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摘要：目的 通过分析孕早期胚胎停育与正常胚胎绒毛组织中 microRNA-126（miR-126）、血管内皮生长

因子（VEGF）的表达差异，探讨其在早期胚胎停育中的相关性。方法 收集孕早期胚胎停育和正常胚胎绒毛组织

各 28例作为胚胎停育组和对照组，采用逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）检测两组 miR-126和 VEGF mRNA

表达水平的变化。结果 ①两组绒毛组织中均有 miR-126表达，胚胎停育组绒毛组织中 miR-126的表达高于

对照组，但差异无统计学意义。②胚胎停育组绒毛组织中 VEGF的表达低于对照组，差异有统计学意义。③胚胎

停育组绒毛组织中miR-126与 VEGF的表达呈负相关；对照组绒毛组织中miR-126与 VEGF的表达呈正相关。

结论 ①胚胎停育绒毛组织中 VEGF的表达低于正常胚胎。②VEGF的表达变化与胚胎停育的发生有一定的

相关性。
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Expressions of microRNA-126 and in chorionic villi of
growth-arrest early embryo and their correlation鄢
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Abstract: Objective To investigate the expressions of microRNA-126 (miR-126) and vascular endothelial
growth factor (VEGF) in the chorionic villi of growth-arrest early embryo group and the chorionic villus of
normal control group, and analyze the different expressions of miR-126 and VEGF between them so as to
ex plore their relationship in early embryo growth arrest. Methods The chorionic villi of 28 cases in early
embryo growth arrest group and 28 cases in control group were collected. Using reverse transcription-poly原
merase chain reaction (RT-PCR), the expression levels of miR-126 and mRNA in the two groups were
detected. Results miR-126 was expressed in the chorionic villi of the early embryo growth arrest group and
the control group. The expression of miR-126 in the chorionic villi of the early embryo growth arrest group
was higher than that of the control group, but the difference was not significant. The expression of in
the chorionic villi of the early embryo growth arrest group was significantly lower than that of the control
group, the difference was statistically significant. A negative correlation was found between miR -126 and

in the chorionic villi of the early embryo growth arrest group, while a positive correlation was found
between miR-126 and in the chorionic villi of the control group. Conclusions The expression of
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表 1 miR-126及内参 U6的引物序列

基因 引物序列

U6 正向引物：5'-CTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'

反向引物：5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'

miR-126 正向引物：5'-GGGGTCGTACCGTGAGT-3'

反向引物：5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'

表 2 VEGF和内参β-actin的引物序列

基因 引物序列

VEGF 正向引物：ATGACGAGGGCCTGGAGTGTG

反向引物：CCTATGTGCTGGCCTTGGTGAG

β-actin 正向引物：AGGGGCCGGACTCGTCATACT

反向引物：GGCGGCACCACCATGTACCCT

胚胎停止发育是指妊娠早期因某种原因引起胚

胎发育停止、胚胎死亡，最终结局常表现为稽留流产

和不全流产。近年来，胚胎停育发病率有逐年增加的

趋势。有学者认为，胎盘形成过程中血管功能不全可

能是导致胚胎停育的众多原因之一[1]。

MicroRNA（miR）是近年来新发现的一类进化上

非常保守、稳定性好的内源性非编码小分子 RNA，

已成为生物学一个研究的热点。miR-126在血管内

皮细胞中特异性表达，具有促进胚胎新生血管形成

并维持管壁完整性的作用[2-3]。有资料表明，miR-126

过表达能明显增加内皮先祖细胞的集落形成、增殖，

减少细胞凋亡 [4]。血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor，VEGF）是目前所知道的作

用最强的促血管生成因子，在血管内皮细胞中特异性

表达[5]。

miR-126和 VEGF作为两种对内皮细胞起作用

的因子，在妊娠过程中的重要性是显而易见的。通

过生物信息学分析发现，VEGF是 miR-126的预测

靶基因之一。但目前国内外在 miR-126对 VEGF的

相关性方面研究较少，并且主要集中在肿瘤方面的

研究，而在胚胎停育方面的研究未见报道。本课题采

用逆转录 - 聚合酶链反应（reverse transcription-

polymerase chain reaction，RT-PCR）法分析胚胎停

育绒毛组织中 miR-126、VEGF mRNA的表达，进而

探讨两者与胚胎停育发病的相关性，为进一步研究

其发病机制提供新思路。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2012年 11月 1日 -2013年 1月 31日在中

南大学湘雅二医院妇产科门诊就诊的胚胎停育和正

常妊娠要求人工流产患者的绒毛组织各 28例。其

中，年龄 19～33岁；孕周 7～10周，均为汉族。纳入

标准：初孕妇，既往月经规则，停经 49～70 d，近 ３

月未服用激素类药物，妊娠期间无明显感染病史，血

常规、凝血功能正常，白带常规无明显异常。排除标

准：无生殖系统解剖结构、内分泌异常，询问无糖尿

病、心血管疾病、系统性红斑狼疮、甲状腺功能异常

等其他全身性疾病病史，否认家族遗传性疾病，近期

无用药、手术创伤史，无不良的生活习惯。参照 GUO

等 [6]的诊断依据，收集胚胎停育患者绒毛组织标本

28例作为胚胎停育组；同时收集早期正常妊娠自愿

要求行人工流产手术患者绒毛组织标本 28例作为

对照组。

1.2 实验方法

1.2.1 绒毛组织总 RNA提取和质量检测 将两组

绒毛组织各 100 mg匀浆研磨，Trizol一步法提取组

织总 RNA。每组各取样品用紫外分光光度计测定其

在 260和 280 nm波长的光密度值（optical density，

OD）。经电泳观察条带。

1.2.2 引物的设计 miR-126及内参 U6引物购自

广州复能公司（HmiRQ0098）（见表 1）。VEGF及内参

β-actin从美国国立生物技术信息中心下载，引物

设计采用 Primer 5.0软件（见表 2）。

1.2.3 cDNA的合成 采用美国 Fermentans公司的

逆转录试剂盒进行 cDNA的合成。

1.2.4 RT-PCR 检测 采用日本 Toyobo 公司的

SYBR Green qPCR Mix试剂盒，按说明书操作步骤

进行 PCR扩增，反应体系总体积为 20μl。

1.3 2-ΔΔCt法分析实验结果

本研究的 RT-PCR数据结果采用 2-ΔΔCt法进行

分析，用内参 U6/β-actin对目的基因的表达量进行

归一化处理。

in the chorionic villi of growth-arrest early embryo is lower than that in normal chorionic villi. There is a
certain correlation between the change of expression and the early embryo growth arrest.

Keywords: early embryo growth arrest; chorionic villus; miR-126; vascular endothelial growth factor
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图3 对照组 miR-126、VEGF表达的相关性
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图 2 胚胎停育组 miR-126、VEGF表达的相关性
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见图 2、3。

1、2、3：对照组；4、5、6：胚胎停育组

图 1 总 RNA琼脂糖凝胶电泳图

28 S

18 S

5 S

表 3 两组绒毛组织中 miR-126的表达比较

组别 例数 miR-126平均 Ct值 U6平均 Ct值 △Ct miR-126表达量（2-△△Ct，x±s） 值

胚胎停育组 28 24.33 19.17 5.16 1.173±0.182
0.571

对照组 28 24.58 19.21 5.37 1.014±0.175

表 4 两组绒毛组织中 VEGF的表达比较

组别 例数 VEGF平均 Ct值 β-actin平均 Ct值 △Ct VEGF平均相对表达量（2-△△Ct，x±s） 值

胚胎停育组 28 25.67 14.56 11.11 0.335 0±0.075 6
0.000

对照组 28 23.27 13.32 9.95 1.029 9±0.198 6

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，对所有数据进行正

态性检验和方差齐性检验，对非正态分布的计量资料

经自然对数转换后再行统计分析；两组间的比较行

检验，数据间的相关性分析用 Pearson相关分析法，

<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 总 RNA结果

两组绒毛组织中总 RNA呈乳白色半透明状，经

1%变性琼脂糖凝胶电泳后紫外灯下观察，可见 3条

明显电泳条带：rRNA 28 S，rRNA 18 S，rRNA 5 S（见

图 1）。rRNA 28 S和 rRNA 18 S两条带明显、清晰、

无任何拖尾条带出现，并且 28 S条带的亮度明显亮

于 18 S条带，紫外光分光光度仪测定其 OD260/OD280

比值为 1.8～2.0，提示本实验所提取的 RNA纯度高、

完整性好，可以满足 RT-PCR实验的需要。

2.2 两组绒毛组织中 miRNA-126的表达

miR-126在两组绒毛组织中均有表达，且两组

miR-126表达比较差异无统计学意义（ =0.571）。见

表 3。

2.3 两组绒毛组织中 VEGF的表达

VEGF在两组绒毛组织中均有表达。胚胎停育

组 VEGF的表达低于对照组，差异有统计学意义（ =

13.874， =0.000）。见表 4。

2.4 胚胎停育组绒毛组织中 miR-126、VEGF表达

的相关性分析

Pearson直线相关分析结果表明，胚胎停育组绒

毛组织中 miR-126与 VEGF的表达呈负相关，对照

组绒毛组织中 miR-126与 VEGF的表达呈正相关。
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3 讨论

3.1 miR-126与胚胎停育的相关性

胚胎 /胎儿的生长发育与滋养细胞的有效侵入

及胎盘绒毛血管发育关系密切，而胎盘绒毛血管的

形成过程实际上就是血管内皮细胞的生长发育过

程。miR-126基因组定位于表皮生长因子样结构域

7（epidermal growth factor-likedomain 7，EGFL7）基

因的第 7个内含子中，而 EGFL7本身就是血管内皮

特异性表达的基因，因而两者共同作用对血管的形

成、发育及功能起调控作用[7]。SEHMIDT等[8]研究发

现，将小鼠的 EGFL7基因敲除后，部分胚胎死于血

管发育缺陷及异常的胚胎干细胞聚集，提示在实验

中可能不仅敲除 EGFL7基因，还敲除编码 miR-126

的基因[9]。本实验用 RT-PCR检测胚胎停育组和对

照组绒毛组织中 miR-126 的表达水平。结果表明

miR-126在两组中均有表达，胚胎停育组的相对表

达量是对照组的 1.16倍，但差异无统计学意义。可

能的原因为：①血管新生可能受多种 miR的共同调

控。②miR-126在早期胚胎发育过程中可能并未直

接参与调节绒毛血管的形成。③本次实验样本量较

少，可能对实验造成一定的局限性。

3.2 VEGF与胚胎停育的相关性

VEGF又称血管调理素或血管通透因子，是至今

为止发现的最有力的血管生成因子，在妊娠中发挥

重要作用[10]。近年来研究表明，VEGF功能及表达异

常可引起胚胎植入及胎盘血管网形成障碍，提示

VEGF是造成自然流产的重要原因之一[11]。本实验应

用 RT-PCR检测胚胎两组绒毛组织中 VEGF mRNA

的相对表达水平。结果显示，胎停育组绒毛组织中

VEGF的表达明显低于对照组，这提示胚胎停育发病

机制之一是绒毛组织内 VEGF表达水平下降，结合

VEGF生理作用及其在妊娠中的调节作用，推测其可

能原因为：①VEGF表达下降，可减弱内皮细胞迁移、

增殖功能，导致蜕膜血管、绒毛血管等生成减少，造

成绒毛内血流量减少，影响到胚胎的正常发育，最终

导致胚胎停育；②VEGF表达下降，导致绒毛组织植

入子宫内膜过浅，形成绒毛滋养细胞浅着床，导致流

产或母胎间营养交换障碍，胚胎停止发育；③VEGF

表达下降，能下调与血管通透性相关的活性物质的表

达，影响母胎间的营养交换，导致胚胎生长发育受阻，

甚至胚胎停育。

3.3 miR-126、VEGF在胚胎停育中的相关性

通过生物信息学技术分析发现，EGF、Spred1是

miR-126众多预测靶基因中的 2个基因[12]。miR-126

在早期胚胎发育方面是否存在对 VEGF的调节，尚

不清楚。FISH等[13]研究发现，在小鼠静脉内皮细胞

生长发育方面，miR-126 可通过抑制 Spred1 和

PIK3R2 mRNA水平表达，提高内皮细胞对 VEGF

和碱性成纤维因子（basic fibroblast growth factor，

bFGF）的敏感性，参与胚胎新生血管形成，并维持血

管的完整性。由此可以看出，miR-126与VEGF呈正

相关。但是 LIU等[14]研究 miR-126在肺癌中的表达

发现，上调 miR-126可以明显抑制 VEGF的表达，对

肿瘤的生长和转移起抑制作用。从LIU的研究中可

以看出，miR-126与 VEGF呈负相关。本实验为进一

步探讨 miR-126 和 VEGF在胚胎发育方面的相关

性，对两组绒毛组织中 miR-126与 VEGF的表达进

行相关性分析，发现两者在胚胎停育组中呈负相关，

提示 miR-126与 VEGF在胚胎停育的发生、发展中

有负向调节作用。这与 LIU [14]和张昱等[15]的实验结

果基本一致。而两者在对照组中却呈正相关，提示

miR-126与 VEGF在胚胎正常的发育过程中有正向

调节作用。这与 FISH等[13]的实验结果一致。因此笔

者推测，同一种 miRNA在不同的生理、病理过程中，

可以通过调控不同的靶基因而发挥不同的作用。

miR-126 在正常妊娠时可通过抑制 Spred1基因，提

高内皮细胞对 VEGF和 bFGF的敏感性，参与胚胎血

管的新生并维持血管的完整性。而在胚胎停育时，

miR-126则可能通过直接抑制 VEGF基因的表达，

从而使胚胎血管发育减少或功能异常。

胚胎停育发病因素复杂，发病机制尚未明确，相

信随着胚胎停育方面 miR研究的逐渐深入，有望通

过干扰 miR-126 的调控作用而减少胚胎停育的发

生，并且为临床早期监测胚胎发育及治疗胚胎停育

提供新的靶点。
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