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#摘要$

!

目的
!

探讨子痫前期患者血清微小
-0*<

"

=;-0*<

%不同的表达水平!分析子痫前期相关标志物'方

法
!

选择
!&

个子痫前期患者胎盘中差异表达的
=;-0*

!分别收集该院
'&

例子痫前期患者和
'&

例正常妊娠孕妇

孕早期"

!"

!

!@

周%&孕中期"

"&

!

"@

周%和孕晚期"

"3

!

'"

周%血清
=;-0*<

!采用
1+\-45CCI

i

-A.9)-

法检测血

清中
!&

个
=;-0*<

的表达量'结果
!

子痫前期胎盘中高表达的
'

个
=;-0*<

"

=;-.!#"

&

=;-.!3'

&

=;-."!&

%在子痫

前期孕中&晚期血清中表达显著升高!而胎盘中高表达的
=;-.!3"

仅在子痫前期孕晚期表达显著升高#子痫前期胎

盘中低表达的
?

个
=;-0*<

"

=;-.!

&

=;-.'"3

&

=;-.'?'

&

=;-.'((

&

=;-.#&&

&

=;-.#3@

%在子痫前期各个孕期的表达!差

异均无统计学意义"

H

%

&%&#

%'结论
!

=;-.!#"

&

=;-.!3'

&

=;-."!&

在子痫前期孕中&晚期血清中表达显著升高!可

能是预测子痫前期发生的良好生物标志物'
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子痫前期$

9/

&是一种常见的孕妇多系统紊乱综合征#是

孕妇和胎儿发病率$

#W

&和病死率最高的疾病之一#全球每年

大约
3&&

万人受到影响#

(

万孕妇病死*

!

+

)其主要表现为在怀

孕
"&

周后出现高血压和蛋白尿#部分患者出现水肿,头痛#严

重者发生子痫,肝肾功能和凝血障碍#成人呼吸窘迫综合征和

胎儿发育障碍等#发生过子痫的孕妇其后患高血压,心血管疾

病的风险概率也增加)胎儿分娩和胎盘剥离是目前唯一的治

疗手段#但早期对高危孕妇进行干预#可减少子痫的发生及减

轻危害#具有一定的临床价值)

子痫前期的病因和病理学机制尚不清楚#且缺乏较理想的

早期诊断指标*

"

+

)有研究报道在子痫前期胎盘中发现了异常

表达的微小
-0*<

$

=;-0*<

#

=;-0*<

&#这为该研究开辟了一

个新方向*

'

+

)目前的相关研究表明
=;-0*<

与子痫前期的发

生密切相关#已发现多个与子痫前期有关的差异表达
=;-.

0*<

#但多数都是在胎盘中进行检测*

'.#

+

)现通过检测子痫前

期患者不同孕周外周血
=;-0*<

#分析某变化规律#探讨
=;-.

0*<

作为子痫前期预测因子的临床价值)报道如下)

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

"&!!

年
!

月至
"&!'

年
!"

月该院分娩的
'&

例
9/

患者$病例组&和
'&

例正常妊娠产妇$对照组&)

9/

诊

断标准依据妇产科学$第
(

版&

*

'

+

#即妊娠
"&

周后收缩压大于

或等于
!@&==[

J

和$或&舒张压大于或等于
$&== [

J

#伴

蛋白尿大于或等于
&%'

J

"

"@8

#或随机蛋白尿阳性)所有研究

对象都是单胎妊娠#对照组和病例组的年龄,孕前体质量指数

$

\SR

&等一般资料比较#差异无统计学意义$

H

%

&%&#

&#具有可

比性)收集对照组孕早期$

!"

!

!@

周&,孕中期$

"&

!

"@

周&和

孕晚期$

"3

!

'"

周&血清
'&

例#收集病例组孕早期血清
!@

例,

孕中期
'&

例,孕晚期
'&

例)见表
!

)

表
!

!

"

组研究对象临床资料结果比较

项目 病例组$

/b'&

& 对照组$

/b'&

&

中位年龄$岁&

'&

$

"'

!

'(

&

"3

$

""

!

'#

&

孕前
\SR

$

Q

J

"

=

"

&

""%?V'%! "!%'V"%?

9/

诊断孕周
'#%'V"%(

无

$%/

!

样本采集,处理及保存
!

采用分离胶真空采血管采集空

-

"$?!

-
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年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!
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UBE%!"

!

0B%!"

"

基金项目!上海市宝山区科委科研项目$

!!./.!#

&)

!!

作者简介!厉倩#女#硕士#主管技师#主要从事妊娠相关疾病的实验室诊断研究)

!
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腹血样
'

!

#=2

#静置
"&=;I

后离心#

!"&&5

"

=;I

#离心
!&

=;I

)首次离心后收集上清液并高速$

!"&&&5

"

=;I

&离心
!&

=;I

#置上清液于无
-0*

酶的无菌
/

77

CI:B5H

管中#

c3&`

冻

存备用)

$%'

!

-0*

抽提
!

使用
=;-0C6<

N

1C5F=

"

9E6<=6Q;G

$德国

e;6

J

CI

公司&提取血清总
-0*

#严格按照说明书进行操作!

"&&

$

2

血清加入
!=2e;6PBE

溶解液#充分混匀#室温放置
#

=;I

#加入
'%#

$

2

的
)CE=;-.'$

$

!%?

!

!&3

"

$

2

#

e;6

J

CI

&作为

-0*

抽提质量指标#然后加入
"&&

$

2

的氯仿#充分混匀#室温

放置
'=;I

#后置于低温离心机$美国
1;

J

=6

公司&内
!"&&&5

"

=;I

离心
!#=;I

#将
##&

$

2

上层澄清萃取液转移到新的
!%#

=2

无菌
/

77

CI:B5H

管中#加入
!%#

倍$

3"#

$

2

&的无水乙醇#充

分混匀#分
"

次将混合液过洗脱柱#弃去滤过液#洗脱柱分别用

(&&

$

2-OA

,

-9/

缓冲液和
3&W

乙醇溶液洗涤#末次洗涤后

洗脱柱高速$

!"&&&5

"

=;I

&离心
#=;I

以干燥柱内膜#最后加

入
!@

$

2

无
-0*

酶水洗脱总
-0*

)

$%1

!

K]0*

第
!

链合成
!

应用
=;1K5;

7

G

'

逆转录试剂盒$德

国
e;6

J

CI

&合成
K]0*

第
!

链$加尾法&#操作步骤!

!#&

$

2

9)-

反应管中加入
"

$

2!&a-A=;Y

#

"

$

2!&aIFKEC;K<=;Y

#

3

$

2

无
-0*

酶水#

@

$

2#a8;<

7

CK\FHHC5

和
@

$

2

总
-0*

#充

分混匀并低速$

!"&&5

"

=;I

&离心
!=;I

后置于扩增仪$

\;BC5

&

中#

'?`!8

#

$#`#=;I

)

$%2

!

荧光定量
9)-

!

采用
=;1K;5

7

G1+\-

J

5CCI9)-

试剂盒

$德国
e;6

J

CI

公司&和
*\R(#&&

扩增仪$美国
*\R

公司&进行

荧光实时定量)反应体系!

!&

$

2"a=6<GC5=;Y

#

"

$

2!&a

通

用引物#

"

$

2!&a

特异性引物#

@

$

2

无
-0*

酶水和
"

$

2!&&

倍稀释的
K]0*

模板)扩增条件!

$#`

变性
!#=;I

#循环条件

$@`!#<

,

##`'&<

,

(&`'@<

#延伸阶段采集荧光信号#共

@&

个循环)内参基因为血清中稳定存在的
=;-.!?

)目标

=;-0*

#

=;-.!?

和
)CE=;-.'$

分别在不同的反应孔中进行扩

增)所有荧光定量
9)-

反应在
$?

孔反应板内进行)使用

1]1!%'

$

*

77

E;C:\;B<

N

<GC=<

&软件分析
)G

值#每个标本都做
'

个平行复孔#取
)G

平均值)将目标
=;-0*<

的平均
)G

值减去

内参
=;-.!?)G

值作为
.

)G

值#

.

)G

值越低#则表达水平越高#

计算标准化后的
"

c

..

)G值表示
=;-0*

的组间表达倍数变化)

$%)

!

统计学处理
!

采用
1911!(%&

统计软件进行分析#组间

两两比较使用
1GF:CIGf<?

检验#

H

$

&%&#

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/%$

!

外周血清
=;-0*<

的检测结果比较
!

各组血清中均能

检测到
)CE=;-.'$

,

=;-.!?

及
!&

种目标
=;-0*<

#其中
)CE

=;-.'$

在各组中的含量非常稳定#说明实验中的
-0*

抽提,

逆转录和扩增条件控制较好#

=;-.!?

在各组的表达量稳定#表

明
=;-.!?

可作为内参基因)见表
"

)

/%/

!

血清中
!&

种
=;-0*<

在不同孕期的表达量比较
!

与正

常妊娠同孕期比较#

9/

患者孕早期$

!"

!

!@

周&血清中
!&

种

=;-0*<

的表达量#差异无统计学意义$

H

%

&%&#

&#

9/

患者孕

中期$

"&

!

"@

周&

=;-.!#"

,

=;-.!3'

,

=;-."!&

的表达量升高#

9/

患者孕晚期$

"3

!

'"

周&

=;-.!#"

,

=;-.!3"

,

=;-.!3'

,

=;-.

"!&

的表达量升高#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&)见表
'

)

表
"

!

血清中
!"

种
=;-0*<

的检测结果比较&

)G

+

PVJ

'

=;-0*<

类型 正常妊娠孕早期 正常妊娠孕中期 正常妊娠孕晚期
9/

孕早期
9/

孕中期
9/

孕晚期

=;-.!? "&%'V!%? "&%3V!%# "&%?V!%# "&%(V!%# "&%@V!%( "&%3V!%@

=;-.'$ ""%!V!%' "!%$V!%! ""%"V!%! ""%&V!%! ""%"V!%! "!%3V!%"

=;-.!#" '&%!V"%? '&%?V"%( "$%!V"%( "3%$V"%? "(%#V"%# "?%#V"%?

=;-.!3" '!%@V"%$ '&%?V"%( '!%$V"%$ '&%#V"%" '&%"V"%3 "$%$V"%3

=;-.!3' '#%"V"%? '#%!V"%3 '@%#V"%( '@%@V"%( '!%@V"%3 '"%!V"%(

=;-."!& '"%&V"%# '!%(V"%( '"%'V"%$ '&%3V"%( "(%'V"%@ "3%!V"%?

=;-.! '"%#V"%3 '"%$V'%" '!%(V"%$ ''%!V"%? '"%@V"%& '"%3V"%$

=;-.'"3 "$%'V"%@ "3%$V"%( "(%3V"%3 "3%$V"%! "(%3V"%3 "3%#V"%3

=;-.'?' "3%(V"%? "3%#V"%3 "3%?V"%? "3%'V"%( "3%$V"%3 "3%'V"%?

=;-.'(( '!%"V"%3 '&%'V"%! '!%@V"%? '&%$V"%$ '!%#V"%( '!%3V"%3

=;-.#&& '&%?V"%3 "$%!V"%# '&%'V"%3 '&%3V"%$ "$%#V"%3 "$%!V"%$

=;-.#3@ '"%'V"%3 '"%!V"%@ '!%3V"%$ '!%$V"%? '"%!V"%( '"%@V"%#

表
'

!

血清中
!&

种
=;-0*<

的表达量结果比较&

.

)G

+

PVJ

'

=;-0*<

类型 正常妊娠孕早期 正常妊娠孕中期 正常妊娠孕晚期
9/

孕早期
9/

孕中期
9/

孕晚期

=;-.!#" 3%$V&%3 $%!V!%" (%(V!%& 3%!V&%? ?%(V!%' #%#V!%"

=;-.!3" !&%"V!%! $%'V!%& !&%#V&%$ $%"V&%$ 3%$V&%3 3%?V!%&

=;-.!3' !@%&V!%& !'%3V!%! !"%!V!%" !'%!V!%! !&%!V!%" !&%"V!%!

=;-."!& !&%3V!%# !&%@V!%' !&%$V!%" $%#V!%( ?%$V!%" ?%3V!%@

=;-.! !!%'V&%3 !!%?V&%( !&%'V&%( !!%3V&%? !!%!V&%( !!%#V&%?

=;-.'"3 3%!V!%# (%?V!%" ?%@V&%$ (%?V&%3 #%3V!%3 (%"V!%(

=;-.'?' (%#V&%? (%"V!%& (%"V&%? ?%$V&%$ (%?V&%3 (%&V&%$

=;-.'(( !&%&V&%$ $%&V&%( !&%&V!%! $%?V&%( !&%"V!%" !&%#V&%(

=;-.#&& $%@V!%! (%3V&%3 3%$V!%" $%#V&%( 3%"V&%3 (%3V&%$

=;-.#3@ !!%!V!%' !&%3V&%$ !&%@V&%( !&%?V&%3 !&%3V&%3 !!%!V&%(

-
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年
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期
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/%'

!

9/

患者妊娠中,晚期
=;-.!#"

,

=;-.!3"

,

=;-.!3'

,

=;-.

"!&

与正常妊娠表达倍数变化
!

=;-.!#"

,

=;-.!3'

,

=;-."!&

在妊娠中期
9/

患者血清中的表达分别为正常妊娠的
#%"3

,

!"%$$

,

!!%!

倍#而
=;-.!3"

在妊娠晚期
9/

患者血清中的表达

为正常妊娠的
'%('

倍)见表
@

)

表
@

!

"

组研究对象表达升高的
=;-0*<

的倍数值

!!!

&相对倍数变化+

"

c

..

)G

'

=;-0*<

类型
9/

孕中期"正常

妊娠孕中期

9/

孕晚期"正常

妊娠孕晚期

=;-.!#" #%"3 @%#$

=;-.!3" !%'" '%('

=;-.!3' !"%$$ '%('

=;-."!& !!%'! !(%!#

'

!

讨
!!

论

=;-0*<

是一类全长为
!$

!

"#

个核糖核苷酸的非编码调

控单链小分子
-0*

#由一段具有发卡环结构的单链
-0*

前

体剪切后生成#通过与目标
=-0*

分子的
'f

端非编码区域$

'f

ZA-

&互补配对使目标
=-0*

分子的翻译受到抑制#从而在

转录后对靶基因的表达水平进行调控*

?

+

)生物信息分析显示#

只占人类基因组
!W

!

'W

的
=;-0*

调控着高达
'&W

的人类

基因)近年来的研究表明
=;-0*

在细胞增殖,分化,凋亡#肿

瘤形成#心血管疾病等生理和病理过程中都起非常重要的

作用)

=;-0*<

不仅存在于组织细胞中#在血浆或血清中也非常

稳定#这为
=;-0*<

进行临床疾病研究提供了依据*

(

+

)

4;E6:

等*

(

+发现采用
i

-A.9)-

技术可对人体的尿液,唾液,羊水及

胸水
=;-0*<

进行定量#这些体液中的
=;-0*<

表达异常可

能预示机体功能的改变)已有多项研究显示血清
=;-0*<

表

达谱与多种肿瘤相关#可能在肿瘤的诊断及预后判断方面具有

重要价值)

目前多数文献报道
9/

胎盘中异常表达的
=;-0*<

#有关

血清
=;-0*<

表达谱与子痫前期的关系尚未明确)本组通过

分析
"&&!

!

"&!!

年
9FMSC:

数据库文献#确定
!&

个在
"

个或

"

个以上研究中均表明在胎盘组织中表达上调或下调的
=;-.

0*<

#其中表达上调的是
=;-."!&

,

=;-.!3"

,

=;-.!3'

,

=;-.

!#"

#表达下调的是
=;-.!

,

=;-.'"3

,

=;-.'?'

,

=;-.'((

,

=;-.

#&&

,

=;-.#3@

#使用
1+\-45CCI

i

-A.9)-

技术检测
9/

患者

不同孕期血清中
!&

个
=;-0*<

的表达水平)

与胎盘中的
=;-0*<

研究结果相一致*

'.#

+

)

9/

患者孕晚

期血清中
=;-."!&

,

=;-.!3"

,

=;-.!3'

,

=;-.!#"

的表达均高于

正常妊娠者#其中
=;-."!&

,

=;-.!3'

,

=;-.!#"

在孕中期即已

经高于正常妊娠者#提示孕中期
=;-."!&

,

=;-.!3"

,

=;-.!#"

可作为
9/

的风险预测因子)

9/

患者血清中
=;-."!&

表达升

高已有报道*

3

+

)而
=;-.!3"

,

=;-.!3'

,

=;-.!#"

在
9/

患者血

清中表达升高尚未见相关报道)胎盘中升高的
=;-0*<

可能

通过外排体$

CYB<B=C

&的形式分泌到血液中#进而影响到血清,

血浆
=;-0*

表达谱)

与正常妊娠者比较#

=;-.!

,

=;-.'"3

,

=;-.'?'

,

=;-.'((

,

=;-.#&&

,

=;-.#3@

在胎盘研究中表达下调的
=;-0*<

#在
9/

患者血清中的表达#差异无统计学意义$

H

%

&%&#

&#这可能是

受到了其他目前未知的干扰因素影响#因为这些
=;-0*<

不

是胎盘的特异性#其他组织,细胞也可能分泌)

+6I

J

等*

$

+应用

下一代测序技术比较了
"

例
9/

重度,

"

例
9/

轻度和
!

例正常

妊娠孕妇在分娩前血清
=;-0*<

表达谱#结果只发现
'

个与

其他胎盘
=;-0*<

表达谱研究报道一致的结果#这可能是因

为血清受到其他更多干扰因素的影响#胎盘与血清中的结果并

不总是正相关)胎盘特异性
=;-0*<

由于只在胎盘组织表

达#其在胎盘组织和外周血中的相关性可能会更好#这可能是

未来外周血
9/

相关
=;-0*<

的研究热点*

!&.!!

+

)

综上所述#本研究结果表明#

9/

患者孕中期
=;-."!&

,

=;-.!3'

,

=;-.!#"

表达升高#并维持至孕晚期#

=;-.!3"

在
9/

孕晚期表达升高#提示
=;-."!&

,

=;-.!3'

,

=;-.!#"

可能是预

测子痫前期发生的良好生物标志物)
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