
胎盘植入是胎盘绒毛异常侵入子宫肌层的一种产

科并发症，根据胎盘绒毛侵入子宫肌层深度分为：胎盘

粘连（胎盘绒毛黏附于子宫肌层表面），胎盘植入（胎盘

绒毛深入子宫肌壁间未到达子宫浆膜层）以及穿透性胎

盘植入（胎盘绒毛穿过子宫肌层到达或超过子宫浆膜层

甚至侵入膀胱或者其他器官）［1］。胎盘植入是产科最严

重的并发症之一，由于胎盘绒毛异常侵袭，胎盘难以从

子宫分离，导致在尝试分离胎盘的过程中常引起大出

血，大出血又会带来继发感染、多器官功能衰竭、DIC、

失血性休克甚至产妇死亡［2］。胎盘植入的早期诊断有

利于将此类型的危重孕产妇往高级别医院分流，对降低

孕产妇不良结局意义重大。然而，目前胎盘植入的分娩

前诊断主要依靠超声及影像学检查，到目前为止仍然有

1/2~2/3的孕妇被漏诊［3］。为了提高孕产妇预后，寻找胎

盘植入新的生物标志物，了解胎盘植入发生的分子机制

将有助于合并胎盘植入孕产妇的早期诊断与治疗。

近年来的研究发现，lncRNA能在表达遗传调控、

转录及转录后调控等多层面调控基因表达，并与靶基因

构成复杂的调控网络，参与机体的病理生理过程［4-5］，人

类胎盘中发现的具有调节作用的 lncRNA数量也急剧

上升［6-7］。研究表明，许多胎盘lncRNA通过调节滋养细胞
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摘要：目的 探讨 lncRNA在胎盘植入中的表达特征及潜在的ceRNA调控机制。方法 随机选取2017年12月~2018年6月于我

院行剖宫产合并胎盘植入的植入部分胎盘组织与邻近正常胎盘组织各5例，采用基因芯片技术检测组织 lncRNA的表达水平；

植入组与对照组比较，筛选差异表达 lncRNAs；随机选取5个差异表达 lncRNAs进行实时荧光定量PCR检测，验证基因芯片结

果的准确性与可靠性，对差异表达基因进行GO功能聚类分析及KEGG 通路分析；选取芯片扫描与qRT-PCR结果均显示显著差

异的ENST00000511361（RP5-875H18.4）、NR_027457（LINC00221）和NR_126415（FOXP4-AS1）3条 lncRNAs构建ceRNA调

控网络。结果 植入组与对照组比较，筛选出329个差异表达 lncRNAs与179个差异表达mRNAs，实时荧光定量PCR变化趋势

与芯片结果相一致；差异表达mRNAs主要参与TGF-β通路的调控；ceRNA调控网络的构建提示RP5-875H18.4--miRNA-218--

SLIT2在胎盘植入的发生中存在潜在ceRNA调节机制。结论 差异表达 lncRNAs可能通过调控TGF-β通路参与胎盘植入的发

生发展过程，RP5-875H18.4--miRNA-218--SLIT2在胎盘植入的发生中存在潜在ceRNA调节机制，但该结果还需进一步验证。
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Abstract: Objective To investigate the expression profile of long non-coding RNAs (lncRNA) and identify potential
lncRNA-related competing endogenous RNAs (ceRNA) in placenta accrete spectrum disorders (PAS). Methods Five tissue
specimens of placental implantation and 5 adjacent normal placental tissues were collected from cesarean section deliveries
complicated by PAS in our hospital between December, 2017 and June, 2018. Human microarrays were used to identify the
lncRNAs that were differentially expressed in PAS, and 5 of the identified lncRNAs were further validated using qRT-PCR.
GO and KEGG pathway analyses were performed to indentify the most significant enrichment functions. A ceRNA network
was constructed based on ENST00000511361 (RP5-875H18.4), NR_027457 (LINC00221) and NR_126415 (FOXP4-AS1) to
pinpoint the potential lncRNAs-related ceRNA. Results A total of 329 lncRNAs and 179 mRNAs were identified to have
differential expression in PAS. The results of qRT-PCR were consistent with the human microarrays results. Transforming
growth factor-β (TGF-β) signaling pathway was the most significantly enriched pathway. The constructed ceRNA network
suggested that RP5-875H18.4--miRNA-218--SLIT2 had a potential ceRNA regulatory mechanism in PAS. Conclusion The
differentially expressed lncRNAs are involved in the occurrence and progression of PAS possibly by regulating the TGF-β
signaling pathway. The ceRNA network of RP5-875H18.4--miRNA-218--SLIT2 may play a role in the occurrence of PAS.
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分化、增殖与迁移参与了子痫前期［8］、胎儿生长受限［9］、

妊娠期糖尿病［10］、早产［11］、未足月胎膜早破［11］等疾病，有

学者发现 lncRNA MALAT1参与了胎盘植入［12］，但是

lncRNA在胎盘植入中的表达谱特征及调控网络尚未有

完整研究报道。因此，本研究采用 lncRNA芯片技术筛

选胎盘植入患者差异表达 lncRNA，并对相应的

lncRNA进行基因调控网络分析，从而以 lncRNA为切

入点揭示胎盘植入发生的分子机制，为寻找胎盘植入的

早期诊断生物标志物提供新的依据。

1 资料和方法

1.1 研究对象

随机选取2017年12月~2018年6月于我院行剖宫

产合并胎盘植入的患者的植入胎盘组织与邻近的正常

胎盘组织各5例，所有组织标本取样后用PBS缓冲液洗

涤5遍，并于10 min内放入液氮中冷冻，液氮冻存3 h后

转入-80 ℃冰箱中待测。纳入标准：①分娩方式为剖宫

产；②手术诊断为胎盘植入且病理确诊为胎盘植入；③
知情同意。排除标准：①病理诊断不确定胎盘植入；②
胎儿畸形；③患者拒绝。本研究方案通过了本院的伦理

委员会伦理审批，所有患者均签署了知情同意书。

1.2 试剂和仪器

TRIzol试剂（Invitrogen），Rneasy Mini kit RNA提

取试剂盒（Qiagen），人 lncRNA芯片V4.0（Arraystar），

杂交盒（Agilent），单色标记试剂盒（Agilent），基因表达

杂交试剂盒（Agilent），Baseline-ZERO DNase（Epicentre），

引物（英骏生物），-80 ℃超低温冰箱（ThermoFisher），液

氮 罐（ThermoFisher），低 温 离 心 机（Eppnedoff），

G2565BA 微阵列芯片扫描仪（Agilent），NanoDrop

ND-1000紫外可见分光光度计（NanoDrop），ABI7900

荧光定量PCR仪（ABI）。

1.3 RNA的提取和质量检测

将胎盘组织从-80 ℃超低温冰箱中取出，立即放入

装有适量液氮的研钵中迅速研磨成粉末，然后加入

TRIzol 采用一步法提取细胞中的总 RNA，使用

NanoDrop ND-1000评估RNA量和质量，RNA完整性

通过 Agilent 2100 生物分析仪进行评估，随后使用

RNeasyMicro Kit和RNase-Free DNase Set纯化总RNA。

1.4 基因芯片杂交和扫描

本研究采用的是Arraystar公司的人 lncRNA芯片

V4.0，委托上海康成生物工程有限公司进行。芯片能够

检测 40173 个 lncRNAs 和 20730 个蛋白质编码转录

本。将 10个标本制作完成芯片 10张，使用Arraystar

RNA Flash Labeling Kit对样本进行标记，使用Agilent

SureHyb进行杂交实验，然后洗涤芯片，洗涤后的芯片

使用Agilent DNAMicroarray Scanner进行扫描。

1.5 芯片数据的生物信息学分析

应用Agilent Feature Extraction V11.0.1.1软件采

集芯片探针信号值，使用Agilent GeneSpring GXv12.1

软件进行芯片数据均一化处理和差异分析，经过折叠倍

率（fold change，FC）筛选出所有差异表达的 lncRNAs

和mRNAs，筛选标准为倍数变化>1.5，P<0.05。对差异

表达基因进行基因本体论（gene ontology，GO）分析，描

述 差 异 表 达 基 因 的 功 能 属 性 ；KEGG（Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes）分析差异表达基

因的生物学途径；构建编码基因和非编码基因的共表达

网络。

1.6 ceRNA network的构建

根据筛选出的差异表达lncRNAs，应用预测数据库

miRcode匹配出与其相互作用的miRNA，应用miRNA

靶基因预测数据库（miRDB、miRTarBase和TargetScan），

筛选出靶基因。基于上述筛选出的lncRNA，miRNA与

mRNA，采用cytoscape构架并绘制ceRNA调控网络。

1.7 实时荧光定量PCR验证

采用TRIzol试剂提取 lncRNA芯片组织剩余部分

的RNA，进行实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）验证，

然后使用SuperScriptTM III逆转录酶（Invitrogen公司）

生成第一链 cDNAs。qRT-PCR采用ViiA 7 Real-time

PCR系统（Applied Biosystems公司）和 2*PCR master

mix（Arraystar）进行相对表达水平测定，lncRNAs量化

使用2ΔΔCt β-action方法计算。qRT-PCR引物的设计

基于来自NONCODE（http://www.noncode.org）的lncRNA

序列，并在上海英骏生物技术有限公司合成与纯化，引

物序列见表1。

2 结果

2.1 差异表达的lncRNA筛选结果

芯片一共检测了40 173 lncRNAs和20 730 mRNAs。

其中在植入胎盘组织中差异表达的 lncRNAs共有329

个，其中101个 lncRNAs表达上调，228个 lncRNAs表

达下调，差异表达倍率最大的各10个表达上调及表达

下调的 lncRNAs在表2中列出。同时，我们筛选出差异

表达的mRNAs共有179个，其中95个表达上调，84个

表达下调，差异表达倍率最大的各10个表达上调及表

达下调的mRNAs在表3中列出。

2.2 PCR验证结果

随机选取5个差异表达的 lncRNAs用定量PCR对

基因芯片的结果进行验证。结果显示，5条用于PCR验证

的lncRNAs中NR-027457表达上调（P<0.01），NR-023387

表达上调（P<0.05），NR-126415、ENST00000442026和

ENST00000511361 均表达下调（P<0.01，图 1）。qRT-

PCR结果与芯片扫描结果具有很好的一致性，表明芯片
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扫描具有很好的可靠性和可重复性。

2.3 聚类分析

对差异表达基因进行GO功能聚类分析，可以了解

相关基因主要参与的生命过程、细胞成分与分子功能。

表达上调基因主要聚集的生物过程为 multicellular

organismal process（GO:0032501）；主要聚集的细胞成

分为proteinaceous extracellular matrix（GO:0005578）；

主要聚集的分子功能为 receptor binding（GO:0005102）。

表1 qRT-PCR验证的引物序列
Tab.1 Primers designed for qRT-PCR validation of the candidate lncRNAs

Gene name

β

NR_027457

NR_126415

NR_023387

ENST00000442026

ENST00000511361

Primers (5' to 3')

F: 5' GGGAAACTGTGGCGTGAT3'

R: 5' GAGTGGGTGTCGCTGTTGA3'

F: 5' CAGTAACTGTTGGTTGGGATGG 3'

R: 5' GCCACTGAGATTGACAGGCTTA 3'

F: 5' CTTCTGGGTTCGACAGTGGG 3'

R: 5' TTCGGGATTGAGGGTTAGGG 3'

F: 5' TGGAACCAGGCAATGGTGG 3'

R: 5' ACACCCCGATAGGAGGAGTC 3'

F: 5' CAAATTCTCCCTCCCTTCAA 3'

R: 5' TGTCTTCACCTGGTCTCCTCT 3'

F: 5' CAGCCCAAGCTCCTGCTTAAC 3'

R: 5' TTAGAGACGGAAAGGGACAACC 3'

Tm°

60

60

60

60

60

60

Lenth (bp)

299

126

150

83

131

97

Tm: Temperature; Bp: Base pair.

表2 差异表达倍率最大的10组lncRNAs
Tab.2 Top 10 significantly dysregulated lncRNAs in PAS

Seq name

ENST00000602313

NR_026801

GSE61474_TCONS_00008727

T190418

NR_038890

NR_027457

T131415

ENST00000521991

ENST00000607665

NR_026803

T160626

ENST00000549951

T145284

T138116

T255516

T292865

T239943

ENST00000442026

T207150

T238076

Gene Symbol

AF003625.3

FAM74A3

GSE61474_XLOC_001661

G043839

LOC100132781

LINC00221

G030770

RP11-136O12.2

RP11-531A24.7

FAM74A1

G037111

CTD-2311B13.2

G033813

G032345

G058891

G068537

G055244

AC009499.1

G047970

G054648

Fold Chang

3.34

2.47

2.27

2.26

2.17

2.08

2.05

2.04

2.04

2.03

3.87

3.69

3.68

3.49

3.40

3.33

3.31

3.14

3.13

2.85

Lenth

470

1883

442

1114

2138

1752

443

785

437

623

4635

381

1244

4337

603

8328

1192

677

2245

1461

Chr

chrX

chr9

chr1

chr2

chr9

chr14

chr16

chr8

chr8

chr9

chr18

chr14

chr17

chr16

chr3

chr5

chr3

chr2

chr2

chr3

P

0.032

0.023

0.039

0.034

0.049

0.020

0.001

0.011

0.027

0.003

0.004

0.008

0.001

0.006

0.001

0.020

0.008

0.022

0.041

0.010

Regulation

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down
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前10功能聚类在表4中列出，并且我们发现，所有聚类

靠前的基因均为上调基因。

此外，为了解差异表达基因聚集的分子调节通路，

我们还进行了KEGG通路分析。结果显示，上调基因主

要聚集的通路为TGF-beta signaling pathway（ko04350）；

下调基因主要聚集在cAMP signaling pathway（ko04024）。

2.4 ceRNA调控网络构建

为更深入了解差异表达 lncRNA是否通过ceRNA

机制参与了胎盘植入的形成，我们挑选了芯片扫描与

qRT-PCR结果均显示显著差异的ENST00000511361

（RP5-875H18.4）、NR_027457（LINC00221）和 NR_

126415（FOXP4-AS1）3条 lncRNAs进行构建，最终获

得的ceRNA network包含了3条lncRNAs、47条mRNAs

与325个miRNAs（图2）。

3 讨论

lncRNA参与细胞的生命活动，其表达异常与多种疾

病的发生发展相关。既往研究曾报道lncRNA MALAT1

参与胎盘植入的发生［12］，lncRNA通过与miRNA竞争

mRNAs结合位点调节mRNA表达［13］，可能影响胎盘植

入的发生发展，但目前仍未有对胎盘植入 lncRNA表达

特征全面深入的研究。在本研究中，我们发现 lncRNA

和mRNA在植入胎盘组织和正常胎盘组织之间的表达

存在明显差异。在植入部分胎盘组织中，共筛选出329

表3 差异表达倍率最大的10组mRNAs
Tab.3 Top 10 significantly dysregulated mRNAs in PAS

Seq name

NM_001010847

NM_207328

NM_005708

NM_003802

NM_153362

NM_001031702

NM_003283

NM_000358

NM_001362

NM_021223

NM_018712

NM_033132

NM_007053

NM_014465

NM_170776

NM_001199867

NM_153038

NM_017413

NM_173493

NM_001114598

Gene symbol

LRRC38

GPAT2

GPC6

MYH13

PRSS35

SEMA5B

TNNT1

TGFBI

DIO3

MYL7

ELMOD1

ZIC5

CD160

SULT1B1

ADGRG3

MARK4

CCDC140

APLN

PASD1

ASPDH

Fold chang

3.14

2.69

2.52

2.35

2.26

2.13

1.98

1.98

1.98

1.98

3.04

2.80

2.43

2.15

2.12

2.10

2.08

2.08

2.03

2.02

Lenth

1926

2840

7114

5992

2527

4793

1259

2805

2120

619

3006

4607

1633

1320

2676

5163

1699

3238

3250

1061

Chr

chr1

chr2

chr13

chr17

chr6

chr3

chr19

chr5

chr14

chr7

chr11

chr13

chr1

chr4

chr16

chr19

chr2

chrX

chrX

chr19

P

0.003

0.044

0.024

0.001

0.048

0.045

0.021

0.047

0.008

0.039

0.002

0.048

0.029

0.003

0.001

0.045

0.004

0.018

0.050

0.012

Regulation

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

0.005

0.004
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图1 实时定量PCR验证基因芯片结果
Fig.1 Validation of the microarray data by quantitative RT-PCR.
The relative expression levels of 5 dysregulated lncRNAs in
invasive placenta are compared with those in adjacent normal
placental specimens. NR_027457 and NR_023387 are up-regulated
lncRNAs, and NR_126415, ENST00000442026 and ENST00000511361
are down-regulated lncRNAs. Data are presented as Mean±SD.
*P<0.05, **P<0.01 by paired Mann-Whitney U test.
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个差异表达 lncRNAs（101个上调，228个下调，倍数变

化>1.5，P<0.05）和179个差异表达mRNA（95个上调，

84个下调，倍数变化>1.5，P<0.05），表明 lncRNAs可能

在胎盘植入的形成过程中发挥了重要作用。为了验证

表4 前10功能聚类
Tab.4 The top 10 enriched functions

GO.ID

GO:0005578

GO:0031012

GO:0044420

GO:0032501

GO:0005604

GO:0044421

GO:0019932

GO:0007275

GO:0005102

GO:0006936

Term

Proteinaceous extracellular matrix

Extracellular matrix

Extracellular matrix component

Multicellular organismal process

Basement membrane

Extracellular region part

Second-messenger-mediated signaling

Multicellular organism development

Receptor binding

Muscle contraction

Ontology

CC

CC

CC

BP

CC

CC

BP

BP

MF

BP

Enrichment.Score

8.88

8.28

5.85

5.74

5.33

5.13

4.93

4.81

4.51

4.36

P

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.00

BP: Biological process; CC: Cellular component; MF: Molecular function.

图2 基于lncRNA/miRNA/mRNA间的相互作用的ceRNA调控网络
Fig.2 The ceRNA network constructed based on lncRNA/miRNA/mRNA interactions. The lncRNAs are indicated
by green circles, miRNAs by red circles, and mRNAs by blue circles.
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我们的基因芯片结果的可靠性和可重复性，随机选取了

2个上调的和3个下调的 lncRNA在 5对标本中进行实

时荧光定量PCR检测，qRT-PCR的结果与芯片扫描结

果是一致的，表明芯片扫描结果具有很好的可靠性。

我们对差异表达基因进行GO功能聚类分析显示，

所有失调基因的前三个功能都富集在蛋白质细胞外基

质、细胞外基质（ECM）和细胞外基质成分。在生物学

中，ECM是由细胞合成并分泌到胞外、分布在细胞表面

或细胞之间的大分子，其支持并连接组织结构、调节组

织的发生和细胞的生理活动，其主要组成包括胶原蛋

白、弹性蛋白、蛋白多糖和糖蛋白等［14］。在既往的研究

中已发现 ECM 与胎盘和滋养细胞的侵袭相关，如

Haimov-Kochman等［15］发现一种名叫酸乙酰肝素蛋白

多糖的ECM成分，在胎盘和蜕膜中富集，它们的降解可

以促进胎盘和滋养细胞的侵袭。Borbely等［16］研究表

明，一些ECM组分如decorin和biglycan是富含亮氨酸

的蛋白多糖家族的成员，它们与胎盘侵袭性疾病相关。

因此，ECM可能在胎盘植入过程中发挥重要作用。然

而，既往研究中尚未发现多细胞生物体过程和胎盘基底

板与胎盘植入、滋养细胞侵袭的关系，本研究中GO功

能分析结果表明，多细胞生物体过程和胎盘基底板与胎

盘植入的发生密切相关。Kuo等［17］研究报道，胎盘基底

板中超过80%为ECM蛋白组成的基底膜蛋白，而对于

有效的细胞滋养层侵袭是必不可少的，我们推测胎盘基

底板通过基底膜蛋白影响胎盘植入的发生。而关于多

细胞生物体过程与胎盘和滋养细胞侵袭的研究国内外

尚未有相关报道，其作用机制有待于我们进一步研究。

本研究中，KEGG 通路分析的结果与GO功能聚类

分析的结果是一致的，DEmRNA的KEGG通路分析显

示，6种上调的通路和11种下调的通路共同参与胎盘植

入的发生发展，对于上调的mRNA，最主要聚集的通路

为TGF-β通路。目前的研究发现，TGF-β通路调节许多

细胞过程，包括上皮间质转化（EMT）［18-20］、ECM再生和

胎盘形成［21］。虽然尚缺乏关于lncRNA调控胎盘植入发

生发展的研究报道，但基于本研究提供的线索，差异表

达lncRNA可能通过调控TGF-β通路，调节ECM再生和

胎盘形成，从而促进胎盘植入的发生发展。

越来越多的研究发现，ceRNA在许多生物过程中

起着关键作用，尤其是癌细胞的增殖、迁移和侵袭［22-24］，至

今已经发现超过10 000个 lncRNA作为潜在的ceRNA

起作用［25］。本研究挑选了芯片扫描与qRT-PCR结果均显

示显著差异的 ENST00000511361（RP5- 875H18.4）、

NR_027457（LINC00221）和NR_126415（FOXP4-AS1）

3 条 lncRNAs 进行构建，成功构建了基于 lncRNA/

miRNA/mRNA间的相互作用的ceRNA调控网络，与正

常胎盘组织相比，通过基因芯片检测和qRT-PCR证实

RP5-875H18.4（lncRNA-ENST00000511361）在胎盘植

入中表达降低，RP5-875H18.4（lncRNA-ENST00000511361）

作为表达下调的第 top26的 lncRNA，起到上调SLIT2

的作用。既往的研究已表明，SLIT2受miRNA-218调节，

miRNA-218是RP5-875H18.4和SLIT2共有的miRNA

之一［26］，SLIT2/ROBO信号调节滋养细胞分化［27］、血管

再生［28-29］和侵袭过程［27-28］，并在糖尿病［30］、子痫前期［29］、异

位妊娠［28］和先兆流产［27］中起着重要作用。因此我们推

测RP5-875H18.4-miRNA-218-SLIT2在胎盘植入的发

生中存在潜在ceRNA调节机制，该ceRNA网络中的所

有RNA都有可能成为胎盘植入诊断的生物标志物，其

在胎盘植入过程中的潜在作用需要在将来研究中进一

步验证。

综上所述，本研究找到的差异表达 lncRNAs 和

mRNAs 可能参与了胎盘植入的发生，差异表达

lncRNAs可能通过调控TGF-β通路，调节ECM的生成

与胎盘的形成，进而参与胎盘植入的发生。此外，我们

还构建的差异表达lncRNA相关的ceRNA调控网络，其

中RP5-875H18.4--miRNA-218--SLIT2可能在胎盘植

入的发生中存在潜在ceRNA调节机制，它们可以作为

分娩前诊断胎盘植入潜在的生物标志物。
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