
[收稿日期] 　 ２０１６￣０５￣１６ [修回日期] 　 ２０１６￣０９￣１７
[基金项目] 　 四川省卫生计划生育委员会 ２０１４ 年科研基金项目(１４００３５)
[作者简介] 　 王芳ꎬ硕士研究生ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｆａｎｇｗａｎｇｓｘｙ＠ １２６. ｃｏｍꎮ 通讯作者周翔宇ꎬ博士ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｘｉａｎｇｙｕｚｈｏｕ９７１＠ １２６.
ｖｉｐ.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣０２￣０１４５￣０４ 􀅰实验研究􀅰

ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在下肢缺血性疾病中的表达变化

王 芳１ꎬ 何雪梅２ꎬ 姚佐懿３ꎬ 周翔宇１

(西南医科大学附属医院 １.血管甲状腺外科ꎬ２.中心实验室ꎬ四川省沪洲市 ６４６０００ꎻ
３.成都市第五人民医院ꎬ四川省成都市 ６１００００)

[关键词] 　 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐꎻ　 动脉硬化闭塞症ꎻ　 下肢缺血性疾病

[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在下肢缺血性疾病中的表达变化ꎮ 方法　 临床试验:收集西南医科大学附属

医院血管甲状腺外科 ２０１４ 年至 ２０１５ 年间 ５５ 例动脉硬化闭塞症(ＡＳＯ)患者和 ５４ 例健康对照人群血浆ꎬ２４ 例 ＡＳＯ
截肢患者的正常血管及病变血管ꎮ 选取 ３ 对年龄、性别相近的 ＡＳＯ 患者和正常健康人血浆用 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ 筛选出

ＡＳＯ 患者血浆中差异性表达在 ２ 倍以上的 ２４ 种 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ其中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达量明显降低ꎮ 用实时荧光定量

ＰＣＲ 检测临床 ５５ 例 ＡＳＯ 患者和 ５４ 例健康对照人群血浆及 ２４ 例 ＡＳＯ 截肢患者正常血管和病变血管中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ
的表达量ꎮ 动物实验:选取 ＳＤ 大鼠ꎬ结扎组分离结扎大鼠股动脉制备下肢缺血模型ꎬ假手术组仅暴露分离股动脉

不做结扎ꎮ 分别于术前、术后即刻、术后 ７ 天、４９ 天行激光多普勒扫描监测下肢皮肤血流变化ꎮ 于术后 ７ 天、４９ 天

行激光多普勒扫描后处死各组大鼠ꎬ收集大鼠术侧腓肠肌及下腔静脉血ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测各组血浆和

腓肠肌内 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达量ꎮ 结果　 临床试验显示:与健康对照组相比ꎬＡＳＯ 患者血浆中 ｍｉＲ￣２２￣３ｐ 的含量明

显降低(１.０７８±０.１１９ 比 ０.６１７±０.１２１)ꎻ与正常血管相比ꎬ病变血管中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达量也明显降低(１.０１７±０.１１３
比 ０.６２５±０.１３６)ꎮ 动物实验显示:与假手术组相比ꎬ结扎组 ７ 天时血浆和腓肠肌内 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的含量明显降低(血

浆 １.０４±０.０７ 比 ０.３１±０.０７、腓肠肌 １.０１±０.０７ 比 ０.６４±０.０９)ꎬ４９ 天时 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的含量有所上升但仍低于对照组ꎮ
结论　 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在下肢缺血性疾病中明显降低ꎬ有望成为下肢缺血性疾病一个新的诊断方式及治疗靶点ꎮ
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　 　 随着人们生活水平的日益提高、饮食结构及人

口老龄化等因素的改变ꎬ以动脉硬化闭塞症(ａｒｔｅｒｉｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｏｂｌｉｔｅｒａｎｓꎬＡＳＯ)为主的下肢缺血性疾病发

病率逐年上升ꎬ因其早期无明显自觉症状ꎬ发现时
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病情往往已发展到晚期ꎬ目前手术仍是治疗 ＡＳＯ 的

最佳方法ꎬ但是很多患者在术后一年就发生了再狭

窄[１￣２]ꎬ寻找一个 ＡＳＯ 早期诊断方式就显得尤为迫

切ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类非编码小 ＲＡＮꎬ可通

过各种途径调控基因的表达ꎬ从而影响细胞的增

殖、凋亡、分化、迁移等各种生理过程[３￣５]ꎮ 研究者

在 ＡＳＯ 患者中发现了 ６１７ 种 ｍｉＲＮＡꎬ多种具有差异

性表达ꎬ本课题组在前期研究中采用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 微

阵列发现了一些在 ＡＳＯ 患者中差异性表达的微小

ＲＮＡꎬ包括 ｍｉＲ￣４２８４、ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ、ｍｉＲ￣４４６３ 等ꎬ其
中 ｍｉＲ￣４２８４ 的表达明显上升ꎬ而 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 和

ｍｉＲ￣４４６３ 的表达明显降低[６]ꎬ其中大鼠基因库中目

前没有 ｍｉＲ￣４２８４ 和 ｍｉＲ￣４４６３ 的引物ꎬ本课题组将

在后续的研究中对其进行引物设计及进一步研究ꎮ
本研究选择 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 探讨其在下肢动脉硬化闭

塞症中的表达变化ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物、主要试剂和仪器

　 　 ＳＤ 大鼠ꎬ雄性ꎬ４０ 只ꎬ体重 １９０~２４０ ｇꎬ平均 ２２５
ｇꎬ购于西南医科大学实验动物中心ꎬ随机分为假手

术组(２０ 只)和结扎组(２０ 只)ꎮ ｍｏｏｒＬＤＩ２￣ＨＩＲ 激

光多普勒血流仪购自英国 Ｍｏｏｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司ꎻ手
术显微镜及显微手术器械购自重庆奥特光学仪器

有限公司ꎻ ｍｉＲＮｅａｓｙ Ｓｅｒｕｍ / Ｐｌａｓｍａ Ｋｉｔ、 ｍｉＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ Ｋｉｔ 购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎮ
１.２　 临床标本的获取

ＡＳＯ 患者的纳入标准为患者有间接性跛行、静
息痛ꎬ检测指标有彩色多普勒、踝肱指数等ꎮ 对照

组为年龄、性别、体重和 ＡＳＯ 患者相似的门诊体检

健康者ꎮ 获取的血液 ２ ｈ 内于 ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上层血浆置于 １.５ ｍＬ 无 ＲＮＡ 酶的

ＥＰ 管中ꎬ－８０℃保存ꎮ 实验组为截肢的 ＡＳＯ 患者病

变血管ꎬ对照组为病变部位外缘的正常血管ꎬ置于

ＲＮＡ 保护液中ꎬ－８０℃保存ꎮ 以上标本全部来自西

南医科大学附属医院ꎬ并且通过医院伦理委员会同

意及患者知情同意ꎮ
１.３　 动物模型的制作

用 １％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉ꎬ行术前激光

多普勒扫描后仰卧固定ꎬ左后肢常规消毒铺巾ꎬ在
左侧腹股沟部作纵形切口ꎬ分离暴露股动脉ꎬ范围

从腹股沟韧带至隐动脉、腘动脉分叉处ꎮ 于腹股沟

韧带处双重结扎股动脉主干ꎬ远端结扎隐动脉、腘

动脉等分支ꎬ手术后缝合切口ꎮ 假手术组麻醉方

法、切口位置及股动脉分离同上ꎬ分离后的股动脉

不做任何处理ꎬ随后缝合切口ꎮ 术后 ７ 天、４９ 天行

激光多普勒扫描后处死各组大鼠ꎬ收集大鼠术侧腓

肠肌置于 ＲＮＡ 保护液中ꎬ－８０℃ 保存ꎻ采取下腔静

脉血 ２ ｍＬꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上层血浆

置于 １.５ ｍＬ 无 ＲＮＡ 酶的 ＥＰ 管中ꎬ－８０℃保存ꎮ
１.４　 观察指标

１.４.１　 后肢血流量的测定 　 　 于各对应时间点分

别对两组大鼠常规麻醉后ꎬ于相对恒定的 ２６℃室温

下ꎬ行 多 普 勒 激 光 扫 描 记 录 双 侧 血 流 灌 注 值

(ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｕｎｉｔｅꎬＰＵ)ꎮ 比较两组手术侧(左侧)与

非手术侧(右侧)肢体基础 ＰＵ 比值ꎮ
１.４. ２ 　 提 取 组 织 和 血 浆 ＲＮＡ 　 　 用 ｍｉＲＮｅａｓｙ
Ｓｅｒｕｍ / Ｐｌａｓｍａ Ｋｉｔ 提取血浆总 ＲＮＡꎬ加入 Ｓｐｉｋｅ￣Ｉｎ
(ｍｉＲ￣３９)作为参照ꎮ 用 ｍｉＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提取腓

肠肌 / 血管组织的总 ＲＮＡꎬ并测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ逆转

录成 ｃＤＮＡꎬ以 Ｕ６ 作为参照ꎬ再按说明书进行实时

荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)ꎮ 最后通过解链曲线分

析扩增产物的特异性ꎮ 微小 ＲＮＡ 的相对表达量用

２－△△Ｃｔ表示ꎬ其中△Ｃｔ ＝Ｃｔ目标微小ＲＮＡ－ＣｔＵ６ / ｍｉＲ￣３９ꎬ△△Ｃｔ
＝△Ｃｔ处理－△Ｃｔ对照ꎮ
１.５　 统计学分析

各组数据用ｘ±ｓ 表示ꎬ采用两独立样本 ｔ 检验ꎬ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在 ＡＳＯ 患者血浆和血管中的表达

ＡＳＯ 患者血浆 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达水平明显低

于健康对照者(０. ６１７ ± ０. １２１ 比 １. ０７８ ± ０. １１９ꎬＰ <
０.０５ꎻ图 １Ａ)ꎬＡＳＯ 患者病变血管中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的

表达水平也明显低于正常血管 (０. ６２５ ± ０. １３６ 比

１.０１７±０.１１３ꎬＰ<０.０５ꎻ图 １Ｂ)ꎮ
２.２　 双下肢血流灌注情况

与术前相比ꎬ结扎组术后患侧血流立即减少ꎬ
在术后达到最低值(０.３２９４±０.０４６０ꎬＰ<０.０５)ꎮ 随后

逐渐升高ꎬ术后 ３ 天、７ 天、４９ 天血流分别恢复到术

前的 ７３.６％、９１.１％和 ９８.３％ꎮ 假手术组在整个过程

中血流 ＰＵ 值(左侧 /右侧)变化不明显(图 ２)ꎮ
２.３　 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在大鼠血浆和腓肠肌中的表达

术后 ７ 天腓肠肌中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达明显低

于假手术组(０.６４±０.０９ 比 １.０１±０.０７ꎬＰ<０.０５)ꎬ术

６４１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



后 ４９ 天仍低于假手术组ꎬ但差异无统计学意义(图
３Ａ)ꎮ 术后 ７ 天血浆 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达明显低于术

前(０.３１±０.０７ 比 １.０４±０.０７ꎬＰ<０.０１)ꎬ术后 ４９ 天仍

低于术前ꎬ差异仍有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｂ)ꎮ

图 １. 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＳＯ 患者血浆和血管中 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与健康对照者或正常血管比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｏｆ ＡＳＯ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

图 ２. 激光多普勒血流成像监测双下肢血流灌注　 　 Ａ 为术前两侧下肢血流灌注ꎬＢ 为术后 ０ 天血流灌注ꎬＣ 为术后 ３ 天血流灌注ꎬＤ 为

术后 ７ 天血流灌注ꎬＥ 为术后 ４９ 天血流灌注ꎬＦ 为结扎组和假手术组各时间点的 ＰＵ 比值(左 / 右)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与术前比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｌａｓｅｒ Ｄｏｐｐｌｅｒ ｆｌｏｗ ｉｍａｇｉｎｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

图 ３. 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测大鼠 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在血浆和腓肠肌中的表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组或术前比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
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３　 讨　 论

ＡＳＯ 是动脉粥样硬化性疾病在下肢动脉的体

现ꎬ目前认为血管平滑肌细胞迁移和增殖是引起新

生内 膜 增 厚、 管 腔 狭 窄 的 主 要 原 因 之 一[７]ꎬ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 可作为干预和治疗 ＡＳＯ 及血管再狭窄的

潜在分子靶点[８]ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是长度约 ２１ ~ ２５ 个核苷酸的非编码

ＲＮＡꎬ它通过与靶基因 ３’￣ＵＴＲ 完全或不完全匹配

结合来负调控其表达抑制 ｍＲＮＡ 翻译或降解其

ｍＲＮＡꎬ而 ｍｉＲ￣２２１ 位于 Ｘ 染色体 ｐ１１.３ 区域[９]ꎬ参
与了血细胞生成、血管生成、肺癌、乳腺癌、胰腺癌、
恶性胶质瘤等疾病的发生ꎬ其靶基因涉及 ＧＨＲ、
ｐ２７、ｐ５７、Ｂｍｆ、ＨＩＦ￣１Ｂ 及 ｃ￣ｋｉｔ 等[１０￣１１]ꎮ

在心血管疾病中ꎬｍｉＲ￣２２１ 具有细胞特异性ꎬ其
在血管平滑肌细胞和内皮细胞中起相反的作用ꎬ在
内皮细胞中ꎬｍｉＲ￣２２１ 通过作用于细胞周期依赖性

激酶阻滞基因 １Ｂ( ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
１ＢꎬＣＤＫＮ１Ｂ) 和 ＰＩ３ＫＲ１ ( ｐ８５￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣３￣ｋｉｎａｓｅ)来抑制内皮细胞的增

殖和迁移ꎬ引发凋亡[１２]ꎮ 在人类主动脉内皮细胞

中ꎬｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 的高表达可以抑制过氧化体增殖物

激活型受体 γ 共激活因子 １α 的生成ꎬ导致线粒体

功能 障 碍ꎬ 引 起 细 胞 内 ＲＯＳ 累 积ꎬ 导 致 细 胞

凋亡[１３]ꎮ
而 ｍｉＲ￣２２１ 对 ＡＳＯ 的影响主要表现在其对平

滑肌细胞迁移增殖的调控ꎮ 大量实验表明ꎬ血管损

伤后由斑块组织释放血小板源性生长因子刺激血

管平滑肌中 ｍｉＲ￣２２１ 的表达增高ꎬ从而介导 ｐ２７
(Ｋｉｐ１)、ｐ５７(Ｋｉｐ２)和 ｃ￣ｋｉｔ 的低表达来促进平滑肌

细胞增殖迁移ꎮ 而在实验中敲除 ｍｉＲ￣２２１ 导致

ｐ２７Ｋｉｐ１ ｍＲＮＡ 低表达ꎬ从而提高动脉硬化斑块的

稳定性ꎬ延缓 ＡＳＯ 的进程[９ꎬ１４￣１７]ꎮ
本研究利用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ａｒｒａｙ 发现了在 ＡＳＯ 患

者中差异性表达的 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐꎬ用 ＡＳＯ 患者的血浆

和血管、大鼠的血浆和腓肠肌进行实时荧光定量

ＰＣＲ 验证了 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 在实验组和对照组的表达

确实有差异ꎬ预示着 ｍｉＲ￣２２１￣３ｐ 有可能成为诊断

ＡＳＯ 的生物标志物ꎮ
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