
宫内发育迟缓（intrauterine growth retardation，
IUGR）是胚胎发育异常最常见的一种形式，其成年

后 2型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）的易

感性明显增加［1-2］。Barker等［3-4］的“节俭表型假说”

认为，IUGR胎儿出生后摄入过多食物，脂肪沉积增

加，能量输出减少。研究发现，过度的热量摄入可

能使胰岛中发达内质网的稳态调节机制发生改变，

加 重 内 质 网 应 激（endoplasmic reticulum stress，

ERS），促进胰岛素原的积累和β细胞凋亡，最终导致

糖尿病的发生［5］。因此，ERS可能在 IUGR导致成年

糖尿病发病过程中有重要作用。

近年研究指出，Wolfram syndrome 1（WFS1）基因

编码的内质网膜内蛋白是ERS过程中重要因子［6］，同

时WFS1是T2DM发病的高危基因，参与T2DM的发

生、发展［7-8］。WFS1主要表达于胰岛β细胞，其基因

位于人类常染色体 4p16.1，基因全长 2 742 bp，编码

内质网膜内蛋白［7，9］。研究发现，WFS1的许多功能

皆与胰岛素的合成和分泌相关［8］，同时，它作为内质
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网上的钙离子通道及非折叠蛋白应答（unfolded pro⁃
tein response，UPR）系统的重要组成因子，对维持内

质网稳态，减轻内质网应激造成的损伤也起到重要

作用［10］。WFS1基因突变可通过 ERS导致罕见的

Wolfram综合征（遗传性少年型糖尿病），其表达改

变也可增加T2DM的发病风险［11］。因此，WFS1被认

为是联系ERS和T2DM的桥梁。但是，WFS1在 IU⁃
GR胰岛功能损伤中的作用尚未见报道。

本课题组前期工作提示：①IUGR新生大鼠空腹

血糖和胰岛素降低，糖负荷后血糖值升高，胰岛素释

放水平降低；胰岛素染色阳性区域亦明显减少［12］。

②WFS1广泛表达于大鼠胚胎发育各阶段的胰岛β细
胞，在胚胎期胰岛发育、形成的高峰时期（E15.5
d~E18.5 d）发生高表达，参与胚胎胰岛的发育及功

能完善［9］。本文重在阐明 IUGR新生大鼠胰岛功能

的改变、ERS的改变及WFS1的表达变化，进一步探

讨 IUGR胰岛功能损伤的分子基础，为有效阻止 IU⁃
GR引起的胰岛功能损伤和T2DM的发病提供新的

治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

成年Sprague⁃Dawley大鼠由南京医科大学实验

动物中心提供。于每天 18：00合笼，次日通过阴道

涂片中存在精子来确认交配。BCA试剂盒（上海碧

云天）；兔抗WFS1多克隆抗体（Novus Biologicals公
司，美国）；兔抗GRP78/BIP多克隆抗体、小鼠抗CHOP
单克隆抗体（Abcam公司，英国）；山羊抗兔抗体（Pierce
公司，美国）；胰岛素多克隆抗体（Santa Cruz公司，美

国）；TRIzol（Invitrogen公司，美国）；戊二醛（北京Coo⁃
laber公司）；胶原酶 P（Roche公司，美国）；Biometra
PCR热循环仪（蒙特利尔生物技术公司，加拿大）。

1.2 方法

1.2.1 胰腺组织分离

将妊娠大鼠随机分为两组：对照组和造模组，

每组各10只。造模组从妊娠第14天起给予50％对

照组饲料直至新生鼠出生，产后予母鼠正常饲料饲

养，待新生鼠断奶，予小鼠正常饲料饲养。造模组

新生鼠出生体重低于对照组新生鼠平均体重2个标

准差者入选为 IUGR组。对各组10只新生鼠进行糖

负荷试验，收集空腹时血液和糖负荷后血液，分离血

清。每组各10只新生鼠迅速取下其胰腺，放入液氮

中冷冻保存或置于戊二醛中固定。喂养新生鼠至

15周，每组各取10只雄鼠用胶原酶P提取其胰岛。

1.2.2 逆转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）
使用 TRIzol从胰腺和胰岛中提取总RNA。取

2 μg体系，用逆转录酶合成 cDNA。取 1 μL cDNA
作为模板，加入 Taq DNA聚合酶，在梯度 Biometra
PCR热循环仪中催化目的基因WFS1、GRP78和内

参基因18S rRNA扩增。在1％琼脂糖凝胶上分析扩

增产物，并通过溴化乙锭染色可视化。数据针对18S
rRNA、GRP78表达进行了标准化。PCR反应引物由

上海 Invitrogen公司合成，序列如下所示：WFS1：正义

5′⁃CTGCTCTTTTGCTGGTTCT⁃3′ , 反义 5′⁃GATGT⁃
CCTTGGTGATGTCG⁃3′；18S rRNA：正义5′⁃ACGAA⁃
CCAGAGCGAAAGC⁃3′，反义 5′⁃GGACATCTAAGG⁃
GCATCACAG⁃3′ 。CRP78：正义 5′⁃TATTGAAACT⁃
GTGGGAGGTG⁃3′，反义 5′⁃ACCCAGAAGGTGATT⁃
GTCTT⁃3′。
1.2.3 透射电镜

将新生鼠胰腺放入戊二醛中，再浸泡于锇酸固

定后行脱水、渗透、包埋，制成超薄切片于透射电镜

下观察胰腺中内质网超微结构病理学改变。

1.2.4 Western blot
胰腺组织RIPA裂解液充分匀浆。4℃12 000 r/min

离心取上清。BCA测定蛋白浓度。10%分离胶和5%
浓缩胶行 SDS⁃PAGE电泳，转膜，5%脱脂奶粉室温

封闭 2 h；一抗 4 ℃孵育过夜，TBST洗膜，二抗室温

孵育 1.5 h，TBST洗膜后曝光显影。Image J对显影

条带进行灰度值定量分析，即目的条带灰度值/内参

灰度值，表示目的条带的相对表达量情况。

1.3 统计学方法

应用SPSS17.0 统计软件。计量资料以均数±标
准差（x ± s）表示，两组独立样本比较采用 t检验，多

组间比较采用单因素方差分析。P ≤ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 IUGR新生大鼠胰腺及成年大鼠胰岛中WFS1、
GRP78基因表达

与对照组相比，IUGR组新生大鼠胰腺及成年

大鼠胰岛中 WFS1 的表达明显增加（P < 0.05，n=
10），GRP78表达亦增加（P < 0.05，n=10，图1）。
2.2 新生鼠胰腺组织超微结构改变

图 2显示，白色箭头所指为扩大的内质网腔。

电镜下观察，正常胰腺组织内质网结构完整，线粒

体嵴较致密，内质网分布在细胞核周围。IUGR组

新生鼠胰腺中内质网腔扩大，部分发生脱颗粒等明
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与对照组相比，***P < 0.001，n=10。
图3 新生大鼠胰腺中GRP78/Bip、CHOP表达

Figure 3 GRP78/Bip and CHOP expressions in newborn
rat pancreas and 15⁃week rat islets

显的损伤。

2.3 IUGR 新 生 大 鼠 胰 腺 和 成 年 大 鼠 胰 岛 中

GRP78/Bip、CHOP蛋白表达

Western blot显示，在 IUGR新生大鼠胰腺和成

年胰岛中GRP78/Bip、CHOP蛋白含量较对照组明显

升高（P < 0.001，n=10，图3）。
3 讨 论

多个国家和种族中的流行病学调查都证实，IU⁃

GR是糖耐量异常和成年T2DM的独立危险因素［13］。

既往研究和本课题组前期研究发现，IUGR新生大

鼠糖负荷后血糖明显高于正常组，空腹及糖负荷后

胰岛素释放水平都明显减少，免疫组化示胰岛素染

色阳性区域亦明显减少，表明 IUGR胎鼠的胰岛体

积减小，胰岛素分泌减少，成年后发生糖尿病的风

险增加［12，14］。

有研究显示，IUGR胰岛功能损伤与胰岛素相

关生长因子表达异常、下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴活跃

和基因突变等相关［15-16］。近年来，内质网应激在其

中的作用受到越来越多的重视。胰岛β细胞具有高

度发达的内质网，是胰岛素合成和分泌的重要场

所，对ERS尤其敏感［17-18］。

内质网是所有分泌型蛋白和膜蛋白折叠、成

熟、储存和转运的场所。ERS是内质网功能异常的

具体表现，是细胞对体内外各种刺激的适应性反

应。Ca2+的丢失、氧化还原状态的改变或ROS的产

生、能量剥夺及基因突变、ER蛋白负荷过重、翻译后

修饰的改变皆可造成内质网蛋白质结构成熟障碍，

这些非折叠、未成熟蛋白的积蓄，干扰内质网稳态，

产生应激，激活UPR系统［19］。UPR系统通过减少细

胞蛋白合成、增强蛋白折叠、促进内质网相关降解

以维持细胞稳态；但应激过强或持续时间过长时，

又会进一步促进细胞凋亡，从而引起糖尿病等疾病

的发生［20-21］。正常状态下，细胞内GRP78与 PERK
（protein kinase R⁃ like ER kinase）、ATF6（activating
transcription factor 6）和 IRE1（inositol requiring en⁃
zyme 1）这 3种内质网应激相关的标志蛋白结合在
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图1 新生大鼠胰腺及15周大鼠胰岛中WFS1、GRP78表达

（RT⁃PCR）
Figure 1 WFS1 and GRP78 expression levers in newborn

rat pancreas and 15⁃week rat islets（RT⁃PCR）

IUGR组对照组

图2 新生大鼠胰腺中内质网结构改变（电镜，×10 000）
Figure 2 Changes of endoplasmic reticulum structure in

the pancreas of newborn rats（electron micros⁃
copy，×10 000）
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一起；当应激出现时，GRP78/Bip便解离出来，释放

这 3种蛋白，触发UPR。所以，GRP78/Bip上调一般

作为ERS 开始的标志［22］。同时，过强、持续的ERS
导致PERK激活，活化ATF4，使ATF4/CHOP复合体

分离，激活 CHOP，继而诱发内质网相关性细胞凋

亡［23- 24］。CHOP蛋白作为 C/EBP 转录因子家族成

员，是ERS反应最具代表性的分子之一［25］。本研究

中，电镜显示 IUGR新生鼠胰腺中内质网明显肿胀、

融合，内质网腔扩大；Western blot显示 IUGR新生大

鼠胰腺及成年鼠胰岛中GRP78/Bip蛋白明显上调，

CHOP蛋白含量亦增加，均提示ERS可能参与 IUGR
胰岛功能损伤的发病过程。

WFS1作为UPR系统固有元件调控ERS。Riggs
等［17］利用条件性基因敲除技术，建立了胰岛β细胞

特异性WFS1基因敲除小鼠模型，发现WFS1表达

下降导致β细胞内质网扩张，UPR标志物BIP表达

增加。研究发现，Wolfram综合征患者的WFS1基因

突变时，增加了GRP78的启动子活性，诱导ERS［26］。

WFS1位于胰岛β细胞内，其表达水平改变可诱导胰

岛β细胞发生特异性ERS，导致胰岛β细胞数量缺失

和功能损伤［6］。因此，WFS1通过ERS参与T2DM的

发病过程［27-28］。前期实验发现，WFS1参与胚胎期胰

腺细胞的发育及功能完善，也与出生后的胰岛重塑

密切相关。本研究在 IUGR新生大鼠胰腺中发现

WFS1明显高表达，说明WFS1可能参与 IUGR胰岛

功能损伤的发病过程。

以上结果提示，WFS1可能通过ERS参与 IUGR
导致的胰岛功能损伤。在 IUGR大鼠血糖调节异常

的病理条件下，WFS1可能通过高表达发挥保护胰

岛β细胞的作用，这可为有效阻止 IUGR导致的糖耐

量异常和T2DM提供新的治疗靶点。
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