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  摘 要:目的 探究外周血单个核细胞YY1转录因子(YY1)、微小RNA(miR)-181a-5p表达水平对妊娠

期糖尿病(GDM)不良妊娠结局的预测价值。方法 纳入2020年6月至2022年6月该院收治的GDM 患者

200例作为GDM组,选取同期产检健康孕妇100例作为对照组。采用荧光定量PCR检测外周血单个核细胞

YY1、miR-181a-5p表达水平。绘制受试者工作特征(ROC)曲线,分析YY1、miR-181a-5p表达水平对GDM 患

者不良妊娠结局的预测价值。结果 与对照组比较,GDM 组外周血单个核细胞中YY1、miR-181a-5p表达水

平均下降(P<0.05),GDM组产后出血、巨大儿、新生儿低血糖的发生率均上升(P<0.05)。多因素Logistic
回归分析显示,年龄、血糖控制不良是GDM患者妊娠不良结局的独立危险因素(P<0.05),外周血单个核细胞

YY1、miR-181a-5p表达水平均是GDM患者妊娠不良结局的独立保护因素(P<0.05)。ROC曲线分析结果显

示,外周血单个核细胞YY1、miR-181a-5p表达水平单独及二者联合预测GDM 患者不良妊娠结局的曲线下面

积(AUC)分别为0.717、0.751、0.832,其中联合预测的AUC明显高于二者单独预测(P<0.05)。结论 GDM
患者外周血单个核细胞YY1、miR-181a-5p表达水平降低可增加不良妊娠结局的风险,YY1、miR-181a-5p与

GDM患者不良妊娠结局的关系密切,二者均可作为GDM患者不良妊娠结局的预测因子。
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Abstract:Objective To
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value
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YY1
 

transcription
 

fac-
tor

 

(YY1)
 

and
 

microRNA(miR)-181a-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

for
 

adverse
 

pregnancy
 

out-
comes

 

in
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

(GDM).Methods A
 

total
 

of
 

200
 

patients
 

with
 

GDM
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

GDM
 

group.100
 

healthy
 

pregnant
 

women
 

who
 

underwent
 

prenatal
 

examinations
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expressions
 

levels
 

of
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mono-
nuclear

 

cell
 

were
 

detected
 

by
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

for
 

adverse
 

pregnancy
 

outcomes
 

in
 

GDM
 

pa-
tients.Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

of
 

GDM
 

group
 

were
 

obviously
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

incidence
 

rates
 

of
 

post-
partum

 

hemorrhage,macrosomia
 

and
 

neonatal
 

hypoglycemia
 

in
 

GDM
 

group
 

were
 

obviously
 

higher
 

(P<
0.05).Multivariate

 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

age
 

and
 

poor
 

blood
 

glucose
 

control
 

were
 

inde-
pendent

 

risk
 

factors
 

for
 

adverse
 

pregnancy
 

outcomes
 

in
 

GDM
 

patients
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

were
 

independent
 

protective
 

factors
 

for
 

adverse
 

preg-
nancy

 

outcomes
 

in
 

GDM
 

patients
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

alone
 

and
 

in
 

combination
 

in
 

predicting
 

ad-
verse

 

pregnancy
 

outcomes
 

in
 

GDM
 

patients
 

was
 

0.717,0.751
 

and
 

0.832,respectively,and
 

the
 

AUC
 

of
 

their
 

combination
 

was
 

obviously
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

two
 

alone
 

(P<0.05).Conclusion The
 

decreased
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

YY1
 

and
 

miR-181a-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

of
 

GDM
 

patients
 

could
 

increase
 

the
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  妊娠期糖尿病(GDM)是一种涉及高血糖的代谢

紊乱的疾病,定义为在怀孕期间首次发病或被识别为

任何程度的碳水化合物不耐受的情况,影响全球

9%~25%的妊娠期女性[1]。GDM 为一种常见的产

前疾病,可增加母亲及其后代不良结局的风险,严重

危害母婴健康[2]。目前,GDM 在临床上多采用药物

治疗、科学运动及合理饮食等方式来缓解,但效果不

甚理想[3]。因此,寻求与GDM 不良妊娠结局的相关

因素,对其进行早期识别和干预,可有效改善妊娠结

局[2]。YY1转录因子(YY1)为GLI-Kruppel家族锌

指DNA结合蛋白的成员,可通过调控转录、表观遗

传、DNA修复、染色质重塑等过程来调节细胞增殖、
死亡、分化和发育等[4]。在小鼠糖尿病实验中发现,

YY1失活可损害线粒体氧化磷酸化的活性,诱导小鼠

模型中的线粒体功能障碍和糖尿病的发生[5]。微小

RNA(miRNA)是一类小的非编码RNA,可以通过与

其靶mRNA的3'-非翻译区(3'UTR)部分结合来内

源性地调节基因表达,从而参与细胞的各种生物过

程[6]。据报道,高糖可诱导 miR-181a-5p表达水平下

调,miR-181a-5p过表达可能抑制高糖作用下肾小球

系膜细胞增殖并促进细胞凋亡,使糖尿病肾病得到缓

解[6]。然而,目前YY1、miR-181a-5p在GDM中的研

究鲜见报道。本研究旨在探索YY1、miR-181a-5p在

GDM患者外周血单个核细胞(PBMC)中的表达水平

及其对不良妊娠结局的预测价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2020年6月至2022年6月本

院接收的GDM患者200例。纳入标准:(1)首次确诊

为GDM[7],诊断标准为检查前3
 

d正常饮食,空腹

8
 

h、口服含75
 

g葡萄糖的液体(250~300
 

mL)1、2
 

h
时采集静脉血后测血清血糖水平,符合下列3项中的

任意一项即诊断为GDM,空腹血糖≥5.1
 

mmol/L,
口服葡萄糖耐量试验后1

 

h血糖≥10.0
 

mmol/L或

2
 

h血糖≥8.5
 

mmol/L;(2)活胎单胎妊娠;(3)年龄

22~40岁;(4)未进入产程,可配合随访。排除标准:
(1)机体重要脏器功能不全者;(2)有妊娠期心脏病、
妊娠期高血压等并发症者;(3)入院前服用相关治疗

血脂、血糖药物者;(4)有精神障碍者。选取同期产检

健康 孕 妇 100 例 为 对 照 组。GDM 组 平 均 年 龄

(28.03±6.39)岁;平均分娩孕周(33.86±7.82)周;
平均孕前体质量指数(22.87±5.84)kg/m2;平均空腹

血 糖 (7.24± 2.28)mmol/L;初 产 妇 110 例

(55.00%),经产妇90例(45.00%)。对照组平均年

龄(27.98±5.66)岁;平均分娩孕周(33.48±7.39)
周;平均孕前体质量指数(23.02±5.36)kg/m2;平均

空腹 血 糖 (3.82±0.83)mmol/L;初 产 妇 53 例

(53.00%),经产妇47例(47.00%)。除空腹血糖外,

GDM组与对照组的其他基本资料比较差异均无统计

学意义(P>0.05),具有可比性。本研究通过本院伦

理委员会批准,并得到所有参与者的知情许可。

1.2 方法

1.2.1 血液采集及PBMC制备 在孕妇入组时采集

其空腹肘静脉血5
 

mL,然后加入等体积磷酸盐缓冲液

(PBS,赛默飞世尔科技有限公司),混匀后加入装有淋

巴细胞分离液的离心管中,离心后收集白膜层细胞,使
用PBS重新洗涤,然后采用Ficoll密度梯度离心法离心

留取管底部的PBMC。将其-80
 

℃保存,用于提取

RNA。

1.2.2 YY1、miR-181a-5p表达水平检测 使用TR-
Izol总RNA抽提试剂盒(德国 Qiagen公司)从PB-
MC中提取总 RNA,紫外分光光度计测定 RNA 纯

度,使 A260/A280 为1.8~2.0,逆转录试剂盒(日本

TaKaRa公司)转录合成cDNA。采用实时荧光定量

PCR试剂盒(德国Qiagen公司)配制25.0
 

μL反应体

系:SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μL,正、
反向引物各0.5

 

μL,cDNA模板2.5
 

μL,ddH2O
 

9.0
 

μL。混匀后在荧光定量PCR仪(美国ABI公司)中进

行扩增,反应设置为95
 

℃预变性2
 

min;95
 

℃变性

15
 

s,60
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸20
 

s,共40个循环。
根据美国国家生物技术信息中心(NCBI)相应的序列

设计引物,引物序列见表1。反应结束后,以β-actin、

U6为内参基因,采用2-ΔΔCt 法计算 YY1、miR-181a-
5p相对表达水平。

1.3 不良妊娠结局 不良妊娠结局包括产后大出

血、巨大儿、新生儿窒息、胎儿窘迫、新生儿低血糖、死
胎,出现以上现象中的1项或多项即为妊娠结局不

良。将GDM患者分为妊娠不良组(75例)和妊娠良

好组(125例),分析不良妊娠结局的影响因素。

1.4 血糖控制标准 采用文献[7]中的血糖控制计

划,患者空腹血糖水平≤5.3
 

mmol/L,餐后2
 

h血

糖≤6.7
 

mmol/L,夜间血糖≥3.3
 

mmol/L,糖化血红

蛋白(HbA1c)<5.5%。以上条件均达到上述标准判

定为血糖控制达标,否则为不达标。每次血糖控制都

达标的情况称为血糖控制良好,每次血糖控制都不达
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标或忽高忽低的情况称为血糖控制不良。

表1  qRT-PCR引物序列

基因名称 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

U6 GTGCTCGCTTCGGCAGCACAT AATATGGAACGCTTCACGAAT

miR-181a-5p CAAATTATTGTGGGTTGTC TTATGGGTAGATGGGTGA

YY1 ACCCACGGTCCCAGAGT AAAGCGTTTCCCACAGC

β-actin CAAGAGATGGCCACGGCTGCT TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

1.5 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组间比

较采用独立样本t检验;采用多因素Logistic回归分

析GDM患者不良妊娠结局的影响因素;采用受试者

工作特征(ROC)曲线评价外周血 PBMC中 YY1、

miR-181a-5p对GDM 患者不良妊娠结局的预测价

值。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组、GDM 组外周血PBMC中 YY1、miR-
181a-5p表达水平比较 与对照组比较,GDM组外周

血PBMC中YY1、miR-181a-5p表达水平均明显下降

(P<0.05)。见表2。
表2  对照组、GDM组外周血PBMC中YY1、

  miR-181a-5p表达水平比较(x±s)

组别 n YY1 miR-181a-5p

对照组 100 1.12±0.35 1.05±0.31

GDM组 200 0.64±0.15 0.80±0.21

t 16.603 8.239

P <0.001 <0.001

2.2 对照组、GDM组不良妊娠结局发生率比较 与

对照组比较,GDM 组不良妊娠结局(巨大儿、产后大

出血、新生儿低血糖)的发生率明显较高(P<0.05)。
见表3。

2.3 GDM不良妊娠结局影响因素的单因素分析 
GDM患者不良妊娠结局与年龄(>35岁)、孕前体质

量指数(≥24.0
 

kg/m2)、血糖控制情况(不良)、外周

血PBMC中YY1表达水平(降低)、外周血PBMC中

miR-181a-5p水平(降低)有关(P<0.05),见表4。

2.4 多因素Logistic回归分析 以GDM 患者妊娠

结局是否不良(否=0,是=1)为因变量,以表4中P<

0.05的因素[年龄(≤35岁=0,>35岁=1)、孕前体

质量指数(<24.0
 

kg/m2=0,≥24.0
 

kg/m2=1)、血
糖控制情况(良好=0,不良=1)、外周血 YY1、miR-
181a-5p水平]为自变量,进行多因素Logistic回归分

析。年龄>35岁、血糖控制不良均是GDM 患者妊娠

不良结局的独立危险因素(P<0.05);外周血 YY1、

miR-181a-5p表达水平升高均是GDM 患者妊娠不良

结局的独立保护因素(P<0.05)。见表5。

2.5 外周血PBMC中 YY1、miR-181a-5p对 GDM
患者不良妊娠结局的预测价值 以GDM患者外周血

PBMC中 YY1、miR-181a-5p水平为检验变量,以妊

娠结局为状态变量(良好=0,不良=1)绘制ROC曲

线,结果显示,外周血PBMC中YY1、miR-181a-5p表

达水平单独及二者联合预测GDM患者不良妊娠结局

的曲线下面积(AUC)分别为0.717、0.751、0.832,其
中联合预测的 AUC明显高于二者单独预测(Z=
5.783、7.345,P<0.05)。见图1、表6。

图1  外周血PBMC中YY1、miR-181a-5p水平预测

GDM患者不良妊娠结局的ROC曲线

表3  对照组、GDM组不良妊娠结局发生率比较[n(%)]

组别 n 产后大出血 巨大儿 胎儿窘迫 新生儿窒息 新生儿低血糖 死胎

对照组 100 4(4.00) 2(2.00) 1(1.00) 3(3.00) 0(0.00) 0(0.00)

GDM组 200 27(13.50) 16(8.00) 10(5.00) 14(7.00) 8(4.00) 3(1.50)

χ2 6.494 4.255 3.020 1.995 4.110 1.515
P 0.011 0.039 0.082 0.158 0.043 0.218
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表4  GDM不良妊娠结局影响因素的单因素分析[n(%)或(x±s)]

项目 n 妊娠不良组(n=75) 妊娠良好组(n=125) χ2/t P

年龄(岁) 13.234 <0.001

 ≤35 118 32(27.12) 86(72.88)

 >35 92 43(52.44) 39(47.56)

孕前体质量指数(kg/m2) 14.987 <0.001

 <24.0 102 25(24.51) 77(75.49)

 ≥24.0 98 50(51.02) 48(48.98)

生产史 2.376 0.123

 初产妇 110 36(32.73) 74(67.27)

 经产妇 90 39(43.33) 51(56.67)

血糖控制情况 13.879 <0.001

 良好 131 37(28.24) 94(71.76)

 不良 69 38(55.07) 31(44.93)

YY1 200 0.53±0.17 0.77±0.24 7.590 <0.001

miR-181a-5p 200 0.72±0.22 0.91±0.28 5.019 <0.001

表5  不良妊娠结局的多因素Logistic回归分析

项目 β SE Wald
 

χ2 OR
95%CI

上限 下限
P

年龄 0.760 0.249 9.313 2.138 3.483 1.312 0.002

孕前体质量指数 0.138 0.311 0.197 1.148 2.112 0.624 0.657

血糖控制情况 0.790 0.305 6.706 2.203 4.005 1.212 0.010

YY1 -0.707 0.284 6.202 0.493 0.860 0.283 0.013

miR-181a-5p -0.531 0.269 3.897 0.588 0.996 0.347 0.048

表6  外周血PBMC中YY1、miR-181a-5p水平预测 HDP不良妊娠结局的价值

指标 AUC 95%CI 灵敏度(%) 特异度(%) 最佳截断值

YY1 0.717 0.649~0.778 70.67 72.00 1.36

miR-181a-5p 0.751 0.685~0.809 73.33 69.60 1.30

二者联合 0.832 0.772~0.881 84.00 75.20 -

  注:-表示无数据。

3 讨  论

随着中国经济发展和人民生活水平的提高,GDM
在中国女性中的患病率急剧上升。GDM 主要的病理

特征有β细胞功能障碍及胰岛素抵抗。有研究发现,
与正常生理性妊娠期女性相比,GDM 患者体内β细

胞功能降低30%~70%,其葡萄糖摄取量几乎是正常

生理性妊娠期女性葡萄糖摄取量的一半,同时胰岛素

抵抗现象增加[1]。GDM可导致流产、产后大出血、产
后感染、胎儿窘迫、新生儿窒息、新生儿低血糖、巨大

儿、死胎的概率直线上升,严重损害母婴的健康[8]。
因此,寻找与GDM不良妊娠结局关系密切的因素,对
其进行早期识别和干预,可在临床上缓解孕产妇及新

生儿 的 不 良 妊 娠 结 局,同 时 有 利 于 GDM 患 者 的

健康[9]。

YY1已被鉴定为具有激活或抑制基因表达的双

重功能的转录因子,在多数肿瘤中显示 出 促 癌 作

用[10]。有研究结果显示,在小鼠中敲除YY1后,新生

小鼠和成年小鼠的高血糖快速发作,葡萄糖耐量受损

及β细胞质量变差,表现出1型糖尿病表型[10]。另

外,YY1的低表达可通过诱导 NEAT1下调,调节

miR-205-3p/MMP16轴,参 与 糖 尿 病 白 内 障 的 发

展[11]。本研究中,与对照组比较,YY1表达水平在

GDM组外周血PBMC中降低,YY1表达水平升高是

不良妊娠结局的独立保护因素,且其预测不良妊娠结

局的AUC为0.717,提示YY1可能参与GDM 的发

生、发展,对GDM患者不良妊娠结局有一定的预测价
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值。MARTINS等[12]已证实,小鼠β细胞中 YY1表

达水平下降与糖尿病密切相关,YY1缺乏、β细胞丢

失可导致小鼠在生命早期发展为糖尿病。结合本研

究的结果推测,YY1表达水平下降可能导致β细胞功

能障碍,正向作用于GDM疾病的发生发展,从而导致

不良妊娠结局[8,10-12]。

miRNA是一组内源性非编码RNA,通常含有约

22个核苷酸,可通过与其靶标序列互补结合,在生物

学中参与多种途径和过程[13]。miR-181a-5p最初被

发现参与致癌过程,也有研究显示,miR-181a-5p在糖

尿病患者的心肌细胞中表达水平明显下降[14]。LOZ-
ANO-BARTOLOMÉ等[14]发现,miR-181a-5p在肥

胖和糖尿病受试者脂肪组织中的表达下调,与胰岛素

抵抗的关系密切(呈负相关)。本研究表明,miR-
181a-5p表达水平在GDM组外周血PBMC中明显低

于对照组,在妊娠不良组外周血PBMC中的表达水平

明显低于妊娠良好组,miR-181a-5p表达水平升高是

不良妊娠结局的独立保护因素,且其预测不良妊娠结

局的 AUC 为0.751,提 示 miR-181a-5p可 能 参 与

GDM进程,对GDM 患者不良妊娠结局有一定的预

测价值。SONG等[15]发现,miR-181a-5p表达水平升

高有利于改善小鼠对葡萄糖和胰岛素的耐量。推测

miR-181a-5p表达下调可能促进胰岛素抵抗增加,加
重GDM疾病,导致GDM 患者的不良妊娠结局[8,14]。
外周血PBMC中 YY1、miR-181a-5p联合预测GDM
患者不良妊娠结局的 AUC为0.832,其中联合预测

的AUC明显高于二者单独预测,表明外周血PBMC
中YY1、miR-181a-5p联合预测GDM 患者的不良妊

娠结局效果更好、更准确。
综上所述,YY1、miR-181a-5p表达水平在GDM

患者外周血PBMC中降低,均为不良妊娠结局的独立

保护因素,均可成为GDM 患者不良妊娠结局的预测

因子。然而 GDM 的发生机制较为复杂,YY1、miR-
181a-5p在GDM中的作用途径有待进一步研究。
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