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【摘要】 目的 探讨妊娠期糖尿病（gestational diabetes mellitus, GDM）与婴儿过敏性疾病

的关系，并评价蛋白激酶Cζ（PKCζ）是否可作为婴儿早期预测过敏性疾病的指标。 方法 采用

荧光定量PCR（RT-PCR）检测 40例单胎足月妊娠正常孕妇及 40例GDM孕妇外周血及 80例足月

新生儿脐血中PKCζ水平，并对这些婴儿进行随访，调查出生后 6个月内过敏性疾病发生情况。

结果 （1）正常孕妇组与 GDM 孕妇组所分娩新生儿脐血 PKCζ的表达值 2-ΔΔCT分别为（0.0015±

0.000571）及（0.0011±0.000323），两组比较差异有统计学意义（t=9.545，P=0.011）；正常孕妇组与

GDM孕妇组外周血PKCζ的表达值 2-ΔΔCT分别为（0.0012±0.000511）及（0.0004±0.000205），两组比

较差异有统计学意义（t=11.314，P<0.01）；（2）正常孕妇组及GDM孕妇组婴儿过敏性疾病的发生率

分别为15%和60%，比较有显著差异（χ2=17.280，P<0.01）；（3）GDM是婴儿过敏性疾病发生的高危

暴露因素（OR=8.500，95% CI 2.905~24.879，P<0.01）；（4）脐带血PKCζ的表达对婴儿过敏性疾病的

诊断临界值为 0.00128，敏感性 35.5%，特异性 34.7%，而外周血PKCζ的表达对婴儿过敏性疾病的

诊断临界值为0.000995，敏感性12.3%，特异性32%。 结论 GDM是过敏性疾病发生的高危暴

露因素；脐血及孕妇外周血PKCζ对过敏性疾病均有预测作用。
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【Abstract】 Objective To explore the relationship between gestational diabetes (Gestational Diabetes
Mellitus, GDM) and allergic diseases in infants and evaluate the predictive value of the protein kinase Cζ
(PKCζ). Methods Using real time PCR (RT-PCR) to detect PKCζ level in peripheral blood of 40 normal
pregnant women and 40 pregnant women with GDM and PKCζ level in cord blood above 80 pregnant women.
These infants were followed up and the allergic diaease incidence was investigated within six months after the
birth. Results （1）The PKCζ expression value of umbilical cord blood of new born deliteried by normal
pregnant women and GDM women are (0.0015±0.000571) and (0.0011±0.000323), there exist significant differ⁃
ence (t=9.545, P=0.011). The PKCζ expression value of peripheral blood of GDM pregnant women and normal
pregnant women are (0.0004±0.000205) and (0.0012±0.000511), which show significant difference (P<0.01);
（2）The allergic diaease incidence of two groups are 15%(the normal group), 60%(the GDM group), and there
exist significant difference (χ2=17.280, P=0.000<0.05);（3）GDM is the exposure factors of allergic disease in
infants (OR=8.500, 95% CI: 2.905-24.879, P=0.000<0.05);（4）The dignosis value of the expression of PKCζ
in umbilical cord blood to allergic disease of infants is 0.00128，the sensitivity is 35.5% , the specificity is
34.7% . The dignosis value of the expression of PKCζ in peripheral blood to allergic disease of infants is
0.000995, the sensitivity is 12.3%, the specificity is 32%. Conclusions GDM is the exposure factors of al⁃
lergic disease in infants. The protein kinase Cζ (PKCζ) in cord blood and maternal blood both can predict aller⁃
gic disease.
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近年来，全球过敏性疾病的发病率有升高趋

势，婴幼儿过敏性疾病的发病率也不断上升。而引

起过敏性疾病的原因众多，其中免疫失衡是主要的

原因［1］。研究表明，由于妊娠期糖尿病（Gestational
Diabetes Mellitus, GDM）孕妇体内免疫平衡被打破，

而胎儿的T细胞可被通过胎盘的母体因素所致敏，

从而导致免疫失衡［2］。近年来有学者报道蛋白激酶

Cζ（PKCζ）可作为评价过敏性风险的标志物，而

PKCζ与GDM发生过程中的胰岛素抵抗增加密切相

关［3-4］。GDM与婴儿过敏性疾病是否存在某种联系

尚未明确。本研究拟分析孕妇外周血及新生儿脐

血 PKCζ与婴儿过敏性疾病的关系，以期为过敏性

疾病的早期预防提供理论依据。

资料与方法

一、研究对象

2011年 6月~2012年 6月在广州市妇女儿童医

疗中心产房收集40例正常孕妇及40例GDM孕妇外

周血及 80例孕妇所分娩足月新生儿脐血标本。所

有研究对象均为足月单胎，两组孕妇均排除过敏性

家族史，家里未喂养动植物，丈夫无嗜烟等，正常孕

妇组排除妊娠期合并症及并发症。

二、研究方法

1. 所有孕妇临产后抽取外周静脉血5 ml，新生

儿出生后立即抽取脐静脉血 5 ml，所采集的标本置

于EDTA抗凝管中-4 ℃保存，Trizol试剂盒提取RNA
（OD260/OD280比值大于 1.8者进行下一步实验）、逆转

录，合成后的cDNA样品-20 ℃保存。

2. Real-time PCR：实时荧光定量PCR仪（美国

Applied Biosystems，型号 AB7500）；试剂盒：SYBR
Green Realtime PCR Master Mix（TOYOBO，QPK-201）；

反应条件：95 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s（共40个
循环）步骤：两步法，三种温度分别是预变性，变性，

退火延伸（表1）。
逆转录反应引物序列：5'-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'；

RT-PCR引物序列：

PRKCZ-F：CCCTTCCTGGTCGGATTACACTC
PRKCZ-R：GTAGAACCTGGCGTGCTCCTC
Human GAPDH-F：GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
Human GAPDH-R：ACCACCCTGTTGCTGTAGCC。

3. 随访：6个月龄时随访子代过敏性疾病的发

生情况，诊断依据：（1）湿疹：全身反复出现湿疹样

的皮疹；（2）过敏性鼻炎：经常晨起或者冷热变化的

时候出现喷嚏、流涕或鼻塞等症状；（3）哮喘性支气

管炎：反复性喘息发作>2次，并可闻及哮鸣音［5］。此

外，进一步结合划痕实验、点刺实验及 IgE检测等进

行辅助诊断。

4. 统计学方法：采用统计软件 SPSS 13.0软件

包进行统计分析，计量资料使用（x±s）表示，两组间

的比较采用两独立样本的 t检验；计数资料使用百

分比表示，两组间的比较采用χ2检验；采用 Logistic
回归分析GDM随访为婴儿过敏性疾病的暴露因素，

并用 ROC曲线分析 PKCζ对过敏性疾病的预测作

用，设定P<0.05时差异有统计学意义。

结 果

一、一般资料比较

两组孕妇的一般资料无显著差异，经比较两组

具有可比性（表 2）。GDM孕妇组婴儿出生后 25例

纯母乳喂养，15例非纯母乳喂养，正常孕妇组婴儿

出生后 20例纯母乳喂养，20例非纯母乳喂养，两组

婴儿出生后喂养方式差异无统计学意义（χ2 值=
3.000，P=0.223）。

表1 PCR反应体系

成分

SYBR Green Realtime
PCR Master Mix

上游引物

下游引物

PKCζcDNA溶液

ddH2O

总体积

浓度

2×

10 uM

10 uM

加入体积

10 uL

0.4 uL

0.4 uL

2 uL

7.2 uL

20 uL

终浓度

1×

0.2 uM

0.2 uM

组别

正常孕妇组

GDM孕妇组

t值

P值

年龄（岁）

27.5±4.7

26.9±3.4

1.2

0.483

BMI（kg/m²）

24.5±4.5

25.9±4.0

2.8

0.171

孕周

38.9±0.9

39.3±1.1

0.281

0.915

表2 两组孕妇一般资料比较
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二、孕妇外周血及新生儿脐血中PKCζ的含量

正常孕妇及GDM孕妇外周血及所分娩新生儿

脐血中PKCζ的表达值如表3所示，正常孕妇外周血

及所分娩新生儿脐血的PKCζ的表达值2-ΔΔCT明显高

于GDM组孕妇，实时PCR如图1，2所示。

三、婴儿过敏性疾病随访情况

正常孕妇组婴儿发生一种或多种过敏性疾病

发生率达 15%（6/40），其中单纯湿疹的发生率为

7.5%（3/40），合并过敏性鼻炎发生率 5%（2/40），合

并哮喘的发生率为 2.5%（1/40）。GDM孕妇组婴儿

发生一种或多种过敏性疾病，发生率达 60%（24/
40），其中单纯湿疹的发生率为30%（16/40），合并哮

喘的发生率为5%（2/40），合并过敏性鼻炎的发生率

为 5%（2/40），单纯过敏性鼻炎的发生率为 10%（4/
40）。两组比较差异有统计学意义（表4）。

四、GDM与婴儿过敏性疾病

采用Logistic回归分析对两组发生率进行比较，

两组比较差异有统计学意义（OR=8.500，95%CI为

2.905~24.879，P<0.01），提示GDM是过敏性疾病发

生的高危暴露因素。

五、PKCζ与过敏性疾病

采用ROC曲线分析脐血与孕妇外周血中PKCζ
的表达对过敏性疾病的预测作用，脐血组如图 3所
示，曲线下面积为 0.331，差异有统计学意义（P=
0.011），诊断最佳临界值 0.00128，敏感性 35.5%，特

异性 34.7%。外周血组如图 4所示，曲线下面积为

0.248，P<0.01，差异有统计学意义，诊断最佳临界值

为 0.000995，敏感性 13.3%，特异性 32%。提示脐血

图1 PCR扩增曲线
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表3 两组孕妇外周血及所分娩新生儿

脐血中PKCζ的表达差异

组别

正常孕妇组

GDM孕妇组

t值

P值

外周血PKCζ

0.0012±0.000511

0.0004±0.000205

11.314

<0.01

脐带血PKCζ

0.0015±0.000571

0.0011±0.000323

9.545

0.011
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及孕妇外周血中PKCζ的表达对婴儿过敏性疾病均

有预测作用。

讨 论

GDM是指妊娠期间首次发生或者发现任何程

度的糖耐量异常，各国报道的发生率在 1%~14%之

间，我国发生率约在1%~5%［6］。GDM并发症多，一直

是国际关注的热点，妊娠期胰岛素抵抗增加是目前

公认的妊娠期糖尿病发生的主要病理生理机制［7］。

胰岛素抵抗机制较为复杂，其中蛋白激酶C（PKC）
介导的胰岛素的作用是近年来研究的热点。

PKCζ是非典型PKC家族成员，在介导胰岛素、

参与免疫调节及信号传导方面有重要作用［8-9］，并参

与合成释放孕酮、人绒毛膜促性腺激素、胎盘激素、

IL-6、肿瘤坏死因子等激素及化学物质，在人类外周

血液、组织、胎盘及脐血等均有表达［10］。Ferrante［3］的

研究团队于2007年通过western blot等方法首次发现

PKCζ作为评价过敏风险的新标志物。脐血 IgE水平

作为预测儿童过敏性疾病的价值已被证实，

Ferrante研究团队的研究结果显示在过敏家族史孕

妇中，脐血PKCζ预测其子代1岁时过敏性疾病的敏

感性为80%，特异性为63%，明显高于脐血 IgE（特异

性仅 26%~47%）。那么在非过敏性家族史孕妇中，

是否同样能预测子代过敏性疾病的发生率。本研

究对40例GDM组和40例正常对照组新生儿脐血和

孕妇外周血应用实时PCR方法检测血清PKCζ水平，

发现 GDM组中无论是脐血中还是孕妇外周血中

PKCζ的表达均较正常组中下降，差异有显著性意义

（脐血组 P=0.011，外周血组 P=0.000）。 PKCζ与
GDM关系密切，GDM孕妇外周血及所分娩新生儿脐
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图3 脐血PKCζ的表达与过敏性疾病

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

ROC 曲线

敏感性

特异性

图4 外周血PKCζ的表达与过敏性疾病

表4 两组婴儿过敏性疾病随访情况

组别

正常孕妇组婴儿

GDM孕妇组婴儿

χ2值

P值

单纯湿疹

7.5%（3/40）

40%（16/40）

6.000

0.112

单纯过敏性鼻炎

0%（0/40）

10%（4/40）

4.932

0.026

湿疹合并过敏性鼻炎

5%（2/40）

5%（2/40）

7.638

0.006

湿疹合并哮喘

2.5%（1/40）

5%（2/40）

4.996

0.025

总计

15%（6/40）

60%（24/40）

17.280

＜0.01
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血中PKCζ的表达量均下降，这与相关报道的高血糖

环境下 PKCζ的表达量会下降这一报道相一致［4］。

过敏性疾病是机体内的 Th1/Th2 平衡被打破，而

GDM患者比正常孕妇存在着更为明显的 Th1细胞

因子如 IL-2、干扰素 -γ的下调和 Th2 细胞因子如

IL-10、IL-6、IL-4等的上调，即Th1/Th2比值的下降。

同时Th2细胞因子具有调节功能，介导GDM的保护

性反应，特别是 IL-4与过敏性反应密切。并且相关

大量研究证明了成年疾病的胎儿起源学说，胎儿免

疫系统在宫内发育过程中可以受到各种不良因素

的干扰，高血糖的暴露可能对子代出生后发展为过

敏性疾病具有长期的影响。随访发现GDM组子代

过敏性疾病无论是湿疹、过敏性鼻炎还是哮喘发生

率均高于正常组，提示GDM是子代过敏性疾病的高

危因素，与Rajesh的研究结果一致［11］。本课题进一

步使用ROC曲线分析评价PKCζ对GDM孕妇所分娩

新生儿过敏性疾病的预测价值，结果显示脐血PKCζ
预测过敏性疾病的敏感性35.5%，特异性34.7%。外

周血预测过敏性疾病的敏感性13.3%，特异性32%，

两者在预测过敏性疾病均有统计学意义，提示脐血

及母亲孕期外周血PKCζ在预测婴儿过敏性疾病有

一定的意义。

变态反应性疾病是全身的一种过敏反应，疾病越

早发生，危害越大。因此对过敏高风险对象进行早期

预防，降低过敏性疾病的发生率至关重要［12-15］。多

研究显示孕期干预及出生后干预如母乳喂养等可

改善小儿过敏性疾病的发生率［14-16］。孕期对 PKCζ
进行检测，对高风险孕妇进行孕期及哺乳期干预，

降低过敏性疾病的发生，这些还需进一步的研究。
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