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摘      要  ：  �目的：探究C5orf56募集miR-19a-3p/PTEN分子调控网络对复发性流产滋养层细胞影响的机制。方法：纳入

2024年1月至2025年10月在邵阳学院附属第一医院妇产科就诊的30例原因不明复发性流产患者（URSA组）

与30例正常早期妊娠要求人工流产的健康孕妇（对照组）。采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测两组绒

毛组织中C5orf56、miR-19a-3p及 PTEN mRNA的表达水平；采用Western blotting检测 PTEN蛋白表达水

平；采用 Pearson相关分析法分析C5orf56、miR-19a-3p与 PTEN mRNA表达的相关性。体外RT-PCR检测

incRNA C5orf56、miR-19a-3p、PTEN的表达水平，Westem Blot检测相关蛋白和免疫荧光法分别检测细胞活

力、细胞周期。体内 PT-PCR和Western blot检测 IncRNA C5orf56、miR-19a-3p、PTEN的表达。结果：与对

照组相比，URSA组绒毛组织中C5orf56 mRNA和 PTEN mRNA及蛋白表达水平下调，miR-19a-3p表达水平上

调（P<0.05）；Pearson相关性分析显示，URSA组绒毛组织中C5orf56表达与miR-19a-3p呈显著负相关（r=-

0.543，P<0.001），与 PTEN mRNA呈显著正相关（r=0.612，P<0.001）；miR-19a-3p与 PTEN mRNA呈显著

负相关（r=-0.578，P<0.001）。与对照组和正常组相比，流产组细胞中C5orf56和 PTEN表达下调，miR-19a-

3p表达上调（P<0.05）；与对照组和正常组相比，流产组细胞活力降低，凋亡率升高（P<0.05）；与自然流产小鼠

模型组相比，干扰C5orf56组 C5orf56和 PTEN表达下调，miR-19a-3p表达上调（P<0.05）；过表达C5orf56组

C5orf56和 PTEN表达上调，miR-19a-3p表达下调（P<0.05）。结论：在URSA患者中，C5orf56表达下调导致该

调控网络失衡，进而引起滋养层细胞功能异常，促进流产发生。
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Abstract  :  � Objective: To investigate the mechanism of the effect of C5orf56 recruiting miR-19a-3p/PTEN 

molecular regulatory network on trophoblast cells in recurrent spontaneous abortion (RSA). Methods: 

A total of 30 patients with unexplained recurrent spontaneous abortion (URSA group) and 30 healthy 

pregnant women with normal early pregnancy requesting induced abortion (control group) who visited 

the obstetrics and gynecology department of the First Affiliated Hospital of Shaoyang University from 

January 2024 to October 2025 were included. Real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR) 

was used to detect the expression levels of C5orf56, miR-19a-3p, and PTEN mRNA in the villous 

tissues of the two groups. Western blotting was employed to detect the protein expression level of 

PTEN. Pearson correlation analysis was used to analyze the correlation between the expression of 

C5orf56, miR-19a-3p, and PTEN mRNA. In vitro, RT-PCR was used to detect the expression levels 

of IncRNA C5orf56, miR-19a-3p, and PTEN, Western Blot was used to detect related proteins, and 

immunofluorescence was used to detect cell viability and cell cycle. In vivo, PT-PCR and Western blot 

were used to detect the expression of IncRNA C5orf56, miR-19a-3p, and PTEN. Results: Compared 

with the control group, the expression levels of C5orf56 mRNA, PTEN mRNA, and PTEN protein in the 

villous tissues of the URSA group were downregulated, while the expression level of miR-19a-3p was 

upregulated (P < 0.05). Pearson correlation analysis showed that in the villous tissues of the URSA 
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引言

复发性流产（Recurrent Spontancy Abortion, RSA）定义为连续发生两次及以上在孕20周前的妊娠丢失，是育龄期女性面

临的严重生殖健康问题 [1]。流行病学数据显示，RSA在育龄夫妇中的患病率为1%-5%，其中约半数病例属于原因不明复发性流产

（Unexplained Recurrent Spontancy Abortion, URSA）[2]。滋养层细胞作为胎盘的主要功能细胞，对胚胎着床、胎盘形成和胎儿发育起

着至关重要的作用 [3]。近年来，长链非编码 RNA（lncRNA）在调控滋养层细胞功能中的作用逐渐受到关注，然而其在 URSA发病机制

中的具体调控网络仍不完全明确。C5orf56是一种新近发现的 lncRNA，研究表明其在胎儿生长受限患者胎盘中表达下调，参与调控滋

养细胞增殖、侵袭和自噬。然而，C5orf56在 URSA中的作用及机制尚不明确 [4]。miR-19a-3p被报道参与多种生殖相关疾病的发生发

展 [5]。PTEN（phosphatase and tensin homolog）是经典的抑癌基因，可通过 PI3K/AKT信号通路调控细胞增殖和凋亡，其在滋养层

细胞功能调控中发挥重要作用 [6]。本研究通过体外实验 URSA患者绒毛组织中 C5orf56、miR-19a-3p及 PTEN的表达验证该轴对滋养

层细胞的影响，旨在分析 URSA发病机制并提供新诊疗靶点。

一、资料与方法

（一）一般资料

选取2024年1月至2025年10月在邵阳学院附属第一医院妇

产科就诊的30例原因不明复发性流产患者作为 URSA组。另选

取同期30例正常早期妊娠要求人工流产的健康孕妇作为对照组。

URSA组年龄（29.12±4.05） 岁；孕周（7.69±1.24） 周；BMI

（22.68±2.47）kg/m2。 对 照 组 年 龄（28.63±3.87） 岁； 孕 周

（7.82±1.13）周；BMI（22.45±2.31）kg/m2。两组一般资料均

衡可比（P>0.05）。经医院伦理委员会批准均签署知情同意书。

URSA组纳入标准：（1）年龄20~40岁；（2）孕周6~10周；

（3）经 B超确诊为宫内妊娠；（5）经系统检查排除染色体异常、

解剖结构异常、内分泌疾病、感染因素、自身免疫性疾病等明确

病因。

对照组纳入标准：（1）年龄20~40岁；（2）既往无自然流

产史；（3）孕周6~10周；（4）B超确认胚胎发育正常。

group, the expression of C5orf56 was significantly negatively correlated with miR-19a-3p (r = -0.543, 

P < 0.001) and significantly positively correlated with PTEN mRNA (r = 0.612, P < 0.001). miR-

19a-3p was significantly negatively correlated with PTEN mRNA (r = -0.578, P < 0.001). Compared 

with the control group and the normal group, the expression of C5orf56 and PTEN in the cells of the 

abortion group was downregulated, and the expression of miR-19a-3p was upregulated (P < 0.05). 

Compared with the control group and the normal group, the cell viability in the abortion group 

was reduced, and the apoptosis rate was increased (P < 0.05). Compared with the mouse model 

group of spontaneous abortion, the expression of C5orf56 and PTEN in the C5orf56 interference 

group was downregulated, and the expression of miR-19a-3p was upregulated (P < 0.05). In 

the C5orf56 overexpression group, the expression of C5orf56 and PTEN was upregulated, and 

the expression of miR-19a-3p was downregulated (P < 0.05). Conclusion: In URSA patients, the 

downregulation of C5orf56 expression leads to an imbalance in this regulatory network, which in 

turn causes abnormal function of trophoblast cells and promotes abortion. 

Keywords  : � C5orf56; miR-19a-3p/PTEN molecular regulatory network; recurrent spontaneous 

abortion; trophoblast cells; mechanism

排除标准：（1）多胎妊娠；（2）合并严重心、肝、肾等重

要脏器疾病；（3）孕期有明确感染史或药物使用史。

（二）方法

1.组织样本采集与处理

绒毛组织的样本采集在超声引导的负压吸引人工流产术中同

步完成。获取的样本（约100mg）首先经过无菌生理盐水漂洗，

以去除血污等杂质，随后立即于液氮内速冻，最后转移至 -80℃

超低温冰箱中长期保存。

2.细胞培养与转染

人 绒 毛 膜 滋 养 层 细 胞 HTR-8/SVneo购 自 美 国 ATCC公

司。HTR-8/SVneo细 胞 (ATCC来 源 )培 养 条 件：DMEM/

F12+10%FBS+1%双抗，37℃、5%CO₂，70-80%融合度传代。

转染试剂：Lipofectamine 3000，实验质粒：pcDNA-C5orf56/

NC、si-C5orf56/NC(吉玛制药 )。

3.实时荧光定量 PCR检测

提取组织总 RNA（Trizol法），并检测其浓度与纯度（A260/
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A280比值1.8-2.0）。取1 μg总 RNA，按照试剂盒说明反转录

为 cDNA。采用 SYBR Green法在实时荧光定量 PCR仪上进行扩

增，反应条件为95℃预变性30 s；95℃变性5 s，60℃退火34 s

（40循环）。以 GAPDH为 C5orf56和 PTEN的内参基因，U6为

miR-19a-3p的内参基因，使用2−ΔΔCt法计算目的基因的相对

表达量。

4. Western blotting检测

采用含 PMSF的 RIPA裂解液提取组织或细胞总蛋白，经冰

上孵育30分钟后，于4℃、12000 g条件下离心15分钟，并收集

上清。利用 BCA法对蛋白浓度进行定量。取50 μg蛋白样品进行

SDS-PAGE凝胶电泳，随后通过湿转法将蛋白转移至 PVDF膜。

膜经5%脱脂奶粉于室温封闭1小时后，与 PTEN、Bax、Bcl-2、

cleaved Caspase-3及 GAPDH（一抗， 稀释比例均为1:1000）

在4℃环境中孵育过夜。次日，使用 TBST洗涤3次（每次10分

钟），继而加入 HRP标记的二抗（稀释比例1:5000）并室温孵育

1小时。经 TBST洗涤后采用 ECL化学发光法进行显影，并通过

Bio-Rad凝胶成像系统采集图像，利用 ImageJ软件分析条带灰度

值。目的蛋白的相对表达量以其与 GAPDH的灰度比值表示。

5. CCK-8法检测细胞增殖

将对数生长期细胞调至1×10⁴个 /孔接种96孔板（5复孔），

分别培养24/48/72h后每孔加10μL CCK-8溶液，继续培养2h，

测450nm处 OD值反映细胞增殖活力。

6.流式细胞术检测细胞凋亡

将各组细胞用 PBS洗涤2次，并用结合缓冲液重悬，调整细

胞密度为1×10⁶个 /mL。取100μL细胞悬液， 分别加入5μL 

Annexin V-FITC和5μL PI，混匀后室温避光孵育15分钟。加入

400μL结合缓冲液，立即使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验

独立重复3次。

7.Transwell小室实验检测细胞侵袭

将 Matrigel基质胶用无血清培养基按1:8稀释，取50 μL包

被 Transwell小室，37℃凝固2 h。取细胞（5×10⁵个 /mL）200 

μL加入上室，下室加600 μL含10% FBS的培养基。培养24 h

后，擦去上室未侵袭细胞，固定、染色，显微镜下（×200）计数

5个视野的穿膜细胞数并取平均值。

（三）统计学处理

通过 SPSS 24.0软件完成统计分析，定量数据以均数 ±标

准差（ sx ± ）表示。两组比较采用独立样本 t检验；多组比较

则采用单因素方差分析，若组间存在显著差异，则进一步通过

LSD-t检验进行 pairwise 比较。采用 Pearson相关分析法，评估

C5orf56、miR-19a-3p的表达水平与 PTEN mRNA表达水平之

间的相关性。P<0.05为有统计学差异。

二、结果

（一）两组绒毛组织中C5orf56、miR-19a-3p及 PTEN表

达比较

如表1所示，与对照组相比，URSA组绒毛组织中 C5orf56 

mRNA和 PTEN mRNA及蛋白表达水平下调，miR-19a-3p表达

水平上调（P<0.05）。

表1  两组绒毛组织中 C5orf56、miR-19a-3p及 PTEN表达比较

（ sx ± ）

组别 例数
C5orf56 

mRNA

miR-19a-

3p

PTEN 

mRNA
PTEN蛋白

对照组 30
1.00

±0.12

1.00

±0.15

1.00

±0.11

0.86

±0.09

URSA组 30
0.48

±0.09

2.31

±0.28

0.52

±0.08

0.41

±0.06

t值 18.990 22.590 19.330 22.790

P值 0.001 0.001 0.001 0.001

（二）URSA组绒毛组织中C5orf56、miR-19a-3p与 PTEN 

mRNA表达的相关性分析

如 表2所 示，Pearson相 关 性 分 析 显 示，URSA组 绒 毛 组

织 中 C5orf56表 达 与 miR-19a-3p呈 显 著 负 相 关（r=-0.543，

P<0.001）， 与 PTEN mRNA呈 显 著 正 相 关 （r=0.612，

P<0.001）；miR-19a-3p与 PTEN mRNA呈显著负相关（r=-

0.578，P<0.001）。

表2  URSA组绒毛组织中 C5orf56、miR-19a-3p与 PTEN mRNA表达的

相关性分析

指标 r值 P值

C5orf56与 miR-19a-3p -0.543 <0.001

C5orf56与 PTEN 0.612 <0.001

miR-19a-3p与 PTEN -0.578 <0.001

（三）各组 IncRNA C5orf56、miR-19a-3p、PTEN表达水平

如表3所示，与对照组和正常组相比，流产组细胞中 C5orf56

和 PTEN表达下调，miR-19a-3p表达上调（P<0.05）。

表3  各组 IncRNA C5orf56、miR-19a-3p、PTEN表达水平（ sx ± ）

组别 例数 C5orf56 miR-19a-3p PTEN

对照组 10 0.86±0.15 0.73±0.12 0.81±0.14

正常组 10 1.00±0.10 1.00±0.09 1.00±0.11

流产组 10 0.28±0.11 1.98±0.21 0.57±0.09

t值 2.456 5.692 3.375

P值 0.024 0.002 0.003

（四）各组细胞活力、细胞周期比较

如表4所示，与对照组和正常组相比，流产组细胞活力降低，

凋亡率升高（P<0.05）。

表4  各组细胞活力、细胞周期比较（ sx ± ）

组别 例数 细胞活力（%） 凋亡率（%）

对照组 10 100.07±5.23 5.17±1.21

正常组 10 98.74±4.96 3.38±1.33

流产组 10 58.39±4.74 23.62±3.45

F值 5.834 3.148

P值 0.005 0.005

（五）小鼠模型中各组C5orf56、miR-19a-3p、PTEN表达

水平

如表5所示，与自然流产小鼠模型组相比，干扰 C5orf56组

C5orf56和 PTEN表达下调，miR-19a-3p表达上调（P<0.05）；
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过表达 C5orf56组 C5orf56和 PTEN表达上调，miR-19a-3p表

达下调（P<0.05）。

表5  小鼠模型中各组 C5orf56、miR-19a-3p、PTEN表达水平（ sx ± ）

组别 例数 C5orf56 miR-19a-3p PTEN

自然流产小鼠模型组 10 0.42±0.07 1.95±0.20 0.36±0.06

干扰 C5orf56组 10 0.21±0.04 2.31±0.25 0.19±0.05

过表达 C5orf56组 10 1.78±0.15 1.02±0.11 1.54±0.13

F值 8.237 3.556 6.883

P值 0.001 0.002 0.002

图1  C5orf56、miR-19a-3p、PTEN表达水平

三、讨论

原因不明复发性流产（URSA）是严重困扰育龄期女性的生

殖健康问题，其病因复杂，约50%-70%的复发性流产患者无法

明确病因 [7]。近年来，滋养层细胞功能障碍被认为是 URSA发生

的关键环节，但具体分子机制尚未完全阐明。长链非编码 RNA

（lncRNA）作为基因表达的重要调控分子，在滋养层细胞增殖、

侵袭、凋亡等生物学过程中发挥重要作用 [8-9]。

C5orf56作为一种 lncRNA， 可能通过分子海绵作用吸附

miR-19a-3p，从而解除其对 PTEN的抑制作用，维持 PTEN的

正常表达 [10]。本研究发现，在 URSA患者绒毛组织中，C5orf56

表达下调，而 miR-19a-3p表达上调，二者呈显著负相关；同

时，C5orf56与 PTEN表达呈显著正相关。这些结果表明 C5orf56

可能通过调控 miR-19a-3p进而影响 PTEN的表达，形成一个潜

在的分子调控网络参与 URSA的发生发展。miR-19a-3p作为一

种微小 RNA，已被证实可以靶向 PTEN mRNA，抑制其翻译，

从而促进细胞增殖和抑制凋亡 [11]。本研究发现，在 URSA患者绒

毛组织中，miR-19a-3p表达上调，而 PTEN表达下调，二者呈

显著负相关，这与既往研究结果一致。PTEN作为一种关键抑癌

因子，通过拮抗 PI3K/AKT信号转导途径，在调控细胞增殖、程

序性死亡及运动等生命活动中发挥核心作用。现有文献证实 [12]，

PTEN在滋养层细胞中呈现高水平表达状态，对保障胎盘正常发

育过程具有不可或缺的重要功能。

体外实验结果显示，干扰 C5orf56表达可进一步下调 PTEN

表达，上调 miR-19a-3p表达，降低滋养层细胞活力，增加凋亡

率；而过表达 C5orf56则可上调 PTEN表达，下调 miR-19a-3p

表达，增加滋养层细胞活力，降低凋亡率。这表明 C5orf56/miR-

19a-3p/PTEN调控网络对滋养层细胞功能具有重要调控作用，其

异常可能导致滋养层细胞功能障碍，进而参与 URSA的发生。

体 内 动 物 实 验 结 果 进 一 步 证 实 了 C5orf56/miR-19a-3p/

PTEN调控网络在 URSA发病中的重要作用。与自然流产小鼠

模型组相比，干扰 C5orf56组小鼠流产率进一步增加，而过表达

C5orf56组小鼠流产率显著降低。这表明 C5orf56可能通过调控

miR-19a-3p/PTEN轴改善胎盘功能，降低流产风险。

综上所述，C5orf56/miR-19a-3p/PTEN分子调控网络通过

影响滋养层细胞增殖与凋亡参与 URSA的发生发展，该信号轴的

异常表达可能作为 URSA的潜在诊断标志物和治疗靶点。
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