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［摘 要］ 目的：探讨Salubrinal对高糖高脂饲料诱导的妊娠期糖尿病（gestational diabetes mellitus，GDM）小鼠能量摄入量、体

重、血糖、胰岛素和胰岛形态学变化的影响。方法：C57BL/6J雌性小鼠随机分为：正常对照组（C组）、GDM模型组（G组）和

GDM Salubrinal干预组（G+S组）；多个时间点测量小鼠能量摄入量、体重和血糖水平；孕第10天收集血液测定胰岛素水平，计

算胰岛β细胞功能指数（HOMA⁃B）和胰岛素抵抗指数（HOMA⁃IR）；孕第17天处死小鼠，进行胰岛形态学观察。结果：G组、G+S
组在多个时间点能量摄入量和体重均大于C组；而G组和G+S组之间的差异不大。在交配前和孕第10天，血糖水平均表现为

G+S组＞G组＞C组；在孕第17天，3组之间差异不大。在孕第10天，3组的胰岛素水平差异不大，但HOMA⁃B值表现为G+S组
＜G组＜C组，HOMA⁃IR值表现为G+S组＞G组＞C组。胰岛形态学检查发现，C组胰岛形态和胰岛β细胞超微结构较正常；G
组和G+S组胰岛数量均增多，胰岛增生和萎缩同时存在，胰岛β细胞超微结构异常，线粒体严重肿胀，粗面内质网高度膨胀。

结论：Salubrinal对高糖高脂饲料诱导的GDM小鼠不具有防治潜力。
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［Abstract］ Objective：The present study focuses on the effect of salubrinal on energy intake，body weight，blood glucose，serum
insulin and morphological changes of pancreatic islets in gestational diabetic mice induced by high⁃sucrose/high⁃fat diet. Methods：
Female C57BL/6J mice were divided into three groups randomly：normal control group（C），gestational diabetic model group（G）and
salubrinal intervention group（G+S）. Energy intake，body weight，food intake and blood glucose were measured at multiple time points
before and during pregnancy. At the 10th day of pregnancy，the blood was collected for the measurement of serum insulin levels. Then
the scores of pancreatic β⁃cell function（HOMA⁃B）and insulin resistance（HOMA⁃IR）were calculated. At the 17th day of pregnancy，
the mice were sacrificed，and the pancreas was collected for morphological examination. Results：The energy intake and body weight of
group G and group G+S were respectively higher than that of group C at multiple time points before and during pregnancy，whereas
there was little difference in these two parameters between group G and group G+S. After 1 ⁃month feeding，the tendency of blood
glucose level was showed as：group G+S > group G > group C，and this tendency was more significant at the 10th day of pregnancy.
However，there was no significant difference in blood glucose among the 3 groups at the 17th day of pregnancy. Although there was
little difference in serum insulin levels among the 3 groups at the 10th day of pregnancy，HOMA⁃B showed：group G+S < group G <
group C，and HOMA⁃IR showed：group G+S > group G > group C. Morphological examination showed that the morphology of pancreatic
islets and the ultrastructure of pancreatic β cells in group C were normal. However，the number of pancreatic islets increased in group
G and group G + S. The hyperplasia and atrophy of pancreatic islets occurred simultaneously in these 2 groups. Meanwhile，the
abnormal ultrastructure of pancreatic β cells was characterized by severe swollen mitochondria and highly expansion of rough
endoplasmic reticulum. Conclusion：These findings suggest that salubrinal has no potential for preventing and controlling gestational
diabetic mice induced by high⁃sucrose/high⁃fat diet.
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妊 娠 期 糖 尿 病（gestational diabetes mellitus，
GDM）是妊娠期常见的严重影响母婴身心健康的疾

病。近年来，由于妇女生育时间的推迟、生活方式

及膳食结构的改变，GDM发病率在全球各地均呈明

显上升趋势，已成为医学界关注的焦点。

研究认为，胰岛β细胞功能受损是GDM主要的

发病基础。正常妊娠是一种生理性胰岛素抵抗状

态。为了将血糖水平维持在正常范围内，在激素作用

下，母体胰岛会出现结构和功能的变化，胰岛β细胞

明显肥大和增生，胰岛素的分泌代偿约增加3倍［1］。

如果母体存在胰岛β细胞功能受损，将导致糖代谢

异常，出现GDM。因此，对胰岛β细胞的保护是阻止

GDM发生和恶化的关键。

Salubrinal是由Boyce等［2］在2005年首次报道的

一种小分子物质，可对细胞产生多方面的保护作用。

目前，Salubrinal与糖尿病的相关研究主要集中在啮

齿类动物胰岛β细胞和人类胰岛的体外实验［3-5］。由

于妊娠期的特殊性，有关Salubrinal对GDM（特别是

胰岛）的作用尚未见报道。本研究拟基于高糖高脂

饲料诱导的GDM小鼠模型，主要观察 Salubrinal对
小鼠能量摄入量、体重、血糖、胰岛素和胰岛形态学

变化的影响，为GDM的防治提供线索。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂

快速血糖仪和血糖试纸（雅培公司，美国）；胰

岛素ELISA检测试剂盒（南京建成生物科技有限公

司）；Salubrinal（Med Chem Express生物科技公司，美

国）；其余试剂均为进口或国产分析纯。

1.1.2 动物饲料

普通饲料和高糖高脂饲料（配方为66 %普通饲

料、15 %猪油、10 %蔗糖、6 %酪蛋白、3 %蛋黄粉）购

于南通特洛菲饲料科技有限公司［苏饲证（2014）
06092］。
1.1.3 实验动物

SPF级 11周龄C57BL/6J小鼠（雌性 45只，雄性

25只）购于北京维通利华实验动物技术有限公司

［SCXX（苏）2016⁃0003］。饲养地点为南京医科大

学现代毒理学教育部重点实验室（SPF级）；环境温度

为（22 ± 2）℃，相对湿度为50%~60%，昼夜比为12 h∶
12 h。动物实验通过南京医科大学伦理委员会审核。

1.2 方法

1.2.1 实验分组和处理

雌性小鼠适应性喂养 1周后，按体重随机分为

3 组：正常对照组（C 组）、GDM 模型组（G 组）和

GDM Salubrinal干预组（G+S组）。整个实验过程为

饲养期（1个月）、交配期（1~3 d）和孕期（17 d）。C组

全程采用普通饲料喂养，G组和G+S组全程采用高

糖高脂饲料喂养。Salubrinal的干预采用皮下注射

方式，饲养期的剂量为 1 mg/kg（2 d注射 1次），孕期

的剂量为2 mg/kg（4 d注射1次）；C组和G组注射等

量溶剂代替Salubrinal。交配期小鼠于17∶00时按雌

雄 2∶1合笼，次日 7∶00时见阴栓记为孕第 0天。而

后孕鼠单笼饲养，监测体重，若孕第 10天体重增加

不超过2 g则视为未孕直接剔除。整个实验过程中，

小鼠自由饮水和摄食，饲养期每周称量其摄食量和

体重；孕期于孕第10、17天称量其摄食量和体重。

1.2.2 血液指标的测定

于实验开始、交配前、孕第10、17天经尾静脉采

血后用快速血糖仪测量其空腹血糖水平（禁食不禁

水10 h）。孕第10天经尾静脉收集的血液在室温静

置 2 h后，经 3 000 r/min离心 20 min分离血清，胰岛

素浓度测定按试剂盒说明进行，酶标仪比色。用稳

态 模 式 评 估 法（homoeostasis model assessment，
HOMA）中的公式计算胰岛β细胞功能指数（HOMA⁃
B）和胰岛素抵抗指数（HOMA⁃IR），即 HOMA⁃B=
［20×胰岛素水平（μU/mL）］/［血糖水平（mmol/L）-
3.5］，HOMA⁃IR =［血糖水平（mmol/L）×胰岛素水平

（μU/mL）］/22.5。
1.2.3 胰腺的形态学观察

实验结束时，用10 %水合氯醛麻醉，处死孕鼠，

并收集胰腺。各组部分胰腺经4 %多聚甲醛溶液固

定后，逐级常规乙醇脱水，二甲苯透明，进行石蜡包

埋，并制成5 μm厚度切片。石蜡切片经常规HE染

色后，在光学显微镜下以 100~400的放大倍数进行

形态学观察。

各组胰尾部分区域经 2.5 %戊二醛固定后，用

PBS充分洗涤。组织块（约 2 mm长、1 mm宽、1 mm
厚）用 1 %锇酸固定液固定，逐级乙醇脱水，纯丙酮
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置换，Epon 812包埋。甲苯胺蓝染色后，选择合适区

域用于超微结构观察。超薄切片机切片制作显微

切片，包埋于铜载网上。切片经4 %醋酸铀⁃枸橼酸

铅双染色后，在电子显微镜下以 4 000~12 000的放

大倍数进行胰岛β细胞超微结构的观察。

1.3 统计学方法

所有数据以均数±标准差（x ± s）表示，应用

SPSS软件进行统计分析。重复测量数据通过一般

线性模型的Repeated Measures和Multivariate过程进

行重复测量方差分析和多元方差分析；非重复测量数

据采用单因素方差分析；采用LSD法进行不同组间的

两两比较。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠一般情况比较

将成功受孕小鼠纳入实验进行结果分析，C组、

G组、G+S组分别为8、9、9只。实验过程中各组小鼠

状态良好，进食及活动情况均无明显异常。

2.2 小鼠不同时期能量摄入量的比较

整个实验期，3组小鼠的能量摄入量遵循增加

的总趋势。在实验开始第 1周、交配前、孕第 10天

这 3个时间点，G组和G+S组小鼠能量摄入量较接

近（P >0.05），但均大于C组，其中在实验开始第1周
和交配前这 2个时间点的差异有统计学意义（P <
0.05）；在孕第17天，3组小鼠能量摄入量较接近，差

异无统计学意义（P＞0.05，表 1）。以时间为组内因

素、组别为组间因素进行重复测量方差分析，结果

显 示 时 间 因 素 有 统 计 学 意 义（F=109.653，P＜
0.001），即 3组小鼠的能量摄入量均有随时间延长

而增加的趋势；时间与组别的交互作用无统计学意

义（F=1.122，P=0.359），即 3组时间因素对小鼠能量

摄入量的影响作用相同；组别因素有统计学意义

（F=8.752，P=0.001），即不同的处理方式对3组小鼠

的能量摄入量起作用。

表1 3组小鼠不同时期的能量摄入量情况比较

Table 1 Comparison of energy intake of mice in 3 groups during pre⁃pregnancy and pregnancy （kcal，x ± s）

同一时间点，与C组比较，*P < 0.05。

组别

C组（n=8）
G组（n=9）
G+S组（n=9）

实验开始

11.25 ± 0.88
12.79 ± 0.84*

12.89 ± 1.02*

交配前

12.02 ± 0.94
13.64 ± 1.45*

14.05 ± 1.47*

孕第10天
14.66 ± 1.13
16.03 ± 1.82
15.80 ± 1.84

孕第17天
19.22 ± 1.54
19.03 ± 1.89
19.04 ± 1.50

表2 3组小鼠不同时期的体重情况比较

Table 2 Comparison of body weight of mice in 3 groups during pre⁃pregnancy and pregnancy （g，x ± s）

同一时间点，与C组比较，*P < 0.05。

组别

C组（n=8）
G组（n=9）
G+S组（n=9）

实验开始

20.64 ± 0.73
20.33 ± 0.58
20.33 ± 0.82

交配前

22.46 ± 0.92
23.19 ± 0.59
23.28 ± 1.30

孕第10天
26.38 ± 1.10
28.90 ± 2.25*

29.16 ± 2.43*

孕第17天
33.91 ± 2.44
36.27 ± 2.28*

36.40 ± 1.55*

2.3 不同时期小鼠体重的比较

整个实验期，3 组小鼠体重遵循增加的总趋

势。在实验开始第 1周，3组小鼠的体重较接近，差

异无统计学意义（P＞0.05）。在交配前、孕第 10、17
天这 3个时间点，G组和G+S组小鼠的体重较接近

（P＞0.05），但均大于C组，其中孕第10、17天这2个
时间点的差异均有统计学意义（P < 0.05，表2）。以

时间为组内因素、组别为组间因素进行重复测量方

差分析，结果显示时间因素有统计学意义（F=
764.936，P＜0.001），即3组小鼠的体重均有随时间延

长而增加的趋势；时间与组别的交互作用有统计学意

义（F=3.646，P=0.012），即 3组时间因素对小鼠体重

的影响不同；组别因素有统计学意义（F=3.806，P=
0.037），即不同处理方式对3组小鼠的体重起作用。

2.4 小鼠不同时期血糖的比较

在实验开始第 1周，3组小鼠的血糖水平较接

近，差异无统计学意义（P＞0.05）。在交配前和孕第

10天，3组小鼠的血糖水平均升高，且表现为：G+S
组＞G组＞C组；在孕第10天，G组和G+S组分别与

C组比较，差异均有统计学意义（P <0.05），而G组和

G+S组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。在孕第

17天，3组小鼠血糖水平均下降，且差异无统计学意

义（P＞0.05，表 3）。以时间为组内因素、组别为组

间因素进行重复测量方差分析，结果显示时间因素
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有统计学意义（F=19.693，P＜0.001），即 3组小鼠的

血糖水平均有随时间延长而变化的趋势；时间与组

别的交互作用无统计学意义（F=1.527，P=0.182），即
3组时间因素对小鼠血糖水平的影响作用相同；组

别因素有统计学意义（F=4.074，P=0.031），即不同处

理方式对3组小鼠的血糖水平起作用。

2.5 小鼠孕第10天血液指标的比较

由于孕期多次较大量血样的获取会导致孕鼠

流产，参考本课题组前期的研究结果，结合孕期多

个时间点血糖水平的变化情况，本研究仅在孕第10天

监测了胰岛素水平，并计算了HOMA⁃B和HOMA⁃IR，
结果见表4。3组小鼠的胰岛素水平表现为：G组＞

G+S组＞C组，但差异无统计学意义（P＞0.05）；3组小

鼠的HOMA⁃B值表现为：G+S组＜G组＜C组，HOMA
⁃IR值表现为：G+S组＞G组＞C组，G组、G+S组分别

与C组比较，差异均有统计学意义（P <0.05），而G组

和G+S组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。
2.6 小鼠胰腺光学显微镜观察

C组小鼠部分胰岛增生肥大，形态较规则，与周

围组织界限尚清；胰岛内细胞数量较多，排列较整

表3 3组小鼠不同时期的血糖情况比较

Table 3 Comparison of blood glucose levels of mice in 3 groups during pre⁃pregnancy and pregnancy
（mmol/L，x ± s）

同一时间点，与C组比较，*P < 0.05。

组别

C组（n=8）
G组（n=9）
G+S组（n=9）

实验开始

4.46 ± 0.53
4.47 ± 0.58
4.58 ± 0.60

交配前

4.67 ± 0.55
4.76 ± 0.21
5.11 ± 0.70

孕第10天
5.07 ± 0.21
5.61 ± 0.37*

6.06 ± 0.65*

孕第17天
4.84 ± 0.68
4.62 ± 0.60
4.92 ± 0.59

表4 3组小鼠孕第10天血液指标比较

Table 4 Comparison of blood parameters of mice in 3 groups at the 10th day of pregnancy （x ± s）

与C组比较，*P < 0.05。

组别

C组（n=8）
G组（n=9）
G+S组（n=9）

胰岛素（μU/mL）
09.82 ± 0.68
10.29 ± 0.88
09.95 ± 1.04

HOMA⁃B
127.42 ± 20.77
099.65 ± 16.97*

082.04 ± 20.01*

HOMA⁃IR
2.21 ± 0.16
2.57 ± 0.34*

2.68 ± 0.43*

齐，大小较一致。G组和G+S组小鼠胰岛数量均增

多，近导管周围多个胰岛连成片状；大部分胰岛增

生肥大，胰岛内细胞数量增多，排列欠整齐，大小不

一致；小部分胰岛萎缩，面积减小，形态规则性欠

佳，与周围组织界限不清，胰岛内细胞数量明显较

少，排列紊乱（图1）。
2.7 小鼠胰岛β细胞电子显微镜观察

C组小鼠大多数胰岛β细胞超微结构较正常，

主要表现为：细胞核呈椭圆形；细胞质中有丰富

的电子密度较高的分泌颗粒；线粒体轻度肿胀；

粗面内质网轻度扩张。G 组和 G+S 组小鼠部分

胰岛β细胞超微结构异常，主要表现为：细胞质

中电子密度低的分泌颗粒增多；线粒体出现较严

重的肿胀样改变，部分嵴消失；粗面内质网高度

膨胀，呈囊泡状；部分细胞核异型，核染色质边

缘化（图 2）。

A：正常对照组，胰腺内胰岛形态较规则，轻度肥大，胰岛内细胞数量较多；B：GDM Salubrinal干预组，近导管周围多个胰岛连成片状，胰岛

增生肥大，胰岛内细胞数量增多；C：GDM模型组，胰岛增生肥大，胰岛内细胞数量增多；D：GDM模型组，胰岛萎缩，形态规则性欠佳，胰岛内细

胞数量明显较少。

图1 小鼠胰腺的光学显微镜观察（HE染色，×200）
Figure 1 Light microscopic observation of pancreas in mice（HE staining，×200）
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3 讨 论

目前已有少数研究提出高糖高脂饲料可诱导

GDM模型［6］。通过本课题组前期的相关研究，确定

了饲料的糖脂构成（10 %蔗糖和 15 %猪油）和饲料

的最佳喂养时间（孕前1个月+孕期），并选择高糖高

脂饲料诱导下对血糖升高较敏感的 C57BL/6J 小
鼠。与本课题组前期研究不同的是，本研究还考虑

了生育时间这一因素，选用了周龄较大的孕鼠（交

配时为 16周龄）。结果发现，高糖高脂饲料喂养显

著提高了小鼠孕前和孕期的能量摄入量和体重水

平。参考本课题组前期研究结果，本研究在 4个时

间点动态观察了高糖高脂饲料对小鼠血糖水平的影

响，结果表明，高糖高脂饲料喂养的2组小鼠血糖水

平均呈现出较大幅度的先升后降趋势，有别于C组

血糖水平较为平稳的波动。该结果与 Liang等［7］、

Hod［8］等通过高脂饲料诱导的GDM C57BL/6J小鼠

模型较为一致。此外，G组小鼠在孕第10天的最高

血糖水平为 5.1~7.0 mmol/L，有别于糖尿病合并妊

娠（≥7.0 mmol/L），符合最新的GDM诊断标准。在

孕第10天，虽然高糖高脂饲料对小鼠胰岛素水平影

响不大，但其可使HOMA⁃B值显著减小，HOMA⁃IR
值显著增加。这一结果提示：高糖高脂饲料的喂养

可造成胰岛β细胞功能受损和胰岛素敏感性下降，

从而可能在GDM发生发展中起作用。进一步胰岛

形态学结果发现，C组小鼠部分胰岛增生肥大，但形

态规则，胰岛β细胞超微结构正常；从而证实正常妊

娠期，胰岛素需求量的增大可刺激胰岛改变。G组

小鼠，高糖高脂饲料喂养使其胰岛素需求量更大，

因此其胰岛数量增多，胰岛增生肥大明显；虽然胰

岛β细胞发生持续性快速增殖，但其功能并不健全，

细胞质中电子密度低的分泌颗粒增多，线粒体和粗

面内质网发生了病变。综合以上分析认为，本研究

建立的GDM模型有别于糖尿病合并妊娠，且符合

GDM的病理生理特点，是一种理想的模型。

近年来，内质网因其结构和功能的改变与肥

胖、外周胰岛素抵抗和 2型糖尿病在内的代谢综合

征密切相关而成为新的研究热点。胰岛β细胞的重

要特征是有高度发达的内质网，其是胰岛素生物合

成及新合成胰岛素原折叠加工的重要场所［9］。血糖

频繁波动需要胰岛β细胞内质网高度敏感地控制胰

岛素原折叠。当进入内质网腔内胰岛素生理负荷

和内质网腔内折叠能力不平衡时，将导致内质网应

激（endoplasmic reticulum stress，ERS）［10］。ERS是细

胞的自我保护行为，其通过内质网伴侣的修复作

用，可帮助胰岛素原正确折叠以避免细胞死亡［11］；

但若胰岛β细胞发生过度且持续的ERS，将导致其功

能受损甚至凋亡［12］。目前已有大量体内和体外研究

表明，长期高糖高脂环境可使胰岛β细胞发生过度

ERS［13-15］，其可通过双链RNA依赖的蛋白激酶样内

质网激酶（protein kinase⁃like endoplasmic reticulum
kinase，PERK）⁃ c/EBP 同源蛋白（c/EBP homologous
protein，CHOP）等途径最终导致胰岛β细胞功能受损

甚至凋亡。PERK介导的信号通路常被用作ERS的
标志。PERK激活后能磷酸化真核起始因子2α（eu⁃
karyotic initiation factor 2α，eIF2α）而抑制蛋白质翻

译的起始，从而保护细胞免受ERS介导的凋亡［11］。

Salubrinal是一种研究ERS的有用工具，其可通

过选择性诱导 eIF2α磷酸化和抑制其去磷酸化，阻

断ERS，从而对细胞发挥保护作用［2］。Salubrinal已
广泛用于心脏、肺、脑等疾病的研究，并显示出了较

好的防治效应［16-18］。由于妊娠期的特殊性，基于孕

妇人群伦理学的考虑，目前关于 ERS与GDM的人

体研究才刚刚起步，且只涉及胎盘、骨骼肌和脂肪

组织［19-20］。因此，本研究利用高糖高脂饲料诱导的

GDM小鼠模型，主要观察Salubrinal对GDM的作用，

特别是对胰岛病理改变的影响。有趣的是，本研究

并未发现 Salubrinal干预对 GDM小鼠在能量摄入

量、体重、血糖、胰岛β细胞功能、胰岛素敏感性、胰

岛病理改变和胰岛β细胞超微结构异常等方面产生

任何有益效应；相反，Salubrinal干预还可能进一步
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A

A：正常对照组，胰岛β细胞中细胞核、线粒体、粗面内质网的超

微结构较正常，细胞质中有丰富的电子密度较高的分泌颗粒（×
4 000）；B：GDM Salubrinal干预组，胰岛β细胞中细胞核异型，细胞质

中电子密度低的分泌颗粒增多，部分线粒体肿胀样改变，内质网膨

胀（×4 000）；C：GDM模型组，胰岛β细胞中细胞核异型，细胞质中电

子密度低的分泌颗粒增多（×4 000）；D：GDM模型组，线粒体肿胀样

改变，粗面内质网高度膨胀（×12 000）。
图2 小鼠胰岛β细胞的电子显微镜观察

Figure 2 Electron microscopic observation of pancreatic
β cells in mice
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提高了GDM小鼠的血糖水平，并加重了胰岛β细胞

功能受损和胰岛素敏感性下降。推测这一结果可

能与高糖高脂饲料喂养提高了小鼠血脂水平有

关。因为基于啮齿类动物胰岛β细胞和人类胰岛的

体外实验均表明，Salubrinal能够加剧油酸和棕榈酸

对胰岛β细胞的毒性作用，其机制可能涉及ERS和

线粒体途径［4-5］。由于体内研究不同于条件可控的

体外研究，再加上妊娠期生理状态和代谢经历着复

杂改变，我们还需检测血脂水平、胰岛β细胞凋亡情

况、PERK和CHOP等ERS相关指标，才能进一步阐

明Salubrinal的可能作用机制。总之，本研究基于高

糖高脂饲料诱导的GDM小鼠模型，对 Salubrinal是
否可防治GDM有了初步认识，为进一步寻找安全有

效的GDM防治措施提供了新线索。
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