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妊娠糖尿病抑制胎盘AKT-mTOR及 SIRT1信号通路 

张 莉 ，余昕烊 ，徐 萍 ，Philip N．Baker2，漆洪波 ，童 超 ，张 华 

(1．重庆医科大学附属第一医院产科、重庆医科大学“中国一加拿大一新西兰”联合母胎医学实验室，重庆 400016； 

2．莱切斯特大学医学院，莱切斯特，英国) 

【摘 要】目的：探讨AKT—mTOR信号通路与SIRT1在妊娠期糖尿病(gestational diabetes mellitus，GDM)编程胎儿生长发育中的 

作用。方法：收集重庆医科大学附属第一医院2014年12月至2015年6月分娩的 l5例GDM和15例正常产妇的胎盘组织．应 

用Western blot检测胎盘中AKT-mTOR磷酸化水平与SIRT1的表达水平。以人绒毛外滋养细胞(HTR8／SVneo)体外培养．分为 

空白对照组、渗透对照组和高糖组。各组处理后使用 Western blot检测 AKT—mT0R总蛋白和磷酸化水平，以及 SIRT1的表达水 

平，应用流式细胞术(flow cytometry)检测各组的凋亡率。db／+杂合雌鼠妊娠至 18．5 d处死后，取其胎盘组织，对其进行基因型鉴 

定后，选取野生型子代胎盘为GDM组，C57雌鼠胎盘组织为正常对照组，每组各 6只。然后应用Western blot检测胎盘组织中 

AKT—mTOR信号通路。结果：AKT及其下游 roTOR磷酸化水平在 GDM胎盘中的表达明显低于正常胎盘(O．347．4-0．031 vs． 

1．000 4-0．175，P=-0．004；0．465±0．045 vs．1．000．4-0．098，P=0．000)。同样，GDM组的SIRT1的表达水平也明显低于正常组(0．682．4- 

0．055 vs．1．000．4-0．127，P=O．044)；在细胞模型中，经高糖处理后，AKT—mTOR磷酸化水平明显降低(0．512±0．056 vs．1．103．4- 

0．111，P=0．023；0．262 4-0．091 vs．1．153．4-0．057，P=0．001)，而 SIRT1的表达 同样明显降低 (0．472．4-0．034 vs．1．013-4-0．098．P= 

0．040)。高糖组的细胞凋亡率明显升高(14．550-4-1．624 vs．9．547±0．685，t~--0．032)。在动物模型中，GDM组的 AKT—H 0R磷酸 

化水平明显降低(0．527．4-0．080 vs 1．000 4-0．055，P=-0．003；0．418．4-O．059 vs．1．000±0．084，P=0．001)。结论：宫内高血糖环境可能 

通过抑制胎盘AKT-mTOR信号通路，从而编程子代的发育轨迹。 
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GestationaI diabetes mellitus impairs AKT—mTOR and 

SI RT1 signaling pathways in placenta 
． 

Zhang Lil，Yu Xingyanf，Xu Pin ，Philip M Baker2，Qi Hongbo!，Tong Chao1 Zhang Hua1 

(J7．Department ofObstetrics and Gynecology，The First Affiliated Hospital ofChongqing Medical University， 

China-Canada-New Zealand Joint Laboratory ofMaternal and Fetal Medicine，Chongqing Medical University； 

2．College ofMedicine，Biological Sciences and Psychology，University ofLeicester) 

[Abstract]Objeetive：To explore the role of AKT-mTOR signaling pathway and SIRT1 in fetal growth and developme．nt programming 

of gestational diabetes mellitus(GDM)．Methods：Fifteen cases of GDM and 15 cases of normal maternal placental tissue were collected 

in the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University from December 2014 to June 2015． Western blot was used to detect 

the expression of AKT-mTOR and SIRT1 in human placenta．Human transformed primary extravillous trophoblast cell line(HTR8／ 

SVneo)cells Were used to establish the model of GDM，which were divided into normal group，osmotic control，and high glucose group． 

After the treatment，the expressions of AKT-mTOR and SIRT1 were detected by Western blot；Flow cytometry was used to detect the 

apoptosis rate in each group．On day 18．5 of gestation，db／+mice were anesthetized with pentobarbitone and a caesarean section 

was perform ed．The placentas were excised and frozen immediately for genotyping，and then the wild type placentas were selected 

for GDM group．C57 mice placentas were control group(norma1)．Then the expressions of AKT—m
．

TOR were detected by Western blot． 

Results：The phosphorylation of AKT and mTOR in placenta of GDM group was significantly lower than that of normal group 
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(O．347．4-0．031 vs．1．000．4-0．175，P=0：004；O．465．4-0．045 vs． 

1．000．4-0．098，P=0．ooo)．Similarly，the expression of SIRT1 was 

obviously decreased in GDM group than in normal group 

(0．682．4-0．055 VS．1．000．4-0．127，P=O．044)．In the cell model， 

high glucose could decrease AKT and mTOR phosphorylation 
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f0．512±0．056 vs．1．103±0．111，P=0．023；0．262±0．091 VS．1．153±0．057，P=-0．001)and SIRT1 expression(0．472±0．034 VS．1．013± 

0．098．P=0．040)．The apoptosis rate in high glucose group was significantly increased than that in normal group(14．550-t-1．624 VS． 

9．547±0．685．P=0．032)．In the animal mode1．the phosphorylation of AKT and roTOR also was significantly decreased in GDM group 

(0．527±0．080 vs．1．000±0．055．P=0．003；0．418±0．059 VS．1．000±0．084，P=0．001)．Conclusion：The intrauterine environment of 

high glucose may inhibit placental AKT—mTOR signaling pathways，thereby programming offspring development track． 

【Key words]gestational diabetes mellitus；placenta；AKT；mTOR；SIRT1 

妊娠期糖 尿病 (gestational diabetes mellitus， 

GDM)是指在妊娠期发生或首次发现的不同程度的 

糖代谓 异常l1l，近年来其发病率逐年升高闭。研究表 

明。GDM产妇在远期发生 2型糖尿病、心血管疾病 

的风险明显增加 。GDM不仅影响产妇的身体健康， 

宫内高糖环境还使胎儿发育为巨大胎儿的风险增 

加 有文献报道，胎Jill肪和肌肉的含量可以展现 

其各 自独特的生长方式【5l。体成分分析结果表明， 

GDM胎儿特别是巨大儿的手臂 、大腿、腹部等皮下 

脂肪含量较正常出生体重儿明显增多。但其肌肉比 

例却明显下降，导致肩难产、剖宫产率明显增加_6_7l， 

然而目前尚不明确何种机制介导了GDM导致的巨 

大儿体成分失衡。AKT—roTOR信号通路在细胞的生 

长、分化和蛋白质合成等过程中起着重要作用，并且 

与肥胖及代谢紊乱等疾病有关_8_ 

胎盘介导的营养物质转运是联系母体营养状 

况与胎儿生长发育的纽带l9_。有研究指出，AKT— 

mTOR信号通路作为重要的营养传感器，可通过调 

节胎盘氨基酸的转运实现对蛋白质的转运功能。最 

终影响胎儿的生长发育[1o一12]，然而其是否参与宫内 

高血糖对新生儿体成分的调控尚未见报道 ：SIRT1 

属于多功能的 NAD+依赖性的蛋白脱乙酰酶。它与众 

多肿瘤细胞以及人体细胞衰老过程相关，利用合成 

小分子激活 SIRT1可通过加强脂肪氧化从而改善 

小鼠的代谢紊乱l13l。同样，对小鼠基因敲除SIRT1可 

导致脂肪酸代谢紊乱引起脂肪肝ll4J，证实其对于脂 

肪酸代谢具有重要调控作用。本研究通过比较 GDM 

胎 盘与正常妊娠胎盘 AKT—mTOR信号 通路和 

SIRT1的表达水平，并建立高糖诱导的滋养细胞GDM 

模型和利用公认的 GDM小 鼠模型 1̈5 ，深入探讨 

AKT—roTOR信号通路与 SIRT1在 GDM编程胎儿 

生长发育中的作用 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 胎盘组织 实验组选取 2014年 12月至 2015年 6月 

在重庆医科大学附属第一医院产科收治的 GDM患者胎盘 

15例，诊断标准参照文献⋯；正常组选取同期孕晚期血压正 

常孕妇胎盘 15例；所有研究对象均为单胎，以剖宫产终止妊 

娠 ，麻醉方式相同；既往无其他合并症 ，且孕期无感染性疾 

病。本研究获得重庆医科大学伦理委员会批准，受试者均知 

情并同意。 

1．1．2 实验动物 8周龄 C57BL／KsJ—db／+(db／+)杂合雌鼠和 

雄鼠由南京大学模式动物研究所提供。实验动物饲养于清洁 

级动物房，每 日恒定光照 12 h，夏季温度 20℃～25 ，冬季 

温度24～25℃，常年60％*t对湿度，自由饮食和饮水。将纯合 

雄鼠与杂合雌鼠以 1：2的比例进行合笼，次 日早上检查到雌 

鼠阴道栓为交配成功，与雄 鼠分开饲养，并记为妊娠 0．5 d； 

当雌鼠妊娠至18．5 d时，深度麻醉加高浓度CO 窒息处死后， 

立即收集胎盘组织于液氮中，再保存于一80℃超低温冰箱。 

本研究经重庆医科大学实验动物伦理委员会审查批准。 

1．1．3 主要试剂 多克隆兔抗AKT抗体(#9272；Cell Signal— 

ing Technology)；多克隆兔抗 P—AKT(Ser473)抗体(#9271； 

Cell Signaling Technology)；单克隆兔抗 roTOR抗体(#2983： 

Cell Signaling Technology)；单克隆兔抗 P—roTOR($2448)抗 

体(ab109268；Abcam)；SIRT1(ab32441；Abcam)；13一actin(TA一 

09，ZSGB-BIO)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞及处理分组 HTR8／SVneo细胞株由加拿大皇后 

大学 Graham教授惠赠，用含 10％胎牛血清(Gibco)的D—MEM 

培养基(Gibco)培养。细胞长满瓶底 40％～50％时开始不同处 

理。细胞实验分组 ：空白对照组(空白对照)．渗透对照组(甘 

露醇 ，M4125；Sigma)，高糖组(葡萄糖 )，在 37℃、5％C0 、 

20％02孵箱中培养 48 h。甘露醇、葡萄糖分别用完全培养基 

稀释至工作浓度 30 mmol／L 

1．2．2 Western blot 将提取的组织和细胞蛋白浓度调至 1 

，分别取 20 加入 SDS一聚丙烯酰胺进行电泳，后转 

至 PVDF膜上 ，5％脱脂牛奶封闭 1 h，一抗 (AKT、p-AKT、 

mTOR、P-mTOR、SIRT1、B—actin)4℃过夜。二抗室温孵育 1 h 

ECL试剂盒(Millipore公司，德国)行化学发光显影 

1．2．3 流式细胞术 经过甘露醇和高糖处理的细胞于 6孔 

板中培养 48 h后，用冰 PBS洗 2次，胰酶消化离心收集后置 

于 Annexin V—FITC和PI结合液中20 min。然后用 Influx流 
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式圳胞仪(BI)Bi t· rs．San Jose，CA USA)对染色细胞进 

仃分析 ， }I．jtjj捌r 晚f9j捌亡细胞之和。 

1．3 统计分析 

采川 ( I}I1I IlJr 5．0软件进行统计学分析 数{1t 以 

均数 ±}，l (、± ) 爪 2组均数问的比较采川独 ● 样本 ， 

愉验：多2111i,J n 均数比较采用单 素疗筹分析，外心川 |rtlke
．

v 

俭验作Illj『uj比较 、、l·sitlr̈hh t灰度值采川 hnage Lab Softwa,t 

软什逃{ 分忻 愉验水 =O．05 

2 结 果 

2．1 惠者特征 

2 ＆t(r／,t~龄、 J 体质指数(ho(1y l-tlass index，BM1)、 

IfiLh~_f̈胎 ：顷{I 力‘ 没仃统计学差异 然 ，GI’)M 的I 

特ff[fn胎儿f{； 怵质 i i ． t明显高于正常对照绀(P=O．000) 

太 l 

2．2 A,K I"--II1"⋯R信号通路表达水平在 GI)M组胎盘中表达 

下降 

m IJJI，t柃测 !il!_示 ，AKT 孕晚期胎高： 织『fI 

仃 达， Il_』 达一IlLL1l：-2组 没有叫 芦 (仁0．3l 8，，J_ 

0．7571：f}I(；1)M纰胎蕊纰织【{j P—AKT Ser473的表达水 【JJJ 

低 埘照 ．雄蚌仃统汁学意义(t=0．686，P=O．004) 

之芡fr』， ⋯l{ } { 达水平往 2纠1问也兀篪异(t=1．506， 

P：0．163)． P-lT1TOR$2448 GI)M组胎 织 I的 达 

也明 低于lF常埘照 ， 统、l ：总义(t=4．977，， ()．000) 

表 2， 】， 

P—AKT 

AKT 

B— lrtin 

{帮媾 船 冀 60 kI) 

60 k1) 

42 kI) 

A．p-AKT种1 AKT蛋r1 (：DM纠【嗣1Ilj伟 x-tNtltf 的表j 

P—in]’OR 

『11_r()R 

289 kI) 

289 k1) 

42 k  ̈

B．P-mT()I{手̈l ⋯I{蛋I m ( I)MⅢ和『l_ 常埘照组lt 的表达 

图 1 Western blot检测胎盘组织中AKT—mTOR信号通路的表达 

Fig．1 AKT—mTOR signaling pathway expression in placenta 

detected by Western blot 

2．3 SIRTI表达水平在 GI)M组胎盘中表达下降 

SillT】存 晚期JF常胎蕊 ⋯ 县有较高的货I 1 达 

水平，然而存 GDM 胎蕊ll1 Sill rl表达水 (0。682±O．055) 

明 低于正常对照组(1．000±0．127)，，}兰异柯统 it’学意义(f= 

2．298．P=0．044)，7』【1l皋】2所示 

表 1 患者一般资料 

Tab．1 General information of the patients 

DM纠“，7=15) 

，fi [ 

， fff 

0．957±0．058 

0 31 8 

0．757 

0 347±()．03 

3．686 

224±0．107 0 465± 0045 

l 506 

0．163 

4．977 

0．000 
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I{Tl 

B一；l{一Iii 

( I】M纠I 

l掷 孵 。 l1(1 kn 

42 k【】 

图 2 Western blot检测胎盘组织中SlRT1的表达 

Fig 2 SIRT1 expression in placenta detected by W estern blot 

2．4 高糖环境抑制 1tTl／8／SVneo细胞中的 AK．r_l11TOR信号 

通路 

30 mIl1t 1／1．简绚精处 48 h后 ，⋯、1／8／SVI1 ， 胞 

AK．r 广1 达水、 个n埘照组 (P=0．713)及渗透刈照小 

(P=0．550) LiY~J几lI』】,rii~ ff_『AK．r st r473磷胺化水 r 

【 撕组的 达均I l 低f {对照组(p=0．049)及渗透埘照 

-ill(P=O．023) ，111 r{Oil蛋h表达水平ij 刈 j!({ (f 

0．578)及渗透对照 (P=0．681)相比无u月{llj-雄 mTOt／ 

$2448磷酸化水、 I 5 的表达均明{I1 低1： r1对照绀 

(， 0．O01)及渗透刈J!fi,_fl【(P=O．O01) 3、 3 

I 一AKT 

AKT 

B一|Il·Iin 

)- IiiT()I{ 

ll】T()l{ 

B—H(Iin 

{) II 【1 H I) 

、．1 似影响 1>-&K 1’和 4KT蛋门表达水 t 

＼ () tl ＼ () H 、 ‘1 II 

i i -- __ _—，i i  

6()klj 

60 k1) 

37 k1) 

289 kl】 

289 kI) 

42 k1) 

、、ll、I1分圳代 _jI’川 { 、渗透x,l!!frill 胎儿 

I1 l ’ 0 I'-t ⋯R和 illT()l{蛋r{ 达水、1，- 

图 3 高糖对滋养细胞AKT—mTOR信号通路蛋白表达的影响 

Fig．3 Effect of hyperglycemia on the expression of AKT—mTOR 

signaling pathway in HTR8／SVneo cells 

2．5 高糖环境抑制 ⋯、t／8／SY IiH)细胞SillTl表达水平 

纳 爪，符Ⅲ川 SIIt'I’l农达水 ( ’=6．857，， = 

0．028)．许l『_ I ’ ~I,Iftll的&丛明 低丁空I 州( 【l搜渗透刘 

}1． 异均 J‘统 }I ，．意 义(O．472±0 034、一．1．000±0．1 76， 

， =()．044：0．472±0．034 vs．1．0I3±0．098 P=0．04())，／Xlil冬l 4 

爪 

Il̈ 、 

( AI>1)l 

c) H () 卜I N () H 

I】(】kI) 

37 kI】 

、
(1、H分 lIf℃ 夺I 1 xlf ! 组 、 彗臣 J J!d．flI 4c1]i',’ 榭}i}l 

图 4 高糖对滋养细胞 SIRT1蛋白表达的影响 

Fig．4 Effect of high glucose on the expression of SI RT1 

in HTR8／SVneO cells 

2．6 高糖环境诱 导 FI／8／S＼,'II( 0细胞凋 亡 

流 胞 术 爪 ，各 l川J】也il,；f l‘。 仃 ( ’= 

l 3．220．P=O．006)， 岛栅引【_】J】 离 J 一 【《1J 川硬渗透X,J心 

组 ． 件“统 盥 义(14．550±1．624、 ．7．263±()．209，fJ= 

0．006：14．55()±1．624、s．9．547±0．685，， ()．032)(1冬i 5， 4) 

j 【)1lml1组比较 

l 20 

， ()0()7：tI：， 0 009 

图5 2组雌性小鼠 OGTT结果比较 

Fig．5 OGTT results between two g roups 

2．7 ( M小鼠胎盘中AK J'--illT()I{信号通路受到相 制 

j 1 7．5 1行 ()( FP结果 爪，2川川的m fl’t仃il7J 

差 ． II_tll，／+ 鼠的m糖 3()、60 illilI fll 90、l20 lllill 

均明~itt,)i j 埘照绀．燕 仃统汁 、 ：患 义．捉小dh／+ tt-4i 

GDM fl'jj ’ m 太 绝 PCR法进i 分， 选 ，{I 

代((：I)M 21【)胎黼’j对照组 于代(N(nIII；I]川)J]fi ：逊f 比较 

Wes1̈ 『1 hl ，1 爪．AK．1、&达 I Ⅲ 没 il月 苹 

(P=O．278)Ak1 Ser473磷酸化水 {Il1M川 黼ifi的&丛 
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表 3 各组细胞中AKT—mTOR信号通路蛋白表达的比较分析 

Tab 3 Comparative analysis of AKT-mTOR signaling pathway expression in each group 
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注：整体分析为重复测量方差分析；与Normal组比较，a：P=0．059；b：P=0．013；e：P=0．020；d：P=-0．007 P=-0．009 

表5 胎盘组织中AKT-mTOR信号通路蛋白水平的比较分析 

Tab．5 Comparative analysis of AKT-mTOR signaling pathway protein level in placenta 

Normal组 

60kD 

60kD 

42kD 

A．P—AKT和 AKT蛋白在GDM和 Normal小鼠中的表达 

Normal~Jt GDM组 

289 kD 

289 kD 

42 kD 

B．P—mTOR和 mTOR蛋白在 GDM和Normal组中的表达 

图6 Western blot检测小鼠胎盘组织中AKT—mTOR信号 

通路的表达 

Fig．6 AKT-mTOR signaling pathway expression in mice 

placenta detected by Western blot 

3 讨 论 

妊娠期糖尿病作为一种妊娠特发性疾病，与不 

良妊娠结局．如巨大儿、新生儿代谢紊乱和产伤发 

生率的增加密切相关【l7J。其发病机制主要是与胎儿 

长期处于母体高血糖所致的高胰岛素血症环境中 

导致的躯体过度发育有关。巨大儿作为GDM的最 

常见并发症．是指出生体质量I>4 000 g的活产新生 

儿【 81。对重庆医科大学附属第一医院2014年 1月 1 

日至2014年 12月31日产科 5 385例人院产妇进 

行统计，在4 504例正常产妇中，巨大儿为206例。 

发病率为4．57％。而在881名 GDM产妇中，巨大儿 

为92例，发病率为 10．44％，差异有统计学意义(P- 

0．ooo)。有研究报道，GDM后代的体质量明显高于 

正常[19-201，且远期发生肥胖、2型糖尿病、心血管疾病 

的概率增加[21】。 

胎盘介导的营养物质传递将决定胎儿生长与 

发育。对于巨大儿，胎盘更是要有潜在的能力去支 

持它的生长发育。为了鉴别胎儿异常生长，了解胎盘 

发育，潜在的胎盘功能及其调节机制是很重要的 。 

AKT—mTOR信号通路参与介导细胞的生长、分 

化和蛋白合成等过程阎。而 SIRT1在脂肪生成、脂肪 

分解等脂代谢活动中扮演重要角色．故它们与GDM 

的关系逐渐被重视[9，23]。本研究于 GDM患者的胎盘 

组织中发现AKT—mTOR磷酸化水平和 SIRT1的表 

达水平均明显降低，表明胎盘组织中蛋白合成能力 

降低，但其脂肪酸氧化利用减少，提示宫内高血糖 

环境可能是通过抑制 AKT—mTOR和 SIRT1，上调 

GDM子代的体脂率。进而增加巨大儿的风险。 

为了进一步验证 AKT—mTOR和 SIRT1在GDM 

中的作用，对 HTR8细胞进行高糖处理模拟 GDM 

体外实验模型。同样可以观察到在高糖组AKT-mTOR 

磷酸化水平和SIRT1的表达水平均明显降低。而 

AKT作为丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，在维持细胞周期 

运行、促进细胞生长增殖和抑制细胞凋亡中起重要 

作用[241。本研究也发现，细胞凋亡同样在高糖组要明 

显高于正常组。 

转基因瘦素受体突变(db／+)小鼠是研究 GDM 

的经典模型fI5】，此模型的特点是非妊娠期小鼠血糖 

_参 

A A 跚 

～ 
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和胰岛素水平正常，而妊娠期出现胰岛素抵抗、高血 

糖等 GDM相关表现 。有研究表明，db／+d~鼠较WT 

小鼠IRS一1、PI3K磷酸化水平明显降低，说明胰岛素 

信号通路在 db／+d~鼠是受损的 。而本研究将 db／+ 

母 鼠的野生型子代胎盘为 GDM组，C57子代胎盘 

为对照组进行比较，进一步排除了 db／+对相关信号 

通路的影响，而能够较为准确的体现宫内高血糖环 

境对子代的影响。AKT—mTOR磷酸化水平在 GDM 

小鼠胎盘中均明显降低 ，表明 GDM小鼠胎盘的蛋 

白合成能力是降低的，与本课题组在人 GDM中的 

发现一致。然而，GDM巨大儿的发生是否与糖代谢 

异常有关还值得深入探讨。同时，本研究也存在一 

些不足之处，没有进一步验证是否能通过调节AKT— 

mTOR信号通路改善 GDM子代体脂率，从而得到 

更为准确可靠的结论。 

综上所述，GDM诱导的宫内高血糖环境能够抑 

制胎盘中 AKT—roTOR信号通路和 SIRT1表达水 

平，这可能与 GDM子代体脂率升高及巨大儿发生 

相关。因此，进一步深入探讨AKT—roTOR信号通路 

和 SIRT1在宫内高血糖环境下对蛋白质合成及脂 

肪酸代谢的作用，将有可能为降低 GDM巨大儿发 

生率寻找到新的干预靶点。 
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