ４从胞质转位至胞膜，同时细胞外
的葡萄糖经由胞膜上的 ＧＬＵＴ４转运至细胞内，因此
这一通路的活化增加了细胞对葡萄糖的摄取，如果上

述信号通路转导过程发生障碍，将导致脂肪组织发生

胰岛素抵抗
［１５］
。笔者进一步研究了高浓度 １７β－雌

二醇作用下，对成熟脂肪细胞 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的
影响，发现其在抑制 ＥＲα表达的同时，抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路，故而推测 ＥＲα可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路，加剧了胰岛素抵抗。笔者也观察到 ＥＲα对
ＭＡＰＫ通路的影响表现为下游 ｐ－Ｅｒｋ、ｐ－ＭＡＰＫ和
ｐ－ｐ３８的蛋白表达量下调，而 ｐ－ＪＮＫ的蛋白表达量

上调，表明 ＥＲα可能通过激活 ＪＮＫ通路而对胰岛素
抵抗产生影响。

综上所述，脂肪组织 ＥＲα的表达水平与胰岛素
抵抗密切相关，并且可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路和激活 ＪＮＫ通路从而对胰岛素抵抗产生影响。
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