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目的
!

研究妊娠糖尿病患者胎盘组织中
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羟类固醇脱氢酶"
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#和
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:LHK)

基因和蛋白表达的变化及

意义$方法
!

选择妊娠期糖尿病"

QKA

#和糖耐量正常孕妇"

3QC

#各
-+

例!化学发光法测定皮质醇%胰岛素的水平!免疫组织化

学法检测
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和
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在胎盘的表达部位!分别运用荧光定量
IN4

"

E=/?<65=IN4

#和
B=8<=E70?D<

法测试
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基因和蛋白水平的差异表达$结果
!

与
3QC

组相比!

QKA

组空腹胰岛素%

LXAG:24

%胰岛素分泌指数%母血皮质

醇水平明显增高"

#

#
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#!而空腹血糖%胎儿脐血皮质醇则差异无统计学意义"
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均在胎盘中

有表达!表达部位及水平不同$

E=/?<65=:IN4

和
B=8<=E70?D<

检测结果提示
QKA

组胎盘
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:LHK!543G

和蛋白的表达明显

低于
3QC

组"
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明显高于
3QC

组"
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#!而蛋白水平差异无统计学意义"

#
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#$结论
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娠期糖尿病胎盘组织
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差异表达调整免除母体不佳的妊娠环境将会给胎儿造成的长远伤害$
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妊娠期糖尿病$

QKA

%是指在妊娠期间首次发现的糖耐量

异常!

QKA

会引起多种母婴并发症"尤其是对胎儿产生负面

影响!它属于成人疾病胎儿发病的关键致病因素之一!

QKA

母亲所孕育的孩子在进入成年易出现肥胖#糖耐量异常等各种

疾病!明确
QKA

所造成的危险及相应预防措施"抑制孕期出

现糖代谢紊乱并有效限制
QKA

发病率的上升是极为重要的!

其中"糖皮质激素不仅会对孕后期的胎儿发育造成影响"而且

会推动孕妇分娩发动)

!

*

!然而胎儿假如置于糖皮质激素水平

过高的环境之内"极易出现病理妊娠"如胎儿发育缓慢#增大早

产概率#出现先兆子痫症状等!在妊娠期间"母体所含皮质醇

的水平极高"和脐静脉血相比"它要多出
#

倍以上)

)

*

"这意味着

胎盘组织之内有着调整糖皮激素的有效阻隔"是一个生理屏

障!当前针对这一胎盘屏障所具备的分子特性依然很少人知

道!在人体之内"
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羟类固醇脱氢酶$
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%能够让活性

的皮质醇和无活性的皮质酮不断向对方转变"进而调整部分靶

器官糖皮质激素相应的活性"
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:LHK

主要包含两种类型'

()!#

重庆医学
)+!.

年
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月第
&(

卷第
-(

期
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!在妊娠过程中"胎盘滋养细胞能够

表达
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:LHK8

)

-

*

!本文旨在探讨
QKA

患者血清及胎脐血皮

质醇变化"通过母体
:

胎盘
:

胎儿循环来分析
QKA

胎盘组织中

调节皮质醇代谢的
!!
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:LHK!

和
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基因及蛋白出现

相应的表达转变情况"现报道如下!

!

!

资料与方法

!"!

!

一般资料
!

挑选
)+!+

年
!)

月至
)+!-

年
!

月在重庆医

科大学附属第二医院产科就诊的
-+

例实施剖宫产的
QKA

孕

妇为研究对象"将之确定为
QKA

组"平均年龄$

),"&+*!"++

%

岁"平均孕前
PA2

$

)!"(!*+"'!
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)

"平均孕周$

-'",+*

+"(+

%周"经过诊断"查出妊娠期糖尿病的周期多在妊娠
)&

$

)'

周"这一类型的孕妇可以借助饮食和运动来调控血糖"效果

大致符合预期!选取同期糖代谢正常的孕妇
-+

例作为对照组

$

3QC

组%"平均年龄 $

-+",+*+"#+

%岁"平 均 孕 前
PA2

$

))")-*+"#!
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@

U

&

5

)

"平均孕周$

-'"-+*+".+

%周"

QKA

诊断

标准参照妇产科学第
'

版教材)

&

*

!两组孕妇都没有高血压及

肝肾功能异常的病症"也没有表现出多囊卵巢综合征的症状"

它们在年龄#孕周等指标方面的差异无统计学意义$

#

"

+"+#

%!在患者认可之后签订知情同意书收集患者血液"以及

各自的胎盘组织样本!新生儿体质量经清理呼吸道后使用电

子秤称取!

!""

!

方法

!"""!

!

标本收集
!

$

!

%手术当天抽取两组孕妇空腹肘静脉血"

母血之内各个生化指数监测运用全自动生化分析仪对之进行

解析!在胎盘娩出之后"即刻收集脐带血"将血清分离之后放

于
\)+n

冰箱进行保存待检测($

)

%在胎盘完全分娩之后"保

证无菌环境"从脐带根部胎盘母面中部提取检测对象"尺寸为

!"#15e!"#15

"不能挑选机化或者钙化的部分"运用磷酸盐

缓冲液$

IPH

%前后冲洗
-

次"将组织分割为
-

份"其中
!

份置

于
&J

多聚甲醛之内"将之固定
)&R

之后实施脱水"使用蜡块

进行封存固定"另一份置于
\'+n

冰箱待用!

!""""

!

临床指标监测
!

葡萄糖氧化酶法测验血糖"化学发光

法监测空腹胰岛素"运用全自动生化分析仪对其相应的生化指

标进行监测"运用稳态模型评估法$

LXAG

%求解胰岛素抵抗

指数$

LXAG:24

%!母亲静脉血皮质醇#新生儿脐血皮质醇水

平测定采用化学发光法!

!"""#
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胎盘组织中
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蛋白表达测定
!

$

!

%一抗蛋白孵育'把稳定好的胎盘组织封存为蜡块"对之进行

切片"去除玻片上的蜡块"使用梯度乙醇进行脱水"运用
IPH

冲洗
)

$

-

次"每次
#567

后"枸橼酸盐缓冲液进行热修复"

IPH

冲洗
-

次"每次
#567

!在玻片之上滴入
-JL

)

X

)

"室温静置

!+567

"

IPH

洗
-

次"每次
-567

!

!!
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:LHK!

蛋白检测运用免

疫组织化学$

HI

%法!而
!!

*

:LHK)

蛋白检测加入一般山羊血

清对之进行封闭"保持
-.n

"

)+567

后添加
!+

'

]

一抗"保持

-.n

恒温
)R

"按照说明书准则"一抗稀释比例
!o!++

"

IPH

洗

-

次"每次
-567

!$

)

%二抗
2

U

Q

标记'

!!

*

:LHK!

蛋白加入
ID?:

F

5=EL=?

S

=E

"测试环境
-.n

"

IPH

冲洗
-

次之后"添加
S

D?

F

:

L4I/7<6:QD/<2

U

Q

"其测试环境和相关操作程序如上!
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*

:

LHK)

蛋白直接加入
L4I

"对山羊抗兔
2

U

Q

进行标记"依然保

持
-.n

恒温"孵育
)+567

"

IPH

洗
-

次"每次
-567

!$

-

%显色

及封片'

KGP

显色
#

$

!+567

"通过显微镜把握染色程度!使

用
IPH

或自来水进行冲洗"维持
!+567

"运用苏木精进行复

染"维持
&567

"运用碳酸锂对颜色进行固定"保持
-+8

"之后再

运用盐酸乙醇对之进行分化"保持
)8

"通过自来水进行冲洗"

保持
!+

$

!#567

"通过梯度乙醇进行脱水"通过中性树胶进行

封片"给予镜检'棕黄色着色为阳性!

!"""$
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实时荧光定量
IN4

$

E=/?<65=:IN4

%法检测胎盘组织中
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和
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水平
!

$
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%引物合成'由上海鼎安生物

科技有限公司负责合成"
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:LHK!

引物序列$正向'

#i:GGQ

CCQNGQCQGQNNQGQGCN:-i

(反向'

#i:CCNNQGQQN

GQGQCNCCQNC:-i

"

Gg+&&+'-

%!

!!
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:LHK)

引物序列$正

向'

#i:QQNNGG QQC CCNNNG QCQ G:-i

(反向'

#i:QGQ

QQCQCCCQQQNCNGCQG:-i

"

3A

3

+++!,(

%($

)

%组织总

43G

的提取'取
!++5

U

胎盘组织"加入
CE6̀D?!5]

"抽取胎

盘总
43G

"操作以说明书为准!取
)

'

U

43G

进行反转录反

应"所用反转录试剂盒来自于大连
C/[/4/

公司!$

-

%

E=/?

<65=:IN4

监测基因表达'对
1K3G

进行稀释"保持原含量的

!

&

!+

"取
)

'

]

与
HgP4

S

E=569O9C/

V!

$

C/[/4/

%及引物开

展
IN4

反应"将原体系扩增至
!+

'

]

"反应条件'

,#n-567

(

,#n

变性
!+8

"退火
(+n-+8

"

(#n#8

"

-,

个循环"溶解曲

线保持在
(#

$

,#n

"

*

:/1<67

做内参"所生成的物品的特异性运

用溶解曲线给予评定"最终定量结果用
)

:

%%

N<给予计算!

!"""B

!
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和
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蛋白表达的测定
!

取胎盘组

织
'+5

U

"通过裂解液及电动匀浆器对之进行匀浆处理"保持
&

n

低温离心
!#567

"提取上清液蛋白!$

)

%通过
PNG

蛋白定量

试剂进行$厂家'自碧云天生物公司%定量"提取
'+

'

U

蛋白加

入
#e

上样缓冲液
!++n

煮沸
!+567

!

!)J

十二烷基硫酸钠
:

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

HKH:IGQO

%"操作完成后"将之转移到

聚偏氟乙烯$

IaK_

%膜上"

#J

牛奶"室温下封闭
!R

"

!!

*

:

LHK!

#

!!

*

:LHK)

一抗$

!o!+++

"

H/7</NE;̀=

公司%"室温环

境下加一抗孵育
!R

"

&n

过夜(

CPHC

漂洗(室温状态下二抗

$

!o-+++

%孵育
!R

!$

-

%

ON]

显影成像!

h;/7<6<

F

X7=

软件

解析两组灰度比值确定蛋白
!!

*

:LHK!

和
!!

*

:LHK)

相对表

达量!

!"#

!

统计学处理
!

采用
HIHH!-"+

软件分析数据!计量资料

以
$*%

表达"两组均值运用
"

检验"相关性解析运用
I=/E8D7

线性相关!以
#

#

+"+#

为差异有统计学意义!

"

!

结
!!

果

""!

!

临床资料分析
!

与
3QC

组比较"

QKA

组患者经过内分

泌科严格饮食控制和适量运动"手术当天空腹血糖)$

&"(+*

+")+

%

55D?

&

]L%Q

$

&"(+*+"!+

%

55D?

&

]

*"差异无统计学意义

$

#

"

+"+#

%(与
3QC

组比较手术当天
QKA

组空腹胰岛素

)$

!)",-*!"#+

%

5c

&

]L%Q

$

!,",#*!"+#

%

5c

&

]

*#

LXAG:24

$

)"'.*+"&L%"&"#&*+"(.

%#胰岛素分泌指数$

#-"!#*#"#'

L%Q'+"##*("!'

%明显升高"差异有统计学意义$

#

#

+"+#

%"见

表
!

!

"""

!

皮质醇变化及相关性分析
!

与
3QC

组的母血皮质醇水

平)$

,-&"!+*&#",)

%

75D?

&

]

*比较"

QKA

组)$

!!!+"+*&+",

%

75D?

&

]

*明显升高"差异有统计学意义$

#

#

+"+#

%"见图
!G

!

而两组之间的脐血皮质醇及新生儿体质量差异无统计学意义

$

#

"

+"+#

%"见图
!P

#

N

!将两组胎儿皮质醇的监测结果进行

对比"新生儿的体质量与其母血及胎儿脐血皮质醇水平不相关

$图
!K

%"而 与 胎 儿 脐 血 皮 质 醇 水 平 呈 现 负 相 关 关 系

$

'%\+"-!

"

#%+"+!

%"见图
!O

!

""#

!

免疫组织化学结果
!

!!

*

:LHK!

蛋白广泛遍布于绒毛及

干绒毛的合体滋养层外层#绒毛间质(

!!:

*

:LHK)

表达集中分

布于绒毛合体滋养层细胞外层"见图
)

!

.)!#

重庆医学
)+!.

年
!)

月第
&(

卷第
-(

期



!!

G

'母血皮质醇(

P

'胎儿脐血皮质醇(

N

'胎生出生体质量(

K

'母血皮质醇与胎儿出生体质量的关系(

O

'胎儿脐血皮质醇与胎儿出生体质量的

关系

图
!

!!

母血(脐血皮质醇变化及与胎儿体质量变化及相关性分析

!!

G

'绒毛合体滋养层外层$

!!

*

:LHK!

%(

P

'干绒毛的合体滋养层(

N

'绒毛间质$

!!

*

:LHK!

%(

K

'绒毛合体滋养层$

!!

*

:LHK)

%

图
)

!!

!!

*

:LHK!

蛋白和
!!

*

:LHK)

蛋白在胎盘中的表达部位

!!

/

'

#

#

+"+#

图
-

!!

E=/?<65=:IN4

结果

图
&

!!

B=8<=E70?D<

结果

""$

!

!!

*

:LHK!

#

!!

*

:LHK)

基因及蛋白水平表达
!

E=/?<65=:

IN4

结果提示
QKA

组胎盘
!!

*

:LHK!543G

的表达明显低

于
3QC

组$

+"#(*+"+,L%Q!"-(*+"-(

"

#

#

+"+#

%!

!!

*

:

LHK)543G

明显高于
3QC

组$

#"!.*!"+)L%Q!")!*+"-&

"

#

#

+"+#

%!

B=8<=E70?D<

法结果提示
QKA

组胎盘
!!

*

:LHK!

蛋白水平的表达明显低于
3QC

组$

+").*+"+.L%"!"++*

+"!,

"

#

#

+"+#

%"而
!!

*

:LHK)

蛋白水平差异无统计学意义

$

!"-+*+"!,L%"!"++*+"!&

"

#

"

+"+#

%!见图
-

#

&

!

#

!

讨
!!

论

!!

当前"针对
QKA

的探究大多认与胰岛素抵抗有关"

QKA

患者多数出现胰岛素敏感性下降"其抵抗情况加剧"脂代谢出

现异常)

#

*

!当前的研究大多围绕与胰岛素抵抗有关的因子进

行"例如瘦素#脂联塑等!出现脂肪代谢异常及体型肥胖的患

者一般均会出现血清瘦素#脂联素水平下降"抵抗素增加!且

胰岛素抵抗及
!

型糖尿病的发病率更高)

(:.

*

!胎盘是连接母体

及胎儿的主要器官"能够生成激素和酶!对于妊娠期孕妇而

言"糖皮质激素能够对胰岛素产生一定对抗!它可以通过葡萄

糖所进行的跨膜运转"改变胰岛素的受体来改变胰岛素相应的

敏感性!同时"它还可以直接干扰胰岛素抵抗的生成"而胰岛

素
*

细胞也许是它引起糖尿病的主要靶点)

'

*

!在孕妇体内"糖

皮质激素通过皮质醇的方式发生作用!它可影响胎儿发育"胎

儿长时间处于高皮质醇环境之内"会导致低体质量儿的发病率

提升!

本研究选择的对象为妊娠期糖尿病患者"通过调整饮食和

血糖"手术当日
QKA

组空腹血糖水平保持正常"然而仍然有

胰岛素抵抗特征!经过监测"和
QKA

组胰岛素抵抗相对的"

')!#

重庆医学
)+!.

年
!)

月第
&(

卷第
-(

期



QKA

组母血皮质醇水平也有明显提高"但是胎儿脐血皮质醇

水平及胎儿的体质量都未出现显著改变!因此"新生儿的体质

量"不受到母血皮质醇的影响"而胎儿脐血皮质醇水平与之存

在负相关关系!在母体血液
:

胎盘
:

脐血的血流运行过程中"母

体出现高皮质醇血病的占比增长"而胎儿脐血皮质醇变动不

大!母体循环及脐血皮质醇中间的差别也许是胎盘部分调整

糖皮质激素的因子具有屏障效用!而在胎盘之内"具有此种效

用的分子为
!!

*

:LHK8

"它们能够催化活性的皮质醇和无活性

的皮质酮之间的相互转化"从而调节局部糖皮质激素的活性!

!!

*

:LHK!

属于同时兼具氧化和还原双重效用的酶"在体内主

要发挥还原酶的效用"将会让糖皮质激素增加!而氧化反应则

要求有
3GKI

b

&

3GKIL

参加!

!!

*

:LHK)

只发挥氧化酶的

效用"使皮质醇转变为皮质酮"可以削减糖皮质激素的影响"而

发生还原反应则要有
3GK

b的参加)

,

*

!

对于妊娠期患者而言"胎盘是其内分泌器官的一部分"不

仅能够生成蛋白类激素"而且还具有类固醇激素的效用)

!+

"

!!

*

!

妊娠期患者"能够检查到
!!

*

:LHK8

的表达!

!!

*

:LHK!

则遍

布于绒毛单位间质等部位"

!!

*

:LHK)

大多位于绒毛合体滋养

层"这意味着在胎盘绒毛组织之内"调整糖皮质激素代谢过程

的屏障因子有一定的位置!

E=/?<65=:IN4

显示'

QKA

组胎盘

!!

*

:LHK!543G

的表达更为明显"而
3QC

组之内
!!

*

:LHK)

的表达更为突出!

B=8<=E70?D<

法的检查结果显示"

QKA

之

内的
!!

*

:LHK!

水平较低"而
!!

*

:LHK)

水平增长无统计学意

义!在
QKA

组出现病理妊娠的时候"其对糖皮质激素的影响

削弱!有资料证明"低体质量儿体内的脐血皮质醇显著增长"

而其胎盘组织之内的
!!

*

:LHK)

的影响下降)

!):!-

*

"原因大概是

这一物质的屏障效应失活导致的脐血皮质醇水平紊乱"皮质醇

借助胎盘导致胎儿部分受损)

!&

*

!目前普遍接受的观点认为妊

娠状态下"无论是胎盘
!!

*

:LHK)

的表达"还是糖皮质激素的

分泌"都被各类病理要素干扰!近年"

!!

*

:LHK)

的代谢调整

成为研究热门!它是胎盘糖皮质激素能够发挥屏障作用主要

物质"可造成母体流入大量皮质醇"导致胎儿发育受损!本实

验通过饮食调整的
QKA

患者"在其胎盘之内"

!!

*

:LHK!

表达

的下降而
!!

*

:LHK)

表达的升高对胎儿脐血皮质醇水平的平

稳有一定影响"前者的下降也许影响了转录和翻译进程"而后

者的升高仅影响转录!此种保护机制调整的缘由有待于进一

步探讨研究!

!!

*

:LHK!

和
!!

*

:LHK)

基因可作为新的研究基

因靶点"用来研究中国人群的
!!

*

:LHK!

和
!!

*

:LHK)

基因的

微卫星多态性与胎儿发育#孕晚期胎儿器官发育及妊娠之间的

关系!
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