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妊娠糖尿病母鼠胎儿心脏组织 CD4+ T 细胞水平
表达及相关机制研究

万雪超,卢秋芬,何玉玲,方　 艳

(贵州省铜仁市人民医院,贵州 铜仁　 554300)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨分析妊娠糖尿病母鼠胎儿心脏组织 CD4+ T 细胞水平表达及其相关机制。 方法　 将怀

孕的 84 只雌性 SD 大鼠随机分为正常对照组(NC 组)和 STZ 诱导的妊娠糖尿病模型组(gestational diabetes mellitus,
GDM 组),免疫组化检测不同组别胎鼠心脏组织中 CD4+T 细胞水平, Western blotting 检测 IL-17、IL-4、Tim-3、PD-1
表达,RT-PCR 检测 miR-223-3p 表达。 结果　 GDM 组 CD4+CD25+Treg 阳性细胞表达数量[(46. 41±10. 94)%]低于

NC 组[(21. 63±10. 94)%],差异有统计学意义(P<0. 01)。 GDM 组 IL-17、Tim-3 及 PD-1 表达量均高于 NC 组,而
IL-4 低于 NC 组,差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。 GDM 组 miR-233-3p 相对表达量(0. 682±0. 104)低于

NC 组(0. 466±0. 117),差异有统计学意义(P<0. 05)。 结论　 GDM 子鼠心脏组织异常可能与 CD4+ T 细胞表达下降

有关,而这一作用机制可能与胎鼠心脏组织中 miR-233-3p 表达下调及其介导的炎症反应有关。
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Down-regulation of CD4+ T cells in fetal heart tissue of rats with
gestational diabetes mellitus

WAN Xuechao, LU Qiufen, HE Yuling, FANG Yan
(Tongren City People’s Hospital, Tongren 554300,China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the level of CD4+ T cells and related mechanisms in fetal heart tissue from
female rats with gestational diabetes mellitus ( GDM). Methods 　 Eighty pregnant female Sprague-Dawley rats were
randomly divided into normal control (NC) group and GDM group induced by streptozotocin. CD4+ cell levels were detected
in the fetal heart tissues of different groups. Western blotting was performed to detect the interleukin (IL)-17, IL-4, T-cell
immunoglobulin mucin (Tim)-3, and programmed cell death protein (PD)-1 expressions, and real-time PCR was used to
detect the expression of miR-233-3p. Results 　 The expression of CD4+ CD25+ Treg cells in the GDM group (46. 41 ±
10. 94%) was significantly higher than in the NC group　 (21. 63±10. 94%) (P<0. 01). Expression levels of IL-17, Tim-
3, and PD-1 were also significantly higher in the GDM group than in the NC group, while the expression of IL-4 was
significantly lower (P<0. 05 or P<0. 01). The relative expression of miR-233-3p in the GDM group (0. 682±0. 104) was
significantly lower than in the NC group (0. 466±0. 117) (P<0. 05). Conclusions　 Cardiac tissue abnormalities in GDM
rats may be associated with the down-regulated expression of CD4+ T cells, and the underlying mechanism may be



associated with the down-regulation of miR-233-3p expression in the fetal rat heart tissue.
【Keywords】　 diabetes mellitus; pregnancy; CD4+ T cells; cardiac tissue; miR-233-3p; rat

　 　 妊娠糖尿病(gestational diabetes mellitus,GDM)
发病率呈逐年上升的趋势,研究发现妊娠期高血糖

可导致胎儿各种先天畸形,如导致心血管畸形和神

经系统畸形的几率是正常妊娠的 3 ~ 5 倍[1]。 GDM
引起子代心肌微结构异常的比例明显增多[2]。
CD4+CD25+ T 细胞作为部分高表达 IL-2 受体 α 链

分子的 CD4+ T 细胞,其表达水平降低与病毒性心肌

炎、心力衰竭、冠心病等多种心脏疾病的发生发展

密切相关,Tregs 的激活具有抑制 CD4+ T 细胞介导

的炎症反应以及免疫细胞杀伤功能[3-5];炎症状态

下, CD4+细胞亚群中 Th2 细胞(分泌 IL-4)及 Th17
细胞(分泌 IL-17)表达失衡。 研究发现[6],程序性

凋亡分子-1(PD-1)及免疫球蛋白黏蛋白结构域相

关分子 3(Tim-3)对 CD4+CD25+ Treg 细胞具有调节

作用,且介导 CD4+ T 细胞所产生的炎症反应。 2 型

糖尿病存在明显的免疫功能下降,而 CD4+CD25+ T
细胞水平下降参与了 2 型糖尿病的发生发展, CD4+

CD25+ Treg 细胞及 IL-4 高表达有助于机体胰岛功

能的保护[7]。 需要指出的是,在妊娠高血糖状态下

CD4+ T 细胞水平表达是否存在差异,妊娠糖尿病母

鼠胎鼠心脏功能异常是否与 CD4+ T 细胞水平有关,
值得研究报道。

miRNAs 是真核生物钟较为常见的一类内源性

具有基因或蛋白调控作用的非编码 RNA,其具有调

控糖尿病及其并发症发生发展的作用。 通过现有

文献以及课题组前期研究显示,糖尿病患者存在多

种 miRNAs 表达差异。 其中,miR-223-3p 在 2 型糖

尿病及其并发症中呈显著低表达[8];miR-223-3p 除

了参与血糖代谢以外,还参与动脉粥样硬化病变,
其在冠心病机体表达量显著降低[9];在烟曲霉诱导

的 CD4+细胞中,miR-223-3p 低表达致多种炎性因子

呈高表达状态[10]。 但需要指出的是,miR-223-3p 是

否参与 GDM 的发生以及其对 GDM 子代心脏功能

是否有影响,miR-223-3p 是否具有调节 CD4+ T 细胞

及其介导的炎症反应,进而导致 GDM 子代心脏功

能异常是值得进一步深入研究的。
本研究目的主要在于探讨 GDM 胎鼠心脏组织

中 miR-223-3p 表达情况,以及其对 CD4+ T 细胞表

达水平与其介导的炎症因子释放的影响,以期为临

床有效预防及治疗 GDM 子代心脏功能异常提供理

论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

清洁级 SD 大鼠(采购于广东省实验动物中心,
[SCXK(粤)2018-0027],雌、雄性分别为 100 只、50
只(雌性 250 ~ 290 g,雄性 270 ~ 300 g)。 动物饲养

于恒温(25℃左右)、相对湿度在 40%~70%、安静的

动物房中。 实验期间所有动物均正常进食、饮水,
不给予胰岛素以及其他任何降糖药物。 所有动物

实验均经伦理委员会审查 (动物伦理审查号:
201803033)。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 模型建立

实验前大鼠自由进食饲料,每天维持 12 h 灯光

照明,每隔一天更换垫料一次,记录体质量以及血

糖含量(血糖含量在 7 mmol / L 者剔除)。 参照国外

Rees 等[11] 的造模方法复制 GDM 模型,具体方法

为:受试动物按照雌雄 2 ∶1的比例进行合笼,次日早

晨 5:00 检查阴栓,查到有阴栓则定为交配成功,并
记为妊娠 0 d。 将妊娠成功的 84 只母鼠进行编号,
随机分为模型组 (链脲佐菌素 streptozotocin, STZ
组,n= 42 只)和正常对照组(NC 组,n = 42 只)。 其

中 STZ 组孕鼠于确定受精后的 12 h 后,注射含量为

45 mg / kg 的 STZ(溶于柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液中),
NC 组注射相应体积的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液。 注

射 72 h 后即妊娠第 4 天,经眼眶取血,离心分离血

清测定空腹血糖含量在 11. 1 mmol / L,随机血糖在

17. 9 mmol / L,尿糖 >++,表明为妊娠糖尿病,即造

模成功。
1. 2. 2　 心脏标本组织收集及处理

所有孕鼠均于妊娠第 20 天麻醉,剖腹取出子

宫,观察胎鼠的个数(是否存在死胎、吸收胎等),将
胎鼠置于天平上称重并观察是否存在其他畸形情

况。 取出每只孕鼠中所有子鼠心脏组织一并称重,
洗净后按照心脏组织每 5. 00 mg 置于液氮中保存,
用于 RT-PCR 检测以及相关蛋白检测用。 剩余心脏

组织用于 HE 染色及免疫组化病理学检查。
1. 2. 3　 免疫组化检测胎鼠心脏组织中 CD4+CD25+

Treg 细胞表达

采用福州迈新生物技术开发有限公司提供的

两步法检测 CD4+CD25+ Treg 细胞表达情况。 具体
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操作步骤为:将切好的标本置于 60℃烤箱中 1 h,石
蜡切片经常规脱蜡、水化、蒸馏水冲洗 3 次,每次冲

3 min,取 800 mL 柠檬酸缓冲液于压力锅中,加热至

沸腾,将经水化后的组织放置于耐高温塑料架上,
并置于沸腾的柠檬酸缓冲液中 1. 5 min,取出后自然

冷却至室温,采用 PBS 冲洗 3 次,每次冲洗 3 min;
将切片浸入 3% H2O2 溶液中,室温放置 20 min 后取

出,采用 PBS 冲洗 3 次,每次 3 min,加入一抗(兔抗

人 CD4+CD25+ Treg 多克隆抗体,体积比 1 ∶500,购自

美国 Stana 公司)室温孵育 1. 5 h;收集一抗后,采用

PBS 冲洗 3 次,每次 3 min,用滤纸轻轻吸干 PBS 后

加入二抗(过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG,体积比

为 1 ∶ 1000) 室温孵育 1 h,PBS 冲洗 3 次,每次 3
min;加入 DAB 显色剂,苏木素复染,切片经梯度酒

精脱水干燥,二甲苯透明,中性胶固定,显微镜下观

察。 以细胞膜以及细胞浆中出现棕黄色信号为阳

性细胞。
1. 2. 4　 胎鼠心脏组织中 miR-233-3p 表达

采用实时荧光定量 PCE 法,以 NAPDH 作为内

参,检测胎鼠心脏组织中 miR-233-3p 表达情况。 采

用 Trizol 法提取胎鼠心脏组织中总 RNA,逆转录为

cDNA,取 2 μL 用于 PCR 反应,反应体系为 25 μL,
miR-233-3p 正 向 引 物: 5 ’-GTCATTGTTGA
GTGCTCGTAACGC-3 ’, 反 向 引 物: 5 ’-CGTGGT
CGGTCGGTAAACGCGTCG-3’; NAPDH 正向引物:
5’-CAGGAGGTTAGTGCTACGTATGCTTGC-3’,反向

引物: 5’-CAAGGCTGCGTGCGGTCTCGA-3’。 反应

条件为 95℃预变性 1 min,94℃变性 15 s,延伸 72℃
25 s,退火 65℃ 30 s,共 40 个循环;NAPDH 退火条

件为 60℃ 20 s,其他同上。 采用 2-ΔΔCT法进行数据

的相对定量分析。
1. 2. 5 　 Western blotting 检测组织中 IL-17、 IL-4、
Tim-3 及 PD-1 表达

取胎鼠心脏组织约 100 mg 置于匀浆器中,并加

入蛋白酶抑制剂的裂解液 500 μL 在冰上进行裂解。

按照试剂盒说明要求提取蛋白,加入 5× SDS 上样缓

冲液煮沸 7~8 min,经电泳、转膜,脱脂奶粉封闭、洗
膜加入一抗、室温孵育 4℃ 封闭过夜;TBST 洗膜 3
次,加入二抗。 将化学荧光发光底物均匀地加到膜

的表面,置于曝光试剂盒中曝光,显影、定影等,采
用凝胶图像处理系统分析条带灰度值。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 19. 0 统计软件包处理所得数据,计
量资料以以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,采用两个独

立样本的 t 检验,计数资料以百分率表示,采用 χ2

检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般情况分析

GDM 组母鼠平均血糖值(17. 36±0. 62)mmol / L
高于 NC 组母鼠(5. 81±0. 57)mmol / L 且差异有统计

学意义(P<0. 01)。 GDM 组子鼠吸收胎、死胎、畸形

胎例数高于 NC 组,差异有统计学意义。 (表 1)
2. 2　 各组胎鼠心脏组织病理变化

通过 HE 染色显示,GDM 组与 NC 组比较,心肌

组织增厚明显,高倍镜下可见 GDM 组心肌纤维排

列稀疏,心肌显微断裂,心肌细胞肿胀,细胞核肥大

或固缩,而 NC 组袭击细胞排列整齐、致密,心肌显

微无断裂,细胞核染色清晰。 (图 1)
2. 3　 免疫组化检测 CD4+ CD25+ Treg 细胞表达

情况

采用免疫组化检测显示,GDM 组 CD4+ CD25+

Treg CD4+CD25+ Treg 阳性细胞表达数量[(46. 41±
10. 94)%]低于 NC 组[(21. 63±10. 94)%],差异有

统计学意义(P<0. 05)。 (图 2)
2. 4　 RT-PCR 检测组织中 miR-233-3p 表达

采用 RT-PCR 检测组织中 miR-233-3p 表达,结
果显示,GDM 组 miR-233-3p 相对表达量(0. 682 ±
0. 104)低于 NC 组(0. 466±0. 117),差异有统计学

意义(P<0. 01)。 (图 3)
表 1　 两组胎鼠畸形胎比率比较(n= 42,%)

Table 1　 Comparison of abnormal fetal malformation rate of the fetal rats in two groups

组别
Groups

正常活胎
Normal live birth

畸形胎
Malformations

吸收胎
Absorbing fetus

死胎
Stillbirth

畸心胎
Heart malformations

合计
All

χ2 P 值
P value

NC 257(91. 79) 11(3. 93) 8(2. 86) 5(1. 79) 23(8. 21)
GDM 167(70. 46) 20(8. 44) 24(10. 13) 26(10. 97) 70(29. 54)

39. 554 0. 000
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图 1　 心脏组织的病理学改变。 HE 染色。
Figure 1　 Histological changes in the heart tissues of

fetal rats. HE staining.

图 2　 免疫组化检测胎鼠心脏组织中 CD4+ T 细胞表达

Figure 2　 CD4+ T cells in the fetal rat heart tissues.
Immunohistochemical staining.

2. 5　 Western blotting 检测 IL-17、IL-4、Tim-3 及

PD-1表达

图 3　 RT-PCR 检测胎鼠心脏组织中 miR-233-3p 表达

Figure 3　 Detection of miR-233-3p expression in fetal rat heart tissues by RT-PCR

采用 Western blotting 检测分析显示,GDM 组

IL-17、Tim-3 及 PD-1 表达量均高于 NC 组,而 IL-4
显著低于 NC 组,差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<
0. 01)(图 4)。

3　 讨论

GDM 可导致胎儿发育异常,尤其是导致胎儿心

脏畸形的发生率明显增高。 研究显示[12],GDM 孕

妇中胎儿心血管畸形发生率是正常孕妇的 3~ 5 倍,
但高血糖或糖尿病导致胚胎发育畸形的机制研究

尚不明确。 有研究认为[13],高血糖或 GDM 与细胞

免疫功能失衡有关,高血糖与 CD4+细胞表达降低显

著相关,研究发现[14],糖尿病患者 CD4+CD25+ Treg
细胞比例显著低于健康人员,且与糖化血红蛋白呈

负相关;通过胰岛素治疗或降血糖药物治疗,患者

血清中 CD4+CD25+Treg 细胞水平及 IL-4 等显著升

高。 CD4+CD25+ Treg 作为 CD4+ T 细胞特有的一个

亚群,其表达量降低导致多种心脏疾病,如冠心病,
病毒性心肌炎、慢性心力衰竭等疾病的发生发展;
以上表明血糖升高与机体免疫功能紊乱存在显著

相关性,而免疫功能紊乱是诱发多种心脏疾病的重

要原因。 通过本研究,发现 GDM 组胎鼠心脏组织

中 CD4+CD25+ Treg 表达量显著低于 NC 组,提示妊

娠高血糖引起的免疫功能紊乱,可能导致胎儿心脏

发育不良。
　 　 CD4+ T 细胞介导多种炎性因子参与糖尿病、心
肌重构、心肌炎等疾病的发生发展。 不同的 CD4+ T
细胞亚群发挥不同的作用,促炎性 Th 细胞亚群包

括 Thl、Thl7 等比例上调或功能亢进,而抗炎性的

Th2、Treg 等比例下降或功能受损是促发慢性炎症

状态的直接因素[15]。 血糖增高可导致巨噬细胞吞

噬功能下降、Th1 / Th2 比例失调、细胞因子表达异常

等。 研究发现[16],在血管紧张素Ⅱ诱导的高血压大

鼠模型中,当灌注血管紧张素Ⅱ后 Th2 型细胞因子

IL-4 的数量明显下降,而 Th1 型细胞因子 IFN-γ 明

显增高,表明 Th1 / Th2 失衡参与了临床心血管事件

的发生。 Th17 细胞主要参与介导慢性炎症、自身免

疫性疾病以及肿瘤等疾病的发生,其特异性的分泌

IL-17 细胞因子,能够发挥较强的促炎症作用,参与
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图 4　 Western blotting 检测两组胎鼠心脏组织中

PD-1、Tim-3、IL-4、IL-17 表达情况

Figure 4　 Western blotting detection of PD-1, Tim-3, IL-4,
IL-17 expressions in the fetal rat heart tissues

诱导炎性细胞因子、趋化因子的表达[17]。 那么,
CD4+ T 细胞介导的炎症反应是否参与 GDM 子代心

肌结构与功能异常,研究报道较少。 通过本研究,
相关人员发现 GDM 组胎儿心脏组织中 IL-17 表达

量显著增高,而 IL-4 表达量显著降低,提示 GDM 胎

儿存在明显的 CD4+ T 细胞表达差异。
PD-1 在多种疾病中发挥重要作用,其与程序性

细胞死亡分子受体 1(PD-L1)结合后组成 PD-1 / PD-
L1 信号通路,具有诱导 T 淋巴哦细胞的凋亡,抑制

T 细胞的活化与增殖。 研究显示[18],在 2 型糖尿病

患者血清中 CD4+PD-1+细胞占比显著增高,而 CD4+

CD25+ Treg 细胞比例下降,提示在高血糖下, CD4+

CD25+ Treg 细胞水平与 PD-1 表达呈负相关。 在心

房颤动、动脉粥样硬化等疾病中也显示[19-20],PD-1
在 CD4+细胞中呈高表达,且具有促进炎性细胞因子

的释放作用。 Tim3 被研究证实特异性表达于 Th1
细胞,具有活化 Th1 细胞的作用。 研究发现,在糖尿

病肾病、先天性心脏病患者血清中 Tim3 呈高表达。
但 CD4+细胞中 PD-1、Tim3 表达是否与 GDM 胎鼠

心脏结构和功能异常有关,是值得研究的。 通过本

研究,相关人员发现 GDM 胎鼠心脏组织中 PD-1、
Tim3 均显著高于 NC 组,提示 PD-1、Tim3 高表达参

与了 GDM 子代心脏组织结构功能异常的发生

发展。
多项研究显示[21-22], microRNAs 参与调解 T 淋

巴细胞亚群表达,调控糖尿病及其并发症、心脏疾

病的发生发展,对于 GDM 胎儿心脏组织存在哪些

microRNAs 表达差异值得研究。 研究发现[23-24],
miR-233-3p 在缺血性心肌微血管内皮细胞中呈低

表达,而且与糖尿病肾病严重程度呈负相关,糖尿

病肾病严重程度越高,miR-233-3p 表达量越低,以
上提示 miR-233-3p 表达可能参与了糖尿病、心脏疾

病的发生发展。 另有研究发现,miR-CD4+ T 细胞中

miR-233-3p 低表达促进了 Th17 分化以及 IL-17 表

达,进而诱导炎症级联反应。 目前,miR-233-3p 在

GDM 胎鼠中表达如何研究较少。 通过本研究发现,
GDM 组胎儿心脏组织中 miR-233-3p 表达量显著低

于 NC 组,提示 GDM 胎鼠心脏功能异常可能是与

miR-233-3p 表达小调,进而介导 CD4+ T 细胞表达下

降,导致多种炎性因子表达异常有关。
综上, GDM 子鼠心脏结构与功能异常可能与

CD4+ T 细胞表达下降有关,而这一作用机制可能与

胎鼠心脏组织中 miR-233-3p 表达下调及其介导的

炎症因子表达异常有关。
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