
·内分泌专栏·

  [收稿日期]2024-04-03
[基金项目]新疆少数民族科技人才特殊培养计划科研项目

(2022D03016)

[作者简介]努尔比也·地里夏提(1985-),女,维吾尔族,新疆

乌鲁木齐人,新疆维吾尔自治区人民医院主治医师,医学学士,从事

产科疾病诊治研究。

*通信作者。E-mail:dlhm1971@sina.com
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胰岛素抵抗发生中的作用的机制研究

努尔比也·地里夏提,迪丽胡马·吐尔逊*,热米拉·艾尔肯
(新疆维吾尔自治区人民医院产科,新疆 乌鲁木齐830001)

  [摘要] 目的 研究Nrf2-Keap1-ARE信号通路在妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,GDM)子代中的

作用机制,特别关注其在胰岛素抵抗发生中的调控作用。方法 将60只造模成功的大鼠随机分为空载慢病毒组

(20只)、Nrf2-siRNA组(20只)、胰岛素干预组(20只),3组大鼠妊娠第5天进行干预,空载慢病毒组造模完成后尾

静脉注射空白病毒载体200μL,Nrf2-siRNA组注射含有Nrf2siRNA载200μL,胰岛素干预组每日在大鼠右下腹

部注射甘精胰岛素4U/kg进行注射,3组均干预2周,对子代大鼠出生第8周、16周和24周时时糖耐量及胰岛素

抵抗、胰岛素耐量、胰岛组织中氧化应激指标的检测、胰岛组织Nrf2、Keap1和ARE蛋白含量和 mRNA水平分析。

结果 空载慢病毒组在出生第8周、16周和24周时的胰岛素抵抗指数分别为0.65±0.13、1.03±0.31和2.81±0.65;

Nrf2-siRNA组分别为0.97±0.22、1.74±0.77和2.98±0.95;胰岛素干预组分别为1.08±0.39、2.66±0.92和4.42±
1.04。空载慢病毒组在出生第8周、16周和24周时的血糖浓度分别为(2.18±0.09)、(3.05±0.35)和(4.34±2.10)

mmol/L;Nrf2-siRNA组分别为(2.58±0.37)、(3.18±0.77)和(4.92±2.08)mmol/L;胰岛素干预组分别为(2.89±
0.39)、(4.69±1.47)和(6.18±2.33)mmol/L。在子代大鼠胰岛组织中,空载慢病毒组显示更高的氧化应激水平,而
胰岛素干预组则表现出较低的氧化应激(P<0.05);空载慢病毒组的 Nrf2、Keapl、AREmRNA含量均低于 Nrf2-
siRNA组和胰岛素干预组(P<0.05)。结论 Nrf2-Keap1-ARE信号通路可能通过调节氧化应激水平影响胰岛素

敏感性,从而影响妊娠期糖尿病子代的糖代谢状态。激活该信号通路有望成为治疗GDM及其相关并发症的潜在

治疗策略,为个性化的临床治疗提供新思路。
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TheroleofNrf2-Keap1-AREsignalingpathwayinthedevelopmentofinsulinresistance
intheoffspringofpatientswithgestationaldiabetes

NUERBIYEDilixiati,DILIHUMATuerxun*,REMILAAierken
(DepartmentofObstetrics,People'sHospitalofXinjiangUygurAutonomousRegion,

Urumqi830001,China)

[Abstract] Objective Toconductanin-depthstudyofthemechanismofNrf2-Keap1-ARE
signalingpathwayintheoffspringofpatientswithgestationaldiabetesmellitus(GDM),andto
payspecialattentiontoitsregulatoryroleintheoccurrenceofinsulinresistance.Methods Sixty
successfullymodeledratswererandomlydividedintoanemptylentivirusgroup(20rats),an
Nrf2siRNAgroup(20rats),andaninsulininterventiongroup(20rats).Ratsinthethree
groupswereintervenedonthe5thdayofpregnancy.Aftertheemptylentivirusgroupcompleted

·165·
第46卷第5期

2025年5月  
河 北 医 科 大 学 学 报

JOURNAL OF HEBEI MEDICAL UNIVERSITY
  

Vol.46 No.5  
May 2025  



modeling,200uLofblankvirusvectorwasinjectedintothetailvein.TheNrf2siRNAgroupwas
injectedwith200uLofNrf2siRNAvector.Theinsulininterventiongroupwasinjectedwith
4U/kgofglargineinsulindailyinthelowerrightabdomenoftherats.Threegroupswereall
intervenedfor2weeks,andtheglucosetoleranceandinsulinresistance,insulintolerance,

oxidativestressindicatorsinpancreatictissue,Nrf2,Keap1,andAREproteincontentand
mRNAlevelsinpancreatictissueofoffspringratswereanalyzedat8,16,and24weeksafter
birth.Results Theinsulinresistanceindexesat8,16,and24weeksafterbirthwere0.65±0.13,

1.03±0.31,and2.81±0.65,respectivelyintheemptylentivirusgroup,0.97±0.22,1.74±0.77,

and2.98±0.95,respectivelyintheNrf2siRNAgroups,and1.08±0.39,2.66±0.92,and4.42±
1.04,respectivelyintheinsulininterventiongroup.Thebloodglucoseconcentrationsat8,16,

and24weeksafterbirthwere(2.18±0.09),(3.05±0.35),and (4.34±2.10)mmol/L,

respectivelyintheemptylentivirusgroup,(2.58±0.37),(3.18±0.77),and(4.92±2.08)mmol/L,

respectivelyintheNrf2siRNAgroup,and(2.89±0.39),(4.69±1.47),and(6.18±2.33)mmol/L,

respectivelyintheinsulininterventiongroup.Inthepancreatictissueofoffspringrats,theempty
lentivirusgroupshowedhigherlevelsofoxidativestress,whiletheinsulininterventiongroup
showedlowerlevelsofoxidativestress(P<0.05).ThemRNAlevelsofNrf2,Keapl,andARE
intheemptylentivirusgroupwerelowerthanthoseintheNrf2siRNAgroupandinsulin
interventiongroup (P<0.05).Conclusion Nrf2-Keap1-AREsignalingpathway mayaffect
insulinsensitivity byregulatingthelevelofoxidativestress,thusaffectingtheglucose
metabolismofdiabeticoffspringduringpregnancy.Activatingthissignalingpathwayisexpected
tobecome a potentialtherapeuticstrategyforthetreatment of GDM anditsrelated
complications,providingnewideasforpersonalizedclinicaltreatment.

[Keywords] diabetes,gestational;insulinresistance;Nrf2Keap1AREsignalingpathway

  妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,

GDM)是一种在妊娠期间发生的糖尿病,通常在孕

妇的胰岛素分泌无法满足体内增加的胰岛素需求时

发生[1-2]。胰岛素抵抗的加剧是GDM 子代发生的

一个重要因素,对胚胎和新生儿的健康产生负面影

响[3]。核因子E2相关因子2-Keapl样环氧氯丙烷

相关蛋白1-抗氧化应激反应元件(nuclearfactor
erythroid 2-related factor 2-Kelch-like ECH-
associatedprotein1-antioxidantresponseelement,

Nrf2-Keapl-ARE)信号通路是细胞内一个重要的抗

氧化应激系统,已经在多种生理和病理过程中展现

出对维持细胞内稳态的重要作用[4-5]。然而,关于

Nrf2-Keapl-ARE信号通路在 GDM 子代胰岛素抵

抗发生中的作用机制尚未全面阐明。本研究旨在深

入探讨Nrf2-Keapl-ARE信号通路在GDM 子代中

的作用机制,特别关注其在调节胰岛素敏感性和维

持胰岛素分泌正常水平中的功能。通过分析该信号

通路在GDM模型中的活性变化以及其对抗氧化应

激和 炎 症 的 影 响,结 合 动 物 模 型 系 统 性 地 研 究

Nrf2-Keapl-ARE信号通路在 GDM 子代发生中的

作用。通过全面了解该信号通路的调控机制,有望

为未来开发治疗GDM及其相关并发症的新策略提

供理论基础,并为妊娠期糖尿病的预防和管理提供

新的思路。

1 材 料 与 方 法

1.1 材料 实验大鼠:健康雌性SPF清洁级SD大

鼠(6~7周龄,体重200~220g),饲养于本院动物

饲养中心。饲养条件:自然光照,自由饮食,温度

25℃,相对湿度50%。实验严格遵循3R原则。
本研究已通过本医院伦理委员会审批。

1.2 方法

1.2.1 模型建立与分组 使用6周龄的SPF清洁

级SD大鼠,经过1周的适应性喂养后,接受高脂饲

料喂养8周。在高脂饮食喂养后,进行禁食不禁水

12h,测空腹血糖(fastingbloodglucose,FBG),剔
除FBG≥6.67mmol/L的大鼠。剩余的大鼠按照

雌雄2∶1的比例合笼,并在次晨通过阴道涂片镜检

发现精子,标记为妊娠的第1天。通过一次性腹腔

注射STZ(25mg/kg)制备妊娠 GDM 模型。注射

后72h,确保FBG稳定在6.67~16.67mmol/L,表
示GDM模型复制成功。从成功制备的大鼠中选择
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60只,分为空载慢病毒组、Nrf2-siRNA组和胰岛素

干预组,每组20只。在妊娠的第5天开始干预,空
载慢病毒组尾静脉注射200μL空白病毒载体,

Nrf2-siRNA组尾静脉注射含有 Nrf2siRNA载体

200μL,而胰岛素干预组每日17∶00~18∶00在大鼠

右下腹部注射甘精胰岛素(4mg/kg)。所有组均进

行为期2周的干预。

1.2.2 胰岛素抵抗测定 在子代大鼠出生第8周、

16周和24周时,将其禁食12h。进行尾静脉采血,
用强生血糖仪测定其空腹血糖浓度,记为“0min”时
间点,然后按2g/kg体重的葡萄糖对其进行灌胃,
分别在第15、30、60和120min时,用血糖仪采血检

测 血 糖 浓 度,计 算 胰 岛 素 抵 抗 的 HOMA
(homeostatic model assessment of insulin
resistance,HOMA-IR)。

1.2.3 胰岛素耐量测定 在子代大鼠出生第8周、

16周和24周时,将小鼠进行尾静脉采血,用强生血

糖仪测定其空腹血糖浓度,并记为“0min”时间点,
然后按1.25U/kg体重对其进行腹腔注射可溶性胰

岛素,分别在第15、30、60和120min时,用强生血

糖仪检测仔鼠的血糖浓度。

1.2.4 胰岛组织相关指标分析 子代大鼠出生后

第1天,第8周,16周和24周时,分别从各组中选

出5只子代大鼠,禁食12h后,处死大鼠,取胰岛组

织备用。

1.2.4.1 丙二醛(malondialdehyde,MDA)和超氧化

物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)水平 胰岛

组织中氧化应激指标的检测取出适量胰岛组织,添
加9倍体积生理盐水,在匀浆机中制备胰岛组织匀

浆液,离心后获取上清,采用硫代巴比妥酸法检测

MDA水平,氮蓝四唑比色法检测SOD水平。

1.2.4.2 Western-Blot测定胰岛组织Nrf2、Keapl、

ARE蛋白含量 从胰岛组织中取出样本,并使用足

够的细胞裂解液和蛋白酶抑制剂进行均质化,利用

组织破碎器进行细胞破碎。随后,通过离心的方式,
收集上清液作为蛋白样本。使用蛋白测定试剂盒对

样本中的蛋白浓度进行检测。接着,将蛋白样本加

入SDS-PAGE样品缓冲液,使蛋白浓度均匀,然后

在100℃水浴中煮沸10min,以确保蛋白的变性。
随后,进行蛋白电泳分离,将蛋白样本加载到SDS-
PAGE凝胶槽中。分离后,使用湿法或半干法将蛋

白转移到聚丙烯酰胺膜上。为了避免非特异性结

合,使用膜孔封堵液封堵膜孔。在膜孔封堵后,使用

适量的Nrf2、Keap1、ARE在4℃孵育过夜。随后,
用TBST缓冲液洗膜,去除未结合的抗体,并进行

第二次抗体孵育。再次用TBST缓冲液洗膜,去除

未结合的二抗。为了观察蛋白条带的荧光信号,使
用超 敏 感 ECL 检 测 液。定 量 分 析 胰 岛 组 织 中

Nrf2、Keap1、ARE蛋白的含量。

1.2.4.3 Nrf2-Keapl-ARE信号通路的mRNA分析

 从胰岛组织中取出样本,将其加入足够的细胞裂

解液,并利用组织破碎器进行均质化,根据RNA提

取试剂盒的指导,使用适量样本提取总RNA。为确

保RNA的质量和纯度,使用光度计测定RNA的浓

度和纯度,以确保样本符合实验要求。使用反转录

试剂盒将提取的总RNA逆转录为cDNA,按照试

剂盒的说明书进行操作。在反转录后,进行qPCR
引物的设计,并合成用于目标基因(Nrf2、Keap1、

ARE)和内部参考基因(β-actin)的引物,见表1。随

后,准备qPCR反应体系,包括cDNA模板、SYBR
GreenqPCRMasterMix、引物等,进行实时荧光定

量PCR反应,使用实时荧光定量PCR仪记录荧光

信号的增长曲线。计算每个基因的相对表达量,使
用内部参考基因(β-actin)进行标准化。PCR反应

条件:94℃5min,94℃30s,55℃30s,72 ℃
5min,热循环36次。

表1 RT-qPCR引物序列

Table1 RT-qPCRprimersequences

目的基因 引物序列

Nrf2 上游引物5'-CGAGCGAACATGATTTG-3'
下游引物5'-TTGGGATGTGGACACCAT-3'

Keapl 上游引物5'-TGGGTCACATACGACGCCC-3'
下游引物5'-GGCTCATATCTCTCCACGC-3'

ARE 上游引物5'-GCTACACACGCATTC-3'
下游引物5'-GCTCTTACCCCACTCAA-3'

β-actin 上游引物5'-CCATGGATGACGATATCGCCT-3'
下游引物5'-GCCGTGTTCAATGGGGTACT-3'

1.3 统计学方法 应用SPSS27.0统计软件分析

数据。计量资料比较分别采用单因素方差检验、

SNK-q检验和重复测量的方差分析;计数资料比较

采用χ2 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 胰岛素抵抗指数比较 不同组在出生第8
周、16周和24周时的胰岛素抵抗指数比较。组间

比较显示,不同组在胰岛素抵抗指数在组间、时点

间、组间·时点间交互作用差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。

2.2 胰岛素耐量 不同组在出生第8周、16周和

24周时的血糖浓度比较在组间、时点间、组间·时

点间交互作用差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表3。
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表2 各组胰岛素抵抗指数比较

Table2 Comparisonofinsulinresistanceindexes
amongdifferentgroups

(n=20,x-±s)

 组别 8周 16周 24周

空载慢病毒组 0.65±0.13 1.03±0.31 2.81±0.65

Nrf2-siRNA组 0.97±0.22 1.74±0.77 2.98±0.95
胰岛素干预组 1.08±0.39 2.66±0.92 4.42±1.04
组间 F 值=12.487   P 值<0.001
时点间 F 值=18.231   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=5.616   P 值=0.018

表3 各组血糖浓度比较

Table3 Comparisonofbloodglucoseconcentrations
amongdifferentgroups

(n=20,x-±s,mmol/L)

 组别 8周 16周 24周

空载慢病毒组 2.18±0.09 3.05±0.35 4.34±2.10

Nrf2-siRNA组 2.58±0.37 3.18±0.77 4.92±2.08
胰岛素干预组 2.89±0.39 4.69±1.47 6.18±2.33
组间 F 值=42.825   P 值<0.001
时点间 F 值=23.672   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=9.472   P 值<0.001

2.3 氧化应激指标 Nrf2-siRNA组和胰岛素干预

组的SOD和 MDA水平均显著低于空载慢病毒组,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。

表4 2组氧化应激指标比较

Table4 Comparisonofoxidativestressindicators
betweenthetwogroups

(n=20,x-±s)

组别  SOD(kU/L) MDA(mol/L)

空载慢病毒组 74.17±8.67 14.78±5.75

Nrf2-siRNA组 44.78±7.34* 9.67±2.56*

胰岛素干预组 32.73±4.45*# 4.83±1.82*#

F 值 183.158 34.601

P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与空载慢病毒组比较 #P 值<0.05与 Nrf2-siRNA
组比较(SNK-q检验)

2.4 Nrf2、Keapl、ARE蛋白含量 Nrf2-siRNA组

和胰岛素干预组的 Nrf2、Keapl、ARE蛋白含量显

著低于空载慢病毒组,差异有统计学意 义(P<
0.05),见表5。

2.5 Nrf2、Keapl、AREmRNA含量 Nrf2-siRNA
组和胰岛素干预组的 Nrf2、Keapl、AREmRNA含

量均显著低于空载慢病毒组,差异有统计学意义

(P<0.05),见表6。

表5 各组Nrf2、Keapl、ARE蛋白含量相对表达情况比较

Table5 ComparisonofrelativeexpressionlevelsofNrf2,

Keapl,andAREproteinsamongdifferentgroups
(n=20,x-±s,%)

 组别 Nrf2 Keapl ARE

空载慢病毒组 72.18±7.09 83.05±9.35 74.34±4.38
Nrf2-siRNA组 56.58±5.37* 48.18±6.77* 55.92±2.94*

胰岛素干预组 12.89±1.39*# 24.69±3.47*# 16.18±1.35*#

 F 值 699.369 356.071 1787.880
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与空载慢病毒组比较 #P 值<0.05与 Nrf2-siRNA
组比较(SNK-q检验)

表6 各组Nrf2、Keapl、AREmRNA含量相对表达情况比较

Table6 ComparisonofrelativeexpressionlevelsofNrf2,

Keapl,andAREmRNAamongdifferentgroups
(n=20,x-±s,%)

 组别 Nrf2mRNA KeaplmRNA AREmRNA

空载慢病毒组 0.95±0.09 1.16±0.15 0.84±0.18
Nrf2-siRNA组 0.61±0.17* 0.72±0.17* 0.52±0.24*

胰岛素干预组 0.21±0.04*# 0.39±0.08*# 0.18±0.05*#

 F 值 213.264 154.913 70.659
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与空载慢病毒组比较 #P 值<0.05与 Nrf2-siRNA
组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

母体患有糖尿病的情况下,胎儿暴露于高血糖

环境中,会增加其胰岛素抵抗性的风险。这可能是

由于胎儿胰岛素分泌增加,以应对母体高血糖的影

响,导致胰岛素信号通路的异常,最终导致胰岛素抵

抗的发展[6-8]。rf2-Keap1-ARE信号通路是一种重

要的细胞内抗氧化应激系统,通过调Nrf2的活性,
以应对细胞内外环境的氧化应激和毒性物质[9]。

Nrf2是一种转录因子,能够结合ARE,进而启动一

系列抗氧化应激基因的表达,包括抗氧化酶、解毒酶

和其他细胞保护蛋白[10]。该信号通路在维护细胞

内稳态、抵抗氧化损伤和减轻炎症反应等方面发挥

关键作用[11]。在妊娠期糖尿病子代中,胰岛素抵抗

的发生与细胞内氧化应激水平的改变密切相关。

Nrf2-Keap1-ARE信号通路通过调节抗氧化应激基

因的表达,可能在GDM 子代中发挥关键的调控作

用。研究表明,激活 Nrf2-Keap1-ARE信号通路可

以减轻胰岛素抵抗,改善胰岛功能,从而有望为

GDM的防治提供新的治疗策略[12]。
本研究发现Nrf2-siRNA组和胰岛素干预组在

胰岛素抵抗指数、胰岛素耐受性以及氧化应激水平

等方面均表现出明显优势。具体而言,这两个治疗

组的胰岛素抵抗指数明显低于空载慢病毒组,血糖
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浓度稳定且较低,同时氧化应激水平也显著降低。
刘玉倩等[13]提出有氧运动通过调控核因子Nrf2/膜

铁转运蛋白1介导的铁稳态通路,改善了高脂膳食

诱导的小鼠肝胰岛素抵抗,减轻肝脏铁储存和过氧

化损伤,促进胰岛素受体和葡萄糖转运载体的表达,
从而缓解胰岛素抵抗。Nrf2在细胞内受到氧化应

激或其他细胞损伤刺激时会释放,并进入细胞核,结
合到ARE上,启动一系列抗氧化基因的转录,从而

促进细胞内抗氧化防御系统的启动和运作。而

Keap1是Nrf2的负调控蛋白,通常情况下,Keap1
通过结合Nrf2并促使其降解,从而维持Nrf2的稳

态水平[14]。当细胞受到氧化应激或其他损伤时,

Keap1与Nrf2的结合受到抑制,Nrf2得以逃脱降

解,并进入细胞核启动抗氧化基因的转录[15]。严秀

蕊等[16]发现人胎盘间充质干细胞来源的外泌体通

过激活Nrf2-Keap1-ARE信号通路,具有保护作用,
可以抑制氧化损伤的肺上皮细胞BEAS-2B的凋亡。
此外,Nrf2、Keapl、ARE蛋白和mRNA的含量在这

2个治疗组中均显著减少,表明它们可能通过抑制

Nrf2、Keap1、ARE信号通路来改善胰岛素敏感性

和氧化应激水平。Nrf2-siRNA组和胰岛素干预组

可能是有效的治疗方案,有望在改善胰岛素抵抗和

维持血糖稳定方面发挥重要作用。曾梦莹等[17]发

现牛磺酸通过调节Keap1-Nrf2/ARE信号通路,改
善糖尿病大鼠的血糖、血脂水平,减轻氧化应激状

态,从 而 降 低 胰 岛 素 抵 抗。也 有 研 究[18-20]发 现

Nrf2通过调节抗氧化基因的表达,还能抑制炎症因

子的释放和炎症反应的发生,从而减轻胰岛素抵抗

的发生。Nrf2可能通过影响胰岛素信号通路的相

关分子,如胰岛素受体和葡萄糖转运蛋白,来调节胰

岛素敏感性和胰岛素抵抗性的发生[21-22]。本文针

对Nrf2-Keap1-ARE信号通路,设置了空载慢病毒

组、Nrf2-siRNA组和胰岛素干预组,多角度地探究

了这一信号通路在GDM子代中的作用机制。通过

对子代大鼠在不同时间点的糖耐量、胰岛素抵抗、胰
岛素耐量以及氧化应激指标的检测,全面评估了

Nrf2-Keap1-ARE信号通路在胰岛素敏感性中的作

用。虽然使用了大鼠模型进行研究,但其与人类疾

病仍存在差异,限制了研究结果在临床上的直接应

用,结果表明激活 Nrf2-Keap1-ARE信号通路可能

有助于治疗GDM 及其相关并发症,但仍需要更多

临床研究验证其治疗效果及安全性。进一步研究可

以深入探究Nrf2-Keap1-ARE信号通路在GDM 发

生发展过程中的调节机制,包括 Nrf2和 Keap1在

GDM病理生理过程中的表达调控、ARE基因的表

达谱和活性调控等,以更全面地理解该信号通路在

疾病发展中的作用。验证激活Nrf2-Keap1-ARE信

号通路的治疗策略在GDM治疗中的有效性和安全

性,为该治疗策略的临床应用提供更为可靠的科学

依据。
综上所述,本研究揭示 Nrf2-Keap1-ARE信号

通路在GDM子代中可能通过调节氧化应激水平影

响胰 岛 素 敏 感 性,进 而 影 响 糖 代 谢 状 态。激 活

Nrf2-Keap1-ARE信号通路可能有助于治疗 GDM
及其相关并发症,为个性化的临床治疗提供了新的

方向和思路。
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