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[摘要] 目的 探讨褪黑素对妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,GDM)大鼠胰腺自噬的影响及其机

制。方法 将28只大鼠随机分为正常妊娠组(A组)、GDM 组(B组)、GDM 褪黑素低剂量组(C组)及GDM 褪黑

素高剂量组(D组),每组7只。检测各组大鼠血清中葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白水平,并制作各组大鼠胰腺组

织病理切片,HE染色观察各组大鼠胰腺组织病理变化,Tunel染色检测胰腺细胞凋亡情况,透射电镜检测胰腺组

织自噬情况,免疫印迹法检测胰腺组织中自噬相关蛋白微管相关蛋白1轻链3(LC3)、Beclin1、磷酸化磷脂酰肌醇-
3-激酶(p-PI3K)、磷脂酰肌醇-3-激酶(PI3K)、磷酸化蛋白激酶B(p-AKT)、蛋白激酶B(AKT)、磷酸化哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白(p-mTOR)和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)的表达水平。结果 各组大鼠血清葡萄糖、胰岛素

及糖化血红蛋白水平比较均有显著差异(F=52.26~66.73,P<0.05);与 A组相比,B组大鼠血清葡萄糖、胰岛素

及糖化血红蛋白水平显著升高(t=-14.45~7.23,P<0.05);与B组相比,C组、D组大鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖

化血红蛋白含量显著降低(t=-5.32~10.02,P<0.05)。HE染色、Tunel染色及透射电镜观察结果显示,与 A组

大鼠相比,B组大鼠胰腺组织病理损伤及细胞凋亡加重,胰腺组织自噬水平增加;与B组大鼠相比,C、D组大鼠胰

腺组织病理损伤及细胞凋亡减轻,胰腺组织自噬水平降低。免疫印迹法结果显示,各组大鼠胰腺组织中LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-mTOR/mTOR水平以及Beclin1相对表达量比较差异均具有显著性(F=
27.68~67.72,P<0.05);与 A组大鼠相比,B组大鼠胰腺组织LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平和Beclin1相对表达量均显著升

高(t=-8.13~-6.83,P<0.05),p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-mTOR/mTOR水平显著下降(t=8.83~14.05,

P<0.05);与B组大鼠相比,C、D组大鼠胰腺组织LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平和Beclin1相对表达量均显著下降(t=3.36~
6.95,P<0.05),p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-mTOR/mTOR水平均显著升高(t=-9.64~-3.51,P<0.05)。
结论 褪黑素能改善GDM大鼠胰腺组织的病理损伤,其具体机制可能与调控PI3K/AKT通路抑制GDM大鼠胰

腺组织自噬有关。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofmelatoninonpancreaticautophagyinratswithgestationaldiabetes

mellitus(GDM)andtheunderlyingmechanism. Methods Twenty-eightratswererandomlydividedintoAgroup(ratswith

normalpregnancy),Bgroup(ratswithGDM),Cgroup(low-dosemelatoninadministrationforratswithGDM),andDgroup
(high-dosemelatoninadministrationforratswithGDM),withsevenratsineachgroup.Allthegroupswereexaminedforthese-

rumlevelsofglucose,insulin,andglycosylatedhemoglobin.Pancreatictissuesliceswerepreparedtoexaminethepathological

changesofthepancreaswithhematoxylin-eosin(HE)staining,theapoptosisofpancreaticcellswithTUNELstaining,andtheau-

tophagyofthepancreatictissuewithtransmissionelectronmicroscopy.Westernblotwasusedtomeasuretheexpressionofautop-

hagy-relatedproteinsinthepancreatictissue:microtubule-associatedprotein1lightchain3(LC3),Beclin1,phosphorylatedphos-

phatidylinositol3-kinase(p-PI3K),PI3K,phosphorylatedproteinkinaseB(p-AKT),AKT,phosphorylatedmammaliantargetof

rapamycin(p-mTOR),andmTOR. Results Thereweresignificantdifferencesinserumglucose,insulin,andglycosylatedhe-

moglobinlevelsbetweendifferentgroups(F=52.26-66.73,P<0.05).ComparedwiththoseofgroupA,thelevelsofserumglu-

cose,insulin,andglycosylatedhemoglobiningroupBweresignificantlyincreased(t=-14.45-7.23,P<0.05).Comparedwith

groupB,groupsCandDshowedsignificantlydecreasedserumglucose,insulin,andglycosylatedhemoglobinlevels(t=-5.32-

10.02,P<0.05).TheresultsofHEstaining,TUNELstaining,andtransmissionelectronmicroscopyrevealedthatcomparedwith

groupA,groupBshowedincreasedlevelsofpathologicaldamage,apoptosis,andautophagyinthepancreatictissue;groupsCand

Dshowedreducedpathologicaldamage,apoptosis,andautophagyinthepancreatictissuethangroupB.Westernblotdetectedsig-

nificantdifferencesinthelevelsofLC3Ⅱ/LC3Ⅰ,p-PI3K/PI3K,

p-AKT/AKT,andp-mTOR/mTORandtherelativeexpressionof

Beclin1inthepancreatictissuebetweendifferentgroups (F =
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27.68-67.72,P<0.05).ComparedwithgroupA,groupBshowedsignificantlyincreasedlevelsofLC3Ⅱ/LC3ⅠandBeclin1
(t=-8.13--6.83,P<0.05)andsignificantlydecreasedlevelsofp-PI3K/PI3K,p-AKT/AKT,andp-mTOR/mTORinthepan-

creatictissue(t=8.83-14.05,P<0.05).ComparedwithgroupB,groupsCandDshowedsignificantlyreducedlevelsofLC3Ⅱ/

LC3ⅠandBeclin1(t=3.36-6.95,P<0.05)andsignificantlyincreasedlevelsofp-PI3K/PI3K,p-AKT/AKT,andp-mTOR/

mTORinthepancreatictissue(t=-9.64--3.51,P<0.05). Conclusion Melatonincanrelievepancreaticdamageinratswith

GDM,whichmaybethroughregulatingthePI3K/AKTpathwaytoinhibittheautophagyofthepancreatictissue.
[KEYWORDS] Diabetes,gestational;Melatonin;Pancreas;Phosphatidylinositol3-kinases;Proto-oncogeneproteinsc-akt;

Autophagy;Rats

  妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,

GDM)在世界范围的发病率约为16%,一旦发病会

明显增加不良妊娠结局的发生率[1-2]。炎症反应、滋
养细胞功能障碍等是影响 GDM 进程的因素[3-4]。
近年来研究表明机体自噬水平变化对GDM 的进展

也起到一定作用[5]。目前胰岛素注射为GDM 的主

要治疗方式,但其存在使用不便、注射依从性差等缺

点[6]。而褪黑素在部分实验中被证实可控制血糖浓

度及调节机体的自噬水平[7-8]。但目前关于褪黑素

对GDM中胰腺组织自噬影响的研究较少,本研究

首次探讨了褪黑素对GDM大鼠胰腺自噬的影响及

其机制。

1 材料与方法

1.1 药物与试剂

褪黑素购自美国 MCE生物技术有限公司,HE
染色液购自北京索莱宝科技有限公司,葡萄糖及糖

化血红蛋白检测试剂盒购自南京建成生物工程研究

所,胰岛素试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物有限公司,

Tunel细胞凋亡染色液购自上海碧云天生物技术有

限公司,兔单抗甘油醛3-磷酸脱氢酶(GAPDH)、微
管相关蛋白1轻链3(LC3)、Beclin1、磷脂磷肌醇3-
激酶(PI3K)、蛋白激酶B(AKT)均购买于武汉爱博

泰克生物技术有限公司,兔多抗磷酸化 PI3K(p-
PI3K)购自英国Abcam生物技术有限公司,兔单抗

磷酸化AKT(p-AKT)、雷帕霉素靶蛋白(mTOR)
及磷酸化mTOR(p-mTOR)购自美国CST生物技

术有限公司。

1.2 动物造模和分组

SPF级的Wistar大鼠购自湖北实验动物研究

中心[动物许可证号SCXK(鄂)2020-0018],体质量

250~270g。将大鼠在温度(23.0±2.0)℃、湿度

(52.5±12.5)%的条件下适应性饲养7d以后造

模[9-10]。造模前大鼠禁食不禁水12h,然后测定大

鼠空腹血糖,选取血糖值≤6.1mmol/L的雌性大鼠

共28只纳入实验,并随机分为正常妊娠组(A组)、

GDM组(B组)、GDM 褪黑素低剂量组(C组)以及

GDM褪黑素高剂量组(D组),每组7只。将各组雌

性大鼠与雄性大鼠按2∶1比例进行合笼,次日取雌

性大鼠阴道分泌物制作涂片,通过显微镜检测有无

精子,涂片有精子的雌性大鼠记做妊娠第0天,无精

子的雌性大鼠重复上述合笼步骤直至受孕。妊娠第

0天,A组大鼠腹腔注射枸橼酸盐缓冲液,其余组大

鼠腹腔注射45mg/kg链脲佐菌素溶液诱导GDM
模型。妊娠第3天,A组大鼠正常饲养,B~D组大

鼠麻醉后用医用棉片消毒鼠尾,剪去尾尖,弃掉第一

滴血后检测血糖浓度,血糖浓度≥16.7mmol/L的

大鼠即造模成功。造模结束后,A、B组大鼠每天灌

胃10mL/kg生理盐水,C、D组大鼠每天分别灌胃

5、10mg/kg褪黑素[11],各组每天均灌胃1次,连续

灌胃14d后以戊巴比妥钠(30mg/kg)经腹腔注射

麻醉后处死各组大鼠,剪开大鼠胸腔取左心室血

5mL于4℃下保存。随后剪开各组大鼠腹腔,取各

组大鼠胰腺样本,将每只大鼠的胰腺样本分为3份,

1份于40g/L多聚甲醛中室温保存用于病理染色,

1份于戊二醛中于4℃下保存用于电镜检查,1份于

-80℃冻存用于后续免疫印迹检测。

1.3 各组大鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白

水平检测

取各组大鼠的血液样本,以3000r/min离心

10min,吸取上层血清样本。根据相应商品试剂盒

说明书对血清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白含量

进行测定。

1.4 HE染色观察各组大鼠胰腺组织病理变化

取各组大鼠的胰腺组织,在40g/L多聚甲醛中

浸泡固定48h,再通过乙醇梯度脱水、石蜡包埋及

切片后通过苏木素染色,1%盐酸乙醇分化,伊红复

染封片后显微镜下采集图片。

1.5 Tunel染色观察各组大鼠胰腺细胞凋亡情况

取各组大鼠胰腺组织,在40g/L多聚甲醛中浸

泡固定48h后,通过乙醇梯度脱水、石蜡包埋及切

片后加蛋白酶K室温孵育20min,Tunel细胞凋亡
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染色液暗室孵育60min,DAPI染色液染核,荧光封

片剂封片后显微镜下拍照观察胰腺细胞凋亡情况。

1.6 透射电镜观察各组大鼠胰腺组织细胞自噬

取各组大鼠胰腺组织,于电镜固定液固定,脱水

后树脂渗透包埋,随后制备切片进行醋酸铀和柠檬

酸铅各染色5min,透射电镜下观察拍照。

1.7 免疫印迹法检测各组大鼠胰腺组织自噬相关

蛋白的表达情况

将少量剪碎的各组大鼠胰腺组织匀浆、裂解后,
提取总蛋白检测蛋白浓度。取30μg蛋白样品在

SDS-PAGE上电泳,PVDF转膜,封闭液室温中孵

育2h,添加LC3、Beclin1、p-PI3K、PI3K、p-AKT、

AKT、p-mTOR和 mTOR及GAPDH一抗于4℃
摇床孵育12h,添加二抗室温孵育2h,ECL化学发

光显影,通过ImageJ软件分析各个蛋白条带的灰

度值,并计算目的蛋白相对表达量。每组实验重复

3次,结果取均值。

1.8 统计学分析

通过SPSS26.0软件进行统计学分析,符合正

态分布的计量资料以x±s表示,多组间比较采用

单因素方差分析,两两比较采用LSD-t法。以P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白

水平比较

单因素方差分析显示,各组大鼠血清葡萄糖、胰

岛素及糖化血红蛋白水平比较均有显著差异(F=
52.26~66.73,P<0.05)。与A组相比,B组大鼠血

清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白水平均显著上升

(t=-14.45~7.23,P<0.05);与B组相比,C、D组

大鼠血清中葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白水平显

著下降(t=-5.32~10.02,P<0.05)。见表1。

表1 各组大鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白水

平比较(n=7,x±s)

组别
葡萄糖

(ρ/g·L-1)
胰岛素

(ρ/μg·L-1)
糖化血红蛋白
(ρ/g·L-1)

A组 0.93±0.12 1.96±0.17 19.35±2.17
B组 2.92±0.21 4.05±0.29 47.78±2.63
C组 2.22±0.23 3.13±0.16 31.72±2.77

D组 1.73±0.14 2.56±0.21 26.92±2.59

2.2 各组大鼠胰腺组织病理变化比较

HE染色结果显示,A组大鼠胰腺组织中胰岛

形态规则,细胞排列有序;B组大鼠胰岛组织形态结

构不规则,细胞间排列紊乱,胰岛边界不清晰,部分

胰岛细胞浆出现空泡变性;C组大鼠胰岛形态趋于

规则,细胞排列较为整齐,胰岛与外分泌腺界限较为

清晰;D组大鼠胰岛形态规则,细胞排列整齐,胰岛

与外分泌腺界限清晰。见图1。

2.3 各组大鼠胰腺组织细胞凋亡情况比较

Tunel染色结果显示,与A组相比,B组大鼠胰

腺组织细胞凋亡增加;与B组相比,C、D组大鼠胰

腺组织细胞凋亡减少,且D组的细胞凋亡减少更加

明显。

注:黑色箭头所指为胰岛

图1 HE染色观察各组大鼠胰腺组织病理变化

2.4 各组大鼠胰腺组织自噬情况比较

透射电镜观察结果显示,A组大鼠胰腺组织中

可见明显且清晰的线粒体及内质网等细胞器结构,

无明显的自噬体出现;B组大鼠胰腺组织中可见细

胞核出现固化、碎裂,核膜皱缩不清,出现明显自噬

体;C、D组可见细胞质中线粒体、内质网、细胞核等
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结构基本正常,并有少量自噬体。见图2。

2.5 各组大鼠胰腺组织中自噬相关蛋白的相对表

达水平比较

免疫印迹法检测结果显示,各组大鼠胰腺组织

中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-
mTOR/mTOR水平及Beclin1相对表达量比较均

有显著差异(F=27.68~67.72,P<0.05),与A组

相比,B组大鼠胰腺组织中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平和

Beclin1相对表达量显著上升(t=-8.13~-6.83,

P<0.05),p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-mTOR/

mTOR水平则均显著下降(t=8.83~14.05,P<
0.05);与B组相比,C、D组大鼠胰腺组织中LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ水平和Beclin1相对表达量均显著下降(t=
3.36~6.95,P<0.05),而p-PI3K/PI3K、p-AKT/

AKT、p-mTOR/mTOR的水平则均显著上升(t=
-9.64~-3.51,P<0.05)。见表2。

图2 透射电镜观察各组大鼠胰腺组织自噬情况(7800倍)

  表2 各组大鼠胰腺组织自噬相关蛋白表达水平比较

(n=3,x±s)

组别 LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ

p-PI3K/
PI3K

p-AKT/
AKT

p-mTOR/
mTOR Beclin1

A组 1.68±0.25 0.59±0.08 0.67±0.04 0.78±0.07 0.29±0.04
B组 4.69±0.72 0.18±0.02 0.30±0.02 0.24±0.03 0.64±0.07
C组 3.28±0.34 0.34±0.05 0.48±0.03 0.50±0.03 0.52±0.03
D组 2.21±0.26 0.46±0.06 0.56±0.05 0.61±0.06 0.40±0.04

3 讨  论

研究表明,全球孕妇中约有6~9%患有糖尿

病,而其中约90%为GDM患者[12]。目前胰岛素治

疗GDM有较好效果,但胰岛素存在使用不便、成本

高昂等缺点[13],因此探寻GDM 治疗的新型药物是

科研工作者关注的热点。褪黑素可调节多种生命活

动,如调节衰老、焦虑和免疫反应等[14-15]。有研究表

明褪黑素对 GDM 具有一定治疗作用。LIU 等[16]

研究表明,褪黑素能调节ERK通路诱导神经干细

胞增殖,进而能够防止 GDM 小鼠子代神经畸形。

DEMELO等[17]研究表明,褪黑素能减少GDM 大

鼠胎儿身长及体质量异常。孙平等[11]研究也表明,
褪黑素能下调GDM 大鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖

化血红蛋白水平。本研究中,与B组相比,D组大

鼠血清葡萄糖、胰岛素及糖化血红蛋白水平下降,胰
腺组织病理损伤及凋亡减轻,与既往研究结果类似。
血清糖化血红蛋白水平能够反映过去一段时间机体

的血糖水平,胰岛素能降低机体血糖含量,GDM大

鼠血清葡萄糖的降低能一定程度控制疾病的进展。
故提示褪黑素能减轻GDM大鼠胰腺的损伤。

近年来,胎盘自噬、滋养细胞自噬等在GDM 疾

病的进展中得到越来越多的关注。目前研究最广泛

的自噬类型是巨自噬,其为降解受损细胞器和蛋白

质的主要途径。基于不同的环境(如缺氧、缺血等),
滋养细胞自噬的发生既可一定程度增加细胞的生存

能力,也能够诱导细胞死亡[18]。自噬的调控机制错

综复杂,PI3K/AKT/mTOR通路是其主要调控通

路。PI3K/AKT/mTOR信号通路中PI3K能够激

活AKT磷酸化,继而调节 mTOR磷酸化,抑制自

噬进程[19]。近年来文献表明,胰岛与GDM 的进展

有着重要的联系,ZHAO 等[20]研究表明 miRNA-
221可通过靶向PAK1调节胰岛β细胞的增殖,降
低GDM 诱导的胰岛功能障碍;ZHANG等[21]研究

表明黄芪甲苷能抑制GDM 小鼠胰腺中NLRP3炎

性小体形成;邢宝恒等[22]研究证明白藜芦醇可以增

加GDM 大鼠胰岛素的分泌,改善胰腺组织病变。
但GDM与胰腺组织自噬关系的研究报道较少。基

于本研究中褪黑素能减轻GDM 大鼠胰腺损伤的结

果,我们进一步检测了GDM 大鼠胰岛组织中LC3
Ⅱ/LC3Ⅰ水平和Beclin1相对表达量及自噬经典通

路PI3K/AKT/mTOR的变化。本研究结果表明,
与B组大鼠相比较,D组大鼠LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平及

Beclin1相对表达量均有显著下降,p-PI3K/PI3K、

p-AKT/AKT及p-mTOR/mTOR水平升高,说明
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褪黑素能激活GDM 大鼠胰腺组织中PI3K/AKT/

mTOR信号通路,从而抑制自噬水平。而自噬水平

的降低能够一定程度缓解高水平自噬诱导的细胞死

亡,从而减轻组织病理损伤[23-25]。因此上述研究结

果表明褪黑素可能通过调节PI3K/AKT/mTOR信

号通路抑制 GDM 大鼠胰腺组织中过高水平的自

噬,从而减轻胰腺组织的病理损伤。
综上所述,褪黑素能够改善GDM 大鼠血糖浓

度以及胰腺组织的病理损伤,其具体机制可能和调

控PI3K/AKT通路抑制胰腺组织的异常高水平自

噬有关。
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