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［摘 要］ 目的：探讨妊娠期糖尿病（gestational diabetes mellitus，GDM）对胎盘中PGC⁃1α和PDX1表达水平及甲基化状态的影

响，以及与胎儿血糖的相关性。方法：收集30例GDM孕妇的新生儿出生体重、胎盘重量等数据，同时收集30例无妊娠并发症

和脐带异常的足月新生儿相应数据作为对照组。 在分娩后立即从胎盘滋养层组织收集样品，使用亚硫酸氢钠测序法定量检

测PGC⁃1α和PDX1基因的DNA甲基化水平，逆转录定量PCR测量PGC⁃1α和PDX1 mRNA水平。 同时，测定胎盘组织的胰岛

素、血糖和糖化血红蛋白（HbA1c）水平。结果：GDM组胎儿出生体重和胎盘重量均显著高于对照组（P <0.05）。 GDM组胎盘

组织胰岛素、HbA1c和血糖水平显著高于对照组（P < 0.01）。 脐带血胰岛素水平与新生儿出生体重、胎盘重量、血糖和HbA1c
呈正相关（r值分别为 0.648、0.795、0.862、0.927，P 均<0.001）。与对照组比较，GDM组中PGC⁃1α和PDX1 mRNA的水平较低，

PGC⁃1α基因甲基化水平较高（P < 0.05）。 胎盘组织中血糖水平与 PGC⁃1α和 PDX1 mRNA的表达呈负相关（r=-0.438，P=
0.002；r=-0.373，P=0.007）。 结论：GDM孕妇PGC⁃1α基因表观遗传修饰的变化可能是其后代糖代谢异常的原因之一。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effects of gestational diabetes mellitus（GDM）on the expression and
methylation status of PGC⁃1α and PDX1 in placenta，and to explore the correlation between PGC⁃1α，PDX1 and fetal blood glucose.
Methods：The birth weight and placental weight of 30 pregnant women with GDM were collected. The corresponding data of 30 full⁃
term neonates without pregnancy complications and umbilical cord abnormalities were collected as control group. DNA and RNA were
isolated from placental trophoblast tissue immediately after delivery. The DNA methylation levels of the PGC⁃1α and PDX1 genes were
quantitatively detected using sodium bisulfite sequencing. PGC⁃1α and PDX1 mRNA levels were measured by reverse transcription
quantitative PCR（qRT⁃PCR）. At the same time，placental insulin，blood glucose and HbA1c levels were detected. Results：Fetal birth
weight and placental weight were significantly higher in the GDM group than those in the control group（P < 0.05）. Insulin，HbA1c and
blood glucose levels were significantly higher in the GDM group than those in the control group（P < 0.01）. Cord blood insulin levels
were positively correlated with birth weight（r=0.648，P < 0.001），placental weight（r=0.795，P < 0.001），blood glucose（r=0.862，P <
0.001），and HbA1c（r=0.927，P < 0.001）. The levels of PGC⁃1α and PDX1 mRNA were lower in the GDM group compared with the
control group，and the PGC⁃1α gene methylation level was higher in the GDM group than that in the control group（P < 0.05）. There
was a negative correlation between blood glucose and mRNA expression of PGC⁃1α（r=-0.438，P=0.002）and PDX1（r=-0.373，P=
0.007）in the placenta. Conclusion：The changes of epigenetic modification of PGC⁃1α gene in pregnant women with GDM may be one
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妊 娠 期 糖 尿 病（gestational diabetes mellitus，
GDM）是指既往没有糖尿病的女性在妊娠期间发生

高血糖。研究表明，母体GDM可能与胎盘基因调控

的改变有关，并且可能存在表观遗传机制［1-2］。由于

营养不平衡和母体糖尿病/肥胖导致的表观遗传变化

可能导致后代发生代谢性疾病，从而将不良的环境暴

露传递给下一代［3］，但潜在的分子机制尚未确定。

过氧化物酶体增殖物激活受体 g⁃共激活因子⁃
1α（peroxisome proliferator⁃activated receptor g⁃coacti⁃
vator 1α，PGC⁃1α）是转录共激活因子，有研究表明

PGC⁃1α 遗传变异与糖尿病及胰岛素抵抗的发生相

关［4］，但很少有研究报道GDM与 PGC⁃1α甲基化状

态之间的关系。

胰腺和十二指肠同源框 1（pancreatic and duo⁃
denal homeobox 1，PDX1）是特异性转录因子，可以

调节胰腺的生长、发育以及β细胞特异性基因的表

达。人和动物模型中的研究表明，遗传和获得性

PDX1 的表达衰退可导致糖尿病和β细胞功能障

碍［5-7］，但 PDX1是否参与GDM发生以及其潜在的

代谢和分子机制尚不清楚。

胎盘作为母胎之间的桥梁，具有多种功能，在

GDM的发展和进展中具有重要作用。但是PDX1和
PGC⁃1α在GDM胎盘中的表达和甲基化状态尚不清

楚。因此，本研究旨在探讨PDX1和PGC⁃1α在胎盘

中的表达及其甲基化状态，评估GDM胎盘中的血糖

和胰岛素水平，以确定它们与胎盘中 PGC⁃1α /
PDX1表达或甲基化的关联。

1 对象和方法

1.1 对象

于 2017年 2—11月在江苏大学附属武进医院

妇产科收集60例足月新生儿的出生体重、胎盘重量

等临床数据。其中对照组 30例，为无高血压、糖尿

病和心脏病等妊娠相关并发症孕妇的新生儿；实验

组 30例，为GDM孕妇的新生儿。GDM的诊断符合

我国 2014年妊娠期糖尿病诊治指南［8］，即在妊娠

24~28周以及28周后首次就诊时行75 g口服葡萄糖

耐量试验（oral glucose tolerance test，OGTT），服糖前

及服糖后 1、2 h血糖分别有 1项达到或超过 5.1、

10.0、8.5 mmol/L（92、180、153 mg/dL）则被诊断为

GDM。本研究经医院伦理委员会批准，新生儿家属

签署书面知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 标本收集

在产妇分娩后立即对胎儿进行准确称重，新鲜

胎盘组织称重，同时取约1 cm×1 cm×1 cm的滋养层

组织（在无菌条件下从脐带附着到胎盘另一侧的中

央区域），放入用焦磷酸二乙酯（diethylpyrocarbon⁃
ate，DEPC）处理的低温管，液氮速冻后储存于-70 ℃
的冰箱。取 10 mL脐静脉血并立即送至实验室，静

置10 min后，以3 000 r/min离心10 min，收集上清液

并储存在-30 ℃的冰箱中。

1.2.2 生化指标检测

用放射免疫法检测胰岛素水平，使用日立 7600⁃
110自动生化分析仪采用葡萄糖氧化酶法测定血糖

水平，使用日本 TOSOHHLC⁃723G7自动糖基化血红

蛋白分析仪通过琼脂糖凝胶电泳检测糖化血红蛋

白（HbA1c）。试剂由北京利德曼公司提供。

1.2.3 DNA甲基化分析

随机选择每组样品，通过基因组DNA直接测序

确定PGC⁃1α和PDX1的甲基化水平。根据DNA提

取试剂盒（GK0122，上海捷瑞公司）说明，从2 mL抗

凝脐带血中提取基因组DNA。通过电泳和紫外分

光光度计定性和定量检查DNA，储存于-20 ℃冰箱

中。严格按照试剂盒提供的说明书（Qiagen公司，德

国）进行DNA亚硫酸氢盐修饰处理。PCR扩增时使

用 PGC⁃1α的特异性引物（正向：5′⁃GGGTATTAGG⁃
GTTGGAATTTAATGT⁃3′；反向 5′⁃CTTCCTTCTAAT⁃
TATTTCCATTTCTCTCA ⁃3′，片段长度为 265 bp）和

PDX1的特异性引物（正向：5′⁃GGCACAGCGGAGC⁃
CTAT⁃3′；反向：5′⁃GCCACCC⁃CTGCAGCTT⁃3′，片段

长度为 354 bp）。扩增条件如下：95 ℃ 4 min；94 ℃
30 s，55 ℃ 30 s，40 ℃ 40 s，40 个循环。PCR 反应

体系（GK8015，上海捷瑞公司）由 2 μL 模板 DNA
（1 ng/μL），1 μL正向引物，1 μL反向引物，25 μL
2×PCR混合物和 50 μL水组成。20 μL该混合物用

于反应。切下靶片段并用于连接。将 pTG19⁃T
（GV6021，上海捷瑞公司）用作载体并在活化的

of the causes of abnormal glucose metabolism in their offspring.
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XL10⁃Gold感受态细胞（Zymo Research公司，美国）

中转化。 将阳性菌落送至上海捷瑞生物技术公司

进行测序，并使用 BIQ 分析仪软件（XL3730，Ap⁃
plied Biosystems公司，美国）分析甲基化数据。

1.2.4 相对表达分析

实时定量 PCR 用于检测胎盘中 PGC ⁃ 1α和

PDX1 mRNA的相对表达。根据 RNA提取试剂盒

（GK3006，上海捷瑞公司）说明提取总RNA，使用 2
μg总RNA作为逆转录的模板。实时定量PCR仪器

（ABI7500，Applied Biosystems公司，美国）用于相对

定量分析。PGC⁃1α引物（正向：5′⁃CTACAATGAAT⁃
GCAGCGGTCTT ⁃ 3′ ；反 向 ：5′ ⁃ TGCTCCAT⁃
GAATTCTCGGTCTT ⁃ 3′），PDX1 引物（正向：5′ ⁃
GGNCTGGCTTCTTAAGGC⁃3′；反向：5′⁃TATGGTT⁃
TAGTNCGACTCT⁃3′）和内部参考基因GAPDH引物

（正向：5′⁃GAAGGTGAAGGTCGGAGTC⁃3′；反向：5′⁃
GAAGATGGTGATGGGATTTC⁃ 3′）由美国 Invitrogen
公司合成。在 37 ℃条件下向 15 μL逆转录反应系

统中加入 1 μL RNA进行实时 PCR。PCR扩增反应

系统由10 μL SYBR Premix Ex TapTM（2份）（Q112⁃02，
南京诺唯赞公司），2 μL cDNA，1 μL正向和反向引

物和 6 μL 去离子水组成。PDX1 扩增条件如下：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 60 s，72 ℃ 60 s，共40个循

环。PGC⁃1α扩增条件为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，
60 ℃ 34 s，9 ℃，共40个循环。2-ΔΔCt法计算目的基因

的相对表达。所有实验均独立重复3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0统计软件进行分析，数据以均

数±标准差（x ± s）表示，两组独立样本比较采用 t检

验，变量之间的相关性分析采用Pearson线性相关。

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般资料

两组产妇的年龄和孕周差异无统计学意义

（P > 0.05）。GDM 组体重指数（body mass index，

BMI）显 著 高 于 对 照 组［（24.02 ± 1.21）kg/m2 vs.
（22.31±1.37）kg/m2，t=4.62，P < 0.001］。所有新生儿

都足月。GDM组新生儿出生体重和产妇胎盘重量

均显著高于对照组（P < 0.05，表1）。
2.2 GDM对胎儿糖代谢的影响

GDM组脐血胰岛素、血糖和HbA1c水平显著高

于对照组（P < 0.001，表1）。相关性分析结果显示，

脐血胰岛素水平与新生儿出生体重、胎盘重量呈正

相关（r值分别为 0.648、0.795，P 均<0.001，图 1A、

B），随着脐带血胰岛素水平的增加，新生儿出生体

重和产妇的胎盘重量增加。脐带血胰岛素水平与

血糖和HbA1c亦呈正相关（r值分别为0.862、0.927，
P均<0.001，图1C、D）。
2.3 胎盘中PGC⁃1α和PDX1的表达和甲基化水平

GDM组 PGC⁃1α和 PDX1在胎盘组织中的表达

显著低于对照组（P < 0.05，表 2）。与对照组比较，

GDM组中 PGC⁃1α的甲基化频率更高，差异有统计

学意义（P=0.037），PDX1的甲基化频率略微增加，但

差异无统计学意义（P=0.085，表2）。胎盘组织的血

糖水平与 PGC⁃1α和 PDX1的表达呈负相关（r值为

-0.438和-0.373，P值为 0.002和 0.007，图 2），表明

随着脐带血血糖水平升高，胎盘中PGC⁃1α和PDX1
mRNA下调。

3 讨 论

GDM对胎儿的影响越来越受到关注。动物实

验表明，宫内妊娠高血糖不仅导致胎鼠胰腺功能障

碍，而且在成年期也会导致葡萄糖耐量降低和胰岛

素抵抗［9］。Bush等［10］发现母亲妊娠期血糖水平升高

会降低后代的胰岛素敏感性。胎盘是胎儿和母亲

之间的重要桥梁，可以为胎儿提供营养，在胎儿的

生长发育中起着重要作用，同时也可以诱导儿童及

其母亲的多种疾病［11］。本研究发现GDM组产妇的

BMI显著高于对照组，提示肥胖的孕妇可能对GDM
易感。GDM组的新生儿出生体重、胎盘重量和脐带

血胰岛素以及HbA1c和血糖均高于对照组，提示宫

表1 两组新生儿及血糖相关资料比较

Table 1 Comparison of neonates and data related to blood glucose between two groups

指标

出生体重（g）
胎盘重量（g）
脐血胰岛素水平（mU/L）
脐血HbA1c(%)
脐血血糖（mmol/L）

GDM组（n=30）
3 678.00 ± 458.82
0 632.00 ± 13.17
0 010.92 ± 0.97
0 007.71 ± 0.75
0 004.86 ± 0.51

P值

0.043
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

对照组（n=30）
3 314.46 ± 463.35
0 527.00 ± 16.28
0 008.27 ± 0.72
0 005.90 ± 0.42
0 003.86 ± 0.62

t值

-2.11
-17.54
-9.06
-8.76
-7.93

（x ± s）
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内高血糖可能引起胎儿葡萄糖代谢紊乱。HbA1c
和血糖水平与胰岛素水平呈正相关，新生儿出生体

重和胎盘重量随胰岛素水平成比例增加，提示孕妇血

糖和胰岛素水平对胎儿的发育有一定影响。

PGC⁃1α是一种转录共激活因子，其基因位于染

色体 4p15.1上，由 13个外显子组成。PGC⁃1α可以

广泛调节能量产生和利用过程。PGC⁃1α基因启动

子的DNA甲基化位点为-772 bp、-903 bp、-936 bp
和-961 bp。PGC⁃1α在人胰岛分泌胰岛素的过程中

发挥关键作用，并且其表达受遗传因子和表观遗传因

子调节。研究表明，GDM可以影响胎盘和脐带血代

谢相关基因的甲基化［12］。与非糖尿病患者相比，糖尿

病患者PGC⁃1α mRNA的表达下降了90％［13］。Ruchat
等［12］发现GDM患者胎盘和脐带血PGC⁃1α甲基化水

平不一致，说明不同组织具有不同的表观遗传行为。

本研究结果显示，GDM产妇足月胎盘PGC⁃1α基因呈

高甲基化状态，并且PGC⁃1α基因表达与葡萄糖浓度

呈负相关，提示PGC⁃1α基因的甲基化水平可能与葡

萄糖代谢紊乱有关，并可能作为GDM的标志物。

PDX1基因位于人染色体13，13q12.1上，含有6
284个碱基。PDX 1的 5′末端的近端启动子和外显

子1的所有区域含有高度保守的CpG岛。成人糖尿

病发作后近端启动子CpG岛的甲基化可导致PDX1
表达的永久沉默，异常的宫内环境可导致调节β细
胞发育的关键基因发生表观遗传变化，使得β细胞

中的PDX1表达永久性降低［14-15］。Wu等［16］在怀孕大

鼠中发现，高脂饮食可以降低糖耐量，引起胰岛素

抵抗，降低胰腺 PDX1基因的表达。本研究结果显

示，妊娠高血糖对PDX1基因甲基化的影响不明显，

这可能是由于样本量小，不足以评估两组之间的差

异。相反，PDX1基因表达被高血糖下调，表明葡萄

糖代谢紊乱和 PDX1基因相关。因此，在 GDM中

PDX1甲基化可能不是关键机制，可能还有其他潜

在的机制如组蛋白修饰，这需要进一步的研究。

综上所述，GDM通过诱导胎盘组织中的 PGC⁃
1α基因高甲基化，抑制其表达并最终导致后代葡萄

糖代谢紊乱的风险增加。因此，PGC⁃1α基因甲基化

可能是胎儿代谢性疾病的早期预测指标。

图1 脐血胰岛素与新生儿出生体重（A）、产妇胎盘重量（B）、血糖（C）及HbA1c（D）的相关性分析

Figure 1 Correlation between cord blood insulin and neonatal birth weight（A），placental weight（B），blood glucose（C），
and HbA1c（D）
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图2 血糖水平与PGC⁃1α和PDX1 mRNA的相关性分析

Figure 2 Correlation analysis between glucose levels and
PGC⁃1α or PDX1 mRNA
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表2 两组PGC⁃1α和PDX1中甲基化频率和相对基因表达

的比较

Table 2 Comparison of methylation frequency and rela⁃
tive expression of PGC ⁃ 1α and PDX1 gene in
two groups

组别

对照组

GDM组

t值

P值

（x ± s）

PGC⁃1α
1.21 ± 0.14
0.76 ± 0.18

4.57
<0.001

PDX1
1.08 ± 0.32
0.83 ± 0.28

2.860
0.008

mRNA表达

PGC⁃1α
10.10 ± 1.23
19.30 ± 2.68
-2.2100
0.037

PDX1
0.95 ± 0.42
2.26 ± 1.07

1.740
0.085

甲基化频率（%）
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