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妊娠糖尿病对仔鼠肺成熟的影响及吡格列酮的干预作用 *
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摘要目的：探究妊娠糖尿病（GDM）对仔鼠肺成熟的影响及吡格列酮对肺发育的干预作用。方法：将 30只 SD孕鼠分为对照组、GDM

组和 GDM+吡格列酮组（GDM+P组），每组 10只。GDM组和 GDM+P组孕鼠通过腹腔注射链脲霉素（STZ，45 mg/kg）和高脂饮食

饲养构建 GDM孕鼠模型，GDM+P组大鼠建模后灌胃 10 mg/kg的吡格列酮，对照组和 GDM组孕鼠每天灌胃等体积生理盐水。分

娩后，检测各组仔鼠的血糖和血浆胰岛素水平以及胎肺组织中的总磷脂量。通过苏木精伊红（HE）染色、油红 O染色和透射电镜观察

胎肺组织结构和形态变化。通过 RT-PCR和Western blot检测胎肺组织中 SP-A、SP-B、SIRT1和 PPAR酌的表达。结果：GDM组仔鼠
的血糖水平与对照组无显著差异（P>0.05），胰岛素水平明显高于对照组（P<0.05）。与对照组相比，GDM组仔鼠胎肺组织中的总磷脂
含量降低（P<0.05）；胎肺组织中肺泡Ⅱ型上皮细胞(AECⅡ)数量和脂滴明显减少。与对照组相比，GDM组仔鼠胎肺组织中的 SP-A、

SP-B、SIRT1和 PPAR酌的 mRNA和蛋白相对表达水平均降低（P<0.05）。吡格列酮干预显著逆转了 GDM对仔鼠胰岛素、胎肺组织

结构和形态变化的影响；GDM+P组仔鼠胎肺组织中的 SP-A、SP-B、SIRT1和 PPAR酌的 mRNA和蛋白相对表达水平相较 GDM组

均升高（P<0.05）。结论：GDM母鼠所生仔鼠存在肺发育延迟，吡格列酮干预可有效促进仔鼠的肺成熟。
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Effect of Gestational Diabetes Mellitus on Lung Maturity of Pups and
Intervention Effect of Pioglitazone*

To explore the effect of gestational diabetes mellitus (GDM) on lung maturity of pups and the effect of

pioglitazone on lung development. 30 SD pregnant rats were divided into control group, GDM group and GDM+pioglitazone

group (GDM+P), 10 rats in each group. GDM group and GDM+P group pregnant rats were injected with streptozotocin (STZ, 45mg/kg)

and high-fat diet to construct GDM pregnant rats' model. Rats in GDM+P group was modeled with 10 mg/kg pioglitazone after intragastric

administration. Pregnant rats in control group and GDM group were given an equal volume of normal saline every day. After delivery, the

blood glucose and plasma insulin levels of the offspring and the total phospholipids in the fetal lung tissue in each group were measured.

Fetal lung tissue structure and morphological changes were observed by hematoxylin eosin (HE) staining, oil red O staining and

transmission electron microscopy. The expressions of SP-A, SP-B, SIRT1 and PPAR酌 in fetal lung tissue were detected by RT-PCR and

Western blot. The blood glucose level of offspring in the GDM group was not significantly different from that of control group

(P>0.05), but the insulin level of the offspring in GDM group was significantly higher than that of control group (P<0.05). Compared with
control group, the total phospholipid content in the fetal lung tissue of GDM group decreased (P<0.05). In GDM group, the number of

alveolar type II epithelial cells (AECII) and lipid droplets in fetal lung tissue was significantly reduced. Compared with control group, the

relative expression levels of SP-A, SP-B, SIRT1, and PPAR酌mRNA and protein in fetal lung tissue of GDM group were reduced (P<0.05).
Pioglitazone intervention significantly reversed the effects of GDM on the changes in insulin and fetal lung tissue structure and morphology

of the offspring (P<0.05). Compared with GDM group, the relative mRNA and protein expression levels of SP-A, SP-B, SIRT1 and PPAR酌
in the fetal lung tissue of the offspring in GDM+P group increased (P<0.05). The offspring born from GDM pregnant rats have

delayed lung development, and pioglitazone intervention can effectively promote the lungmaturity of offspring.
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前言

妊娠期糖尿病（Gestational Diabetes Mellitus，GDM）是一种

常见的妊娠期疾病，目前，GDM在全球范围内的发病率呈现上

升趋势[1-3]。大量研究发现，GDM可引起子代在围生期和出生后

的多种并发症的发生，例如 GDM可影响子代的心脏发育、胰

腺发育和免疫功能等[4-6]。此外，GDM是引起新生儿呼吸窘迫综

合征（Respiratory Distress Syndrome，RDS）的重要因素[7]。RDS

的发病原因主要是肺泡表面活性物质产生及分泌减少，从而引

起肺泡萎陷和气体交换障碍，最终导致新生儿呼吸困难[7]。目前

关于 GDM对子代肺发育的报道较少，有学者认为，GDM增加

子代代谢性疾病易感性的机制与脂质代谢有关，然而，其中涉

及的潜在分子机制未完全揭示。本研究通过腹腔注射链脲霉素

（Streptozocin，STZ）和高脂饮食饲养构建 GDM大鼠模型，并使

用吡格列酮（Pioglitazone）对孕鼠进行治疗，旨在揭示 GDM对

仔鼠胰岛素抵抗和肺成熟的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

吡格列酮购自北京万辉双鹤药业有限责任公司。血糖测定

试剂盒(葡萄糖氧化酶法)购自北京利德曼生化技术有限公司。

STZ购自美国 Sigma-Aldrich公司。胰岛素 ELISA试剂盒购自

上海酶联生物科技有限公司。苏木精伊红（HE）染色试剂盒购

自北京索莱宝科技有限公司。油红 O染色液购自武汉华联科

生物技术有限公司。高纯度总 RNA提取试剂盒购自北京百泰

克生物技术有限公司。反转录试剂盒购自美国 Promega公司。

LightCycler 480 SYBR Green I Master购自德国 Roche Diagnos-

tics公司。BCA蛋白质测定试剂盒购自碧云天生物技术研究

所。PVDF膜购自美国 Millipore公司。表面活性蛋白 A和 B

（SP-A，SP-B）、沉默信息调节因子 2相关酶 1（sirtuin1，SIRT1）、

过氧化物酶增殖物活化受体 酌（Peroxisome Proliferator-Activat-
ed Receptor-酌，PPAR酌）一级抗体及辣根过氧化物酶标记的二抗
购自英国 Abcam公司。ECL化学发光检测试剂盒购自南京凯

基生物科技发展有限公司。

1.2 方法

1.2.1 SD大鼠孕鼠模型建立 30只 Sprague-Dawley（SD）大

鼠（体重 200～300 g）来自空军军医大学实验动物中心[SYXK

(陕)2014-001]。将 SD大鼠在 23-25℃、55%相对湿度、12/12 h

的光 /暗周期的无特定病原体动物房中适应性饲养 1周，雌雄

分开喂养。每天晚上 20: 00～22: 00将 SD大鼠按照雌雄比 3：1

的比例放入一个笼子中以使其交配，次日清晨对雌性大鼠进行

阴道涂片观察，观察到涂片视野完全被精子覆盖的雌鼠视为妊

娠鼠，并记作孕第 0 d。

1.2.2 GDM孕鼠模型建立 妊娠第 3 天，对孕鼠腹腔注射

STZ（45 mg/kg），对照组注射等体积柠檬酸缓冲液，每隔 3天测

定尾静脉空腹血糖，至少 2次空腹血糖水平 >13.9 mmol/L判

定为造模成功。此外，于妊娠第 0 d开始至生产对 GDM孕鼠进

行高脂饲养，高脂饲料配方为：59.75%基础饲料、15%蛋黄粉、

10%猪油、8%蔗糖、1.5%胆固醇和 0.25%重量胆酸盐。对照组使

用基础饲料饲养。

1.2.3 动物分组 将大鼠随机分为对照组、GDM组和 GDM+

吡格列酮组（GDM+P组），每组 10只。对照组：孕 22 d剖宫产

的正常大鼠，每天灌胃等体积生理盐水 +基础饲料饲养。GDM

组：孕 22 d剖宫产的 GDM大鼠，建模后每天灌胃等体积生理

盐水 +高脂饲养。GDM+吡格列酮组：接受吡格列酮治疗的孕

22 d剖宫产的 GDM大鼠，建模后每天灌胃 10 mg/kg剂量的吡

格列酮，并高脂饲养。

1.2.4 孕鼠和仔鼠的血糖和胰岛素测定 在清晨 8:30～9:00

取孕鼠或仔鼠尾静脉血，离心后收集血浆并储存于 -80℃。使用

血糖测定试剂盒采用葡萄糖氧化酶法测定血糖水平，使用

ELISA试剂盒检测孕鼠和仔鼠的血浆胰岛素水平。孕第 22天，

取孕鼠静脉血，剖宫产后取仔鼠，收集仔鼠尾静脉血，测量血糖

和胰岛素水平。

1.2.5 仔鼠胎肺组织总磷脂量的测定 取存活仔鼠沿肋骨开

胸获取胎肺组织，然后胎肺组织用预冷的生理盐水洗净，匀浆

后于 4℃、3000 rpm离心 5 min，收集上清液，通过考马斯亮蓝

测定上清液蛋白浓度。在上清液中加入抽提剂(甲醇:氯仿 =1:

2)并震荡 2 min，于 4℃、3000 rpm离心 10 min，分离下层清液

置于 70℃水浴箱中，使氯仿充分挥发。在试管中加入 0.25 mL

高氯酸，并置于电炉上消化。试管冷却后，加入显色剂，70℃水

浴 20 min。冷却后，用酶标仪在 700 nm检测 OD值。然后制作

标准曲线，以上清液每克蛋白中总磷脂的多少表示磷脂的含量。

1.2.6 仔鼠胎肺组织的苏木精伊红（HE）染色 将胎肺组织包

埋在石蜡中，用 10%甲醛固定，制作切片。根据说明书操作步

骤，将切片用苏木精伊红（HE）染色，于倒置显微镜下观察。

1.2.7 仔鼠胎肺组织的透射电镜观察 将胎肺组织在 2.5%戊

二醛中固定。乙醇、丙酮脱水后，用丙酮和包埋液室温下包埋，

然后在 37℃烘箱内固定，制作 60 nm厚的切片。使用 3%醋酸

铀 -枸橼酸铅对切片进行双染色，并在透射电镜下观察胎肺组

织内的肺泡Ⅱ型上皮细胞 (Type Ⅱ Alveolar Epithelial Cells,

AECⅡ)。

1.2.8 仔鼠胎肺组织的油红 O染色 制作 10 滋m厚度的胎肺
组织切片，10%多聚甲醛固定，PBS洗涤后，用 60%异丙醇洗涤

2 min。然后使用油红 O染色液染色 15 min。60%异丙醇调色，

然后用双蒸水洗涤，苏木素复染 2 min。之后用盐酸酒精分化、

中性树胶封片，然后于倒置显微镜下观察。

1.2.9 RT-PCR 检测 通过 RT-PCR 检测仔鼠胎肺组织中

SP-A、SP-B、SIRT1和 PPAR酌的 mRNA表达水平，根据说明书

操作步骤，使用高纯度总 RNA提取试剂盒从仔鼠胎肺组织中

分离总 RNA。总 RNA浓度使用 NanoDrop分光光度计测定。通

过反转录试剂盒合成 cDNA。使用 LightCycler 480 SYBR

Green I Master在 LightCycler 480 II实时荧光定量 PCR仪上进

行 PCR。引物序列如下：茁-actin正向：5'-GGATCGAGGCGTG
AAGGTTG-3'，反向：5'-GTCCTGCATTGCCACACTTG-3' ；SP-

A正向：5'-GTCGCGGATTCCTACACCAC-3'，反向：5'-CCAGG

GGACTTCACGGATG-3'；SP-B正向：5'-AAAGTCAGCCCAAC

TAGCCC-3'，反向：5'-CCTTAGCAGGCTAGCTGGTT-3'。SIRT1

正向：5'-AATGGCAATTCCATCGAGCC-3'，反向：5'-CCGCTT

ATGTCGCTGGCTAT-3'；PPAR酌 正向：5'-AACTACGCGCAA
CGCAACTTCC-3'，反向：5'-CCGCCTGCTCCGTAGGATTTAT-
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Groups
Pregnant rats Offspring

Blood glucose(mmol/L) Insulin(mU/L) Blood glucose(mmol/L) Insulin(mU/L)

Control group 5.65依1.13 12.34依2.19 4.11依0.73 13.43依1.24

GDM group 23.11依3.45 * 19.54依2.04 * 4.42依0.61 20.27依2.18 *

GDM+P group 8.26依1.68 *# 14.73依1.77 *# 4.28依0.59 15.66依1.63 *#

图 1不同妊娠天数的孕鼠血糖水平

Fig. 1 Blood glucose levels of pregnant rats with different days of

pregnancy

Note: Compared with control group,

*P<0.05; Compared with GDM group, *P<0.05.

表 1剖宫产前孕鼠和产后仔鼠的血糖和胰岛素水平

Table 1 Blood glucose and insulin levels of pregnant rats before cesarean section and postnatal offspring

Note: Compared with control group, *P<0.05; Compared with GDM group, *P<0.05.

3'。扩增程序如下：95℃ 5 min，95℃ 15 s，60℃ 15 s，72℃ 30 s，

40个循环。茁-actin用作内参，使用 2-Δ Δ Ct法计算相对 mRNA表

达水平。

1.2.10 蛋白质印迹分析（Western blot） 通过Western blot检

测仔鼠胎肺组织中 SP-A、SP-B、SIRT1 和 PPAR酌的蛋白表达
水平。胎肺组织用预冷 PBS洗涤并切成小块，然后在裂解缓冲

液中研磨并裂解，于 4℃、12000 rpm离心 15 min后收集上清

液，通过 BCA蛋白质测定试剂盒测试总蛋白质浓度。加入上样

缓冲液后，将蛋白在 99℃下煮沸 10 min。然后将变性的蛋白质

通过 10%SDS=PAGE电泳分离，并转移至 PVDF膜上，将膜在

5%脱脂牛奶中于室温下封闭 1 h，然后与 茁-actin、SP-A、SP-B、
SIRT1和 PPAR酌一抗在 4℃下过夜孵育。然后将膜与辣根过氧

化物酶标记的二抗在室温下孵育 1 h。使用 ECL发光液进行显

影，茁-actin用作上样对照。
1.3 统计分析

所有数据均使用 SPSS18.0软件进行分析。3组之间的数据

差异通过单因素方差分析（ANOVA）进行检验，并通过 LSD检

验进行多重比较。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 孕鼠和仔鼠的血糖和胰岛素水平

在孕第 5 d时，GDM 组和 GDM+P组孕鼠的血糖水平显

著高于对照组（P<0.05，见图 1）。此后 GDM组孕鼠的血糖维

持在较高水平，而 GDM+P组孕鼠在吡格列酮治疗后，血糖水

平明显降低。对照组孕鼠的血糖水平在不同妊娠时期基本保

持不变。

与对照组相比，GDM组剖宫产前孕鼠的血糖和胰岛素水

平明显升高（P<0.05，见表 1）；与 GDM组相比，GDM+P组剖宫

产前孕鼠的血糖和胰岛素水平明显降低（P<0.05）。与对照组相
比，GDM 组产后仔鼠的胰岛素水平明显升高（P<0.05）；与
GDM 组相比，GDM+P 组产后仔鼠的胰岛素水平明显降低

（P<0.05），3组产后仔鼠的血糖水平无显著差异（P>0.05）。

2.2 仔鼠胎肺组织的总磷脂含量

与对照组（554.35依54.65 mg/g）相比，GDM组仔鼠胎肺组
织中的总磷脂含量明显降低（189.53依17.43 mg/g，P<0.05，见图
2）。与 GDM组相比，GDM+P组仔鼠胎肺组织中的总磷脂含量

明显升高（266.51依22.64 mg/g，P<0.05）。
2.3 仔鼠胎肺组织的病理学变化

苏木精伊红（HE）染色结果显示，对照组仔鼠胎肺组织处

于囊状期，肺泡腔大而圆，腔内有明显皱褶突起，肺泡间质较

薄，周围结缔组织少。GDM组仔鼠胎肺组织处于小管期，肺泡

腔小而不规则，数目较少，肺泡间质和周围结缔组织明显增厚。

GDM+P组仔鼠胎肺组织结构与对照组类似（见图 3）。

仔鼠胎肺组织的透射电镜结果显示，对照组仔鼠胎肺组织

AECⅡ中板层小体体积大、数量多；AECⅡ胞浆内有较多脂滴，

胞浆内细胞器丰富。GDM组仔鼠胎肺组织中 AECⅡ数量明显

减少，细胞变形、体积变小、胞浆空化，胞浆脂滴较少。GDM+P

组仔鼠胎肺组织 AECⅡ形态与对照组类似，但板层小体数量

及脂滴较少（见图 4）。

仔鼠胎肺组织的油红 O染色结果显示，对照组和 GDM+P

组仔鼠胎肺组织的肺泡上皮细胞、肺泡间质及肺泡壁中可见

大量红色脂滴，GDM 组仔鼠胎肺组织中红色脂滴明显减少

（见图 5）。

2.4 仔鼠胎肺组织中 SP-A和 SP-B的表达

与对照组相比，GDM组仔鼠胎肺组织中 SP-A和 SP-B的

mRNA和蛋白相对表达水平均明显降低（P<0.05，见图 4）；与

GDM 组相比，GDM+P 组仔鼠胎肺组织中 SP-A 和 SP-B 的

mRNA和蛋白相对表达水平均明显升高（P<0.05）。
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图 4各组胎肺组织中 SP-A和 SP-B的 mRNA和蛋白表达

Fig. 4 SP-A and SP-B mRNA and protein expression in fetal lung tissues of each group

Note: A and B: RT-PCR detection of SP-A and SP-B mRNA levels; C～D: Western blot detection of SP-A and SP-B protein levels;

Compared with control group, *P<0.05; Compared with GDM group, *P<0.05.

图 2各组仔鼠胎肺组织的总磷脂含量

Fig.2Totalphospholipid content offetal lungtissueofoffspringineachgroup

Note: Compared with control group, *P<0.05;
Compared with GDM group, *P<0.05.

图 3各组仔鼠胎肺组织的病理学观察

Fig.3 Pathological observation of fetal lung tissues of offspring in each

group

Note: A: HE staining; B: Transmission electron microscope observation;

C: Oil red O staining.

2.5 仔鼠胎肺组织中 SIRT1和 PPAR酌的表达
与对照组相比，GDM组仔鼠胎肺组织中 SIRT1和 PPAR酌

的 mRNA和蛋白相对表达水平均明显降低（P<0.05，见图 5）；

与 GDM组相比，GDM+P组仔鼠胎肺组织中 SIRT1和 PPAR酌
的 mRNA和蛋白相对表达水平明显升高（P<0.05）。

3 讨论

本研究采用中剂量 STZ一次性腹腔注射联合高脂饲养孕

鼠的方式，建模后孕鼠血糖水平明显升高，这些变化与其他学

者研究结果相一致[8]，而胰岛素水平有所升高，造成胰岛素抵抗

和胰岛细胞功能部分受损，可成功诱导妊娠期糖尿病模型。

GDM发生后的高血糖可对胎儿生长发育产生诸多影响，其中

包括胎肺发育[9]。本研究显示，GDM孕鼠生产后，仔鼠的胎肺组

织结构和形态学发生改变，包括肺泡腔变小而不规则、数目减

少、肺泡间质和周围结缔组织明显增厚等。上述形态学改变会

阻碍肺泡腔内气体交换。另外，本研究透射电镜结果显示，

GDM仔鼠的胎肺组织中 AECⅡ数量明显减少，细胞变形、体

积变小、胞浆空化，胞浆脂滴较少，上述结果说明仔鼠胎肺发育

被延迟。造成胎肺发育障碍的原因可能是高糖导致了肺泡上皮

细胞和肺泡间质细胞的异常增殖及胎肺组织纤维化，并抑制了

AECⅡ的分化，促进了 AECⅡ向间充质细胞转化[10-12]。
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图 5各组胎肺组织中 SIRT1和 PPAR酌的 mRNA和蛋白表达

Fig. 5 mRNA and protein expressions of SIRT1 and PPAR酌 in fetal lung tissue of each group
Note: A and B: RT-PCR detection of SP-A and SP-B mRNA levels; C～E: Western blot detection of SP-A and SP-B protein levels;

Compared with control group, *P<0.05; Compared with GDM group, *P<0.05.

肺脏是一个有独特形态的器官，具有很大的表面面积。肺

泡表面活性物质是一种具有调节肺泡表面张力、减小呼吸阻力

和抵御病原微生物的脂蛋白混合物。肺泡表面活性物质主要由

磷脂和蛋白组成，磷脂占表面活性物质重量的 90%，蛋白占

10%[13,14]。磷脂和蛋白（SP-A和 SP-B）主要在肺泡Ⅱ型上皮细胞

（AECⅡ）中合成[15]。SP-A和 SP-B对表面活性物质的形成和完

整性具有重要作用，并且 SP-A还参与调节磷脂质的分泌和重

吸收 [16]。本研究显示，GDM 仔鼠的胎肺组织中总磷脂含量

SP-A和 SP-B的表达水平明显降低，并且胎肺组织中脂滴明显

减少，说明仔鼠胎肺发育被延迟。其原因可能是高血糖抑制了

磷脂和蛋白的合成，进而使肺泡表面活性物质生成减少。

SIRT1是一种在多种组织和器官中广泛表达的组蛋白脱

乙酰化酶，参与调节糖脂代谢、胰岛 茁细胞功能和胰岛素信号
通路[17]。SIRT1激活后可对 PPAR酌等下游靶蛋白产生强烈的
脱乙酰化作用并调控其转录，从而调节一系列生物学过程[18-20]。

研究显示，SIRT1的低表达与胰岛 茁细胞功能障碍有关，上调
SIRT1可维持胰岛 茁细胞功能、增加葡萄糖刺激的胰岛素分
泌、提高胰岛素敏感性[21]。另外，SIRT1也参与调节脂代谢[22]。

PPAR酌是配体激活的转录调节因子，在脂质代谢中具有关键
功能[23]，同时，PPAR酌也是 SIRT1的关键底物[24]。PPAR-酌的活
化可通过激活下游靶标参与调节脂肪酸储存和葡萄糖代谢。

SIRT1通过调控 PPAR-酌的表达来调节脂质代谢过程。本研究
显示，GDM仔鼠的胎肺组织中 SIRT1 和 PPAR酌的表达水平
均明显降低。上述结果提示，孕鼠发生 GDM后可抑制仔鼠胎

肺组织中 SIRT1/PPAR酌信号通路的激活，进而破坏了仔鼠的
胰岛 茁细胞功能，导致糖脂代谢障碍。

吡格列酮是一种广泛使用的降糖药物和胰岛素增敏剂[25]。

本研究使用吡格列酮对 GDM孕鼠进行治疗，研究显示吡格列

酮明显降低了孕鼠的血糖水平并降低了孕鼠和仔鼠的胰岛素

水平，此外，吡格列酮促进了 GDM仔鼠的肺发育并激活了

SIRT1/PPAR酌信号通路。上述结果进一步证实 GDM导致了仔

鼠肺成熟障碍可能主要是由高血糖和低胰岛素敏感性所引起。

另外，吡格列酮通过升高仔鼠胎肺组织中总磷脂含量以及

SP-A、SP-B、SIRT1 和 PPAR酌 的表达进而促进了仔鼠的肺发
育。因此，本研究推测通过上述指标的水平可有效抑制 GDM

引起的仔鼠肺发育障碍。

综上所述，本研究表明，采用中剂量 STZ一次性腹腔注射

联合高脂饲养孕鼠的方式，可成功诱导妊娠期糖尿病模型。

GDM母鼠存在的糖脂代谢障碍可抑制仔鼠肺发育延迟，其分

子机制可能是通过抑制仔鼠肺组织中 SIRT1/PPAR酌 信号通
路，进而影响仔鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞(AECⅡ)功能导致肺泡表

面活性物质的合成减少，从而导致仔鼠肺成熟延迟。然而，应用

吡格列酮干预后，上述病理指标变化及仔鼠肺发育延迟均得到

有效改善。上述结果证实了前文中所述的 GDM对仔鼠肺成熟

的影响机制，并且提示吡格列酮可用于预防 GDM引起的仔鼠

肺发育障碍。此外，开发具有类似功能的药物可能是预防 GDM

引起的仔鼠肺发育障碍的主要研究方向。
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