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复发性流产肾虚证小鼠子宫蜕膜组织ｍｉＲＮＡ
表达谱检测及生物信息学分析
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［摘要］目的　探讨微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在复发性流产（ｒｅｐｅａｔｅｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，ＲＳＡ）肾

虚证小鼠子宫蜕膜组织中的表达特征。方法　运用基因芯片技术对所采集的正常对照组和ＲＳＡ小鼠蜕膜

组织进行ｍｉＲＮＡ检测，运用Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ软件对ｍｉＲＮＡ进行筛选及功能分析。应用生物信息学方法分析

差异表达的ｍｉＲＮＡ及其靶向基因在ＲＳＡ发生、发展中的作用。结果　芯片检测结果显示正常对照组和

ＲＳＡ肾虚证组筛选出差异表达的 ｍｉＲＮＡ共有６３条（２２条上调、４１条下调），实时荧光定量ＰＣＲ验证的

ｍｉＲＮＡ的表达情况与ｍｉＲＮＡ芯片结果一致。京都基因与基因组百科全书通路富集分析及基因本体分析

显示，其差异表达的ｍｉＲＮＡ涉及到ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、细胞吞噬通路、癌症通路、黏着斑通路、肌动蛋白细

胞骨架调控通路、轴突导向信号、ＭＡＰＫ信号通路、ＰＡＰ１信号通路等。结论　ＲＳＡ肾虚证小鼠子宫蜕膜

组织中存在差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，可能涉及ＲＳＡ肾虚证的发生、发展。
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　　复发性流产（ｒｅｐｅａｔｅｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，

ＲＳＡ）是指３次或３次以上妊娠２８周之前的胚胎或

胎儿丢失。中医学称之为“数堕胎”或“滑胎”。ＲＳＡ

是一种常见妊娠并发疾病，据估计，人类妊娠中自然

流产的发生率为５０％～６０％，ＲＳＡ在育龄妇女中发
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病率为１％～５％
［１］。ＲＳＡ已经成为严重影响妇女

生殖健康与安全的疾病，流产次数越多其复发风险

越高。引起ＲＳＡ的原因较多，可能包括先天遗传、

女性解剖异常、内分泌紊乱、盆腔感染因素、男性因

素、心理因素及免疫因素等，但其确切机制尚未明

了。细胞的功能起始于基因的表达，转录组概念上

是指在某一时间阶段个体细胞内所有基因转录形成

的ＲＮＡ的总称
［２］。对转录组的分析可以获得高通
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量基因表达的ＲＮＡ相关信息，从而揭示基因表达

与某种生命现象之间的关系［３］。中医的“证”，是对

疾病过程中机体整体动态的阶段性病理特征之概

括，是人体整体病理状态的实时反映，而这种状态又

是复杂多变的［４５］。研究认为微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ，ｍｉＲＮＡ）表达具有时序性、特异性，这种表达特

点与中医证候的上述特性相吻合，ｍｉＲＮＡ表达异

常引起的相应基因网络调控紊乱常常是导致疾病发

生的重要内在原因［６］。因此，从 ｍｉＲＮＡ调控角度

研究正常妊娠和ＲＳＡ肾虚证 ｍｉＲＮＡ表达之间的

相关性，探索ＲＳＡ肾虚证和正常妊娠小鼠子宫蜕膜

组织的ｍｉＲＮＡ差异表达谱，可能为该病的中医辨

证分型更加规范和客观化提供依据。

１　材料

１．１　动物　采用ＳＰＦ级ＣＢＡ／Ｊ小鼠，６～７周龄，

体质量（２５±５）ｇ，共２５只；ＳＰＦ级 ＤＢＡ／２小鼠，

６～７周龄，体质量（２５±５）ｇ，共１０只；ＳＰＦ 级

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～７周龄，体质量（２５±５）ｇ，共３

只。以上小鼠均由重庆恩斯维尔生物科技有限公司

［实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１７０００３］提

供，在ＳＰＦ级实验室适应１周。

１．２　主要试剂和仪器　高速台式离心机（ＢＡＣＫ

ＭＡＮＣＳ１５Ｒ）：美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；实时荧光定量

ＰＣＲ仪：加拿大ＦｕｎｇｌｙｎＢｉｏｔｅｃｈ；电泳仪：美国Ｂｉｏ

ｒａｄ；凝胶成像仪稳压ＤＮＡ电泳仪：美国Ｔｉａｎｎｅｎｇ；

ＧＤＳ８０００凝胶扫描系统：美国ＵＶＰ；高速台式离心

机（ＢＡＣＫＭＡＮＣＳ１５Ｒ）：美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；水

合氯醛：上海Ａｌａｄｄｉｎ；羟基脲：齐鲁制药有限公司；

补肾安胎冲剂：安徽中医药大学第一附属医院院内

制剂。

２　方法

２．１　模型复制　采用具有隐性、反复性和父系特异

性特征的ＤＢＡ／２小鼠×ＣＢＡ／Ｊ小鼠的Ｃｌａｒｋ经典

ＲＳＡ 小鼠模型
［７］。ＲＳＡ 模型复制方法：将雌性

ＣＢＡ／Ｊ小鼠与雄性ＤＢＡ／２按２∶１的比例于拟交配

日１８：００合笼，次日早上８：３０检查阴道栓。正常妊

娠模型复制方法：将雌性ＣＢＡ／Ｊ小鼠与ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠按２∶１的比例于拟交配日１８：００合笼，次日早上

８：３０检查阴道栓，肉眼观察阴道口有无乳白色、固

态胶状物，发现明显阴栓者为阳性。检出阴栓的

ＣＢＡ／Ｊ小鼠计为妊娠第０天，进入下一步实验。模型

复制成功后小鼠分为两组：正常对照组（正常妊娠小

鼠）：予１０μＬ／ｇＮａＣｌ灌胃；模型组（ＲＳＡ肾虚证小

鼠）：妊娠第１～７天每日给予羟基脲４５０ｍｇ／ｋｇ灌胃

（药物浓度为４５ｍｇ／ｍＬ，灌胃剂量１０ｍＬ／ｋｇ）＋１０

ｍＬ／ｋｇＮａＣｌ灌胃；每组小鼠５只，共１０只。注意观

察各组ＣＢＡ／Ｊ小鼠一般状态，每４ｄ称量体质量，

测量饮水和饲料１次并记录。各组ＣＢＡ／Ｊ小鼠腹

腔注射麻醉并解剖后观察子宫形态、颜色、宫口、宫

腔内变化并记录数据，剖视子宫观察胚胎丢失情况

并计算流产率；分离出各组子宫蜕膜组织，冰ＰＢＳ

缓冲液洗净，－８０℃保存用于后续检测。

２．２　小鼠子宫蜕膜组织提取及ＲＮＡ芯片处理　对

正常妊娠小鼠（样本编号Ａ）及ＲＳＡ肾虚证小鼠子

宫蜕膜组织（样本编号Ｂ）ＲＮＡ的提取及纯化步骤

按ＡＭＢＩＯＮ抽提试剂盒使用说明书进行，样品检

测结果均为Ａ级合格，可进行下一步实验。

２．３　ＲＮＡ标记与芯片杂交　取１００ｎｇ总ＲＮＡ，

定容至２μＬ。①配制去磷酸化混合液（ＣＩＰＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ）。ＰＣＲ反应：３７℃，３０ｍｉｎ；样品变性：在每管

样品中添加２．８μＬ１００％ＤＭＳＯ混匀离心，将上述

反应混合液置于１００℃ＰＣＲ仪中５～１０ｍｉｎ，再迅

速转入冰水浴中冷却；连接标记：将１０×Ｔ４ＲＮＡ

ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ置于３７℃温育并间隔涡旋，直至沉淀

全部溶解，然后将其冷却至室温备用。②配制连接

反应混合液（ＬｉｇａｔｉｏｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ）。ＰＣＲ反应：１６

℃温育２ｈ；标记后ＲＮＡ纯化，纯化后样品抽干，准

备１０×阻滞剂（ＢｌｏｃｋｉｎｇＡｇｅｎｔ）。③配置反应体系

（Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ Ｍｉｘ）。反应条件设置：１００ ℃，５

ｍｉｎ；冰水５ｍｉｎ；上芯片，５５℃２０ｈ，２０ｒ／ｍｉｎ滚动

杂交。④芯片洗涤：取出芯片洗涤，洗脱后利用Ａｇ

ｉｌｅｎｔＳｃａｎｎｅｒＧ２５０５Ｃ（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）扫描

得到原始图像。

２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）验证筛选出

的ｍｉＲＮＡ　采用相对定量法对结果进行比较分析，

以Ｕ６ＲＮＡ作为内参。首先进行ＲＮＡ的提取，按

照ｑＲＴＰＣＲ的操作步骤，进行反转录反应条件设

置：２５℃１０ｍｉｎ，４２℃５０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ；荧光定

量ＰＣＲ扩增条件设置：９４℃４ｍｉｎ；９４℃２０ｓ，

６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共循环３５次，７２℃检测信

号。每个标本均采用３个复孔。

２．５　生物信息学分析方法　采用ＦｅａｔｕｒｅＥｘｔｒａｃ

ｔｉｏｎ软件 （Ｖｅｒｓｉｏｎ１０．７．１．１，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ）处理原始图像，提取原始数据。然后利用

Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１３．１，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ）进行标准化过滤数据和后续数据统计。将至

少有一组１００％标记为“Ｄｅｔｅｃｔｅｄ”的探针筛选保留

做下一步分析，对于无生物学重复者仅利用差异倍

数值进行筛选，标准是差异倍数值≥２．０。然后应用

２６
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３个数据库（Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ，ｍｉｃｒｏＲＮＡｏｒｇ，ｐｉｔａ）共同

对差异ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测，接着对所预测的

靶基因进行京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎ

ｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析和

基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析，以判定差异

ｍｉＲＮＡ所影响的细胞分子通路或者生物学功能。

ｑＲＴＰＣＲ验证结果采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行两个独

立样本狋检验，若犘＜０．０５则视为差异有统计学

意义。

３　结果

３．１　ＲＳＡ肾虚证小鼠子宫蜕膜组织表达上调倍

数≥２的ｍｉＲＮＡ　与正常对照组比较，模型组子宫

蜕膜组织表达上调倍数≥２的 ｍｉＲＮＡ共有２２条。

见表１。

表１　ＲＳＡ肾虚证小鼠子宫蜕膜组织

表达上调倍数≥２的ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ名称 差异倍数 碱基序列

ｍｍｕｍｉＲ７２３５５ｐ ４７．８２ ＧＣＣＣＡＧＡＣＣＣＣＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ３４ｂ５ｐ ３６．７５ ＡＣＡＡＴＣＡＧＣＴＡＡＴＴＡＣ

ＡＣＴＧＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ３２８５ｐ ２２．７０ ＣＣＣＴＧＡＧＣＣＣＣＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ５１１９ １７．８９ ＣＣＡＧＣＣＣＣＡＧＧＡＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ７２１８５ｐ ５．８０ ＣＣＣＴＣＴＡＣＡＣＴＡＡＡＣＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ１９７１ ５．７８ ＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＧＣＣＴ

ｍｍｕｍｉＲ６９２４３ｐ ５．４３ ＣＴＧＡＡＧＧＧＴＧＧＧＧＡ

ｍｕｍｉＲ７０８８５ｐ ４．７０ ＧＴＴＴＣＣＣＣＴＣＣＴＣＡＣ

ｍｍｕｍｉＲ７００３ｐ ４．６２ ＧＧＴＧＧＡＣＴＣＧＧＴＴＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ４８３５ｐ ４．４２ ＣＴＣＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ７２２１３ｐ ３．２７ ＣＣＡＧＴＣＣＣＣＡＧＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ１２９１３ｐ ３．２１ ＡＴＡＣＴＴＴＴＴＧＧＧＧ

ＴＡＡＧＧＧ

ｍｍｕｍｉＲ８１０２ ３．１９ ＴＣＴＴＣＣＴＣＧＴＴＣＣＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ６４１８５ｐ ２．８５ ＧＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ６９７６３ｐ ２．８４ ＣＴＧＧＧＧＡＧＴＴＧＧＧＡ

ｍｍｕｍｉＲ１２９ｂ５ｐ ２．６２ ＧＧＡＡＧＣＣＣＴＴＡＣＣＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ６９１８５ｐ ２．５５ ＡＧＡＡＣＣＴＡＡＴＣＣＣＧＴＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ１５５５ｐ ２．５２ ＡＣＣＣＣＴＡＴＣＡＣＡＡＴＴＡＧＣ

ｍｍｕｍｉＲ５０４３ｐ ２．３５ ＧＡＡＡＣＣＣＴＧＣＣＣＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ３２８３ｐ ２．２９ ＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣＡ

ＧＡＧＡＧＧＧ

ｍｍｕｍｉＲ３４ｃ５ｐ ２．２１ ＧＣＡＡＴＣＡＧＣＴＡＡ

ＣＴＡＣＡＣＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ６９０４５ｐ ２．１９ ＣＣＡＣＴＣＡＡＣＴＣＴＡＡＣＣＣ

３．２　ＲＳＡ肾虚证小鼠子宫蜕膜中表达下调倍数≥

２的ｍｉＲＮＡ　与正常对照组比较，模型组小鼠蜕膜

中表达下调倍数≥２的ｍｉＲＮＡ共４１个。见表２。

３．３　靶基因预测　从检测出的差异表达的 ｍｉＲ

ＮＡ中选取变化较为明显的１４个 ｍｉＲＮＡ（ｍｍｕ

ｍｉＲ７２３５５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ１４６ａ５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ１５５

５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ１８５５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ１９２５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ

２０２３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ３２８３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ３４ｂ５ｐ、ｍｍｕ

ｍｉＲ３４ｃ５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ４８３５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ６７６３ｐ、

ｍｍｕｍｉＲ７００３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ８７２５、ｍｍｕｍｉＲ９２ｂ

３ｐ），通过３个数据库（Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ，ｍｉｃｒｏＲＮＡｏｒｇ，

ｐｉｔａ），共同对差异 ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测，结合

既往自然流产基因检测研究中证实的相关基因，

共筛选出３４０１个预测靶基因；分别选取其中上

调的３个 ｍｉＲＮＡ、下调的３个 ｍｉＲＮＡ，列出其预

测的部分靶基因。见表３。

３．４　ｑＲＴＰＣＲ验证结果　根据 ｍｉＲＮＡ表达谱芯

片检测的结果，选取 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ用实时荧光定量

ＰＣＲ再次验证，逆转录引物：ＧＣＧＣＧＴＧＡＧＣＡＧ

ＧＣＴＧＧＡＧＡＡＡＴＴＡＡＣＣＡＣＧＣＧＣＧＧＡＧＧＣ，结

果显示其变化趋势与芯片法的结果是吻合的，表明

ｍｉＲＮＡ芯片检测结果真实有效；熔解曲线显示单

峰者表明产物特异性良好。见表４。

３．５　ＧＯ分析　应用ＧＯ数据库，针对靶基因作进

一步功能富集分析，获得差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因总数，

对应的靶基因的显著性基因功能的筛选以犘＜０．０１

为标准，富集积分（ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｓｃｏｒｅ）＝－ｌｏｇ１０（犘

值）［８］。这些靶基因主要富集在转录调控、ＤＮＡ模板

化、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录的阳性调控、多细胞

生物发育、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录的负调控以及

蛋白转导等多个生物过程方面。

３．６　ＫＥＧＧ通路富集分析　对这些靶基因进行调

控通路分析，计算的结果会返回一个富集显著性的犘

值，越小的犘值表明靶基因在该通路中富集表达。

以犘＜０．０１为标准，ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＳｃｏｒｅ＝－ｌｏｇ１０（犘

值）。排列在前２０个显著富集的ＫＥＧＧ通路表明，

这些 ｍｉＲＮＡ 的异常表达可能与癌症通路、ＰＩ３Ｋ

Ａｋｔ信号通路、细胞吞噬、肌动蛋白细胞骨架调控、

黏着斑、轴突导向信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路、

ＰＡＰ１信号通路等的激活有关。

４　讨论

ＲＳＡ是一种常见的妊娠并发疾病，其确切发病

机制尚不十分明确。ｍｉＲＮＡｓ是一组内源性的非编

码性 ＲＮＡ，是一类新发现的生物基因表达调控因

子，其长度为１９～２４个核苷酸
［９］。人类基因组中总

共有１０４８条ｍｉＲＮＡ，这些 ｍｉＲＮＡ可以调控超过

３０％的基因，从而参与调控机体生长发育等许多复

杂的生命过程。也就是说，一个ｍＲＮＡ可以接受多

个 ｍｉＲＮＡ 调 控，单 个 ｍｉＲＮＡ 也 可 以 调 控 多

个ｍＲＮＡ
［１０］。这种现象表明ｍｉＲＮＡ分子是基因调
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表２　ＲＳＡ肾虚证小鼠子宫蜕膜组织

表达下调倍数≥２的ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ名称 差异倍数 碱基序列

ｍｍｕｍｉＲ２０２３ｐ －４０．０１ ＴＣＴＴＣＣＣＡＴＧＣＧＣＴＡ

ｍｍｕｍｉＲ７１１７３ｐ －３３．５８ ＣＴＧＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＡＡ

ｍｍｕｍｉＲ６９６８３ｐ －３２．９３ ＣＴＧＧＡＧＧＧＧＡＧＡＣＡ

ｍｍｕｍｉＲ７０５０５ｐ －３２．５５ ＴＣＴＣＴＣＡＣＣＣＣＣＴＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ６９８０３ｐ －３２．１８ ＣＴＧＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＣ

ｍｍｕｍｉＲ６３９２３ｐ －３１．５１ ＡＧＡＧＧＡＣＣＣＧＧＣＡ

ｍｍｕｍｉＲ６８９７３ｐ －３０．６１ ＣＴＧＧＧＧＧＡＡＧＡＡＣＡＣ

ｍｍｕｍｉＲ１４６ａ５ｐ －２４．１９ ＡＡＣＣＣＡＴＧＧＡＡＴＴ

ＣＡＧＴＴＣ

ｍｍｕｌｅｔ７ｆ１３ｐ －２３．７３ ＧＧＧＡＡＧＧＣＡＡＴＡＧ

ＡＴＴＧＴＡＴ

ｍｍｕｍｉＲ１８５５ｐ －２１．５１ ＴＣＡＧＧＡＡＣＴＧＣＣＴＴＴＣＴ

ｍｍｕｍｉＲ８７２５ｐ －２１．３２ ＣＣＴＧＡＡＣＴＡＡＣＡＡＧＴＡ

ＡＣＣＴ

ｍｍｕｍｉＲ６７６３ｐ －２０．６１ ＡＧＣＴＣＡＡＣＡＡＣＣＴＣＡＧＧＡ

ｍｍｕｍｉＲ３０ｅ３ｐ －２０．２５ ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣＧＡＣＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ１９５ａ３ｐ －２０．１５ ＧＧＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ６９８７５ｐ －１９．４４ ＣＴＣＡＣＣＣＴＧＴＣＡＣＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ１９２５ｐ －１９．２１ ＧＧＣＴＧＴＣＡＡＴＴＣ

ＡＴＡＧＧＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ２８ｃ －１８．２６ ＴＣＡＡＴＡＧＡＣＴＧＴ

ＧＡＧＣＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ６２３８ －１５．６８ ＣＡＴＴＴＣＣＴＣＣＡＣＴＧＡＣ

ｍｍｕｍｉＲ３６２０５ｐ －８．７６ ＴＧＣＴＴＣＣＣＡＧＣＣＣＡ

ｍｍｕｍｉＲ３６２３ｐ －８．１６ ＴＧＡＡＴＣＣＴＴＧＡＡＣ

ＡＧＧＴＧＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ３７４ｃ５ｐ －７．８１ ＣＡＣＴＴＡＧＣＡＧＧＴＴ

ＧＴＡＴＴ

ｍｍｕｍｉＲ７０５２３ｐ －７．５５ ＣＴＧＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＧ

ｍｍｕｍｉＲ８１０３ －７．４７ ＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＡＧＡＡＣＡ

ｍｍｕｍｉＲ２９０ａ３ｐ －７．４２ ＧＧＧＣＴＴＡＡＡＡＣＴＡ

ＧＧＣＧＧＣ

ｍｍｕｍｉＲ９２ｂ３ｐ －６．０９ ＧＧＡＧＧＣＣＧＧＧＡＣＧ

ｍｍｕｍｉＲ７０２０５ｐ －４．１７ ＣＴＧＧＴＣＡＣＣＣＴＣＴＣＣ

ｍｍｕｍｉＲ２９０ｂ３ｐ －４．１２ ＴＡＣＴＣＡＡＡＣＴＡＴ

ＧＧＧＧＧＣ

ｍｍｕｍｉＲ１１８８３ｐ －４．０８ ＧＣＡＧＧＧＴＧＴＧＧＴＧＧ

ｍｍｕｍｉＲ４６６ｍ３ｐ －４．０８ ＴＧＣＧＴＧＴＧＴＡＴＧＴＧＴＧ

ｍｍｕｍｉＲ３１５ｐ －４．０４ ＣＡＧＣＴＡＴＧＣＣＡＧＣＡＴＣＴ

ｍｍｕｍｉＲ３４０３ｐ －３．７３ ＧＣＴＡＴＡＡＡＧＴＡＡＣＴＧ

ＡＧＡＣＧＧＡ

ｍｍｕｍｉＲ１８３９５ｐ －３．７２ ＣＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＣＴ

ＡＴＣＴＡＣ

ｍｍｕｍｉＲ７２４１３ｐ －３．６９ ＧＣＴＣＴＣＣＣＡＴＧＡＧＴＡＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ７２２６５ｐ －３．６４ ＣＣＣＴＴＣＡＣＡＣＡＡＴＣＡＡＣ

ｍｍｕｍｉＲ１９３ａ５ｐ －３．５２ ＴＣＡＴＣＴＴＧＣＣＣＧＣＡ

ｍｍｕｍｉＲ２９８５ｐ －３．４９ ＧＧＧＡＡＧＡＡＣＡＧＣＣＣＴＣ

ｍｍｕｍｉＲ３３８５ｐ －３．４９ ＣＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡ

表３　ＲＳＡ肾虚证小鼠差异表达倍数≥２的

ｍｉＲＮＡ及其预测靶基因

ｍｉＲＮＡ名称 差异倍数 预测靶基因

ｍｍｕｍｉＲ３４ｂ５ｐ 　３６．７５ ＡＣＳ１４， ＮＯＬ３， ＳＴＫ３８１，

ＲＴＮ４ＲＬ１，ＺＦＰ８７２，ＵＳＰ４９

ｅｔｃ．

ｍｍｕｍｉＲ７２３５５ｐ 　４７．８２ ＳＦ１，ＰＣＧＦ２，ＶＡＳＨ２，ＣＯＸ１５，

ＺＮＡ，ＹＡＰ１，ｅｔｃ．

ｍｍｕｍｉＲ３２８３ｐ ２．２９ ＡＮＫＲＤＬＬ，ＶＢＥ２Ｚ，ＧＤＡ，

ＣＥＮＰＯ，ＲＳＬ，ＧＣＨＬ，ｅｔｃ．

ｍｍｕｍｉＲ２０２３ｐ －４０．０１ ＤＣＵＮＬＤ４，ＥＳＲＲＧ，ＳＬＣ１６Ａ９，

ＦＧＤ４，ＧＯＬＧＡ４，ＣＡＬＵ，ｅｔｃ．

ｍｍｕｍｉＲ１４６ａ５ｐ －２４．１９ ＧＡＢＰＡ，ＰＦＫＦＢ２，ＳＵＳＤ６，ＮＦ２，

ＰＩＧＣ，ＰＯＧＫ，ｅｔｃ．

ｍｍｕｍｉＲ９２ｂ３ｐ －６．０９ ＦＯＸＮ２，ＢＣＡＴ２，ＰＣＭＴＤＬ，

ＬＨＦＰ１２，ＬＡＴＳ２，ＬＵＺＰＬ，ｅｔｃ．

表４　正常妊娠小鼠与ＲＳＡ肾虚证小鼠蜕膜

ｍｉＲ９２ｂ３ｐ表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ
的Ｃｔ值

内参Ｃｔ值 ΔＣｔ 相对比值

正常对照 ３ ２４．１６±１．０１ ２０．４６±０．９７ ３．７１±０．０９ ０．０７０±０．００４

模　型 ３ ２５．４７±０．６４ １９．８７±０．６１ ５．６０±０．１００．０２０±０．００１

　　注：ΔＣｔ＝目的基因Ｃｔ－内参基因 Ｃｔ；相对表达量＝

２
（－ΔＣｔ）；相对比值＝目的基因相对拷贝数／内参基因相对拷

贝数；与正常对照组比较，犘＜０．０５

控网络中的核心组成部分。最近的研究更进一步发

现ｍｉＲＮＡ失调与人类癌症发生之间有密切的联

系［１１］。而胚胎携带父系遗传物质，相对于母体属于

“外来的”半同种移植物却可被母体容受，胚胎着床

于子宫的过程类似于肿瘤对机体的侵袭过程。有研

究证明，在胚胎发育过程中 ｍｉＲＮＡ 具体重要作

用［１２］。如谭彬等［１３］检测了自然流产模型小鼠与正

常妊娠小鼠子宫蜕膜组织差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，利

用ｍｉＲＮＡｓ芯片数据发现小鼠流产蜕膜组织和正

常蜕膜组织之间有１３个 ｍｉＲＮＡｓ存在明显表达差

异，预测软件显示 ｍｉＲ２１和 ｍｉＲ２６ａ的靶基因分

别是和妊娠相关的金属蛋白酶抑制因子ＲＥＣＫ和

白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）

两个因子，因此认为小鼠子宫蜕膜组织 ｍｉＲ２１和

ｍｉＲ２６ａ的差异性表达可能在小鼠胚胎自然流产过

程中具体关键作用。李怡等［１４］研究认为，ｍｉＲ１０ｂ

可能促进了滋养细胞浸润功能，参与了早期自然流

产的病理过程。ＷＡＮＧ等
［１５］发现 ｍｉＲ１３３ａ在自

然流产中具体重要作用，推测ｍｉＲ１３３ａ可能是通过

抑制 ＨＬＡＧ的翻译过程而参与了自然流产这一事

件的发生。ＨＵＹ等
［１６］研究报道，ｐｒｉｍｉＲ１２５ａ的

ＡＴ单体型突变降低了 ｍｉＲ１２５ａ表达量，从而减

弱了对靶基因ＬＩＦ受体和ＥＲＢＢ２的有效抑制，可

４６
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能与习惯性流产患者易患性有关。余秋波等［１７］利

用Ｕ１３３ｐｌｕｓ２．０芯片对自然流产绒毛和正常绒毛

组织中绒毛外滋养细胞ＥＶＴｓ的基因表达谱进行

检测，发现与正常ＥＶＴｓ相比，在自然流产ＥＶＴｓ

中，发现显著上调基因２１９个，下调基因２９３个，认

为与滋养层细胞粘附、免疫应答、水解酶及凋亡等相

关基因的差异表达可能与滋养细胞侵袭行为变化及

自流产有关。ｍｉＲＮＡ及其调节的特性与中医治病

求本机制有着密切的关联性［１８］。

中医辨证论治因其确切稳定的疗效，被广泛应

用于滑胎的治疗。肾藏精，主生殖，为“先天之本”，

肾气肾精充足旺盛对女性生殖能力至关重要，是胞

胎能够在子宫正常着床发育的前提。张锡纯《医学

衷中参西录》云：“男女生育，皆赖肾气作强，肾旺自

能荫胎也。”故“肾可系胎”，肾气肾精亏虚常常引起

自然流产甚至ＲＳＡ。中医公认肾虚证是滑胎的主

要证型，现代著名中医妇科医家罗颂平亦认为肾虚

不能固摄、肾气亏虚是导致滑胎的主要病因，气血、

冲任二脉的耗损是其主要病机。

本研究通过差异基因筛选寻找出６３条表达显

著的差异基因，由于本研究中异常调节的 ｍｉＲＮＡ

所调控的靶基因较多，通过对 ｍｉＲＮＡ所调控的靶

基因进行ＧＯ分析，构建ＲＳＡ蜕膜组织差异 ｍｉＲ

ＮＡ与靶基因功能调控网络，得出处于网络核心调

控位置的ｍｉＲＮＡ所调控的靶基因进行ＧＯ分析，

构建ＲＳＡ蜕膜组织差异 ｍｉＲＮＡ与靶基因功能调

控网络，得出处于网络核心调控位置的 ｍｉＲＮＡ、被

调控的核心靶基因以及多个关键性基因功能。上述

差异基因表达产物通过各种方式影响了转录调控、

ＤＮＡ模板化、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录的阳性调

控、多细胞生物发育、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录的

负调控、蛋白转导等多种生物学过程，其中又涉及多

种信号通路的改变，如癌症通路、ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通

路、细胞吞噬、肌动蛋白细胞骨架调控、黏着斑、轴突

导向信号通路、ＭＡＰＫ信号通路、ＰＡＰ１信号通路

等。这一结果证实了ＲＳＡ肾虚证的形成可能是由

其基因表达异常，进一步引起机体多种细胞生物学

反应的复杂化多样化过程。

本研究从基因水平展开研究，结果初步显示两

个证型间存在着差异表达基因谱，这也说明中医临

床证型的分类具有特定的生理指标和特定的差异表

达基因的依据［２］。因本研究的样本量仍不够大，其

结果还有待下一步扩大样本量进行验证，从而为阐

明中医“证”本质提供更加客观的生物学标志物，亦

有利于深入了解中药在ＲＳＡ治疗中的分子和基因

调控机制。
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