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血清 microRNA 对心肌桥的诊断价值
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[摘摇 要] 摇 目的摇 在心肌桥患者血清中筛选出表达差异的 microRNA(miRNA),寻找早期诊断心肌桥的血清生物

标记物。 方法摇 采集 100 例心肌桥患者及 50 例对照者的血清样本,提取血清中的 miRNA,用 Microarray 基因芯片

方法在病例组 20 例及对照组 10 例混合样本中筛选差异的血清 miRNA,分析结果并采用实时荧光定量 PCR 对差异

性显著的 miRNA 进行验证。 结果摇 Microarray 检测结果显示部分 miRNA 在心肌桥患者血清中表达异常,心肌桥患

者 Hsa鄄miR鄄92a、Hsa鄄miR鄄487a 和 Hsa鄄miR鄄126 表达量上升,Hsa鄄miR鄄29b 表达量下降,与对照组相比差异有统计学

意义(P < 0郾 05)。 Hsa鄄miR鄄92a、Hsa鄄miR鄄487a、Hsa鄄miR鄄126 和 Hsa鄄miR鄄29b 的 ROC 曲线下面积分别为 0郾 998、
0郾 956、0郾 719 和 0郾 986,通过最佳切点分析,其诊断心肌桥的灵敏度和特异度分别为:97% 和 100% 、97% 和 100% 、
45郾 5% 和 100% 、87郾 9%和 100% 。 结论摇 心肌桥患者血清中存在 miRNA 表达差异,Hsa鄄miR鄄92a、Hsa鄄miR鄄487a、
Hsa鄄miR鄄126 和 Hsa鄄miR鄄29b 是潜在诊断心肌桥的血清标记物。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To identify a serum microRNA(miRNA) expression profile that can serve as a novel diagnostic
biomarker for myocardial bridging (MB) detection. 摇 摇 Methods摇 Serum samples were taken from 100 MB patients and
50 controls. 摇 An initial screening of miRNA expression by microarray was performed using serum samples pooled from 20
MB patients and 10 controls, respectively. 摇 Differential expression was validated using hydrolysis probe鄄based stem鄄loop
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT鄄qPCR) in individual samples. 摇 摇 Results摇 The microar鄄
ray results demonstrated that 21 serum miRNAs were markedly different in the MB patients compared with the controls. 摇
The RT鄄qPCR analysis further identified a profile of four serum miRNAs (miR鄄92a, miR鄄487a, miR鄄29b and miR鄄126) as
a biomarker for MB detection. 摇 The areas under the receiver operating characteristic (ROC) curve of this four鄄serum miR鄄
NAs were 0郾 998, 0郾 956, 0郾 719 and 0郾 986 respectively, and using the optimal cutoff value, we obtained the following sen鄄
sitivity and specificity values to detect MB: 97% and 100% , 97% and 100% , 45郾 5% and 100% , 87郾 9% and 100% re鄄
spectively. 摇 摇 Conclusions摇 We identified four serum miRNAs signature for MB diagnosis by genome鄄wide serum miRNA
expression profiling. Expression levels of this serum miRNA may be a novel biomarker for early detection of MB in human.

摇 摇 冠状动脉及其分支通常走行于心脏表面的心

外膜结缔组织中,当一段冠状动脉被心肌所包绕

时,则该段心肌被称为心肌桥(myocardial bridging,
MB)。 心肌桥是一种最常见的冠状动脉血管变异,

解剖检出率约 33% 。 1960 年,Portmann 等[1]首次报

道了在冠状动脉造影时心肌桥的动态影像学改变。
目前,心肌桥的诊断只能依靠冠状动脉造影或是

冠状动脉CT血管造影,这两种方法都存在着价格昂
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贵、有创和碘剂过敏的检查禁忌等缺陷。 因此,迫
切需要探索一种价格低廉、简单可行的早期诊断心

肌桥方法。 microRNA(miRNA)是一类长度为 20 ~
25 个核苷酸的内源性小分子非编码单链 RNA,主要

参与基因转录后表达调控[2]。 一些研究均已证实,
miRNA 在心肌发育、心肌纤维化等方面扮演着重要

的角色[3,4]。 目前国内外关于心肌桥的循环 miRNA
研究尚未见相关报道,本文结合 Microarray 与实时

荧光定量 PCR(RT鄄qPCR)技术,在心肌桥患者中筛

选出表达差异显著的 miRNA,可能成为心肌桥临床

新型诊断学生物标记物。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 研究对象

摇 摇 选择 2011 年 11 月至 2012 年 6 月在南京军区

南京总医院心血管内科住院的 100 例心肌桥患者为

研究对象(病例组),其中男 64 例,女 36 例。 另外,
选择 50 例非心肌桥且无冠心病的患者设为对照组。
两组患者均通过冠状动脉造影验证,并排除心力衰

竭、心律失常、肿瘤病史和脑、肝、肾以及内分泌代

谢疾病。
1郾 2摇 Microarray 芯片

分别将病例组 20 例和对照组 10 例样本混合,
提取总 RNA,通过 Microarray 芯片进行 miRNA 表达

检测,利用 U6 snRNA 进行校正比较两组 miRNA 的

表达差异谱,筛选出差异表达逸2 倍的 miRNA,准备

进一步验证。
1郾 3摇 循环 miRNA 提取方法

(1)用于 Microarray 样本处理:每个样本取 100
滋L 混匀,按照 3 倍体积比例加入 Trizol 充分混匀。
按照产品说明书提取总 RNA。 (2)用于 RT鄄qPCR
验证样本处理:取 100 滋L 低温冷藏的血清样本,加
入 300 滋L DEPC 水和 200 滋L 苯酚,剧烈震荡,加入

200 滋L 氯仿,再次剧烈震荡,室温 16000 g 离心 20
min,吸取上清后加入 800 滋L 异丙醇,静置 1 h,在
4益条件下 16000 g 离心 20 min,充分弃上清,加入 1
mL 75%乙醇混匀,再次在 4益条件下 16000 g 离心

20 min,充分弃上清,加入 20 滋L DEPC 水溶解提取

出的 RNA。
1郾 4摇 cDNA 的合成

RT鄄PCR 使用 miRNA Taqman 试剂(ABI 公司产

品)。 每 10 滋L 逆转录反应为一个反应体系,包括 7
滋L 反应体系混合物、1 滋L Taqman 引物和 2 滋L
RNA 样本。 在 PCR 仪(ABI 公司产品)上设定温度

程序为 16益30 min,42益30 min,85益5 min,短期内

待检样本保存在 4益冰箱,长期需保持在 - 20益冰

箱中,同时注意避免反复冻融。
1郾 5摇 实时荧光定量 PCR 检测

使用 7300 型序列检测系统(ABI 公司产品),每
个反应孔为 20 滋L 反应体系,包括 1 滋L 逆转录产

物、0郾 33 滋L miRNA Taqman 引物、18郾 67 滋L 体系混

合物域。 反应体系在 PCR 仪上温度设定为:95益
15 s,60益1 min,进行 40 个循环。
1郾 6摇 数据分析

以 miR鄄let7 作为内参,miR鄄16 建立标准曲线,
参照 Chen 等[5] 描述绝对表达量计算方法,计算差

异表达 miRNA 的绝对含量。 Ct 值为反应过程中实

时荧光强度到达设定的阈值时所经过的扩增循环

数,此时扩增呈对数增长,Ct 值与标本起始拷贝数

成反比。
1郾 7摇 统计学分析

采用 SPSS 19郾 0 软件进行处理。 组间比较采用

配对 t 检验,相关性分析用 字2 检验。 以 P < 0郾 05 为

差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 miRNA 测序结果分析

摇 摇 Microarray 芯片结果显示,在病例组及对照组中

分别检测出 391 个和 329 个 miRNA 的表达,筛选出

18 个表达上调的 miRNA (Hsa鄄miR鄄92a、 Hsa鄄miR鄄
487a、Hsa鄄miR鄄126、Hsa鄄miR鄄147、Hsa鄄miR鄄450b鄄3p、
Hsa鄄miR鄄551b、 Hsa鄄miR鄄208、 Hsa鄄miR鄄208b、 Hsa鄄
miR鄄199a、 Hsa鄄miR鄄21、 Hsa鄄miR鄄210、 Hsa鄄miR鄄215、
Hsa鄄miR鄄449、 Hsa鄄miR鄄151、 Hsa鄄miR鄄502、 Hsa鄄miR鄄
1、Hsa鄄miR鄄582鄄3p 和 Hsa鄄miR鄄769)以及 3 个表达下

调的 miRNA ( Hsa鄄miR鄄29b、 Hsa鄄miR鄄211 和 Hsa鄄
miR鄄219),共 21 个 miRNA 进行后续试验(表 1)。
2郾 2摇 在个体之间验证 miRNA 的结果

在病例组 100 例患者和对照组 50 例非冠心病

无心肌桥患者的血清样本中,利用 RT鄄qPCR 方法逐

个验证上述 21 个 miRNA,并计算绝对含量。 结果

发现,miR鄄92a、miR鄄487a、miR鄄126 和 miR鄄29b 在两

组之间有明显的表达差异,其中 miR鄄29b 在病例组

表达量明显下降,其余 3 个 miRNA 则显示表达量升

高(图 1)。 miR鄄211 在内的 9 个 miRNA 虽然在两组

间表达有明显差异,但是与 Microarray 结果不符,
miR鄄147 在内的 8 个 miRNA 则没有差异(表 1)。
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表 1.两组血清 miRNA 的表达差异

Table 1. The discrepancy of miRNA in two groups

miRNAs
病例组(n = 100)

Mean SD

对照组(n = 50)

Mean SD
Fold change P - 驻驻Ct

miR鄄92a 44郾 83 44郾 80 2郾 92 0郾 96 15郾 34 0郾 00 2郾 68

miR鄄487a 382郾 18 177郾 21 35郾 31 12郾 56 10郾 82 0郾 00 10郾 86

miR鄄29b 58郾 15 77郾 06 205郾 11 83郾 85 0郾 28 0郾 00 - 2郾 35

miR鄄126 63郾 39 53郾 27 29郾 14 18郾 62 2郾 18 0郾 00 3郾 68

miR鄄210 67郾 84 88郾 30 26郾 05 25郾 75 2郾 60 0郾 01 4郾 69

miR鄄211 298郾 03 243郾 83 3郾 98 2郾 91 74郾 83 0郾 00 - 12郾 48

miR鄄450鄄3p 10郾 60 7郾 47 24郾 34 17郾 87 0郾 44 0郾 00 2郾 74

miR鄄582鄄3p 18郾 09 19郾 35 183郾 10 87郾 94 0郾 10 0郾 00 19郾 84

miR鄄208 73郾 26 48郾 80 977郾 27 319郾 56 0郾 07 0郾 00 5郾 56

miR鄄769鄄3p 0郾 12 0郾 10 2郾 11 2郾 29 0郾 06 0郾 00 4郾 55

miR鄄551b 0郾 36 0郾 44 1郾 00 1郾 11 0郾 36 0郾 01 7郾 12

miR鄄1 2郾 79 4郾 22 8郾 28 6郾 58 0郾 34 0郾 01 2郾 75

miR鄄502 186郾 37 124郾 76 404郾 89 333郾 35 0郾 46 0郾 02 3郾 66

miR鄄147 343郾 15 398郾 00 46郾 46 10郾 15 7郾 39 0郾 05 2郾 24

miR鄄219 6郾 16 1郾 59 7郾 54 3郾 26 0郾 82 0郾 05 - 7郾 24

miR鄄199a 151郾 32 181郾 00 84郾 55 65郾 66 1郾 79 0郾 06 15郾 94

miR鄄215 650郾 97 499郾 04 378郾 21 514郾 32 1郾 72 0郾 06 3郾 70

miR鄄151鄄3p 5郾 15 5郾 76 8郾 18 6郾 93 0郾 63 0郾 09 2郾 92

miR鄄449 18郾 83 12郾 52 24郾 83 18郾 92 0郾 76 0郾 13 4郾 12

miR鄄208b 9郾 08 14郾 85 4郾 94 2郾 17 1郾 84 0郾 26 22郾 97

miR鄄21 5郾 04 4郾 93 6郾 14 7郾 33 0郾 82 0郾 65 2郾 64

图 1. 两组血清 miRNA 绝对含量对比

Figure 1. Comparison of the abusolute concentration of miRNA in two groups

2郾 3摇 血清差异 miRNA 浓度的 ROC 曲线分析

对血清 miR鄄92a、miR鄄487a、miR鄄126 和 miR鄄29b
浓度检测指标运用 SPSS 软件进行 ROC 曲线(图 2)
分析, miR鄄92a、 miR鄄487a、 miR鄄126 和 miR鄄29b 的

ROC 曲线下面积(area under the ROC curve,AUC)
分别为 0郾 998(95%CI:0郾 991 ~ 1郾 000)、0郾 956(95%

CI:0郾 892 ~ 1郾 000)、0郾 719(95% CI:0郾 577 ~ 0郾 862)
和 0郾 986(95% CI:0郾 961 ~ 1郾 000)。 通过最佳切点

分析,得到这 4 个 miRNA 的最佳切点分别为:8郾 01
fmol / L ( 97% 和 100% )、 94郾 17 fmol / L ( 97% 和

100% )、27郾 54 fmol / L (45郾 5% 和 100% ) 和 54郾 71
fmol / L(87郾 9%和 100% )。

616 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 7,2013



图 2. 4 种 miRNA 的 ROC 曲线

Figure 2. ROC curves of the 4 miRNAs

3摇 讨摇 论

心肌桥是一种常见的冠状动脉血管变异,所有

入选本次研究的心肌桥患者均通过冠状动脉血管

造影所证实。 而冠状动脉血管造影也是目前诊断

心肌桥的“金指标冶,即至少在两个投影位发现冠状

动脉典型的收缩期一过性狭窄征象,可成线状、串
珠状或类似闭塞样改变,而舒张期病变段血管完全

或部分恢复正常,称为“挤奶效应冶。 之前有报道通

过冠状动脉血管造影术心肌桥的发现率约为 0郾 5%
~40% 不等[6],明显低于尸检结果,其原因可能与

造影方法、角度、操作者专业程度以及人种相关。
本研究中,冠状动脉血管造影术心肌桥的发现率为

14郾 2% ,其中 63郾 7% 为男性,36郾 3% 为女性。 Pol佗c姚

ek 等[7]报道心肌桥最常见于冠状动脉的左前降支,
我们的数据中心肌桥全部位于左前降支,其中心肌

桥位于左前降支中段有 69 例,远端有 15 例,近端有

8 例,长肌桥有 8 例。
心肌桥可引起心肌缺血,当心肌收缩时,心肌

桥机械压迫冠状动脉,影响冠状动脉收缩期血流灌

注,继而舒张早期、中期心肌灌注减少,冠状动脉血

流储备降低,从而发生心肌缺血,出现心绞痛等症

状。 目前,心肌桥的治疗策略仍存在争议。 一般治

疗方法包括药物、介入以及外科手术。 其中首选药

物治疗,主要使用 茁 受体阻滞剂等。 手术治疗创伤

大,术后有诱发室壁瘤的危险。 介入治疗可能有心

肌桥穿孔的风险,远期有支架内再狭窄的可能,故
少用。 心肌桥通常被认为是一种良性病变,因此对

于胸痛患者如能尽早明确心肌桥诊断可以更早离

开监护病房及制定下一步治疗方案。 通过冠状动

脉血管造影诊断心肌桥比较浪费医疗资源,而且给

患者增加痛苦。
miRNA 在进化过程中高度保守,广泛地负调控

靶基因的表达[8],并且可以稳定地存在于血清和血

浆等多种体液当中,这类 miRNA 被称为循环 miR鄄

NA。 目前研究发现循环 miRNA 是潜在的多种疾病

的诊断学分子标记物。 比如在肺癌[5]、 前列腺

癌[9]、胃癌[10]、结直肠癌[11]、乳腺癌[12]和卵巢癌[13]

的患者血清中,发现了异常表达的 miRNA,每一种

肿瘤都有相应特异性的 miRNA 表达水平,大多数低

分化肿瘤也可以根据 miRNA 的表达水平确定其起

源的组织或器官。 目前发现,miRNA 对于神经干细

胞的增殖和分化有调控作用,不同的 miRNA 通过影

响其靶标 mRNA 在神经干细胞的表达及功能发挥,
进而改变神经干细胞的增殖和分化状态,最终完成

对神经系统发育的调控[8]。 在心脏发育方面,施翔

翔等[14]通过建立先天性室间隔缺损相关基因 Pax鄄8
敲除小鼠模型,发现 miRNA 为先天性心脏病室间隔

缺损发生发展的病理机制之一。 同时,近来的研究

表明,miRNA 与心血管疾病的发生有着密切关系,
Wang 等[15]证实血清 miRNA鄄208a 在急性心肌梗死

后迅速剧烈升高,有助于急性心肌梗死的早期诊

断。 Tijsen 等[16] 研究发现 6 个 miRNA 在心功能衰

竭患者血清中表达增高,其中 miR鄄423鄄5p 优于 BNP
在内的多种临床心功能衰竭指标。 也有学者通过

动物模型发现,在心肌缺血再灌注早期,心肌缺血

区域 miR鄄21 表达下降,细胞凋亡明显增加,过表达

miR鄄21 可改善细胞凋亡[17]。
通过血清 miRNA 作为心肌桥的诊断学标记物,

可以避免冠状动脉血管造影等在内的有创检查,也
可以减少医疗成本和增加临床应用普及。 我们通

过对 100 例心肌桥患者和 50 例非心肌桥对照人群

进行 Microarray 初筛和 RT鄄qPCR 进一步验证,确定

了 Hsa鄄miR鄄92a、Hsa鄄miR鄄487a、Hsa鄄miR鄄126 和 Hsa鄄
miR鄄29b 4 个 miRNA 在病例组的差异表达,通过

ROC 曲线分析, 这 4 个 miRNA 的 AUC 分别是

0郾 998、0郾 956、0郾 719 和 0郾 986,通常认为 AUC 大于

0郾 7,该指标才具有诊断价值。 得到这 4 个 miRNA
的最佳切点分别为 8郾 01 fmol / L (97% 和 100% )、
94郾 17 fmol / L(97%和 100% )、27郾 54 fmol / L(45郾 5%
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和 100% )和 54郾 71 fmol / L(87郾 9% 和 100% )。 除

miR鄄126 外,其余三个 miRNA 对于心肌桥的诊断均

有高度的特异性和高度的敏感性。
综上 所 述, Hsa鄄miR鄄92a、 Hsa鄄miR鄄487a、 Hsa鄄

miR鄄126 和 Hsa鄄miR鄄29b 在心肌桥患者血清中差异

表达,我们认为它们是预测心肌桥的血清学标记

物,为心肌桥的早期诊断提供了一种廉价、简单方

便的技术手段。
随着近年研究的深入,发现心肌桥与心肌梗死、

猝死等不良心脏事件有着一定联系[7,18],因此早期诊

断心肌桥有助于早期干预、减少恶性心血管事件的发

生率。 至于 Hsa鄄miR鄄92a、Hsa鄄miR鄄487a、Hsa鄄miR鄄126
和 Hsa鄄miR鄄29b 在心肌桥相关心肌缺血、冠状动脉粥

样硬化、冠状动脉痉挛和心肌梗死的心脏事件发生发

展过程中的作用,有待进一步深入研究。
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