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　　［摘要］　目的　研究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）母系印记基因３（犕犈犌３）对人类流产绒毛发育的影响，并探讨其

分子机制。方法　收集自然流产及人工流产各１５例患者的绒毛组织，使用免疫组化方法检测其凋亡因子Ｂａｘ及凋亡

抑制因子Ｂｃｌ２的表达，使用ｑＰＣＲ法检测犕犈犌３的表达。在人滋养细胞系ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中过表达犕犈犌３后，利

用ｑＰＣＲ法检测犕犈犌３的表达，利用细胞侵袭实验比较过表达组与对照组细胞的侵袭能力。结果　人工流产绒毛组

织中Ｂａｘ的表达低于自然流产绒毛，而Ｂｃｌ２的表达高于自然流产绒毛（犘＜０．０１）。人工流产绒毛组织中的犕犈犌３的

表达低于自然流产（犘＜０．０１）。人滋养层细胞系ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中过表达犕犈犌３后，ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵袭能力

降低（犘＜０．０１）。结论　ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３可调控滋养层细胞的凋亡及侵袭能力，影响人类绒毛的发育。
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　　流产指妊娠不足２８周、胎儿体质量不足１０００ｇ

而终止妊娠。流产分为自然流产（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ａｂｏｒｔｉｏｎ，ＳＡ）和人工流产（ｉｎｄｕｃｅｄａｂｏｒｔｉｏｎ，ＩＡ）。

胚胎着床后有３１％发生自然流产，其中８０％为早期

自然流产（ｅａｒｌｙｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ）。早期自然

流产即在妊娠１２周以前出现阴道出血和（或）腹痛，

主要的病因包括胚胎染色体异常、母体内分泌疾病、

生殖器畸形、环境及免疫因素等；但其具体影响机制

·３８１·
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尚不清楚。滋养层细胞向子宫的增殖、迁移及侵袭

是人类胚胎植入和胎盘形成的重要环节。滋养层细

胞的侵袭过程与肿瘤的侵袭相似，受许多因素调控，

它们之间的平衡保证早孕期滋养层细胞的正常侵袭

和胚胎的正常发育，任何一个环节发生异常将可能

导致流产的发生［１］。

人类基因组的研究结果显示仅有２％的基因编码

蛋白，其他序列尽管不编码蛋白质，但绝大部分可以

被转录为ＲＮＡ，这些不能编码蛋白的ＲＮＡ被统称为

非编码ＲＮＡ
［２］。近年来，长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）

越来越受人们关注，起初ｌｎｃＲＮＡ被认为是基因组转

录的“噪音”，是ＲＮＡ聚合酶Ⅱ转录的副产物，没有生

物学功能；而经过对ｌｎｃＲＮＡ深入研究，发现ｌｎｃＲＮＡ

参与了多种基因组调控过程，如基因组印记、Ｘ染色

体沉默、转录激活及转录干扰等［３４］。

研究发现，ｌｎｃＲＮＡ母系印记基因３（犕犈犌３）是

一种抑癌基因，在调节细胞增殖及侵袭等功能中发

挥重要作用［５］，已有报道称犕犈犌３是一种垂体肿瘤

的相关基因，在无功能性垂体腺瘤中高表达［６］，近年

还发现ＭＥＧ３在胃癌、肺癌及胚胎性横纹肌瘤中也

表达异常［５，７８］。我们前期研究（未发表资料）发现，

Ｃ５７小鼠胎肝芯片筛选结果显示 ＭＥＧ３是上调倍

数较高的 ＲＮＡ 之一，在小鼠胎肝中高表达；但

ＭＥＧ３对胚胎的生长发育是否具有调节作用并不清

楚。早期绒毛的发育是胚胎发育的前提和基础，滋

养层细胞的侵袭及增殖能力对早期绒毛发育至关重

要。本实验旨在探讨ｌｎｃＲＮＡＭＥＧ３在早期绒毛发

育中的作用。研究证实，凋亡因子Ｂａｘ及凋亡抑制

因子Ｂｃｌ２与肿瘤细胞的凋亡密切相关
［９］，滋养层细

胞的增殖及凋亡在早期胚胎发育及胚胎植入过程中

发挥重要作用，那么Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的表达是否影响

了滋养层细胞的功能并导致早期绒毛发育异常，本

文也将进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　研究材料　人滋养层细胞系 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ

细胞（复旦大学妇产科医院李大金教授惠赠）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胎牛血

清、ＯｐｔｉＭＥＮ培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司 ）；ＲＮＡｉｓｏ、

ｑＰＣＲ 相 关 试 剂 （日 本 ＴａＫａＲａ 公 司 ）；

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ３０００转染试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司）；ＰＩ染液（美国Ｓｉｇｍａ公司）；凋亡检测试剂

盒、Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；ｍｉＲＮＡ

反转录引物、Ｕ６内参（中国西安沃尔森公司）；

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；Ｂａｘ兔抗人

抗体、Ｂｃｌ２兔抗人抗体（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；二抗

羊抗兔抗体 （中国博士德公司）。

１．２　患者与临床样本收集　收集上海市长宁区中

心医院３０例早期流产患者（妊娠７～９周）的绒毛组

织，其中自然流产和人工流产患者各１５例，已通过

第二军医大学长征医院伦理委员会审核；标本采集

前告知患者用途，签订知情同意书；绒毛组织样本收

集即刻，用ＰＢＳ冲洗后放入液氮以便运输，后保存

于－８０℃冰箱。

１．３　细胞培养及处理　从－８０℃冰箱中取出

ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞，复苏、培养，培养液为含１２％

胎牛血清、１００ＩＵ／ｍＬ青霉素和１００ｍｇ／ｍＬ链霉素

的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２ 的孵箱

中培养。在转染前１ｄ取生长状态好的细胞，用

０．２５％胰酶消化，以３×１０５／ｍＬ细胞密度、每孔

２ｍＬ接种于６孔板中。待细胞生长融合度达到

７０％～８０％时，按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染试

剂盒操作说明用 ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０转染细胞；转染

４８ｈ时收集细胞，并用 ｑＰＣＲ 检测转染效率。

ＭＥＧ３引物由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，上游序列

５′ＣＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＡＣＣＴＣＡＣＧ３′，下游序列

５′ＣＴＣＴＣＣＧＣＣＧＴＣＴＧＣＧＣＴＡＧＧＧＧＣＴ３′。

１．４　细胞侵袭实验　ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞在转染

４８ｈ后，在２４孔板中放置膜孔直径为８μｍ的迁移

小室，将细胞按１．０×１０４／ｍＬ的密度接种于小室

中；实验分３组：ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０组、ＰＣＤＮ３．０组

（空载）和空白对照组。将细胞放置于５％ ＣＯ２、

３７℃孵箱中培养４８ｈ，用０．１％结晶紫染色，使用光

学显微镜观察各组细胞的迁移能力，并采集图像。

１．５　ｑＰＣＲ法检测ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３的表达　用

ＴＲＩｚｏｌ试剂分别提取１５例自然流产绒毛和１５例人

工流产绒毛标本的总ＲＮＡ，取２μｇ总ＲＮＡ，利用

ＴａＫａＲａ反转录试剂盒反转录获得ｃＤＮＡ。ｑＰＣＲ

扩增体系：９５℃预变性５ｍｉｎ；循环扩增４０次（９５℃

变性１５ｓ、６０℃退火１５ｓ、７２℃延伸２０ｓ）；随后检测

熔解曲线及扩增曲线情况。以犌犃犘犇犎 作为内参

基因，引物序列为：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ

ＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧ

ＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。用２－ΔΔＣｔ方法计算犕犈犌３的实

时定量数据，分析自然流产和人工流产绒毛中

犕犈犌３的表达情况。

·４８１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第２期．丁海遐，等．长链非编码ＲＮＡ母系印记基因３对人类绒毛发育的作用

１．６　免疫组织化学检测Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达　绒

毛经４％多聚甲醛固定、常规脱水，４μｍ连续冰冻切

片，胰酶消化处理，然后水化，用０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ

７．２～７．４的ＰＢＳ洗５ｍｉｎ，冷风吹干，放入湿盒中；

滴加稀释后的荧光抗体，４℃过夜；用ＰＢＳ洗２次、

蒸馏水洗１次后，采用抗荧光衰减封片剂封片。在

光学显微镜下观察。

１．７　统计学处理　所有实验均重复３次，除非特殊

指明。采用Ｅｘｃｅｌ软件进行数据处理。计量资料采

用珔狓±狊表示，两组间比较采用非配对狋检验，多组间

比较采用方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｂａｘ和Ｂｃｌ２在早期流产绒毛的表达　利用免

疫组织化学法检测自然流产及人工流产绒毛中Ｂａｘ

及Ｂｃｌ２的表达情况。结果显示人工流产组绒毛中

Ｂａｘ的表达低于自然流产组，而Ｂｃｌ２的表达高于自

然流产组（犘＜０．０１，图１）。

图１　免疫组织化学法检测自然流产和人工流产绒毛中犅犪狓和犅犮犾２的表达

犉犻犵１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犅犪狓犪狀犱犻狀犛犃犪狀犱犅犮犾２犐犃犫狔犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔

Ａ，Ｂ：Ｂａｘ；Ｃ，Ｄ：Ｂｃｌ２；Ａ，Ｃ：ＳＡｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：ＩＡｇｒｏｕｐ．Ｅ：ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｉｏｏｆＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｉｎＳＡａｎｄＩＡｇｒｏｕｐｓ．ＳＡ：Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ａｂｏｒｔｉｏｎ；ＩＡ：Ｉｎｄｕｃｅｄａｂｏｒｔｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓＳＡｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３在早期流产绒毛的表达　采

用ｑＰＣＲ检测自然流产组和人工流产组绒毛中

ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３的表达情况，结果显示人工流产组

绒毛中犕犈犌３水平低于自然流产组，差异有统计学

意义（犘＜０．０１，图２）。

２．３　人滋养层细胞系 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞过表达

ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３　在ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞转染４８ｈ时，

采用ｑＰＣＲ检测ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０的转染情况。转染

ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０后，犕犈犌３的表达较空载ＰＣＤＮ３．０

组增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１，图３）。

图２　狇犘犆犚检测自然流产和人工流产绒毛中

犾狀犮犚犖犃犕犈犌３的表达

犉犻犵２　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犾狀犮犚犖犃

犕犈犌３犻狀犛犃犪狀犱犐犃犫狔狇犘犆犚

ＳＡ：Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ；ＩＡ：Ｉｎｄｕｃｅｄａｂｏｒｔｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓ

ＳＡｇｒｏｕｐｓ．狀＝３，珔狓±狊

图３　狇犘犆犚检测转染后人滋养层细胞系犎犜犚８／犛犞狀犲狅

细胞中犾狀犮犚犖犃犕犈犌３的表达

犉犻犵３　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犾狀犮犚犖犃犕犈犌３

犻狀犎犜犚８／犛犞狀犲狅犮犲犾犾狊犫狔狇犘犆犚

ＭＯＣＫ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ＰＣＤＮ３．０：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；ＭＥＧ３

ＰＣＤＮ３．０：犕犈犌３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ．犘＜０．０１ｖｓＰＣＤＮ３．０

ｇｒｏｕｐｓ．狀＝３，珔狓±狊
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２．４　过表达犕犈犌３抑制ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞的侵

袭能力　转染 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞４８ｈ后，检测

ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０组、ＰＣＤＮ３．０组和空白对照组

细胞的侵袭能力。结果显示，与空白对照组和

ＰＣＤＮ３．０组相比，ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０组 ＨＴＲ８／

ＳＶｎｅｏ细胞的侵袭能力受到抑制，差异有统计学意

义（犘＜０．０１，图４）。

图４　犾狀犮犚犖犃犕犈犌３过表达对犎犜犚８／犛犞狀犲狅侵袭能力影响

犉犻犵４　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犾狀犮犚犖犃犕犈犌３狅狀犎犜犚８／犛犞狀犲狅犮犲犾犾犻狀狏犪狊犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔

Ａ：ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏｃｅｌｌｓｉｎＭＯＣＫｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｉｎＰＣＤＮ３．０ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｉｎＭＥＧ３

ＰＣＤＮ３．０ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈａｔｔｈｅＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏｃｅｌｌｓｉｎＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０ｇｒｏｕｐｈａｖｅａｎｏｂｖｉｏｕｓ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．ＭＯＣＫ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ＰＣＤＮ３．０：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；ＭＥＧ３ＰＣＤＮ３．０：犕犈犌３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０（ＡＣ）．犘＜０．０１ｖｓＭＯＣＫｏｒＰＣＤＮ３．０ｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

研究发现，早期妊娠阶段滋养层细胞向子宫蜕

膜增殖、侵袭，对其过程的调控是妊娠成功的关

键［１０１１］。滋养层细胞来自滋养外胚层，是人类胚胎

中分化、发育最早的细胞类型之一，是母胎界面唯

一与母体免疫系统直接接触的胎儿细胞，在胚胎植

入、母胎免疫耐受过程中发挥重要作用
［１２１３］。滋养

层细胞的增殖、分化、凋亡及侵袭性行为是胎盘形

成、胚胎发育及妊娠顺利完成的基本要素，而对滋养

层细胞的增殖、分化、凋亡及侵袭性行为调控的分子

机制一直是近年来的研究热点。

滋养层细胞的增殖及凋亡在早期胚胎发育及植

入过程中发挥重要作用，而Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的表达参

与了细胞凋亡过程。本研究比较了自然流产和人工

流产绒毛中Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的表达水平，结果显示人

工流产组绒毛中Ｂａｘ的表达低于自然流产组，Ｂｃｌ２

的表达高于自然流产组，提示自然流产的绒毛组织

发育不良、细胞凋亡增加可能是导致自然流产的重

要原因之一。

表观遗传学调控机制参与了滋养层细胞增殖、

分化、凋亡及侵袭性行为的调控，研究表明ｌｎｃＲＮＡ

在胎盘及胚胎发育过程中也发挥重要的调控作

用［１１，１４］，如 ｍｉＲ１５５、ｍｉＲ２１０、ｍｉＲ１９５ 等。

ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３位于染色体１４ｑ３２上，已经报道

犕犈犌３是一种垂体相关的抑癌基因
［１５］。进一步的

研究发现，犕犈犌３在许多正常组织中也有表达，如

在脑组织及脑垂体呈高表达［１６］，而在胃癌、结肠癌

等肿瘤组织中表达降低甚至缺失［１７１８］；此外有研究

发现过表达犕犈犌３可抑制肿瘤生长，可能是一种

抑癌基因［１９２０］。虽然犕犈犌３与肿瘤生长密切相

关，但犕犈犌３对胎盘及胚胎发育的影响并不清楚。

本研究结果显示人工流产绒毛中犕犈犌３的表达水

平低于自然流产，提示犕犈犌３可能参与调节绒毛

发育过程。而在人滋养层细胞系 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ

细胞中过表达犕犈犌３的 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵袭

能力下降，提示犕犈犌３可能参与调节滋养层细胞

的侵袭能力，进而调节早期绒毛的发育过程。但

犕犈犌３对早期绒毛发育的调节机制尚不清楚，有待

进一步研究。

胚胎植入和胎盘形成是人类孕育过程中的重要

环节，影响此过程的任何因素都可能导致流产，绒毛

的发育及功能异常则是其中重要的因素之一。本研

究发现Ｂａｘ、Ｂｃｌ２在自然流产和人工流产绒毛中的

表达存在差异，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２参与了绒毛的发育过程，

其表达异常导致的细胞凋亡增加可能是导致自然流

产的重要原因之一；ｌｎｃＲＮＡ犕犈犌３也可能通过抑

制滋养层细胞的侵袭能力调节早期绒毛的发育过

程。进一步阐明其作用机制将对不明原因流产的诊

治和预后具有重要的临床意义。
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