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研究报告 

早期停育胚胎的滋养层细胞相关基因与特征分析 

张悦 1，冯颖 2，马芳 1,3 
1. 四川大学华西第二医院教育部“妇儿疾病与出生缺陷”重点实验室，成都 610041 
2. 四川大学华西基础医学与法医学院，成都 610041 
3. 四川大学华西第二医院妇产科，成都 610041 

摘要: 滋养层细胞对维持正常胚胎植入、生长发育有重要作用。研究停育胚胎的滋养层细胞的基因表达差异有

助于了解胚胎发育停止或不良妊娠结局的发生发展机制。本研究通过对 26 例正常妊娠、胚胎停育妇女的绒毛

组织进行全转录组测序和初步生物信息学分析，发现胚胎停育组存在 436 个差异基因，其中 406 个 mRNA 为

显著上调基因，32 个 mRNA 为显著下调基因。基因富集分析显示这些基因显著富集于免疫相关功能、细胞间

黏附等方面，如淋巴细胞激活、髓系细胞激活、细胞外基质及胶原连接等，其潜在调控通路富集到补体及凝血

级联反应和细胞外基质降解等条目。此外，本研究利用 WGCNA 共表达分析得到和差异基因存在共表达关系

的 lncRNA。根据模块功能不同，绘制了两个网络图，可得 4 个关键基因，分别为 VSIG4、C1QC、CD36 和 SPP1。

本研究得到的这些差异基因可作为对胚胎停育具有潜在影响的关键分子，所富集到的条目可为深入了解胚胎发

育停止或不良妊娠结局的病因及机制提供理论依据及方向。 
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Abstract: Trophoblast cells play essential roles in the maintenance of normal embryo implantation, growth and 

development. The study of abnormal gene changes in trophoblastic cells from arrested embryos is helpful to understand the 

developmental mechanism of embryo developmental cessation or adverse pregnancy outcomes. In this study, we sequenced 

and analyzed the transcriptomes of the villi from ten women who have undergone abortion with either normal pregnancy or 
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embryo development cessation. We found that there were 436 differentially expressed genes, of which 406 mRNA were 

significantly up-regulated and 32 mRNA were significantly down-regulated. Gene enrichment analysis showed that these 

genes were significantly enriched in immune-related functions and intercellular adhesion, such as lymphocyte activation, 

myeloid cell activation, extracellular matrix and collagen junction. And their potential regulatory pathways were enriched in 

terms of complement and coagulation cascade, extracellular matrix degradation. In addition, in this study the co-expression 

analysis of WGCNA was used to obtain the lncRNA with co-expression relationship with the differential genes. According 

to the different functions of the modules, two network diagrams were drawn, and four key genes were obtained, namely 

VSIG4, C1QC, CD36 and SPP1. These differential genes obtained in this study can be used as key molecules with potential 

effects on embryo development cessation. The enriched entries can provide a theoretical basis and new direction for further 

understanding of the etiology and mechanism of embryo development cessation or adverse pregnancy outcomes. 

Keywords: trophoblast; RNA-seq; enrichment analysis; genetic traits 

早期绒毛组织的细胞构成主要指滋养层细胞

(trophoblast)[1]。根据细胞功能及形态的特点，滋养

层细胞可分为细胞滋养层、合体滋养层和绒毛外滋

养层细胞。其中，细胞滋养层分化为合体滋养层参

与营养、分泌、代谢等功能[2]，而绒毛外滋养层细

胞主要参与迁移、侵袭作用入侵子宫内膜及血管，

建立母胎循环及启动血管重塑[3]。绒毛滋养层细胞

作为直接和母体子宫内膜接触的细胞，目前认为对

维持胚胎正常发育有 3 大功能：侵袭迁移功能、内

分泌功能(包括自分泌及旁分泌)及免疫调节功能。绒

毛外滋养层细胞通过分泌黏附因子(整合素、钙黏素、

选择素及免疫球蛋白超家族[4])对子宫内膜上皮细胞

进行识别及黏附，并通过分泌水解酶(基质金属蛋白

酶、纤维蛋白酶等)降解植入部位的细胞外基质进行

迁移、浸润，以完成正常的胚胎植入。其中，整合

素家族和子宫内膜容受性密切相关，整合素 αvβ3 表

达不足会降低子宫内膜容受性，导致胚胎着床能力

低下，引起流产或胚胎发育迟滞[5]。而过高的水解

酶会导致滋养层细胞过度浸润，引起妊娠期高血压、

侵入性胎盘疾病等病理妊娠[6]。滋养层细胞还通过

分泌细胞因子(如表皮生长因子 EGF[7]、转化生长因

子 TGF[8]及集落刺激因子 CSF-1[9]等)调节自身增殖

分化、能量代谢及侵袭功能等。其中，EGF 表达异

常可能造成滋养层细胞侵袭不足、胎盘血管重铸障

碍，最终引起流产[7]。TGF 的表达不足影响滋养层

细胞分化，造成胎盘发育不良[8]。此外，滋养层细

胞可分泌激素(人绒毛膜促性腺激素 hCG、孕酮等)
维持早期胚胎发育及妊娠。hCG 能维持及促进母体 

卵巢分泌雌、孕激素，并作为早孕时判断胚胎发育

停止的指标之一。因此，绒毛滋养层细胞对胚胎植

入、发育及胎盘生长、妊娠结局等均有重要影响，

而绒毛滋养层细胞的异常形态及功能障碍往往提示

胚胎停育或不良妊娠结局。据报道[9]，普通光学显

微镜下观察可发现停育胚胎的绒毛组织形态异常，

出现绒毛间质水肿，合体滋养层核固缩等病理改变。

经凋亡小体检测发现，停育胚胎的绒毛滋养层细胞

中细胞凋亡数目明显增多[10]。考虑到目前胚胎停育

的病因复杂，且部分患者未能找到病因，深入研究

异常滋养层细胞变化能在一定程度上对胚胎停育及

不良妊娠结局做出解释。本研究借助全转录组测序

技术，对停育胚胎的绒毛组织进行大规模的基因筛

选及挖掘，寻找异常变化的基因，预测其变化对滋养

层细胞生物学功能的潜在影响，为临床上不明原因

性胚胎停育的病因及分子生物学机制做出一定解释。 

1  材料与方法 

1.1  样本收集及制备 

26 例患者的绒毛组织均来自华西第二医院门诊

手术室，其中 10 例用于转录组测序，其中 5 例为无

生育要求进行人工流产的患者(对照组)，5 例患者为

经 B 超检测确诊胚胎停育进行清宫术的患者(胚胎

停育组)。剩余 16 例用于验证测序结果，其中 9 例

为无生育要求进行人工流产的患者(对照组)，7 例患

者为经 B 超检测确诊胚胎停育进行清宫术的患者
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(胚胎停育组)。两组别中对照组患者平均年龄 29.2
岁，孕周 46.4 d，胚胎停育组患者平均年龄 30.6 岁，

孕周 60.2 d，患者临床信息(参与转录组测序的临床

样本)见表 1。患者术后的绒毛组织立即置于 4℃冰

盒中防止 RNA 降解。加入 10%中性福尔马林固定

12 h，依次通过 50%酒精、70%酒精梯度脱水，进行

石蜡包埋。所有的总 RNA 提取、逆转录、扩增、文

库构建由南京极光基因科技有限公司完成。本研究

通过了四川大学华西第二医院伦理委员会的审查，

参与研究的所有患者均签署了知情同意书。 

1.1  样本收集及测序 

以 Trizol 法提取总 RNA，每个样本取 3 μg 的总

RNA 作为起始量构建文库，使用试剂盒 Ribo-ZeroTM 
GoldKits (北京 New England Biolabs 公司)去除样品

中的 rRNA，并在两端添加测序引物结合位点，在

Illumina HiSeq2000 平台上进行测序。测序结束后，

通过去除低质量序列，去接头污染，去除 rRNA 后

得到高质量序列(clean reads)，后续分析基于高质量

序列。采取 HiSAT2 将过滤后的 RNA-seq 数据同人

基因组(hg19)进行比对。 

1.2  差异 mRNA 的筛选 

采用 FPKM (fragments per kilobase per millon 
mapped fragments)定量估计基因的总表达量，采用 R
包 ggplot2 对总基因数绘制箱式图进行比较。采用

DEseq 进行差异表达分析，定义 P 值≤0.05 或者|log2 
ratio|≥1 的基因为差异 mRNA。采用 R 包 ggplot2
对差异 mRNA 绘制火山图，采用 R 包 pheatmap 对

差异 mRNA 绘制热图。 

1.3  差异 mRNA 的注释及富集分析 

采用 omicshare 在线平台(https://www.omicshare. 
com/tools/home/soft/getsoft.html)对筛选出的基因进

行了 GO 基因功能(gene ontology, GO)和 KEGG 通路

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes)的富集分

析，以 FDR<0.05 作为显著性的阈值。 

1.4  加权共表达网络分析 WGCNA 筛选核心

lncRNA 

使用 R 包 WGCNA 构建加权基因共表达网络并

进行模块划分[11]。首先准备基因矩阵，将差异 mRNA
按差异倍数(fold change, FC)排序，选择前 20 个差异

mRNA 及所有 lncRNA 纳入分析。同时，剔除了平

均表达量低于 0.5 的低质量 RNA，并利用函数 hclust
进行聚类，剔除了离群样本。采用 pick soft threshold
计算权重值，采用 power=9，使用 blockwiseModules
构建无尺度网络[12]，对基因进行模块分析。每个模

块的最低基因容量为 50，利用函数 plot dendro 
and colors 绘制树状图并对每个模块进行颜色可视

化。最后，确定了差异 mRNA 所在的两个模块作为

目标模块，进行后续分析。 
 
表 1  患者临床信息(参与转录组测序的临床样本) 
Table 1  Clinic information of the patients (clinical samples involved in transcriptome sequencing) 

序号 临床诊断 年龄(岁) 孕产次 孕周(d) 是否可探胎心 β-HCG(mIU/mL) 

1 人工流产 24 G2P0+1 42 胎芽不清 − 

2 人工流产 34 G4P0+3 43 胎芽不清 − 

3 人工流产 29 G3P1+1 49 可见胎心搏动 − 

4 人工流产 31 G2P1 47 可见胎心搏动 − 

5 人工流产 28 − 51 可见胎心搏动 − 

6 胚胎停育 30  55 未见胎心 11,951.4 

7 胚胎停育 36 G2P1 50 未见胎心 12,612.1 

8 胚胎停育 27 G1P0 57 未见胎心 69,220 

9 胚胎停育 27 G1P0 80 未见胎心 − 

10 胚胎停育 33 G1P0 59 未见胎心 32,594.4 

−：因患者未进行此项检查，数据缺失。 
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1.5  差异 mRNA 及 lncRNA 共表达网络的构建 

选择 WGCNA 中富集到的两个模块，根据关联

强度 (weight)和关联数 (edge)筛选最有可能和差异

mRNA 互作的 lncRNA。lncRNA 筛选标准为 weight
值>0.6 且和差异 mRNA 至少存在一条直接连接。使

用 cytoscape 软件绘制网络图。 

1.6  差异表达 mRNAs 和 lncRNAs 实时荧光定

量 PCR 验证 

为了验证测序结果的可靠性，选取了 10 个

mRNAs (包括后续分析所得模块中的核心 mRNA，

VSIG4、C1QC、CD36 和 SPP1)和 4 个 lncRNA 进行

实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR，

qRT-PCR）验证。纳排标准与前期测序的样本一致，

能有效保证实验结果的可靠性。根据 Ensemble (http:// 
asia.ensembl.org/index.html)提供的序列，使用在线引

物设计网站 Primer3Plus (http://www.primer3plus.com/ 
cgi-bin/dev/primer3plus.cgi)设计引物，并通过 BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM= 
blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blast
home)进行引物特异性验证。以 Trizol 法提取总

RNA，使用逆转录试剂盒(大连 TaKaRa 公司)反转录

为 cDNA。以此 cDNA 为模板进行实时荧光定量 PCR  

(美国 Thermo Fisher 公司)，引物序列见表 2。以

GAPDH 作为内参基因，使用 2–ΔΔCt 法计算两组中差

异表达 mRNAs 和 lncRNAs 的相对表达量。 

1.7  统计学方法 

采用 R 语言(3.6.1)进行算法分析及可视化图形。

患者的临床信息采用描述性统计，两组别间所有

mRNA 采用独立样本 t 检验，所有数据分析采用双

侧检验，以 P≤0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  正常与胚胎停育组绒毛组织存在 436 个差

异 mRNA、41 个差异 lncRNA 

经高通量测序、数据过滤后，10 例绒毛样本的

基因总体表达值(图 1A)，log2(FPKM+1)值集中于 2~3，
说明各样本间基因数均一，测序质量良好，具有良

好的可比性。经过差异表达分析后，发现有 436 个

mRNA 在两组间具有统计学差异，胚胎停育组相较

于正常对照有 406 个 mRNA 显著上调，32 个 mRNA
显著下调(图 1B)。此外，发现 41 个 lncRNA 在两组

间具有统计学差异，胚胎停育组相较于正常对照有

28 个 lncRNA 显著上调，13 个 lncRNA 显著下调 

 
表 2  实时荧光定量 PCR 引物序列表 
Table 2  Primer sequences used in quantitative real-time (qRT-PCR) validation 

序列 类型 基因名称 上游序列(5ʹ→3ʹ) 下游序列(5ʹ→3ʹ) 

1 mRNA C1QC ATCCTGGGAAAAATGGCCCC GAGGACCGCGTTGAATCTGA 

2 VSIG4 TCCAGCAGGCAAAGTACCAG GTTTCTGGACACGGAGCTCA 

3 SPP1 GATGACCATGTGGACAGCCA AACCACACTATCACCTCGGC 

4 CD36 GACCGAGGAAGCCACTTTGA TAAGCAGGTCTCCAACTGGC 

5 NCKAP1L TGTCTTCCACTCCCGAATGC TGCAGTGGACAAAGTGAGCA 

6 FGD2 TGCTACGCATTCCTCACTGG ATAGAGCACGAGGGGGTCAT 

7 LILRB5 ACCCTGCTGTGTCAGTCATG GTAGGACCTGATTGCGCTGT 

8 FOLR2 GCACCACAAGACAAAGCCAG CAGGTTGGGTGAGCACTCAT 

9 DPPA3 CCAGGGTCTCCACAAATGCT ATTTCCCTGAGGACTGCTGC 

10 MX1 TCGGAGGCTACAGGAAGACT TTTGCGATGTCCACTTCGGA 

11 lncRNA CLRN1-AS1 GAAAGTCTGAAGCCAGGCCT CTTTGGGCTTGCACAGTCAC 

12 AC104809.4 CGTGGGCTCGTCTAAGTGTT GCACTGAGCTGTTTGCAGTC 

13 LINC01136 ACCTCAGAGGCTACCCACAT AGAAGAAATCCAGGGGCTGC 

14 USP27X-AS1 TGCAACCAGAGGAACTGCAA AGGTGGACCTATGGGCTTCT 
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图 1  差异基因的表达情况 
Fig. 1  Expression of differential genes 
A：10 例样本的基因总体表达量(箱式图)；B：两组别的差异 mRNA 分析(热图)；C：两组别的差异 lncRNA 分析(热图)。 

 
(图 1C)。对差异 mRNA 及 lncRNA 进行表达聚类分

析，从蓝到黄表示表达水平从低到高，发现各组均

可形成独立的簇，说明两组别间生物学重复较好。 

2.2  代表性差异 mRNA 及 lncRNA 的 qRT-PCR
验证结果与转录组结果一致 

为了确定测序结果的正确性，分别选择了 10 个

mRNA (包括后续分析所得模块中的核心 mRNA, 
VSIG4、C1QC、CD36 和 SPP1)和 4 个 lncRNA 进行

实时荧光定量 PCR (图 2)。图 2A、B 结果是通过转

录组测序所得的差异 mRNA和 lncRNA相对表达量。

在胚胎停育组中，C1QC、VSIG4、SPP1、CD36、
NCKAP1L、FGD2、LILRB5、FOLR2 基因的 mRNA
水平显著高于对照组，DPPA3、MX1 基因的 mRNA
水平显著低于对照组。对于 lncRNA 而言，CLRN1- 
AS1、AC104809.4、LINC01136、USP27X-AS1 的水

平显著高于对照组。图 2 C、D 结果是通过实时荧光

定量 PCR 所得的差异 mRNA 和 lncRNA 相对表达量。

在胚胎停育组中，C1QC、VSIG4、SPP1、CD36、
NCKAP1L、FGD2、LILRB5、FOLR2 基因的 mRNA
水平显著高于对照组，DPPA3、MX1 基因的 mRNA
水平显著低于对照组。对于 lncRNA 而言，CLRN1- 

AS1、AC104809.4、LINC01136、USP27X-AS1 的水

平显著高于对照组。此结果与转录组测序结果相符

合。为了更为直观地比较两种方法所得结果的一致

性，计算了两组间的相对表达比值(胚胎停育组相对

于对照组的差异倍数) (图 2，E 和 F)，在转录组结果

中显著上调/下调的 mRNA 和 lncRNA 在实时荧光定

量 PCR 中也呈现显著上调/下调的趋势。由此推断，

这些差异 mRNA 及 lncRNA 在 qRT-PCR 中的表达模

式与转录组结果一致，说明本研究的测序结果具有

一定的可信度。 

2.3  差异 mRNA 功能富集于细胞外基质黏附、

免疫功能类别 

为了深入分析差异 mRNA 的具体功能，选择

436 个 mRNA 进行 GO 分析，共富集到 54 个条目

(FDR<0.05) (图 3A)。其中，分别富集到生物学过程

(biological process, BP)、细胞组分(cellular compo-
nent, CC)和分子功能(molecular function, MF)的基因

数分别为 26 条、17 条及 11 条。在 BP 条目下的富

集程度最高前 3 个的条目为细胞内过程(cellular 
process)、生物调节(biological regulation)和生物学过

程调节(regulation of biological process)。在 CC 条目 
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图 2  差异 mRNA 及 lncRNA 的 qRT-PCR、转录组验证结果 
Fig. 2  qRT-PCR and transcriptome validation among differential mRNAs and lncRNAs 
A：两组别间差异 mRNA 相对表达量(转录组测序)；B：两组别间差异 lncRNA 相对表达量(转录组测序)；C：两组别间差异 mRNA 相

对表达量(实时荧光定量 PCR)；D：两组别的差异 lncRNA 相对表达量(实时荧光定量 PCR)；E：差异 mRNA 相对表达比值=胚胎停育

组/对照组(取 log2 对数后)；F：差异 lncRNA 相对表达比值=胚胎停育组/对照组(取 log2 对数后)。 

 
下的富集程度最高前 3 个的条目为细胞(cell)、细胞

组分(cell part)和细胞器(organelle)。在 MF 条目下的

富集程度最高前 3 个的条目为连接(binding)、催化

过程(catalytic activity)和分子传导过程(molecular 
transducer activity)。436 个 mRNA 进行 KEGG 富集

分析，共富集到 36 个条目(FDR<0.05) (图 3B)。其

中，代谢相关通路富集程度最高的是脂质代谢(lipid 
metabolism)和碳水化合物代谢(carbohydrate metabo-
lism)，其他二级信号通路富集程度最高前 3 个分别

是免疫系统(immune system)、感染性疾病(infectious  
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图 3  差异 mRNA 的 GO 功能和 KEGG 通路富集分析 
Fig. 3  GO function enrichment and KEGG pathway analysis of differential mRNAs 
A：两组别差异 mRNA 的 GO 功能分析；B：两组别差异 mRNA 的 KEGG 功能分析。 
 

diseases)和信号传导(signal transduction)。为进一步

明确二级信号通路下属的具体条目，按置信度从低

到高将所有信号通路进行排列，列出了前 10 条富集

程度最高的信号通路(表 3)。从表 3 可知，胚胎停育

组中差异基因富集于补体及凝血级联反应、细胞外

基质、吞噬体、血小板活及微生物感染相关的通路。

已有的研究已经表明，过度的补体系统激活[13]、凝

血系统激活[14]、细胞外基质降解[15]、血小板激活[16]

均引起免疫系统过度攻击胚胎并导致流产的发生，

而富集于微生物感染相关通路可能是由于免疫失衡

后，机体对胚胎的攻击和感染性疾病类似，且胚胎

停育后植入部位易引起感染。 

2.4  筛选细胞外基质黏附、免疫功能模块下具

有共表达关系的 6 个核心 lncRNA  

为筛选和差异 mRNA 有共表达关系的 lncRNA，

采用加权共表达网络 WGCNA (weighted gene co- 
expression network analysis) 分析差异 mRNA 及

lncRNA 的相关性。WGCNA 是基于待测基因间的共

表达关系对基因进行模块分类．从而呈现基因的全

局表达规律，并通过寻找与样本性状相关的模块和

候选基因，为下游机制方面的研究提供方向。 
在本研究中，根据差异 mRNA 及 lncRNA 的共

表达关系，可聚类为 4 个聚类树，树的一个分支代

表一簇表达量高度相关的基因模块(图 4A)。通过动

态剪切树法对各模块进行区分，并根据模块相似度

(0.8)合并相似模块，最终得到 4 个模块，分别为 Blue
模块(1236 个)、Brown 模块(1227 个)、Green 模块(642
个)和 Turquoise 模块(1292 个) (图 4B)。在 Brown 和

Turquoise 这两个模块中，按照筛选标准：连接程度

大于 0.6 且和差异 mRNA 至少存在一条直接连接，

确定了两个模块中的 lncRNA，并对其进行网络图的 
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表 3  差异 mRNA 的 KEGG 富集分析(置信度最高的前 10 条信号通路) 
Table 3  KEGG enrichment analysis of differential mRNAs (the top 10 signaling pathways with the highest 

confidence) 

通路二级分类(B 类) 通路 P 值 q 值 通路号 富集到的基因 

免疫系统 
(immune system) 

补体及凝血级联反应
(complement and  
coagulation cascades) 

3.70E-07 9.07E-05 ko04610 C7、CLU、F13A1、VSIG4、C1QC、ITGB2、
ITGAM、C3AR1、C1QB、C1QA、C5AR1、CFD、
CR1 

信号分子与相互作用  
(signaling molecules  
and interaction) 

细胞外基质  
(cell adhesion  
molecules) 

3.78E-07 1.16E-03 ko04514 ITGAL、 SPP1、CD4、PTPRC、 SIGLEC1、
NRCAM、MAG、CD36、LRRC4、VTCN1、ITGB2、
NFASC、ITGAM、HLA-DOA、HLA-DRA、HLA-C、
HLA-G、HLA-A、HLA-B 

运输和分解代谢 
(transport and  
catabolism) 

吞噬体  
(phagosome) 

2.54E-06 2.07E-04 ko04145 MSR1、CORO1A、COMP、NCF2、CD36、TLR2、
FCGR2A、FCGR1A、PLA2R1、ITGB2、CTSS、
CYBB、ITGAM、CD14、HLA-DOA、HLA-DRA、
HLA-C、HLA-G、HLA-A、HLA-B、MRC1、RAB7B 

感染性疾病  
(infectious diseases) 

金黄色葡萄球菌感染 
(Staphylococcus aureus 
infection) 

3.84E-06 2.35E-04 ko05150 ITGAL、FCGR2A、FCGR1A、C1QC、ITGB2、
ITGAM、FPR2、FPR1、C3AR1、C1QB、C1QA、
C5AR1、CFD、HLA-DOA、HLA-DRA 

感染性疾病  
(infectious diseases) 

阿米巴病  
(amoebiasis) 

6.45E-06 3.16E-04 ko05146 GNA15、LAMB4、LAMA1、TLR2、PLCB2、
ITGB2、CXCL1、PRKCB、 ITGAM、CD14、
PIK3CD、RAB7B 

免疫系统  
(immune system) 

血小板激活  
(platelet activation) 

1.59E-05 6.48E-04 ko04611 LCP2、PTGS1、P2RX1、PLCB2、PIK3R5、
FCGR2A、FCER1G、PTGIR、GUCY1A3、SYK、
PIK3CD、RASGRP1、PLCG2 

感染性疾病  
(infectious diseases) 

肺结核  
(tuberculosis) 

3.59E-05 1.16E-03 ko05152 CD74、CORO1A、LSP1、TLR2、FCGR2A、
FCGR1A、PLA2R1、FCER1G、ITGB2、CTSS、
SYK、ITGAM、CD14、TLR1、CR1、HLA-DOA、
HLA-DRA、MRC1 

免疫系统  
(immune system) 

FcγR 介导的吞噬作用  
(Fc gamma R-mediated 
phagocytosis) 

2.01E-04 2.07E-04 ko04666 WAS、PTPRC、HCK、DOCK2、BIN1、FCGR2A、
FCGR1A、PLPP3、SYK、PRKCB、PIK3CD、
PLCG2 

生长发育  
(development) 

破骨细胞分化  
(osteoclast  
differentiation) 

0.000123966 3.37E-03 ko04380 TYROBP、LCP2、SPI1、TREM2、LILRB1、
LILRB5、NCF2、FCGR2A、FCGR1A、SYK、
PIK3CD、CSF1、PLCG2、LILRA6 

感染性疾病  
(infectious diseases) 

疟疾 (malaria) 0.000277305 6.79E-03 ko05144 ITGAL、COMP、CCL2、CD36、TLR2、ITGB2、
CR1 

 
绘制(图 5)。图 5A 是 Brown 模块的网络图，包括 58
个节点(node)和 201 条边(edge)。蓝色圆形符号包括

差异基因 TFEC、IGSF6、GPR34、NCF2、TYROBP、

VSIG4、CYTH4、C1QC、LILRB5 和 FOLR2，红色

矩形符号代表与其相连的 lncRNA，其中连接度最高

的 lncRNA 是 RP11-212I21.4、LINC00954、RP11- 
327J17.9。图 5B 是 Turquoise 模块的网络图，包括 55
个节点(node)和 285 条边(edge)。蓝色圆形符号包括

差异基因 WDFY4、CD36、HAVCR2、CTSS、TIMD4、
SPP1、MS4A4A、MPEG1、DOCK2 和 NCKAP1L，

红色矩形符号代表与其相连的 lncRNA，其中连接度

最高的 lncRNA 是 CTD-2201G3.1、RP11-147L13.11、
RP11-541N10.3。 

Brown 模块以 VSIG4 和 C1QC 为核心基因，根

据表 3 可知，VSIG4 和 C1QC 是 KEGG 富集分析中

补体及凝血级联反应(complement and coagulation ca-
scades, P=3.70E-07)通路下的基因，故本研究推测

VSIG4 和 C1QC 可能协同该模块其他基因及共表达

lncRNA 介导补体及凝血级联反应。已有的研究表

明 [17,18]，生理状态下的补体成分激活对妊娠及胎儿 
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图 4  基因聚类系统树状图及模块划分 
Fig. 4  Gene cluster dendrograms and module division 
A：基于拓扑重叠网络的聚类树；B：动态剪切法得到的基因模块。每一个颜色代表一类表达程度相似的基因，共 4 个模块，分别为

Blue 模块(1236 个基因)、Brown 模块(1227 个基因)、Green 模块(642 个基因)和 Turquoise 模块(1292 个基因)。 

 

 
 

图 5  候选 mRNA 及相关 lncRNA 共表达网络 
Fig. 5  Co-expression networks of candidate mRNAs and related lncRNAs  
A：Brown 模块所富集到的差异 mRNA 及共表达 lncRNA；B：Turquoise 模块所富集到的差异 mRNA 及共表达 lncRNA。节点椭圆形

为 mRNA，长方形为 lncRNA。节点颜色越深表示关联程度越高。 
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发育是有利的，但是过度激活可导致炎症损伤，免

疫紊乱。因此，滋养层细胞中过度升高的 VSIG4 和

C1QC 可能协同该模块其他基因过度激活了补体系

统，可能导致植入部位免疫应激状态，最后引起母

胎免疫耐受失衡。同时，凝血系统的激活容易引发

凝血–抗凝机制或纤溶活性失衡，引起微血栓形成，

使得绒毛或胎盘发育受限。 
Turquoise 模块以 CD36 和 SPP1 为核心基因，

根据表 3 可知，CD36 和 SPP1 是 KEGG 富集分析中

细胞外基质(cell adhesion molecules, P=3.78E-07)通
路下的基因，因此推测 CD36 和 SPP1 可能协同该模

块其他基因及共表达 lncRNA 对胚胎停育时细胞外

基质的分泌和降解有关。细胞外基质对于维持植入

部位的正常细胞间连接及细胞-基质黏附非常重要，

同时也是调节免疫应答的场所，过度的细胞外基质

降解不利于绒毛的早期发育和免疫耐受的建立，可

能引起妊娠丢失。 

3  讨论 

目前研究发现，滋养层细胞对胚胎发育早期有

重要作用，承担内分泌、迁移侵入及免疫调节等多

种功能[19,20]，且和宫内生长受限[21]、妊娠期高血压、

子痫[22]和早产[23]等妊娠疾病密切相关。在胚胎发育

早期，滋养层细胞的结构或功能异常可能引起胚胎

植入失败、胚胎发育停止，可能导致流产的发生[24,25]。

但目前胚胎停育原因复杂，具体机制未明。通过研

究滋养层细胞的异常变化可以帮助理解胚胎停育的

发生机制，找到可能对胚胎停育存在潜在影响的关

键分子。因此，本研究通过收集临床胚胎停育患者

的绒毛组织，寻找可能引起滋养层细胞功能改变的

重要的基因，共筛选到 436 个差异基因，并通过 GO、

KEGG 富集分析对差异基因进行功能注释及信号通

路预测，发现停育胚胎的绒毛组织中存在过度的补

体反应和细胞外基质降解不足的情况，可能引起母

体对胎儿细胞的过度攻击或胚胎发育障碍，从而导

致胚胎停育。同时，为了寻找可能对 mRNA 存在调

控的 lncRNA，本研究利用加权共表达网络进行分析，

发现 Green 和 Turquoise 模块富集到了较多的差异

mRNA，并找到了和差异 mRNA 呈高共表达关系的

lncRNA。 

通过差异表达分析，本研究在对照组和胚胎停

育组间共发现了 436 个差异基因，胚胎停育组相较

于正常对照显著上调的基因较多，406 个 mRNA 显

著上调，32 个 mRNA 显著下调。基于此进行文献回

顾后发现，Yang 等[26]通过对绒毛组织全转录组测序

发现早期胚胎丢失(early embryonic arrest, EEA)相较

于对照组也存在大量 mRNA 上调的情况。Pan 等[27]

的研究显示通过对妊娠丢失患者绒毛的蛋白组学发

现早期胚胎丢失相较于对照组存在大量蛋白上调的

情况。由此可知，本研究结果和以往类似研究结果

趋势一致，说明本研究结果具有一定可信度。其中

FBN1、VSIG4、CD180、NCF2 均被报道和胚胎停育、

母胎界面免疫异常或滋养层细胞功能障碍有关[28]。

本研究发现这些基因和以往研究相类似，说明本研

究结果较为可信。通过对差异 mRNA 进行 GO 富集

分析发现，在细胞组分条目下差异 mRNA 显著富集

于细胞外基质、胶原连接等，富集到该条目的基因

有 ADAMTSL2、CDON、COL12A1、ELN、LAMA1、
MMP9 等。在分子功能条目下，差异 mRNA 显著富

集于淋巴细胞激活、髓系细胞激活等，说明当发生

胚胎停育时，绒毛组织中存在过度免疫反应，可能

和母胎免疫耐受失衡、启动流产发生有关，富集到

该条目的基因有 TYROBP、PTPRC、NLRP3、FTL、
CYBB 等。 

通过 KEGG 的信号通路分析，本研究发现差异

mRNA 显著富集在免疫系统中的信号通路数目较多，

包括补体及凝血级联反应、血小板激活，FcγR 介导

的吞噬作用等(表 3)，提示停育后的绒毛组织中存在

母胎免疫耐受异常和过度免疫炎性反应。本研究筛

选高置信度的前 20 个基因，发现其中 2 个基因可能

和绒毛组织中的免疫反应密切相关，分别是 VSIG4、
C1QC。其中 VSIG4 (log2FC=3.791, P=0.016)和 C1QC 
(log2FC=4.142, P=0.011)在胚胎停育组中表达水平较

对照组显著升高，且富集到补体及凝血级联反应这

一信号通路中。VSIG4 是免疫球蛋白结构域遏制蛋

白 4，和 B7 家族共抑制分子具有一定的同源性，主

要表达于肺、胎盘组织中。目前主要认为 VSIG4 可

作为 T 细胞受体的负向调节靶点[29]，同时在清除补

体调理的病原或其他颗粒如自体成分[30]中发挥作用。

VSIG4 被报道和免疫抑制密切相关，在胚胎停育组

织中异常升高提示可能介导母胎界面的免疫抑制紊
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乱。C1QC 是 C1Q 的其中一个亚基，而 C1Q 是经典

补体系统的重要组成部分，能够通过激活补体下游

成分 ,诱导免疫复合物介导的杀伤作用并提高吞噬

作用[31]。补体广泛分布于体内，在滋养层细胞表面

有高水平的表达[32]。具有凝血酶的 C5 组分可直接

激活补体系统，介导炎症损伤，影响胚胎及胎盘发

育障碍，最终导致妊娠失败[33]。在动物实验中，补

体过度活化可引起小鼠胎盘病理改变、炎症因子增

加和血栓形成[34]。由此推测，绒毛细胞中差异基因

VSIG4 和 C1QC 可能介导了过度的补体激活，引起

免疫耐受失衡，从而导致胚胎损伤，引起发育停止[35]。 
同时，CD36 (log2FC=3.026, P=0.006)和 SPP1 

(log2FC=3.357, P=0.002)作为本研究中置信度相对

较高的基因，在 KEGG 分析中被富集到细胞外基质

这一信号通路，提示可能滋养层细胞对子宫内膜细

胞外基质降解出现异常，可能存在组织蛋白酶、金

属蛋白酶分泌异常的情况[36]。CD36 是广泛表达于

单核细胞、巨噬细胞等多种血细胞表面的一类跨膜

糖蛋白受体[37]，可作为脂类受体、血小板受体及胶原

受体调控多种生物学功能，如免疫调节[38]、炎症[39]、

癌症[40]的发生与转移等。SPP1 又称骨桥蛋白，主要

参与细胞黏附、细胞间基质附着或免疫调节等多种

生物学过程，是母胎界面粘附和信号转导所需的重

要分子[41]。正常的胚胎着床和黏附需要多种基质酶

促使植入部位的子宫内膜疏松而富有粘性[42]。当胎

儿的滋养层细胞分泌能力下降时，植入部位的细胞

外基质可能因过于致密导致植入失败或胚胎发育障

碍，从而导致胚胎停育或流产的发生[43]。在研究复

发性流产时，SPP1 可作为评价子宫内膜容受性的指

标，其水平的异常提示植入失败或胚胎发育障碍。 
此外，本研究还发现差异 mRNA 集中于炎性反

应和感染性疾病中，富集到了金黄色葡萄球菌感染、

阿米巴病和肺结核等的信号通路中，推测原因可能

是胚胎发育异常、停育后母胎免疫逐渐失衡，母体

免疫系统开始将绒毛组织作为外来物进行强烈的免

疫排斥，并启动免疫反应开始攻击胎儿，此时的绒

毛组织中也存在大量炎性反应及免疫因子，这种胚

胎停育后的攻击状态和感染性疾病类似。 
同时，本研究通过 WGCNA 算法构建了共表达

模块，寻找了和差异 mRNA 具有相关性的 lncRNA。

在 Brown 模块的网络图中，连接度最高的是 RP11- 

212I21.4、LINC00954 和 RP11-327J17.9；在 Turquoise
模块的网络图，连接度最高的是 CTD-2201G3.1、
RP11-147L13.11 和 RP11-541N10.3。这 6 个 lncRNA
和核心基因具有相类似的表达模式，其机制可能是

由于差异 mRNA 及 lncRNA 共同参与了某条通路或

者受到同样的调控，有可能协同发挥同一生物学功

能。目前，由于大部分 lncRNA 的功能未明确，通

过 WGCNA 共表达分析探究和差异 mRNA 具有相关

性的 lncRNA 能从一定程度上预测其功能，同时从

lncRNA 的角度对两组间出现的差异 mRNA 做出解

释，例如 lncRNA 通过选择性剪切模式改变 mRNA
的亚型种类及表达水平或合成内源性 siRNA 进行转

录干扰，从而影响 mRNA 的转录水平[44,45]。 
本研究也存在些许不足。首先，本次研究样本

量有限，仅纳入 14 例人工流产患者作为对照和 12
例胚胎停育患者。因此本研究的结果还需要进一步

的大样本测序结果来验证。本研究对于筛选到的

lncRNA 的功能未进一步研究，希望在今后能开展相

关实验，以深入分析 lncRNA 对差异基因的确切的

调控机制。其次，本研究使用的转录组测序流程依

次为：首先去除 rRNA，进行文库构建(mRNA 片段

化、逆转录、双链合成、末端补齐、末尾加 A、加

测序接头、PCR 富集)和 Illumina 测序，最后采用

FPKM 对转录本进行相对定量分析[46,47]。但由于文

库 PCR 扩增偏好性，可能存在所有序列不会被同比

例放大的情况，可能对结果带来一定程度的偏倚。 
综上所述，本研究通过全转录测序及初步生物

信息学分析，发现了数个可能对滋养层细胞的生物

学功能存在潜在影响的重要差异基因及相关 lncRNA
网络。深入研究这些基因能从母胎免疫失衡和滋养

层细胞植入不足等原因对胚胎停育出一定解释，并

为不明原因流产提供新的思路和方向。 
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