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摘要：　 目的　 研究 ｍｉＲ － ２００、ｍｉＲ － １５５ 及血管新生因子与原因不明复发性流产 （ ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ａｂｏｒｔｉｏｎ，ＵＲＳＡ）的相关性分析。 　 方法　 选择 ２０１５ 年 ３ 月—２０１８ 年 １ 月在青岛市妇女儿童医院妇产科就诊的 ＵＲＳＡ 患

者作为 ＵＲＳＡ 组、要求终止妊娠的正常早孕患者作为对照组，检测绒毛组织中微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲ） ｍｉＲ－ ２００、
ｍｉＲ－１５５、血管内皮生长因子（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、可溶性 ＦＭＳ 样酪氨酸激酶 １（ ｓｏｌｕｂｌｅ ＦＭＳ ｌｉｋｅ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ－１，ｓＦｌｔ－１）的表达量及血清中 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的含量，对 ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５ 靶向结合 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 进行生物

信息学分析。 　 结果　 ＵＲＳＡ 组的绒毛组织中 ｍｉＲ－２００（１􀆰 ７８±０􀆰 ３２ ｖｓ． ０􀆰 ９１±０􀆰 １５）、ｓＦｌｔ－１（１􀆰 ８７±０􀆰 ３５ ｖｓ． １􀆰 ０６±０􀆰 ２１）的
相对表达量及血清中 ｓＦｌｔ－１ 的含量［（１２􀆰 ３９±２􀆰 ３１）ｎｇ ／ ｍｌ ｖｓ． （６􀆰 ５１±０􀆰 ９５）ｎｇ ／ ｍｌ］均高于对照组，差异有统计学意义（均
Ｐ＜０􀆰 ０５）。 绒毛组织中 ｍｉＲ－１５５ 相对表达量（０􀆰 ６０±０􀆰 １０ ｖｓ． ０􀆰 ９３±０􀆰 １６）、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 相对表达量（０􀆰 ５９±０􀆰 ０９ ｖｓ． １􀆰 ０２±
０􀆰 １６）及蛋白表达量 （ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０７ ｖｓ． １􀆰 ０４ ± ０􀆰 １８）、 血清中 ＶＥＧＦ 的含量 ［（ ６０１􀆰 ２５ ± ９４􀆰 ３９） ｎｇ ／ ｍｌ ｖｓ． （ ９３５􀆰 １２ ±
１３２􀆰 ４７）ｎｇ ／ ｍｌ］低于对照组，差异有统计学意义（均 Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＵＲＳＡ 组患者绒毛组织中 ｍｉＲ－２００ 的表达量与血清中 ＶＥＧＦ
的含量、绒毛组织中 ＶＥＧＦ 的表达量均呈负相关，绒毛组织中 ｍｉＲ－１５５ 的表达量与血清中 ｓＦｌｔ－１ 的含量和绒毛组织中

ｓＦｌｔ－１ 的表达量均呈负相关；ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５ 分别靶向结合 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 基因的 ３’ＵＴＲ。 　 结论　 ｍｉＲ－２００ 表达增

多、ｍｉＲ－１５５ 表达减少与 ＵＲＳＡ 发生有关，ｍｉＲ－２００ 靶向 ＶＥＧＦ、ｍｉＲ－１５５ 靶向 ｓＦｌｔ－１ 是介导该过程的可能机制。
关键词：　 复发性流产；ｍｉＲ－２００；ｍｉＲ－１５５；血管新生因子
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　 　 复发性流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｂｏｒｔｉｏｎ，ＲＳＡ）
是指连续发生 ３ 次或 ３ 次以上自然流产，流行病学资

料显示 ＲＳＡ 的发生率占育龄期女性的 １％ ～ ５％，随着

流产次数的增加、ＲＳＡ 的发生率也呈增加趋势［１］。 在

排除染色体异常、生殖道畸形及感染、内分泌等因素引

起的 ＲＳＡ 后， 这 类 患 者 被 称 为 不 明 原 因 ＲＳＡ
（ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｂｏｒｔｉｏｎ，ＵＲＳＡ），发
病机制复杂且未完全阐明。 在正常妊娠过程中，胚胎

的着床和发育依赖于胎盘绒毛新生血管的形成，尤其

是在胚胎发育早期的相对缺氧环境下，新生血管的建

立能够为胚胎的着床和发育提供血流灌注［２－３］。 血管

内 皮 生 长 因 子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）和可溶性 ＦＭＳ 样酪氨酸激酶 １ （ ｓｏｌｕｂｌｅ ＦＭＳ
ｌｉｋｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ－１，ｓＦｌｔ－１）是参与胎盘血管新生过

程调控的两种因子，前者促进血管新生、后者拮抗血管

新生。 已有研究报道，在 ＵＲＳＡ 的绒毛组织中，ＶＥＧＦ
的表达明显减少、而 ｓＦｌｔ－１ 的表达明显增多［４］，但调

控 ＶＥＧＦ、 ｓＦｌｔ － １ 表达的机制并未明确。 微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）是近年来发现的具有广泛生物学作

用的非编码小分子 ＲＮＡ，能够结合靶基因 ｍＲＮＡ 的

３’非翻译区（３ ＇ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ，３’ＵＴＲ）并对靶基

因的表达产生负性调控。 ＭｉＲ－２００ 和 ｍｉＲ－１５５ 是两

种已知与胚胎着床有关的 ｍｉＲ，对胎盘绒毛滋养细胞

的增殖、侵袭、血管新生等多个生物学环节均有调控作

用［５－７］。 为了明确 ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５ 在 ＵＲＳＡ 发生

中的作用，本研究具体分析了绒毛组织中 ｍｉＲ－２００、
ｍｉＲ －１５５ 表达与复发性流产的相关性及其靶向血管

新生因子 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的作用。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 选择 ２０１５ 年 ３ 月—２０１８ 年 １ 月在青

岛市妇女儿童医院妇产科就诊的早孕患者作为研究对

象，包括 ５０ 例 ＵＲＳＡ 患者（ＵＲＳＡ 组）及 ５０ 例要求终

止妊娠的正常早孕患者（对照组）。 ＵＲＳＡ 组纳入标

准：符合 ＵＲＳＡ 诊断；连续流产 ３ 次以上；现已妊娠、孕
６～１２ 周；经 Ｂ 超检查未发现原始心管搏动，结合 ｈＣＧ
检测后临床诊断为难免流产；留取绒毛组织样本；无心

脑血管、内分泌、免疫系统疾病史；近期无药物、手术治

疗病史。 对照组纳入标准：Ｂ 超证实宫内早孕，孕 ６ ～
１２ 周；要求终止妊娠；留取绒毛组织样本；无流产病

史；无心脑血管、内分泌、免疫系统疾病史。 两组患者

均取得知情同意并签署相关同意书，本研究经医院伦

理委员会批准。
１􀆰 ２　 血清指标检测　 ＵＲＳＡ 患者入院后采集肘静脉

血 ２ ｍｌ，对照组终止妊娠前采集肘静脉血 ２ ｍｌ，静置

１ ｈ凝血，而后 ２ ０００ ｒ ／分离心 １０ ｍｉｎ，分离上层血清后

采用酶联免疫吸附法试剂盒检测血管新生因子

ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的含量。
１􀆰 ３　 绒毛组织检测 　 流产后，取 ２ 组患者的绒毛组

织，用生理盐水清洗后在液氮内冷冻 １ ｈ，而后放入

－８０ ℃冰箱保存。 ①采用 ｍｉＲＮＡ 提取试剂盒提取绒

毛组织中的 ｍｉＲＮＡ，采用 ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一链合成试

剂盒将绒毛组织中提取得到的 ｍｉＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ，采用 ｍｉＲＮＡ 荧光定量 ＰＣＲ 检测试剂盒对

ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５、Ｕ６ 进行扩增，软件自动生成扩增

循环曲线及循环阈值（Ｃｔ），以 Ｕ６ 为内参、按照公式

２－ΔΔＣｔ计算 ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５ 的相对表达量。 ②采用

超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒提取绒毛组织中的 ＲＮＡ，采用

ＳｕｐｅｒＲＴ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒将绒毛组织中提取

得到的 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，采用 ＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ
试剂盒对 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１、β－ａｃｔｉｎ 进行扩增，软件自动

生成扩增循环曲线及循环阈值（Ｃｔ），以 β－ａｃｔｉｎ 为内

参、按照公式 ２－ΔΔＣｔ计算 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ 相对

表达量。 ③采用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解绒毛组织，采用

ＢＣＡ 试剂盒计算裂解液中总蛋白的含量，取 ３０ μｇ 总

蛋白，与上样缓冲液混合后加入 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，电泳、电
转至 ＮＣ 膜后将 ＮＣ 膜放入 ５％脱脂牛奶中、封闭 ２ ｈ，
而后将 ＮＣ 膜放入 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＶＥＧＦ 一抗或

１ ∶ ５ ０００稀释的 β－ａｃｔｉｎ 一抗，４ ℃孵育过夜；次日，ＮＣ
膜放入二抗中、室温孵育 ２ ｈ，最后用 ＥＣＬ 显影得到蛋

白条带，根据条带的灰度值计算 ＶＥＧＦ 的相对表达量。
１􀆰 ４　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件对实验数据

进行处理，计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，两组

间的分析采用 ｔ 检验，进行双侧检验，以 α ＝ ０􀆰 ０５ 为检
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验水准。

２　 结　 果

２􀆰 １　 两组一般资料比较　 两组间年龄、孕周、产次的

比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见表 １。
表 １　 两组患者一般资料的比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 例数 年龄（岁） 孕周（周） 产次（次）

ＵＲＳＡ 组 ５０ ２８􀆰 ６９±５􀆰 ２２ ９􀆰 ３９±１􀆰 ２５ ０􀆰 ８１±０􀆰 １２

对照组 ５０ ２７􀆰 ９６±６􀆰 １８ ９􀆰 １０±１􀆰 ３４ ０􀆰 ８５±０􀆰 １５

ｔ 值 ０􀆰 ６３８ １􀆰 １１９ １􀆰 ４７２

Ｐ 值 ０􀆰 ５２５ ０􀆰 ２６６ ０􀆰 １４４

２􀆰 ２　 两组绒毛组织中 ｍｉＲ－２００， ｍｉＲ－１５５ 的相对表

达量　 ＵＲＳＡ 组的绒毛组织中 ｍｉＲ－２００ 的表达量高于

对照组，ｍｉＲ－１５５ 的表达量低于对照组，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 ２。
表 ２　 两组绒毛组织中 ｍｉＲ－２００， ｍｉＲ－１５５ 表达的比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 例数 ｍｉＲ－２００ ｍｉＲ－１５５

ＵＲＳＡ 组 ５０ １􀆰 ７８±０􀆰 ３２ ０􀆰 ６０±０􀆰 １０

对照组 ５０ ０􀆰 ９１±０􀆰 １５ ０􀆰 ９３±０􀆰 １６

ｔ 值 １７􀆰 ４０７ １２􀆰 ３６７

Ｐ 值 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

２􀆰 ３　 两组血清中 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的含量 ＵＲＳＡ 组血清

中 ＶＥＧＦ 的含量低于对照组，ｓＦｌｔ－１ 的含量高于对照

组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 ３。
表 ３　 两组血清中 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 含量的比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 例数 ＶＥＧＦ（ｎｇ ／ ｍｌ） ｓＦｌｔ－１（ｎｇ ／ ｍｌ）

ＵＲＳＡ 组 ５０ ６０１􀆰 ２５±９４􀆰 ３９ １２􀆰 ３９±２􀆰 ３１

对照组 ５０ ９３５􀆰 １２±１３２􀆰 ４７ ６􀆰 ５１±０􀆰 ９５

ｔ 值 １４􀆰 ５１３ １６􀆰 ６４６

Ｐ 值 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

２􀆰 ４　 两组绒毛组织中血管新生因子 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的

相对表达量　 ＵＲＳＡ 组的绒毛组织中 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ
表达量及蛋白表达量低于对照组，ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ 表

达量高于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见
表 ４。

表 ４　 两组绒毛组织中 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 表达的比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 例数
ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ

表达量

ＶＥＧＦ 的蛋白

表达量

ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ

表达量

ＵＲＳＡ 组 ５０ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０９ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０７ １􀆰 ８７±０􀆰 ３５

对照组 ５０ １􀆰 ０２±０􀆰 １６ １􀆰 ０４±０􀆰 １８ １􀆰 ０６±０􀆰 ２１

ｔ 值 １６􀆰 ５６３ １５􀆰 ３７７ １４􀆰 ０３２

Ｐ 值 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

２􀆰 ５　 ｍｉＲ－２００ 靶向 ＶＥＧＦ 的生物信息学及相关性分

析　 经 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 网站进行生物信息分析，ｍｉＲ－２００ 能

够靶向结合 ＶＥＧＦ 基因 ３’ＵＴＲ 中第 １ ３１４－１ ３２０ 位碱

基，具体见图 １；经 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验进行相关性分析，绒毛

组织中 ｍｉＲ－２００ 的表达量与血清中 ＶＥＧＦ 的含量、绒
毛组织中 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达量及蛋白表达量均呈

负相关，ｒ 分别为－０􀆰 ２４１、－０􀆰 ２８９、－０􀆰 ３０７。

图 １　 ｍｉＲ－２００ 靶向结合 ＶＥＧＦ 基因的 ３’ＵＴＲ

２􀆰 ６　 ｍｉＲ－１５５ 靶向 ｓＦｌｔ－１ 的生物信息学及相关性分

析　 经 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 网站进行生物信息分析，ｍｉＲ－１５５ 能

够靶向结合 ｓＦｌｔ－１ 基因 ３’ＵＴＲ 中第 １ ２２１－１ ２２７ 位

碱基，具体见图 ２；经 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验进行相关性分析，绒
毛组织中 ｍｉＲ－１５５ 的表达量与血清中 ｓＦｌｔ－１ 的含量、
绒毛组织中 ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ 表达量均呈负相关，ｒ 分
别为－０􀆰 ２９５、－０􀆰 ３１６。

图 ２　 ｍｉＲ－１５５ 靶向结合 ｓＦｌｔ－１ 基因的 ３’ＵＴＲ

３　 讨　 论

ＵＲＳＡ 的发病机制至今仍未阐明，胎盘绒毛组织

中血管新生障碍可能是该病发生的机制之一。 在胚胎

发育的早期阶段，胚胎局部处于相对缺氧的环境，此时

需要绒毛组织中新生血管的形成来为胚胎发育提供血

流灌注，进而使绒毛滋养细胞不断增殖并向子宫蜕膜

侵袭、有利于胚胎的着床及发育；当绒毛组织中血管新

生发生障碍时，胚胎发育早期持续处于缺氧状态、绒毛

滋养细胞无法顺利向子宫蜕膜侵袭，进而造成了流产

的发生［８－９］。
ＶＥＧＦ 和 ｓＦｌｔ－１ 是调控血管新生过程中的两种因

子［１０］。 前者具有促血管新生作用，作用于血管内皮细

胞膜上的受体后能够刺激细胞增殖及迁移，进而诱导

新生血管形成［１１－１３］；后者是 ＶＥＧＦ 受体的可溶形式，
具有抗血管新生作用，能够与血管内皮细胞膜上的受

体竞争性结合 ＶＥＧＦ、削弱 ＶＥＧＦ 刺激内皮细胞增殖

及迁移的作用，进而阻碍新生血管形成［１４］。 已有研究

报道，ＵＲＳＡ 患者血清中 ＶＥＧＦ 的含量及绒毛组织中

ＶＥＧＦ 的表达量明显减少，而血清中 ｓＦｌｔ－１ 的含量及

ｓＦｌｔ－１ 的表达量明显增加［１５－１６］。 本研究对 ＵＲＳＡ 患

者血清及绒毛组织中 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 的分析结果与已

有的研究报道一致。 因为 Ｆｌｔ－１ 的抗体无法区分模型

ＶＥＧＦ 受体及可溶性 ＶＥＧＦ 受体 ｓＦｌｔ－１，而编码模型

ＶＥＧＦ 受体及可溶性 ＶＥＧＦ 受体 ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ 序列

有差异，因此本研究采用 ＰＣＲ 对绒毛中 ｓＦｌｔ － １ 的
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ｍＲＮＡ表达量进行测定，能够准确反应绒毛中 ｓＦｌｔ－１
表达量的变化，结合分析结果说明促血管新生因子

ＶＥＧＦ 的减少、抗血管新生因子 ｓＦｌｔ－１ 的增多与 ＵＲＳＡ
的发生有关。

ＶＥＧＦ 及 ｓＦｌｔ－１ 表达的调控机制复杂，其中 ｍｉＲ
是近年来新发现的表观遗传学调控机制，ｍｉＲ 与靶基

因 ｍＲＮＡ 的 ３’ＵＴＲ 结合后能够使 ｍＲＮＡ 发生降解、
进而引起靶基因表达的下调。 本实验的分析已经证

实，ＵＲＳＡ 绒毛组织中 ＶＥＧＦ 及 ｓＦｌｔ－１ 的 ｍＲＮＡ 表达

均发生了改变，说明两种血管新生因子的表达可能受

到了 ｍｉＲ 的调控。 ＵＲＳＡ 相关的 ｍｉＲ 基因芯片研究已

经发现，ｍｉＲ － ２００ 和 ｍｉＲ － １５５ 两种 ｍｉＲ 的表达在

ＵＲＳＡ绒毛中发生显著变化［１７－１９］，本研究采用荧光定

量 ＰＣＲ 对 ＵＲＳＡ 绒毛组织中两种 ｍｉＲ 表达的变化进

行了验证，结果显示：ＵＲＳＡ 绒毛组织中 ｍｉＲ－２００ 的表

达明显增多、ｍｉＲ－１５５ 的表达明显减少，与 ｍｉＲ 芯片

的研究结果一致，说明 ｍｉＲ－２００ 的高表达及 ｍｉＲ－１５５
的低表达与 ＵＲＳＡ 的发生有关。

在明确 ＵＲＳＡ 患者中 ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５５ 及血管

新生因子 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ－１ 均发生了变化后，本研究在此

基础上对 ｍｉＲ－２００ 及 ｍｉＲ－１５５ 进行了生物信息学分

析，ｍｉＲ－２００ 能够靶向结合 ＶＥＧＦ 基因 ３’ ＵＴＲ 中第

１３１４－１３２０ 位碱基、ｍｉＲ－１５５ 能够靶向结合 ｓＦｌｔ－１ 基

因 ３’ＵＴＲ 中第 １２２１－１２２７ 位碱基，提示 ｍｉＲ－２００ 能

够靶向抑制 ＶＥＧＦ 的表达、ｍｉＲ－１５５ 能够靶向 ｓＦｌｔ－１
的表达。 ＵＲＳＡ 绒毛组织中高表达的 ｍｉＲ－２００ 能够使

ＶＥＧＦ 表达减少、低表达的 ｍｉＲ－１５５ 则能使 ｓＦｌｔ－１ 的

表达增多。 经相关性检验对 ｍｉＲ － ２００ 与 ＶＥＧＦ、
ｍｉＲ－１５５与 ｓＦｌｔ－１ 关系进行验证，ＵＲＳＡ 患者绒毛组

织中 ｍｉＲ－２００ 的表达量与血清中 ＶＥＧＦ 的含量、绒毛

组织中 ＶＥＧＦ 的表达量均呈负相关，绒毛组织中

ｍｉＲ－１５５的表达量与血清中 ｓＦｌｔ－１ 的含量、绒毛组织

中 ｓＦｌｔ－１ 的表达量均呈负相关，结合生物信息学分析

提示在绒毛组织中 ｍｉＲ－２００ 靶向 ＶＥＧＦ、ｍｉＲ－１５５ 靶

向 ｓＦｌｔ－１，ＵＲＳＡ 绒毛中 ｍｉＲ－２００、ｍｉＲ－１５１ 表达的改

变可能影响 ＶＥＧＦ、ｓＦｌｔ － １ 的表达，进而影响血管新

生、导致流产发生。
综上所述，ｍｉＲ－２００ 表达增多、ｍｉＲ－１５５ 表达减

少与 ＵＲＳＡ 发生有关，ｍｉＲ－２００ 靶向 ＶＥＧＦ、ｍｉＲ－１５５
靶向 ｓＦｌｔ－１ 是两种 ｍｉＲ 参与疾病发生发展的可能机

制。 今后可进一步设计细胞实验，在离体培养的绒毛

滋养细胞中验证 ｍｉＲ － ２００ 对 ＶＥＧＦ 的靶向作用、
ｍｉＲ－１５５对 ｓＦｌｔ－１ 的靶向作用。
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