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[摘　要]目的　研究血清微小 RNAＧ１８４(miRＧ１８４)、微小 RNAＧ５１３cＧ５p(miRＧ５１３cＧ５p)表达与复发性流产(RSA)相关性及临

床意义.方法　选取２０１９年３月至２０２２年７月我院收治的６７例 RSA患者(RSA组)及６７例正常早孕期女性(对照组),比较两

组、RSA组血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达,将 RSA组根据妊娠结局分为再次流产与未再次流产亚组,比较两亚组血清 miRＧ１８４、

miRＧ５１３cＧ５p表达.依次运用Pearson、受试者工作特征(ROC)曲线、临床决策分析曲线(DCA)、比值比(OR)进行相关性、预测效

能、临床效用、危险度分析.结果　RSA 组妊娠前、后血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p均高于对照组,且 RSA 组妊娠后高于妊娠前

(P＜０．０５);RSA组再次流产患者妊娠后血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p高于未再次流产患者(P＜０．０５).RSA 组妊娠前、后血清

miRＧ１８４均与 miRＧ５１３cＧ５p呈显著正相关(r＝０．８００、０．７５０,P＜０．００１);血清 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p表达预测 RSA 再发流产的

ROC曲线下面积(AUC)为０．９０１,高于单独的血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p(Z＝３．８９２、３．４１１,P＜０．０５).采用该预测方案进行预测

和干预,具有良好的临床效用.妊娠后血清 miRＧ１８４高表达 RSA患者再发流产的风险是低表达患者的７．４０７倍,血清 miRＧ５１３cＧ５p
高表达 RSA患者再发流产的风险是低表达患者的１８．１２５倍(P＜０．０５).结论　血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p的高表达与 RSA 及

其再妊娠结局有关,联合检测两者可为再妊娠结局的预测提供一定参考,从而指导做出进一步的决策与治疗.
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[Abstract]ObjectiveTostudythecorrelationandclinicalsignificanceofserum microRNAＧ１８４(miRＧ１８４)andmicroRNAＧ５１３cＧ５p
(miRＧ５１３cＧ５p)expressionwithrecurrentspontaneousabortion(RSA)．MethodsWeselected６７RSApatients(RSAgroup)and６７

normalearlypregnancywomen(controlgroup)treatedinourhospitalfrom March２０１９toJuly２０２２．Theserumexpressionof

miRＧ１８４andmiRＧ５１３cＧ５pwascomparedbetweenthetwogroupsandwithintheRSAgroup．TheRSAgroupwasdividedintotwo

subgroupsbasedonpregnancyoutcomes:recurrentabortionandnorecurrentabortion．Serum miRＧ１８４andmiRＧ５１３cＧ５pexpression

wascomparedbetweentwosubgroups．Pearsoncorrelation,receiveroperatingcharacteristic(ROC)curve,clinicaldecisionanalysis

(DCA),andoddsratio(OR)wereusedforcorrelation,predictiveperformance,clinicalutility,andriskanalysis．ResultsSerummiRＧ

１８４andmiRＧ５１３cＧ５plevelsintheRSAgroupbeforeandafterpregnancywerehigherthanthoseinthecontrolgroup,andpostＧ

pregnancylevelswerehigherthanpreＧpregnancylevelsintheRSAgroup(P＜０．０５)．PostＧpregnancyserum miRＧ１８４andmiRＧ

５１３cＧ５plevelswerehigherinrecurrentabortionpatientsthaninnonＧrecurrentabortionpatientswithintheRSAgroup(P＜０．０５)．

PreＧandpostＧpregnancyserum miRＧ１８４levelsweresignificantlypositivelycorrelatedwithmiRＧ５１３cＧ５plevelsintheRSAgroup
(r＝０．８００,０．７５０,P＜０．００１)．TheareaundertheROCcurve (AUC)forpredictingrecurrentabortioninRSApatientsusing
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combinedserum miRＧ１８４andmiRＧ５１３cＧ５pexpressionwas０．９０１,higherthanthatusingeitherserum miRＧ１８４ormiRＧ５１３cＧ５p

alone(Z＝３．８９２,３．４１１,P＜０．０５)．Thispredictiveschemeshowedgoodclinicalutilityforpredictionandintervention．Theriskof

recurrentabortioninRSApatientswithhighpostＧpregnancyserum miRＧ１８４expressionwas７．４０７timeshigher,andwithhigh

serum miRＧ５１３cＧ５pexpression was１８．１２５timeshigherthaninpatientswithlowexpression (P ＜０．０５)．Conclusion High

expressionofserum miRＧ１８４andmiRＧ５１３cＧ５pisrelatedtoRSAanditssubsequentpregnancyoutcomes．Combineddetectionof

thesemarkerscan provideareferenceforpredictingsubsequentpregnancyoutcomes,guidingfurtherdecisionＧmakingand

treatment．
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　　临床上自然流产发生率为１５％~２５％,其中复

发性流产(recurrentspontaneousabortion,RSA)患

者约占１％,曾有＞３次连续自然流产史的患者再次

妊娠后胚胎丢失率高达４０％,给患者及家庭带来严

重的身心伤害,故对其机制进行研究意义重大[１Ｇ２].

微小RNA约包含２２个核苷酸,可靶向信使的３′未

翻译区域,形成 RNA 诱导沉默复合物,调控靶基因

的表达,在发育、分化等多种生物学过程中发挥重要

作用,近年来研究表明,多种微小 RNA均与 RSA有

关[３Ｇ５].微小 RNAＧ１８４(microRNAＧ１８４,miRＧ１８４)、

微小 RNAＧ５１３cＧ５p(microRNAＧ５１３cＧ５p,miRＧ５１３cＧ

５p)均为微小 RNA 家族成员,其中 miRＧ１８４在自然

流产胚胎组织中呈高表达,可通过靶向 WIG１基因

促进滋养层细胞凋亡,进而诱发自然流产[６];miRＧ

５１３cＧ５p定位于人X染色体,可靶向血管内皮生长因

子调控新生血管的形成,而新生血管形成是胚胎植

入、胎盘正常发育、子宫螺旋动脉伸入子宫内膜等的

必要条件,因此可能与RSA有关[７].本研究探讨血清

miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达与 RSA 相关性及临床意

义,为深入了解RSA机制、防治RSA等提供参考.

１资料和方法

１．１一般资料

纳入标准:①符合 RSA 诊断标准[８];②能配合

研究与随访;③签署知情同意书;④妊娠前１年内,

均参加医院免费孕检项目,成功受孕.排除标准:

①伴卵巢癌等肿瘤;②患危及生命的急危重症、急性

出血类疾病;③夫妇至少一方存在染色体结构异常;

④子宫先天性畸形、宫腔粘连、子宫黏膜下肌瘤等可

能影响受精卵生长和发育;⑤吸毒、酗酒;⑥精神疾

病.本研究获医院伦理委员会审核通过(伦理批号:

２０２２０７１１５).

选取２０１９年３月至２０２２年７月我院收治的６７
例RSA患者(RSA 组)及６７例正常早孕期女性(对

照组).其中 RSA 组年龄２４~３８岁,平均(３１．５１±

３．２２)岁,妊娠前３~１２个月采血,平均(７．００±１．２８)

个月,妊娠后采血检查孕周６~１４周,平均(９．１１±

１．５０)周,体质量指数１９~２６kg/m２,平均(２３．２２±

１．２５)kg/m２;对照组年龄２２~３８岁,平均(３２．６０±

２．６８)岁,妊娠前３~１２个月采血,平均(６．８６±１．１９)

个月,妊娠后采血检查孕周６~１４周,平均(９．０７±

１．４７)周,体质量指数１９~２６kg/m２,平均(２３．１６±

１．３０)kg/m２.两组以上资料均衡可比(P＞０．０５).

１．２方法

１．２．１RSA 治疗与妊娠结局

两组妊娠前１年内,均参加医院免费孕检项目.

RSA患者均详细采集病史,完善遗传学、自身抗体、

凝血功能、盆腔超声、内分泌等相关检查,根据«复发

性流产诊治的专家共识»[８]给予相关对症治疗,如存

在血栓前状态患者予以低分子肝素皮下注射、宫腔

粘连患者行宫腔镜粘连分离术、子宫纵膈明显者行

宫腔镜切除纵膈、存在子宫颈机能不全患者在孕

１３~１４周行预防性子宫颈环扎术等,并密切随访,将

再次流产或顺利分娩作为随访结局,根据是否发生

再次流产,将 RSA 患者分为再次流产与未再次流产

患者,再次流产妊娠前３~１２个月采血,平均(６．７９±

１．２５)个月采血;未再次流产患者妊娠前３~１２个月

采血,平均(６．９３±１．３１)个月采血.

１．２．２血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达检测

核酸电泳仪(上海谱振生物EPZＧ１００);实时荧光

定量PCR仪(上海宏石生物科技有限公司,SLANＧ

９６P);氯仿(武汉易司拓普科技);dNTP(美国 TherＧ

moFisher公司);QuantiTect反转录试剂盒(德国
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QIAGEN公司);引物设计(上海擎科);TrizolRNA
提取试剂盒(美国 ThermoFisher公司);TaqDNA
聚合酶(美国 ThermoFisher公司);PCR缓冲液(武

汉卡诺斯科技).

两组均于妊娠前、妊娠后６~１４周,采集５mL空

腹外周静脉血,３５００r/min离心后分离血清待测.

TrizolRNA提取试剂盒提取 RNA,RNA 浓度与纯

度使用紫外分光光度法测定２６０nm 和２８０nm 处的

吸光度值,在１．８~２．１之间纯度较好.将上述 RNA
应用 QuantiTect反转录试剂盒逆转录为cDNA,构

建反应体系２０μL:包括引物、dNTP、靶序列 DNA和

PCR反应缓冲液,miRＧ１８４上下游引物分别为５′Ｇ

ACACTCCAGCTGGGTGGACGGAGAACTGATＧ

３′、５′ＧCTCAACTGGTGTCGTGGAＧ３′,miRＧ５１３cＧ

５p上下游引物分别为５′ＧGCCGAGGCTGTGGAGＧ

GAACTCＧ３′、５′ＧCAGTGCGTGTCGTGGAGTＧ３′,

内参 U６上下游引物分别为５′ＧCAGCACATATACＧ

TAAAATTGGAACGＧ３′、５′ＧACGAATTTGCGTＧ

GTCATCCＧ３′,反应条件:９４℃预变性５min,９４℃预

变性１０s,６０℃退火５s,７２℃延伸１０s,４０个循环,血

清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达以相对 U６来表示.

１．３统计学方法

采用SPSS２４．０软件,计数资料用n(％)表示,

行χ２检验;正态分布计量资料以(x－±s)表示,多组

间比较以单因素方差分析,两两比较以LSDＧt检验,

两组间行t检验;用 Pearson分析血清 miRＧ１８４与

miRＧ５１３cＧ５p相关性,绘制受试者工作特征(receiver

operatingcharacteristic,ROC)曲线分析血清 miRＧ

１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达预测 RSA 再发流产价值,绘

制临床决策分析曲线(decisioncurveanalysis,DCA)

分析血清 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p表达预测 RSA 再

发流产的临床效用;用比值比(oddsratio,OR)分析

血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达对 RSA 再发流产

风险的影响.P＜０．０５为差异有统计学意义.

２结果

２．１两组血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达比较

RSA 组 妊 娠 前、妊 娠 后 血 清 miRＧ１８４、miRＧ

５１３cＧ５p均高于对照组(P＜０．０５);RSA 组妊娠后血

清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p高于妊娠前(P＜０．０５);对

照组妊娠后血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p与妊娠前比

较,差异无统计学意义(P＜０．０５),见表１.

２．２RSA 组是否再次流产患者血清 miRＧ１８４、

miRＧ５１３cＧ５p比较

再次流产与未再次流产患者妊娠前血清 miRＧ

１８４、miRＧ５１３cＧ５p 比较,差 异 无 统 计 学 意 义 (P ＞

０．０５);再次流产与未再次流产患者妊娠后血清 miRＧ

１８４、miRＧ５１３cＧ５p均高于妊娠前(P＜０．０５);再次流

产患者妊娠后血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p高于未再

次流产患者(P＜０．０５),见表２.

表１　两组血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达比较 (x－±s)

Table１　Comparisonofserum miRＧ１８４,miRＧ５１３cＧ５p

expressionintwogroups(x－±s)

组别 miRＧ１８４ miRＧ５１３cＧ５p

RSA组(n＝６７)

　妊娠前 １．９５±０．６０＃ １．４８±０．４７＃

　妊娠后 ４．７６±１．５２＃∗ ３．３７±１．１２＃∗

对照组(n＝６７)

　妊娠前 １．２５±０．３０ ０．８９±０．２９

　妊娠后 １．３２±０．３１ ０．９２±０．３０

　　注:与对照组比较,＃P＜０．０５;与妊娠前比较,∗P＜０．０５

表２　RSA组是否再次流产患者血清 miRＧ１８４、

miRＧ５１３cＧ５p比较 (x－±s)

Table２　Comparisonofserum miRＧ１８４,miRＧ５１３cＧ５pin

patientswithorwithoutreＧabortioninRSAgroup(x－±s)

组别 例数 miRＧ１８４ miRＧ５１３cＧ５p

再次流产 ３３

　妊娠前 ２．０１±０．６３ １．５２±０．４７

　妊娠后 ６．４２±２．１１∗＃ ４．２５±１．３５∗＃

未再次流产 ３４

　妊娠前 １．８９±０．６２ １．４４±０．４５

　妊娠后 ３．１５±０．９８∗ ２．５２±０．７６∗

　　注:与未再次流产患者比较,＃P＜０．０５;与妊娠前比较,∗P＜０．０５.

２．３血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p相关性分析

对照组血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p相关性无

统计学意义(r＝－０．０２６,P＞０．０５);RSA 组妊娠前、

后血清 miRＧ１８４ 均与 miRＧ５１３cＧ５p 呈显著正相关

(r＝０．８００、０．７５０,P＜０．００１),见图１至图３.
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图１　对照组血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p相关性

Fig．１　Correlationbetweenserum miRＧ１８４and

miRＧ５１３cＧ５pinthecontrolgroup

图２　RSA组妊娠前血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p相关性

Fig．２　Correlationbetweenserum miRＧ１８４and

miRＧ５１３cＧ５ppreＧpregnancyinRSAgroup

图３　RSA组妊娠后血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p相关性

Fig．３　Correlationbetweenserum miRＧ１８４and

miRＧ５１３cＧ５ppostＧpregnancyinRSAgroup

２．４血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达预测 RSA
再发流产的价值及临床效用分析

ROC曲线显示,血清 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p表

达预测RSA再发流产的 ROC曲线下面积(areaunＧ

derthecurve,AUC)为０．９０１,高于单独的血清 miRＧ
１８４(０．７８３)、miRＧ５１３cＧ５p(０．８０７)(Z＝３．８９２、３．４１１,

P＜０．０５),其 预 测 敏 感 度 为 ７８．７９％,特 异 度 为

９４．１２％,见图４.

DCA曲线显示,采用 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p方

案进行预测和干预,在阈概率值０．２~１．０范围内,均
具有正向的临床净获益,见图５.

图４　血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达及联合预测

RSA再发流产的ROC曲线

Fig．４　ROCcurvesforserummiRＧ１８４,miRＧ５１３cＧ５pexpression

andcombinedpredictionofrecurrentabortioninRSA

注:图中“None”代表所有样本均为阴性,全部对象均未干预,净

获益为０;“All”代表所有样本都是阳性,全部对象均接受了干预,净

获益是个斜率为负值的反斜线,“联合”即 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p的

DCA曲线.

图５　血清 miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p表达预

测RSA再发流产的DCA曲线

Fig．５　DCAcurveofserum miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p
expressiontopredictrecurrentabortioninRSA

２．５血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达对 RSA再

发流产风险的影响

以ROC分析获得的cutＧoff值为分界(详见表

３),将患者分为血清 miRＧ１８４高表达与低表达、miRＧ
５１３cＧ５p高表达与低表达亚组,结果显示,妊娠后血

清 miRＧ１８４高表达 RSA 患者再发流产的风险是低

表达患者的７．４０７倍,血清 miRＧ５１３cＧ５p高表达RSA
患者再发流产的风险是低表达患者的 １８．１２５ 倍

(P＜０．０５),见表４.

９９
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表３　血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达及联合预测RSA再发流产的ROC分析结果

Table３　ResultsofROCanalysisofserum miRＧ１８４,miRＧ５１３cＧ５pexpressionand

combinedpredictionofrecurrentabortioninRSA

指标 AUC ９５％CI cutＧoff值 敏感度(％) 特异度(％) P

miRＧ１８４ ０．７８３ ０．６６６~０．８７５ ４．７９ ７２．７３ ７３．５３ ＜０．００１

miRＧ５１３cＧ５p ０．８０７ ０．６９２~０．８９３ ３．８２ ７５．７６ ８５．２９ ＜０．００１

miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p ０．９０１ ０．８０３~０．９６１ ０．４０６ ７８．７９ ９４．１２ ＜０．００１

表４　血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p表达对RSA再发流产风险的影响 [n(％)]

Table４　Effectofserum miRＧ１８４,miRＧ５１３cＧ５pexpressionontheriskofrecurrentabortioninRSA [n(％)]

指标 组别 例数 再次流产 未再次流产 OR(９５％CI) P

miRＧ１８４ 高表达 ３３ ２４(７２．７３) ９(２７．２７) ７．４０７(２．５１４~２１．８２２) ＜０．００１

低表达 ３４ ９(２６．４７) ２５(７３．５３)

miRＧ５１３cＧ５p 高表达 ３０ ２５(８３．３３) ５(１６．６７) １８．１２５(５．２５１~６２．５５７) ＜０．００１

低表达 ３７ ８(２１．６２) ２９(７８．３８)

３讨论

３．１血清 miRＧ１８４表达与复发性流产相关性研

究及临床意义

本研究结果显示,RSA 组妊娠后血清 miRＧ１８４
表达高于妊娠前,提示妊娠可引起血清 miRＧ１８４表

达升高.RSA组妊娠前、妊娠后血清 miRＧ１８４均高

于对照组,提示 miRＧ１８４ 的高表达与 RSA 有关,

RSA患者在妊娠前即存在血清 miRＧ１８４的异常表

达,且发生再次流产患者血清 miRＧ１８４进一步升高,

说明血清 miRＧ１８４还与 RSA 患者再次妊娠后结局

有关.目前已明确,子宫内膜状态与受精卵成功着

床、胚胎发育息息相关[９Ｇ１２].CuiJ等[１３]指出 miRＧ１８４
可降低斯钙素２在子宫内膜上皮细胞中表达,激活

RAS/RAF/MEK/ERK信号通路,从而促进子宫内

膜上皮细胞凋亡,影响子宫内膜容受性与妊娠结局.

IovinoN等[１４]研究发现,miRＧ１８４能通过调控二肽

基肽酶抑制剂受体来控制生殖干细胞分化,通过锌

指转录抑制因子控制胚层的前后组成,通过 G蛋白

耦联受体激酶(GproteinＧcoupledreceptorkinase,

GRK)的运输因子 K１０调控卵子表面的组成,miRＧ

１８４对以上靶基因的调控是卵子发生和早期胚胎发

育所必需的,miRＧ１８４表达异常,可导致靶基因异常

与染色体畸形,从而引起流产.证实 miRＧ１８４与妊娠

活动、胚胎发育及结局有关.妊娠后血清 miRＧ１８４高

表达RSA 患者再发流产的风险是低表达患者的

７．４０７倍,故血清 miRＧ１８４可作为 RSA 及其再次妊

娠结局的一个标志物,为临床诊断 RSA、了解 RSA

发生机制、预防再次流产等提供参考.

３．２血清 miRＧ５１３cＧ５p表达与复发性流产相关

性研究及临床意义

孕酮是维持妊娠的必需物质,但仅在结合子宫

内膜细胞的孕激素受体后才能发生效应[１５Ｇ１７].miRＧ

５１３cＧ５p是近年来新发现的一个微小 RNA 成员,既
往研究[１８]表明,miRＧ５１３cＧ５p可抑制孕激素受体表

达,这可影响孕酮对妊娠的维持效应.本研究结果

显示,RSA组妊娠前、妊娠后血清 miRＧ５１３cＧ５p表达

均高于对照组,提示血清 miRＧ５１３cＧ５p表达与 RSA
有关.尹红等[１９]报道,RSA 患者血清 miRＧ５１３cＧ５p
表达高于正常孕妇,本研究结论与之相似,且其指

出,miRＧ５１３cＧ５p与白介素Ｇ１０基因的３′未翻译区域

之间具有潜在的互补结合位点,与碱基互补结合后,

打破母胎免疫耐受状态,从而诱发流产,可见血清

miRＧ５１３cＧ５p表达诱发RSA的机制可能有影响孕酮

维持妊娠效应、影响母胎免疫耐受等多个方面.在

以上研究基础上,本研究还发现,再次流产与未再次

流产患者妊娠后血清 miRＧ５１３cＧ５p均高于妊娠前,

再次流产患者高于未再次流产患者,血清 miRＧ５１３cＧ

５p高表达RSA患者再发流产的风险是低表达患者

的１８．１２５倍,表明血清 miRＧ５１３cＧ５p表达还与 RSA
再妊娠结局有关.

３．３血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p表达相关性

分析及联合预测价值

本研究结果还发现,对照组血清 miRＧ１８４ 与

miRＧ５１３cＧ５p无相关性,RSA组妊娠前、妊娠后血清

miRＧ１８４均与 miRＧ５１３cＧ５p呈显著正相关,提示在

００１
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RSA患者中血清 miRＧ１８４均与 miRＧ５１３cＧ５p具有

正向调控作用,两者可能在RSA 发病与再妊娠结局

中起到机制上的协同作用.但遗憾的是,当前关于

血清 miRＧ１８４与 miRＧ５１３cＧ５p表达关系在 RSA 中

的研究较少,两者的作用途径仍需后续研究的进一

步证实.单独的血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p预测

RSA再发流产的 AUC 分别为０．７８３、０．８０７,血清

miRＧ１８４＋miRＧ５１３cＧ５p的 AUC为０．９０１,高于单独

的血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p,提示两者联合能提

高预测价值.且绘制DCA曲线显示,血清 miRＧ１８４＋
miRＧ５１３cＧ５p预测 RSA 再发流产具有临床正向获

益,可作为预测RSA再发流产的一个方案.当通过

预测发现患者再发流产风险较高时,可指导临床根据

实际情况转诊、加强随访、进一步完善检查与治疗等,

从而减少再发流产的发生,为临床带来实质的受益.

３．４结论

综上,血清 miRＧ１８４、miRＧ５１３cＧ５p的高表达与

RSA及其再妊娠结局有关,联合检测两者可为再妊

娠结局的预测提供一定参考,从而指导做出进一步

的决策与治疗.
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