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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨冠心病患者血浆及外周血单个核细胞(PBMC)miR鄄328、miR鄄22、miR鄄147 的表达变化及其

临床意义。 方法摇 筛选 100 例冠心病患者及相对健康对照组,采用实时荧光定量 PCR 技术检测各组血浆及 PBMC
中 miR鄄328、miR鄄147、miR鄄22 的表达水平。 结果摇 冠心病患者血浆中 miR鄄328、miR鄄22 的表达较非冠心病患者明显

升高,而 miR鄄147 的表达明显降低;在冠心病患者 PBMC 中,miR鄄328 表达没有明显变化,miR鄄22 表达略微增加,
miR鄄147 表达明显下降。 在心肌梗死患者中,血浆中 miR鄄328 和 miR鄄22 表达水平明显增加,而 miR鄄147 表达明显下

降;心肌梗死患者 PBMC 中 miR鄄328 表达略降低,miR鄄22 表达增加,miR鄄147 表达水平略有下降。 结论摇 miR鄄328、
miR鄄22 及 miR鄄147 在冠心病患者中的差异表达,有望作为冠心病疾病中一种新的标记物或基因治疗靶点。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the expression level and clinical significance of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄147 in
coronay heart disease (CHD) patients in plasma and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) . 摇 摇 Methods摇 100
cases with CHD and healthy volunteers were screened; Expression of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄147 in plasma and PBMC
in different groups was detected by real鄄time quantitative PCR. 摇 摇 Results摇 Compared with the patients with non鄄CHD,
the plasma expression of miR鄄328 and miR鄄22 in patients with CHD significantly increased, and the plasma expression of
miR鄄147 in patients with CHD significantly decreased;Compared with the non鄄CHD, the expression of miR鄄328 in PBMC
had no significant difference in CHD group, and the expression of miR鄄22 in PBMC was up鄄regulated in CHD group, but
the expression of miR鄄147 in PBMC was obviously down鄄regulated; Compared with the patients with non鄄AMI, the expres鄄
sion of miR鄄328 and miR鄄22 in plasma was significantly increased in AMI, but the expression of miR鄄147 in plasma was
obviously decreased in AMI; In addition, the miR鄄328 and miR鄄147 levels in PBMC in AMI patients were slightly lower,
and the miR鄄22 level was elevated in PBMC in AMI patients. 摇 摇 Conclusion摇 Significantly differently expressed miR鄄
328, miR鄄22 and miR鄄147 are expected to be new cardiovascular disease markers or gene therapeutic targets in CHD pa鄄
tients.

摇 摇 miRNA 是一类存在于真核细胞胞质中非编码

蛋白质的小 RNA,由 18 ~ 25 个碱基组成,在生物进

化遗传中具有高度保守性[1],miRNA 主要是通过其

5忆端被称为种子序列( seed sequence)的 2鄄7nt 序列

与位于靶 mRNA 3忆'端非编码区(untranslated region,
3'UTR)的特殊位点互补配对,识别靶 mRNA 来发挥

作用。 研究表明,miRNA 在血管生成和心血管疾病

中均发挥重要作用[2]。 新近研究报道在 RNA 酶存
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在的情况下,心血管疾病患者体液中仍可以检测到

分泌到细胞外并稳定存在的 miRNA[3鄄6],这就提示

循环 miRNA 分子可作为一种疾病早期诊断、治疗及

预后判断的新型标志。 He 等[7]报道,在急性心肌梗

死(AMI)患者中,miR鄄328 的水平显著升高,且 miR鄄
328 与心肌缺血再灌注、心肌肥大、心房颤动有

关[8鄄9];miR鄄147 作为与炎症相关的 miRNA 在冠心

病患者外周血单个核细胞中显著降低[10]; miR鄄
22[11]作为抗凋亡的 miRNA,参与心肌纤维化、心肌

肥大与重构,抑制其表达的升高可抑制心肌肥大的

发生[12鄄15],并与心衰、肺动脉高压、免疫性疾病及肿

瘤等密切相关。 但关于上述三种 miRNA 系统的生

物学功能及与冠心病的相关性,目前尚需进一步明

确。 冠心病是心血管疾病中的常见病,其主要原因

为心肌梗死的高发生率和致死率,严重威胁人体健

康。 针对 AMI 为冠心病中的一类高风险疾病,若能

有效地早期诊断和干预,对于预防和减缓冠心病患

者出现的急、恶性心血管事件,降低冠心病患者死

亡率有重大意义。 因此,要达到这一目的,必须有

敏感性高、特异性强的心肌损伤标记物作为诊断。
本研究观察了 miR鄄328、miR鄄147 和 miR鄄22 在冠心

病患者中的表达变化,期望能筛选出作为冠心病有

价值的新型标志物,并能为冠心病的机制研究提供

实验基础,进一步揭示冠心病的发病进程,提供新

的基因治疗靶点。

1摇 资料与方法

1郾 1摇 患者入选

摇 摇 筛选 2013 年 6 月至 2014 年 12 月间我院住院患

者 100 例,均为汉族且无血缘关系。 以冠状动脉造影

为标准分为冠心病组和非冠心病组。 排除心衰、肾
衰、肝功能衰竭、血液系统疾病、恶性肿瘤、糖尿病及

感染性疾病等并发症。 入院前 2 周内,均未服用任何

抗血小板、抗凝、溶栓药物及中药制剂,无出血性疾

病,无肝病。 全部研究对象在试验前签署知情同意

书。 冠心病组:80 例,有胸痛症状,造影显示有血管

病变。 80 例冠心病患者再分为非 AMI 组和 AMI 组。
非 AMI 组(n =45):心绞痛有加剧的趋势,或在静息

状态或轻微活动时心绞痛复发,或持续时间延长( >
20 min),伴缺血性心电图改变,如 ST 段改变和 / 或 T
波倒置,造影显示至少有 1 支血管病变大于 50% 。
AMI 组(n =35):AMI 患者入院前 24 h 内胸痛持续时

间至少 >30 min,硝酸制剂不能缓解,并存在肌酸激

酶同工酶(CK鄄MB)和肌钙蛋白(TnI)水平升高等心

肌损伤指标的表达变化,造影显示有血管病变。 非冠

心病组(相对健康对照):20 例,有胸痛症状、但无心

电图改变,造影显示无狭窄。
1郾 2摇 血浆样本收集

血液样本来自所有患者的肘静脉,AMI 患者样

本于入院后 30 min 内抽取,其他样本均于患者到达

医院的第二天早上抽取。 抽血距胸痛发作 < 24 h,
血液放入含 EDTA 抗凝的采血管,1 ~ 2 h 内,4益
3000 r / min 离心 15 min,收集血浆至 1. 5 mL EP 管

中,贮存于 - 40益 冰箱保存,以备下一步的 RNA
抽提。
1. 3摇 外周血单个核细胞的收集

采用密度梯度离心法分离患者外周血单个核

细胞(peripheral blood mononuclear cells,PBMC)。 具

体操作方法为取新鲜抗凝血 5 mL,与 PBS 溶液 1颐 1
混匀后,缓慢沿试管壁铺在 1颐 1 淋巴细胞分离液上,
室温下 1500 r / min 离心 20 min,离心管中由上至下

细胞分为四层。 第一层:血浆或组织匀浆液层;第
二层:环状乳白色淋巴细胞或单核细胞层;第三层:
透明分离液层;第四层:红细胞层。 用 1 mL Tip 收

集第二层,再用 PBS 重悬,以 1000 r / min 离心 5 ~ 10
min,重复 2 次,收集细胞,用于 RNA 的提取。
1郾 4摇 miRNA 的抽提

所有样本均在冰上融化,取 250 滋L 血浆加入

750 滋L TRizol(细胞直接加入 1 mL TRizol)混匀;加
入 10 滋L ath鄄MIR156a mimics(20 nmol / L)混匀,作
为外源参照物,室温放置 5 min;加入 200 滋L 氯仿

(每 1 mL)蜗旋混匀 15 s,室温放置 3 ~ 5 min;4益
12000 r / min 离心 15 min,转移上清液到新的 EP 管;
加入 500 滋L 异丙醇,混匀, - 20益过夜;4益12000 r /
min 离心 15 min;75% 乙醇洗涤 RNA 沉淀,7500 r /
min 离心 5 min;去上清,风干;最后加 20 ~ 30 滋L鄄
Nuclease鄄Free 双蒸水溶解 RNA,溶液储存到 - 80益
备用。
1. 5摇 采用特异引物对 miRNA 进行逆转录反应

取上述样本 RNA 500 ng 进行逆转录,反应体系

配制于冰上进行。 反转录条件为 37益 15 min 进行

逆转录;85益 5 s 使逆转录酶失活。 逆转录完短期

保存于 4益冰箱。 长期可保存于 - 20益冰箱备用。
1郾 6摇 实时荧光定量 PCR 反应

以逆转录产物为模板进行荧光定量 PCR 扩增,
miR鄄328、miR鄄147、miR鄄22 及外参引物由广州锐博

公司设计、合成,所有操作均在冰上进行,设置 2 个

复孔,各样本的相对表达量按公式 2 -吟吟Ct 计算,重
复 3 次。
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1. 7摇 统计学方法

数据分析使用 SPSS 20. 0 软件(SPSS 公司,IL,
美国)对数据进行分析。 计量资料以x 依 s 表示。 统

计数据两组间均数比较采用独立样本 t 检验,多组

间均数比较采用 ANOVA 方差分析,以 P < 0. 05 为

差异有显著性。

2摇 结摇 果

2. 1摇 临床病例资料的特征统计

摇 摇 非冠心病组、AMI 组和冠心病非 AMI 组患者在

年龄、性别、危险因素 (除了高脂血症外)等方面差

异无统计学意义;但高敏 C 反应蛋白(hs鄄CRP)水平

在非 AMI 组和 AMI 组与非冠心病组相比显著增加

(P < 0. 01;表 1)。

表 1.入选病例资料的特征统计

Table 1. Characteristics of study cohort

特征
非冠心病组
(n = 20)

AMI 组
(n = 35)

冠心病非
AMI 组(n = 45)

年龄(岁) 59 依 6 62 依 7 67 依 8
男 / 女(例) 8 / 12 20 / 15 31 / 14
高血压(例) 6(30. 0% ) 13(37. 1% ) 19(42. 2% )
糖尿病(例) 3(15. 0% ) 7(20. 0% ) 13(28. 9% )
高血压合并糖尿病(例) 1(5. 0% ) 5(14. 3% ) 6(13. 3% )
高血脂(例) 5(25. 0% ) 15(42. 9% ) a 18(40. 0% )
吸烟(例) 6(30. 0% ) 9(25. 7% ) 25(55. 6% )
hs鄄CRP(mg / L) 12. 0 依 3. 9 37. 1 依 7. 2a 25. 2 依 9. 7a

a 为 P < 0. 01,与非冠心病组比较。

2. 2摇 冠心病组和非冠心病组患者血浆中 miRNA 的

表达变化

冠心病组血浆 miR鄄328 水平高于非冠心病组,差
异有统计学意义( t = 9. 623,P < 0. 001);miR鄄22 在冠

心病组血浆中水平高于非冠心病组,差异有统计学意

义( t = 4. 259,P < 0. 01);miR鄄147 表达下降 60% 左

右,在冠心病组血浆中水平明显低于非冠心病组,差
异有统计学意义(t =4. 029,P <0. 01;表 2 )。

表 2. 冠心病组和非冠心病组患者血浆中 miR鄄328、miR鄄22
和 miR鄄147 表达变化(x 依 s,n = 3)
Table 2. Relative expression of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄
147 in plasma in CHD and non鄄CHD patients(x 依 s,n = 3)

miRNA 非冠心病组 冠心病组

miR鄄328 0. 470 依 0. 056 1. 320 依 0. 168a

miR鄄22 0. 497 依 0. 099 0. 850 依 0. 134a

miR鄄147 1. 038 依 0. 163 0. 625 依 0. 124a

a 为 P < 0. 01,与非冠心病组比较。

2. 3摇 冠心病组和非冠心病组患者 PBMC 中 miRNA
的变化

冠心病组 PBMC 中 miR鄄328 水平与非冠心病组

比较差异无统计学意义( t = 0. 223,P > 0. 05 );在冠

心病组 PBMC 中 miR鄄22 表达水平略微增加,高于非

冠心病组,差异有统计学意义( t = 2. 49,P < 0. 05 );
冠心病组 PBMC 中 miR鄄147 表达明显下降,约3郾 5 ~
4 倍左右,明显低于非冠心病组,差异有统计学意义

( t = 19. 588,P < 0. 001;表 3) 。

表 3. 冠心病组和非冠心病组患者 PBMC 中 miR鄄328、miR鄄
22 和 miR鄄147 表达变化(x 依 s,n = 3)
Table 3. Relative expression of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄
147 in PBMC in CHD and non鄄CHD patients(x 依 s,n = 3)

miRNA 非冠心病组 冠心病组

miR鄄328 2. 605 依 0. 125 2. 639 依 0. 276
miR鄄22 1. 368 依 0. 078 1. 586 依 0. 157a

miR鄄147 4. 432 依 0. 294 1. 220 依 0. 146b

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与非冠心病组比较。

2. 4摇 AMI 组和非 AMI 组患者血浆 miRNA 的变化

AMI 患者血浆中 miR鄄328 水平增加约 3 倍,显
著高于非 AMI 组,差异有统计学意义( t = 10. 763,P
< 0. 001);miR鄄22 表达明显增加,AMI 组血浆水平

显著高于非 AMI 组,差异有统计学意义( t = 4. 276,
P < 0. 01);miR鄄147 表达明显下降, AMI 组血浆

miR鄄147 水平明显低于非 AMI 组,差异有统计学意

义( t = 4. 112,P < 0. 01;表 4) 。

表 4. AMI 组和非 AMI 组患者血浆中 miR鄄328、miR鄄22 和

miR鄄147 表达变化(x 依 s,n = 3)
Table 4. Relative expression of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄
147 in plasma in AMI and non鄄AMI patients(x 依 s,n = 3)

miRNA 非 AMI 组 AMI 组

miR鄄328 0. 613 依 0. 137 1. 853 依 0. 185a

miR鄄22 0. 663 依 0. 125 1. 113 依 0. 169a

miR鄄147 0. 703 依 0. 126 0. 377 依 0. 095a

a 为 P < 0. 01,与非 AMI 组比较。

2郾 5摇 AMI 组和非 AMI 组患者 PBMC 中 miRNA 的

变化

AMI 患者 PBMC 中 miR鄄328 表达略降低,低于

非 AMI 组 miR鄄328 水平,差异有统计学意义( t =
3郾 015,P < 0郾 05 );AMI 组 PBMC 中 miR鄄22 表达增

加,高于非 AMI 组,差异有统计学意义( t = 3郾 17,P
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< 0郾 05 );miR鄄147 表达略有下降,AMI 组 PBMC 中

miR鄄147 水平低于非 AMI 组,差异有统计学意义( t
= 2郾 764,P < 0郾 05;表 5)。

表 5. AMI 组和非 AMI 组患者 PBMC 中 miR鄄328、miR鄄22
和 miR鄄147 表达变化(x 依 s,n = 3)
Table 5. Relative expression of miR鄄328, miR鄄22 and miR鄄
147 in PBMC in AMI and non鄄AMI patients(x 依 s,n = 3)

miRNA 非 AMI 组 AMI 组

miR鄄328 5郾 635 依 0郾 425 4郾 668 依 0郾 481a

miR鄄22 2郾 073 依 0郾 334 2郾 791 依 0郾 340a

miR鄄147 2郾 454 依 0郾 357 1郾 881 依 0郾 211a

a 为 P < 0郾 05,与非 AMI 组比较。

3摇 讨摇 论

冠心病(CHD)是当今世界威胁人类健康的重

要疾病之一,主要为冠状动脉粥样硬化,由脂质代

谢异常,在动脉内膜下有类似于粥样的脂类物质沉

着而成的白色斑块[16],斑块的日益堆积造成动脉管

腔狭窄,血管阻塞,使得血管内血流不畅或者中断,
发生心绞痛或者 AMI,甚至猝死[17]。 近年来,冠心

病的发病率和病死率呈逐年上升的趋势[18],而在年

龄上有逐渐下降的趋势,这提示我们冠心病不仅给

家庭、社会造成极大的负担,同时也是造成人类资

源损失的主要原因之一。 目前尽管冠心病的介入

治疗和药物治疗都取得了长足进步,但仍旧具有高

发病率和高致死率。 因此,如何早期诊断冠心病,
进一步缓解冠心病的疾病进展,对于降低冠心病潜

在血管事件具有重要的临床价值。
研究表明,miRNA 调控细胞周期、生物发育时

序等等,参与细胞的分化、生长发育、增殖与凋亡、
激素分泌、肿瘤形成等各种过程。 miRNA 的生物学

作用与人类许多疾病密切相关,比如:血液系统疾

病、肿瘤、糖尿病、高血压、心脑血管疾病和病毒感

染等等[19],因而具有极其重要的病理和生理意义。
目前,在人类基因组中发现了约 800 种 miRNA,估
计有超过 1000 多种 miRNA 在人类基因组中表

达[20]。 另外,越来越多的证据表明,不同疾病情况

下 miRNA 表达谱存在差异。 那么,是否可以通过这

种表达谱的差异,筛选出特异性和灵敏度较好的特

定 miRNA 作为疾病的生物标志物或者新的治疗靶

点呢? 有趣的是,近几年来,对 miRNA 的研究也将

其作为分子靶标应用于临床。 国外研究报道循环

miRNA 能够在血液中被检测到[21],并且在冠心病

患者中有异常表达[22鄄26]。 而且,在冠心病患者中,
miRNA 在外周血分离的 PBMC 中检测到表达变

化[26鄄28]。 由此可见,检测循环血液和 PBMC 中 miR鄄
NA 的水平可为疾病的诊断预后和疗效评估找到新

的生物标志物,同时可为临床指导治疗提供新靶

点。 重要的是,血浆作为生物检测样本,易于获取,
来源充足,无创伤性,早期能区分出不同的病理状

态,且血浆中 miRNA 的高度稳定性为 miRNA 作为

一种理想的生物标志物奠定了坚实的基础。 因此,
为了探讨 miRNA 在临床应用中的作用,我们检测了

miR鄄328、miR鄄22 和 miR鄄147 在冠心病患者中血浆

和 PBMC 中表达变化,结果发现,miR鄄328 在冠心病

患者血浆中含量明显增加,在 AMI 患者中增加更明

显,因此我们推测,冠心病患者血浆和 PBMC 在炎症

的应激状态下激发 miR鄄328 的释放,因而在循环血

中能被检测到,AMI 的病理过程中大量炎症因子的

刺激使得 miR鄄328 的表达量进一步增高;同时我们

也发现 miR鄄22 在冠心病及 AMI 患者血浆中的表达

均明显增加,另外在冠心病及 AMI 患者 PBMC 中的

表达也明显增加,提示我们血浆中 miR鄄22 的表达

模式与 PBMC 中 miR鄄22 的表达模式一致,说明血浆

中的 miR鄄22 可能来源于 PBMC 的分泌;我们的结果

也表明,miR鄄147 在冠心病及 AMI 患者血浆和 PB鄄
MC 中表达均下降,且下降明显,这就表明血浆中

miR鄄147 可能来源于 AMI 患者中心肌坏死组织的释

放及 PBMC 的分泌。 有趣的是,miR鄄328、miR鄄22、
miR鄄147 在 AMI 患者 PBMC 中的表达变化与血浆中

不尽相同,说明相同的 miRNA 在不同的组织结构中

可能起着不同的作用,或者说反应了 miRNA 在冠心

病不同亚型中可能的作用方式,这为我们 miRNA 的

研究开辟了一条新的道路。
综上所述,miR鄄328、miR鄄22 和 miR鄄147 可望作

为冠心病新的诊断标志物。 然而,利用 miRNA 作为

生物标志物检测仍然存在诸多问题,例如大多数循

环 miRNA 的浓度通常很低,使得其可靠的量化和标

准化相对较困难,检测费用较高且较费时、可重复

性较低、以及 miRNA 易降解等等,都限制了 miRNA
的广泛运用。 更为重要的是,关于 miRNA 在疾病发

生发展中的作用和进程的研究有待进一步深入;作
为生物标志物 miRNA 评价预后的作用是否更优于

现有的生物标志物这一点还有待进一步研究证实。
因此,进一步揭示 miRNA 的生理功能,在心血管领

域通过对 miRNA 广泛而深入的研究,有望使其从科

研走向临床,为未来冠心病的预防和诊疗提供新的

分子标志物和研究方向。
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