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摘要：目的　探讨ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ在不明原因复发性流产患者绒毛组织中表达以及在血管生成中的作用及可能机制。方法　
选取５７例不明原因复发性流产患者，其中，流产２～３次３６例，≥４次２１例，同期，选取正常早孕行人工流产术患者４２例作为
对照组，利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测绒毛组织中ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、Ｒｐｓ６ｋｂ１、缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）和血管内皮生长因
子（ＶＥＧＦ）表达，免疫组化法检测绒毛组织中微血管密度（ＭＶＤ）。结果　不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３
３ｐ表达量高于对照组，而Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲＮＡ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量均低于对照组，≥４次不明原因复发性流产患
者ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量高于２～３次和对照组，而Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲＮＡ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量低于２～３次和对照
组，均差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；免疫组化结果显示，不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ＭＶＤ为（２３．３±６．１）个，远低
于对照组的（４１．６±５．３）个，≥４次不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ＭＶＤ低于２～３次，均差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量与 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达量及ＭＶＤ均呈负相关（ｒ＝－０．４９６、－０．６３８和－０．５９７，Ｐ＜０．００１），ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达量与ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量和ＭＶＤ
均呈正相关（ｒ＝０．５８４、０．４３９，Ｐ＜０．００１）；ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量与 ＭＶＤ呈正相关（ｒ＝０．６００，Ｐ＜０．００１）。结论　ｍｉＲＮＡ２２３
３ｐ在不明原因复发性流产患者绒毛组织中表达上调，可能与Ｒｐｓ６ｋｂ１／ＨＩＦ１α信号通路有关。
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　　不明原因复发性流产是指在排除染色体、解
剖、感染、免疫、内分泌等因素后，育龄期妇女与同

一性伴侣连续发生自然流产超过２次，约占复发性
流产的４０％ ～８０％［１］，该病发生机制较为复杂，涉

及多因素、多步骤，目前尚未研究清楚。研究表

明［２］，绒毛血管增生、滋养细胞增殖、侵袭对正常妊

娠至关重要，妊娠早期胚胎发育在相对乏氧环境中

进行，乏氧可对滋养细胞侵袭及绒毛血管生成进行

调节。因此，乏氧可能在不明原因复发性流产中发

挥重要作用。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）作为一种短小单
链非编码ＲＮＡ，在调控细胞增殖、分化、组织和器官
发育、血管生成等多种生物学功能中发挥重要作

用［３］，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ作为 ｍｉＲＮＡ重要类型之一，
Ｐ７０核蛋白体激酶（Ｒｐｓ６ｋｂ１）可能是其潜在靶基因
或直接作用基因［４］，而 Ｒｐｓ６ｋｂ１亦是 ｍＴＯＲ信号通
路下游重要的传递分子［５］，研究表明［６］，ｍＴＯＲ信
号通路在调控缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）表达中发
挥重要作用。ＨＩＦ１α是调控缺氧环境下血管新生
中发挥关键性作用［７］。本研究拟对不明原因复发

性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达进行检
测，分析其对Ｒｐｓ６ｋｂ１／ＨＩＦ１α信号通路的影响，以
期为发生不明原因复发性流产发生的可能机制提

供线索。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选取２０１３年５月—２０１５年６月
在新乡市中心医院不明原因复发性流产患者 ５７
例，年龄２３～３４岁，平均年龄（２７．６±４．２）岁，孕龄
５１～６９ｄ，临床表现阴道出血或腹痛，Ｂ超提示无原
始心管搏动，临床确诊为难免流产，排除解剖结构

异常、染色体异常、感染、免疫、内分泌等原因引起

的流产，均连续出现自然流２次及以上，其中，２～３
次３６例，≥４次２１例。同期，选取正常早孕行人工
流产术患者４２例作为对照组，年龄２４～３６岁，平均
年龄（２８．２±４．５）岁，孕龄４８～６３ｄ，Ｂ超检查及血
绒毛膜促性腺激素检查均正常，无先兆流产症状，

均排除解剖结构异常、染色体异常、感染、免疫、内

分泌等疾病。所有患者行清宫术后留取绒毛组织，

每份标本分成２份，１份用生理盐水冲洗后保存于
－７０℃冰箱中以备检，另１份用甲醛固定后，脱水、
包埋、切片，保存于４℃条件下。本研究通过医院
伦理委员会批准，所有患者均行知情同意。

１．２　方法
１．２．１　主要试剂和设备　ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂
盒由宝生物工程（大连）有限公司提供，逆转录试剂

盒和ＰＣＲ试剂盒均由天根生化科技（北京）有限公

司提供，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、Ｒｐｓ６ｋｂ１、ＨＩＦ１α、血管内皮
生长因子（ＶＥＧＦ）及内参引物序列均由生工生物工
程（上海）股份有限公司设计合成，鼠抗人血管内皮

细胞 ＣＤ３４单克隆抗体、ＨＲＰ标记山羊抗鼠二抗和
免疫组化ＳＰ法染色试剂盒由北京中杉金桥生物技
术有限公司提供，紫外分光光度计购自上海谱元仪

器有限公司，实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ
公司。

１．２．２　利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测绒毛组织
中ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、Ｒｐｓ６ｋｂ１、ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达
取绒毛组织，研磨后加入细胞裂解液裂解，用ＴＲＩｚｏｌ
总ＲＮＡ提取试剂盒对总 ｍＲＮＡ进行提取，并用紫
外分光光度计检测纯度，以 Ａ２６０／Ａ２８０≥１．８０作为合
格样品。用逆转录试剂盒将总 ｍＲＮＡ逆转录为单
链模板链ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板用 ＰＣＲ反应试剂
盒进行 ＰＣＲ，引物序列见表 １。ＰＣＲ反应条件：
９４℃ ６０ｓ，９４℃４５ｓ，５６℃４５ｓ，７４℃３０ｓ，连续进
行３８个循环，以内参为对照，用２－△△Ｃｔ法获得绒毛
组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、Ｒｐｓ６ｋｂ１、ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ
表达量。

表１　引物序列

基因 序列

ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ 上游：５′ＧＧＧＧＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＡＡ３′

下游：５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′

Ｕ６ 上游：５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３′

下游：５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′

Ｒｐｓ６ｋｂ１ 上游：５′ＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＧＡＧＣＡＴ３′

下游：５′ＴＧＴＧＴＧＡＧＧＴＡＧＧＧＡＧＧＣＡＡ３′

ＨＩＦ１α 上游：５′ＣＧＧＡＡＡＣＴＧＡＡＧＡＣＣＡＡＣＡＡＣ３′

下游：５′ＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＴＡＡＴＧＧＡＧＡＣＡ３′

ＶＥＧＦ 上游：５′ＣＴＴＧＡＧＴＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧ３′

下游：５′ＴＧＧＣＡＧＧＣＡＡＡＣＡＧＡＣＴＴＣ３′

βａｃｔｉｎ 上游：５′ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ３′

下游：５′ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ３′

１．２．３　免疫组化法检测绒毛组织中微血管密度
（ＭＶＤ）　取绒毛组织切片，脱蜡、水化后，进行抗原
修复，加入３％Ｈ２Ｏ２以使内源性过氧化物没失活。
将鼠抗人血管内皮细胞ＣＤ３４单克隆抗体（１∶５００稀
释）加入，４℃下过夜孵育，以 ＰＢＳ代替一抗作为阴
性对照，将ＨＲＰ标记山羊抗鼠二抗（１∶８００）加入，３７
℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，ＤＡＢ显色３０ｍｉｎ，苏
木素复染，中性树胶封片，于高倍镜下观察。微血

管阳性判定标准：血管内皮细胞或细胞簇出现棕黄

色染色，管腔由８个以上红细胞组成，有肌层的不
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计在内。每个切片均取５个视野进行计数，取均值
作为ＭＶＤ。
１．３　统计学方法　利用 ＳＰＳＳ２１．０统计分析软件
进行统计学处理。观测资料主要为正态计量资料，

采用ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析或 ｔ
检验。此外利用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析对变量间相关关
系进行分析。Ｐ＜０．０５差异有统计学意义。
２　结果
２．１　 两组患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、
Ｒｐｓ６ｋｂ１、ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达比较　不明原因复
发性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量高
于对照组，而 Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲＮＡ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和
ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量均低于对照组，均差异有统计
学意义（ｔ＝１７０５８、１１．９４７、１０．４７７和１３．３８３，Ｐ＜
０．０５）；≥４次不明原因复发性流产患者 ｍｉＲＮＡ
２２３３ｐ表达量高于 ２～３次和对照组，而 Ｒｐｓ６ｋｂ１
ｍＲＮＡ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量低于
２～３次和对照组，均差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），见表２。
２．２　两组患者绒毛组织中 ＭＶＤ比较　免疫组化
结果显示，不明原因复发性流产患者绒毛组织中血

管发育不良，血管数量减少，管腔变小或消失，见图

１。不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ＭＶＤ为
（２３．３±６．１）个，远低于对照组的（４１．６±５．３）个，
差异有统计学意义（ｔ＝１５．４７６，Ｐ＜０．００１），≥４次
不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ＭＶＤ为

（１８５±３．７），低于２～３次的（２６．８±４．１），差异有
统计学意义（ｔ＝７．０３４，Ｐ＜０．００１）。
２．３　不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲ
ＮＡ２２３３ｐ表达量与 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ表达量及
ＭＶＤ相关性　Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，不明原因复
发性流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量与
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量及ＭＶＤ均呈
负相关（ｒ＝－０．４９６、－０．６３８和 －０．５９７，Ｐ＜
０００１）；ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达量与ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达
量和 ＭＶＤ均呈正相关（ｒ＝０．５８４和 ０．４３９，Ｐ＜
０００１）；ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量与ＭＶＤ呈正相关（ｒ＝
０．６００，Ｐ＜０００１）。
３　讨论

复发性流产作为妇产科常见的疾病，发生率约

为１％～５％，且随着流产次数增加而再次发生的风
险随之增加［８］，目前，大部分复发性流产患者不能

找到明确原因，对于这部分患者主要采取注射免疫

球蛋白、抗凝血等免疫治疗手段，但仍有 ２０％ ～
３０％患者无效［９］，提示不明原因复发性流产患者仍

存在其他病因和机制。研究表明［１０］，妊娠早期胚胎

在相对缺氧的环境中进行，局部氧分压变化可通过

调节滋养细胞侵袭能力及绒毛血管生成而影响胚

胎发育。ＨＩＦ１α作为受氧浓度调节的转录因子，是
缺氧环境下诱导血管生成的关键性调控因子［１１］，

ＶＥＧＦ作为调控血管生成的中枢性物质，可促进血
管内皮细胞及滋养细胞增殖而加速血管生成［１２］。

表２　两组患者绒毛组织中ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ、Ｒｐｓ６ｋｂ１、ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达比较／ｘ±ｓ

组别 例数 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲＮＡ ＨＩＦ１αｍＲＮＡ ＶＥＧＦｍＲＮＡ

对照组 ４２ １．２４±０．１２ １．８３±０．１５ １．７１±０．１４ １．６５±０．１３

不明原因复发性流产

　２～３次 ３６ １．７６±０．１５ １．４７±０．１４ａ １．４５±０．０９ａ １．４２±０．０９ａ

　≥４次 ２１ ２．１４±０．１３ａｂ １．２１±０．１０ａｂ １．１９±０．１２ａｂ １．１４±０．０７ａｂ

三组比较
Ｆ值 ３３７．７８３ １１８．９０９ １０３．２５７ ２２６．９５４

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与２～３次相比，ｂＰ＜０．０５。

　　　　　　　　　　　　　　Ａ．对照组　　　　　Ｂ．不明原因复发性流产２～３次　 Ｃ．不明原因复发性流产≥４次

图１　两组患者绒毛组织中ＭＶＤ（ＳＰ法×４００）

·４４２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｆｅｂ，２２（２）



有研究指出［１３］，早孕期宫腔缺氧可诱导滋养细胞表

达ＨＩＦ１α，ＨＩＦ１α可通过促使 ＶＥＧＦ等的表达而
促进滋养层细胞增殖及血管生成，以维持胚胎发育

所需营养物质供应。本研究显示，不明原因复发性

流产患者绒毛组织中 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ表达量均低于对照组，≥４次不明原因复发性流
产患者 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量低于
２～３次和对照组，说明不明原因复发性流产患者早
孕期绒毛组织中ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达量降低，且随
着流产次数增多这种抑制作用越强，提示不明原因

复发性流产可能与绒毛组织中 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ表
达下调有关。

ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ定位于 Ｘｑ１２，可通过调控其靶
基因而调节细胞增殖、凋亡过程，与多种恶性肿瘤

发生及侵袭、转移过程有关［１４］。研究表明［１５］，ｍｉＲ
ＮＡ２２３３ｐ可作为抑癌基因而发挥作用，可通过调
控Ａｒｔｅｍｉｎ、ＩＧＦ１Ｒ等靶点而抑制实体肿瘤的增殖
及侵袭、转移。亦有研究指出［１６］，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ可
直接调控ＩＧＦ１Ｒ下游Ａｋｔ／ｍＴＯＲ／Ｒｐｓ６ｋｂ１信号通
路而调控细胞增殖。本研究显示，不明原因复发性

流产患者绒毛组织中 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量高于对
照组，≥４次不明原因复发性流产患者 ｍｉＲＮＡ２２３
３ｐ表达量高于２～３次和对照组，说明 ｍｉＲＮＡ２２３
３ｐ在不明原因复发性流产患者绒毛组织中表达上
调，且与流产次数有关，提示 ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达上
调可能与不明原因复发性流产有关。本研究显示，

不明原因复发性流产患者绒毛组织中Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲ
ＮＡ表达量均低于对照组，≥４次患者 Ｒｐｓ６ｋｂ１ｍＲ
ＮＡ表达量低于２～３次和对照组，说明不明原因复
发性流产患者绒毛组织中 Ｒｐｓ６ｋｂ１信号分子被抑
制，Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，不明原因复发性流产患
者绒毛组织中ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ表达量与ＨＩＦ１αｍＲ
ＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量均呈负相关 （ｒ＝
－０４９６、－０．６３８，Ｐ＜０．００１），免疫组化结果亦显
示，不明原因复发性流产患者绒毛组织中 ＭＶＤ远
低于对照组，提示不明原因复发性流产患者绒毛组

织中高表达ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ可能通过抑制Ｒｐｓ６ｋｂ１／
ＨＩＦ１α信号通路而使 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ表达降低，
使绒毛组织对低氧环境耐受性降低，使血管生成数

量减少，导致ＭＶＤ降低，而使滋养层及胎盘血供不
足，使早孕儿血循环障碍而导致流产发生。

综上所述，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ在不明原因复发性流
产患者绒毛组织中表达上调，可能与 Ｒｐｓ６ｋｂ１／ＨＩＦ
１α信号通路有关。
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