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孕期p，p’-DDE暴露对仔鼠胰岛细胞IGF2/H19
基因印记和胰岛功能的影响及叶酸的干预作用
陈蝶，高明，叶李嘉，谭玉凤，姚春冀，周程，陈日萍，吴南翔

浙江省医学科学院卫生学研究所，浙江  杭州  310013

摘要 ：

[ 背景 ]　糖尿病是在全球都具有高发病率的一种慢性疾病，而我国确诊的糖尿病人数已经超
过 1 亿。多项研究表明，2，2- 双 -（对氯苯基）-1，1- 二氯乙烯（p，p’-DDE）暴露可以干扰葡萄糖
代谢以及胰岛素分泌过程，与Ⅱ型糖尿病发病率升高之间具有相关性。另外，孕期 p，p’-DDE

暴露可以引起子代糖耐量受损，致子代糖尿病敏感性升高。

[ 目的 ]　研究 p，p’-DDE 孕期暴露对子代 SD 大鼠胰岛细胞胰岛素样生长因子 -2（IGF2）/H19 基
因印记和胰岛功能的影响，以及甲基供体叶酸在此过程中的干预作用。

[ 方法 ]　采用逆行灌注法提取原代胰岛细胞并进行纯度、存活率与胰岛素分泌功能鉴定。将
8~10 周性成熟 SD 大鼠合笼交配，孕鼠随机分为对照组、p，p’-DDE 染毒组和叶酸干预组，每
组 8 只。p，p’-DDE 染毒组和叶酸干预组于孕第 8~15 天每天按 5 mL/kg（以体重计）连续灌
胃给予 20 mg/mL p，p’-DDE ；对照组给予等容积的玉米油 ；叶酸干预组整个孕期进食添加
3.5 mg/kg 叶酸的饲料。孕鼠自由分娩，每窝保留雌雄仔鼠各 4 只。各组仔鼠 21 d 断乳后均摄
食普通饲料。称取出生后 1 周、3 周及 8 周仔鼠体重。提取出生后 8 周仔鼠胰岛细胞 DNA 和
RNA，分别用亚硫酸氢盐法和实时荧光定量 PCR 法检测胰岛细胞 IGF2/H19 基因印记调控区
域甲基化水平以及 IGF2 和 H19 mRNA 表达水平。出生后 8 周的仔鼠进行葡萄糖耐量试验，测
定空腹及灌胃后 15、30、60、120 min 尾静脉血中的血糖水平。同时，灌胃前及灌胃后 2 h 进
行眼眶采血，ELISA 测定血清中的胰岛素水平。

[ 结果 ]　提取的原代胰岛细胞经鉴定，纯度为（90±5）%，存活率大于 90%，具有胰岛素分泌
功能。p，p’-DDE 染毒组仔鼠 IGF2/H19 基因印记调控区甲基化水平［（51.5±3.8）%］低于对照
组［（55.9±3.3）%］（P=0.031），与叶酸干预组［（52.8±1.9）%］相比差异无统计学意义。p，p’-

DDE 染毒组仔鼠 IGF2 mRNA 相对表达水平［（265.4±70.6）%］高于对照组（100%）（P=0.002）
和叶酸干预组［（101.8±65.9）%］（P=0.002）；各组 H19 mRNA 相对表达水平差异无统计学意
义。3 组仔鼠在出生后 1 周、3 周与 8 周体重差异均无统计学意义。p，p’-DDE 染毒组仔鼠灌胃
后 15 min 血糖水平［（10.89±1.17）mmol/L］高于对照组［（9.29±1.18）mmol/L］（P=0.026）和
叶酸干预组［（9.25±0.95）mmol/L］（P=0.022）。3 组仔鼠空腹及餐后 2 h 血清胰岛素水平差异
均无统计学意义。

[ 结论 ]　p，p’-DDE 孕期暴露可降低子代 SD 大鼠胰岛细胞 IGF2/H19 的印记调控区甲基化水平，
上调 IGF2 mRNA 转录水平，诱导子代胰岛细胞功能受损。叶酸在该过程中具有一定的干预
作用。
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Abstract: 

[Background] Diabetes mellitus is a chronic disease with high incidence all over the world and 
the number of diagnosed diabetes in China has exceeded 100 million. Several studies have 
shown that p, p’-dichlorodiphenyldichloroethylene (p, p’-DDE) exposure can interfere with glucose 
metabolism and insulin secretion, and has a correlation with the increased incidence of type 2 
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diabetes mellitus. In addition, exposure to p, p’-DDE during pregnancy can cause impaired glucose tolerance and induce diabetes in offspring.

[Objective] This study aims to investigate the effects of prenatal exposure to p, p’-DDE on insulin like growth factor 2 (IGF2)/H19 gene 
imprinting and islet function in the offspring of SD rats, and to study whether folic acid as a methyl donor has an intervention effect on 
the process.

[Methods] The primary islet cells were isolated by retrograde perfusion method, and were tested for purity, survival rate, and insulin 
secretion function. Sexually mature SD rats at 8-10 weeks old were caged and mated, and pregnant rats were randomly divided into three 
groups: control group, p, p’-DDE group, and folic acid group, with eight rats in each group. On gestational day 8-15, the rats in the p, p’-DDE 
group and the folic acid group were given p, p’-DDE (20 mg/mL) at 5 mL/kg (body weight) by gavage; the rats in the control group were 
given the same volume of corn oil; the rats in the folic acid group were fed a diet supplemented with folic acid (3.5 mg/kg). At birth, pups 
were culled to four males and four females in each litter and were fed an ordinary diet after weaning. Weights of the pups were weighed 
in the first, third, and eighth weeks after birth. Eight weeks after birth, DNA and RNA were extracted to detect the methylation level of 
IGF2/H19 imprinting region by bisulfite genomic sequencing and the expression levels of IGF2 and H19 mRNA by real-time quantitative 
PCR. The pups at 8 weeks old were subject to glucose tolerance test. The blood glucose levels in the caudal vein were measured before 
and 15, 30, 60, and 120 min after intragastric administration. At the same time, the serum insulin levels in the blood of orbit were 
determined by ELISA before and 2 h after intragastric administration.

[Results] The purity was (90±5)%, the survival rate was more than 90%, and the primary islet cells secreted insulin. The methylation 
level of IGF2/H19 imprinting region in the p, p’-DDE group offspring [(51.5±3.8)%] was lower than that in the control group offspring 
[(55.9±3.3)%] (P=0.031), but had no significant difference compared with the folic acid group offspring [(52.8±1.9)%]. The expression level 
of IGF2 mRNA in the p, p’-DDE group offspring [(265.4±70.6)%] was higher than those in the control group offspring (100%) (P=0.002) 
and the folic acid group offspring [(101.8±65.9)%] (P=0.002). No significant difference was found in H19 mRNA expression level among 
the three groups. There was also no significant difference in body weight in the first, third, and eighth weeks among the three groups. 
The blood glucose level at 15 min after intragastric administration in the p, p’-DDE group offspring [(10.89±1.17) mmol/L] was higher than 
those in the control group offspring [(9.29±1.18) mmol/L] (P=0.026) and the folic acid group offspring [(9.25±0.95) mmol/L] (P=0.022). 
There was no significant difference in serum insulin level before and 2 h after intragastric administration among the three groups. 

[Conclusion] Prenatal exposure to p, p’-DDE could reduce the methylation level of IGF2/H19 imprinting region and up-regulate the 
transcription of IGF2 mRNA, and then impair islet function in the offspring of SD rats. Folic acid plays an intervention role in this process.

Keywords: p, p’-dichlorodiphenyldichloroethylene (p, p’-DDE); prenatal exposure; gene imprinting; insulin like growth factor 2; islet 
function; folic acid

2，2- 双（ 对 氯 苯 基 ）-1，1- 二 氯 乙 烯［p, p’-

dichlorodiphenyldichloroethylene，p，p’-DDE］是 20 世
纪广泛使用的有机氯农药 2，2- 双（4- 氯苯基）-1，1，
1- 三氯乙烷（dichlorodiphenyltrichloroethane，DDT）在
自然界中的主要代谢产物，也是 DDT 在环境与生物体
中长期残留的标志物［1］，其难挥发、难降解的特性使
它可以随着环境介质进行远距离迁移，并能通过食物
链不断富集，对生物体造成毒性。据世界卫生组织调
查，中国母乳中总 DDT 水平高于 1 000 ng/kg（以脂肪
计），与印度、菲律宾、苏丹等国家持平，高于美国、
澳大利亚等国家［2］，表明我国孕产妇的 p，p’-DDE 暴
露水平较高。

糖尿病是全球高发病率的一种慢性疾病，我国
目前确诊的糖尿病人数已经超过 1 亿［3］，由此带来巨
额的医疗费用支出和健康损害。Turky 等［4］的队列研
究结果表明 p，p’-DDE 与五大湖渔民糖化血红蛋白指
标的改变具有正相关性，是 II 型糖尿病的危险因素 ；
Howell 等［5］对小鼠进行的动物实验表明成年小鼠连
续 5 d 暴露于 2 mg/kg p，p’-DDE，会导致空腹血糖升

高。Barker 最先提出 “ 胎儿起源假说 ”，认为胚胎发育
早期不良生长环境可能会增加成年期患糖尿病、高血
压、心血管疾病和其他疾病的风险［6］。之后 Song 等［7］

研究表明 p，p’-DDE（100 mg/kg）孕期 8~15 d 暴露可
致多代仔鼠糖耐量受损。胚胎发育早期是机体基因
印记建立的敏感期和关键期［8］。基因印记是一种不
遵循孟德尔遗传规律的亲本等位基因差异性表达的
现象［9］。印记异常或错误不仅会导致胚胎及婴儿期发
育异常、先天性畸形等，也可能影响个体发育进程中
印记基因的表达而出现远期效应［10］。印记基因可分
为母系印记基因和父系印记基因，母系印记基因胰岛
素样生长因子 -2（insulin like growth factor 2，IGF2）及
其交互基因 H19 是最早发现的内源性印记基因，可通
过对 H19 启动子附近的印记控制区域进行 DNA 甲基
化修饰来调节等位基因的不对称表达［11］。IGF2 基因
表达产物是一种多功能细胞增殖调控因子，在胚胎发
育、细胞增殖分化、机体脂肪和糖代谢中具有重要的
促进作用。

叶酸，即维生素 B9，介导生物体内一碳单位的转
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移，参与 DNA 和 RNA 的合成，起到甲基供体的作用，从
而维持基因甲基化状态，对子代生长发育产生影响［12］。

目前，关于 p，p’-DDE 与 II 型糖尿病相关性的研究
较多，但大多探讨母体暴露于 p，p’-DDE 后子代的胰
岛功能受损状况，其表观遗传机制及叶酸作为保护因
素的研究较为缺乏。因此，本研究探讨母鼠孕早期暴
露于 p，p’-DDE 研究仔鼠胰岛细胞 IGF2/H19 基因印记
的改变及其对仔鼠血糖、胰岛分泌功能的影响，同时
探讨叶酸在该过程中的干预作用。

1   材料与方法
1.1   试剂及仪器

p，p’-DDE、叶酸（Sigma，美国），胶原酶 P（Roche，
瑞 士 ），Ficoll400 分 离 液（GE，美 国 ），AIN-93G 饲 料

（浙江省医学科学院，中国），钙黄绿素 - 乙酰甲氧基
甲酯 / 碘化丙啶（Calcein-AM/PI）活细胞 / 死细胞双染
试剂盒（上海翊圣生物科技有限公司，中国），胰岛素
ELISA 试剂盒（ALPCO，美国），RNA 提取试剂盒、DNA

提取试剂盒、逆转录试剂盒、实时荧光定量 PCR 试剂
盒（TaKaRa，日本）。

激光扫描共聚焦显微镜（Zeiss，德国），Synergy2

酶标仪（Biotek，美国），CO2 培养箱（Thermo，美国），
血糖仪（鱼跃医疗设备有限公司，中国），低温高速
离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司，中国），高
通量测序仪（Illumina，美国），实时荧光定量 PCR 仪

（Thermo，美国）。
1.2   逆行灌注法提取原代胰岛细胞及鉴定

参考研究［13］的提取方法，性成熟 SD 大鼠经麻
醉后，打开胸腔，采集心脏血液。打开腹腔，经胆总管
内插管逆行灌注预冷的 1 mg/mL 胶原酶 P 溶液 5 mL，迅
速摘取整个胰腺，移入预置 3 mL 胶原酶 P 溶液的消化
瓶中。38℃水浴中消化 10 min，震荡后加入 4℃小牛血
清 1 mL 与 4℃ Hank’s 液 30 mL 终止消化。用 600 μm 不锈
钢丝网过滤，细胞悬液于 50 mL 离心管 573×g 4℃离心
2 min，弃去上清液，沉淀物加入 4℃ Hank’s 液洗涤，重
悬后转移至 15 mL 离心管内，573 ×g 4℃离心 2 min，弃
去上清液。沉淀物加 25% Ficoll 4 mL 混匀，其上依次分
别加入 23%、20%、11% Ficoll 溶液和 Hank’s 液各 2 mL，
573×g 4℃离心 10 min，吸出 23%~20% 及 20%~11% 界
面的悬浮细胞团，用 Hank’s 液洗涤 2 次。将沉淀物转
移至 25 mm 培养皿中，放入 37℃、5%CO2 培养箱中进
行原代培养。培养 24 h 后，转皿去除成纤维细胞，继

续培养以用于后续实验。
取 200 L 二硫腙（dithizone，DTZ）染色液与培养皿

中的胰岛细胞混合，置于室温 10 min 后，相差显微镜
下镜检。存活率测定采用 Calcein-AM/PI 染色法，在有
胰岛细胞的培养皿中加入 1 μL Calcein-AM 和 3 μL PI 孵
育 15 min，在激光扫描共聚焦显微镜下可同时见到活
细胞的绿色荧光和死细胞的红色荧光。

胰岛细胞培养 3 d 后，参考研究［14］的胰岛素释
放实验方法并增加葡萄糖浓度与时间点，更换培养液
为含 0、500、2 000、4 500 mg/L 葡萄糖的 RPMI-1640 培
养液（该浓度范围为 0~24.9 mmol/L，包括正常人体血
糖浓度 3.8~11.1 mmol/L），1、2、4、8 h 后分别收集 200 μL

培养液，采用 ELISA 测定培养液上清中胰岛素水平。
1.3   动物分组与处理

性成熟雌雄 SD 大鼠各 30 只，8~10 周，体重 220 g

以上，购自浙江省实验动物中心，实验动物许可证号
为 SYXK（浙）2014-001。实验前大鼠自由进食 AIN-93G

饲料（不含植物雌激素成分的配方饲料），实验室温度
20~26℃，湿度 (55±15)%，维持光照和黑暗各 12 h 的昼
夜节律。在该环境适应 1 周后，于 21:00 将 SD 大鼠按
1∶1 雌雄同笼交配，第 2 天早晨查到阴栓即为交配成
功，为孕 0 d，保证交配成功的鼠数能满足实验需要。
将孕鼠随机分为对照组、p，p’-DDE 染毒组和叶酸干预
组。参考 Li 等［15］的研究，在整个孕期，给予叶酸干预
组 3.5 mg/kg（以体重计）叶酸的饲料，其余组别给予
不含叶酸的饲料。参考王禹等［16］的研究，孕第 8 天时
p，p’-DDE 染毒组及叶酸干预组孕鼠按 5 mL/kg（以体重
计）的剂量灌胃给予 20 mg/mL p，p’-DDE，对照组孕鼠给
予 5 mL/kg（以体重计）等容积玉米油，1 次 /d，连续灌
胃至孕第 15 天。孕鼠自由分娩，分娩第 4 天保留雌雄仔
鼠各 4 只，某一性别不足时则用另一性别补齐，保证每
窝总数 8 只。各组仔鼠 21 d 断乳后均摄食普通饲料至实
验结束。称取出生后 1 周、3 周及 8 周仔鼠体重并记录。
1.4   亚硫酸氢盐测序法测定IGF2/H19 基因印记调控
区甲基化水平

根据 DNA 提取试剂盒的操作步骤，提取出生后 8

周仔鼠原代胰岛细胞的总 DNA。参考文献［17］的方
法，将 DNA 样品经亚硫酸氢钠处理后，进行甲基化特
异性引物 PCR 扩增目的片段。PCR 产物经纯化质控后，
使用高通量测序仪测序，应用片段末端测序方法对插
入片段进行测序分析，确定 H19 上游 4 kb 范围内的印
记调控区域甲基化水平。
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1.5   实时荧光定量 PCR 测定胰岛细胞IGF2 和H19 
mRNA 转录水平

柱 式 法 分 离 提 取 胰 岛 细 胞 总 RNA，逆 转 录
后 进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR 反 应。IGF2 ：正 向 引
物，5’-CGCTTCAGTTTGTCTGTTCGG-3’ ；反 向 引 物，
5’-AACTTGCCCACGGGGTATCT-3’。H19 ：正 向 引 物，
5’-AAGACATGACATGGTCCGGTGTGA-3’ ；反 向 引 物，
5’-AGACATGAGCTGGGTAGCACCATT-3’。β -actin ：正 向
引物，5’-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3’ ；反向引物，
5’-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3’。

95℃ 30 s 预变性，95℃ 30s，60℃ 30s（40 个循环）
进行 PCR 扩增反应，再作融解曲线检查产物特异性。
每个样本设置 3 个复孔，最后取其平均 Ct 值，使用
2-ΔΔCt 方法来解析基因 mRNA 的表达，ΔΔCt=（Ct目的基因- 

Ct内参基因）-（Ct目的基因-Ct内参基因）。
1.6   葡萄糖耐量试验及血清胰岛素水平检测

出生后 8 周的雌、雄仔鼠过夜禁食。用 20% 的葡
萄糖溶液按 10 mL/kg（以体重计）的剂量进行灌胃，各
组仔鼠测定灌胃前及灌胃后 15、30、60、120 min 尾
静脉血血糖值，并计算血糖曲线下面积（area under 

curve，AUC）。同时用眼眶后静脉丛采血法采集灌胃
前及灌胃后 2 h 的眼眶血，1 807×g 离心 10 min 收集血
清，采用 ELISA 法测定胰岛素水平。
1.7   统计学分析

各 数 据 均 为 计 量 资 料，以 x±s 的 形 式 表 示。用
SPSS 22.0 统计软件对数据进行单因素方差分析。方差
齐时，两两比较采用 Bonferroni 校正 ；方差不齐时，
两两比较采用 Tamhane 检验。统计检验为双侧。检验
水准 α=0.05。

2   结果
2.1   胰岛细胞鉴定结果

如图 1A 所示，胰岛细胞经 DTZ 染色后，在相差显
微镜下呈猩红色，细胞纯度约为（90±5）%。如图 1B 所
示，胰岛细胞经 Calcein-AM/PI 染色后，在共聚焦显微
镜下活细胞呈绿色荧光，死细胞呈红色荧光，细胞存
活率大于 90%。如图 2 所示，胰岛细胞的胰岛素分泌水
平呈现一定的时间累积效应和葡萄糖刺激效应。
2.2   胰岛细胞IGF2/H19 印记调控区甲基化水平

H19 上 游 4 kb 范 围 内 总 CpG 位 点 135 个，亚 硫
酸氢盐测序法扩增测序覆盖位点 115 个，覆盖率为
85.2%。对照组、p，p’-DDE 染毒组与叶酸干预组印记调

控区甲基化水平分别为（55.9±3.3）%、（51.5±3.8）%、
（52.8±1.9）%。方差分析结果显示 3 组间印记调控区

甲基化水平差异有统计学意义（P=0.029）。经多重比
较，p，p’-DDE 染毒组印记调控区甲基化率低于对照组

（P=0.031），其余组间差异无统计学意义。
 

                

［注］图 1A 中，黑色箭头所指为胰岛细胞团。图 1B 中，黄色箭头所指为
胰岛活细胞，蓝色箭头所指为胰岛死细胞。

图 1   胰岛细胞 DTZ 染色（A，×100）与 AM/PI 染色（B，×400） 结果

 

［注］a ：同一时间点，各葡萄糖浓度组与 0 mg/L 葡萄糖培养液组中胰岛
素分泌水平相比，P < 0.05 ；b ：同一葡萄糖浓度下，各时间点与 1 h

时间点胰岛素分泌水平相比，P < 0.05。
图 2   不同葡萄糖质量浓度下原代培养胰岛细胞胰岛素分泌水平

2.3   胰岛细胞IGF2 和H19 mRNA 转录水平
如图 3 所示，p，p’-DDE 染毒组仔鼠的 IGF2 mRNA

表达水平为（265.4±70.6）%，经多重比较，该水平高
于对照组仔鼠（100%）（P=0.002）和叶酸干预组仔鼠

［（101.8±65.9）%］（P=0.002），差异有统计学意义。各
组 H19 mRNA 表达水平差异无统计学意义。

 

［注］a ：与对照组相比，P < 0.01 ；b ：与叶酸干预组相比，P < 0.01。
图 3   仔鼠IGF2 及 H19 mRNA 相对表达水平

A B
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2.4   仔鼠体重变化
如表 1 所示，与对照组相比，p，p’-DDE 染毒组、

叶酸干预组仔鼠出生后 1 周、出生后 3 周和出生后 8

周体重差异无统计学意义。

表 1   仔鼠体重变化（n=8，g，x±s）
组别 出生后 1 周 出生后 3 周 出生后 8 周

对照组 17.02±1.49 46.62±3.05 230.51±41.69

p，p’-DDE 染毒组 15.21±1.74 52.61±3.91 219.52±37.72

叶酸干预组 17.54±2.51 50.78±8.07 239.08±48.22

F 3.120 3.526 0.420

P 0.065 0.104 0.620

2.5   仔鼠尾静脉血糖变化
如表 2 所示，各组仔鼠灌胃后 0 min 血糖值差异

无统计学意义。在灌胃后 15 min，p，p’-DDE 染毒组仔
鼠的血糖水平高于对照组（P=0.026）和叶酸干预组

（P=0.022），对照组与叶酸干预组之间差异无统计学
意义。p，p’-DDE 染毒组仔鼠在灌胃后 30、60、120 min

的血糖水平及血糖 AUC 与对照组和叶酸干预组相比
均差异无统计学意义。餐后胰岛素分泌规律呈先高后
低的峰值曲线，餐后 15~30 min 达到峰值，但并未超出
正常血糖范围（3.8~11.1 mmol/L），之后逐渐呈下降趋
势。灌胃后 2 h 的血糖值与空腹血糖值较为接近。

表 2   仔鼠血糖水平和血糖 AUC（n=8，x±s）

组别
灌胃后血糖水平（mmol/L）

血糖 AUC（mmol·h/L）
0 min 15 min 30 min 60 min 120 min

对照组 6.04±0.53 9.29±1.18 9.46±0.88 9.03±0.88 6.61±0.97 19.62±1.92

p，p’-DDE 染毒组 5.60±0.32 10.89±1.17 ab 10.11±0.89 8.54±0.58 6.46±0.68 19.32±0.75

叶酸干预组 5.85±0.40 9.25±0.95 9.70±1.01 8.93±1.70 6.43±0.87 19.44±2.24

F 2.131 5.717 0.994 0.406 0.110 0.059

P 0.144 0.010 0.387 0.671 0.897 0.943

［注］a ：与对照组相比，P < 0.05 ；b ：与叶酸干预组相比，P < 0.05。

2.6   仔鼠血清胰岛素水平
如表 3 所示，3 组仔鼠空腹及餐后 2 h 血清胰岛素

水平均差异无统计学意义。

表 3   仔鼠空腹及餐后 2 h 血清胰岛素水平（n=8，ng/mL，x±s）
组别 空腹 餐后 2 h 

对照组 0.076±0.050 0.117±0.049

p，p’-DDE 染毒组 0.101±0.079 0.106±0.104

叶酸干预组 0.078±0.045 0.102±0.075

F 0.409 0.249

P 0.670 0.782

3   讨论
流行病学与动物实验均表明 p，p’-DDE 孕期暴露

与子代 II 型糖尿病发病率之间具有相关性。Debost-

Legrand 等［18］的队列研究结果表明，产前暴露于 p，p’-

DDE 会对新生儿脂联素和胰岛素水平产生影响，长期
则影响葡萄糖代谢。王禹等［16］的动物实验结果也表
明大鼠 p，p’-DDE 孕期暴露会致子代糖耐量受损。但
目前尚缺乏关于其具体机制及预防措施的研究。

You 等的研究中宫内暴露的仔鼠体内 p，p’-DDE 水
平［19］与高污染区（如墨西哥）人体血清中的 p，p’-DDE

绝对值水平［20］较为接近，是非常敏感的暴露剂量，已

被证明可致 SD 大鼠雄性子代生殖毒性［9］。本研究设计
的暴露剂量与其一致，该暴露剂量可较好地进行子代
效应及机制研究。

胚胎发育期是个体基因印记形成的敏感阶段，
IGF2/H19 是最早发现也是目前研究最多的一对等位
印记基因。H19 位于 IGF2 的下游，编码一种调节细胞
生长的非编码 RNA，两者的印记作用均受到 H19 上
游 4 kb 区 域 调 控［21］。Tian 等［22］认 为 IGF2 印 记 状 态
异常与 H19 上游印记调控区的甲基化水平降低有关，
同时，基因印记的状态会影响 IGF2 的表达，该过程
主要发生在胚胎期印记的重建过程，印记丢失可导
致 IGF2 呈双等位基因表达，其转录表达量上调［23］。
另外，Ozaki 等［24］认为 IGF2 过度表达会导致 IGF2 印
记丢失，从另一个角度表明这三者之间可能存在关
系，这些与本研究的实验结果均相符。由此推测，孕
期暴露于 p，p’-DDE 可能影响子代发育过程中 IGF2

基因的甲基化修饰，导致印记异常甚至丢失，IGF2 转
录表达上调。

本研究选择 Li 等［15］研究中的叶酸补充组剂量
作 为 本 实 验 中 叶 酸 干 预 组 的 剂 量，发 现 叶 酸 可 逆
转 p，p’-DDE 暴露导致的印记调控区甲基化水平降
低，下调 IGF2 的转录。叶酸可以介导生物体呼吸链
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一碳单位的转移，作为 S- 腺苷甲硫氨酸（S-adenosyl-

L-methionine，SAM）的前体促进该物质合成，SAM 在
DNA 甲基化的过程中起到甲基供体的作用，从而维持
基因甲基化状态，一定程度上逆转了印记缺失状态［12］。
DNA 甲基化转移酶可以催化 SAM 转化为 5- 甲基胞嘧
啶和 S- 腺苷同型半胱氨酸，5- 甲基胞嘧啶是维持 DNA

甲基化必不可少的物质，Liu 等［25］发现叶酸可以提高
DNA 甲基化转移酶活性，进一步佐证了叶酸逆转印记
丢失的作用。但 Tserga 等［26］的队列研究结果表明，胎
盘中异常的 H19 甲基化和婴儿脐血中 IGF2 单等位基
因表达的偏离与妊娠期间补充叶酸无关，因此他们认
为孕期叶酸补充与 IGF2 甲基化之间的关系还需进行
大规模的后续研究。

Casellas 等［27］研究表明 IGF2 过表达会引起胰岛细
胞去分化和 “ 内质网压力 ”，抑制胰岛素相应受体的活
性，提高胰岛细胞敏感性，导致胰岛细胞损伤。在本
研究中，p，p’-DDE 染毒组仔鼠在灌胃后 15 min 血糖水
平高于对照组和叶酸组。各组空腹和餐后 2 h 血清胰
岛素水平差异无统计学意义，该结果与 Tang-Péronard

等［28］的人群流行病学研究结果一致。这可能是因为
胰岛素释放本身是一个多因素、多阶段的调节过程，
IGF2 的过表达并没有显著影响胰岛素基因的翻译，以
及后续的运输、剪切和释放过程。

本研究提示孕期暴露于 p，p’-DDE 可下调子代胰
岛细胞 IGF2/H19 印记调控区的甲基化水平，引起 IGF2

过表达，对胰岛素分泌功能产生影响。印记基因的表
达调控是一个受到差异甲基化区、启动子、增强子等
多个元件协同控制的复杂过程，今后的研究可围绕不
同元件的具体控制机制及其在印记丢失中所发挥的
作用展开，也可针对下游的胰岛功能受损进行深入的
分子机制研究。同时，本研究发现叶酸作为一种重要
的甲基供体可以干预该过程，有力地佐证了叶酸干预
印记形成的作用。
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