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妊娠期糖尿病孕妇外周血胎儿游离DNA检测及其临床意义*
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  摘 要:目的 通过检测妊娠期糖尿病孕妇外周血胎儿游离DNA浓度变化,分析基因表达水平是否正常,
为诊断和阐明妊娠期糖尿病及其遗传效应提供理论依据。方法 用血浆基因组DNA磁珠法抽提12~25周孕

早中期孕妇外周血中胎儿游离DNA,妊娠期糖尿病组和健康对照组各15例,通过高通量测序检测孕妇胎儿染

色体基因拷贝数及评估其风险值。结果 与健康对照组比较,妊娠期糖尿病组的孕妇胎儿游离DNA文库浓度

差异无统计学意义(P>0.05),染色体基因拷贝数无显著变化,但个别存在18号染色体基因微重复,可能与妊

娠期糖尿病基因表达异常相关。结论 对妊娠期糖尿病孕妇外周血胎儿游离DNA检测,将有助于进一步研究

妊娠期糖尿病形成的分子机制及其临床诊断。
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Abstract:Objective To

 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

elucidation
 

of
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

and
 

its
 

genetic
 

effect,the
 

changes
 

of
 

fetal
 

free
 

DNA
 

concentration
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

pregnant
 

women
 

with
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

were
 

detected
 

and
 

the
 

level
 

of
 

gene
 

expression
 

was
 

analyzed.Meth-
ods The

 

fetal
 

free
 

DNA
 

was
 

extracted
 

from
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

12-25
 

week
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

early
 

and
 

middle
 

stages
 

by
 

the
 

method
 

of
 

plasma
 

genomic
 

DNA
 

magnetic
 

beads.There
 

were
 

15
 

cases
 

in
 

the
 

gesta-
tional

 

diabetes
 

mellitus
 

group
 

and
 

15
 

cases
 

in
 

the
 

control
 

group.High
 

throughput
 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

copy
 

number
 

of
 

fetal
 

chromosome
 

genes
 

and
 

evaluate
 

the
 

risk
 

value.Results Compared
 

with
 

the
 

healthy
 

control
 

group,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

concentration
 

of
 

fetal
 

free
 

DNA
 

library
 

among
 

pregnant
 

women
 

with
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

(P>0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

the
 

number
 

of
 

copies
 

of
 

chromosome
 

genes,but
 

some
 

of
 

them
 

had
 

microduplication
 

of
 

chromosome
 

18,which
 

may
 

be
 

re-
lated

 

to
 

the
 

abnormal
 

gene
 

expression
 

of
 

gestational
 

diabetes.Conclusion The
 

detection
 

of
 

fetal
 

free
 

DNA
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

pregnant
 

women
 

with
 

gestational
 

diabetes
 

will
 

be
 

helpful
 

to
 

further
 

study
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

gestational
 

diabetes
 

and
 

its
 

clinical
 

diagnosis.
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  国际糖尿病协会权威数据显示,糖尿病的发病呈

快速增长和低龄化的态势,已跃居全世界发病率和病

死率最高的疾病之一。全球糖尿病患者在2010年已

接近3亿,预计到2030年将超过4.35亿,糖尿病及

并发证已成为全球范围内日益严重的健康问题。糖

尿病将成为世界经济增长的主要牵制力之一,这显示

了全球糖尿病防治的严峻形势。
妊娠期糖尿病(GDM)是指在妊娠期间首次发生

或发现的葡萄糖耐量异常,是糖尿病的一种特殊类

型,其发病率在各国差异较大,为1%~14%。GDM
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对孕妇、胎儿和新生儿均有较大的负面影响,GDM 患

者中羊水过多、妊娠期高血压、巨大儿、剖宫产、胎儿

畸形、新生儿低血糖、低血钙、新生儿窒息甚至死亡的

发生率明显增高,GDM 产妇自己发展为2型糖尿病

的概率也会大大增加,且其分娩的子女(特别是出生

时为巨大儿的子女)成年后发生肥胖及2型糖尿病等

代谢性疾病的概率也会显著增高,这种遗传效应导致

糖尿病的发病具有明显的家族聚集性,这对患者的整

个家庭乃至整个社会都会造成极大的影响[1-3]。本研

究以黄石地区孕妇人群为研究对象,通过高通量技术

平台,检测GDM 孕妇外周血胎儿游离DNA,筛选孕

妇妊娠期胎儿染色体非整倍数拷贝变异,为进一步解

析影响妊娠期孕妇糖尿病致病基因的分子机制研究

奠定基础。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1-6月来鄂东医疗集

团黄石市妇幼保健院围保门诊产检的GDM孕妇的静

脉血样本作为GDM 组,共15例;健康对照组为体检

健康孕妇,共15例。孕妇年龄22~35岁,孕周12~
26周。GDM的诊断标准参照《妇产科学》第6版[4]和

国家原卫生部妊娠期糖尿病的筛查和诊断标准(2011
年)[5]。GDM组孕妇与健康对照组均为单胎,年龄、
孕周差异无统计学意义(P>0.05),所有健康对照组

孕妇体检健康,无高血压、糖尿病史等其他既往病史。
本研究经鄂东医疗集团黄石妇幼保健院伦理委员会

批准(1.0版,2018-12-24)。
1.2 方法

1.2.1 血浆DNA抽提 GDM组是血糖耐受量异常

组,健康对照组是正常血糖浓度组。通过采集孕妇外

周静脉血10
 

mL左右,乙二胺四乙酸二钾(EDTA-
K2)抗凝,1

 

500
 

g离心10
 

min,取分离得到的母体血

浆进行胎儿游离DNA提取,参照华大基因核酸提取

试剂盒进行操作。首先,配置蛋白酶K溶液,在96孔

内按照1∶10比例加入蛋白酶K和磁珠液,用封口胶

密封,50
 

℃恒温振荡器中250
 

r/mim 洗脱1
 

h。然

后,在每孔内加入20
 

μL磁珠和400
 

μL
 

binding
 

buff-
er震荡2~3

 

min混匀,放置磁力架中5
 

min,倒掉上

清;分别用600
 

μL洗脱液离心5
 

min混匀,放置磁力

架中5
 

min,倒掉上清。最后,每孔加入50
 

μL
 

Elution
 

Buffer
 

1
 

300
 

r/min,70
 

℃,20
 

min,放置于磁力架中获

得DNA溶液。DNA质量检测是通过 Qubit
 

4荧光

定量仪上测定DNA浓度和总量,吸光度(A)260/280
在1.8~2.0。
1.2.2 cDNA合成及文库构建 采用华大基因BGI

 

NIFT检测试剂盒的建库方法构建cDNA文库,具体

步骤如下:对血浆提取的DNA通过末端修复、接头连

接、PCR扩增进行文库制备;制备阴性对照和阳性对

照混合液,分别取38.5
 

μL分子级水,再分别加入

1.5
 

μL阴性对照品、阳性对照品,充分混匀。制备

10.0
 

μL末端修复液,其中末端修复酶0.6
 

μL,末端

修复缓冲液9.4
 

μL。将上述PCR管加入10
 

μL末端

修复混合液,充分混匀,瞬间离心,置于PCR仪上,37
 

℃孵育10
 

min,冷却至4
 

℃保存;接头连接采用磁珠

法,将总体积30
 

μL的连接反应混合液(24
 

μL连接缓

冲液,1
 

μL连接酶和5
 

μL标签接头)加入PCR管内,
置于PCR仪上23

 

℃孵育20
 

min,冷却至4
 

℃保持;
再将PCR管过磁力架,弃掉上清液后,加入200

 

μL
 

75%乙醇,吹打混匀,过磁力架至溶液澄清,弃掉上

清;加入23
 

μL洗脱缓冲液,充分混匀,室温静置5
 

min,置于磁力架3
 

min至溶液澄清,取21
 

μL上清液

于新PCR管中。PCR反应程序为:98
 

℃,2
 

min,1个

循环;98
 

℃,15
 

s,56
 

℃,15
 

s,72
 

℃,30
 

s,12个循环;
72

 

℃,5
 

min,1个循环,4
 

℃,保存。以文库浓度≥2
 

ng/μL为合格标准。
1.2.3 上机检测 对构建好的cDNA文库经纯化合

格后,使用BGISEQ-50测序平台测序。
1.4 统计学处理 数据采用

 

SPSS11.0软件分析,
GDM组与健康对照组比较采用Z 检验验证,使用华

大基因公司“胎儿染色体非整倍体基因检测软件”计
算Z 值,计量资料以x±s表示,组间数据比较用t检

验。以P<0.05表示差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 测序质量质控分析 每次检测样本测序有效数

据量不少于3.5
 

M条DNA序列,每次检测结果同时

满足阴性对照品检测为阴性,阳性对照品检测为阳性

结果。扩增循环数设定为45个循环,随着循环数增

加,唯一比对测序条带数>2.5
 

M,Q20达到95%以

上,Q30均达到90%以上,GC%含量在38%~42%,可
见数据质控合格,可以进行下一步结果分析,见图1。

  注:A表示基因芯片参数;B表示基因序列读取结果;C表示标签

拆分率。

图1  测序质控图

表1  GDM组和健康对照组孕妇胎儿游离DNA文库

   浓度比较(ng/μL)

组别 n DNA文库浓度 P

健康对照组 15 18.20±0.35 >0.05

GDM组 15 17.60±0.70
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2.2 2组孕妇外周血胎儿游离DNA文库浓度比较 
GDM组孕妇和健康对照组孕妇胎儿游离DNA文库浓

度分别为(17.60±0.70)、(18.20±0.35)ng/mL,2组差

异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
2.3 2组 孕 妇 外 周 血 胎 儿 染 色 体 拷 贝 数 结 果 分

析 采用Z 检验验证GDM组与健康对照组,结果显

示,当阳性判断值判断为3时,显著性水平P<0.01,
Z<3,可判定为阴性,并且GDM 组和健康对照组间

染色体拷贝数无明显差异。见表2。

表2  GDM组和健康对照组孕妇胎儿游离DNA染色体非整倍体拷贝数及风险值

组别
Z(chr13)
绝对值

Z(chr18)
绝对值

Z(chr21)
绝对值

13风险 18风险 21风险 缺失/重复

健康对照组 <3 <3 <3 低风险 低风险 低风险 无

GDM组 <3 <3 <3 低风险 低风险 低风险 存在1例,dup(18p11.31-p11.23,2.02M)-M

阴性对照 <3 <3 <3 低风险 低风险 低风险 无

阳性对照 21.20 19.04 16.00 高风险 高风险 高风险 无

3 讨  论

  关于GDM的发病机制学说众多,有遗传易感学

说、胰岛素抵抗学说、氧化应激学说、细胞因子分布及

表达异常学说等,其中,胰岛素抵抗(IR)普遍被认为

是导致GDM发生发展的主要机制[6-7]。大量研究表

明,糖尿病是一种多基因病,GDM是糖尿病中的独立

类型,对孕妇和胎儿均存在重大影响,GDM 不仅与生

理性代谢相关,起决定性作用的仍然是易感基因和致

病相关基因[8-10]。因此,本研究旨在通过检测 GDM
孕妇外周血胎儿游离DNA变化,分析基因表达水平

是否正常,为诊断和阐明 GDM 及其遗传效应提供

依据。
近年来,国内外广泛提出了“精准医疗计划”,特

别是伴随着高通量测序技术的发展,基因测序的成本

日益降低,基因测序技术日渐在肿瘤检测、液体活检

和 产 前 诊 断 等 诸 多 领 域 凸 显 重 要 价 值 和 应 用 前

景[11-13]。本研究中通过华大基因 BGISEQ-50测序

仪,采用联合探针锚定聚合技术(cPAS)和DNA纳米

球(DNB)技术,将DNA分子锚与荧光探针在DNB纳

米球上进行聚合,并产生荧光信号,然后通过高分辨

率成像系统对光信号进行拍照采集,光信号经过数字

化处理后即可获得碱基序列。其中,DNB
 

通过线性

扩增的方法进行增强信号,这种方法可以有效降低单

拷贝的错误率[14],十分有效地保证测序过程的准确。
本实验均设置对照组及质控,测序结果显示有效测序

量达到5
 

M 以上,测序饱和量均达到要求,两组Q20
和Q30均分别高于90%以上,GC含量均在50%范围

内,由此证明测序结果十分可靠。
正常母亲和胎儿的染色体基因在表达水平上是

相同的,如果出现孕妇或胎儿染色体基因表达水平异

常,那么可能与一些先天性疾病发生密切相关。汤冬

玲[15]的研究表明,GDM 就可能与基因表达水平异常

直接相关,游离胎儿DNA水平的升高可能与 GDM
的病理变化使胎盘屏障不完善,胎儿有核细胞进入母

体量增多有关。因此,孕妇外周血中胎儿DNA水平

的改变可作为辅助诊断及预防
 

GDM 的一项有效指

标。本研究采用无创孕妇外周血游离 DNA测序技

术,理论上可以通过检测游离在母体外周血的胎儿

DNA来检测胎儿的遗传物质,从而实现无创零风险

的遗传检测。已有大量报道显示,无创DNA检测技

术准确性高,基本接近产前诊断的准确性,具有非侵

入性、无流产风险的优势,其综合先进的生物信息学

分析技术,准确检测出常见胎儿染色体非整倍体异

常[16-18]。本研究显示,GDM组孕妇胎儿游离DNA文

库浓度并无显著异常,但进一步通过染色体非整倍体

变异分析发现个别在18号染色体基因拷贝数存在微

重复,但是否与糖尿病致病相关仍有待实验进一步

验证。
4 结  论

  本研究通过高通量技术揭示,GDM 孕妇外周血

胎儿游离DNA无明显异常,染色体基因拷贝数无明

显差异,为进一步研究GDM 形成的分子机制和临床

诊断奠定了基础。
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(上接第223页)
器官移植前CD4+CD25+CD127lowTreg细胞占

CD4+T淋巴细胞百分比与TGF-β1、IL-10水平呈正

相关,差异有统计学意义,与于丹军等[7]在妇科肿瘤

研究结果相一致。表明Treg
 

可能通过引起TGF-β、
IL-10

 

上调而发挥免疫抑制的作用。
移植患者TGF-β1、IL-10的水平下降,移植前高

于移植后,但经统计分析,差异无统计学意义(P>
0.05)。可能与移植前患者体内存在的 TGF-β1、IL-
10水平有关。具体机制尚不清楚,有待进一步的观察

研究。
4 结  论

  Treg细胞及细胞因子在器官移植免疫中发挥着

重要的作用,本研究观察Treg细胞与细胞因子TGF-
β1、IL-10水平在移植前呈正相关。Treg细胞在移植

后数周下降为0,几周后缓慢出现表达,细胞因子移植

后下降。临床中有关Treg细胞与细胞因子在移植前

后监测的数据稀少,还需要更多的研究来明确这类细

胞作为一种免疫指标的作用。
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