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子痫前期胎盘组织中 miR-574的表达及其在子痫前期发病机制中的意义

杨 颖 1，朱艳菊 2，郭艳苓 1　（1. 承德市妇幼保健院/承德市儿童医院产科，河北 承德 067000；2. 承德医学院附属医院产科，

河北 承德 067000）

［摘 要］　目的　探讨微小RNA-574（miR-574）在子痫前期（PE）孕妇胎盘组织中的表达及其在子痫前期发病机制中的意义。

方法　收集 2021年 3月至 2023年 6月承德市妇幼保健院产科收治的 35例PE孕妇（PE组）和 20例正常孕妇（正常组）的胎盘组织标

本，采用 qRT-PCR检测miR-574在不同胎盘组织中的表达。体外培养滋养细胞HTR8/Svneo，分为过表达组、抑制组、对照组，分别转

染miR-574 mimics、miR-574 inhibitor、miR-NC。采用CCK-8实验检测各组细胞增殖能力；流式细胞术检测各组细胞凋亡率；Transwell
小室实验检测各组细胞侵袭能力；Western blot 检测各组细胞 EMT 相关蛋白表达。结果　与正常组比较，PE 组孕妇胎盘组织中

miR-574表达明显升高（P<0. 05），并且重度 PE孕妇的 miR-574表达明显高于轻度PE孕妇（P<0. 05）。与对照组比较，过表达组细胞

miR-574表达升高（P<0. 05），增殖能力下降（P<0. 05），凋亡率升高（P<0. 05），侵袭细胞数减少（P<0. 05），E-cadherin 蛋白表达升高

（P<0. 05），MMP9 和 N-cadherin 蛋白表达降低（P<0. 05）。与对照组比较，抑制组细胞 miR-574 表达降低（P<0. 05），增殖能力升高

（P<0. 05），凋亡率下降（P<0. 05），侵袭细胞数增多（P<0. 05），E-cadherin蛋白表达降低（P<0. 05），MMP9和N-cadherin蛋白表达升高

（P<0. 05）。结论　PE患者胎盘组织中miR-574表达增高，其能够通过影响滋养细胞增殖、凋亡、侵袭及EMT参与PE的发病过程。
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Expression of miR-574 in placental tissue of preeclampsia and its significance in the pathogenesis of preeclampsia
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Abstract: Objective　 To investigate the expression of microRNA-574 （miR-574） in placental tissue of pregnant women with 
preeclampsia （PE） and its significance in the pathogenesis of preeclampsia.  Methods　The placental tissue samples of 35 PE pregnant 
women （the PE group） and 20 normal pregnant women （the normal group） admitted to the Department of Obstetrics in Chengde Maternal 
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and Child Health Care Hospital from March 2021 to June 2023 were collected，and the expression of miR-574 in the different placental 
tissues was detected by qRT-PCR.  The trophoblast cells HTR8/Svneo were cultured in vitro and divided into the overexpression group，
inhibition group and control group，which were transfected with miR-574 mimics，miR-574 inhibitor and miR-NC，respectively.  The cell 
proliferation ability of each group was detected by CCK-8 assay；The cell apoptosis rate of each group was detected by flow cytometry；The 
cell invasion ability of each group was detected by transwell chamber experiment；The expression of EMT related proteins of cells in each 
group was detected by western blot. Results　Compared with the normal group，the miR-574 expression of placental tissue in the PE group 
was significantly increased （P<0. 05），and the expression of miR-574 in pregnant women with severe PE was significantly higher than that in 
pregnant women with mild PE （P<0. 05）.  Compared with the control group，the expression of miR-574 of cells increased （P<0. 05），the cell 
proliferation ability decreased （P<0. 05），the cell apoptosis rate increased （P<0. 05），the number of invasive cells reduced （P<0. 05），the 
expression of E-cadherin protein increased （P<0. 05），and the expression of MMP9 and N-cadherin proteins decreased in the overexpression 
group （P<0. 05）.  Compared with the control group，the expression of miR-574 of cells decreased （P<0. 05），the cell proliferation ability 
increased （P<0. 05），the cell apoptosis rate reduced （P<0. 05），the number of invasive cells increased （P<0. 05），the expression of 
E-cadherin protein decreased （P<0. 05），and the expression of MMP9 and N-cadherin proteins increased in the inhibition group （P<0. 05）.
Conclusion　The expression of miR-574 in the placental tissue of PE patients is increased，and it can participate in the pathogenesis of PE 
by influencing proliferation，apoptosis，invasion and EMT of trophoblast cell.

Keywords: miRNA-574； preeclampsia； cell biological function； epithelial mesenchymal transition

子痫前期（preeclampsia,PE）是妊娠期特有的疾

病，以妊娠 20周后孕妇血压升高和蛋白尿为特征。迄

今为止，PE仍然是世界范围内围生儿和孕产妇死亡的

主要原因。尽管近年来世界各国在治疗 PE方面做出

了较大的努力，但仍未取得令人满意的进展[1]。既往

研究表明，滋养细胞增殖、侵袭等细胞功能障碍是 PE
发病的关键[2]，但目前调控滋养细胞生物学行为的潜

在调节机制尚不清楚。

微小 RNA（microRNA,miRNA）是一类非编码小分

子RNA。研究发现，越来越多的miRNAs在PE患者胎

盘和血浆中存在差异表达，其可能通过影响滋养细胞

的增殖、凋亡和侵袭等生物学行为参与 PE 的发病过

程[3-4]。miR-574是miRNAs家族成员之一，其在调控肿

瘤细胞增殖、凋亡、侵袭等生物学行为方面起着重要

作用[5-6]。马晓晋等[7]发现，PE 患者血清 miR-574 水平

明显升高，其是影响 PE发生的独立危险因素。然而，

miR-574在 PE发病机制中的作用尚不清楚。因此，本

研究以人胎盘组织及滋养细胞为研究对象，探讨

miR-574在 PE孕妇胎盘组织中的表达变化，进一步探

讨其对滋养细胞增殖、凋亡、侵袭等生物学行为的

影响。

1　材料与方法

1. 1　临床标本

收集 2021 年 3 月至 2023 年 6 月承德市妇幼保健

院产科收治的 35例行剖宫产分娩的PE孕妇的胎盘组

织作为PE组（轻度PE有 20例，重度PE有 15例），另选

择同期 20例行剖宫产分娩的正常孕妇的胎盘组织作

为正常组。2组均于胎盘娩出后 5 min内，于近脐带根

部的胎盘母体面取得约 1 cm3胎盘组织 3块，取材时注

意避开钙化、出血及机化组织区，取材后生理盐水冲

洗，迅速置于液氮速冻，-80 ℃保存备用。PE 组纳入

标准：①符合中华医学会妇产科学分会发布的《妊娠

期高血压疾病诊治指南（2020）》中 PE 的诊断标准；

②首次妊娠，且为单胎；③无其他妊娠并发症；④无心

脏病、糖尿病、甲亢、甲减、原发性高血压、肾病等合并

症。排除标准：①胎儿畸形；②有流产史；③孕期有吸

烟、饮酒史。2 组孕妇年龄、分娩孕周、妊娠前 BMI 等
资料比较，差异无统计学意义（P>0. 05）。本研究经承

德市妇幼保健院伦理委员会批准（伦理批号：伦审

2023013），孕妇均对本研究知情同意。

1. 2　细胞与主要试剂

滋养细胞 HTR8/Svneo 购自美国 ATCC。总 RNA
提取试剂盒购自北京索莱宝公司；miR-574和U6引物

购自上海生工生物工程公司；RPMI 1640培养基、胎牛

血清购自美国 Sigma公司；LipofectamineTM2000购自美

国 Invitrogen 公司；miR-574 mimics、miR-574 inhibitor、
miR-NC购自上海吉玛制药公司；PrimeScriptTM RT Master 
Mix逆转录试剂盒、Green® PrimeScript™ RT-PCR Kit试
剂盒购自日本TaKaRa公司；Mgtrigel基质胶、细胞凋亡

检测试剂盒购自美国BD公司；Transwell小室（8. 0 µm
孔径）购自美国 Corning 公司；CCK-8 试剂盒购自上海

碧云天生物公司；兔抗人 E-cadherin 抗体、兔抗人

MMP9 抗体、兔抗人 N-cadherin 抗体、兔抗人 GAPDH
抗体购自美国 Santa Cruz 公司；辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔二抗 IgG购自武汉博士德公司。

1. 3　细胞培养及分组

将 HTR8/Svneo 细胞置于含 10% 胎牛血清 RPMI 
1640 培 养 基 中 培 养 ，培 养 箱 条 件 设 置 为 37 ℃ 、

5%CO2、相对湿度 98%。取生长状态良好的对数生长
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期HTR8/Svneo细胞接种于 6孔细胞培养板，细胞分为

过表达组、抑制组、对照组，按照 LipofectamineTM2000
试剂盒说明书操作分别转染miR-574 mimics、miR-574 
inhibitor、miR-NC，6 h后更换培养基为新鲜培养基，转

染后24 h进行qRT-PCR检测，确定转染效率。

1. 4　qRT-PCR检测miR-574表达

取胎盘组织及 HTR8/Svneo 细胞，加入 1 mL 总

RNA 提取试剂提取胎盘组织及 HTR8/Svneo 细胞总

RNA，取 2 µg 总 RNA，使用 PrimeScript ™ RT Master 
Mix 逆转录合成 cDNA。取 2 µL cDNA 作为模板，加

入 miR-574 及内参 U6 引物，按照 Green® PrimeScript™ 
RT-PCR Kit 试剂盒说明书操作进行 PCR 扩增反应。

反应条件：95 ℃ 4 min；95 ℃ 45 s、60℃ 30 s，40 个循

环。miR-574 正向引物序列：5'-GTGTGGGTGTGTGC 
ATGA-3'，反向引物序列：5'-GCCTTGGGGGTGAAGG 
TC-3'；U6 正 向 引 物 序 列 ：5'-CTCGCTTCGGCAGCA 
CA-3'，反向引物序列：5'-AACGCTTCACGAATTTGC 
GT-3'。采用2-△△Ct法计算miR-574表达水平。

1. 5　CCK-8检测细胞增殖能力

收集各组 HTR8/Svneo细胞，以 2×103个/孔的密度

接种于 96孔板中，每组设 3个复孔。于细胞培养箱内

培养 24、48、72 h 时，吸除培养基，向每孔分别加入含

有 10 µL CCK-8 试剂的新鲜培养基 100 µL，细胞培养

箱中继续孵育 2 h 后，酶标仪测定 450 nm 波长处各孔

光密度（optical density，OD）值。

1. 6　流式细胞术检测细胞凋亡情况

收集各组HTR8/Svneo细胞，用Binding buffer重悬

细胞。取 100 µL 悬液至流式管内，分别加入 5 µL PI
及 10 µL Annexin V-FITC，避光下轻晃摇匀，上流式细

胞仪检测。

1. 7　Transwell小室实验检测细胞侵袭能力

收集各组HTR8/Svneo细胞，以无血清培养基重悬

细胞，取含 1×103个细胞的细胞悬液加入 Transwell 小
室（基质胶包被）上室，下室加入 500 µL含 10%胎牛血

清的完全培养基，继续培养 24 h 后取出小室，棉签轻

擦小室上室未穿膜的细胞，4% 多聚甲醛固定细胞

5 min，结晶紫染色，光学显微镜下随机取 5 个高倍视

野，计数穿膜细胞数。

1. 8　Western blot 检测上皮-间充质转化（epithelial 
mesenchymal transition，EMT）相关蛋白表达

收集各组 HTR8/Svneo 细胞，RIPA 裂解液裂解细

胞，离心法提取细胞总蛋白，每个样品取 20 µg，进行

10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白，然后电转至 PVDF 膜，

5% 脱脂奶粉 4 ℃封闭 2 h 后，加入兔抗人 E-cadherin、
兔抗人 MMP9、兔抗人 N-cadherin 和兔抗人 GAPDH 一

抗，4 ℃孵育过夜，次日加入羊抗兔二抗 IgG，ECL发光

显影，Quality One软件分析条带灰度值。

1. 9　统计学方法

使用 SPSS 21. 0 软件进行数据统计学分析，计量

资料以均数±标准差（x̄±s）表示，采用单因素方差分析，

两两比较采用 LSD-t检验。P<0. 05表示差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　胎盘组织中miR-574表达

与正常组比较，PE组胎盘组织中miR-574表达明

显升高（P<0. 05），并且重度PE患者的miR-574表达明

显高于轻度PE患者（P<0. 05），见图1。

2. 2　各组HTR8/Svneo细胞中miR-574表达

与对照组比较，过表达组细胞中 miR-574 表达升

高（P<0. 05），抑 制 组 细 胞 中 miR-574 表 达 降 低

（P<0. 05），见图2。

2. 3　各组HTR8/Svneo细胞增殖能力

与对照组比较，过表达组细胞不同时间点 OD 值

均下降（P<0. 05）；抑制组细胞不同时间点 OD 值均高

于对照组和过表达组（P<0. 05），见表1。
2. 4　各组HTR8/Svneo细胞凋亡率

过表达组细胞凋亡率明显高于对照组（P<0. 05）；

抑 制 组 细 胞 凋 亡 率 明 显 低 于 对 照 组（P<0. 05），

见图3。

a：正常组和 PE 组 miR-574 表达；b：轻度 PE 和重度 PE 患者

miR-574 表达   *：与正常组比较，P<0.05；#：与轻度 PE 组比较，
P<0.05

图1　qRT-PCR检测胎盘组织中miR-574表达

*：与对照组比较，P<0.05
图2　qRT-PCR检测各组细胞中miR-574表达
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2. 5　各组HTR8/Svneo细胞侵袭能力

与对照组比较，过表达组侵袭穿膜细胞数减少

（P<0. 05），抑制组侵袭穿膜细胞数增多（P<0. 05），

见图4。
2. 6　各组HTR8/Svneo细胞EMT相关蛋白表达

与对照组比较，过表达组细胞 E-cadherin 蛋白表

达升高（P<0. 05），MMP9 和 N-cadherin 蛋白表达降低

（P<0. 05）；与对照组和过表达组比较，抑制组细胞

E-cadherin 蛋 白 表 达 降 低（P<0. 05），MMP9 和

N-cadherin蛋白表达升高（P<0. 05），见图5、表2。

3　讨论

PE是围产期母婴死亡的主要原因之一，全球范围

内 PE 的发病率为 2%~8%，其病理生理变化主要发生

在妊娠早期，主要发作于妊娠 20周后，表现为高血压、

蛋白尿和水肿，严重时可观察到全身抽搐和多器官功

能障碍[8]。胎盘是促进母亲和胎儿之间物质交换的独

特器官，对胚胎和胎儿的发育至关重要。在受精卵植

入的初始阶段，滋养细胞侵入子宫内膜，帮助重塑绒

毛间隙的螺旋小动脉，使血管直径增加，血流阻力降

低，确保足够的血液流动以满足胎儿胎盘的需求[9]。
目前普遍认为，PE的发病机制与滋养细胞增殖、凋亡

和侵袭等细胞功能障碍有关[2]。在PE中，异常滋养细胞

侵袭减少，螺旋动脉重塑缺陷，导致胎盘灌注减少，从而

造成胎盘缺血缺氧和一系列并发症[10]。因此，积极探索

影响滋养细胞功能的机制，对于PE的治疗有重要意义。

研究发现，miRNA在调控滋养细胞的生物学功能

方面发挥关键作用，并参与PE的发病[11]。相关研究显

示，miR-548c-5p 在 PE 患者血清外泌体和胎盘单核细

*：与对照组比较，P<0.05
图4　Transwell检测各组细胞侵袭能力（×200）

图5　Western blot检测各组细胞EMT相关蛋白表达

表2　各组HTR8/Svneo细胞EMT相关蛋白表达比较（x̄±s）

组别

对照组

过表达组

抑制组

F

t

MMP9
0. 76±0. 10
0. 29±0. 08*

1. 46±0. 13*#

93. 682
<0. 001

E-cadherin
0. 43±0. 07
0. 98±0. 11*

0. 22±0. 06*#

67. 304
<0. 001

N-cadherin
0. 47±0. 07
0. 11±0. 05*

0. 72±0. 10*#

48. 641
<0. 001

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与过表达组比较，P<0. 05

表1　各组HTR8/Svneo细胞不同时间点OD值比较（x̄±s）
组别

对照组

过表达组

抑制组

F
P

24 h
0. 40±0. 06
0. 21±0. 02*

0. 59±0. 08*#

31. 242
<0. 001

48 h
0. 74±0. 08
0. 39±0. 04*

0. 97±0. 10*#

42. 650
<0. 001

72 h
1. 09±0. 11
0. 61±0. 09*

1. 77±0. 18*#

58. 133
<0. 001

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与过表达组比较，P<0. 05

*：与对照组比较，P<0.05
图3　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况
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胞中明显下调，在 PE中起抗炎作用[12]。Liu等[13]发现，

PE 患者的胎盘组织中 miR-200b-3p表达增加，并且过

表达 miR-200b-3p 抑制了滋养细胞增殖和迁移，并促

进其凋亡。目前发现许多 miRNAs 通过不同的作用、

不同的分子通路参与 PE 的发病，但目前尚未发现在

PE 的发病中起关键作用的 miRNAs。miR-574 是近年

来发现的 miRNAs 家族成员之一，其在多种恶性肿瘤

中通过不同的分子通路调控癌细胞增殖、凋亡和侵袭

等肿瘤生物学行为[5-6]。Lip 等[14]研究发现，早发型 PE
孕妇和健康孕妇外周血中有26个差异表达的miRNAs，
miR-574 是其中表达差异较大的 3 个 miRNAs 之一。

马晓晋等[7]研究也显示，PE 患者血清 miR-574 水平较

健康孕妇明显升高。因此，推测miR-574可能在PE的

发病中发挥重要作用，但其在PE发病中的作用机制尚

不完全清楚。

本研究通过检测 PE 患者胎盘组织中 miR-574 表

达发现，PE患者胎盘组织中miR-574表达明显高于正

常人群，并且重度PE患者的miR-574表达明显高于轻

度PE患者。miR-574在PE患者及不同程度的PE患者

胎盘中的表达差异进一步提示 miR-574 可能在 PE 发

病中发挥着重要作用。目前，miR-574 是否通过影响

滋养细胞增殖、凋亡和侵袭等细胞功能参与PE发病尚

不清楚。为了明确 miR-574 在 PE 发病中的具体作用

机制，本研究过表达或者下调 HTR8/Svneo 细胞中

miR-574 的表达水平，结果显示过表达组滋养细胞增

殖能力下降，凋亡率升高，侵袭细胞数减少；抑制组滋

养细胞增殖能力升高，凋亡率下降，侵袭细胞数增多。

表明 miR-574 能够通过影响滋养细胞增殖、凋亡和侵

袭等细胞功能参与PE发病。

EMT是一个生理过程，其赋予上皮细胞侵袭和迁

移的潜力，使其成为具有间充质细胞形态和特性的细

胞。近年来滋养细胞EMT受损在PE发生中的作用受

到关注[15]。滋养细胞EMT失调会引起侵袭缺陷、螺旋

动脉重塑缺陷、胎盘灌注不足，从而导致PE的发生[16]。
本研究通过 Western blot 检测 EMT 相关蛋白表达发

现，过表达组细胞 E-cadherin 蛋白表达升高，MMP9和

N-cadherin蛋白表达降低；抑制组E-cadherin蛋白表达

降低，MMP9 和 N-cadherin 蛋白表达升高，提示上调

miR-574表达能抑制滋养细胞EMT，下调miR-574表达

能增强滋养细胞EMT。
综上，PE 患者胎盘组织中 miR-574 表达增高，其

能够通过影响滋养细胞增殖、凋亡、侵袭及 EMT 参与

PE的发病过程。但本研究仅在体外实验进行验证，后

续将开展动物体内实验深入研究。
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