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高浓度葡萄糖对斑马鱼胚胎及多巴胺神经元发育的影响

吴永梅，杨　琴，李淑蓉，苏炳银　　（６１０５００成都，成都医学院人体解剖与组织胚胎学教研室，发育与再生四川省
重点实验室）

　　［摘要］　目的　研究高浓度葡萄糖在斑马鱼胚胎早期发育中的作用以及对斑马鱼多巴胺神经元
发育的影响。方法　实验分为 ３组：空白对照组，葡萄糖实验（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）组，甘露醇对照
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇）组。２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液处理ＶｍａｔＧＦＰ转基因斑马鱼胚胎，当胚胎发育到第３天
时，激光共聚焦显微镜观察多巴胺神经元的发育，荧光定量ＰＣＲ检测ＰＤ相关基因的表达。结果　与空
白对照组、甘露醇组相比，２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液处理胚胎后，胚胎发育迟缓，心脏畸形，多巴胺神经元
荧光增强，端脑部位多巴胺神经元数量增加，ＰＤ（帕金森病）相关基因表达水平升高，其中ｐａｒｋｉｎ基因表
达差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液对胚胎的发育具有毒性作用，但在胚
胎发育的早期对多巴胺神经元具有营养作用。
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　　随着人们生活方式的改变，妊娠合并糖尿病的发
病率明显上升，危害孕妇和胎儿的健康。据文献报道，

妊娠期糖尿病导致妊高症、早产、新生儿窒息、巨大儿

的发生率明显升高［１］。大量文献证明，高浓度葡萄糖

具有神经毒性作用：过多的氧自由基以及糖基化终末

产物的产生［２］。但是高浓度葡萄糖对多巴胺神经元

发育的影响却鲜有报道。既往研究表明斑马鱼中多巴

胺神经元主要分布在嗅球、端脑背侧区、视前区、腹侧
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和背侧丘脑、后结节、肾小球前区和延髓［３］。受精后

１８ｈ的斑马鱼胚胎，多巴胺神经元在后结节开始分
化，神经系统在受精后４ｄ已完全形成［４］，因此，在胚

胎时期可以观察到斑马鱼神经系统。本文使用斑马鱼

作为模式动物，体外模拟妊娠高糖环境，研究高浓度葡

萄糖对斑马鱼胚胎发育以及斑马鱼多巴胺神经元发育

的影响，为临床治疗妊娠期糖尿病提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物模型制备
　　本实验使用 ＶｍａｔＧＦＰ转基因斑马鱼（中科院上
海神经科学研究所杜久林教授馈赠），养殖系统为北

京爱森公司净水系统，控制温度２８．５～２９．５℃，盐度
０．０３％ ～０．０４％，ｐＨ值为 ７．２～７．６；光照／黑夜为
１４ｈ：１０ｈ。于晚上８：００选取性成熟的斑马鱼，１∶１雌
雄配对，次日８：００给予光照，斑马鱼自然产卵，收集受
精卵，剔除死胚。

　　实验分３组：（１）空白对照（ＣＯＮ）组；（２）葡萄糖
实验（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）组［５］；（３）甘露醇对照
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇）组，每组３０枚胚胎，２８．５℃培养
箱中培养，每隔１２ｈ观察胚胎并拍照记录。当胚胎发
育到 ２４ｈ时，加入 ０．２９６ｍｍｏｌ／Ｌ的 １苯基２硫脲
（ＰＴＵ）［６］，去除黑色素。
１．２　主要试剂及仪器
　　葡萄糖、甘露醇、三卡因、１苯基２硫脲购自Ｓｉｇｍａ
公司；Ｔｒｉｐｕｒｅ、逆转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购
自罗氏公司。使用仪器包括ＢｉｏＲａｄ公司实时荧光定
量ＰＣＲ扩增仪，ＯｌｙｍｐｕｓＦＶ１０００激光共聚焦显微镜，
ＯｌｙｍｐｕｓＳＺＸ１６体视荧光显微镜。
１．３　方法
１．３．１　斑马鱼胚胎发育观察　　使用体视荧光显微
镜，每隔１２ｈ观察斑马鱼胚胎，记录死亡数、畸形数并
拍照。当胚胎发育到４８ｈ，记录孵化率。３ｄ提取总
ＲＮＡ并逆转ｃＤＮＡ，４ｄ使用激光共聚焦显微镜观察多
巴胺神经元的发育。

１．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ　　高糖处理后，胚胎发育
到３ｄ，收集胚胎，ＴＲＩｐｕｒｅ（即 ＴＲＩｚｏｌ）法提取总 ＲＮＡ。
按逆转录试剂盒说明书制备 ｃＤＮＡ，染料法进行实时
荧光定量ＰＣＲ，βａｃｔｉｎ作为内参基因。βａｃｔｉｎ引物序
列：上游 ５′ＴＧＧＣＡＡＡＧＧＧＡＧＧＴＡＧＴＴＧ３′，下游 ５′
ＧＴＧＡＧＧＡＧＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧ３′，产物长度２３２ｂｐ；Ｐｉｎｋ１
引物序列：上游 ５′ＧＧＣＡＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧＡＡＣ

３′，下游 ５′ＴＴＧＴＧＧＧＣＡＴＧＡＡＧＧＡＡＣＴＡＡＣ３′，产物
长度 ２５１ｂｐ；Ｐａｒｋｉｎ引物序列：上游 ５′ＧＡＧＧＡＧＴ
ＴＴＣＡＣＧＡＧＧＧＴＣＣ３′，下游５′ＴＧＡＧＴＧＧＴＴＴＴＧＧＴＧＡ
ＴＧＧＴＣ３′，产物长度２４３ｂｐ；Ｄｊ１引物序列：上游 ５′
ＣＣＴＧＣＴＧＴＧＡＡＡＧＡＧＧＴＧＴＴＧ３′，下游 ５′ＡＣＴＧＴＧＣ
ＴＧＣＣＡＴＡＴＧＣＡＡＴＡＣ３′，产物长度 ２２３ｂｐ；Ｌａｒｒｋ２引
物序列：上游 ５′ＧＧＡＴＣＴＧＴＣＡＣＡＧＡＴＴＧＧＴＧ３′，下游
５′ＣＴＡＧＴＧＧＡＡＴＡＴＣＴＧＣＧＧＡＣ３′，产物长度 ２６１ｂｐ。
反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃ 变性１０ｓ，６０℃
退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ。第二步开始读板，５ｓ读板
１次，３９个循环，溶解曲线６５℃到９５℃。
１．４　统计学分析
　　采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ５统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组
间比较用独立样本 ｔ检验。当 Ｐ＜０．０５时，差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　高糖致斑马鱼胚胎死亡率增加
　　重复实验取平均值，正常组死亡率５７．６６％，葡萄
糖组死亡率８５％，甘露醇组死亡率 ５１．３３％。使用 ｔ
检验分析，与正常组相比高糖组死亡率明显增加（Ｐ＜
０．０５）。甘露醇组死亡率与正常组相比无明显变化。
说明死亡率的增高是由高浓度葡萄糖溶液引起。

２．２　高糖致斑马鱼心脏发育畸形
　　斑马鱼胚胎发育至８０ｈ，空白对照组斑马鱼胚胎
孵化成幼鱼，形态正常，心血管系统等无畸形。葡萄糖

实验组相比于空白对照组与甘露醇对照组，胚胎体长

减少（图１Ｂ）、心脏发育畸形：心室、心房肥大（图１Ｅ
箭头所示）、心包积液（图１Ｅ黑色圆点所示）。甘露醇
对照组胚胎正常发育（图１Ｆ）。统计学分析发现，葡萄
糖实验组斑马鱼心脏发育畸形率（３３．３±８．８）％明显
高于空白对照组（３．３±３．３）％和甘露醇组（６．７±
３４）％。说明高糖造成胚胎异常发育具有特异性作
用，并不是由渗透压等其他原因引起。

２．３　高糖致斑马鱼胚胎未孵化数增加
　　温度２８．５℃，斑马鱼受精卵发育到４８ｈ胚胎完
全出卵壳。４８ｈ时，空白对照组胚胎未孵化数平均值
为２（图２Ａ），葡萄糖实验组未孵化数均值为 １６（图
２Ｂ），与空白对照组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。甘露醇对照组与空白对照组近似，未孵化数
平均值为２（图２Ｃ），说明高糖影响了胚胎的孵化。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：葡萄糖实验组；Ｃ：甘露醇对照组：Ａ～Ｃ分别为下斑马鱼发育低倍图片；Ｄ～Ｆ分别为 Ａ～Ｃ的
局部放大　黑色箭头示心室，白色箭头示心房，黑色圆点示心包

图１　体视显微镜观察高糖致斑马鱼心脏发育畸形
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Ａ：空白对照组；Ｂ：葡萄糖实验组；Ｃ：甘露醇对照组 黑色箭
头示未出卵壳的胚胎

图２　体视显微镜观察各组斑马鱼胚胎孵化

２．４　高糖致斑马鱼胚胎发育速度减慢
　　实验记录胚胎３１、５７、８０ｈ胚胎发育情况，图３中
箭头所示为胚胎发育明显迟缓的特征，随着胚胎的发

育卵黄缓慢被吸收，卵黄的大小以及心脏发育的程度

可以代表胚胎发育的不同阶段。在相同条件下空白对

照组胚胎发育到原基１５期时，葡萄糖实验组胚胎发
育到原基５期，大约晚３ｈ（图３）。随着时间的推移，
葡萄糖实验组发育迟缓现象越加严重。当空白对照组

胚胎发育到早幼期时，葡萄糖实验组胚胎发育停留在

孵化期（图３），发育迟缓现象越加明显，发育迟缓率达
８０％。空白对照组发育迟缓胚胎数（０．３３±０３３），葡
萄糖实验组为（２１．６７±１．４５），显著高于空白对照组
（Ｐ＜０．０５），甘露醇组为（２．２３±０．８８）。甘露醇组与
正常组相比出现了部分的迟缓现象，但差异并不具有

统计学意义。

２．５　高糖致斑马鱼胚胎多巴胺能神经元数量增多
　　当ｖｍａｔＧＦＰ（ＧＦＰ标记的囊泡转运体转基因斑马
鱼）胚胎发育到４ｄ，使用激光共聚焦拍摄多巴胺神经
元的发育情况。葡萄糖实验组胚胎与空白对照组，甘

露醇对照组相比，端脑部位多巴胺神经元荧光增强、数

量增多（图４Ｂ箭头所示）。而其他部位多巴胺神经元
无明显变化。说明高糖在胚胎发育的早期对端脑部位

多巴胺神经元具一定营养作用。
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图３　体视显微镜观察高糖致斑马鱼胚胎发育速度减慢
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Ａ：空白对照组；Ｂ：葡萄糖实验组；Ｃ：甘露醇对照组 箭头示
斑马鱼端脑部位多巴胺神经元

图４　共聚焦显微镜下观察ｖｍａｔＧＦＰ转基因斑马鱼
多巴胺神经元数量的变化　（×４００）

２．６　高糖致帕金森病相关基因表达升高
　　当胚胎发育到 ３ｄ，提取总 ＲＮＡ，使用荧光定量
ＰＣＲ检测ＰＤ（帕金森病）相关基因Ｐａｒｋｉｎ、Ｐｉｎｋ１、Ｄｊ１、
Ｌａｒｒｋ２的表达水平。Ｐａｒｋｉｎ表达水平的上升具有统计
学意义（图５），其余３个基因表达水平的变化差异均
无统计学意义（图５）。表明Ｐａｒｋｉｎ基因的高表达对神
经元细胞具有一定的保护作用。
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１：Ｐａｒｋｉｎ；２：Ｐｉｎｋ１；３：Ｄｊ１；４：Ｌａｒｒｋ２；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白
对照组比较

图５　荧光定量ＰＣＲ检测帕金森病相关基因表达

３　讨论

　　临床流行病学研究表明，妊娠高糖影响胎儿发
育［１］。有研究发现，体外实验中高糖可能导致胚胎致

畸率升高［７］，高血糖对早期胚胎的发育具有毒性作

用。Ｃｈｅｎ等［８］使用鹌鹑胚胎在钝端开口注入

２５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖溶液进行培养，发现巨大胚胎、肢芽、
神经管发育异常，周围神经发育缺失。有研究表明妊

娠糖尿病母体ＰＰＡＧＲＣ１Ａ启动子的改变，是一个潜在
的影响后代发育的机制［９］。血清中脂联素水平的降

低导致患妊娠期糖尿病的风险增高［１０］。本研究发现

２５ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖溶液导致斑马鱼胚胎发育异常、
生长缓慢、死亡率增加以及心脏畸形，与文献报道的哺

乳动物、鸟类妊娠期糖尿病对胚胎发育影响的研究结

果相似［１１－１３］。

　　神经元需要持续性高糖输入，不受胰岛素调节的
影响。神经元内正常水平的葡萄糖，在己糖激酶的作

用下磷酸化并糖酵解供能，当葡萄糖水平升高时，葡萄

糖进入多元醇通路，增加 ＮＡＤＰＨ的消耗，损害谷胱甘
肽的抗氧化能力。６磷酸果糖将进入己糖胺通路。３
油酸甘油醛进入糖基化终末产物通路，产生大量的糖

基化终末产物损害细胞［２］。妊娠期糖尿病中胎儿心

血管和神经管发育缺陷是最常见的疾病。妊娠期糖尿

病胎儿出生后精细动作异常、注意力缺陷、多动障碍、

学习困难，自闭症的发生率增高。作用机制涉及氧化

应激，缺氧，细胞凋亡和表观遗传的改变［１４］。有研究

发现妊娠高血糖导致大鼠胚胎的下丘脑易受攻击［１５］，

雄性后代出生后１ｄ表现为体重不足，２１ｄ后胰岛素
水平提高，体质量继续减少。刚出生的幼鼠中下丘脑

整个区域ＮＥ（去甲肾上腺素）和 ＤＡ（多巴胺）的水平
增加。妊娠高血糖大鼠的雌性后代产后２１ｄ，在下丘
脑腹内侧核 和下丘脑腹外侧核 ＮＥ显著增加，在室旁
下丘脑和下丘脑腹外侧核 ＤＡ显著升高。ＴＨ抗体标
记ＤＡ神经元，定位室旁下丘脑和室周下丘脑区的神
经内分泌小细胞，发现神经元密度显著增加。本研究

观察到４ｄ时，斑马鱼端脑 ＤＡ神经元数量增多，荧光
增强。２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液对多巴胺的发育具有一
定的营养作用。作者推测该营养作用可能是导致胎儿

后天多动症发生率升高的原因之一。

　　近十几年来，关于 ＰＤ发病机制的研究围绕着线
粒体功能的紊乱。在体外实验中将人脐静脉内皮细胞

培养在３０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖中，发现血管黏附分子１
水平增加和活性氧（ＲＯＳ）的产生，线粒体功能紊
乱［１６］。在尸检中发现葡萄糖的代谢异常是ＰＤ早期发
病的重要特征［１７］。近年来 Ｐａｒｋｉｎ的发现为线粒体功
能的混乱促进 ＰＤ的发病进程提供理论支持。ＰＡＲ
ＫＩＮ蛋白具有 Ｅ３泛素连接酶功能，参与泛素蛋白水
解酶系统降解细胞内不需要的蛋白，从而保护细胞免

受损伤。ＰＡＲＫＩＮ蛋白与ｐｉｎｋ１能够直接结合，二者通
过泛素蛋白酶体降解系统相互调节，协同参与帕金森

病的致病过程［１８］。在线粒体毒素诱导的细胞损伤模

型中，Ｐａｒｋｉｎ的高表达可以对细胞起到保护作用［１９］。

据文献［２０］报道，ＰＡＲＫＩＮ蛋白位于突触囊泡膜上，并
与突触传递相关。Ｒｏｔｈｆｕｓｓ等［２１］报道Ｐａｒｋｉｎ可与线粒
体ＤＮＡ直接结合，从而保护线粒体免受活性氧的损
伤，并能激发线粒体的自我修复功能。Ｗａｎｇ等［２２］报

道去泛素化蛋白酶ｕｓｐ３０能够延缓线粒体自噬通过阻
碍ＰＡＲＫ２／Ｐａｒｋｉｎ募集到线粒体。本实验使用荧光定
量ＰＣＲ，在转录水平观察Ｐａｒｋｉｎ、Ｐｉｎｋ１、Ｌａｒｒｋ２、Ｄｊ１表
达水平的变化，发现 Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｌａｒｒｋ２的表达水平
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上调，但只有Ｐａｒｋｉｎ表达的上调具有统计学意义。Ｄｊ１
表达水平下调，但不具有统计学意义。说明在高糖环

境下，多巴胺神经元的发育并未受到影响，可能是通过

上调Ｐａｒｋｉｎ的表达，调节细胞内线粒体的功能，对多
巴胺的发育提供保护作用。
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