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 ■ 新一代全基因组测序（NGS）方法对子痫前期胎盘微RNA水平的变化进行了比较分析，这取决于是否

存在妊娠糖尿病（GDM）。GDM背景下发生子痫前期患者的his-miR-45a（p < 0.0001，FDR = 0.0050） 

表达与未发生GDM的子痫前期患者相比，差异有统计学意义。子痫前期妊娠与GDM妊娠时胎盘中三

种微RNA水平的变化：hsa-miR-4532（p < 0.0001，FDR = 0.0008）、hsa-miR-34c-5p（p < 0.000， 

FDR = 0.0083）、hsa-miR-193b-5p（p < 0.0001，FDR = 0.0139）。研究表明GDM和子痫前期胎盘组织中

微RNA含量的变化，使我们可以考虑将其作为子痫前期和GDM联合发展的潜在生物标志物。需要进一

步的研究来阐明这些生物标志物在GDM和子痫前期发展的分子遗传学和表观遗传学机制中的作用。

 ■ 关键词：妊娠期糖尿病（GDM）；子痫前期;妊娠中毒；微RNA；下一代测序（NGS）。

 ■ The aim of study was to determine feasible changes of placental miRNAs expression profiles revealed by next generation 
sequencing (NGS) in pregnancies with GDM complicated or not with PE. Out of 27 miRNAs, studied expression was sig-
nificantly different (FDR < 0.05) only for his-miR-45a. Comparative analysis of revealed reliable differences in expression of 
hsa-miR-4532 (p < 0.0001, FDR = 0.0008), hsa-miR-34c-5p (p < 0.0001, FDR = 0.0083), and hsa-miR-193b-5p (p < 0.0001, 
FDR = 0.0139) in pregnancy complicated by PE, without of GDM. The present results suggest that GDM and PE are 
associated with specific alterations in the placental miRNA expression profiles. Further studies are needed to verify the 
role of these microRNA in molecular mechanisms underlying GDM and PE pathogenesis.

 ■ Keywords: Gestational diabetes mellitus; preeclampsia; gestosis; miRNA; next-generation sequencing (NGS).

研究现实性

妊娠期糖尿病（GDM）是世界范围内严重

的医学和社会问题[1,2]。先兆子痫是GDM

常见的妊娠并发症之一，对围产期发病率

和死亡率有重要影响[3]。GDM孕妇的代谢

变化在一定程度上可能与胎盘转运和调节

功能的破坏有关。这些疾病的分子遗传机

制尚不清楚。许多研究已经注意到微RNA在

GDM[4]和子痫前期[5]发病机制中的作用。

微RNA是一类小的非编码单链RNA， 

长度为21-27个核苷酸，起翻译抑制子的

作用。它们通过RNA干扰机制参与基因表

达调控，在正常和病理胚胎发生过程中

发挥重要作用。

2007年，利用实时微阵列技术和聚合

酶链反应技术首次发现了人类胎盘特异

性的微RNA。根据不同的作者，在一个成

熟的人胎盘中，特定的微RNA的数量在 

300到600之间[5]。2008年，Chim等人比

较了胎盘组织和孕妇静脉血中157个微RNA

的表达水平[6]。鉴定出34个微RNA，胎盘 

组织中的微RNA水平比产妇静脉血高出 

10倍以上。在进一步的研究中，这些

微RNA中有4个（miR-141、miR-149、 

miR-299-5p和miR-135b）在分娩后母血中

未检测到。还注意到，许多微RNA的水平

取决于胎龄[7]。妊娠不同阶段胎盘组织

中各种微RNA模式的含量变化被认为是保
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证胎盘正常发育的重要调控分子遗传机

制之一。提示某些微RNA表达的定量变化

可以作为妊娠期、妊娠糖尿病、慢性胎

盘功能不全等重大妊娠并发症的生物标

志物。因此，在妊娠16-19周时，在随后

发生GDM的孕妇血液中检测到三种微RNA 

（mir-29a、mir-222和miR-132）的浓度

显著下降[4]。

本研究采用新一代测序方法（NGS） 

对比分析了GDM存在或不存在时子痫前期

孕妇胎盘中的微RNA含量。

材料与方法

群体的形成。研究纳入了患者组： 

第I组—无糖代谢受损的先兆子痫孕妇 

（n = 5）：第II组—GDM背景下子痫前

期孕妇（n = 4）和GDM无子痫前期孕妇

（n = 2），构成第III组。收集了所有

患者的详细病史；采用临床、实验室和

分子遗传学研究方法。所有妇女都接受

了产科和妇科检查。一位内分泌学家， 

治疗师为孕妇提供咨询。胎盘组织的活检

样本是在Research Institute Obstetrics 

Gynecology  and  Reproduction  named 

after D.O. Ott联邦预算科学机构（圣彼

得堡）。每位妇女都对这项研究表示知情

同意。

第一组纳入了经诊断为子痫前期的 

孕妇，根据在全《母亲与儿童》俄罗

斯妇产医师论坛上批准的妊娠分级

标准（G. Savelieva，2005）。采用

G. Savelyeva等人（2001）修订的Goek量

表来确定妊娠中毒的严重程度。诊断时

妊娠期超过20周。

妊娠期糖尿病的诊断是基于空腹静脉

血糖或口服葡萄糖耐量试验。诊断依据

俄罗斯国家共识《妊娠糖尿病：诊断、

治疗、产后监测》[8]给出的标准。将具

有子痫前期和GDM入选标准的孕妇选择为

GDM背景下的子痫前期组。所有女性都是

单胎妊娠。排除标准：1型和2型糖尿病；

决定有症状的糖尿病的疾病是甲状腺功能

亢进、肾上腺素亢进、生长激素、嗜铬细

胞瘤；严重躯体病理学；肿瘤疾病；多胞

胎怀孕；妊娠20周前诊断为高血压或动脉

性高血压；病人拒绝参加研究计划。纳入

研究的孕妇是有计划的剖宫产分娩，没有

分娩。

剖宫产术中获得的胎盘组织样本用预

先冷冻的生理盐水（0.9%  NaCl，4℃） 

洗 涤 。 然 后 ， 在 视 觉 控 制 下 使 用

Leica  M125显微镜（Leica  Microsys-

tems，Wetzlar，德国），从血块中选取

胎盘绒毛（~30 mg）进行清洗。随后，

为了稳定RNA，将样品放入RNAlater 

（Qiagen，Inc.，Valencia，CA， 

美国）中，在70℃保存，直到RNA分离。

小RNA的分离和RNA文库的制备

使用PureLink  miRNA  Isolation  Kit 

试剂盒（Life Technologies，美国）

按照制造商的标准协议从胎盘组织中

进行微RNA提取。使用Qubit 2.0荧光计

（Invitrogen，美国）和RNA  BR  Assay 

Kit试剂盒（Thermo  Fisher  Scientific 

Inc.，美国）测定RNA浓度。使用2200 

Tape  Station  Instrument毛细管电泳 

系统（Agilent  Technologies，美国）， 

使用RNA  ScreenTape芯片和RNA  Screen-

Tape Sample Buffer试剂，RNA ScreenTape 

Ladder（Agilent Technologies，美国）

评估RNA质量。

根据制造商的协议，使用Ion  Total  

RNA-seq  Kit  v2  试剂盒（Life  Tech-

nologies，美国）制备微RNA文库。使用

2200 TapeStation Instrument（Agilent 

Technologies，美国）测定条形码库的

摩尔浓度，使用High  Sensitivity  D1K 

ScreenTape芯片和高High  Sensitivity 

D1K Reagents试剂。
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样品分析Ion  Torrent 
基因组测序器

按照试剂试剂盒Ion  One  touch  200- 

template  kit试剂盒（Life  Technolo-

gies，美国）说明书进行乳液聚合酶链

反应和微球富集。

使用试剂盒和Ion 318™Chip芯片进行 

测序。该仪器是根据Ion Personal Genome 

Machine® System说明书推出的。

接收的数据分析

通过比对hg19参考基因组（Genome 

Reference  Consortium  GRCh37）[9]

的核苷酸序列进行数据分析。然后用

miRDeep2评估微RNA表达水平。所得数据

使用Statistica 10.0软件（StatSoft 

Inc.，美国）进行统计处理。错误发现率 

（FDR）采用Benjamini方法计算[10]。 

微RNA表达水平有显著差异，p < 0.01， 

FDR < 0.05。

结果

子 痫 前 期 组 平 均 妊 娠 年 龄 为

35.0 ± 4.7岁，GDM背景下子痫前期组为

31.0 ± 4.24岁，GDM组为33.5 ± 3.5岁。 

在被研究的妇女中分娩的数量没有显著

的差异。两组在年龄、种族、分娩方法

和时间、新生儿体重和身高方面具有

可比性（p > 0.05）。同时，第I、II组

孕妇血压与III组比较，差异有统计学 

意义（p < 0.05）。收缩压最高指标为

孕前组（160.0 ± 8.9毫米汞柱）。 

GDM背景下子痫前期组为150.0 ± 21.6毫

米汞柱，未发生子痫前期的GDM组收缩压

最低（117.5 ± 10.6毫米汞柱）。第I组 

舒张压为100.0 ± 5.5毫米汞柱，第II

组为93.33 ± 5.77毫米汞柱，第III组

平均为77.50 ± 10.6毫米汞柱。在第 

I-II组中，明显多于第III组（p < 0.05）。 

蛋白尿（0.6 ± 0.4﹔1.2 ± 0.5和 

0 克/公升），有无水肿（第I-II组均为 

孕妇，第III组为1例孕妇）。

对于所有组的样本，在对应微RNA

基因的基因组区域绘制的读数最多。

子痫前期组的微RNA占所有测序序列的 

73.9%，而GDM背景下子痫前期组为 

72.4%，GDM组为70.2%。绘制到微RNA基

因的计数读数使得通过微RNA表达比较

子痫前期、GDM和子痫前期与GDM的胎盘

样本成为可能。

子痫前期胎盘微RNA水平与GDM存在程

度的比较分析显示，27个微RNA水平存

在差异，其中hismiR-451a的表达差异 

（p < 0.0001，FDR = 0.0050）具有统计

学意义（图1）。比较分析小分子核糖核

酸的水平在怀孕期间，胎盘复杂化子痫

前期和怀孕复杂化GDM透露53微RNA水平

的差异，变化的三个水平的微RNA是统

计学意义：hsa-mir-4532（p < 0.0001， 

FDR = 0.0008），hsa-miR-34c-5p 

（p < 0.0001，FDR = 0.0083）和hsa-mir-

193b-5-p（p < 0.0001，FDR = 0.0139）（图2）。

讨论

增加miR-451a的水平在胎盘指出这项

研究体育与GDM孕妇的存在会导致抑制

PI3K/AKT的活动/mTOR信号通路[11]和

VEGF-间接的血管生成响应中断的氧化过

程在高血糖条件[12]。VEGF表达降低导致

胎盘营养功能受损、胎盘血流量不足和普

遍内皮功能障碍的发生。

胎盘中miR-4532含量的增加抑制I型胶

原链（COL1A1）的α-1基因的表达[13]。

该基因在早期子痫前期孕妇胎盘中的表

达降低，证实miR-4532参与了该病的发

病机制。

胎盘组织中miR - 1 9 3 b水平的升高

会抑制尿激酶纤溶酶原激活物PLAU的 

翻译[14]。同时，妊娠期PLAU的降低
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会导致纤溶过程的抑制和血液流变学

特性的紊乱，这也有助于子痫前期的 

发生[15,16]。

胎盘组织中miR-34c水平的降低导致

PAI1基因表达的增加[17]。导致妊娠早期

滋养细胞浸润减少，凝血增加，导致子宫

胎盘血流恶化，纤维蛋白沉积在子宫血管

和胎盘微血管中，导致子痫前期的发生。

获得的有关妊娠并发症（如子痫前期

和GDM）期间胎盘微RNA含量变化的数据，

需要使用替代的分子遗传学方法在更大样

本的患者中进一步验证。

结论

该分析使得分离出微小RNA（miR-

451a）成为可能，其在子痫前期患者胎

盘样本中的含量因GDM的不同而不同。所

得数据证实了妊娠期高血糖与胎盘组织

微RNA含量变化的关系。Hsa-miR-4532、 
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图 1。子痫前期胎盘样本中14个微RNA水平变化的多样性值取决于GDM的存在（p < 0.01）。
注：Log2FC（FC - fold change）反映了子痫前期和GDM患者胎盘RNA含量与未发生GDM的子痫前期患
者相比的多样性变化
Fig. 1. Placental miRNAs detected as differentially expressed in pregnancies complicated by PE with GDM, when com-
pared with those in the PE (p < 0.01). Log2FC (FC – fold change) reflects of changes in RNA content in the placenta of 
patients with PE and GDM compared to PE without GDM

图 2。子痫前期妊娠与GDM妊娠胎盘微RNA表达差异（p < 0.01）。注：Log2FC（FC  -  fold  change） 
反映了子痫前期与GDM患者胎盘RNA含量的变化
Fig. 2. Placental miRNAs detected as differentially expressed in pregnancies complicated by PE, when compared with 
those in the GDM (p < 0,01). Log2FC (FC – fold change) reflects of changes in RNA content in the placenta of patients 
with PE compared to GDM
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hsa-miR-34c-5p、hsa-miR-193b-5p等胎

盘微RNA含量的改变可导致滋养细胞浸润

受损、内皮功能障碍和高凝，这一过程

是子痫前期发病机制的基础。但目前， 

其中部分靶基因尚不清楚，其在子痫前期

和GDM发病机制中的作用尚只能推测。

在妊娠早期寻找新的生物标记物， 

对于及时识别妊娠高危人群发生GDM和子

痫前期似乎很有希望。对这些标记物的

检测将有助于采取有效的预防措施，并在

出现并发症的情况下，评估疾病的进展， 

以纠正违规行为，改善妊娠结局。
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