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长期氧化应激导致葡萄糖对小鼠胚胎发育损伤的机制

张雷方南沫*李井春

(延j左大学农学院，动物遗传育种勺繁殖实验室，龙井 133400)

摘要 葡萄糖是胚胎发育过程中所必需的重要能源物质之一，但当它长期过采IJ 时，能够对

胚胎发育造成损伤，而这一损伤正是通过多种代谢途径产生的活性氧(reactive oxygen species , ROS) 

所致。对此，就葡萄糖引起胚胎氧化应激的一些机制进行简要回顾，并且为采用抗氧化手段是否

可以阻止高糖对胚胎造成损伤这一构想提供一个参考。

关键词 葡萄糖:活性氧:胚胎损伤

葡萄糖作为一种能源物质，浓度较低时，能

够被胚胎所吸收利用，浓度高时，却能对胚胎的发

言造成损伤及阻滞，这己达成共识。但对于葡萄糖

对胚胎发育造成损伤的机制. fl 前还众说纷纭。葡

萄糖通过对胚胎造成氧化应激引起发育损伤这 4观

点，目前，已被越来越多的论文所支持。对此，

本文就葡萄糖号|起细胞氧化应激的→些机制进行简

爱凹顾，并为抗氧化治疗葡萄糖对胚胎损伤的构想

提供一个参考。

葡萄糖的长期过剩能够对膜岛 β细胞、血管内

皮细胞、胚胎等多种细胞的结构和功能造成毒害作

用，并 t1这种毒害能够通过多种生化途径和机制发

挥作用，其中包括葡萄糖自氧化、蛋白激酶 C

(protein kinase C, PKC)激活、甲基乙注目辛形成及

糖基化反应、氨基己糖代谢、多元醇途径、磷酸

肌醇 -3- 激酶和氧化磷酸化等途径(图 1) [1 J 。过量的

葡萄糖可能通过这些代谢途径对小鼠胚胎造成损

伤。然|旬，这些途径的一个共同之处就是生成活性

氧(reactive oxygen species , ROS). ROS 是生物体

内产生的超氧阴离子(0升、过氧化氢(H20亦趋自由
基(.OH)等活性含氧化合物的总称。它是卒类性质

十分活泼的化学基团，在机体的一系列病理、生理

过程中起着中间介质的作用。当 ROS 水平过高，超

过了细胞内的抗氧化能力时被称作氧化应激，氧化

应激产生脂质过氧化、蛋白质和核酸被氧化修饰，

导致细胞损伤口.3 J 。

1 高糖诱导氧化应激的机制
在生理浓度条件 f，内源性ROS 能够维持动态

平衡，然而 ROS 的长期过剩能够引起氧化应激，对

胚胎等在内的多种细胞造成不利影响。长期高糖主

要通过 7 条生化途径产生 ROS. 现简述如 F 。

1. 1 甘油醒自氧化(或葡萄糖自氧化)

3- 磷酸甘油田基是葡萄糖在糖酵解期间所产生的

磷酸化产物，其伴随产物磷酸二控丙酣，在磷酸丙

糖异构酶的催化下，也转化成 3- 磷酸甘油醒，随

后， 3- 磷酸甘油醒被磷酸甘油醉脱氢酶(glycera1dehyde

3-phosphate dehydrogenase. GAPDH)氧化，然后，

再被糖酵解产生丙阳酸，丙自同酸进入线粒体被氧化

成乙酷 -CoA ， [ÍJ此，开始二楼酸循环和氧化磷酸

化。甘油醒自氧化是单糖自氧化的-个典型代表。

在这条途径中， α- 挂基醒能够在生理条件下烯醇化

并进而还原分子氧，产生 α- 四I，J醒、 H202 和自由基

中问休(.OH 、 01)[4.5 J ，所产生的远些物质都具有强

毒性， α- 酬醒能够与蛋白质结合，影响细胞内蛋

白质的功能，例如，在糖尿病中，甘汕醒自氧化

产生的甲基乙二醒能够修饰线粒体构成呼吸链复合

体皿中的蛋白质，导致肾线粒体诱导的氧化应激I时，而

ROS 能够对细胞造成氧化应激。长期暴露于高浓度

葡萄糖，能够降低1夷岛 [7J、内皮细胞[8J和胚胎[9]等

内 GAPDH 的活性，促进甘油醉的过量积累。

1.2 甲基乙二醒，糖化

当 GAPDH 调节的 3- 磷酸甘油田基的代谢受阻

时，比如在高浓度葡萄糖布在时， 3- 磷酸甘油醒和

二控丙酬的积聚有助于 Ej1基乙 J酵的形成。此外，

高浓度的葡萄糖压能够发生缓慢阵解，形成乙二

醒、甲基乙二醒和 3- 脱氧青j糖醉内同，这些活性醒基
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图 1 葡萄糖通过 7种代谢途径产生 ROSll]

在生理条件 ~f ，简萄椭l-: 11进行糖酵解和氧化磷酸化反应 (7) 。在高糖的病理条件下，过多的葡萄糖大量涌入糖酵解途径中并抑制 1I

油醒的分解代谢，浩成葡萄糖、 1 ， 6- 工磷酸果糖和子磷酸 U 泊醉分流到其他途径中: 1: 烯醉化和 α- 酣酶的形成; 2: 自主基化合物的

形成和糖化; 3: PKC i敢的; 4: 氯基ι糖代谢; 5: 多元醉代谢途径; 6: 磷酸肌醉 -3- 激酶激活途径; 7: 氧化硝酸化。 GAPDH: 磷酸

甘油醉脱氢酶

化合物，通过与细胞内外蛋白质的氨基发生反应，

最终形成蛋白质非酶糖基化终末产物(advanced

glycation end products, AGEs)[叫。 AGEs 与存在于肾

小球系膜细胞、内皮细胞、单核 / B~.震细胞及血管

平滑肌细胞等细胞表面的特异受体分子结合，使细

胞内产生大量的 ROS，导政细胞内的氧化应激[11 ， 12) 。

然而，在 AGEs 形成之前，甲基乙二醒、乙二醒

和甘油醒等这些活性醒基化合物和蛋白质之间发生

的 Maillard 反应，也能够产生 ROS[13)。由此可以看

出，高糖能够同时增强糖化和氧化应激，对细胞造

成损伤。

1.3 PKC i敷j舌

二控丙酣被还原成 3- 磷酸甘油，再被默化，从

而合成二酷甘油， 三四先甘油能够激活 PKCo PKC 的

激活与转化生长因 y. -ß 1 、血管内皮生长因子、内
皮素-1， NAD(P)H 氧化酶、 NF-KB 和 ROS 的增加

有关[14-16)。高糖不但能够通过PKC依赖性的NADPH

氧化酶的激活来诱导细胞 ROS 的产生[171 ，而且还能

引起蛋白激酶 A 的激活，导致葡萄糖而-磷酸脱氢

酶(glucose 6-phosphate dehydrogenase , G6PD)磷酸

化并抑制其活性， G6PD 是磷酸戊糖途径的限速

酶，当它受到抑制时，能够降低通过磷酸戊糖途径

所生成的 NADPH，最终导致细胞内的主要还原性

物质 NADPH 的减少，造成氧化应激[181 。

1.4 多元醇通路

由于高血糖的结果，导致多元醇途径流量增

加，多元醇通路能通过 3 种潜在的机制造成氧化应

激(图 2)1 19 1 。

(1)醒糖还原酶(aldose reductase, AR)激活能够减

少辅酶 NADP日，而 NADPH 又是谷脱甘肤还原酶催

化氧化的谷肮甘肤(oxidized glutathione, GSSG)生成

谷肮甘肤(glutathione ， GSH)所必需的物质，在高血

糖状态下，有高达 30% 的葡萄糖分流到多元醇通路

中 [20)。造成 NADPH 损耗和 GSH 的减少。 (2)山梨醇

脱氢酶(sorbitol dehydrogenase, SDH)把山梨醇氧化成

果糖，造成氧化应激，因为在这个反应中，它的

辅酶 NAD+ 被转化成 NADH，并且 NADH 是 NADH

氧化酶生成 ROS 所必需的底物[21 1 0 (3)多元醇通路能

够把葡萄糖转化成果糖。由于果糖和它的代谢物 3-

磷酸果糖、 3- 脱氧葡糖醒嗣是一种比葡萄糖更强的

非酶糖基化物质，流经多元醇的葡萄糖将会增加

AGE 的形成。 AGE 及 AGE 与它的受体结合，能够

造成氧化应激。

1.5 氨基己糖通路

细胞内葡萄糖过量时， 6- 磷酸果糖能够经由谷

酷肢:果糖 -6- 磷酸转氨酶形成 N- 乙酌葡糖肢 -6- 磷
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图 2 多元醇途径诱导的氧化应激119J

醉糖还原酶(AR) 勺谷脱时ij盘还原酶(glutathione reductase, GR)竞

争辅酶 NADPH，导致谷眈甘肤(GSH)含量的下降。 NADH 含量

的增加促使 NADH 氧化酶(NADH oxidase , NOx)产生 ROS。果

糖的代谢物 3- 磷酸果糖(fructose-3-phosphate ， F-3-P)和 3- 脱氧葡

糖田基酣(3 四deoxyglucosone ， 3-DG)能够增加 AGE 的形成， AGE 和

AGE 与立的受体(receptor of AGE , RAGE)结合能增加氧化应激。

SDH: 山梨醉脱氢酶

酸，然后再转化成 5- 磷酸尿昔 -N- 乙酌葡糖肢，这

种 N- Z，~先葡糖肢能与转录因子的丝氨酸和苏氨酸残

基结合，造成基因表达的病理变化[22-24]。氨基己糖

通路的激活，能够抑制磷酸戊糖途径，使蛋白质丑

基化和脂过氧化反应增加，减少 GSH 的含量，促

进 ROS 生成的增加，造成氧化应激，随后中断胚

胎基因表达，导致胚胎畸形[25 ， 26] 。

1.6 磷酸肌醇 -3- 激酶

磷酸肌醇 -3- 激酶(phosphoinositide 3-kinase, 

PI3 K)是脂激酶家族的成员，在细胞增殖调控、存

活、迁移等方面有着重要的作用[27]。高糖能够增加

肾小球膜细胞内 PI3K1Akt 的活性、 ROS 的生成和随

后的 NF- 1(B 的活化，当抑制 PI3K 及其下游效应器

Akt 的活性时，却能显著地降低高糖所触发的细胞

内 ROS 的生成和 NF-KB 的激活[28]。近来的一些报道

也指出 PI3K依赖性的途径可能调节由氧化应激所生

成的 ROS 毒性水平[29l，以及血小板源生长因子诱导

的 H202 生成需要 PI3K 的激活[30]。这些结果都表明

PI3K在高糖所诱导的ROS和 NF-KB 的信号传递途径

中可能起着重要的调节作用。此外，高糖还能够通

过PI3K1Akt依赖性途径引起人内皮细胞内 ROS 的生

成并激活 NF-1(B[3l] , NF-KB 进入细胞核，改变基因

表达，可引起细胞凋亡[32] 0 

1.7 氧化磷酸化

细胞内葡萄糖过多，能使葡萄糖代谢负荷的增

加，导致三竣酸循环活性增强和线粒体呼吸链的电

子供体生产过量，这种电子的供给过剩，能够使线

粒体膜产生一个更高的质子阙梯度，最终使从 CoQ

到复合体 111 的电子传递受到抑制，这样，从 CoQ

转移来的电子便与氧分子结合产生 01，进而造成细

胞内氧化应激[14]。在糖尿病情况下，高血糖能够不

改变GLUT1的下调而引起葡萄糖大量涌进胚胎，造

成线粒体的代谢负荷增加，最终导致 ROS 生成的增

加[25] 。此外，还有报道，用 2 mmol/L 的甘油醒

培养膜岛 24 h，能够增加 ROS 的含量和抑制膜岛素

的分泌，并且这种不利的影响能被 N- Z，酷半脱氨酸

消除[33] 。然而，在这个实验中，抑制线粒体氧化

磷酸化或抑制腺病毒介导的 Mn-SOD 过表达，都不

能阻止甘油醒上调膜岛内 ROS 的含量，这就表明过

量的甘油醒能够通过非线粒体途径增加膜岛 ROS 的

含量。这样，当葡萄糖充满糖酵解途径时，线粒

体和非线粒体途径似乎都能促使 ROS 行使葡萄糖的

毒性，以损伤细胞功能。

以上的这几条途径并不是孤立的，而是通过各

种各样的途径相互联系相互作用，其中最引人注目

的是 ROS 在其中的作用。胞内高糖诱导线粒体产生

过多的氧自由基是其他几条通路激活的首要和主要

原因，阻止线粒体内 ROS 的大量产生可以阻止 PKC

的激活、 AGEs 的形成、氨基己糖通路的激活、L1 1

梨醇的堆积和核转录因子(NF-KB)的激活IM34l，既然

如此，那么线粒体产生的过量的 ROS 又是如何激活

这几条途径的呢?下面再深入地探究一下高糖诱导

细胞损伤的统-机制(图 3)[川。

当细胞内葡萄糖过多时，它能够促使线粒体产

生过多的 ROS ， ROS 进入细胞核内使 DNA 断裂，

DNA的损伤能够激活它的修复酶一一多聚(ADP-核

糖)聚合酶[poly(ADP-r也ose) polymerase, PARP] ，一

旦激活， PARP 就把 NAD+ 分子劈成 ADP- 核糖和烟

碱单核昔酸两部分，随后催化 ADP- 核糖单元附着

在穿梭于核内外的 GAPDH上，使GAPDH 的活性降

低[8]0 PARP 在减少 NAD+ 的同时，还减少 ATP ，

因为 NAD 的再生需消耗 ATP，所以当 PARP 的激活

过量时，能够造成细胞因能量匮乏而死亡 [36] 0 

GAPDH 的活性降低后，能够导致GAPDH 上游所有

的糖酵解中间产物开始增加。 上游糖酵解中间产物

甘油醒 -3- 磷酸的增加，能够激活 AGE 和 PKC 两条

途径，更远上游处的果糖 -6 磷酸增多，能够增加

氨基己糖通路流量，最后 GAPDH 的抑制能够增加

细胞内糖酵解的第一个代谢物一一葡萄糖的含量，

这就增加了多元醇途径的流量[8 ， 141。至于另外两条

途径是否也是通过这一机制而被激活，目前还尚未

见到报道，但作为糖代谢的主流途径一一糖酵解在
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t 葡萄糖丁、

J:mc~ "". 
随顶顶撞噩噩部部部姐姐姐跑跑黯醒mmiEEJ翻翻:

f:卒糖\ • 

t6叮糖一→制己糖叫

:2号AE飞立?途径↑

L 3-二二磷酸甘油田辈 i 

叫 J 改变中咽

图 3 细胞内过多的葡萄糖进入 krebs 循环，能够增加 ROS 的产生[3S[

ROS 过高，能够抑制糖酵解和激活多元醇、氨基己糖、 PKC 和 AGE 途径，导致糖尿病细胞死亡。

下游甘泊醒 -3- 磷酸处受到抑制时，能够为糖代谢

的其他支流途径提供更多的涌入底物，所以我们还

是更倾向的认为它们与这一机制具有着紧密的联

系。这样，葡萄糖对细胞、胚胎造成损伤的这些

途径，就可以通过代谢过程中产生的 ROS及ROS对

GAPDH 的抑制而得到更好的统一。葡萄糖、 ROS 、

GAPDH这三者之间的关系，在 Wentzel 等[9]的实验

中得到了进一步的证实。他们观察到糖尿病鼠体内

胚胎和体外用高糖培养的胚胎，在虹振期为 10.5 和

1 1.5 天时，胚细胞内 GAPDH 的活性下降(大约降低

40%-60%) ，同时伴有严重的畸形:当把 NAC 添

加到高糖培养液中之后，能够增加 GAPDH 的活性

和减少胚胎的畸形发生。这就说明母体糖尿病所引

起的胚胎发育畸形与 ROS 诱导 GAPDH 的抑制有

关，同时这也说明抑制 GAPDH 对糖尿病胚胎病发

生具有因果的关系。

2 胚胎的抗氧化防御与氧化应激对胚胎的

损伤

正常情况下，机体内氧化和抗氧化基本处于动

态平衡。许多学者认为，娃振期母体内氧自由基代

谢及抗氧化活性均显著增强，此时若氧化反应过强

或抗氧化剂缺乏，就会使机体的ROS产生和清除失去

平衡，过多的 ROS 则可造成器官和生物大分子氧化

损伤，导致细胞突变，使胚胎发育阻滞或畸形i37] ，

且这种不良的后果能被用抗氧化剂处理所避免。

2.1 胚胎自身的抗氧化能力

许多研究表明，胚胎的抗氧化能力较低。在

体外培养的早期胚胎，不能借助母体输卵管分泌的

一些物质来对抗氧化应激所造成的不良影响，所以

只能依靠自身所储存的母型还原物质的保护。在胚

胎发育到器官形成的重要时期里，胚胎组织显著地

缺乏许多酶的形成，其中包括保护细胞抗氧化应激

的酶，比如，谷脱甘肤还原酶，谷脱甘肤过氧化

氢酶，超氧化物岐化酶和过氧化氢酶I38l，与母体相

比，胚胎中的抗氧化酶(包括 SOD、过氧化氢酶、

谷肮甘肤过氧化物酶等)活性都较低。 Gunther 等[39]

研究了大鼠胚胎中以上 3 种酶的活性，发现分别仅

为成年鼠的 10% 、 20% 和 7%，且抗氧化物如维生素

E 和小分子 GSH 的含量也比成年鼠低。谷脱甘肤在

调节细胞浆内 ROS 的浓度起着重要的作用，它既可

以直接充当自由基的清道夫，同时又和 NADPH 一

起作为谷脱甘肤过氧化物酶中和 ROS 的毒性。在胚胎

植入前的发育过程中，谷肮甘肤的浓度随着卵裂的进

行而下降，植入前的胚胎几乎不能合成谷肮甘肤[40] 。

因此，由于胚胎抗氧化保护机制尚未发育完全，故

对氧化损伤的敏感性亦较高。

胚胎的这种低抗氧化能力是与子宫内低氧状态

及胚胎细胞增殖分化需要在一个相对较低的氧化还
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原状态下进行相适应的。当然，胚胎和胎盘的抗氧

化酶活性在 4定范围内可作一寇的调整，这种胚胎

限制性抗氧化酶活性的调整可能是母体对胚胎供氧的

生理性缓冲作用，以此来保证胎儿的正常发育[削]。

因此，任何干扰母体这一生理缓冲能力的因素都将

会影响胚胎细胞和组织的正常分化，破坏胚胎这一

相对较低的氧化还原状态亦会产生胚胎毒性。

2.2 ROS 与高糖引起的胚胎毒性及抗氧化防御
已知糖尿病与后代先天畸形率上升有关。体内

外实验都证明，胚胎在体外高糖环境下培养或母体

糖尿病均会影响胚胎生长和发育障碍。然丽，若在

体外培养体系中加入某些抗氧化酶诱导剂或 SOD ，

或添加自由基清除剂 GSH等，即可拥制高糖所诱发

的胚胎毒性[42l，表明高糖的胚胎毒性与 ROS 生成有

关。 Orn町等[钊]研究发现 10.5 天大鼠胚胎在体外高

糖环境下培养 28 h 后，胚胎蛋白质含量下降、生

长缓慢及先天畸形率升高。进一步测定胚胎 SOD 和

CAT 活性和一些水溶性或脂溶'性的小分子抗氧化剂

如维生素 C 和 E 的含量下降。用 HPLC 法测定发现

其中一类小分子抗氧化剂峰则完全消失，推测高糖

或糖尿病引起的胚胎毒性与 ROS 的产生及其引起胚

胎内抗氧化酶和抗氧化物质的减少有关，从而破坏

了 ROS 和细胞水平抗氧化保护系统之间的平衡。 El­

Bassiou町等问l也发现糖尿病畸形胚胎的氧化型谷肮

甘肤的含量过高，同时维生素 C 的含量减少。氧化

应激的增加和抗氧化防御的扰乱能够促进实验性糖

尿病胎儿的先天性畸形。通过往培养液中添加乙酷

半脱氨酸(N-acetylcysteine， NAC)阳]、维生素C和 E[43]

能够很大程度上消除高糖对胚胎造成的有害影响，

使胚胎发育正常化。

3 小结

高糖诱导线粒体产生氧白由基是其他几条通路

撒活的首要和主要原因，这样就促使葡萄糖通过其

他几条途径联合作用对胚胎造成损伤，通过添加抗

氧化剂或抑制 ROS 的过量产生，能够减少葡萄糖对

胚胎发育造成的损伤。
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Mechanisms of Glucose Causing Mouse Embryo Damage by 
Chronic Oxidative Stress 

Lei Zhang, Nan-Zhu Fang飞 Jing-Chun Li 
(College of Agriculture, Yanbian Univers句\ Longjing 133400, China) 

·综述.

Abstract As one of important energy materials required for embryonic development, glucose in chorus 

excess causes embryo damage by reactive oxygen species (RO日， which are from multiple metabolizable pathways 

of glucose. Here, this review provide an overview of these mechanisms that glucose cause oxidation stress to mouse 

embryos , as well as a consideration of whether antioxidant strategies might be used to protect against further 

damage of embryonic development after high glucose. 

Key words glucose; reactive oxygen species; emb可o damage 
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