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摘要 目的：研究妊娠期糖尿病小鼠胎盘表皮生长因子受体（EGFR）的表达，探讨 EGFR表达与妊娠期糖尿病发病的关系。方法：
采用链脲佐菌素建立妊娠期糖尿病( gestational diabetes mellitus，GDM)小鼠模型，对照组为正常妊娠小鼠，腹腔注射等量缓冲溶
液。测定母鼠体重、血糖；计算胎鼠的存活率；测定胎鼠、胎盘重量，计算胎盘效率；RT-PCR、免疫组化分别测定 GDM组和对照组
胎盘 EGFR mRNA和 EGFR蛋白的表达。Pearson相关性分析用于母鼠血糖与 EGFR表达的相关性分析。结果：GDM组母鼠体重
和血糖均高于对照组（P<0.01）；GDM组胎鼠、胎盘重量及胎盘效率均高于对照组（P<0.01）；RT-PCR和免疫组化结果显示 GDM

组胎盘 EGFR mRNA和 EGFR蛋白的表达与对照组相比差异有统计学意义（P<0.01）。GDM组小鼠血糖值与其胎盘 EGFR的表
达具有相关性（r=0.582, P<0.05）。结论：GDM导致胎盘 EGFR表达升高，EGFR并不是 GDM的发病因素，EGFR是预防 GDM的
潜在靶点。
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Relationship between Expression of EGFR in Placenta of GDM Mice and
Gestational Diabetes Mellitus*

To study the relationship between the expression of EGFR in placenta of gestational diabetes mellitus
(GDM) mice and gestational diabetes mellitus. Streptozotocin was used to induce GDM in mice, the control group (normal
pregnancy) was given the same dose buffer solution. mother’s blood glucose and body weight was obtained. The weight of fetal mice and
placenta were determined after birth, then placental efficiency was measured immediately. The expression of EGFR mRNA and protein
in placenta were determined by RT-PCR and immunohistochemistry. The relationship between expression of EGFR and mother’s blood
glucose were analyzed by Pearson correlation analysis. Mother’s blood glucose and body weight in GDM group were higher
than that of control group (P<0.01); The weight of fetal mice and placenta and placental efficiency in GDM group were significantly
higher than that of control group (P<0.01). The expression of EGFR mRNA and protein had significant difference between GDM group
and control group (P<0.01), with statistical significance. There was a correlation between mother’s blood glucose and the expression of
EGFR (r=0.582, P<0.05). GDM is the reason of increased expression of EGFR in placenta, but EGFR is not pathogenetic
factors of GDM. EGFR is the potential target for prevention.

Gestational diabetes mellitus; Epidermal growth factor; Epidermal growth factor receptor

前言

妊娠期糖尿病（gestational diabetes mellitus, GDM）作为一
种病理性妊娠，其对母体和胎儿的危害及潜在的远期影响有目

共睹[1]。因此，针对 GDM的预防、诊断、治疗及机制的研究是十

分必要的。目前，GDM的发病率为 1.7%-11.6%[2]，并呈逐年上

升的趋势，而其发病机制尚未完全阐明[3-5]。关于 GDM发病机

制的研究大多数围绕于胰岛素抵抗，近些年研究者对于一些因

子参与 GDM产生了浓厚的兴趣[6-8]。

表皮生长因子受体 （epidermal growth factor receptor,
EGFR）是一种分子量为 170 kD的特异性糖蛋白，其在胎盘的

分布高于子宫内膜及蜕膜 1000倍[9]。EGFR具有自身酪氨酸激
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酶活性，EGF与 EGFR结合后引发 EGFR自身和底物磷酸化反

应，刺激细胞的增殖和分化，参与胚胎发育、胎盘激素合成分

泌、妊娠维持等生理过程。目前，关于 EGFR与病理性妊娠的研

究多集中于妊娠期高血压疾病[10]。因此，本研究拟通过对 GDM

小鼠胎盘 EGFR水平的测定来分析其与 GDM发病的关系。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂和仪器 链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)（Sig-

ma，美国），EGF ELISA试剂盒（上海凯博生化试剂公司），兔抗

小鼠 EGF 一抗（RD 公司，美国），兔抗小鼠 EGFR 一抗（Pro-
teintech Group，美国）,免疫组化二抗检测试剂盒（基因科技上

海有限公司）。石蜡切片机 RM2235（Leica，德国）；9600型 PCR

仪（PE，美国）；电泳仪（164-5070通用型，Bio-rad，美国）；
TGL-16G离心机（安亭，上海）。
1.1.2 实验动物 30 只 C57BL/6小鼠，雌性，体重（22± 2）g，

购自中国科学院上海实验动物中心。

1.2 方法
1.2.1 GDM小鼠模型建立及分组 取 C57BL/6小鼠，实验前

尾静脉采血测空腹血糖，血糖值在 3-5 mmol/L为正常值。阴道

涂片法确定小鼠动情期，按 1:2雄雌比例合笼，次晨检查阴道

口及垫料，发现乳白色栓子记为妊娠第 1天，妊娠第 6天早晨

开始禁食 12 h（不禁水）后 GDM组（15只）一次性腹腔注射 40

mg/kg的 STZ（STZ溶于 0.1 mol/L，pH 4.2柠檬酸 /柠檬酸钠缓

冲液），对照组（15只）注射等量柠檬酸 /柠檬酸钠缓冲液。注射

后第 7天测空腹血糖≥ 11.1 mmol/L[11]即为造模成功。

1.2.2 母鼠血糖和体重检测 分别于妊娠第 6天未造模前，妊

娠第 12天（即注射 STZ后第 7天），妊娠第 18 天处置前取尾

静脉血测定各组母鼠空腹血糖值和体重。

1.2.3 胎盘效率测定 妊娠第 18天每各组母鼠剖腹取胎鼠、

胎盘称重。死亡胎鼠和死亡母鼠的胎鼠、胎盘不计在内。用滤纸

吸干胎鼠和胎盘表面液体，称量精确至 0.001 g，胎盘效率 =胎

鼠重量 /胎盘重量。
1.2.4 胎鼠存活率检测 妊娠第 18天剖腹取胎鼠计算各组母

鼠孕育个数，胎鼠存活个数，计算胎鼠存活率。

1.2.5 标本处理 每组取出一半数量的胎盘立即置于液氮备

用于 RT-PCR。另一半数量的立即置于 10%的中性甲醛溶液固

定，备用于 HE染色和免疫组化分析。
1.2.6 RT-PCR测定胎盘 EGFR的表达 按 Trizol试剂说明提

取各组胎盘的总 RNA，测定纯度和完整性后按照试剂盒说明

进行反转录。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

EGFR：上游引物 5′ GGCACTATTGAAGACCACT3′ 下游引
物 5′ TTGTTGCTGAATCGCACA 3′ （335 bp）；茁-actin：上游
引物 5′ TGCTGTCCCTGTATGCCTCT 3′ 下游引物 5′
GATGTCACGCACGATTTCC 3′ (221 bp)。PCR反应条件：在
95 ℃ 5 min 预变性，94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s, 72 ℃ 50 s，33个循

环，72 ℃延伸 10 min。1.7%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统定

量分析。每组分别取 3个样本，实验重复 3次。
1.2.7 免疫组化测定胎盘 EGFR 的表达 实验步骤按两步法

免疫组化试剂盒操作，PBS液代替一抗作为阴性对照。EGFR

一抗稀释浓度 1:100。镜下观察小鼠胎盘组织 EGFR分布及表

达强度，细胞浆和胞膜出现棕黄色颗粒为阳性。Image pro-Plus

5.1图像分析软件进行分析，随机抽取每组 5只小鼠切片各 1

张，每张随机选取 5个视野作分析，以平均光密度值记录并统

计数据。

1.3 统计分析

采用统计软件 SPSS 20.0分析，数据以 x± s表示，t检验用

于两组间差异比较；Pearson相关性分析用于两变量间的相关

性分析；x2检验用于计数资料的比较分析。P<0.05有统计学意
义。

2 结果

2.1 母鼠空腹血糖和体重

在妊娠开始至第 18天剖腹产期间，有 2只 GDM组母鼠

死亡，测定结果如表 1所示。妊娠第 6天造模前，两组母鼠血糖

值无明显差异(P>0.05)。妊娠第 12天和 18天母鼠血糖明显高

于对照组，差异具有统计学意义（P<0.01）。GDM组母鼠体重明

显高于对照组（P<0.01）。

表 1 两组母鼠体重和空腹血糖值的比较 (x± s)

Table 1 Comparison of mother’s weight and fasting glucose of the two groups (x± s)

Groups n Weight（g）
Fasting glucose（mmol/L）

6 d 12 d 18 d

Control group

GDM group

15

13

36.33± 0.63

37.54± 0.48＃
4.33± 0.52

4.35± 0.25

4.38± 0.50

14.12± 1.81＃
4.58± 0.33

11.59± 0.91＃

Note: Compared with control group,#P<0.01.

2.2 胎盘效率

在妊娠开始至第 18天剖腹取胎盘和胎鼠，测定胎盘效率。
测定结果如表 2所示，GDM组胎鼠、胎盘及胎盘效率均高于对

照组，差异具有统计学意义（P<0.01）。

表 2 两组胎盘效率的比较(x ± s）

Table 2 Comparison of placental efficiency of the two groups(x ± s）

Groups n Placenta(g) Fetal mice(g) Placental efficiency

GDM group

Control group

70

118

0.112± 0.005＃

0.103± 0.001

1.120± 0.086＃

0.844± 0.035

9.991± 0.942＃

8.465± 0.692

Note: Compared with control group,#P<0.01.
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2.3 胎鼠存活率

在妊娠开始至 18日有 2只 GDM组母鼠死亡，剖腹发现

损失共计 16只胎鼠。足月剖腹时发现 GDM组有 19只死亡胎

鼠，共计死亡 35只胎鼠；对照组发现 2只死亡胎鼠。计算两组

胎鼠存活率如表 3所示。对照组胎鼠存活率高于 GDM组，差

异具有统计学意义（P<0.01）。

表 3 两组胎鼠的存活率

Table 3 The survival rate of fetal mice of the two groups

Groups
The total number of fetal mice

（n)

The number of dead mice

(n)

The number of survival mice

(n)

The survival rate of fetal mice

(%)

Control group

GDM group

120

105

2

35

118

70

98.3

66.7*

Note: Compared with control group,*P<0.01.

2.4 RT-PCR结果分析
GDM组小鼠胎盘 EGFR mRNA的表达量高于对照组，具

有统计学意义（P<0.01），如图 1所示。

2.5 免疫组化结果分析
EGFR蛋白经过 DAB显色后呈棕黄色颗粒，主要位于胎

盘合体滋养细胞、细胞滋养细胞的胞膜、胞质及核膜，如图 2所

示。GDM组平均光密度值高于对照组，两组小鼠胎盘 EGFR的
表达差异具有统计学意义（P<0.01），如表 4所示。

2.6 妊娠糖尿病小鼠胎盘 EGFR表达与其血糖的关系
GDM组小鼠血糖值与其胎盘 EGFR的表达具有显著的相

关性（r=0.582, P<0.05）。

3 讨论

2010年国际糖尿病与妊娠研究组更新了 GDM诊断标准

的建议[12]，新建议中将诊断 GDM的各类血糖值限值降低，使得

诊断具有更高的灵敏度。此次更新说明 GDM的诊断、预防及

治疗越来越受到人们的重视。目前关于 GDM发病机制的研究

多集中在妊娠期胰岛素抵抗及胰岛茁细胞分泌变化、遗传、妊
娠相关激素，除此之外一些炎性因子和脂肪细胞因子的作用也

不容忽视[13]，但对其研究多数也是围绕胰岛素抵抗相关机制。

诸多因素影响 GDM的发生和发展，然而作为影响胚胎发育、

胎盘激素合成分泌、妊娠维持等生理过程的 EGF和 EGFR对
GDM 发生的因果关系目前的研究尚少，因此本研究针对
EGFR 在小鼠胎盘中的表达进行研究，初步探讨 EGFR 与
GDM发病的相互关系。

表皮生长因子受体及其配体自 1962年被发现以来一直为

研究者所重视。绝大多数表皮细胞和基质细胞都表达 EGFR，
EGF、TGF-琢、表皮素等都是其配体，其中以 EGF和 TGF-琢 最
为主要[14]。EGFR与其配体结合后可引起钙离子内流，DNA的

复制、转录及细胞分裂。胎盘作为胎儿与母体之间的交换器官

其滋养细胞中含有大量的 EGFR[15]。本研究显示，无论从 mR-

NA水平上还是蛋白水平上 EGFR在 GDM小鼠胎盘中的表达

量均高于对照组。我们推测原因如下：（1）GDM小鼠通过提高
胎盘 EGFR的表达量来增加与配体结合的机率，相当于增加其

活性，进而引起胎儿、胎盘的发育过度[16]。本研究中也确实发现

GDM组胎鼠和胎盘的重量均高于对照组；（2）Hakonen等 [17]利

用转基因技术建立 EGFR缺陷小鼠模型，观察其在妊娠期胰岛

茁细胞的扩增，实验的结果表明 EGF/EGFR信号通路是妊娠期

间胰岛茁细胞群增殖的必备条件。因此，从另一方面讲 GDM组

图 1 小鼠胎盘 EGFR mRNA的表达

Fig. 1 Expression of EGFR mRNA of placenta

Note: (A) Expression of EGFR mRNA of placenta in two groups. 1-3:

Control group, 4-6: GDM group; (B) Statistic results of EGFR mRNA

expression. *P<0.01, compared with control group.

Control group GDM group

图 2 两组胎盘免疫组化 EGFR的表达(× 400)

Fig. 2 Expression of EGFR of placenta in two groups(IHC× 400)

表 4 两组小鼠胎盘 EGFR蛋白表达(x± s)

Table 4 The expression of EGFR protein in placenta of the

two groups (x± s)

Groups n EGFR

Control group

GDM group

5

5

0.25± 0.03

0.37± 0.03#

Note: Compared with control group,#P<0.01.
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小鼠 EGFR 表达量增多也反映出 GDM 患者通过增加胰岛茁
细胞群而增强胰岛素分泌能力的现象，但这些却不足以对抗胰

岛素抵抗，最终导致 GDM[18,19]。本研究中 C57BL/6小鼠造模后

血糖始终高于对照组，并且我们对 GDM组母鼠血糖和本组胎
盘 EGFR表达做了 Pearson相关性分析，结果表明 GDM组母

鼠血糖与其胎盘 EGFR的表达具有相关性。综上所述，我们认

为 GDM导致了胎盘 EGFR的升高，而 EGFR非 GDM发病的

致病因素。

在研究中我们发现 GDM组小鼠胎盘效率高于对照组，胎

盘效率的提高反映胎儿与胎盘之间的物质交换和运输的效率

提高了，这可能是通过 EGFR表达的增多而实现的[20,21]。然而，

这种胎盘效率的增加却是 GDM病理状态导致的结果。GDM

组胎鼠存活率低于对照组，胎鼠死胎和吸收胎较多，分析原因

在于虽然 GDM小鼠胎盘重量较大，但是胎盘重量体现的却是

一种缺氧的代偿现象，当妊娠晚期或临产时会出现胎儿窘迫或

死产[22,23]。综上所述，GDM是妊娠期被发现或各种影响因素诱

发的失代偿，所以对其预防和治疗尤为重要[24]。我们认为 EGFR

的高表达是 GDM的重要病理变化之一，EGFR可以作为预防

或监控 GDM的潜在靶点，这将有待于我们进一步的研究。
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