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妊娠期接触糖皮质激素对子代大鼠海马ＳＧＫｍＲＮＡ表达的影响

丛滨海，黎跃华，孙婷婷，朱晓燕，温健男，胡　佳，盛　慧，倪　鑫

第二军医大学基础部生理学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：研究妊娠期大鼠接触糖皮质激素（ＧＣｓ）对子代大鼠海马组织血清和糖皮质激素调节蛋白激酶（ＳＧＫ）表达的影

响，并初步探讨其可能原因。方法：根据大鼠发情周期进行合笼，次晨阴道涂片发现精子作为受孕０．５ｄ。孕鼠随机分为对照

组和地塞米松组，每组１０只。地塞米松组大鼠在妊娠第１４日起皮下注射地塞米松０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），对照组注射等量生理

盐水。取出生后１、７和４２ｄ的子代大鼠海马组织，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测ＳＧＫ和糖皮质激素受体（ＧＲ）ｍＲＮＡ表达情况。

结果：地塞米松组子代出生时体质量明显低于对照组，随后出现追赶性生长；地塞米松组子代在出生后１、７、４２ｄ，其海马组织

ＳＧＫ和ＧＲｍＲＮＡ表达较对照组明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论：妊娠晚期接触ＧＣｓ可使子代大鼠海马ＳＧＫ和ＧＲ的基础表达

降低。
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　　糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣｓ）是由肾上腺
皮质分泌的一种类固醇激素，在机体代谢、应激反
应、神经系统发育以及下丘脑垂体肾上腺轴（ｈｙ
ｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌａｘｉｓ，ＨＰＡａｘｉｓ）的调
节等过程中起着重要的作用。临床上经常应用ＧＣｓ
来治疗具有早产倾向的孕妇，以减少胎儿死亡率。
然而，越来越多的研究表明，出生前接触过多的ＧＣｓ
会引起胎儿体内某些基因的表达发生永久性改变，
从而导致子代成年后某些疾病，如高血压、２型糖尿

病以及神经精神疾患等的发生率明显增加［１］。这种
在生命早期某种异常因素所导致的永久性基因表达

的改变称为编程作用 （ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓ）或印
痕效应 （ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓ）。海马结构对编程作用
高度敏感。海马是 ＨＰＡ轴的高级调节中枢，静息
状态下，海马参与抑制 ＨＰＡ 轴功能，形成 ＨＰＡ 轴
功能节律的波谷期；应激状态下，海马则起着关闭

ＨＰＡ轴的作用，防止 ＨＰＡ 轴过度的应激反应。在
大脑发育过程中，海马对内源性和外源性ＧＣｓ尤为



·１４９６　 · 第二军医大学学报　２００８年１２月，第２９卷

敏感，妊娠期应激或接触 ＧＣｓ可使海马神经元丢
失，树突萎缩，突触减少，糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒ
ｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）和盐皮质激素受体（ｍｉｎｅｒａｌ
ｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＲ）ｍＲＮＡ 表达减少，同时还
可使海马内的神经递质系统发生改变，而ＧＣｓ在海
马产生的印痕效应对子代成年后的行为反应具有深

远的影响。

　　血清和糖皮质激素调节蛋白激酶 （ｓｅｒｕｍａｎｄ
ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＳＧＫ）是

１９９３年在大鼠乳腺癌细胞中发现的一种丝／苏氨酸
蛋白激酶，当细胞受到 ＧＣｓ或者血清刺激后，ＳＧＫ
的转录水平在３０ｍｉｎ内即迅速升高。大量研究显
示，ＳＧＫ是多种细胞信号转导通路上的一个交汇
点，参与离子通道调节、学习记忆、细胞增殖及细胞
存活等多种生理功能［２５］。ＳＧＫｍＲＮＡ和蛋白在大
鼠海马神经元上均有表达。Ｍａ等［３］利用ＳＧＫ不同
的突变体证实，ＳＧＫ可以易化大鼠海马ＣＡ１区神
经元长时程增强的表达，并上调突触后致密物９５
（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙ９５，ＰＳＤ９５）水平，提示ＳＧＫ
可能参与突触效率及可塑性的调节。Ｂｏｅｈｍｅｒ等［６］

研究显示，ＳＧＫ可以上调谷氨酸转运体的表达，并
清除细胞外蓄积的谷氨酸，提示ＳＧＫ可能具有神经
保护作用。近期 Ｙａｎｇ等［７］还证实，ＳＧＫ能够通过
促使微管解聚来调节海马神经元突起的发育。总
之，ＳＧＫ参与了中枢神经系统众多的生理和病理过
程，并对海马功能的调节有着复杂且重要作用。

　　ＧＣｓ能明显诱导ＳＧＫ基因的转录，并影响其在
细胞内的定位。此外，众多激素，如促卵泡激素、醛
固酮等，以及多种应激刺激等也能显著地影响ＳＧＫ
的表达［８９］。但目前有关孕期母体接触ＧＣｓ是否对
子代海马ＳＧＫ表达产生影响尚未见报道。本实验
主要研究孕期接触ＧＣｓ的ＳＤ大鼠子代在出生后不
同时间海马组织ＳＧＫｍＲＮＡ水平的变化情况，并
初步探讨其可能机制，以进一步认识ＧＣｓ对海马的
印痕效应。

１　材料和方法

１．１　原代培养大鼠海马神经元　出生２４ｈ内的

ＳＤ大鼠１０只，以７５％乙醇消毒皮肤后断头、取脑，
用显微解剖器械夹取双侧海马，置于解剖液中，剔除
多余脑组织并剪碎。加入１ｍｌ０．２５％胰蛋白酶，放
置在３７℃、体积分数为５％ＣＯ２细胞培养箱中，消化

１５～２０ｍｉｎ；将消化后的组织块和消化液一起移入

１５ｍｌ离心管中，加入完全培养液３ｍｌ终止消化５
ｍｉｎ，待组织块下沉至管底，弃去上清；加入完全培养

液３ｍｌ清洗５ｍｉｎ，弃去上清；加入完全培养液３
ｍｌ，玻璃吸管吹打２０次，将离心管倾斜静置５ｍｉｎ；
吸取上层细胞悬液至另一离心管，以完全培养液稀
释成（５～１０）×１０５／ｍｌ的细胞悬液，接种于经０．１％
多聚赖氨酸包被过的玻片或细胞培养板中，将培养
板置于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２细胞培养箱内培
养；接种２４ｈ后，去除完全培养液，改加Ｂ２７无血清
培养基，以后每３ｄ换液。培养至第７日的海马神
经元给予１０－７ｍｏｌ／Ｌ地塞米松处理２４ｈ，随后加入

１ｍｌＴＲＩｚｏｌ，－８０℃保存。

１．２　动物的饲养和处理　成年ＳＤ大鼠（第二军医
大学实验动物中心）饲养于清洁卫生的动物房内，
可自由饮食。房间温度控制在２５℃，光照周期１２ｈ。
根据大鼠的发情周期进行合笼，次晨阴道涂片发现
精子作为受孕０．５ｄ。孕鼠随机分为地塞米松组和
对照组，每组１０只。为模拟糖皮质激素在临床控制
早产中的应用，实验中我们在大鼠妊娠晚期开始给
药，以探索母体妊娠晚期接触糖皮质激素对胎儿的
影响。给药方法：受孕后第１４日（大鼠妊娠时程２１
ｄ）起开始给地塞米松组孕鼠皮下注射地塞米松０．１
ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）直至分娩，对照组则注射等量生理盐
水。孕鼠分娩后，随机取出１／３子代大鼠，用精确度
为千分之一的天平称量体质量后，断头取海马，于５
ｍｌ离心管中以１ｍｌＴＲＩｚｏｌ匀浆后，－８０℃保存；剩
余子代大鼠生长至７ｄ时，再随机选出１／３称质量，
取海马组织匀浆冻存；最后剩余的子代大鼠雌雄分
开，饲养至４２ｄ，称质量，海马组织匀浆冻存。

１．３　ＲＮＡ提取和逆转录ＰＣＲ　在ＴＲＩｚｏｌ中的海
马神经元和海马组织，按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ说明书流程提取总ＲＮＡ，并用紫外分光光
度计测定样本中ＲＮＡ浓度。取２μｇ总ＲＮＡ，加入

１μｇＯｌｉｇｏ（ｄＴ），７０℃５ｍｉｎ后立即冰浴，并加入５×
扩增缓冲液、ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡ 酶抑制剂、逆转录酶和

ＤＥＰＣ水，４２℃１ｈ，７２℃１０ｍｉｎ逆转录成ｃＤＮＡ。

１．４　荧光实时定量ＰＣＲ　针对大鼠βａｃｔｉｎ、ＧＲ、

ＳＧＫ基因序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引
物。以ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ作荧光标记染料，应用 ＲＧ
３０００荧光实时定量ＰＣＲ仪，进行ＰＣＲ扩增。采用
浓度递增的ｃＤＮＡ作为相对已知浓度的标准品，应
用Ｒｏｔｅｒｇｅｎｅ６．０软件绘制标准曲线，用标准曲线法
定量样本中特异ｃＤＮＡ的相对浓度，用βａｃｔｉｎ与目
的基因的相对ｃＤＮＡ浓度比值反映目的基因 ｍＲ
ＮＡ的相对表达量。

１．５　统计学处理　本实验所有数据均以珚ｘ±ｓ表
示，两组间差别用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯ
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ＶＡ）进行 统 计，Ｐ＜０．０５ 为 差 异 具 有 统 计 学
意义。　　　　

２　结　果

２．１　地塞米松诱导原代培养海马神经元 ＳＧＫ
ｍＲＮＡ表达　给予地塞米松处理２４ｈ，结果显示

１０－７ｍｏｌ／Ｌ地塞米松可诱导原代培养大鼠海马神经
元ＳＧＫｍＲＮＡ表达增加至对照的３倍以上（ｎ＝５，

Ｐ＜０．０５）。

２．２　妊娠晚期过多接触糖皮质激素对子代大鼠体
质量的影响　妊娠１４ｄ起予地塞米松处理的ＳＤ大
鼠，在妊娠时间和产仔数目上与对照组无明显差异。
地塞米松组新生１ｄ的大鼠体质量为（５．２８±０．７１）

ｇ，比对照组减少１３．１％ （Ｐ＜０．０５，ｎ＝３３）；而地塞
米松组子代大鼠在出生后生长速度明显加快，在出
生第７日起，体质量与对照组无统计学差异（表１）。

表１　地塞米松对子代大鼠体质量的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｏｎ

ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｒａｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ
（珚ｘ±ｓ，ｍＢ／ｇ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ１（ｎ＝３３） Ｄａｙ７（ｎ＝２１） Ｄａｙ４２（ｎ＝１０）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６．０８±０．５２ １５．７±１．５９ １５７．３±２１．４
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ５．２８±０．７１ １４．６±２．８４ １５３．２±２５．３

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　妊娠晚期过多接触糖皮质激素对子代大鼠海
马ＳＧＫ和ＧＲｍＲＮＡ表达的影响　荧光实时定量

ＰＣＲ结果显示，地塞米松组子代大鼠海马 ＳＧＫ
ｍＲＮＡ表达比对照组明显减少，出生第１、７、４２日时
分别降低２８．３％、３５．２％、２４．２％（ｎ＝６，图１Ａ）。
地塞米松组子代大鼠海马 ＧＲｍＲＮＡ表达比对照
组明显减少，出生第１、７、４２日时分别降低２７．８％、

２８．２％、２７．８％（ｎ＝６，图１Ｂ）。

图１　地塞米松对子代大鼠海马ＳＧＫｍＲＮＡ（Ａ）和ＧＲｍＲＮＡ（Ｂ）表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｏｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓＳＧＫｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄＧＲｍＲＮＡ（Ｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　体质量是胎儿生长发育情况的重要指标。

Ｏ’Ｒｅｇａｎ等［１０］发现，给予妊娠晚期的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠注

射地塞米松，其子代出生时体质量比对照组减轻

１４％。我们在妊娠晚期ＳＤ大鼠上同样证实，给予

ＧＣｓ处理后，其子代体质量在出生第１日明显低于
对照组，提示妊娠末期母体环境中过高的ＧＣｓ可能
抑制了胎儿的生长发育。ＦｅｒｎａｎｄｅｚＣａｎｃｉｏ等［１１］认

为，ＧＣｓ能够调节胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）的表达，而后者对胎儿生长至关
重要，但ＧＣｓ是否通过ＩＧＦ系统减少子代大鼠体质
量，尚有待进一步研究。我们的实验结果还显示，地
塞米松组子代生长至第７日时，其体质量与对照组
无明显差异，提示该组子代大鼠出现了“追赶性生

长”，但其原因及远期影响尚不清楚。

　　前面提到，ＳＧＫ在中枢神经系统中具有十分重
要的作用，其作为多种受体胞内信号转导通路上的
一个的交汇点，主要有３种调节方式：快速基因转录
调节、磷酸化酶活性调节和细胞内定位调节。Ｗｅｂ

ｓｔｅｒ等［１２］发现，地塞米松 （１０－６ｍｏｌ／Ｌ）作用３０ｍｉｎ
后，大鼠乳腺癌细胞ＳＧＫｍＲＮＡ表达比对照组增
加２倍，在蛋白合成抑制剂放线菌酮存在的情况下，
地塞米松的诱导作用仍然存在，说明 ＧＣｓ对ＳＧＫ
的诱导作用并不依赖新蛋白合成的直接作用。此
外，血清醛固酮、黄体生成素、促卵泡激素、β转化生
长因子、渗透压、神经损伤等多种因素也可以诱导

ＳＧＫ基因转录。本实验中，我们在原代培养的大鼠
海马神经元上再次证实，ＧＣｓ可以诱导ＳＧＫｍＲＮＡ
表达增加。而与离体结果不同，妊娠晚期ＳＤ大鼠
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接触地塞米松后其子代海马组织中ＳＧＫｍＲＮＡ的
表达较对照组明显减少，考虑在体环境十分复杂，孕
期母体接触ＧＣｓ可能产生了多方面的效应，例如影
响ＳＧＫ其他调节因子的表达，并最终导致海马组织
中ＳＧＫｍＲＮＡ水平降低。

　　ＧＣｓ受体有两种类型：盐皮质激素受体（ＭＲ）
和糖皮质激素受体（ＧＲ）。这两型受体广泛分布于
海马，参与了海马对 ＨＰＡ轴的调节，神经元突触的
发育和可塑性等重要生理功能。Ｍａｉｙａｒ等［１３］证实，
地塞米松可通过结合胞质中的ＧＲ作用于ＳＧＫ启
动子上的糖皮质激素反应元件（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅ
ｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＧＲＥ），进而发挥对ＳＧＫ表达的
调节作用。因此我们希望了解孕期母体接触 ＧＣｓ
后子代ＳＧＫｍＲＮＡ的低表达是否与其ＧＲ水平有
关。结果显示，与ＳＧＫｍＲＮＡ表达类似，地塞米松
组子代海马ＧＲｍＲＮＡ水平也较对照组明显降低，
与文献报道一致。以上结果提示，ＳＧＫｍＲＮＡ表达
减少可能与其ＧＲ的低水平有关，但是否是由于ＧＲ
的低表达进而抑制了海马ＳＧＫｍＲＮＡ水平尚不清
楚。Ｓｈｏｅｎｅｒ等［１４］还发现大鼠妊娠晚期注射 ＧＣｓ
也可下调子代海马 ＭＲ的表达，这是否是导致ＳＧＫ
表达下降的另一原因，仍需进一步研究。

　　综上所述，本研究发现母体大鼠在妊娠晚期注
射ＧＣｓ能下调子代海马ＳＧＫ和ＧＲｍＲＮＡ表达，
并至少持续到出生后第４２日。至于该效应可能的
原因，在ＧＣｓ对海马印痕效应中的作用，以及远期
生物学效应还有待进一步探索。
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