
[收稿日期]２０２４－１２－０４
[作者简介]惠淑宁(１９８９—),女,主治医师,研究方向:围产医学.
[通讯作者]董利琴,副主任医师.

klotho通过IGFＧ１/PI３K调控滋养层细胞胰岛素
抵抗影响妊娠期糖尿病发生的机制研究

惠淑宁,董利琴

(西安医学院第一附属医院产科,陕西 西安７１０００３)

[摘　要]目的　本研究旨在探讨klotho通过IGFＧ１/PI３K 信号通路调控滋养层细胞的胰岛素抵抗(IR)影响妊娠期糖尿病

(GDM)发生的作用机制.方法　利用 TheHumanProteinAltas数据库预测klotho在胎盘中的表达情况,使用人胎盘滋养层细

胞 HTRＧ８ＧSvneo细胞系建立IR模型.使用shRNA技术降低klotho基因在细胞中的表达.实验分为４组:对照组(Control组)、

IR组、IR＋shRNAＧklotho组和IR＋shRNAＧklothoＧNC组(IR＋shRNA 组阴性对照).利用 RTＧqPCR检测klothomRNA 表达,

CCKＧ８法评估细胞增殖,TUNEL法检测细胞凋亡,Western印记检测相关蛋白表达,并通过葡萄糖摄取实验评估细胞的葡萄糖

摄取能力.结果　数 据 库 研 究 显 示,klotho在 胎 盘 中 有 较 高 水 平 的 表 达.研 究 发 现,与 Control组 相 比,IR 组 细 胞 的 klotho

mRNA表达水平显著升高(t＝６．０６３,P＜０．００１),２４h与４８h细胞增殖能力减弱(t＝５．３１２、８．６４７,P＜０．００１),凋亡率上升(t＝

６．２５８,P＜０．００１).而通过shRNA转染降低klotho表达后,相较于IR＋shRNAＧklothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组２４h与４８h
细胞增殖能力得到改善(t＝５．０８２、１１．０９２,P＜０．００１),凋亡率降低(t＝４．６４０,P＜０．００１).Western印记检测结果显示,与对照组

相比,IR组细胞中klotho蛋白表达量显著升高(t＝７．８４２,P＜０．００１),胰岛素样生长因子１(IGFＧ１)蛋白表达量显著下降(t＝

６．９５０,P＜０．００１),且IGFＧ１R、磷脂酰肌醇Ｇ３Ｇ激酶(PI３K)和IRSＧ１蛋白磷酸化水平也显著下降(t＝３．８１３、３．０７５、８．７３３,P＜０．０５).

降低klotho表达后,相较于IR＋shRNAＧklothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组细胞klotho蛋白表达量则明显下降(t＝６．５５８,P＜

０．００１),而IGFＧ１明显上升(t＝８．２０６,P＜０．００１),IGFＧ１R、PI３K 和IRSＧ１蛋白磷酸化水平也显著上升(t＝４．６０１、３．２９６、１２．３２６,

P＜０．０５).此外,相较于 Control组,IR组细胞的葡萄糖摄取量显著降低(t＝５．７８８,P＜０．００１),而降低klotho表达后,相较于IR

＋shRNAＧklothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组细胞葡萄糖摄取量显著升高(t＝４．１７３,P＜０．００１).结论　降低klotho表达可以

改善滋养层细胞的IR,促进滋养层细胞增殖,降低凋亡,并提高葡萄糖摄取能力,并推测是通过IGFＧ１/PI３K信号通路调控产生效

应.这些发现为理解和治疗 GDM 提供了新的分子靶点.

[关键词]klotho;胰岛素抵抗;妊娠期糖尿病;IGFＧ１/PI３K信号通路;滋养层细胞

Doi:１０．３９６９/j．issn．１６７３－５２９３．２０２５．０７．００５
[中图分类号]R１７３　　　　[文献标识码]A　　　　[文章编号]１６７３－５２９３(２０２５)０７－００３３－０８

MechanismofklothogeneregulationoninsulinresistanceintrophoblastcellsthroughIGFＧ１/PI３K
signalingpathwaytoaffectdevelopmentofgestationaldiabetesmellitus

HUIShuning,DONGLiqin
(DepartmentofObstetrics,TheFirstAffiliatedHospitalofXi′anMedicalCollege,ShannxiXi′an７１０００３,China)

[Abstract]ObjectiveToexploremechanismbywhichklothoregulatesinsulinresistance(IR)introphoblastcellsthroughinsulin

likegrowthfactor１(IGFＧ１)/phosphatidylinositol３Ｇkinase(PI３K)signalingpathwaytoaffectdevelopmentofgestationaldiabetes

mellitus(GDM)．MethodsTheHumanProteinAtlas(HPA)databasewasusedtopredictexpressionofklothoinhumanplacenta．

Thehumanplacentaltrophoblast HTRＧ８ＧSvneocelllinewasusedtoestablishanIR modelbytreatingcellswithdifferent

concentrationsofinsulin．TheexpressionofklothogeneinthecellswasreducedusingshRNAtechnology．Thehumanplacental

trophoblastcellsintheexperimentweredividedintofourgroups:controlgroup,IRgroup,IR ＋ shRNAＧklothogroup,andIR ＋

shRNAＧklothoＧNCgroup(negativecontrolforIR ＋ shRNA)．Realtimequantitativepolymerasechainreaction(RTＧqPCR)was

usedto detect klotho mRNA expression;CCKＧ８ reagentassay was used to assess proliferation ofthe cells;terminal

deoxynucleotidyltranferaseＧmediateddUTPＧbiotinnickendlabelingassay(TUNEL)wasusedtodetectapoptosisofthecells;

Westernblottingwasusedtodetectexpressionofrelatedproteininthecellsandglucoseuptaketestwasusedtoassessglucose

uptakecapacityofthecells．ResultsThestudiesfromtheHPAdatabaseshowthatklothoisexpressedatrelativelyhighlevelinthe

placenta．Inourstudy,itwasfoundthatcomparedtothecontrolgroup,expressionofklothomRNAinthetrophoblastcellsinthe
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IRgroupwassignificantlyhigher(t＝６．０６３,P＜０．００１),whilecellproliferationabilityweakenedatboth２４hand４８h(t＝５．３１２

and８．６４７respectively,bothP＜０．００１),withanincreasedapoptosisrate(t＝６．２５８,P＜０．００１)．Afterreducingklothoexpression

throughshRNAtransfection,comparedtotheIR＋shRNAＧklothoＧNCgroup,theproliferationabilityofthetrophoblastcellsinthe

IR＋shRNAＧklothogroupimprovedatboth２４hand４８h(t＝５．０８２and１１．０９２respectively,bothP＜０．００１),andtheapoptosisrate

decreased(t＝４．６４０,P＜０．００１)．WesternblotanalysisshowedthatexpressionofklothoproteininthecellsintheIRgroupwas

significantlyhigherthanthatinthecontrolgroup(t＝７．８４２,P＜０．００１),whileexpressionofIGFＧ１proteinwassignificantlylower

thanthatinthecontrolgroup(t＝６．９５０,P＜０．００１),andphosphorylationlevelsofIGFＧ１receptor(IGFＧ１R),PI３K,andinsulin

receptorsubstrate１(IRSＧ１)werealsosignificantlylower(t＝３．８１３,P＜０．００１;t＝３．０７５,P＝０．００３;t＝８．７３３,P＜０．００１)．After

theexpressionofklothowasreduced,theexpressionamountofIGFＧ１proteininthetrophoblastcellsintheIR＋shRNAＧklotho

groupwassignificantlylowerthanthatinthetrophoblastcellsintheIR＋shRNAＧklothoＧNCgroup(t＝６．５５８,P＜０．００１),while

thelevelofIGFＧ１andthephosphorylationlevelsofIGFＧ１R,PI３KandIRSＧ１proteinalsosignificantlyhigher(t＝８．２０６,P＜０．００１;

t＝４．６０１,P＜０．００１;t＝３．２９６,P＝０．００２;t＝１２．３２６,P＜０．００１)．Furthermore,comparedtothecontrolgroup,theglucoseuptakeof

thetrophoblastcellsintheIRgroupwassignificantlylower(t＝５．７８８,P＜０．００１)．Aftertheexpressionofklothogenewas

reduced,comparedtotheIR＋shRNAＧklothoＧNCgroup,theglucoseuptakeofthetrophoblastcellsintheIR＋shRNAＧklothogroup
wassignificantlyhigher(t＝４．１７３,P＜０．００１)．ConclusionReducingexpressionofklothogenecanimproveIRintrophoblastcells,

promotecellproliferation,reducecellapoptosis,andenhanceglucoseuptake．Itishypothesizedthattheseeffectsexertthroughthe

IGFＧ１/PI３Ksignalingpathway．ThesefindingsprovidenewmoleculartargetsforunderstandingandtreatingGDM．
[Keywords]klothogene;insulinresistance;gestationaldiabetesmellitus;IGFＧ１/PI３Ksignalingpathway;trophoblastcell

　　妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,

GDM)是孕期首次诊断的高血糖状态,全球患病率约

１４％,在我国约为１７．５％~１８．９％[１Ｇ２].其发病率随

着孕妇体重和年龄增加而上升[３].GDM 对母婴健

康有短期和长期不良影响,并使孕妇未来患Ⅱ型糖

尿病的风险增加七倍[４].此外,GDM 子女也面临更

高的心脏代谢疾病风险[５].

GDM 的发生受多种因素影响,包括环境因素和

遗传因素,但其确切的发病机制尚未完全明确[６Ｇ７].

胰岛素抵抗(insulinresistance,IR)被认为是 GDM
一个重要的病理性基础.当机体发生IR时,血液中

的葡萄糖难以转运至组织细胞内并进行糖异生作

用,导致血糖浓 度 升 高[８].胰 岛 素 样 生 长 因 子 １
(IGFＧ１)在分子结构上与胰岛素类似,血液中IGFＧ１
过高时可导致高胰岛素环境,进一步加剧IR[９].活

化的IGFＧ１受体和胰岛素受体可磷酸化胰岛素受体

底物(insulinreceptorsubstrate,IRS),进而激活磷

脂 酰 肌 醇Ｇ３Ｇ激 酶 (phosphatidylinositol３Ｇkinase,

PI３K)/蛋白激酶B(proteinkinaseB,Akt)及下游的

级联反应,促进细胞摄取葡萄糖,通路中任何环节发

生异常均可能导致IR 的发生[５,９Ｇ１１].另外,IR 的发

生与胎盘也密切相关.胎盘是在妊娠期形成的一个

临时性器官,可分泌多种激素和细胞因子进入母体

循环系统,其异常分泌促进了母体妊娠期IR 的发

生,其机制可能与 GDM 孕妇胎盘中胰岛素和IGFＧ１

信号过度激活相关[８].胎盘滋养层细胞增殖、侵袭

和凋亡过程是维持胎盘稳态的关键因素,其功能异

常时可能引发妊娠相关疾病[１２].

klotho是在１９９７年发现的与衰老密切相关的

一个基因,在机体老龄化及相关疾病的调控中扮演

着重要角色[１３].已有研究证明,klotho在多个生物

学 过 程 中 发 挥 作 用,包 括 心 脏 功 能 保 护 等[１４].

klotho可介导IGFＧ１R/FOXO３a调控B细胞非霍奇

金淋巴瘤发生发展过程,提示klotho是IGFＧ１R的上

游分子,且可能具有调节IGFＧ１ 在体内表达的作

用[１５Ｇ１６].

本研究将利用人胎盘滋养层细胞 HTRＧ８ＧSvneo
细胞系建立IR模型,研究klotho调控IGFＧ１/PI３K
通路在细胞增殖、细胞凋亡、葡萄糖摄取能力以及胰

岛素信号通路中的变化,以明确其在IR中的作用机

制,进一步明确其如何影响 GDM 的发生,为 GDM
的预防和治疗提供新的视角

１材料与方法

１．１主要试剂与仪器

１．１．１细胞

人绒毛膜滋养层细胞 HTRＧ８ＧSvneo(CLＧ０７６５
武汉普诺赛).

１．１．２试剂

HTRＧ８ＧSvneo细胞专用培养基(CMＧ０７６５武汉

４３
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普诺赛);shRNA、阴性对照质粒由生工生物工程(上

海)有限公司合成;葡萄糖 (Glu)测试盒 Glucose

UptakeＧGloTM Assay(J１３４１普洛麦格(北京));重组

人胰岛素(I８８３０ 北京索莱宝);总 RNA 提取试剂

(Trizol)(B５１１３１１ 上海生工);AMV 反转录试剂盒

(B６０００２０上海生工);CCKＧ８试剂盒(CA１２１０ 北京

索莱宝);多聚甲醛 (P００９９ 上海碧云天);一步法

TUNEL原位细胞凋亡检测试剂盒(EＧCKＧA３２０ 武

汉伊莱瑞特)、抗荧光淬灭剂(EＧIRＧR１１９武汉伊莱瑞

特);高效 RIPA 裂解液(R００１０ 北京索莱宝);BCA
蛋白浓度测定试剂盒(P００１０,上海碧云天);SDSＧ

PAGE 蛋白上样缓冲液(P００１５上海碧云天);klotho
抗体(ab１８１３７３上海爱博抗);IGFＧ１抗体(ab１３３５４２
上海爱博抗);IGFＧ１R抗体(ab１８２４０８上海爱博抗);

pＧIGFＧ１R抗体(ab３９３９８ 上海爱博抗);PI３K 抗体

(ab１９１６０６上海爱博抗);pＧPI３K 抗体(ab１３８３６４ 上

海爱博抗);IRSＧ１抗体(ab１３１４８７ 上海爱博抗)和

pＧIRSＧ１抗 体 (ab１０９５４３ 上 海 爱 博 抗);IgG 二 抗

(３００００Ｇ０ＧAP武汉三鹰).

１．１．３仪器

恒温细胞培养箱(天津泰斯特);细胞孔板(上海

碧云天);多功能酶标仪(TECAN);电泳仪(北京六

一);超速 离 心 机 (湖 南 湘 仪);超 净 工 作 台 (苏 净

安泰).

１．２生物信息学分析

通过 TheHumanProteinAtlas(HPA)数据库

(https://www．proteinatlas．org/)分析 klotho在人

体各组织中的表达情况,特别是在胎盘中的表达.

１．３细胞培养与建模

HTRＧ８ＧSvneo细 胞 选 用 专 用 培 养 基 (RPMIＧ

１６４０＋１０％胎牛血清＋１％青霉素Ｇ链霉素溶液)置于

５％CO２、３７℃细胞培养箱中培养过夜.将 HTR８ＧS/

Vneo细胞(１×１０５个/孔)接种到２４孔板,５％CO２、

３７℃条件下培养２４h,待细胞密度达到８０％左右时,

加入不同浓度的胰岛素(０、１、５、１０、２０、５０μmol/L)处

理不同时间(２４、３６、４８、６０h)诱导细胞产生IR.然后

用相应试剂盒检测各组细胞葡萄糖消耗量,以确定

最适胰岛素处理浓度和处理时间.

１．４转染与分组

１．４．１转染

将产生胰岛素抵抗的IRＧHTRＧ８ＧSvneo细胞选

用专用培养基(RPMIＧ１６４０＋１０％胎牛血清＋１％青

霉素Ｇ链霉素溶液)置于５％CO２、３７℃细胞培养箱中

培养过夜.更换无血清专用培养基,将细胞(１×１０５

个/孔)接种至２４孔板上,待细胞生长密度达到８０％
左右进行转染操作.将shRNAＧklotho和shRNAＧ

klothoＧNC质粒分别转染至细胞中,转染成功后更换

为专用培养基继续培养.

１．４．２分组

IRＧHTRＧ８ＧSvneo 细 胞 经 shRNAＧklotho 和

shRNAＧklothoＧNC 质 粒 分 别 转 染 后,设 为 IR＋

shRNAＧklotho组和IR＋shRNAＧklothoＧNC组.另

外设置对照组(无转染,无胰岛素抵抗)和IR 组(转

染,具胰岛素抵抗),用专用培养基培养.

１．５RTＧqPCR法检测细胞中klothomRNA 的

表达

收集各组细胞,使用总 RNA 提取试剂(Trizol)

提取细胞总 RNA,并参照 AMV 反转录试剂盒将

RNA逆转录为cDNA.以cDNA 为模板,用SYBR

green试剂盒进行RTＧqPCR反应.

１．６CCKＧ８法检测细胞增殖情况

将 HTRＧ８S/Vneo细胞以４×１０３个/孔接种到

９６孔板中,并设置空白对照组,每组包含５个重复

孔.分别于０、１２、２４和４８h向每个孔中添加１０μL
的CCKＧ８试剂,并将９６孔板置于３７℃培养箱中培

养２h,在４５０nm 处用分光光度计测量每孔 OD 值,

计算细胞的相对活力.

表１　klotho及内参GAPDH引物序列

Table１　Sequencesofklothogeneandprimeofinternalreferenceproteinof

glyceraldehydeＧ３Ｇphosphatedehydrogenase(GAPDH)

引物序列 上游引物 下游引物

klotho ５′ＧAGCAATCTGGTCTGAATAACACTGGＧ３′ ５′ＧAGCAATCTGGTCTGAATAACACTGGＧ３′

GAPDH ５′ＧTGATCTAAAGCCACGCCTCCＧ３′ ５′ＧGGGACCATTAGTGGGTGAGCＧ３′

５３
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１．７TUNEL法检测细胞凋亡情况

将细胞爬片放置于２４孔培养板中,随后将不同

组细胞以每孔１×１０５个接种其中,使细胞贴壁于爬

片上生长,置于３７℃、５％CO２的培养箱中培养２４小

时.使用PBS溶液洗涤爬片,并浸入４％的多聚甲

醛固定液中固定１５min.固定后,再次使用 PBS洗

涤爬片,置于 ０．２％ TritonXＧ１００ 通透液中通透

１０min.PBS洗涤爬片,在每个样本上滴加１００μL
的 TdT平衡缓冲液并置于湿盒中平衡３０min.之

后,向每个样本中加入５０μL的 TdT标记工作液,在

湿盒中避光反应６０min.向样本滴加 DAPI工作液

对细胞核进行染色,室温下避光孵育５min.最后再

加入抗荧光淬灭封片液,使用荧光显微镜观察并记

录细胞的荧光图像.

１．８ Western印记检测klotho、IGFＧ１/PI３K 通

路及相关蛋白的表达

收集各组细胞并加入１mL裂解液,裂解３０min
后,１２０００r/min离心１５min,收集上清液.BCA 法

测定蛋白浓度,SDSＧPAGE电泳分离蛋白并转移到

PVDF膜上,封闭２h.然后依次加入klotho(１∶１０００
稀释)、IGFＧ１(１∶１５００稀释)、IGFＧ１R(１∶１０００稀

释)、pＧIGFＧ１R(１∶５００稀释)、PI３K(１∶１０００稀

释)、pＧPI３K(１∶５００稀释)、IRSＧ１(１∶５００稀释)、

pＧIRSＧ１(１∶１０００稀释)一抗,在４℃下孵育过夜.

洗去一抗,用对应二抗在室温下孵育２小时以增强

检测信号.洗去二抗,扫描胶片并使用ImageJ软

件对目标条带光密度值进行分析,以 GADPH 为参

照,计算各蛋白的相对表达量.

１．９细胞葡萄糖吸收检测

取各组细胞接种于９６孔培养板中,培养２４h.

用试剂盒检测细胞对葡萄糖的摄取量,并计算各组

细胞葡萄糖消耗量.

１．１０统计学方法

采用 Graphpadprism９软件进行统计学分析,

数据以均值±标准差(x－±s)表示.两组间比较采

用独立样本t 检验,独立实验至少重复三次.当

P＜０．０５时,被认为差异有统计学意义.

２结果

２．１Klotho在胎盘中的表达情况

HPA数据库显示,klothoRNA 及蛋白质在胎

盘组织中具有一定水平的表达,见图１~２.

图１　klotho蛋白在胎盘组织中的表达情况(HPA数据库)

Fig．１　Expressionofklothoproteininhuman

placentaltissues(from HPAdatabase)

图２　klothoRNA在人体各组织中的表达情况(HPA数据库)

Fig．２　ExpressionofklothoRNAindifferenthumanbodytissues(from HPAdatabase)

２．２胰岛素抵抗 HTRＧ８ＧSvneo细胞模型构建

经过１０μmol/L、３６h处理的 HTR８ＧSVneo细

胞对葡萄糖摄取量最少,与３６h、０μmol/L组相比存

在统计学差异(t＝９．０６１,P＜０．００１),见图３.
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注:与０μmol/L组相比,∗P＜０．０５.

图３　不同浓度胰岛素处理 HTRＧ８ＧSvneo细胞

不同时间后对葡萄糖摄取量的影响

Fig．３　EffectonglucoseuptakeofHTRＧ８/SVneocells

atdifferenttimepointsafterbeingtreated

withdifferentconcentrationsofinsulin

２．３各组细胞klothomRNA表达水平

RTＧqPCR检测各组 HTRＧ８ＧSvneo细胞klotho

mRNA的相对表达水平,实验发现,与control组相

比,IR组细胞klothomRNA 的相对表达水平显著

升高(t＝６．０６３,P＜０．００１);与IR＋shRNAＧklothoＧ

NC 组 相 比,IR＋shRNAＧklotho 组 细 胞 klotho

mRNA的相对表达水平明显降低(t＝４．０６８,P＜

０．００１);IR组与IR＋shRNAＧklothoＧNC组无明显差

异(P＞０．０５),见表２.

表２　各组细胞klothomRNA表达水平(x－±s)

Table２ExpressionlevelsofklothomRNAinthe

trophoblastcellsinthefourgroups(x－±s)

组别 klothomRNA

Control组 ０．７６７±０．０８２

IR组 １．１８３±０．１４７∗

IR＋shRNAＧklothoＧNC组 １．１３３±０．１２１

IR＋shRNAＧklotho组 ０．８１７±０．１１７＃△

　　注:与Control组比较,∗P＜０．０５;与IR 组比较,＃P＜０．０５;与

IR＋shRNAＧklothoＧNC组相比,△P＜０．０５.

２．４各组细胞增殖能力比较

四组细胞在０h时未观察到细胞活力有差异

(P＞０．０５).在２４、４８h时,相较于Control组,IR组

细胞活力显著降低(t＝５．３１２、８．６４７,P＜０．００１).相

较 于 IR ＋shRNAＧklothoＧNC 组,IR ＋shRNAＧ

klotho组细胞活力则明显升高(t＝５．０８２、１１．０９２,

P＜０．００１).IR 组和IR＋shRNAＧklothoＧNC 组细

胞活力无明显差异(P＞０．０５),表３.

表３　各组细胞活力、凋亡率水平(x－±s)

Table３　Viabilityandapoptosisrateofthetrophoblastcellsinthefourgroups(x－±s)

组别
细胞活力(％)

０h ２４h ４８h
凋亡率(％)

Control组 ５０．１７±９．７５ １００．６７±１４．０１ １３６．００±１１．０１ ６．２２±０．９９

IR组 ４９．５０±８．３１ ６４．５０±９．０５∗ ８９．５０±７．２３∗ １１．０５±１．３２∗

IR＋shRNAＧklothoＧNC组 ５０．８３±７．１４ ６９．８３±１０．１３∗ ８５．１７±３．３１∗ １０．３７±１．９１∗

IR＋shRNAＧklotho组 ５０．５０±４．１４ １０１．３３±１１．３１＃△ １３０．１７±９．３７＃△ ６．７８±０．８８＃△

　　注:与Control组比较,∗P＜０．０５;与IR组比较,＃P＜０．０５;与IR＋shRNAＧklothoＧNC组相比,△P＜０．０５.

２．５各组细胞凋亡情况比较

相较于Control组,IR组细胞凋亡率显著升高

(t＝６．２５８,P ＜０．００１).相 较 于 IR＋shRNAＧ

klothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组细胞凋亡率降

低(t＝４．６４０,P＜０．００１).IR 组和IR＋shRNAＧ

klothoＧNC组细胞凋亡率则无明显差异(P＞０．０５).

见图４,表３.

２．６各组细胞klotho、IGFＧ１/PI３K 通路及相关

蛋白的表达水平

与Control组比较,IR组细胞klotho蛋白表达

量显著升高(t＝７．８４２,P＜０．００１),IGFＧ１蛋白表达

量则显著下降(t＝６．９５０,P＜０．００１),IGFＧ１R、PI３K
和IRSＧ１蛋白磷酸化水平也显著下降(t＝３．８１３、

３．０７５、８．７３３,P ＜０．０５).相 较 于 IR＋shRNAＧ

klothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组细胞klotho蛋

白表达量则明显下降(t＝６．５５８,P＜０．００１),IGFＧ１明

显上升(t＝８．２０６,P＜０．００１),IGFＧ１R、PI３K和IRSＧ１
蛋白磷酸化水平也显著上升(t＝４．６０１、３．２９６、１２．３２６,

P＜０．０５).IR组和IR＋shRNAＧklothoＧNC组细胞

蛋白表达量无明显差异(P＞０．０５),见图５.
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图４　各组细胞凋亡情况比较

Fig．４　ApoptosisofthetrophoblastcellsinthefourgroupsbyTUNELstaining

图５　各组细胞klotho、IGFＧ１、IGFＧ１R、pＧIGFＧ１R、

PI３K、pＧPI３K、IRSＧ１、pＧIRSＧ１的相对表达量

Fig．５　Relativeexpressionamountsofklotho,IGFＧ１,

IGFＧ１R,pＧIGFＧ１R,PI３K,pＧPI３K,IRSＧ１and

pＧIRSＧ１inthetrophoblastcellsinthefourgroups

２．７各组细胞葡萄糖摄取情况比较

相较于Control组,IR组细胞葡萄糖摄取量显

著降低(t＝５．７８８,P＜０．００１).相较于IR＋shRNAＧ

klothoＧNC组,IR＋shRNAＧklotho组细胞葡萄糖摄

取量显著升高(t＝４．１７３,P＜０．００１).IR组和IR＋

shRNAＧklothoＧNC组比较则无明显差异(P＞０．０５),

表４.

表４　各组细胞葡萄糖摄取情况(x－±s)

Table４　Glucoseuptakeofthetrophoblastcells

inthefourgroups(x－±s)

组别 Control组 IR组
IR＋shRNAＧ
klothoＧNC组

IR＋shRNAＧ
klotho组

葡萄糖摄取

量(nmol/L)
６．９３±１．１９ ４．０３±０．３０∗ ４．４２±０．７６∗ ５．９７±０．５０＃△

　　注:与 Control组比较,∗P＜０．０５;与IR 组比较,＃P＜０．０５;与

IR＋shRNAＧklothoＧNC组相比,△P＜０．０５.

３讨论

３．１GDM 的背景与病理机制

GDM 是妊娠期妇女血糖异常最为常见的一种

病症,由遗传及环境因素共同导致,严重影响母婴健

康.年龄、产次、糖尿病家族史、多囊卵巢综合征、肥

胖被认为是妊娠期妇女 GDM 的独立危险因素[１７].

GDM 的病理机制尚未完全明确,但IR是其主要的

病理学特征.在正常的妊娠过程中,葡萄糖优先被

发育中的胎儿利用,导致母体的胰岛素敏感性逐渐

降低.这种IR通常从妊娠中期开始出现,并在妊娠

晚期加剧.当胰岛β细胞的功能无法代偿不断增加

的IR时,GDM 便可能发生[５].因此,积极寻找IR
相关治疗靶点,对于更深入认识 GDM 的发病机制

及更好地改善 GDM 患者临床治疗及预后均具有十

分重要的意义.
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３．２Klotho基因的基本特性与生物学作用

klotho作为一个衰老基因被人类所发现,序列

全长 约 ５０kb,含 有 ５ 个 外 显 子 和 ４ 个 内 含 子.

klotho主要表达于远端肾小管及脑脉络丛,甲状旁

腺、前列腺、胎盘等组织也有一定表达,在机体中起

着抗炎、抗氧化应激、抗细胞凋亡、抗纤维化等多种

生物学效应[１８].随着近年来研究的深入,人们发现

klotho与多种恶性肿瘤的发病机制密切相关,如乳

腺癌[１９]、甲状腺癌[２０]、肝癌[２１]、卵巢癌[２２]等.研究

发现,klotho在 A５４９肺癌细胞系中的表达较低,而

klotho过表达对 A５４９细胞的增殖表现出抑制作

用,推测其机制可能与激活促凋亡的Bim 蛋白和抑

制 Wnt/βＧcatenin 信 号 通 路 相 关[２３].例 如,李 媛

等[２４]发现klotho表达上调可抑制PI３K/AKT通路

的活化.杨莎莎等[２５]同样证实了klotho可以改善

高糖作用下肾小球系膜细胞的活力,降低凋亡率,并

加强细胞抗氧化能力以及减少炎性反应,其机制可

能部分通过激活 PI３K/AKT 通路以抑制细胞内质

网应激,从而对肾小球系膜细胞发挥保护作用.本

研究通过 HPA数据库证实了klotho在胎盘中具有

一定水平的表达.本研究结 果 显 示,产 生IR 的

HTRＧ８ＧSvneo细胞中klotho表达量明显升高,细胞

活力下降,凋亡率增高.shRNAＧklotho质粒转染的

HTRＧ８ＧSvneo细胞中klotho表达量下降,细胞活力

和凋亡 率 相 较 于 IR 组 得 到 明 显 改 善.这 提 示

klotho对产生IR的滋养层细胞具有保护作用.

３．３Klotho通过调节IGFＧ１/PI３K 信号通路在

妊娠期糖尿病中的潜在作用

klotho能够特异性与胰岛素受体和IGFＧ１受体

结合,阻止其磷酸化,导致胰岛素和IGFＧ１细胞内信

号传导减弱,表现为对这些激素的敏感性降低,从而

诱导了IR[２６].胰岛素通路的激活依赖于一系列蛋

白分子的磷酸化级联反应,当细胞对胰岛素和IGFＧ

１的反应下降时,也减少其下游分子IRS、PI３K 及

Akt的磷酸化.PI３K/Akt信号通路是经典的调控

细胞合成和代谢的信号通路,在细胞增殖、分化、凋

亡等多个生物过程中发挥重要作用.Lin等[２７]研究

也发现klotho的表达上调加重了 GDM 滋养层细胞

的IR,可能通过IGFＧ１/PI３K/Akt/mTOR 通路介

导.本研究结果显示,产生IR 的 HTRＧ８ＧSvneo细

胞内IGFＧ１、IGFＧ１R、pＧIGFＧ１R、PI３K、pＧPI３K、IRSＧ

１、pＧIRSＧ１蛋白表达量显著下降,细胞对葡萄糖摄取

能力也减弱.而shRNAＧklotho质粒转染的 HTRＧ

８ＧSvneo细胞中IGFＧ１、IGFＧ１R、pＧIGFＧ１R、PI３K、pＧ

PI３K、IRSＧ１、pＧIRSＧ１蛋白表达量明显提升,对葡萄

糖摄取能力也得到改善.这与上述结果相似.

３．４研究局限

本研究探讨了klotho通过IGFＧ１/PI３K信号通

路对滋养层细胞IR的影响,为深入解析 GDM 的发

病机制提供了新的视角.然而,该研究也存在一些

不足之处.首先,本研究主要在体外细胞模型中进

行,其结果需要在体内模型或临床样本中进一步验

证.其次,尽管研究观察到了klotho表达变化对IR
及相关信号通路的影响,但对于klotho在 GDM 中

的具体作用机制和临床应用的可行性仍需更深入的

研究.因此,未来的研究需要在更广泛的层面上评

估klotho在 GDM 中的作用,并探索其在临床治疗

中的潜在应用.

３．５结论

综上所述,本研究通过体外实验模型揭示了

klotho在调节滋养层细胞IR中的重要作用,并指出

klotho通过IGFＧ１/PI３K 信号通路对其具有显著影

响.研究结果表明,降低klotho在细胞中的表达能

够抑制细胞凋亡、促进增殖和葡萄糖摄取能力,改善

滋养层细胞的IR状态,这为 GDM 的预防和治疗提

供了新的分子靶点和理论基础.

[参考文献]

[１]LiuY,LiD Y,BolataiA,etal．Progressinresearchon

biomarkersofgestationaldiabetes mellitusand preeＧ

clampsia[J]．Diabetes,MetabolicSyndromeandObesity,

２０２３:３８０７Ｇ３８１５．

[２]WangH,LiN,ChiveseT,etal．IDFdiabetesatlas:estiＧ

mationofglobalandregionalgestationaldiabetesmelliＧ

tusprevalencefor２０２１byInternationalAssociationof

DiabetesinPregnancyStudyGroup􀆳sCriteria[J]．DiabeＧ

tesresearchandclinicalpractice,２０２２,１８３:１０９０５０．

[３]蔡丽萍,林珊,姚观昀．妊娠年龄及孕早期糖耐量水平与妊

娠期糖尿病的关系探究[J]．糖尿病新世界,２０２２,２５(１８):

４７Ｇ５０．

[４]YouH,HuJ,LiuY,etal．Riskoftype２diabetesmellitus

９３

第３６卷第７期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 中国妇幼健康研究　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Vol􀆰３６No􀆰７
２０２５年７月　　　　　　　　　　　　　　ChineseJournalofWomanandChildHealthResearch　　　　　　　　　　　　　　 　Jul．２０２５



aftergestationaldiabetesmellitus:Asystematicreview&

metaＧanalysis[J]．IndianJournalof MedicalResearch,

２０２１,１５４(１):６２Ｇ７７．

[５]RuszałaM,Niebrzydowska M,Pilszyk A,etal．Novel

biomoleculesinthepathogenesisofgestationaldiabetes

mellitus[J]．InternationalJournalofMolecularSciences,

２０２１,２２(２１):１１５７８．

[６]周华．妊娠期糖尿病发病机制相关研究进展[J]．实用妇科

内分泌电子杂志,２０２１,８(１８):４２Ｇ４６．

[７]OnatT,DemirCaltekinM,TurksoyVA,etal．TherelaＧ

tionshipbetweenheavy metalexposure,traceelement

level,andmonocytetoHDLcholesterolratiowithgestaＧ

tionaldiabetes mellitus[J]．Biologicaltrace element

research,２０２１,１９９(４):１３０６Ｇ１３１５．

[８]崔佳玉,赵文芳．妊娠期胰岛素抵抗发生机制研究进展

[J]．中国医药导刊,２０２４,２６(２):１６５Ｇ１７０．

[９]LiX,LinS,YangX,etal．WhenIGFＧ１MeetsMetabolic

InflammationandPolycysticOvarySyndrome[J]．InterＧ

nationalImmunopharmacology,２０２４,１３８:１１２５２９．

[１０]郝玉洁,张军．妊娠期糖尿病发病机制的研究现状及进展

[J]．中国医药,２０２３,１８(１０):１５８７Ｇ１５９１．

[１１]赖玉婷,葛莉,黄萍萍,等．PI３K/AKT 信号通路在妊娠

期糖尿病中的作用研究进展[J]．中国妇幼保健,２０２１,３６

(１):２３４Ｇ７．

[１２]钱利强,潘熠斌,王佩欣,等．复发性自然流产患者绒毛中

滋养层细胞的变化[J]．全科医学临床与教育,２０２２,２０

(５):４１３Ｇ４１５,３８０．

[１３]AbrahamCR,LiA．AgingＧsuppressorKlotho:Prospects

indiagnosticsandtherapeutics[J]．Ageing Research

Reviews,２０２２,８２:１０１７６６．

[１４]王一平,医学分子生物学．Klotho通过调控巨噬细胞极

化延缓心脏衰老的作用及机制研究[D]．乌鲁木齐:新疆

医科大学,２０２５．

[１５]FengL,LiB,XiY,etal．AerobicexerciseandresisＧ

tanceexercisealleviateskeletalmuscleatrophythrough

IGFＧ１/IGFＧ１RＧPI３K/Aktpathwayin micewith myoＧ

cardialinfarction[J]．AmericanJournalofPhysiologyＧ

CellPhysiology,２０２２,３２２(２):C１６４ＧC１７６．

[１６]蔡新喜,谢巧金．血清 GH、IGFＧ１、klotho水平与儿童生

长发育的关系[J]．医学理论与实践,２０２３,３６(１７):３００８Ｇ

３００９,３０２８．

[１７]张蕾,连文文．妊娠期糖尿病流行病学特征及危险因素分

析[J]．中国公共卫生管理,２０２４,４０(３):４１６Ｇ４１８,４２５．

[１８]刘伟霞,王栋,胡晓舟,等．百令胶囊联合羟苯磺酸钙胶囊

治疗糖尿病肾病的临床效果及对患者血清 αＧklotho蛋

白,YKLＧ４０,Vaspin 水 平 的 影 响 [J]．联 勤 军 事 医 学,

２０２１,３５(１２):８７７Ｇ８８０．

[１９]Shmulevich R,Nissim T B K,WolfI,etal．Klotho

rewires cellular metabolism of breast cancer cells

throughalterationofcalciumshuttlingand mitochonＧ

drialactivity[J]．Oncogene,２０２０,３９(２４):４６３６Ｇ４６４９．

[２０]WuQ,JiangL,WuJ,etal．KlothoInhibitsProliferation

inaRETFusionModelofPapillaryThyroidCancerby

RegulatingtheWnt/βＧCateninPathway[J]．CancerManag

Res,２０２１,１３:４７９１Ｇ４８０２．

[２１]ChiZ,TengY,LiuY,etal．Associationbetweenklotho

andnonＧalcoholicfattyliverdiseaseandliverfibrosis

basedontheNHANES２００７Ｇ２０１６[J]．AnnalsofHepaＧ

tology,２０２３,２８(５):１０１１２５．

[２２]AlＧZahraniM H,YahyaF M,AssidiM,etal．Klotho

promotermethylationstatusanditsprognosticvaluein

ovariancancer[J]．Molecularand ClinicalOncology,

２０２１,１５(３):１８１．

[２３]MatsumotoM,OgawaN,FukudaT,etal．ProteininterＧ

actionnetworkscharacterizingtheA５４９cellsKlotho

transfectedareassociatedwithactivatedproＧapoptotic

Bimandsuppressed Wnt/βＧcateninsignalingpathway
[J]．ScientificReports,２０２４,１４(１):２１３０．

[２４]李媛,孙锁锋．山茱萸多糖通过上调klotho表达和抑制

PI３K/AKT通路对肝癌 HepG２细胞增殖、凋亡的影响

[J]．现代药物与临床,２０１９,３４(１０):２８８７Ｇ２８９３．

[２５]杨莎莎,周利．Klotho通过激活 PI３K/AKT通路抑制肾

小球系膜细胞内质网应激介导的细胞凋亡研究[J]．四川

医学,２０１９,４０(１０):１０１０Ｇ１０１６．

[２６]GaoXK,RaoXS,CongXX,etal．Phaseseparationof

insulinreceptorsubstrate１ drivestheformation of

insulin/IGFＧ１signalosomes[J]．Celldiscovery,２０２２,

８(１):６０．

[２７]LinL,WangX,ZhaoW,etal．UpregulationofKlotho

aggravatesinsulin resistance in gestational diabetes

mellitustrophoblastcells[J]．GeneticsResearch,２０２２,

２０２２(１):１５００７６８．

[专业责任编辑:米　阳]

[中文编辑:刘昕田;英文编辑:杨周岐]

０４

　　　　　　　在线投稿网址 http://mchchina􀆰xjtu􀆰edu􀆰cn　


