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论　著

[摘要]　目的　探讨免疫性早发性卵巢功能不全(aPOI)患者血清miR-21及外周血单核细胞(PBMC)中Peli1的表达水平

及临床意义。方法　选取南方医科大学珠江医院2018年4月－2019年10月未经治疗的初诊为aPOI的26例患者(aPOI组)及30

名健康青年女性(对照组)为研究对象。记录两组的一般资料，检测血清miR-21、PBMC Peli1 mRNA表达水平，测定血清

性激素、抗苗勒管激素(AMH)、甲状腺功能、免疫相关指标，超声检测并记录子宫及卵巢的各项指标并进行分析。结果

　aPOI组血清miR-21及PBMC Peli1 mRNA表达水平(分别为0.60±0.14、0.30±0.14)均明显低于对照组(分别为1.01±0.07、

1.63±0.54，P<0.001)，且二者呈正相关(r=0.719，P<0.05)。与对照组比较，aPOI组初潮年龄更早，经期更短，孕次、产

次更少，雌二醇(E2)、AMH水平更低，子宫及卵巢体积更小，而月经周期更长，促卵泡激素(FSH)、促黄体生成素(LH)

水平更高，更年期症状阳性数量、免疫指标阳性数量更多，差异均有统计学意义(P<0.05)。miR-21、Peli1 mRNA均与E2、

AMH、子宫及卵巢体积呈正相关，与FSH、LH、免疫指标阳性数量呈负相关。结论　aPOI患者血清miR-21与PBMC Peli1

表达水平降低呈正相关；miR-21及Peli1可能参与了aPOI的发病机制，对aPOI的辅助诊断有一定价值。
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[Abstract]　Objective　To investigate the expression level and clinical significance of serum miR-21 and Peli1 mRNA in 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients with autoimmune premature ovarian insufficiency (aPOI). Methods　

A total of 26 patients untreated and initially diagnosed as autoimmune POI (aPOI group) and 30 healthy young females (control 

group), visited during April 2018 to October 2019 in Zhujiang Hospital of Southern Medical University, were included in present 

study. The general data of each subject were recorded. The expression levels of serum miR-21 and PBMC Peli1 mRNA were detected 

by qRT-PCR, and the serum sex hormone [estradiol (E2), follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH)], anti-

Mullerian hormone (AMH), thyroid hormones and immune-related indicators were evaluated. Uterus and ovary index of all subjects 

were assessed by ultrasonography. Results　The expression levels of serum miR-21 and PBMC Peli1 mRNA were significantly lower 

in aPOI group than those in control group (0.60±0.14 vs. 1.01±0.07; 0.30±0.14 vs. 1.63±0.54, P<0.05), and Peli1 mRNA was 

positively related with miR-21 (r=0.719, P<0.05). Compared with control group, aPOI group showed earlier menarche age, shorter 

menstrual period, fewer gravidity and parity, less contents of E2 and AMH, smaller uterus and ovaries; while longer menstrual cycle, 

higher levels of FSH and LH, and the number of positive menopausal symptoms and immune indexes were significantly higher than 

those in control group (P<0.05). MiR-21 and Peli1 mRNA were positively related to E2, AMH, the size of uterus and ovarian volume, 

respectively; and negatively related to FSH, LH, and the number of positive immune indexes. Conclusions　The serum miR-21 is 

positively related to the decreased expression level of PBMC Peli1 in aPOI patients, and both miR-21 and Peli1 might be involved in 

the pathogenesis of aPOI, therefore show some values for the auxiliary diagnosis of aPOI.
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早发性卵巢功能不全 ( p r e m a t u r e  o v a r i a n 
insufficiency，POI)是一种较为常见的女性生殖内分

泌疾病，是指女性在40岁以前出现卵巢功能减退，

主要表现为月经异常、促性腺激素水平升高及雌

激素水平波动性下降[1-2]。POI的病因具有高度异质

性，目前已知的病因包括遗传、免疫、医源性因素

(手术、放化疗)、代谢异常及感染等，但部分患者

病因尚不明确[3]。POI患者中5%~30%伴有自身免疫

性疾病，包括自身免疫性甲状腺炎、1型糖尿病、

系统性红斑狼疮等[4]。此类免疫性POI(autoimmune 
POI，aPOI)尚无明确的诊断标准，目前临床上主要

通过检测血清中的自身抗体以及是否伴发其他自身

免疫性疾病进行诊断[5]。

微小核糖核酸(microRNA，miRNA)是一类长度

为20~24个核苷酸的非编码单链RNA分子，参与转

录后基因表达的调控，因其在体液中具有良好的稳

定性，有望成为一类非侵入性的诊断标志物应用于

临床[6-8]。miR-21是卵巢组织中含量较丰富的miRNA
之一，通过调控其靶基因第10染色体同源丢失磷

酸酶-张力蛋白基因(PTEN)、程序性细胞死亡-4基
因(PDCD4)、原肌球蛋白-1基因(TPM1)等在细胞

分化、细胞周期及细胞凋亡中发挥重要作用[9-10]。

本课题组既往研究发现，miR-21可减少卵巢颗粒细

胞的凋亡，缓解化疗药物造成的POI[11]。为了进一

步探究miR-21在aPOI中的作用，本研究通过生物

信息学方法筛选出miR-21下游一种免疫相关的靶基

因Pellino-1(Peli1)。Peli1是一种新近发现的多泛素

连接酶，具有抑制T细胞活化、介导免疫耐受的作

用，同时也可影响细胞凋亡过程[12-13]。本研究通过

测定aPOI患者miR-21及Peli1的表达水平，探讨了二

者对aPOI的临床意义。

1　资料与方法

1.1　一般资料　选取南方医科大学珠江医院2018
年4月－2019年10月未经治疗的初诊为aPOI的患者

26例作为aPOI组，30名健康女性作为对照组。aPOI
诊断标准：发病年龄<40岁，间隔4周以上进行两

次检测血清基础促卵泡激素(FSH)均>25 U/L，同

时伴有自身免疫性疾病和(或)自身抗体阳性。对照

组纳入标准：18~40岁健康青年女性，月经周期规

律(28~35 d)，月经第3天测定血清性激素[雌二醇

(E2)、FSH、促黄体生成素(LH)]及抗苗勒管激素

(AMH)水平正常，自身免疫指标阴性。排除标准：

曾有激素补充治疗、免疫抑制治疗、卵巢手术史、

放化疗史的女性；曾有血栓栓塞史、严重高血压、

严重肥胖、肝肾功能不全、卵巢异常及已知核型异

常的女性。签署知情同意书后，采集两组病史，

记录以下一般资料：年龄、体重指数(BMI)、初潮

年龄、经期、月经周期、更年期症状(包括月经紊

乱、潮热、心悸、头痛、头晕、失眠、耳鸣、注意

力不集中、情绪波动、记忆力减退，并记录阳性

数量)、孕产史。本研究严格遵照赫尔辛基宣言进

行，已通过南方医科大学珠江医院伦理审查委员会

审查。

1.2　外周血采集及保存　aPOI组在诊断当天、对

照组在月经第3天行外周静脉穿刺采血；留取5 ml外
周血，在4 ℃条件下3000 r/min离心10 min，分离血

清并于–20 ℃保存备用。为获取PBMC，使用红细

胞裂解液(购自Cedarlane，Ontario，Canada)按照标

准流程移除红细胞，然后在室温下12 000 r/min离心

10 min，弃上清，PBS洗涤2次；台盼蓝染色后于显

微镜下观察PBMC计数及活力。

1 . 3　激素及免疫指标的检测　各项激素及免疫

相关指标由南方医科大学珠江医院检验科进行测

定。性激素(E2、FSH、LH)采用化学发光法检测；

AMH采用ELISA法检测；甲状腺功能[包括游离三

碘甲状腺原氨酸(FT3)、游离甲状腺素(FT4)、促甲

状腺素(TSH)]采用化学发光法检测；免疫指标[包
括抗卵巢抗体(AoAb)、抗子宫内膜抗体(EmAb)、
抗心磷脂抗体(ACL)、抗核抗体(A N A )、抗双链

DNA抗体(ds-DNA)、抗着丝点抗体(ACA)、免疫

球蛋白G(Ig G)、免疫球蛋白A(Ig A)、免疫球蛋白

M(IgM)、免疫球蛋白E(IgE)、补体C3(C3)、补体

C4(C4)]采用ELISA法测定，并记录阳性指标数量。

1.4　超声检查　于外周血采集当日由同一位检查

者行经腹和经阴道超声检查，记录子宫大小、卵巢

大小及内膜厚度。使用Acuson 128 XP10彩色多普勒

超声诊断仪(Mountain View，CA)分别测量子宫纵向

及横向最大径线、前后径，以及子宫内膜厚度(取
子宫内膜与肌层回声界面之间的最大值)。同时记

录双侧卵巢的3个径线，分别计算体积后取双侧卵

巢体积平均值记为该患者的卵巢体积。子宫及卵巢

体积均采用简化的长椭球体积公式(纵向最大径线

×横向最大径线×前后径/2)进行计算。

1 . 5　实时定量P CR检测　将Tr i zol (Inv i t rogen，
USA)分别加入血清标本及PBMC标本，提取总RNA 
2 μg，加入cDNA合成试剂盒(Promega，Madison，
USA)合成cDNA。血清miR-21及PBMC Peli1 mRNA
定量分析分别采用Cel-mirR-39 mimics、GAPDH作为

内参照。引物由广州烨善生物科技有限公司合成，

引物序列见表1。使用ABI PRISM® 7500序列检测系

统进行qRT-PCR。反应条件为：95 ℃  10 min预变

性；95 ℃ 15 s变性，60 ℃ 60 s退火，共40个循环。

结果采用2–ΔΔCt法分析。所有实验步骤重复3次。
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1.6　统计学处理　采用SPSS 22.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，符合正态分布则两组间

比较采用两独立样本 t检验；计数资料以例(%)表
示，计数资料及不符合正态分布的计量资料采用非

参数秩和检验(Mann-Whitney检验)；两变量间的相

关性采用Spearman相关分析。P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结　　果

2.1　一般资料比较　两组年龄、BMI差异无统计

学意义。与对照组比较，aPOI组初潮年龄更早，

经期更短，孕次、产次更少，而月经周期更长，

更年期症状阳性数量更多，差异均有统计学意义

(P<0.05，表2)。

[分别为(42.54±14.25) cm 3、(7.20±2.28) cm 3，

P<0.001]；aPOI组内膜厚度[(4.53±2.51) mm]与
对照组[(5.72±2.06) mm]比较差异无统计学意义

(P=0.057)。
2.4　血清miR-21及PBMC Peli1 mRNA表达水平比较

　aPOI组血清miR-21及PBMC Peli1 mRNA表达水平

(分别为0.60±0.14、0.30±0.14)均明显低于对照组

(分别为1.01±0.07、1.63±0.54，P<0.001)。
2.5　miR-21、Peli1表达水平与其他指标的相关性分

析　为了评估miR-21与Peli1表达量之间的关联，以

及两者在aPOI患者中的诊断价值，选取上述结果中

两组间有统计学差异的指标，将aPOI组血清miR-21 
及PBMC Peli1分别与这些指标进行Spearman相关性

分析。结果表明，aPOI组PBMC Peli1与血清miR-21 
表达水平呈正相关( r = 0 . 7 1 9，P<0 . 0 0 1 )。此外，

Peli1、miR-21均与E2、AMH、子宫体积、卵巢体积

呈正相关，与FSH、LH、免疫指标阳性数量呈负相

关(表4)。

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primers used for qRT-PCR
引物 引物序列(5'-3')

miR-21(上游) ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCA
GACTGA

miR-21(下游) CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC
AATTCAGTTGAGTCAACATC

Cel-mirR-39 mimics(上游) GACTTCATCACCGGGTGTAAATC
Cel-mirR-39 mimics(下游) TATCGTTGTTCTCCACTCCTTGAC
Peli1(上游) TGGTCCCTATGTCCCTCTGT
Peli1(下游) TGCGTACCATGAGGAAGTG
GAPDH(上游) GGCCTCCAAGGAGTAAGAAA
GAPDH(下游) GCCCCTCCTGTTATTATGG

表2　两组一般情况比较

Tab.2　General characteristics and menstrual condition of 

patients in both groups

指标 aPOI组
(n=26)

对照组
(n=30) t/Z P

年龄(岁, x±s) 30.92±7.21 31.43±4.73 –0.308 0.759

BMI(kg/m2, x±s) 20.83±2.54 19.82±1.68 1.729 0.091

初潮年龄(岁, x±s) 13.77±0.90 14.62±1.33 –2.405 0.016

经期(d, x±s) 3.96±1.64 5.50±1.20 –3.525 <0.001

月经周期(月, x±s) 2.54±1.17 1.00±0.00 5.980 <0.001

更年期症状阳性数量(个) 5 1 6.246 <0.001

孕次(次) 0 2 –5.152 <0.001

产次(次) 0 1 –4.159 <0.001

　　BMI. 体重指数

表3　两组激素及免疫指标比较

Tab.3　Hormone levels and immune parameters of patients in 

both groups
指标 aPOI组(n=26) 对照组(n=30) t/Z P

FSH (U/L, x±s) 78.27±40.39 7.57±2.72 6.407 <0.001

LH (U/L, x±s) 38.78±22.31 6.12±6.42 5.865 <0.001

E2 (pmol/L, x±s) 117.60±131.15 268.70±279.03 –4.249 <0.001

AMH (μg/L, x±s) 0.05±0.08 1.73±0.26 –6.421 <0.001

FT3 (pmol/L, x±s) 4.97±1.83 5.06±0.51 –0.245 0.808

FT4 (pmol/L, x±s) 11.60±2.79 11.68±1.22 –0.141 0.889

TSH (mU/L, x±s) 1.65±1.05 1.56±0.73 0.333 0.741
免疫指标阳性数
量(个) 2 0 7.036 <0.001

　　FSH. 促卵泡激素；LH. 促黄体生成素；E2. 雌二醇；AMH. 

抗苗勒管激素；FT3. 游离三碘甲状腺原氨酸；FT4. 游离甲状腺

素；TSH. 促甲状腺素

表4　aPOI组PBMC Peli1、血清miR-21表达水平与其他指

标的相关性

Tab.4　Spearman correlation coefficients for PBMC Peli1 and 

serum miR-21 of aPOI patients

变量
PBMC Peli1 血清miR-21

r P r P

免疫指标阳性数量 –0.842 <0.001 –0.850 <0.001

E2 0.460 <0.001 0.436 0.001

FSH –0.687 <0.001 –0.773 <0.001

LH –0.706 <0.001 –0.684 <0.001

AMH 0.706 <0.001 0.765 <0.001

子宫体积 0.439 0.001 0.460 <0.001

卵巢体积 0.581 <0.001 0.649 <0.001

　　E2. 雌二醇；FSH. 促卵泡激素；LH. 促黄体生成素；AMH. 

抗苗勒管激素

2.2　激素、免疫指标比较　aPOI组E2、AMH水平

明显低于对照组(P<0.05)，FSH、LH、免疫指标阳

性数量明显高于对照组(P<0.05)，但甲状腺功能指

标FT3、FT4、TSH差异无统计学意义(表3)。
2 . 3　超声检查指标比较　超声检查结果显示，

对照组可见窦卵泡声像，而aPOI组均未见卵泡声

像(图1)。aPOI组子宫体积为(25.12±15.75) cm3，

卵巢体积为(3.05±1.87) cm3，均明显小于对照组
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3　讨　　论

POI既往被称为卵巢早衰( premature  ovar ian 
failure，POF)，是妇科内分泌方面的常见病和疑难

病。据统计，近年我国POI发病率为1%~3%，且逐

年递增，并呈年轻化趋势[14]。POI的病因具有异质

性，其中近30%的患者存在免疫功能异常，5%患

有免疫性卵巢炎[15-16]。目前aPOI尚无明确的诊断标

准，仅免疫性卵巢炎的病理学诊断较为明确，即查

见卵巢组织内大量淋巴细胞浸润(卵泡内膜、卵泡

外膜、黄体内可见CD4+、CD8+的T淋巴细胞及浆

细胞浸润，偶可见累及颗粒细胞层)[17]。但由于取

材不便，临床上不常采用此种方法。因此，探索一

种无创而特异的诊断方法成为目前aPOI相关研究

的热点问题。近年来通过对aPOI发病机制、相关

信号通路的研究，已筛选出部分可用于临床诊断的

血清学标志物，包括有抗透明带抗体、类固醇细

胞抗体(StCA)[18]、抗肾上腺皮质抗体(AAA)[19]、胚

胎需要的母体抗原(MATER)[20]、AIRE基因表达产 
物 [ 2 1 ]等。本研究通过对a P O I患者血清m i R - 2 1及
PBMC Peli1表达水平的分析，探讨二者的关系及其

诊断价值和临床意义。

miRNA作为一类非编码单链RNA分子，参与

转录后基因表达的调控，通过转录抑制或降解影响

靶基因表达的稳定性。近年有研究发现，miRNA在

卵巢类固醇生成、排卵、黄体发育及黄体功能等方

面均可发挥作用，且因其在体液中具有良好的稳定

性，近期已成为研究非侵入性诊断标志物的热门方

向[6]。miR-21是一种较早发现的、广泛存在于人类

各种组织、细胞的miRNA，在卵巢中含量较为丰

富，可影响卵泡的生长、分化及凋亡。现代研究表

明，颗粒细胞的数量及质量与POI的发病存在直接

关系 [12]。颗粒细胞的凋亡可诱导卵母细胞凋亡，

使卵母细胞过多地闭锁，卵巢储备功能降低，进而

导致POI。而大量研究结果均显示，miR-21可通过

凋亡、自噬等影响颗粒细胞功能。如Mase等 [22]对

miRNA进行了高通量测序，发现miR-21可影响3种
人源颗粒细胞系及原代颗粒细胞的基膜形成，进而

维持其结构完整性；Donadeu等[23]发现卵泡闭锁过

程中颗粒细胞及卵泡膜细胞高表达miR-21-5p/-3p；
Tian等[24]发现高表达miR-21可通过与mTOR、凋亡

及类固醇生成途径相关的靶基因维持猪的发情周

期；Ma等[25]发现miR-21-3p可通过AKT/mTOR通路

抑制牛颗粒细胞自噬。本课题组既往研究结果也显

示，miR-21能够通过抑制其靶基因PTEN及PDCD4
表达，减少卵巢颗粒细胞的凋亡，部分改善卵巢结

构及内分泌功能，缓解化疗药物造成的POI[11]。因

此，miR-21及其下游靶基因在POI中的作用机制及

诊断价值值得进一步探讨。

为了探讨miR-21在aPOI中的作用，本研究通

过生物信息学的方法在miRDIP、TargetScan5.1、
miRecords、miRanda数据库中查找miR-21的靶基因

并取其交集，筛选出与免疫功能相关的下游基因

Peli1。Peli1是免疫耐受形成过程中一种多泛素连接

酶，与多种自身免疫性疾病相关。Medvedev等 [26]

发现，Peli1是T淋巴细胞的负调节因子、髓系细胞

的正调节因子，在各种免疫或炎症调节途径中起着

关键作用。Qiu等[27]发现，miR-21-Peli1-c-Rel通路可

通过抑制辅助T细胞-17中的糖酵解过程，抑制自身

免疫的发生。Wang等[28]发现，Peli1可通过非经典

NF-κB通路抑制B细胞介导的系统性红斑狼疮的发

病。Yang等[29]发现，Peli1在TLR4/TRIF/NF-κB通路

中起着促进炎性因子产生的作用。由此可见，Peli1
能够影响外周血中T、B细胞的活化，介导免疫耐

图1　两组超声检查下卵泡形成情况

Fig.1　Follicles observed under ultrasonography in both groups
红圈处为卵巢，对照组卵巢中有低回声卵泡影，而aPOI组卵巢较小且无卵泡影

对照组 aPOI组
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受的形成，并可在NF-κB通路中促进炎性因子的产

生，发挥促进炎症、影响细胞存活的作用。

本研究选取miR-21及其靶基因Peli1作为研究对

象，测定二者在aPOI患者中的表达情况，发现二者

均呈低表达，且呈正相关关系。然而，如上所述，

miRNA通过转录抑制或降解影响靶基因表达的稳定

性，因此较多研究中miRNA与其靶基因的表达呈负

向调控关系。如Marquez等[30]发现，在小鼠肝再生

的早期阶段，NF-κB信号通路被激活，而miR-21表
达上调能够抑制NF-κB信号通路，同时miR-21的靶

基因Peli1表达下调，并为miR-21负反馈调节NF-κB
信号通路提供基础；Luther等[13]发现，在间充质干

细胞(MSC)外泌体转染心肌中上调miR-21a-5p能够

抑制促凋亡基因Peli1的表达。而本研究结果显示，

aPOI患者中miR-21与Peli1的表达水平均下降，为正

向调控关系，原因可能为：aPOI既是一种妇科内

分泌疾病，也是一种自身免疫性疾病，同时与卵巢

颗粒细胞、免疫细胞功能相关。miR-21主要在细胞

增殖、凋亡方面发挥作用，功能较为明确；而Peli1
作为一个新发现的分子，既能在颗粒细胞中发挥促

进炎症及凋亡的作用，同时也能在免疫细胞中发挥

介导免疫耐受的作用。因此，对于miR-21与Peli1在
aPOI中的作用机制，还须进一步在细胞及动物模型

中进行定位、定量研究。

综上所述，本研究通过测定aPOI患者血清中

miR-21及PBMC中Peli1的表达水平，发现aPOI患者

miR-21与Peli1表达水平下降，二者呈正相关关系，

且均与E2、AMH、子宫及卵巢体积呈正相关，与

FSH、LH、免疫指标阳性数量呈负相关。miR-21与
Peli1可能参与了aPOI的发病，对aPOI的辅助诊断有

一定参考价值。
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