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[摘要] 目的 检测妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,GDM)患者外周血 NOX5基因甲基化状态,

并分析其与GDM的相关性。方法 以2020—2021年我院产科门诊确诊为GDM的孕妇67例为病例组,同期门诊

口服糖耐量正常的健康孕妇87例为对照组,采用甲基化特异性PCR方法检测两组孕妇 NOX5基因甲基化状态,

并根据 NOX5基因甲基化状态将病例组孕妇分为阳性亚组44例和阴性亚组23例,根据是否胎儿窘迫、是否巨大

儿将154例新生儿分为窘迫组(6例)和非窘迫组(148例)、巨大儿组(11例)和非巨大儿组(143例),分析 NOX5基

因甲基化状态与GDM孕妇一般资料及妊娠结局的相关性。结果 病例组和对照组 NOX5基因甲基化阳性构成

比分别为65.67%、40.23%,两组比较差异有显著性(χ2=9.807,P<0.05),阳性亚组和阴性亚组比较孕妇年龄、孕
前体质量指数(BMI)、收缩压、舒张压、空腹血糖差异无显著性(P>0.05)。胎儿窘迫组与非窘迫组、巨大儿组与非

巨大儿组NOX5基因甲基化阳性构成比比较差异无显著性(P>0.05)。结论 GDM患者NOX5基因易发生甲基

化,但 NOX5基因甲基化状态与GDM孕妇年龄、孕前BMI、血压、空腹血糖无明显相关,与胎儿窘迫、巨大儿也无

明显相关。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatethemethylationstatusoftheNOX5geneinperipheralbloodofpatientswithgesta-

tionaldiabetesmellitus(GDM)anditsassociationwithGDM. Methods Atotalof67pregnantwomenwhowerediagnosedwith

GDMattheoutpatientserviceofDepartmentofObstetricsinourhospitalfrom2020to2021wereenrolledascasegroup,and87

healthypregnantwomenwithnormaloralglucosetolerancetestresultsduringthesameperiodoftimewereenrolledascontrol

group.Methylation-specificPCRwasusedtodeterminethemethylationstatusoftheNOX5gene,andaccordingtothemethylation

statusoftheNOX5gene,thepregnantwomeninthecasegroupwerefurtherdividedintopositivesubgroupwith44womenand

negativesubgroupwith23women.Accordingtothepresenceorabsenceoffetaldistressorfetalmacrosomia,154neonatesweredi-

videdintodistressgroupwith6neonatesandnon-distressgroupwith148neonates,aswellasfetalmacrosomiagroupwith11neo-

natesandnon-fetalmacrosomiagroupwith143neonates.ThemethylationstatusoftheNOX5genewasanalyzedintermsofitsas-

sociationwiththegeneralinformationandpregnancyoutcomeofthepregnantwomenwithGDM. Results Therewasasignifi-

cantdifferenceintheconstituentratioofpositiveNOX5genemethylationbetweenthecasegroupandthecontrolgroup(65.67%

vs40.23%,χ2=9.807,P<0.05),andtherewerenosignificantdifferencesbetweenthepositivesubgroupandthenegativesub-

groupinage,pre-pregnancybodymassindex(BMI),systolicbloodpressure,diastolicbloodpressure,andfastingbloodglucose
(P>0.05).TherewasnosignificantdifferenceintheconstituentratioofpositiveNOX5genemethylationbetweenthedistress

groupandthenon-distressgroupandbetweenthefetalmacrosomiagroupandthenon-fetalmacrosomiagroup(P>0.05). Con-

clusion NOX5genemethylationisoftenobservedinpregnantwomenwithGDM,butthemethylationstatusoftheNOX5gene

isnotassociatedwiththeage,pre-pregnancyBMI,bloodpressure,andfastingbloodglucoseofpregnantwomenwithGDM,and

itisalsonotassociatedwithfetaldistressandfetalmacrosomia.
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  妊娠期糖尿病(gestationaldiabetesmellitus,

GDM)是指孕妇妊娠期首次发生和发现的不同程度

的糖代谢异常[1],不仅会增加巨大儿、先天畸形的发

生率,还会增加孕妇患子痫等疾病的风险,对母婴及

后代的健康影响极大[2]。GDM 与2型糖尿病(dia-

betesmellitustype2,T2DM)的病理特征均为胰岛

β细胞凋亡、胰岛素抵抗,并且GDM 孕妇后期发生

T2DM的风险亦显著增加,因此GDM 也被认为是

T2DM的早期阶段,两者可能存在着相似的遗传基

础[3]。DNA甲基化是表观遗传的重要方式,在各种

疾病的发生发展中起着关键作用[4]。近年来的研究

表明DNA甲基化与T2DM 等代谢疾病密切相关,
其主要作用是抑制调控胰岛素分泌基因的表达,造
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成胰岛素分泌减少,最终形成T2DM。既往研究显

示,T2DM 患者外周血中存在基因的甲基化[5],而

T2DM与 GDM 存在相似的遗传基础,因此 GDM
患者外周血中也可能存在控制胰岛素分泌基因的甲

基化。NADPH氧化酶(NOX)5是 NOX家族的7
个成员之一,目前研究已经了解到NOX5的同源物

NOX2、NOX4可以导致胰岛β细胞凋亡及胰岛素

抵抗[6-7],但由于NOX5发现的时间较短,且不存在

于大鼠和小鼠中,所以目前尚没有关于NOX5基因

与糖尿病相关性的研究。本研究通过甲基化特异性

PCR方法,分析NOX5基因甲基化状态与GDM的

相关性。现将结果报告如下。

1 对象与方法

1.1 研究对象

以2020—2021年我院产科门诊就诊最终诊断

为GDM 的67例患者为病例组,患者平均年龄为

(33.76±4.56)岁,孕前体质量指数(BMI)(21.89±
2.28)kg/m2,收缩压(16.01±2.11)kPa,舒张压

(10.06±0.97)kPa,胎儿窘迫6例,巨大儿11例。
另选取同期在同一产科门诊就诊口服糖耐量正常的

健康孕妇87例为对照组,孕妇平均年龄(33.86±
3.70)岁,孕前BMI(21.19±2.11)kg/m2,收缩压

(15.71±1.43)kPa,舒张压(10.02±1.01)kPa,无胎

儿窘迫和巨大儿情况。GDM 的诊断标准采用美国

糖尿病协会2019年标准[8];胎儿窘迫、巨大儿的诊

断参照《妇产科学》第7版中的标准。两组孕妇年

龄、孕前BMI、收缩压、舒张压比较差异均无显著性

(P>0.05),而胎儿窘迫、巨大儿情况比较差异有显

著性(P<0.05)。两组均排除存在输血史、免疫治

疗史及其他并发症的孕妇。

1.2 样品采集与处理

采集每一位孕妇的静脉血5mL于抗凝管中,
—80℃冰箱冻存。使用血液基因组 DNA 提取试

剂盒(北京天根生化科技有限公司)提取基因组

DNA。使用基因甲基化检测试剂盒(ZYMO生物科

技公司,美国)进行亚硫酸盐转化。使用甲基化特异

性PCR试剂盒(北京天根生化科技有限公司)对制

备好的DNA进行扩增,采用 MethPremier5.0软

件设计引物,引物名称及序列详见表1。反应条件:

95℃预变性5min;然后4℃变性20s,50℃退火

30s,72℃延伸20s,总共进行35个循环;最后以

72℃中止5min。PCR总反应体系为20μL,内含

DNA500ng,上下游引物各1μL,dNTPs1.6μL,

Taq酶0.4μL,Buffer溶液2μL,加蒸馏水补足至

20μL。取PCR产物10μL置于15g/L琼脂糖凝

胶中电泳,紫外线检测仪检测。基因甲基化判断标

准:①甲基化:仅存在甲基化条带,或甲基化、非甲基

化条带同时存在的样品;②非甲基化:仅存在非甲基

化条带的样品。

表1 引物名称及其序列

引物名称 序列
长度
(bp)

甲基化引物 F:5'-AGGGATCGCGTTTAAATTAC-3'
R:5'-TCCTAATACGCATACTCGCT-3' 20

非甲基化引物F:5'-TATAGGGATTGTGTTTAAATTAT-3'

R:5'-CCTTCCTAATACACATACTCACT-3' 23

1.3 NOX5基因甲基化状态与GDM 孕妇一般资

料及妊娠结局的相关性

根据NOX5基因甲基化状态将病例组孕妇分

为阳性亚组(44例)和阴性亚组(23例)。另外根据

是否胎儿窘迫将154例新生儿分为窘迫组(6例)和
非窘迫组(148例),根据是否巨大儿将154例新生

儿分为巨大儿组(11例)和非巨大儿组(143例),分
析NOX5基因甲基化状态与GDM 孕妇一般资料

及妊娠结局的相关性。

1.4 统计学处理

使用SPSS23.0软件进行统计学处理,计量资

料以x±s表示,组间比较采用t检验。计数资料以

例(率)表示,组间比较采用χ2检验。以P<0.05为

差异有显著性。

2 结  果

2.1 两组孕妇 NOX5基因甲基化状态比较

病例组与对照组孕妇 NOX5基因甲基化阳性

构成比分别为65.67%、40.23%,差异具有显著意义

(χ2=9.807,P<0.05)。

2.2 NOX5基因甲基化状态与GDM 孕妇一般资

料的关系

阳性亚组与阴性亚组相比较,孕妇年龄、孕前

BMI、收缩压、舒张压、空腹血糖差异无显著性(P>
0.05)。见表2。

2.3 NOX5基因甲基化状态与妊娠结局的关系

窘迫组、非窘迫组NOX5基因甲基化阳性构成

比分别为83.33%、50.00%,两组比较差异无显著性

(P>0.05);巨大儿组、非巨大儿组NOX5基因甲基

化阳性构成比分别为72.73%、49.65%,两组比较差

异无显著性(P>0.05)。
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表2 NOX5基因甲基化状态与GDM孕妇一般资料的关系(x±s)

分组 n 年龄(岁) 孕前BMI(kg/m2) 收缩压(p/kPa) 舒张压(p/kPa) 空腹血糖(c/mmol·L-1)

阴性亚组 23 33.17±4.66 21.66±1.86 15.93±2.09 9.75±0.90 5.44±1.00
阳性亚组 44 34.07±4.53 22.01±2.49 16.05±2.14 10.23±0.97 5.36±0.93

3 讨  论

GDM是孕期常见的并发症[9],随着孕妇肥胖

人群比例的增加,GDM 的发病率也逐年增高[10]。
流行病学调查发现,GDM 存在显著的种族差异,遗
传因素在GDM孕妇的发病中发挥着非常重要的作

用[11-12]。GDM与T2DM具有相似的代谢特征和遗

传背景,被认为是T2DM 的早期阶段,所以通常借

鉴T2DM的遗传学研究方法来探讨 GDM 发生的

病因及机制[13]。DNA甲基化是表观遗传的重要方

式,在遗传调控中起着重要作用[14],可以解释糖尿

病等多种慢性疾病的发生机制。当调控胰岛素分泌

的基因发生异常甲基化时,会抑制胰岛素信号通路

的传导,造成胰岛素分泌减少,这可能是T2DM 形

成的一个重要因素[15]。由于T2DM 与GDM 有着

相似遗传背景,所以DNA甲基化也可能是GDM发

生的重要原因。

NOX家族是活性氧(ROS)的主要来源,是细

胞内生成ROS的主要物质,在正常情况下ROS可

以调节胰岛素分泌,维持正常的生理过程,但是当

ROS在体内大量积聚时,会对糖酵解和三羧酸循环

进行抑制,抑制胰岛β细胞的功能,使胰岛素分泌减

少,最终参与糖尿病的发生[16-19]。NOX5基因是

NOX家族的一员,位于15号染色体q22.31处,可
以生成ROS。目前还没有关于 NOX5与GDM 的

相关性研究,但是NOX5基因可以促进糖尿病并发

症的发生和发展,动物实验表明NOX5基因的过表

达可以使ROS生成增加,加速肾小球硬化,促进糖

尿病肾病的发展[20]。同时,NOX5基因甲基化对子

痫前期的发生也有明显的促进作用[21]。糖尿病肾

病、子痫都是GDM孕妇产后常见的并发症,并且两

者在GDM孕妇当中的发病风险均明显高于正常孕

妇[22-23],由此可以推断 NOX5基因可能与GDM 孕

妇的发病有关。
本研究采用甲基化特异性PCR方法检测GDM

孕妇外周血NOX5基因甲基化状态,结果显示,病
例组孕妇NOX5基因甲基化阳性构成比显著高于

对照组,同时NOX5基因甲基化状态与GDM 孕妇

年龄、孕前BMI、收缩压、舒张压、空腹血糖无明显

相关,与胎儿窘迫、巨大儿也无明显相关。本研究结

果说明 NOX5基因甲基化可能参与了GDM 的发

生,但是与GDM 孕妇的一般资料及妊娠结局无相

关,原因可能是GDM 是一种发病机制十分复杂的

疾病[24-25],NOX家族促进胰岛β细胞凋亡及胰岛素

抵抗只是其中一方面原因,NOX5基因甲基化如何

参与血糖的代谢有待下一步研究;此外本研究属于

单中心研究,后期可纳入多中心样本,以便深入探究

NOX5基因甲基化与GDM孕妇一般资料及妊娠结

局的关系。
总之,本研究结果表明GDM 孕妇的 NOX5基

因易发生甲基化,但是 NOX5基因甲基化状态与

GDM孕妇年龄、孕前BMI、血压、空腹血糖无明显

相关关系,与胎儿窘迫、巨大儿也无明显相关关系。

NOX5基因与GDM的相关性仍需后续实验进一步

研究验证。
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