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壳寡糖通过抑制cGAS-STING通路缓解母体糖尿病

诱导的胚胎神经管畸形
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(1温州大学生命与环境科学学院–生命科学研究院, 温州 325035; 2温州医科大学附属第一医院内分泌科, 温州 325035)

摘要      母体糖尿病显著介导胚胎神经管畸形(neural tube defects, NTDs), 但其调控机制和治

疗策略仍不清楚。该研究运用链脲佐菌素构建糖尿病雌鼠模型, 并在此基础上进一步构建胚胎神

经管畸形模型以探究壳寡糖(chitosan oligosaccharides, COSs)对NTDs的作用及其调控机制。首先, 
该研究收集了E10.5天的胚胎组织, 用体视解剖显微镜和HE染色观察分析各组的胚胎神经管闭合

情况。结果显示, COSs干预处理可显著减少母体糖尿病诱导的胚胎NTDs发生。其次, 该研究进一

步收集E8.5天胚胎, 通过免疫荧光染色检测胚胎组织中cleaved Caspase-1和NLRP3的表达水平, 发
现COSs给药可有效抑制糖尿病引发的胚胎神经上皮细胞焦亡。最后, 通过对环磷酸鸟苷–腺苷酸

合成酶(cyclic GMP-AMP synthase, cGAS)、干扰素刺激基因(stimulator of interferon gene, STING)和
干扰素-β1(interferon-β1, IFN-β1)的蛋白免疫印迹和免疫荧光染色分析发现, COSs干预显著抑制了

由母体糖尿病引起的cGAS-STING信号通路异常激活和炎症因子表达水平增加。该研究表明COSs
通过抑制cGAS-STING通路缓解神经上皮细胞焦亡, 从而抑制母体糖尿病诱导的胚胎NTDs发生。
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Abstract       Maternal diabetes significantly mediates embryonic NTDs (neural tube defects), but the underly-
ing regulatory mechanisms and therapeutic strategies remain unclear. In this study, a diabetic female mouse model 
was established using streptozotocin, and on this basis, a embryonic NTDs model was further generated to explore 
the role and regulatory mechanism of COSs (chitosan oligosaccharides) for the occurrence of embryonic NTDs. 
Firstly, embryonic tissues were collected at E10.5, and the closure of the embryonic neural tube was examined us-
ing stereomicroscope and HE staining. The results demonstrated that COSs intervention significantly reduced the 
incidence of maternal diabetes-induced embryonic NTDs. Moreover, immunofluorescence staining was used to 
detect the expression levels of cleaved Caspase-1 and NLRP3 in embryonic tissues at E8.5. COSs intervention was 
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found to effectively suppress the pyroptosis of embryonic neuroepithelial cells caused by maternal diabetes. Finally, 
Western blot and immunofluorescence staining were used to detect the expression levels of cGAS (cyclic GMP-
AMP synthase), STING (stimulator of interferon gene), and IFN-β1 (interferon-β1). It was found that the aberrant 
activation of the cGAS-STING signaling pathway and the elevated levels of inflammatory cytokines induced by 
maternal diabetes were significantly alleviated by COSs intervention. This study indicates that COSs alleviate py-
roptosis in neuroepithelial cells by inhibiting the cGAS-STING pathway, thus reducing the incidence of maternal 
diabetes-induced NTDs.

Keywords       neural tube defects; maternal diabetes; pyroptosis; cGAS-STING pathway; chitosan oligosac-
charides

神经管是中枢神经系统(central nervous system, 
CNS)的始基 , 对于CNS发育至关重要。胚胎神经管

畸形(neural tube defects, NTDs)是在胚胎发育第3~4
周时由神经管闭合缺陷导致的。由NTDs导致的出

生畸形是常见且病情严重的先天性异常 , 其中部分

NTDs类型 , 如颅裂症和无脑畸形等 , 在妊娠期或新

生儿期均是致命的。其他NTDs类型 (如脊柱裂和

脑膨出 )的患儿可以存活 , 但需付出极大的治疗和

护理成本 [1]。NTDs的发病率在不同地区有所不同 , 
其在全球范围内的发生率大致在0.12%~12.41%[2]。

NTDs病因复杂 , 由遗传因素、环境因素或二者交互

作用诱发所致。目前 , 大量动物及临床研究均证实

母体糖尿病 (diabetes mellitus, DM)可显著提高胚胎

NTDs的发生风险 [3-4]。但是对于母体糖尿病诱导胚

胎NTDs的作用机制研究尚不充分。因此, 进一步探

究母体糖尿病诱发的胚胎NTDs的调控机制, 并针对

其制定合理、安全、有效的治疗策略至关重要。

由神经干细胞分化发育而来的神经上皮细胞

是形成正常闭合神经管的关键基础。异常的神经

上皮细胞死亡 , 包括细胞凋亡、细胞过度自噬、细

胞早衰和细胞焦亡 , 均与NTDs发生密切相关。细

胞焦亡是一种炎性介质介导的程序性死亡。其主

要通过两条通路激活 : (1) 在经典通路中 , 炎症小体

(如NLRP3)激活Caspase-1; (2) 在非经典通路中 , 胞
质脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)直接激活人源

Caspase-4/5 或鼠源Caspase-11。炎性Caspases切割焦

孔素D(gasdermin D, GSDMD), 释放其N-端片段。该

片段在细胞膜上寡聚形成孔道 , 引起细胞裂解 , 促进

促炎细胞因子白细胞介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)和
白细胞介素 -18(interleukin-18, IL-18)的释放 [5-6]。研

究显示 , 在CNS疾病或损伤状态下 , 包括神经元、脑

巨噬细胞样细胞、少突胶质细胞等类型的细胞都存

在不同程度的细胞焦亡现象 [7-8]。糖尿病作为一种以

慢性高血糖为特征并伴有慢性炎症的疾病 , 与细胞

焦亡过程中的相关炎症变化有重要关联。因此 , 细
胞焦亡是否在母体糖尿病诱发胚胎NTDs形成过程

中发挥重要作用以及糖尿病介导神经上皮细胞焦亡

的机制可能是重要的研究方向。我们的前期研究已

证实细胞焦亡参与母体糖尿病诱导的胚胎NTDs的
形成过程 [9]。但是对于母体糖尿病诱导细胞焦亡的

作用机制及其相关治疗策略的探究仍不充分。

环磷酸鸟苷–腺苷酸合成酶 (cyclic GMP-AMP 
synthase, cGAS)-干扰素刺激基因 (stimulator of in-
terferon gene, STING)信号通路是机体感知内源性

或外源性DNA并启动免疫应答的关键途径 , 其功能

失调是多种炎症与免疫性疾病的重要诱因。cGAS-
STING信号通路是细胞内免疫应答的关键调控通

路 , 参与调控机体炎症病理和免疫性疾病。cGAS
识别异常的细胞质双链DNA并激活STING, 通过级

联反应激活核因子κB(nuclear factor kappa-B, NF-
κB)和干扰素调节因子3(interferon regulatory factor 
3, IRF3), 诱导多种促炎细胞因子 [如肿瘤坏死因

子 -α(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)和白细胞介

素-6(interleukin-6, IL-6)]以及I型干扰素的产生, 促进

焦亡炎症小体组装[10]。大量证据显示, cGAS-STING
信号通路介导的免疫应激和炎症反应是细胞焦亡的

关键调控因素 [11-12]。 此外 , 糖尿病也可以激活单核

细胞中的cGAS-STING通路 , 促进单核细胞活化 , 进
而促进糖尿病视网膜病变 [13]。因而 , 我们推测母体

糖尿病可能通过激活 cGAS-STING通路 , 诱导神经

上皮细胞焦亡。

壳寡糖 (chitosan oligosaccharides, COSs)是一种

具有抗炎抗氧化活性的天然来源活性物质 , 在功能食

品、医药和农业等领域应用广泛。在抗炎方面, COSs
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可通过抑制Toll样受体4/NF-κB信号通路的活化, 缓解

葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠结肠炎 [14]。此外, 大量研究

揭示了COSs对于治疗哮喘、关节炎和炎症性肠病等

慢性疾病具有重要意义[15-17]。更重要的是, COSs具有

保护神经元等CNS关键细胞的效应 , 发挥缓解神经炎

症和改善神经发育环境的作用[9,18]。COSs是否能通过

干预cGAS-STING通路 , 减少母体糖尿病诱导的胚胎

NTDs形成, 需要进一步探究。

本研究构建了糖尿病胚胎畸形小鼠模型 , 验证

了母体糖尿病显著诱导胚胎NTDs发生, 并揭示了细

胞焦亡参与糖尿病介导的神经上皮细胞死亡 , 从而

调控胚胎NTDs发生的作用机制。在此基础上, 我们

进一步发现 , 母体糖尿病导致 cGAS-STING通路异

常激活 , 而COSs干预可将其活性恢复至接近正常水

平, 这为探究母体糖尿病诱导胚胎NTDs发生的分子

机制及开发相关临床治疗策略提供了新的思路。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器

糖尿病小鼠模型构建使用的链尿佐菌素 (strep-
tozotocin, STZ)(S8050)购自北京索莱宝科技有限公

司 ; 壳寡糖 (V30069)购自大连中科格莱克生物科技

有限公司 ; 苏木精–伊红 (HE)染色试剂盒 (C0105S)、
BCA蛋白浓度测定试剂盒 (P0010)、辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)(A0208)购自上海碧云天

生物技术有限公司 ; 组织细胞通用裂解液 (AIWB-
012)购自武汉亲和生命科技有限责任公司 ; 高敏

ECL蛋白质印迹底物 (17046)和兔单克隆 β-actin抗
体 (R380624)购自成都正能生物技术有限责任公司 ; 
cGAS兔单克隆抗体 (D3O8O)、IFN-β1兔单克隆抗体

(D2J1D)购自Cell Signaling Technology公司; Phospho-
TMEM173/STING抗体 (TA7416)、Phospho-NF-κB 
p65抗体 (TP56372)、NF-κB p65抗体 (T55034)购自

上海艾比玛特医药科技有限公司 ; cleaved Caspase-1
抗体 (sc-398715)购自Santa Cruz公司 ; NLRP3抗体

(DF7438)购自江苏亲科生物研究中心有限公司 ; 重
组STING抗体(ab288157)、山羊抗兔IgG H&L(Alexa 
Fluor® 488)(ab150077)、山羊抗兔 IgG H&L(Alexa 
Fluor® 647)(ab150079)、山羊抗小鼠 IgG H&L(Alexa 
Fluor® 488)(ab150113)购自Abcam公司; DAPI Fluoro-
mount-G™抗荧光淬灭封片剂 (36308ES20)购自上海

翌圣生物科技股份有限公司。

蛋白免疫印迹的化学发光成像系统购自上海

金鹏分析仪器有限公司 ; 石蜡包埋机购自孝感市亚

光医用电子技术有限公司 (YB-6LF); 手动轮转式切

片机(HistoCore BIOCUT)、正置显微镜(DM3000)购
自德国Leica公司 ; 激光共聚焦扫描显微镜购自日本

Olympus公司 ; 多功能微孔板检测仪购自美国Agi-
lent公司。

1.2   实验动物分组及糖尿病模型构建

45只8周龄C57BL/6J雌鼠和10只12周龄C57BL/6J
雄鼠均购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

小鼠送达后 , 将其饲养于温度为 (22±2.0) ℃, 湿度为

50%±5%, 光照为12 h(光照700׃19—00׃)的控制室内。

在饲养和实验期间 , 小鼠可以自由获取维持饲料和

水。所有实验程序均符合温州大学实验动物福利与

伦理委员会要求(伦理编号: WZU-2022-045)。
将 C57BL/6J雌鼠随机分为非糖尿病 (non-

diabetes, ND)组、糖尿病 (diabetes mellitus, DM)
组、COSs处理的DM(DM+COSs)组。在禁食 12 h
后 , 对DM组和DM+COSs组雌鼠连续2天腹腔注射

剂量为100 mg/kg的STZ, 以破坏胰岛β细胞的正常

功能 , 构建类似人类 I型糖尿病的小鼠模型。ND组

小鼠给予等量生理盐水。1周后监测血糖值。当

12 h空腹血糖值达到11.2~16.7 mmol/L时, 判定雌鼠

为糖尿病雌鼠。糖尿病雌鼠模型构建成功后 , 将雌

鼠与C57BL/6J雄鼠交配。从次日早上8点开始 , 通
过检查孕栓判断雌鼠有无受孕 , 如果有孕栓 , 则将

该小鼠判断为已受孕 , 标记为孕0.5天 (E0.5)。此外 , 
DM+COSs组从E4.5到E10.5经口灌胃300 mg/kg的
COSs[18]。测定E6.5和E10.5时雌鼠的血糖水平, 以确

认其妊娠期的高血糖状态。在E8.5时 , 收集胚胎进

行生物化学和分子生物学分析。在E10.5时, 收集胚

胎并观察神经管的闭合情况。

1.3   胚胎畸形率统计

取E10.5天雌鼠 , 用戊巴比妥麻醉后 , 解剖雌鼠

并取出子宫, 剥离胎盘和胎膜后取出胚胎, 记录胚胎

实际数目和重吸收数。在体视解剖显微镜下观察、

记录胚胎神经管闭合情况 , 并统计各组小鼠胚胎的

NTDs发生率和重吸收率。

1.4   组织固定、包埋和切片

将E8.5或E10.5孕鼠麻醉处死后, 以生理盐水和

4%多聚甲醛 (paraformaldehyde, PFA)先后进行心脏

灌流 , 解剖获取胚胎。取材后 , 将组织用4% PFA常
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温浸泡固定24 h以上。将固定好的组织用流水冲洗

6 h, 以去除残留固定液 , 接下来在常温下进行75%、

85%、95%、100%梯度乙醇脱水。然后二甲苯浸泡

进行组织透化 , 石蜡包埋后制备蜡块。组织石蜡蜡

块用切片机切成5 μm厚度的薄片 , 在显微镜下确定

合适的组织片段 , 随后标注信息并将载玻片在常温

下晾干备用。

1.5   HE染色

取E10.5胚胎组织蜡块切片 , 根据苏木精–伊红

(HE)染色试剂盒的要求 , 依次进行以下操作。首先

将切片用100%二甲苯脱蜡2次, 每次15 min, 随后将

切片置于100%、95%、85%、75%的梯度浓度乙醇

中各5 min, 进行复水。随后 , 于室温下对切片进行

苏木精溶液染色3 min和伊红溶液染色2 min。接下

来 , 将切片置于75%、85%、95%和100%的梯度浓

度乙醇中各5 min, 进行脱水; 然后浸泡于100%二甲

苯中使组织透明 , 浸泡2次 , 每次15 min。最后滴加

中性树脂进行封片。将组织切片置于光学显微镜下

并观察胚胎神经管截面结构 , 以进一步确认神经管

的闭合情况。

1.6   免疫荧光染色

取E8.5胚胎组织石蜡切片 , 将其浸泡于 100%
二甲苯中进行脱蜡 , 随后将切片置于 100%、 95%、

85%、75%的梯度浓度乙醇中进行复水。3% H2O2

溶液孵育组织15 min后 , 将切片浸入柠檬酸钠缓冲

液, 水浴加热(95~100 ℃) 10~20 min, 待其自然冷却

至室温。随后将切片在37 °C条件下孵育于5% BSA
溶液中30 min, 随后用对应一抗孵育切片组织 , 4 ℃
孵育过夜。cleaved Caspase-1、NLRP3和STING抗

体的使用浓度均为1300׃(以1% BSA配制)。次日, 组
织切片于37 ℃条件下孵育于对应荧光二抗 (浓度为

以1% BSA配制 ,500׃1 ) 1 h。最后用荧光染料4’,6-
二脒基 -2-苯基吲哚 (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 
DAPI)染色。封片后, 在激光共聚焦扫描显微镜下观

察组织结构, 捕获相应蛋白表达的荧光信号。

1.7   蛋白免疫印迹

将E8.5的孕鼠麻醉处死后 , 从子宫中取出胚胎 , 
置于–80 ℃冰箱保存待用。实验时, 将冻存于–80 ℃
的胚胎组织取出 , 使用组织裂解液裂解组织 , 通过

BCA检测试剂盒检测蛋白质浓度 , 并经100 ℃加热

变性 , 配制等量、变性的蛋白样品。蛋白上样量为

20 μg, 上样体积为10 μL/孔。通过SDS-PAGE电泳

分离蛋白后 , 将蛋白电转至PVDF膜上。以5%脱脂

牛奶溶液室温封闭2 h。用PBST洗涤后, 与相应一抗

于4 ℃孵育过夜。再用PBST洗涤后 , 加入对应兔源

二抗(1000 5׃)室温孵育2 h, 重复PBST洗涤操作。最

后对膜进行曝光显影 , 并使用 ImageJ软件对不同蛋

白指标的灰度值进行统计分析。使用的一抗包括

cGAS兔单克隆抗体(1000 1׃)、IFN-β1兔单克隆抗体

重组抗、(000 1׃1) -STING抗体 -Phospho、(000 1׃1)
TMEM173/STING抗体  Phospho-NF-κB、(500׃1)
p65抗体 和NF-κB p65抗体(500׃1) 使用。(000 5׃1)

β-actin(抗体稀释比例为1000 5׃)作为内参对照。

1.8   统计分析

所有实验均使用来自不同雌鼠的胚胎组织进行

至少3次独立重复, 数据用平均值±标准误 (mean±SEM)
表示。本研究采用GraphPad Prism 9.5软件进行数据

统计分析, 两组实验数据之间的比较采用独立样本t检
验。ImageJ软件用于定量分析蛋白免疫印迹实验中蛋

白的表达量。P<0.05表示组间差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   COSs治疗缓解母体糖尿病诱导的胚胎NTDs

本研究首先确认了COSs的抗炎和抗氧化活性

对母体糖尿病诱导的胚胎NTDs发生的影响。研究

发现 , 与正常对照组 (0%)相比 , 糖尿病组胚胎NTDs
的发生概率大幅度增加(11.9%), 在E10.5时部分胚胎

的神经管呈不闭合状态 , 表明母体糖尿病显著诱导

胚胎NTDs发生 (表1和图1A)。更为重要的是COSs
干预治疗显著降低母体糖尿病诱导的胚胎NTDs发
生概率 (1.8%), DM+COSs组绝大多数胚胎神经管均

为闭合形态 , 与ND组胚胎无异 (表1和图1A)。但是

DM+COSs组的胚胎重吸收率 (10.7%)显著高于DM
组小鼠的胚胎重吸收率 (4.5%)(表1)。我们推测这可

能是由于小鼠的生殖生理特性 , 孕期对小鼠进行胃

内给药可能会干扰其胚胎发育过程。进一步对胚胎

组织进行病理切片HE染色, 结果显示, ND组和大部

分DM+COSs组胚胎的神经管均能正常闭合, 而部分

DM组胚胎存在明显未闭合的神经管 (图1B)。同时 , 
我们检测了E6.5和E10.5孕鼠的血糖值 , 发现与ND
组相比 , DM组孕鼠血糖均显著升高(P<0.001), 而相

比于DM组 , DM+COSs组孕鼠的血糖并无显著差异

(E6.5: P=0.468; E10.5: P=0.241), 提示COSs对糖尿

病小鼠的血糖值无显著影响(图1C和图1D)。以上研
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究表明 , COSs治疗显著抑制母体糖尿病诱导的胚胎

NTDs发生。

2.2   COSs干预逆转糖尿病介导的胚胎神经上皮

细胞焦亡

神经上皮细胞大量死亡在母体糖尿病诱导胚胎

神经管闭合异常中起重要作用。已知 , 细胞焦亡是

一种新型的细胞程序性死亡方式。细胞焦亡是糖尿

病所致神经系统损伤的关键机制之一。本文进一步

探究了COSs对母体糖尿病介导的胚胎组织神经上

皮细胞焦亡的调控作用。焦亡相关标志物NLRP3和

cleaved Caspase-1的免疫荧光检测结果显示 , 相比于

ND组 , DM组胚胎神经上皮细胞中NLRP3和cleaved 
Caspase-1的荧光强度显著增加 , 而COSs干预可有效

抑制这两种蛋白的异常表达(图2A和图2B)。这些结

果表明 , COSs处理可通过降低神经上皮细胞焦亡水

平, 减少母体糖尿病条件下胚胎NTDs的发生。

2.3   COSs抑制母体糖尿病介导的胚胎组织中 
cGAS-STING通路异常激活

cGAS-STING信号通路的长期激活与细胞焦

亡发生发展息息相关。本课题进一步探究了 cGAS-

表1   COSs对母体糖尿病诱导的胚胎神经管畸形的影响

Table 1   The effect of COSs on maternal diabetes-induced embryonic NTDs
组别

Group
孕鼠数量

Number of pregnant mice
胚胎总数

Total number of embryos
NTDs发生率/%
NTDs rate /%

胚胎重吸收率/%
Resorption rate of embryos /%

DM   9 67 11.9*   4.5*

ND 10 76   0   0

DM+COSs   7 56   1.8# 10.7#

ND: 非糖尿病对照组; DM: 糖尿病组; DM+COSs: COSs处理的糖尿病组。*P<0.05, 与ND组相比; #P<0.05, 与DM组相比。

ND: non-diabetes group; DM: diabetes mellitus group; DM+COSs: COSs-treated diabetes mellitus group. *P<0.05 compared with ND group; #P<0.05 
compared with DM group.

A: E10.5时的各组胚胎形态图, n=3; B: E10.5时胚胎神经管截面结构的HE染色结果代表图, n=3; C、D: E6.5和E10.5孕鼠的血糖值, n=6。ND: 
非糖尿病对照组; DM: 糖尿病组; DM+COSs: COSs处理的糖尿病组; NTDs: 神经管畸形。***P<0.001。
A: the embryonic morphology at E10.5, n=3; B: representative images of HE staining of embryonic neural tube at E10.5, n=3; C,D: the blood glucose 
levels of pregnant mice at E6.5 and E10.5, n=6. ND: non-diabetes group; DM: diabetes mellitus group; DM+COSs: COSs-treated diabetes mellitus 
group; NTDs: neural tube defects. ***P<0.001.

图1   COSs治疗缓解母体糖尿病诱导的胚胎NTDs
Fig.1   COSs treatment alleviates maternal diabetes-mediated embryonic NTDs
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STING通路在糖尿病诱导的胚胎神经上皮细胞焦亡

中的作用。我们运用蛋白免疫印迹和免疫荧光染色

检测该通路中关键蛋白的表达情况。研究发现 , 与
ND对照组相比 , DM组胚胎组织中 cGAS的表达水

平以及STING的磷酸化水平均显著提高 (图3A、图

3B、图3D和图3E)。此外 , cGAS-STING通路下游

NF-κB的磷酸化水平和干扰素 IFN-β1的表达水平也

相应显著升高(图3A、图3C、图3D和图3F)。COSs
干预则抑制糖尿病所致的cGAS、p-STING、p-NF-κB
和 IFN-β1蛋白的异常高表达 , 特别是cGAS和p-NF-
κB表达水平显著下调 (图3A~图3F)。此外 , STING
的免疫荧光染色结果进一步证明相比于ND组 , DM
组的胚胎神经上皮细胞STING荧光强度明显增加 ; 
而COSs干预可有效降低DM组胚胎神经上皮细胞

STING通路激活水平 (图3G)。以上结果表明 , 母体

糖尿病显著激活胚胎组织中的 cGAS-STING通路 , 
促进相关免疫反应 ; 而COSs干预可有效抑制该通路

的异常活化。

3   讨论
神经管畸形是CNS发育早期神经胚形成过程异

常造成的产前 /产后神经发育结构性缺陷。CNS发育

从神经板的形成开始 , 神经板在人第3孕周时折叠融

合成神经管。神经管在闭合过程中会形成一种由多

能干细胞构成的单细胞层 , 即神经上皮。不同外界

刺激信号会在神经管的背部、腹侧、前段和后段产

生不同的神经上皮微环境。在这一阶段 , 糖尿病导

致母体整体葡萄糖代谢状况或免疫状态显著改变 , 
影响宫内环境稳态 , 通过诱导神经上皮细胞应激、

增加卵黄囊血管病变和降低巨噬细胞或前巨噬细胞

的抗炎活性等机制 , 最终阻碍神经管正常闭合 [19-20]。

因此 , 孕前或者怀孕早期控制血糖水平对于降低胚

胎畸形率具有重大意义。但是 , 即使采用优化的临

床干预措施 , 将孕妇血糖维持至正常水平仍较为困

难; 并且即使短暂的暴露于高血糖环境 , 器官形成也

会受到一定影响。因此 , 开发可行性高的干扰策略

以预防母体糖尿病诱导的胚胎先天畸形迫在眉睫。

正常的神经上皮细胞数量和功能对神经管正常

发育至关重要。神经上皮细胞的增殖和死亡失衡与

NTDs发生息息相关。研究表明 , 在母体糖尿病条件

下胚胎组织中存在神经上皮细胞显著凋亡的现象 [21], 
这提示神经上皮细胞过度凋亡与糖尿病所介导的胚

胎NTDs形成具有重大相关性。与凋亡不同 , 细胞焦

亡是一种炎性因子介导的程序性细胞死亡方式 , 其
激活可进一步放大炎症反应。细胞焦亡参与糖尿病

肾病、心肌病和周围神经病变等诸多疾病的发生发

展。当前 , 细胞焦亡在母体糖尿病所介导的神经上皮

细胞死亡和NTDs发生中的作用及机制仍然不清楚。

A、B: E8.5时, 胚胎神经上皮细胞中cleaved Caspase-1(A, 绿色)和NLRP3(B, 红色)的免疫荧光染色代表图像。DAPI染色的细胞核为蓝色。ND: 
非糖尿病对照组; DM: 糖尿病组; DM+COSs: COSs处理的糖尿病组。n=3。
A,B: representative immunofluorescence images of cleaved Caspase-1 (A, green) and NLRP3 (B, red) in the embryos at E8.5. Nuclei were stained with 
DAPI (blue). ND: non-diabetes group; DM: diabetes mellitus group; DM+COSs: COSs-treated diabetes mellitus group. n=3.

图2   COSs干预逆转母体糖尿病所诱导的胚胎神经上皮细胞焦亡

Fig.2   COSs treatment reverses maternal diabetes-associated pyroptosis of embryonic neuroepithelial cells
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A~F: E8.5胚胎组织中cGAS、IFN-β1、p-STING、STING、p-NF-κB 和NF-κB蛋白表达水平和定量分析结果; G: E8.5胚胎组织STING蛋白(绿色)
免疫荧光染色代表图像, DAPI染细胞核(蓝色)。ND: 非糖尿病对照组; DM: 糖尿病组; DM+COSs: COSs处理的糖尿病组。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, ns: 无显著性差异。n=3。
A-F: the expressions and quantitative analysis of cGAS, IFN-β1, p-STING, STING, p-NF-κB and NF-κB of embryos at E8.5; G: representative im-
munofluorescence images of STING (green) in embryos at E8.5, nuclei were stained with DAPI (blue). ND: non-diabetes group; DM: diabetes mellitus 
group; DM+COSs: COSs-treated diabetes mellitus group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns:  no significant difference. n=3.

图3   COSs干预降低母体糖尿病诱导的胚胎cGAS-STING信号通路激活水平

Fig.3   COSs treatment reduces maternal diabetes-induced activation of the cGAS-STING pathway in the embryos 
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本研究通过对胚胎组织中细胞焦亡关键分子 (cleaved 
Caspase-1和NLRP3)进行免疫荧光染色 , 证实母体糖

尿病可显著诱导胚胎神经上皮细胞焦亡。因此 , 进一

步探究母体糖尿病环境下神经上皮细胞焦亡的调控

机制对于维持神经上皮细胞正常增殖和功能至关重

要。

已知 , cGAS-STING信号通路是先天免疫系统

中的关键通路之一 , 主要感知胞内异常DNA[如病原

体DNA和线粒体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)], 
触发相应的免疫反应。cGAS-STING通路被激活后 , 
可通过NF-κB依赖途径促进炎症细胞因子表达, 并通

过 IRF3依赖途径诱导 I型干扰素生成 , 进而触发抗病

毒状态。cGAS-STING通路激活与细胞焦亡发生发

展具有重大相关性。研究表明 , STING信号通路可

通过调控NLRP3炎症小体的活化 , 促进细胞焦亡及

后续炎症反应 [10,12]。本文对 cGAS-STING通路在母

体糖尿病诱导的胚胎NTDs发生中的角色进行探究。

结果显示 , DM组胚胎中cGAS-STING通路被显著激

活 , 且这一激活状态与神经上皮细胞焦亡水平升高

趋势相一致 , 表明该通路可能通过驱动细胞焦亡促

进胚胎NTDs发生。但是 , 本研究对母体糖尿病如何

激活 cGAS-STING信号通路并未深入探究。GAS可
被胞质中异常存在的双链DNA激活 , 无论其来源于

细胞自身还是外源病原体。研究已证实 , 分枝杆菌、

李斯特菌、志贺菌及弗朗西斯菌等胞内细菌可通过

释放dsDNA激活 cGAS-STING通路 [22-24]。这也为后

续进一步探究母体糖尿病影响体内菌群稳态 , 从而

介导cGAS-STING通路激活的作用机制提供了思路。

当然, 胚胎细胞内的双链DNA也可能来自细胞自身。

高血糖和氧化应激会损伤细胞线粒体 , 导致线粒体

膜电位下调 , mtDNA被释放到细胞质中 ; 此外 , 严重

的氧化应激直接造成胚胎细胞核DNA损伤 , 若细胞

核DNA的损伤程度超过其修复能力 , 则会导致基因

组片段化的核DNA泄漏至细胞质。例如 , 在肌萎缩

侧索硬化症的研究中 , 病理蛋白TDP-43可侵入细胞

线粒体 , 并触发mtDNA释放 , 通过激活cGAS和驱动

STING构象变化 , 最终促进NF-κB和 IFN-I水平上调 , 
干扰正常的细胞生长 [25]。因此 , 我们也将在下一步

研究中深入探究母体糖尿病介导的cGAS-STING通

路激活的调控机制。

COSs是一种可生物降解的壳聚糖衍生物 , 由天

然多糖几丁质经脱乙酰化及进一步降解获得。COSs

作为壳聚糖的重要衍生物 , 具有重要的抗菌、抗炎

症和抗氧化生物活性。目前 , COSs广泛应用于食品、

医药和农业领域。已有研究表明COSs干预能够抑

制神经炎症 , 促进神经发育和缓解神经病变 [18,26]。已

知 , 胎盘在母体–胎儿之间发挥物质交换和免疫防御

等功能。研究发现孕产妇糖尿病可诱导胎盘氧化

应激 , 促进胎盘细胞凋亡 , 并扰乱胎盘内皮细胞和血

管功能 [27]。此外 , 母体糖尿病可通过抑制胎儿肝激

酶-1(fetal liver kinase-1, Flk-1)阳性祖细胞中骨形态蛋

白4表达 , 从而促进Flk-1阳性祖细胞凋亡 , 使得血岛

形成受损和血管密度降低 , 最终导致卵黄囊病变 [19]。

一项动物研究也显示 , COSs补充剂可提高胎盘抗氧

化基因的表达水平 , 降低氧化应激水平 , 进而激活哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路 , 提高胎盘中氨基

酸转运水平 , 这对于缓解胎儿生长受限具有重要作

用 [28]。鉴于COSs对胎盘细胞的保护效应 , COSs可能

通过抑制糖尿病诱导的氧化应激和炎症反应 , 减少

母体糖尿病对胎盘发育和功能的干扰 , 从而将胎盘

对胚胎 /胎儿的营养支持和免疫调节功能恢复至正常

水平。因此 , 我们推测COSs可能通过缓解氧化应激 , 
减少线粒体DNA的异常释放, 进而从上游抑制cGAS-
STING通路的过度激活, 从而有效减少母体糖尿病介

导的胚胎神经上皮细胞焦亡和NTDs的发生。该结果

提示抑制cGAS-STING通路激活是COSs发挥抗氧化

作用和减少NTDs发生的另一途径。

综上所述 , 母体糖尿病通过介导 cGAS-STING
通路激活, 促进神经上皮细胞焦亡以触发胚胎NTDs
发生 ; 该研究揭示干预 cGAS-STING通路可能成为

母体糖尿病诱导的胚胎神经发育畸形的新治疗靶

点。基于良好的抗炎抗氧化活性 , COSs能够降低

cGAS-STING信号通路中 cGAS和 p-STING等关键

蛋白的表达水平 , 进一步抑制糖尿病所致神经上皮

细胞焦亡 , 降低NTDs的发生率 (图4)。本研究发现

COSs能够抑制母体糖尿病介导的胚胎组织中cGAS-
STING信号通路的异常激活。在未来的研究中我们

将通过Cgas基因敲除模型或特异性抑制剂等方式 , 
进一步证实该通路在COSs保护作用中的必要性 , 从
而为COSs的临床转化提供更直接的理论证据。
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