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依据我国最新版专家共识《复发性流产诊治专

家共识（2022）》[1]，复发性流产（recurrent spontaneous

abortion，RSA）被定义为与同一配偶连续发生 2次

及以上在妊娠28周之前的妊娠丢失，包括生化妊娠。

RSA的病因非常复杂，一类与母体相关，一类与胎儿

相关，但其致病机制尚不清楚[2]。微小RNA（miRNA）

是一类微小核糖核酸，长度为 20～ 25 nt的非编码

RNA，涉及对身体发育和功能至关重要的几个过程，

包括细胞分裂和分化、组织重塑及妊娠终止等[3]。多

个最新研究证实 miRNAs在 RSA中表达失调 [4]，通

过影响蜕膜细胞因子微生态环境[5]、抑制滋养层增殖

迁移[6]和胎盘血管生成[7]等机制调控 RSA的发生发

展。miRNA-432-5p 是较早发现的与肿瘤相关的

miRNA，近来有报道在先兆子痫患者中表达升高[8-9]。

本研究拟对RSA患者流产物绒毛组织中的miRNAs

进行高通量测序分析，选取 miRNA-432-5p进行表

达量检测，分析其临床意义和机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集 2018年 6月至 2022年 9月在

浙江中医药大学附属温州市中医院妇产科就诊的因

稽留流产行人工流产术的早期RSA患者为病例组。

同期因个人因素自愿行人工流产术的经产妇为对照

组。两组对象通过采集病史和随访的方式，记录年

龄、孕周、现病史、既往史及检验结果等信息。本研

究获得温州市中医院伦理委员会批准，所有研究对

象均自愿参加本研究并签署书面知情同意书。

病例组即RSA组依据《复发性流产诊治专家共

识（2022）》[1]确定纳入及排除标准，纳入标准：（1）连

续发生 2次或以上妊娠丢失；（2）RSA期间配偶未发

生更换；（3）血液检查人绒毛膜促性腺激素（HCG）升

高，超声影像学检查可见妊娠囊和胎心搏动。对照

组纳入及排除标准：（1）生育过1个及以上健康胎儿；

（2）血液检查 HCG升高，超声影像学检查可见妊娠

囊和胎心搏动；（3）排除宫外孕、生化妊娠、意外流产

及自然流产等不良妊娠史；（4）排除高血压、糖尿病、

肝肾及内分泌等全身性或基础性疾病。

1.2 方法

1.2.1 样本采集 绒毛组织通过人工流产术收集，

用医用 0.9%氯化钠注射液彻底冲洗干净，去除蜕膜

及血液组织后，投入无菌无酶冻存管中，迅速放入液

氮中冷冻，冷冻过夜后保存于－ 80 ℃冰箱，用于后

续检测。

1.2.2 miRNA 谱测序及富集分析 从收集的样本

中随机选取病例组和对照组样本各 3例，送往广州

吉赛生物有限公司进行高通量测序分析。对差异表

达的miRNA相关靶基因进行基因本体论（GO）基因

功能分析，包括生物学过程（BP）、分子功能（MF）及

细胞组成（CC）；利用京都基因与基因组百科全书

（KEGG）数据库对靶基因所富集的信号通路进行分

析和筛选，获得有统计学意义的信号通路。

1.2.3 miRNA 引物设计 利用茎环法对 miRNA 进

行检测，逆转录和 PCR引物均由上海咖沐生物科技

有限公司合成，以U6作为内参，引物合成序列见表1。
1.2.4 总 RNA 提取 使用南京诺唯赞生物科技股

份有限公司 RNA-easyIsolationReagent 提取组织样
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本中总 RNA，按试剂说明书操作。提取后使用 Na-

noDropOne分光光度计检测RNA纯度和浓度，以无

酶水作为对照，A260/A280≥1.8表明符合纯度要求，

RNA 浓度位于 800～ 1 500 ng/ l 符合要求。将合

格的总 RNA储存于－ 80℃备用。

1.2.5 miRNA逆转录 采用 Biosharp科技有限公司

提供的逆转录试剂盒，按试剂说明书操作。如表 2所

示配制逆转录体系，用移液器轻轻吹打混匀。逆转录

反应条件设置：25℃，10min；42℃，45min；85℃，5min。
1.2.6 实时荧光定量PCR 采用Biosharp科技有限

公司提供的试剂盒，按试剂说明书操作。如表 3所

示配制 PCR反应体系，用移液器轻轻吹打混匀。PCR

反应条件设置：预变性95℃，10min；40个循环：95℃，

15 s；60℃，30 s，同时采集荧光信号。以 U6为内参，

用 Ct的方法计算 miRNA的相对表达量。

1.3 统计方法 采用 SPSS 22.0、GraphPadprism9软

件进行数据分析，符合正态分布的计量资料以均数±

标准差表示，采用 检验；非正态分布计量资料比较

采用非参数检验。使用 EdgeR程序鉴定差异表达基

因，依照 ＜ 0.05，log2（FC）＞ 1.5或＜–1.5进行差异

筛选。采用受试者工作特征（ROC）曲线分析诊断的

特异度与灵敏度。 ＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般资料 共纳入 RSA 患者 28例，平均年龄

（31.1±3.8）岁。对照组 17例，平均年龄（30.3±5.5）岁。

2.2 miRNA测序筛查结果

2.2.1 miRNA 差异表达分析 共测出 382个 miR-

NAs，依照条件进行差异筛选，其中差异表达 36个，

表达上调 16个（miR-340-3p、miR-432-5p、miR-543

等），表达下调 20 个（miR-320a-5p、miR-486-5p、
miR-140-3p等），见图 1。

2.2.2 GO基因功能分析 对差异表达的miRNA靶

基因进行 GO基因功能分析，发现主要涉及细胞对

肽类的反应、解剖结构调节、血管生成等生物学过

程；囊泡膜、细胞质囊泡膜、神经元细胞体等细胞组

分；SH3/SHE2、信号衔接因子等分子功能。

2.2.3 KEGG 信号通路分析 对相关靶基因进行

KEGG 信号通路分析发现，主要涉及 PI3k-Akt、
MAPK、Ras等信号通路，见图 2。
2.3 两组 miRNA 相对表达量比较 RSA 组 miR-

NA-432-5p相对表达量高于对照组（ ＜0.05），见图3。

2.4 ROC 曲线分析 ROC 曲线分析显示 miR-

NA-432-5p 作为诊断标志物的曲线下面积为 0.716

（95% 为 0.565～ 0.868， ＜ 0.05），见图 4。

3 讨论

妊娠丢失是临床上一大难题，25%～ 30%的妊

注：蓝色为非差异 miRNA，红色为上调显著差异 miRNA，绿色为下

调显著差异miRNA；X轴为 log2（FC）的展示，Y轴方向为－ lgP值

的展示
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表 1 RT-PCR引物序列

引物 序列

hsa-miR-432-5p RT 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCACCC-3’

hsa-miR-432-5p F 5’-CGCGTCTTGGAGTAGGTCATT-3’
hsa-miR-432-5p R 5’-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3’

U6 F 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

U6 R 5’-AACGTTCACGAATTTGCGT-3’

表 3 miR-432-5p PCR检测的反应体系

试剂 容量

2×Universal SYBR qPCR Mix 10 l
Forward primer（10 mol） 1 l

Reverse primer（10 mol） 1 l

模板 DNA 1 l

灭菌蒸馏水 Up to20 l

表 2 miR-432-5p逆转录的反应体系

试剂 容量

5×RTMix 10 l

miRNA RT primer 1 l
Total RNA 1 l

RNasefree ddH2O Up to 20 l
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娠妇女经历过流产，发生2次及以上妊娠丢失即RSA

的概率是 1%左右 [10]。在我国，RSA的发生率约为

5%，80%发生在早期妊娠。RSA的病因较为复杂，

甚至有约 50%的患者原因不明。既往研究提示miR-

NA在 RSA中可能发挥了重要作用[11-14]。比如 miR-

NA-23b-3p在RSA患者蜕膜中表达水平显著高于正

常人，其靶基因富集于 Wnt 信号通路 [15]。miR-

NA-148a、miRNA-517-3p等 miRNAs通过调控 NK

细胞参与 RSA 的发病 [16-19]，因此深入研究 RSA 中

miRNA的潜在机制对临床诊疗具有重要价值。

本研究对RSA患者绒毛组织进行了miRNA高

通量测序，发现有 36个 miRNAs差异表达，表达上

调 16个，表达下调 20个，其中有部分 miRNA已被

研究证实与 RSA 有关，比如 miR-486-5p [20]、

miR-183-5p等 [21]。GO 功能分析发现这些有表达差

异的 miRNAs有涉及血管生成的生物学过程和囊泡

膜、细胞质囊泡膜等细胞组分。KEGG分析涉及的

PI3k-Akt、MAPK、Ras信号通路与复杂的细胞程序如

增殖、分化、发育和凋亡等有关，而 PI3k-Akt信号通

路在血管生成中发挥作用。这些生物学过程、细胞组

分和信号通路与绒毛组织的发育是相关的，胚胎发育

早期正是细胞增殖、分化的过程，血供丰富的丛密绒

毛膜是组成胎盘的重要部分，若绒毛内的血管发育不

良或血供不足将导致胚胎发育迟缓或死亡。

本研究选取 miR-432-5p 来验证绒毛组织中的

表达量，与对照组比较，miR-432-5p在 RSA组中的

相对表达量增高（ ＜ 0.05），这表明其可能与 RSA

相关。经过 ROC曲线分析发现 miR-432-5p可能具

有一定的临床诊断价值。miR-432-5p是一种多功能

miRNA，目前的研究显示其主要在肿瘤发生和肿瘤

进展中起重要作用 [22-24]。而成长过程中的胎盘和肿

瘤都有早期侵袭能力，因此，它们之间可能具有类似

的机制。在早期先兆子痫孕妇胎盘和血清中发现

miR-432-5p表达升高[9]，在重度先兆子痫中表达水平

高于轻度先兆子痫[8]。这表明 miR-432-5p参与妊娠

常见并发症中，且与疾病的严重程度相关。本研究

提示高表达的 miR-432-5p 可能参与细胞的增殖和

凋亡，降低细胞存活率，影响滋养层细胞的发育，进

而影响早期胎盘形成。
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种植牙修复是近年来口腔科常见治疗手段，通

过修复缺损牙齿能改善患者咀嚼功能，提升生活质

量[1]。但临床研究中明确，拔牙术后残留牙槽骨易发

生不可逆、进行性吸收，从而导致牙槽嵴高度降低、

宽度减小等生理变化，影响临床种植牙修复效果，严

重者甚至对术后咀嚼功能及牙齿美观度等造成较大

负面影响[2-3]。为此，临床种植牙修复中，有效改善牙

槽骨吸收情况对提升种植牙修复效果至关重要。超

声骨刀利用一种高强度聚焦超声技术，对牙龈组织

进行选择性切除，能有效减少其余健康牙龈受到损

害，提升取骨精确性 [4]。胶原蛋白海绵是由酸碱膨胀

的胶原蛋白液经冻干制备而成的多孔生物医学材料，

在止血、软/硬组织修复等方面具有重要意义 [5]。本研
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