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妊娠期糖尿病$

R*T

%是指妊娠期首次诊断的糖尿病#

R*T

是妊娠期常见并发症#流行病学调研显示#我国
R*T

发

病率已高达
%21)3

'

%0#

(

)

R*T

会对母婴健康产生严重不良影

响#与自然流产*巨大儿*新生儿低血糖*新生儿畸形等多种不

良妊娠结局有关#产妇产后
#

型糖尿病发生率高达
#)3

#

2(3

'

$0'

(

)探索
R*T

发病机制#以及早期预防该疾病的发生#

对于提高母婴健康具有十分重要的意义)研究证实#孕期胰岛

素抵抗是
R*T

发病机制中的重要环节#而
/>JJ

样受体
'

$

/V.'

%介导的固有免疫应答会明显增加
R*T

患者胰岛素抵

抗#从而在
R*T

发病机制中发挥作用'

)0&

(

)本研究通过分析

$(

例
R*T

患者外周血及胎盘组织中
/V.'

的表达#以探讨其

与
R*T

发病的关系#现报道如下)

B

!

资料与方法

B1B

!

一般资料
!

将
#(%$

年
#

月至
#(%)

年
#

月本院收治的
$(

例
R*T

产妇纳入
R*T

组#纳入患者均符合美国糖尿病学会

$

,*,

%有关诊疗标准'

2

(

#在妊娠的第
#'

#

#4

周进行口服
2)

I

葡萄糖耐量试验#若符合以下
#

项结果或
#

项结果以上则诊断

为
R*T

!空腹血糖大于或等于
)1%HH>J

"

V

#糖耐量试验
%C

血糖大于或等于
%(1(HH>J

"

V

#糖耐量试验
#C

血糖大于或等

于
41)HH>J

"

V

)排除标准!怀孕前就存在糖尿病的患者&双胎

或多胎妊娠&合并甲状腺疾病*肾上腺皮质疾病等其他内分泌

疾病患者&合并心脑血管*肺*肝*肾等疾病患者&近
&

个月使用

过激素类药物或影响糖代谢药物的患者)选择同期葡萄糖耐

量试验正常的
$(

例产妇作为健康组)所有研究对象均签署知

情同意书#经本院医学伦理委员会批准)

#

组产妇的年龄*体

质量指数*初潮年龄*生育史*流产史*分娩孕周等基本资料比

较#差异无统计学意义$
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%

(1()

%#具有可比性#见表
%

)

B1C

!

标本采集

B1C1B

!

血液标本采集
!

分娩前
$(H;=

#采用枸橼酸钠抗凝采

血管采集产妇肘静脉血
'HV

#

'`

保存待检)

+

%(5%

+

国际检验医学杂志
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月第
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卷第
%'

期
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O=?UVGKTDA

!
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#(%2
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W>J1$4

!
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基金项目#
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组产妇基本资料比较%

He>

&

组别
0

年龄

$岁%

体质量指数

$

Z

I

"

H

#

%

初潮年龄

$岁%

生育史

$次%

流产史

$次%

分娩孕周

$周%

R*T

组
$( #51$e'1% #415e#1$ %%1)e#1$ %15e(12 #1'e%1% $51'e%1)

健康组
$( $(1)e'1) #51)e#1% %#1$e#1) #1%e(14 #1%e%1# $51%e%12

6 %1(4( %1()) %1#5( %1($% %1((5 (12#)

! (1#4) (1#5& (1#(# (1$(2 (1$'2 (1'2#

B1C1C

!

胎盘组织采集
!

正常娩出胎盘后#取胎盘母面中央和

近脐带处胎盘组织#

%1(FHd%1(FHd%1(FH

#无菌磷酸盐缓

冲液$

!"8

%洗净后#经
%(3

甲醛溶液固定#常规脱水*透明#石

蜡包埋#切片
'

$

H

#

$2`

干燥#

'`

保存待检)

B1D

!

检测方法

B1D1B

!

./0!-.

检测外周血单个核细胞
/V.'H.+,

表

达
!

取出
'`

保存的外周抗凝血#采用
S;F>JJ

法提取外周血单

个核细胞)采用
/9;Q>J

法提取细胞总
.+,

#反转录成
F*+,

)

以
F*+,

为模板进行
./0!-.

扩增)参照文献'

2

(#设计

/V.'

及
!

0GF?;=

引物#委托上海生工生物有限公司合成)

/V.'

引物上游!

)_0/RR,/,-R///--//,/,,R0$_

#

引物下游!

)_0R,,,/RR,RR-,----//-0$_

&

!

0GF?;=

引

物上游!

)_0/-,/R,,R/R/R,-R//R,-,/--R/0

$_

#引物下游!

)_0--/,R,,R-,///R-RR/R-,-R,

/-0$_

)

./0!-.

扩增条件!

5'`

"

)H;=

#

5'`

"

$(<

*

&(`

"

'(

<

*

2#`

"

5(<

#共
$)

个循环#最后
2#`

"

%(H;=

)

./0!-.

产物

经
%1)3

琼脂糖凝胶电泳#采用
";>0.GA

软件分析条带灰度值#

/V.'H.+,

相对表达量
7/V.'

灰度值"
!

0GF?;=

灰度值)

B1D1C

!

免疫组化检测胎盘组织
/V.'

蛋白表达
!

取出
'`

保

存的
'

$

H

胎盘组织切片#

&(`

烤片
#C

#二甲苯脱蜡#梯度乙

醇水化&

$2`

的
$3 ]

#

\

#

溶液孵育
%(H;=

#柠檬酸高压抗原

修复法修复&

!"8

洗涤#加入鼠抗人
/V.'

一抗工作液#

'`

孵

育
#'C

&

!"8

洗涤#加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗工

作液#

$2`

孵育
(1)C

&显色剂显色#苏木素复染#梯度乙醇水

化#二甲苯透明#最后封片)采用综合评分法进行评估#染色程

度评分!强染色记
$

分#中度染色记
#

分#弱染色记
%

分#不着

色记
(

分&阳性细胞比例评分!

%

2)3

记
'

分#

)%3

#

2)3

记
$

分#

#&3

#

)(3

记
#

分#

)3

#

#)3

记
%

分#

$

)3

记
(

分)两项

评分相加!

&

#

2

分强阳性$

ccc

%#

'

#

)

分中度阳性$

cc

%#

#

#

$

分弱阳性$

c

%#

$

#

分阴性$

a

%)

B1E

!

统计学处理
!

采用
8!88%51(

统计学软件进行统计分

析#符合正态分布*方差齐性计量数据以
He>

表示#采用独立

样本
6

检验进行组间比较#以
!

$

(1()

表示差异有统计学

意义)

C

!

结
!!

果

C1B

!

#

组产妇外周血单个核细胞
/V.'H.+,

的表达
!

R*T

组和健康组外周血单个核细胞
/V.'H.+,

相对表达

量分别为
(1&$e(1%#

*

(1$#e(1(2

#

R*T

组明显高于健康组#

差异有统计学意义$

67%#1##$

#

!

$

(1()

%)见表
#

和图
%

)

C1C

!

#

组产妇胎盘组织
/V.'

蛋白的表达
!

秩和检验结果显

示#

R*T

组产妇胎盘组织绒毛滋养细胞*脱膜细胞和羊膜上皮

细胞中
/V.'

蛋白表达明显增强#明显高于对照组#差异有统

计学意义$

C7#1$#)

*

#1$2'

*

#1%&#

#

!

$

(1()

%#见表
$

和图
#

)

图
#

中
,

图显示
R*T

组绒毛滋养细胞中
/V.'

主要表达于

细胞膜和细胞质#呈棕黄色&

"

图显示
R*T

组蜕膜细胞中

/V.'

主要表达于细胞膜和细胞质#呈棕黄色&

-

图显示
R*T

组羊膜上皮细胞中
V/.'

主要表达于细胞核#呈浅黄到黄色)

*

图显示健康组绒毛滋养细胞中
/V.'

阳性表达比
R*T

组

弱#呈浅黄到黄色#阳性细胞百分比低&

X

图健康组蜕膜细胞中

/V.'

阳性表达比
R*T

组弱#呈浅黄色#阳性细胞百分比低&

S

图显示健康组羊膜上皮细胞中
V/.'

阳性表达比
R*T

组

弱#呈浅黄到黄色#阳性细胞百分比低)

表
#

!!

#

组产妇外周血单个核细胞
/V.'H.+,

相对灰度值%

He>

&

组别
0 /V.'

灰度值
!

0GF?;=

灰度值
/V.'

"

!

0GF?;=

R*T

组
$( %%&25e)415$ %45%'e%($1'2 (1&$e(1%#

健康组
$( )5'$e$21&' %4$(2e%%(1)# (1$#e(1(2

图
%

!!

./0!-.

检测
#

组产妇外周血单个

核细胞
/V.'H.+,

表达

表
$

!!

#

组产妇胎盘组织
V/.'

蛋白表达情况%

0

&

胎盘组织细胞 组别
0

V/.'

蛋白表达

a c cc ccc

C !

绒毛滋养细胞
R*T

组
$( ' 2 %' ) #1$#)

$

(1()

健康组
$( 5 %% 4 #

蜕膜细胞
R*T

组
$( ) ' %' 2 #1$2'

$

(1()

健康组
$( %( 5 4 $

羊膜上皮细胞
R*T

组
$( 4 2 %% ' #1%&#

$

(1()

健康组
$( %' 5 & %

+

#(5%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!

O=?UVGKTDA

!

U@J

B

#(%2

!

W>J1$4

!

+>1%'



图
#
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免疫组化检测
#

组产妇胎盘组织中
/V.'

蛋白表达%

d'((

&

D

!

讨
!!

论

!!

现代生殖免疫学认为胚胎是携带父方抗原的同种异体物#

妊娠从受精卵着床开始#母体的固有免疫系统识别其为.异

己/#即启动了母体内的免疫应答)

/V.'

属于
&

型跨膜糖蛋

白#主要表达于树突状细胞和巨噬细胞等免疫细胞#是母体固

有免疫系统的重要组成'

4

(

#研究证实
/V.'

与子痫前期*妊娠

期高血压等多种妊娠期疾病有关'

5

(

)过去一直认为孕期催乳

素和孕激素分泌增加而拮抗胰岛素是导致
R*T

发病的原因#

然而近年来的研究发现#孕期
/V.'

介导的母体固有免疫系统

增强所致的胰岛素抵抗程度加重才是造成
R*T

发病的主要

原因'

%(0%%

(

)

+S0

*

"

是
/V.'

下游的重要蛋白转录因子#当
/V.'

受到

外界刺激而活化时#通过其胞浆作用域与髓样分化因子
44

$

T

B

*44

%的羧基末端作用而形成复合物#该复合物通过

T

B

*44

的死亡结构阈与
OV0%.

相关激酶$

O.,6

%相互作用并

使其磷酸化#磷酸化的
O.,6

与肿瘤坏死因子受体相关因子
&

$

/+,S&

%相结合#活化的
/+,S&

与
+S0

*

"

抑制蛋白$

O

*

"

%相

互作用使其磷酸化降解#

+S0

*

"

得以激活并转入细胞核中并诱

导其下游炎性因子表达'

%#

(

)

OV0%

!

是
+S0

*

"

下游的重要炎性

因子)

*>=G?C

等'

%$

(研究证实
OV0%

!

与
#

型糖尿病的发病有

关#

OV0%

!

会导致胰岛
!

细胞凋亡和胰岛抵抗)

W;?>9G?><

等'

%'

(

研究发现
R*T

患者
OV0%

!

表达增强#并认为其可能参与了胰

岛素抵抗)

VG9<D=

等'

%)

(学者采用
OV0%

!

拮抗剂治疗
#

型糖尿

病#发现患者口服葡萄糖耐量试验结果*糖化血红蛋白#以及高

敏
-

反应蛋白均有明显改善)

R;G==>@ZGZ;<

等'

%&

(通过抑制

+S0

*

"

表达#发现其下游
OV0%

!

表达明显减少#并达到了其保

护胰岛
!

细胞的目的)

6@QH;FZ;

等'

%2

(研究证实
R*T

患者外

周血
/V.'

*

+S0

*

"

表达均明显增强)以上研究说明
+S0

*

"

和

OV0%

!

在
#

型糖尿病的发病机制中发挥重要作用)基于以上研

究#本课题小组推测
/V.'

介导的
+S0

*

"

和
OV0%

!

激活可能也

是造成
R*T

发病的重要原因)本研究分析了
R*T

患者外周

血及胎盘组织中
/V.'

的水平#结果发现患者外周血单个核细

胞中
/V.'

表达水平明显高于健康组#胎盘组织绒毛滋养细

胞*脱膜细胞和羊膜上皮细胞中
/V.'

蛋白的表达也明显高于

健康组)说明
R*T

患者
/V.'

表达明显上调#可能正是因为

/V.'

表达上调激活其下游
+S0

*

"

和
OV0%

!

#进而导致胰岛素

抵抗#才是
R*T

发病的原因)

综上所述#本研究发现
R*T

患者外周血单个核细胞#以

及胎盘组织绒毛滋养细胞*脱膜细胞和羊膜上皮细胞中
/V.'

表达明显增强)说明
/V.'

与
R*T

的发病有关#推测可能与

/V.'

介导的母体固有免疫反应中
+S0

*

"

和
OV0%

!

的激活有

关)由于条件所限#本研究并未对此种猜测进行验证#欲深入

探讨
/V.'

与
R*T

发病的关系尚需更多*更全面的研究#这

也是本课题小组下一步研究的方向)
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胞等操作较复杂'

%%

(

)女性在妊娠期间为满足胎儿
0

胎盘单位

血液灌注的需要#红细胞与血容量数量均增加#因血容量增加

量为红细胞
$

倍#导致血红蛋白
0

红细胞压积降低#引起生理性

贫血'

%#

(

)网织红细胞随着骨髓造血功能的增强#释放入血的

量也增加)

网织红细胞是指晚幼红细胞脱核后至完全成熟的阶段#其

胞质中残存着核糖体
.+,

#能被煤焦油蓝等染料将其活体染

成蓝色网状的红细胞'

%$

(

)网织红细胞计数$

.D?

'

%和
.D?3

是

网织红细胞的传统检测参数)网织红细胞的参数随着血液自

动化分析的发展逐渐增加#

8

B

<HDN[X0#%((

血细胞分析仪的

原理就是将荧光染料与红细胞中的
.+,

结合测定#结合的

.+,

数随细胞幼稚度增加#从而荧光度越强#根据荧光强度把

网织红细胞分为低*中*高荧光强度网织红细胞#即
VS.

*

TS.

*

]S.$

项参数'

%'

(

)对网织红细胞各项参数#本研究提

供更为全面指标#对骨髓造血情况检测分析可观察
VS.

*

TS.

*

]S.

#了解贫血性质可观察
.D?

'

和
.D?3

#了解骨髓响

应的灵敏指标可观察不成熟网织红细胞的比率$

O.S

%#即

TS.

和
]S.

之和)本次检测结果可见#

$

项红细胞指标中#

T-W

*

T-]

降低较明显#与健康人差异较大且不存在重叠#说

明
T-W

*

T-]

变化可作为地贫的重要筛选指标)轻型地贫

患者
T-W

*

T-]

降低#说明
!

地贫为小细胞性贫血#妊娠女性

因
!

地贫使红细胞大小不均匀改变#故可用
T-W

*

T-]

等作

为参考指标)根据表
$

可知#

T-W

鉴别诊断
!

地贫妊娠和缺

铁性贫血妊娠的灵敏度为
&'1((3

#特异度为
221((3

&

T-]

灵敏度为
))1((3

#特异度为
&41((3

&

T-WcT-]c .D?3

灵敏度为
4'1((3

#特异度为
5(1((3

#

T-W

*

T-]

*

.D?3

联合

检测的灵敏度与特异度最高#因此建议首次产前检查的妊娠女

性可进行
T-W

*

T-]

*

.D?3$

项指标联合检测#该参数可作

为妊娠
!

地贫的指征)

传统网织红细胞参数单一#操作繁琐#采用全自动血细胞

分析仪的优点在于使检测结果标准化*仪器化#同时多个网织

红细胞相关参数被引入#高荧光强度网织红细胞百分率

$

]S.3

%*

O.S

*低荧光强度网织红细胞百分率$

VS.3

%*中荧

光强度网织红细胞百分率$

TS.3

%

'

%)

(

)这些新型的参数能更

全面*细微地描述网织红细胞的成熟度#更好地评价骨髓红细

胞造血功能)同时#把红细胞和血小板多参数检测用作初步筛

查指标可降低地贫患者漏诊率#且经济实用*操作简便)

综上所述#妊娠
!

地贫女性红细胞参数
T-W

*

T-]

*

.D?3

较正常妊娠及缺铁性贫血女性均有明显变化#

T-W

*

T-]

*

.D?3$

项指标联合检测的灵敏度和特异度更高#能够

明显地提高鉴别诊断
!

地贫妊娠和缺铁性贫血妊娠的能力)
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