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  摘 要:目的 探 究 子 痫 前 期 孕 妇 血 浆 中 甲 基 化 DNA 的 表 达 水 平 及 对 子 痫 前 期 发 生 的 预 测 价 值。
方法 纳入2022年1-12月在该院确诊的82例子痫前期孕妇作为观察组,另外纳入82例健康孕妇作为对照

组。提取患者游离总DNA,经过DNA亚硫酸氢盐修饰后通过实时荧光定量PCR反应(qRT-PCR)检测患者血

浆中甲基化单意同源物2(SIM2)、结缔组织生长因子(CTGF)及鸟嘌呤核苷酸结合蛋白(GNA12)基因的相对

表达水平,并采用相关性分析及受试者工作特征(ROC)曲线对各甲基化DNA预测子痫前期发生的价值进行评

估。结果 观察组血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平均高于对照组(P<0.05),且重度子痫前期

孕妇各甲基化DNA相对表达水平更高(P<0.05)。相关性分析结果表明,血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF
相对表达水平与孕妇发生子痫前期均呈正相关(P<0.05)。ROC曲线分析结果表明,血浆甲基化SIM2、

GNA12、CTGF相对表达水平单独及联合检测对预测孕妇子痫前期的效能均较好,且三者联合检测的预测效能

最高(曲线下面积为0.888,95%CI:0.827~0.949)。结论 相较于健康孕妇,子痫前期孕妇血浆中甲基化

SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平均较高,且其与 孕 妇 子 痫 前 期 的 发 生 率 呈 正 相 关,血 浆 甲 基 化SIM2、

GNA12及CTGF相对表达水平有望成为判断子痫前期是否发生的重要指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

plasma
 

levels
 

of
 

methylated
 

DNA
 

in
 

the
 

pregnant
 

women
 

with
 

preeclampsia
 

and
 

its
 

predictive
 

value
 

for
 

the
 

occurrence
 

of
 

preeclampsia.Methods A
 

total
 

of
 

82
 

pregnant
 

women
 

with
 

preeclampsia
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

included
 

as
 

the
 

obser-
vation

 

group,and
 

another
 

82
 

healthy
 

pregnant
 

women
 

were
 

included
 

as
 

the
 

control
 

group.Total
 

DNA
 

was
 

ex-
tracted,and

 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

methylated
 

single-intention
 

homolog
 

2
 

(SIM2),guanine
 

nucleo-
tide-binding

 

protein
 

(GNA12),and
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor
 

(CTGF)
 

genes
 

in
 

plasma
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

after
 

DNA
 

bisulfite
 

modification.The
 

value
 

of
 

methyla-
ted

 

DNA
 

in
 

predicting
 

preeclampsia
 

was
 

evaluated
 

by
 

correlation
 

analysis
 

and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

methylated
 

SIM2,GNA12
 

and
 

CTGF
 

in
 

plasma
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group(P<0.05),and
 

the
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

methylated
 

SIM2,GNA12
 

and
 

CTGF
 

in
 

severe
 

preeclampsia
 

group
 

was
 

higher(P<0.05).Corre-
lation

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

methylated
 

SIM2,GNA12
 

and
 

CTGF
 

in
 

plasma
 

were
 

significantly
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

occurrence
 

of
 

preeclampsia
 

in
 

pregnant
 

women
 

(P<0.05).
ROC

 

curve
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

plasma
 

methylation
 

SIM2,GNA12,

and
 

CTGF,both
 

individually
 

and
 

in
 

combination,had
 

good
 

predictive
 

efficacy
 

in
 

predicting
 

preeclampsia
 

in
 

pregnant
 

women,and
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

the
 

three
 

had
 

the
 

highest
 

predictive
 

efficacy
 

(area
 

under
 

the
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curve
 

was
 

0.888,95%CI:0.827-0.949).Conclusion Compared
 

with
 

healthy
 

pregnant
 

women,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

methylated
 

SIM2,GNA12
 

and
 

CTGF
 

in
 

plasma
 

are
 

higher
 

in
 

pregnant
 

women
 

with
 

pre-
eclampsia,which

 

are
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

occurrence
 

of
 

preeclampsia
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.
The

 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

methylated
 

SIM2,GNA12
 

and
 

CTGF
 

are
 

expected
 

to
 

be
 

important
 

predicting
 

indicators
 

for
 

preeclampsia.
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  子痫前期是指女性妊娠期出现的不明原因的高

蛋白血症和高血压,严重时可导致孕妇多脏器衰竭甚

至死亡[1]。关于子痫前期发病机制目前仍有较多争

论,大多数学者认为其致病过程与机体免疫、遗传、炎
症、内分泌及外周环境等多因素相互作用有关[2]。研

究表明,DNA甲基化可以在不改变DNA顺序的情况

下影响基因表达和表型状态,从而影响生物遗传学特

征[2]。而有研究发现,生殖细胞表观遗传学改变可致

胎盘缺陷,最终诱导子痫前期发生[3]。以往研究发

现,子痫前期患者单意同源物2(SIM2)、结缔组织生

长因 子 (CTGF)及 基 因 鸟 嘌 呤 核 苷 酸 结 合 蛋 白

(GNA12)等游离DNA与子痫前期的发生及疾病严

重程度具有一定相关性,但上述基因的甲基化水平是

否与子痫前期有关尚不明晰[4-6]。基于此,本研究将

探究子痫前期孕妇血浆中甲基化SIM2、GNA12、CT-
GF相对表达水平及其对子痫前期发生的预测价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1—12月在本院确诊

的82例子痫前期孕妇作为观察组。纳入标准:(1)年
龄>18岁;(2)临床表现及实验室检查结果符合子痫

前期的诊断标准,孕20周后出现收缩压≥140
 

mm-
Hg,或舒张压≥90

 

mmHg,伴有24
 

h尿蛋白≥0.3
 

g、
随机蛋白尿1+以上[7];(3)经超声确诊为单胎妊娠,
且为自然受孕;(4)未合并其他妊娠期特殊疾病(如妊

娠期糖尿病等);(5)患者及家属均知情同意。排除标

准:(1)入组时存在严重心血管、脑、肺等器官功能障

碍及严重基础疾病;(2)合并任何类型恶性肿瘤;(3)
合并急、慢性感染;(4)接受过任何类型降血压药物治

疗;(5)身体一般状况较差,需要终止妊娠。将观察组

进一步分为重度子痫前期组和轻度子痫前期组,符合

以下任意1项即判定为重度子痫前期:(1)血压持续

升高至收缩压≥160
 

mmHg、舒张压≥110
 

mmHg;
(2)蛋白尿>3

 

g/24
 

h;(3)血肌酐≥90
 

μmol/L;(4)少
尿≤500

 

mL/24
 

h或≤25
 

mL/h;(5)血小板计数减

少<100×109/L;(6)肝细胞坏死伴丙氨酸氨基转移

酶或天门冬氨酸氨基转移酶>2倍正常值;(7)持续性

或严重的上腹疼痛或右肋痛;(8)伴随胸痛、呼吸困难

或急性肺水肿;(9)合并严重神经系统症状[7]。另选

取同期82例健康孕妇作为对照组。观察组平均年龄

(28.87±1.26)岁,平均体质量指数(25.59±1.54)

kg/m2,平均孕周(30.43±1.63)周,既往有妊娠史16
例,既往有吸烟史13例,既往有饮酒史17例。对照

组平 均 年 龄(28.70±1.25)岁,平 均 体 质 量 指 数

(25.97±1.58)kg/m2,平均孕周(30.76±1.59)周,既
往有妊娠史17例,既往有吸烟史15例,既往有饮酒

史15例。两组孕妇的一般资料比较差异均无统计学

意义(P>0.05),具有可比性。

1.2 方法

1.2.1 标本采集及处理 通过含EDTA抗凝剂的负

压采血管收集所有患者空腹外周静脉血5
 

mL,2
 

h内

以3
 

000
 

r/min在室温下离心15~20
 

min,弃去下层

血细胞并分离获得患者上层血浆。通过血浆游离

DNA提取试剂盒分离获得各样本中总DNA,最终分

离柱中总DNA溶解于洗脱缓冲液 TB中并分装在

EP管中,置于-20
 

℃冰箱中短期保存或直接用于后

续DNA亚硫酸氢盐修饰。

1.2.2 SIM2、GNA12、CTG亚硫酸氢盐修饰 所有

提取的样本DNA通过DNA甲基化修饰试剂盒(伯
信生物有限公司,货号:Bes5201)进行DNA亚硫酸氢

盐转化、提纯。严格参照说明书步骤进行,所有修饰

后DNA置于EP管中并冻存于-80
 

℃冰箱保存或直

接用于后续甲基化DNA检测。

1.2.3 甲基化 SIM2、GNA12、CTG 检 测 通 过

Pubmed中 NCBI软件设计甲基化 SIM2、GNA12、

CTGF及内参基因GAPDH的引物,具体引物序列见

表1,所有引物均由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。取1
 

μL处理好的样本甲基化 DNA,加入

TaqMan
 

GEx
 

MASTER
 

Mix
 

10
 

μL,对 应 甲 基 化

DNA正、反向引物各1
 

μL并调整体系至20
 

μL,通过

实时定量荧光PCR(qRT-PCR)扩增目的基因及内参

基因,反应条件设置为:90
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

30
 

s,65
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

30
 

s,共 循 环 40 次。甲 基 化 SIM2、

GNA12、CTGF均以GAPDH作为内参,分别计算各

样本Ct值,并根据公式2-ΔΔCt 计算出各样本中目的

基因相对表达水平。

1.3 统计学处理 采用SPSS23.0软件及GraphPad
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Prism
 

8.0进行数据分析及绘图。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;
计数资料采用频数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验。采用Spearman相关性检验分析甲基化SIM2、

GNA12、CTGF与孕妇子痫前期发生率的相关性,采
用受试者工作特征(ROC)曲线分析甲基化SIM2、

GNA12、CTGF对预测孕妇子痫前期发生的临床价

值。P<0.05为差异有统计学意义。

表1  引物序列

基因 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

SIM2 TTCCCCGAAGGTTTAGGAGACG ATGGACAGAAGCGGTCTCGGAT

GNA12 CCGCGAGTTCGACCAGAAG TGATGCCAGAATCCCTCCAGA

CTGF TTGTTTTGGTTGATAGTTTT CAAAACCCATACTAACAACA

GAPDH GGTGAAGGTCGGAGTCAACG CAAAGTTGTCATGGATGATCC

2 结  果

2.1 两组血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表

达水平比较 观察组血浆甲基化SIM2、GNA12、CT-
GF相对表达水平均高于对照组(P<0.05),见表2。

2.2 不同严重程度子痫前期孕妇临床特征及血浆甲

基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平比较 不同

严重程度子痫前期孕妇年龄、BMI、孕周、既往有妊娠

史比较差异无统计学意义(P>0.05),轻度子痫前期

组血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平低

于重度子痫前期组(P<0.05),见表3。

2.3 血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水

平与孕妇子痫前期发生率的相关性 Spearman相关

性分析表明,血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对

表达 水 平 与 孕 妇 子 痫 前 期 发 生 率 呈 正 相 关(r=
0.513、0.584、0.585,P<0.05)。

2.4 血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF单独及联合

预测孕妇子痫前期的ROC曲线分析 ROC曲线分

析结果表明,血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF单独

及联合预测孕妇子痫前期的效能均较高,三者联合检

测的曲线下面积(AUC)大于各项单独检测及二者联

合检测。见表4、图1。
表2  两组患者血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对

   表达水平比较(x±s)

组别 n
甲基化

SIM2

甲基化

GNA12

甲基化

CTGF

观察组 82 3.40±1.84 4.09±1.95 2.45±1.23

对照组 82 1.74±0.33 2.13±0.40 1.23±0.26

t 8.041 8.923 8.762

P <0.05 <0.05 <0.05

表3  不同严重程度子痫前期孕妇临床特征及血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平比较[x±s或n(%)]

组别 n
年龄

(岁)
BMI

(kg/m2)

孕周

(周)
既往有妊娠史

甲基化

SIM2

甲基化

GNA12

甲基化

CTGF
轻度子痫前期组 52 28.77±1.41 25.72±1.41 30.37±1.61 42(80.77) 2.36±1.17 3.24±1.48 1.70±0.66
重度子痫前期组 30 29.03±0.96 25.37±1.75 30.53±1.68 24(80.00) 5.20±1.29 5.56±1.80 3.76±0.83

t/χ2 0.91 1.005 0.448 0.007 10.186 6.310 12.379

P 0.366 0.318 0.655 0.933 <0.05 <0.05 <0.05

  注:A为甲基化SIM2、GNA12、CTGF单独检测的ROC曲线,B为甲基化SIM2联合甲基化GNA12、甲基化SIM2联合甲基化CTGF、甲基化

GNA12联合甲基化CTGF、甲基化SIM2联合甲基化GNA12联合甲基化CTGF检测的ROC曲线。

图1  血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF单独及联合预测孕妇子痫前期的ROC曲线分析
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表4  血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF单独及联合

   预测孕妇子痫前期的效能

指标 AUC
95%CI

下限

95%CI
上限

甲基化SIM2 0.796 0.715 0.878

甲基化GNA12 0.837 0.767 0.907

甲基化CTGF 0.838 0.767 0.909

甲基化SIM2联合甲基化GNA12 0.878 0.814 0.941

甲基化SIM2联合甲基化CTGF 0.874 0.811 0.938

甲基化GNA12联合甲基化CTGF 0.882 0.819 0.944

三者联合 0.888 0.827 0.949

3 讨  论

部分孕妇在妊娠期间可能发展为子痫前期,若不

及时控制可能造成多脏器损害、胎儿宫内生长受限等

不良结局,严重时甚至造成孕妇和胎儿死亡[8]。目前

临床对于子痫前期孕妇无特效治疗手段,以终止妊娠

作为主要治疗方式[9]。因此,寻找早期预测、诊断子

痫前期的方法是临床亟需解决的问题。尽管已有大

量关于子痫前期的临床及基础研究,但其发生发展的

具体机制仍不明确。有研究认为,各种原因导致的胎

盘缺氧缺血、孕妇机体氧化应激水平增高、体液及细

胞免疫失衡、螺旋动脉畸形等均可能导致子痫前期的

发生,而遗传因素可能贯穿子痫前期病理生理机制的

各个阶段[10-12]。近几年表观遗传学在子痫前期发生

发展过程中扮演的角色逐渐受到人们关注,存在潜在

相关性的表观遗传学修饰包括组蛋白修饰、非编码

RNA调控、染色质重构等,其中游离DNA甲基化相

关研究逐渐成为子痫前期早期诊断和治疗的新热

点[13-15]。这种在DNA甲基转移酶介导下发生的CpG
二核苷酸胞嘧啶甲基化过程往往会引起基因转录受

到抑制或表型发生改变,目前已有多项研究认为子痫

前期中相关功能基因表达异常可能与基因不同位点

甲基化有关[16-17]。

SIM2基因属于碱性螺旋-环-螺旋家族,作为一种

重要的转录相关调控因子,其在多种代谢相关生理及

病理过程中发挥重要作用[18]。GNA12基因编码的蛋

白是一类具有跨膜信号监管作用的蛋白。以往研究

发现,子痫前期患者GNA12蛋白表达水平较健康孕

妇明显升高,但关于甲基化GNA12基因水平是否也

有差异尚不可知[19-20]。CTGF基因及其编码的蛋白

具有促进血管生成、细胞外基质重塑及细胞再生的功

能,特别是在子痫前期孕妇及其胎儿血清中可发现

CTGF转录水平明显升高[21-22]。然而,关于此类基因

甲基化与子痫前期发病的相关性的研究尚少。在本

研究中,笔者发现发生子痫前期的孕妇血浆甲基化

SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平均明显高于健康

孕妇,且重度子痫前期孕妇各甲基化DNA相对表达

水平更高(P<0.05)。相关性分析及ROC曲线分析

结果表明,血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表

达水平独立及联合预测孕妇子痫前期的效能均较好,
且三者联合预测的效能最高(AUC=0.888,95%CI:

0.827~0.949)。分析其原因,以往研究认为SIM2参

与了胎盘早剥所致胎儿智力障碍的发生发展过程,这
可能表明SIM2基因表达水平变化可能与血管生成异

常或胎盘血管痉挛相关,当孕妇体内检测到高水平的

甲基化SIM2时,表明胎盘功能受到一定程度影响,进
而可能诱导子痫前期的发生及胎儿脏器发育不成

熟[23]。此外,以往研究发现,健康孕妇的胎盘细胞中

SIM2甲基化相对表达水平并不高,这也提示SIM2
可能只在甲基化后参与子痫前期的发生发展过程[24]。
甲基化GNA12在子痫前期孕妇中相对表达水平较高

可能是由于其作为醛固酮增多症发病的候选基因之

一参与调控子痫前期发生。有研究发现,GNA12基

因启动子上CpG63位点的甲基化率在子痫前期孕妇

中高于未发生子痫前期的孕妇,进一步印证 GNA12
甲基化程度与子痫前期发生率的相关性[25]。而CT-
GF作为参与血管生成的重要调控基因,可能通过调

控螺旋动脉血管重塑功能影响子痫前期的进展及严

重程度[26]。当甲基化CTGF相对表达水平升高时,
患者体内血管内皮细胞活性及增殖可能受到影响,导
致胎盘血管、螺旋动脉血管等生成障碍或畸形,进而

导致孕妇出现子痫前期。但关于上述基因参与并调

控子痫前期发生发展的具体机制及作用仍需通过细

胞生物学、动物模型等基础实验进一步探究。
本研究存在一定局限性。首先,由于仅在单中心

进行病例对照研究,纳入的样本量相对较少,病例特

征可能存在地域性的局限。其次,虽然笔者发现子痫

前期孕妇血浆甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达

水平存在变化,但仅代表了患者某一时间节点的横断

面结果,这可能导致本研究结果与既往研究结论存在

一定差异,后续笔者会以上述基因为潜在靶点,通过

构建前瞻性队列探究其与子痫前期发生的潜在机制。
尽管如此,本研究发现相比于健康孕妇,子痫前期孕

妇血浆中甲基化SIM2、GNA12、CTGF相对表达水平

均较高,且与孕妇子痫前期的发生率呈正相关,联合

分析孕妇甲基化SIM2、GNA12及CTGF相对表达水

平有望成为判断子痫前期是否发生的重要指标。
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