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摘要 目的 研究 miR101 通过调节组蛋白甲基转移酶同源
序列 2 增强子( EZH2) 蛋白对胎盘滋养细胞葡萄糖吸收的影
响，以及 miR101 在妊娠期糖尿病 ( GDM) 中的可能作用机
制。方法 选取 GDM孕妇和正常孕妇各 30 例分别作为观
察组和对照组，qRT-PCR 检测胎盘组织 miR101 和 EZH2
mRNA表达，Western blot 检测胎盘组织中 EZH2 蛋白表达。

取人绒毛膜滋养层细胞转染 miR101 模拟物、miR101 模拟物
对照序列、miR101 抑制剂和 miR101 抑制剂对照序列分别作
为 M组、M-NC组、I组和 I-NC 组，设立空白对照 B 组，每组
设立 6 个平行复孔。qRT-PCR 检测转染细胞 miR101、EZH2
mRNA表达量，Western blot 检测转染细胞 EZH2 蛋白表达
量，葡萄糖测定试剂盒检测转染细胞对葡萄糖的吸收量。结
果 观察组 miR101 表达水平高于对照组 ( t = 5. 433，P ＜
0. 05) ，EZH2 表达水平低于对照组( t = 2. 178，P ＜ 0. 05) 。细
胞转染后:①M组 miR101 表达水平较 B 组和 M-NC 组上升
( t = 2. 133、2. 167，P ＜ 0. 05) ，I组转染 miR101 表达水平较 B

组和 I-NC组下降( t = 2. 918、2. 331，P ＜ 0. 05) ;②M组 EZH2

蛋白表达水平较 B组和 M-NC组下降( t = 2. 018、2. 257，P ＜
0. 05) ，I组转染 EZH2 蛋白表达水平较 B 组和 I-NC 组升高
( t = 3. 271、3. 167，P ＜ 0. 05) ;③M组葡萄糖消耗量较 B组和
M-NC组升高( t = 3. 106、2. 115，P ＜ 0. 05) ，I组葡萄糖消耗量
较 B组和 I-NC组降低( t = 2. 002、2. 158，P ＜ 0. 05) 。结论
GDM患者胎盘组织中 miR101 表达异常升高，miR101 可调
控 EZH2 表达降低胎盘滋养细胞对葡萄糖吸收量，参与 GDM

病理机制。
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妊娠糖尿病( gestational diabetes mellitus，GDM)

是指孕妇在妊娠期间发生或发现糖耐量减低，是产

科常见的并发症。研究显示 GDM 给母婴带来极大
的危害，高血糖可使胚胎发育异常或死亡，并且流产

发生率极高［1］，GDM孕妇妊娠期高血压疾病和后期
糖尿病发生风险比非糖尿病孕妇高［2 － 3］。目前
GDM主要以降糖药物治疗为主，虽然具有一定疗效
但安全性仍有很大的争议。近年来，多数学者热衷
于从分子机制探讨 GDM 发病机制，如研究发现
miR-29、miR-200a和 miR-126 等小分子物质在 GDM
患者与非 GDM 中表达水平存在差异［4 － 5］，抑制

miR-29b表达可上调缺氧诱导因子 3A 基因表达进
一步促进胎盘滋养层细胞的增殖、迁移和侵袭［6］。
微小 RNA( microRNA) 具有调控 RNA转录水平功能
的微小 RNA，通过调节蛋白质编码基因的表达而作
用于生物体内细胞，从而使目的基因 mRNA 翻译受
到抑制或 mRNA 降解。miR101 家族是高度保守的
microRNA，可调节多种基因的表达，研究［7］显示
miR101 过表达可下调组蛋白甲基转移酶同源序列
2 增强子( Enhancer of histone methyltransferase homo-
logue 2 ，EZH2) 和 MYC 基因表达从而能抑制乳腺
癌细胞的增殖。EZH2 可抑制染色质中的靶基因，
与细胞生长调节有关。有学者［8 － 9］认为胎盘滋养细

胞的功能障碍可能与妊娠期高血压、GDM、胎儿生
长受限、流产等妊娠并发症密切相关，胎盘滋养细胞
对葡萄吸收与妊娠糖尿病具有一定关联。本研究旨
在观察 miRNA101 影响 EZH2 表达水平及胎盘滋养
细胞葡萄糖吸收情况，探讨 miRNA101 在妊娠期糖
尿病中的可能作用机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2018 年 1 月—2018 年 5 月在
遵义医学院附属医院就诊的 GDM孕妇 30 例和正常
孕妇 30 例分别作为观察组和对照组，孕妇在妊娠
24 ～ 28 周进行口服葡萄糖耐量试验 ( OGTT) ，符合
以下 1 项或以上的诊断标准即可诊断为 GDM:空腹
≥5. 1 mmol / L; 1 h血糖≥10. 0 mmol /L; 2 h血糖≥
8. 5 mmol / L。观察组和对照组在年龄、胎次等资料
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上具有可比性，差异无统计学意义，两组孕妇均为单

胎，既往均无高血压、糖尿病、肾病及心血管疾病病
史。所有患者均需签订知情同意书，并表示愿意积
极配合研究工作，本次研究经过医院伦理委员会批

准同意，符合伦理要求。
1． 2 方法
1． 2． 1 样本收集 在孕妇分娩后立即剪取胎盘母
体面小叶处组织，分为 4 份并用 PBS 洗涤液洗净，
置于 － 80 ℃冰箱储存备用，用 10%甲醛固定。
1． 2． 2 qRT-PCR 检测胎盘组织 miR101 和 EZH2
mRNA表达 严格按照各试剂盒和仪器说明书进行
实验操作，利用 qRT-PCR 检测胎盘组织中 miR101
和 EZH2 mRNA表达水平。
1． 2． 3 Western blot检测胎盘组织中 EZH2 蛋白表
达 将各组细胞加入裂解缓冲液 30 min，用离心机
离心 10 min，4 ℃、12 000 r /min，提取各组细胞的总
蛋白。按照说明书方法，利用Western blot检测胎盘
组织中 EZH2 蛋白表达水平。
1． 3 细胞实验
1． 3． 1 细胞培养 取人绒毛膜滋养层细胞培养于
含 10%胎牛血清、双抗青霉素 /链霉素液、高糖培养
基中培养，置于 37 ℃、5%CO2 的培养箱培养。
1． 3． 2 细胞转染 取 miR101 mimics、miR101 mim-
ics NC系列、miR101 inhibitor及 miR101 inhibitor NC
系列对上述培养的人绒毛膜滋养层细胞进行转染，

将培养细胞置于按 3 × 105 个 /孔接种于 6 孔板中，
严格按照 LipofectamineTM 2000 说明书操作，加入
1. 5 μl miR101 mimics ( M 组 ) 、miR101 mimics NC
( M-NC组) 、miR101 inhibitor( I组) 及 miR101 inhib-
itor NC( I-NC组) 进行细胞转染，同时设立空白对照
组( B组) ，48 h后收集转染细胞进行后续实验。
1． 3． 3 qRT-PCR 检测转染细胞 miR101 和 EZH2
mRNA表达 严格按照各试剂盒和仪器说明书进行
实验操作，利用 qRT-PCR 检测转染细胞 miR101 和
EZH2 mRNA表达水平。
1． 3． 4 Western blot检测转染细胞 EZH2 蛋白表达
提取各组细胞的总蛋白，按照说明书方法，利用

Western blot检测转染细胞 EZH2 蛋白表达水平。
1． 3． 5 转染细胞葡萄糖消耗量检测 取各组细胞
接种于 96 孔培养板中，培养 24 h 后，取各组细胞的
培养上清液，用葡萄糖测定试剂盒检测细胞对葡萄

糖的吸收量，计算各组转染细胞葡萄糖消耗量 ( 葡

萄糖消耗量 =培养基葡萄糖含量 － 24 h 后所测葡
萄糖含量) 。

1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行数据分
析，进行方差齐性检验和正态性检验，实验数据以珋x ±
s表示。单变量两组资料之间的比较采用 t 检验;多
组资料之间的比较采用单因素方差分析，两两比较行

LSD-t检验。以 P ＜0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 胎盘组织 miR101 表达 qRT-PCR 结果显示，
观察组胎盘组织 miR101 表达水平高于对照组( t =
5. 433，P ＜ 0. 05) ( 图 1) 。

图 1 2 组 miR101 表达水平比较

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 胎盘组织 EZH2 表达 qRT-PCR 结果显示，
观察组胎盘组织 EZH2mRNA 表达水平低于对照组
( t = 2. 352，P ＜ 0. 05 ) ( 图 2A) ，Western blot 检测结
果显示，观察组胎盘组织 EZH2 蛋白表达水平低于
对照组( t = 2. 178，P ＜ 0. 05) ( 图 2B、图 3) 。

图 2 2 组 EZH2 表达表达水平比较
A: EZH2 mRNA相对表达量; B: EZH2 蛋白相对表达量; 与对照

组比较: * P ＜ 0. 05

图 3 Western blot检测胎盘组织 EZH2 蛋白表达
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2． 3 细胞转染后 miR101 表达 qRT-PCR 结果显
示( 图 4 ) ，miR101 表达水平在 B 组、M-NC 组和 M
组差异有统计学意义( F = 27. 302，P ＜ 0. 05 ) ，M 组
高于 B组( t = 2. 133，P ＜ 0. 05 ) ，M 组高于 M-NC 组
( t = 2. 167，P ＜ 0. 05) 。miR101 表达水平在 B 组、I-
NC组和 I 组差异有统计学意义 ( F = 16. 499，P ＜
0. 05) ，I组低于 B组( t = 2. 918，P ＜ 0. 05) ，I 组低于
I-NC组( t = 2. 331，P ＜ 0. 05) 。
2． 4 细胞转染后 EZH2 表达 qRT-PCR 结果显示
( 图 5A、B) ，EZH2 mRNA表达水平在 B组、M-NC组
和 M组差异有统计学意义( F = 15. 381，P ＜ 0. 05 ) ，
B组高于 M 组( t = 3. 266，P ＜ 0. 05 ) ，M-NC 组高于

M组( t = 3. 190，P ＜ 0. 05 ) ; EZH2 mRNA 表达水平
在 B 组、I-NC 组和 I 组差异有统计学意义 ( F =
9. 463，P ＜ 0. 05 ) ，B 组低于 I 组 ( t = 2. 276，P ＜
0. 05) ，I-NC 组低于 I 组 ( t = 2. 176，P ＜ 0. 05 ) 。
Western blot 检测结果显示 ( 图 5C、D，图 6 ) ，EZH2
蛋白表达水平在 B 组、M-NC 组和 M 组差异有统计
学意义( F = 17. 593，P ＜ 0. 05) ，B 组高于 M 组( t =
2. 018，P ＜ 0. 05) ，M-NC组高于M组( t = 2. 257，P ＜
0. 05) ; EZH2 蛋白表达水平在 B 组、M-NC 组和 M
组差异有统计学意义 ( F = 21. 748，P ＜ 0. 05 ) ，B 组
低于 I组( t = 3. 271，P ＜ 0. 05 ) ，I-NC 组低于 I 组( t
= 3. 167，P ＜ 0. 05) 。

图 4 细胞转染后 miR101 表达水平

A: miR101 mimics转染后 miR101 表达水平; B: miR101 inhibitor转染后 miR101 表达水平;与 B 组比较: * P ＜ 0. 05;与 M-NC 组: #P ＜ 0. 05;

与 I-NC组比较: △P ＜ 0. 05。

图 5 细胞转染后 EZH2 表达水平
A: miR101 mimics转染后 EZH2 mRNA表达水平; B: miR101 inhibitor转染后 EZH2 mRNA表达水平; C: miR101 mimics转染后 EZH2 蛋白表

达水平; D: miR101 inhibitor转染后 EZH2 蛋白表达水平;与 B组比较: * P ＜ 0. 05;与 M-NC组: #P ＜ 0. 05;与 I-NC组比较: △P ＜ 0. 05
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图 6 Western blot检测各组转染细胞 EZH2 蛋白表达
A: miR101 mimics转染后 EZH2 蛋白表达; B: miR101inhibitor 转

染后 EZH2 蛋白表达

2． 5 细胞转染后葡萄糖吸收情况 B 组 ( 1. 26 ±
0. 20) mmol /L、M-NC 组 ( 1. 22 ± 0. 12 ) mmol /L 和
M组( 1. 75 ± 0. 21) mmol /L葡萄糖消耗量差异有统
计学意义( F = 12. 523，P ＜ 0. 05 ) ，M 组高于 B 组和
M-NC组 ( t = 3. 106、2. 115，均 P ＜ 0. 05 ) 。B 组、I-
NC组( 1. 13 ± 0. 27 ) mmol /L 和 I 组 ( 0. 68 ± 0. 09 )
mmol /L葡萄糖消耗量差异有统计学意义 ( F =
31. 161，P ＜ 0. 05 ) I 组低于 B 组和 I-NC 组 ( t =
2. 002、2. 158，P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

GDM的病因极为复杂，迄今为止仍未得以完全
阐明。研究［10］表明遗传基因、炎症因子、脂肪细胞
因子和胰岛素抵抗是其主要病因，尤其是胰岛素抵

抗患者在 GDM的发病中有着重大作用。胰岛素抵
抗的产生主要原因是靶组织对胰岛素的敏感性降

低，持续性的胰岛素抵抗会造成胰岛 β 细胞的胰岛
素分泌绝对或相对不足，进而引起糖尿病的发生。

miRNAs 是调控靶向基因的小分子非编码
RNA，在细胞增殖、分化和代谢中扮演了重要的角
色［11］，多项研究表明 miRNAs 参与多种疾病病理机
制。目前，在 miRNAs 与 GDM 关联研究中，多数学
者的观点都支持 GDM 发病与 miRNAs 调控靶向基
因相关，尽管发病相关机制不是很明确，但通过体外

实验和模拟实验可证实它们存在一定联系。
miR101 作为 microRNA的一种，学者对其研究比较
深入，以往研究中 miR101 被认为是促癌基因，
miR101 过表达会促进卵巢癌细胞和肺癌细胞的增
殖［12 － 13］。安丽 等［14］在总结 miR101 与糖脂代谢关
联研究中，提到 miR101 与 2 型糖尿病和 GDM 发生
息息相关。EZH2 是由组蛋白、赖氨酸、N-甲基转移
酶组成的核心蛋白复合体，与细胞生长调节有关。

有多项研究［7，15］证实，miR101 可通过调控 EZH2 表
达参与调控多种疾病的进展。
本研究结果显示，GDM 患者胎盘组织 miR101

表达水平更高，而 EZH2 表达水平下降，提示
miR101 过表达可能是 GDM发病的潜在风险。为了
进一步验证 GDM 与 miR101 的相关性，开展了体外
细胞实验，给人绒毛膜滋养层细胞转染 miR101
mimics和 miR101 inhibitor 试剂，通过上调和抑制
miR101 的表达观察 EZH2 表达和细胞对葡萄糖吸
收量的影响。结果表明过表达的 miR101 能抑制
EZH2 表达，促进细胞吸收葡萄糖，抑制 miR101 表
达呈现出相反的结果。因此推测，过表达的 miR101
可下调 EZH2 表达，EZH2 表达水平下降使胎盘滋养
层细胞发生胰岛素抵抗，从而导致葡萄糖吸收受到

影响。
综上，miR101 可能通过调控 EZH2 表达降低胎

盘滋养细胞对葡萄糖吸收量，参与 GDM 病理机制。
该研究仍有不足之处，研究人群样本量相对较少，不

具有群体代表性，有些微小效应仍未观察到，进一步

了解该分子机制仍需要构建动物模型进行验证。
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miR101 regulates EZH2 to inhibit glucose absorption by placental
trophoblasts and its mechanism in gestational diabetes

Wang Yuanyuan1，Wang Mingsheng2，Zhao Yujie2，et al
( 1The Affiliated Hospital of Zunyi Medical College，Zunyi 563000;
2Affiliated Hospital of Guizhou Medical University，Zunyi 563000)

Abstract Objective To study the effect of miR101 on glucose absorption in placental trophoblast by regulating
EZH2 protein，and the possible mechanism of miRNA101 in gestational diabetes mellitus( GDM) ． Methods The
toatal of 30 pregnant women with GDM and 30 normal pregnant women were selected as the observation group and
the control group respectively． The expression of miR101 and EZH2 mRNA in placental tissue was detected by
qRT-PCR，and the expression of EZH2 protein in placental tissue was detected by Western blot． Human chorionic
trophoblast cells were transfected with mir101 mimic，mir101 mimic control sequence，mir101 inhibitor and mir101
inhibitor control sequence as M group，M-NC group，I group and I-NC group respectively． Blank control group B
was set up with 6 parallel multiple pores in each group． qRT-PCR was used to detect miR101 and EZH2 mRNA ex-
pression． Western blot was used to detect EZH2 protein expression，and glucose detection kit was used to detect
glucose uptake． Results The expression level of miR101 in the observation group was significantly higher than that
in the control group ( t = 5. 433，P ＜ 0. 05) ，and the expression level of EZH2 in the observation group was lower
than that in the control group ( t = 2. 178，P ＜ 0. 05 ) ． After cell transfer: ① The expression level of miR101 in
group M was significantly higher than that in group B and M-NC ( t = 2. 133，2. 167，P ＜ 0. 05 ) ． The expression
level of miR101 in group M was significantly lower than that in group B and I-NC ( t = 2. 918，2. 331，P ＜ 0. 05) ．
② The expression of EZH2 in group M was significantly lower than that in group B and M-NC ( t = 2. 018，2. 257，
P ＜ 0. 05) ． The expression level of EZH2 in group M was significantly lower than that in group B and I-NC ( t =
3. 271，3. 167，P ＜ 0. 05) ． ③ Glucose consumption in group M was lower than that in group B and M-NC ( t =
3. 106，2. 115，P ＜ 0. 05 ) ． Glucose consumption in group M was higher than that in group B and I-NC ( t =
2. 002，2. 158，P ＜ 0. 05) ． Conclusion The expression of miR101 in patients with GDM placental trophoblast ab-
normally increase． MiR101 could regulate the expression of EZH2 and decrease the absorption of glucose by pla-
cental trophoblasts，which was involved in the pathological mechanism of GDM．
Key words miR101; EZH2; placental trophoblast; glucose absorption; gestational diabetes mellitus
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