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[摘　 要] 　 目的　 筛选出支架内再狭窄( ＩＳＲ)患者中特异性表达的 ｍｉＲＮＡꎬ并用生物信息学方法分析其意义ꎮ 方

法　 通过 ｍｉＲＮＡ 基因芯片筛选 ＩＳＲ 患者血浆 ｍｉＲＮＡ 的表达谱差异ꎬ以筛选出与 ＩＳＲ 相关的 ｍｉＲＮＡꎻ通过实时荧光

定量聚合酶链反应(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)对 ｍｉＲＮＡ 的相对表达量进行验证ꎻ通过生物信息学技术对 ｍｉＲＮＡ 靶基因进行

预测ꎬ并对 ｍｉＲＮＡ 的下游靶基因网络进行数据挖掘ꎬ构建 ＩＳＲ 相关 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ 网络ꎬ探讨其在 ＩＳＲ 中可

能的作用机制ꎮ 结果　 经过高通量 ｍｉＲＮＡ 芯片检测ꎬ筛选获得了一批在 ＩＳＲ 患者中差异表达的 ｍｉＲＮＡꎬ其中 ４３
个基因表达下调ꎬ１０ 个基因表达上调ꎮ 通过生物信息学方法及 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对基因芯片结果进行了验证ꎬ获得了

一批与 ＩＳＲ 相关的 ｍｉＲＮＡ 及靶基因ꎬ并构建了 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的调控网络 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
定量检测发现ꎬ与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较ꎬＩＳＲ 组 ｍｉＲ￣１２６ 明显下降(０.５０７±０.１３１ 比 １.４２７±０.３３７ꎬＰ<０.０５)ꎮ 结论　 ｍｉＲＮＡ
在 ＩＳＲ 患者中存在差异性表达ꎬ这些 ｍｉＲＮＡ 及靶基因可能与 ＩＳＲ 的发生有关ꎬｍｉＲ￣１２６ 水平下降倾向于发生 ＩＳＲꎮ
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内支架置入治疗已经成为冠心病的常规治疗手段ꎬ

但支架内再狭窄( ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓꎬＩＳＲ)仍是影响

这类手术预后的重要因素ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ( ｍｉＲＮＡꎬ
ｍｉＲ)是一类转录后调控基因表达的非编码短链
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ＲＮＡꎬ已有大量证据表明 ｍｉＲＮＡ 在心血管系统存在

特异性的表达并广泛参与了冠心病的发病过

程[１￣２]ꎬ但 ｍｉＲＮＡ 与 ＩＳＲ 相关的研究尚少ꎬ因此ꎬ本
研究主要致力于探讨 ｍｉＲＮＡ 参与 ＩＳＲ 的可能机制ꎮ
本研究将利用基因芯片和实时荧光定量聚合酶链

反应(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)方法筛选在 ＩＳＲ 中差异性表

达的 ｍｉＲＮＡꎬ寻找与 ＩＳＲ 密切相关的 ｍｉＲＮＡꎬ为 ＩＳＲ
的防治提供新思路ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

连续入选在济宁医学院附属医院心内科自 ２０１４ 年

１月至 ２０１５年 １ 月住院并行药物洗脱支架(ｄｒｕｇ ｅｌｕｔｉｎｇ
ｓｔｅｎｔꎬＤＥＳ)置入的冠心病患者ꎬ根据 ６~１２ 个月时复查冠

状动脉造影(ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙꎬＣＡＧ)结果ꎬ分为支架

内再狭窄组(ＩＳＲ 组ꎬｎ＝１８)、非支架内再狭窄组(ｎｏｎ￣ＩＳＲ
组ꎬｎ＝２０)ꎮ 收集年龄和性别与 ＩＳＲ 组相匹配的本院同

期健康体检者 ２０ 例作为对照组(ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬｎ ＝２０)ꎮ 所

有受试者均签署知情同意书ꎬ并经过医院医学伦理委员

会批准ꎮ 纳入标准:(１)首次接受冠状动脉介入治疗ꎻ
(２)置入雷帕霉素洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)ꎮ 排除标准:植
入其它支架的患者、再狭窄部位发生支架断裂、既往有急

性心肌梗死史、冠脉支架治疗史或冠状动脉搭桥术

(ＣＡＢＧ)手术史以及失随访的患者ꎮ 排除合并恶性肿

瘤、免疫疾病、创伤、感染、肝肾衰竭、服用免疫抑制剂、细
胞毒性药物、激素替代治疗的患者ꎮ
１.２　 治疗及随访

１.２.１　 围手术期治疗　 　 所有入选患者术中均使用

静脉肝素和雷帕霉素洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)置入治

疗ꎬ于术前 ２４ ｈ 内给予肠溶阿司匹林 ３００ ｍｇ 和氯吡

格雷 ３００ ｍｇ 口服ꎬ术后给予肠溶阿司匹林 １００ ｍｇ 和

氯吡格雷 ７５ ｍｇ 维持治疗 １ 年ꎮ 所有入选患者于住

院后采集空腹肘静脉血化验检测一般生化指标ꎮ

１.２.２　 冠脉支架置入方法 　 　 经桡动脉(或股动

脉)行冠状动脉造影术ꎬ通过定量计算机分析法

(ＱＣＡ)测量冠脉血管的内径ꎬ根据病变情况及冠脉

开口情况选择指引导管ꎬ标准技术置入雷帕霉素药

物洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)ꎮ
１.２.３　 ＩＳＲ 定义 　 　 冠脉支架置入术后的第 １２ 个

月行 ＣＡＧꎬ以冠脉支架内或支架两端 ５ ｍｍ 内狭窄

≥５０％为 ＩＳＲ 的判定标准ꎬ定义 ＩＳＲ 的参照血管为

ＩＳＲ 远端正常血管ꎬ再血管化事件及冠脉造影资料

保存做进一步分析ꎮ
１.３　 血浆标本采集及处理

所有研究对象于入院当天即刻采集肘静脉血

３ ｍＬ于 ＥＤＴＡ 管 中ꎬ 血 标 本 均 于 ３ ｈ 内 处 理ꎬ
３０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎꎬ分离血浆置于－８０℃ 下冷冻保

存ꎬ留待后续检测ꎮ 在 ３ 个研究组中分别随机选取

５ 例血浆分别取 １００ μＬ 至同一 ＥＰ 管ꎬ颠倒混合成

３ 个血清池ꎬ用于进行 ５ 次生物学重复ꎮ
１.４　 ｍｉＲＮＡ 基因芯片检测

利用美国 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 公司的 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ
ｍｉＲＮＡ ４.０ 芯片(北京博奥晶典生物技术有限公司

代理)对 ｍｉＲＮＡ 进行高通量检测ꎬ并使用配套软件

进行表达差异分析和分层聚类分析ꎮ
１.５　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证和定量测定

使用 ＴＩＡＮＧＥＮ(天根)ｍｉＲＮＡ 分离试剂盒分离

血浆 ｍｉＲＮＡꎬＲＮＡ 质检评估ꎮ 用 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒ꎬ
首先采用加尾法对成熟 ｍｉＲＮＡ 进行逆转录ꎬ最终生

成 ｍｉＲＮＡ 对 应 的 ｃＤＮＡ 第 一 链ꎮ 随 后 用 进 行

ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测ꎮ 以 Ｕ６ 为内参基因进行结果

的归一化ꎻ以 ２－△△Ｃｔ 表示目的 ｍｉＲＮＡ 的相对表达

量ꎮ 用扩增曲线、溶解曲线分析来检测 ＰＣＲ 产物的

特异性ꎮ 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件ꎬ根据 ｍｉＲＮＡ 引物设

计原则设计引物(表 １)ꎮ ＡＢＩ ７５００ ＰＣＲ 仪的程序

设置:９４℃ ２ ｍｉｎꎻ９４℃ ２０ ｓꎬ６０℃ ３４ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
所有步骤均按照试剂盒操作说明进行ꎮ

表 １. 设计的 ｍｉＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 双向引物序列 Ｔｍ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９ｂ￣３ｐ ＦＰ　 ＡＡＴＣＣＣＴＡＣＣＧＣＧＣＡＡＴＡＡＡＣＴ

ＲＰ　 ＣＣＧＣＴＧＴＧＣＡＡＡＴＣＣＡＴＧＣ ６０℃
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２０ａ￣５ｐ ＦＰ　 ＣＧＡＴＴＣＡＴＴＴＧＴＴＡＧＣＧＡＧＣＧＧ

ＲＰ　 ＣＧＣＣＡＴＧＴＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＴＡＧＴＧＣ ６０℃
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２６￣３ｐ ＦＰ ＣＴＧＣＴＣＧＡＣＣＴＣＧＧＡＡＡＣＴＡＴＧ

ＲＰ ＡＧＣＡＴＧＡＡＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴ ６０℃
Ｕ６ ＦＰ　 ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ

ＲＰ　 ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ ６０℃
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１.６　 ｍｉＲＮＡ 及靶基因的生物信息学分析

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｙｔｏｓｃａｐｅ. ｏｒｇ / ) 是一个

开源的系统生物学网络分析软件[３]ꎬ它在生物学层

面主要是利用强大的数据库(ＤＮＡ、蛋白质等)整合

分子间和高通量基因间相互作用的网络ꎬ并将整合

结果以图形化展示ꎮ 为了适应快速发展的附加的

计算分析和其他功能ꎬ它可以通过插件进行扩展

(ｈｔｔｐ: / / ａｐｐｓ. ｃｙｔｏｓｃａｐｅ. ｏｒｇ / )ꎮ Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 目前最新

的版本是 ｖｅｒｓｉｏｎ ３.４.０ꎮ 本研究利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 及其

插件构建 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的调控网络ꎬ可以将 ＩＳＲ
相关 ｍｉＲＮＡ 的作用及与靶基因的关系以图形化展

示ꎬ为将来的生物实验进行了初步筛选ꎬ减少下一

步生物实验的盲目性ꎮ
１.７　 统计学处理

使用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行统计分析ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
结果相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ法表示(ＣＴ 值比较法)ꎮ

连续变量均进行正态分布检验ꎬ并以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用

独立样本 ｔ 检验ꎻ对于等级资料、非正态分布的资

料ꎬ采用秩和检验ꎮ 不连续变量用计数和相关百分

数表示ꎬ用 Ｐｅａｒｓｏｎ Ｃｈｉｓｑｕａｒｅ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ Ｐ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５ 为有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 患者的基线特征

本研究入选患者的基线特征见表 ２ꎮ ＩＳＲ 组不

稳定型心绞痛比率低于 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组(Ｐ<０.００１)ꎻ但
ＩＳＲ 组非 ＳＴ 抬高型心肌梗死比率高于 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组

(Ｐ<０.００１)ꎮ ＩＳＲ 组与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组病变特点上无显

著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 两组的介入手术成功率均为

１００％(Ｐ>０.０５)ꎮ 正常对照组未列入ꎮ

表 ２. 冠心病患者基线资料的比较

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｄａｔａ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ

基线变量 ＩＳＲ 组(ｎ＝ １８) ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组(ｎ＝ ２０) Ｐ 值

年龄(岁) ５８.９５±９.９７ ５６.２３±１１.３４ ０.６６１
男性[例(％)] １４(７７.７８) １４(７０.００) ０.１９２
不稳定型心绞痛[例(％)] １１(６１.１１) １５(７５.００) <０.００１
非 ＳＴ 抬高型心肌梗死[例(％)] ５(２７.７８) ３(１５.００) <０.００１
ＳＴ 抬高型心肌梗死[例(％)] ２(１１.１１) ２(１０.００) ０.９３２
高血压病[例(％)] １１(６１.１１) １３(６５.００) ０.３４８
糖尿病[例(％)] １３(７２.２２) １４(７０.００) ０.５７１
高脂血症[例(％)] ７(３８.８８) ８(４０.００) ０.６９２
吸烟[例(％)] ６(３３.３３) ７(３５.００) ０.７０１
ＢＭＩ(ｋｇ / ｍ２) ２８.６±３.２ ２７.４±３.８ ０.８７２
规律服用药物[例(％)]
　 阿司匹林 /氯吡格雷 １８(１００.００) １９(９５.００) ０.１２４
　 他汀类降脂药 １６(８８.８９) １６(８０.００) ０.４３７
　 β 受体阻断药 １４(７７.７８) １５(７５.００) ０.６５７
冠脉病变位置[例(％)]
　 单支病变 １０(５５.５６) １２(６０.００) ０.１５８
　 ２ 支病变 ５(２７.７８) ６(３０.００) ０.９０２
　 ３ 支病变 ３(１６.６７) ２(１０.００) ０.０８３
支架直径(ｍｍ) ３.１９±０.７９ ３.２２±０.４２ ０.７２２
支架长度(ｍｍ) ２０.７４±７.５１ ２１.６７±５.３６ ０.０９８
支架释放最大压力(ａｔｍ) １５.１２±３.２ １４.６８±２.８１ ０.１２５
后扩张[例(％)] ３(１６.６７) ４(２０.００) ０.４９２
介入手术成功[例(％)] １８(１００.００) ２０(１００.００) １.０００

２.２　 ｍｉＲＮＡ 基因芯片筛选结果

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ ｍｉＲＮＡ ４.０ 芯片不仅完全覆

盖 ２０３ 个物种所有 ｍｉＲＮＡ 成熟体的 ３０４２４ 个探针组ꎻ
还包括人 ｍｉＲＮＡ 前体 ２０２５ 个ꎮ 差异基因的筛选标准

为 ｑ￣ｖａｌｕｅ ≤５％ 且 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ≥２ 或 ≤０.５ꎮ 通过 ３
张基因芯片的筛选ꎬ按照分组进行两两比较:ＩＳＲ 组与

ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较ꎬ８８ 个基因差异表达ꎻＩＳＲ 组与 ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较ꎬ９８ 个基因差异表达ꎮ 因为本研究主要方向是

ＩＳＲꎬ主要目的是获得即患冠心病又同时发生 ＩＳＲ 的差

异基因ꎬ因此为了滤除与冠心病相关的 ｍｉＲＮＡꎬ研究选

取 ＩＳＲ 组比 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组和 ＩＳＲ 组比 ｃｏｎｔｒｏｌ 组的合集ꎬ
发现 ＩＳＲ 患者有 ５３ 个基因差异表达(图 １)ꎬ其中 ４３ 个

基因表达下调ꎬ１０ 个基因表达上调ꎮ 这其中４６ 个ｍｉＲ￣
ＮＡｓ 差异表达ꎬ ７ 个 ｓｎｏＲＮＡｓ 差异表达ꎮ

２０８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ８ꎬ２０１７



图 １. ｍｉＲＮＡ 芯片聚类分析图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

２.３　 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因的生物信息学分析

利用系统生物学网络结构分析软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
及其插件 ＣｙＴａｒｇｅｔＬｉｎｋｅｒ[４]构建 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的

调控网络 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋꎬ将 ＩＳＲ 相关 ｍｉＲＮＡ
及靶基因的作用关系以图形化展示ꎬ这样有利于进

一步分析ꎬ为后续研究寻找了方向ꎮ 将前面芯片筛

选出的 ５３ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅꎬ软件

搜索 ７ 个靶基因数据库( ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、ｍｉｒｂａｓｅ、ｍｉｒｔａｒ￣
ｂａｓｅ、 ｍｉｃｒｏｃｏｓｍ、 ｅｎｃｏｄｅ￣ｄｉｓｔａｌ、 ｅｎｃｏｄｅ￣ｐｒｏｘｉｍａｌ、 ｔｆｅ￣
ｈｓａ)ꎬ这 ５３ 个 ｍｉＲＮＡ 共发现 １３２ 个靶基因(Ｏｖｅｒｌａｐ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ＝ ３)(图 ２)ꎮ

图 ２. ＩＳＲ 相关的 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ　 　 椭圆为 ｍｉＲＮＡ(红色)ꎬ余为 Ｇｅｎｅꎬ连接线为 ｍｉＲＮＡ 与 Ｇｅｎｅ 的调控关系ꎮ 较大椭圆为该

ｍｉＲＮＡ 能够调控更多个 Ｇｅｎｅꎬ较大字体 Ｇｅｎｅ 名称为其被更多的 ｍｉＲＮＡ 调控ꎬ较粗的连接线为 ｍｉＲＮＡ 与 Ｇｅｎｅ 之间更强的调控关系ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＳＲ
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　 　 利用图论的方法对 ＩＳＲ 相关调控网络中的

ｍｉＲＮＡ 和 Ｇｅｎｅ 在该网络中的地位进行评价ꎬ评价

标准 以 ｍｉＲＮＡ 和 Ｇｅｎｅ 在 该 调 控 网 络 中 的 度

(Ｄｅｇｒｅｅ)来衡量ꎬ度表示在该网络中 ｍｉＲＮＡ 能够调

控 Ｇｅｎｅ 的数量ꎬ度越大表示 ｍｉＲＮＡ 所能调控的

Ｇｅｎｅ 数量越多ꎻ同样ꎬＧｅｎｅ 的度表示它被多少个

ｍｉＲＮＡ 所 调 控ꎬ Ｇｅｎｅ 的 度 越 大 表 示 被 越 多 个

ｍｉＲＮＡ 所调控ꎮ 通过这个调控网络图得到的 ＩＳＲ
相关的关键 ｍｉＲＮＡ 和 Ｇｅｎｅ 见表 ３、表 ４ꎮ

表 ３. 在 ＩＳＲ 相关 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ 中关键的 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｋｅｙ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＳＲ

ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ｄｅｇｒｅｅ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１６￣５ｐ １５０ ０.４７１２６４３７ ０.１４８２７６
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９ｂ￣３ｐ １０９ ０.４４８０８７４３ ０.１６９３８８
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１５ｂ￣５ｐ ９２ ０.４６３２７６８４ ０.１５５７５８
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣９３￣５ｐ ７３ ０.４２４８７０４７ ０.２２６７２４
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２０ａ￣５ｐ ６３ ０.４２０５１２８２ ０.２３９５６４
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１７￣５ｐ ６３ ０.４２０５１２８２ ０.２３３２１２
ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ａ￣５ｐ ６２ ０.４１６２４３６５ ０.２３３７１６
ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ５９ ０.４１４１４１４１ ０.２３１５２７
ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｄ￣５ｐ ５８ ０.４１６２４３６５ ０.２２６６６７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１０６ａ￣５ｐ ５６ ０.４１８３６７３５ ０.２４２３１１
ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｉ￣５ｐ ５１ ０.４２０５１２８２ ０.２４２２８７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２６ａ￣５ｐ ３８ ０.３９２３４４５ ０.２１８５７１
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２２￣５ｐ ２６ ０.３６９３６９３７ ０.１７４６０３
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３２０ａ ２６ ０.３８８６２５５９ ０.２４９２１６
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２２￣３ｐ ２１ ０.３７２７２７２７ ０.２４９３３７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３６１３￣３ｐ ２１ ０.３８４９７６５３ ０.２３２９９３
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２６￣３ｐ ２０ ０.３６１２３３４８ ０.１９８７１８
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣９２ａ￣３ｐ １９ ０.３７４４２９２２ ０.１８０９５２
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１４０￣３ｐ １８ ０.３７６１４６７９ ０.２４１３７９

２.４　 基因芯片结果的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证和定量

测定

挑选 ｍｉＲＮＡ 基因芯片结果中差异表达的

ｍｉＲＮＡ 进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证ꎮ 通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 分析 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２０ａ￣５ｐ 的表达差异ꎬ以 Ｕ６ 为内

参基因来进行归一化ꎬ以 ２－△△Ｃｔ表示目的 ｍｉＲＮＡ 的

相对表达量ꎮ 用扩增曲线、溶解曲线分析来检测

ＰＣＲ 产物的特异性ꎮ 将 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果与

ｍｉＲＮＡ 基因芯片结果进行比较显示二者结果相一

致ꎬ证实基因芯片结果可信ꎮ
由于 ｍｉＲＮＡ 自身表达的调控以及对靶基因的

调控网络是极其复杂的ꎬ单纯靠生物学实验的方

表 ４. 在 ＩＳＲ 相关 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ 中部分关键

的 Ｇｅｎｅ
Ｔａｂｌｅ ４. Ｔｈｅ ｋｅｙ Ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ￣Ｎｅｔｗｏｒｋ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＳＲ

Ｇｅｎｅ Ｄｅｇｒｅｅ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＭＡＰＫ９ ２０ ０.４３９６７８２８ ０.２６１４８

ＣＣＮＴ２ １９ ０.４７８１３４１１ ０.２５７５６

ＮＰ＿０６０４０４.３ １９ ０.４７８１３４１１ ０.２２９３３５

ＩＧＦ１Ｒ １８ ０.４３０４４６１９ ０.２２８１７５

ＨＥＬＺ １８ ０.４６７２３６４７ ０.２４２３８９

ＶＬＤＬＲ １８ ０.３７３５７６３１ ０.２６３２１１

ＷＥＥ１ １７ ０.４２５９７４０３ ０.３５９３７５

ＣＤＫＮ１Ａ １６ ０.３６０４３９５６ ０.４４００５８

ＤＮＡＪＡ２ １６ ０.４５４２９３６３ ０.２４９０２２

ＰＣＹＴ１Ｂ １６ ０.３７１８８２０９ ０.３５０１６８

ＣＡＰＲＩＮ２ １５ ０.３８９５４８６９ ０.３８１３１９

ＡＰＰ １５ ０.４１９４３７３４ ０.３５７７９８

ＴＭＥＭ２ １４ ０.３４８１９５３３ ０.３６１１１１

ＥＲＢＢ３ １４ ０.３７５２８６０４ ０.３４８８３７

ＭＡＰＫ１ １４ ０.３８５８８２３５ ０.２６６０９８

Ｋ０２５６＿ＨＵＭＡＮ １４ ０.３８４０７４９４ ０.３０１１３６

ＴＵＳＣ２ １３ ０.３８２２８４３８ ０.４２５５０５

ＥＺＨ２ １３ ０.３６０４３９５６ ０.３８８２７８

ＰＴＰＮ４ １３ ０.４３９６７８２８ ０.３０５０８５

ＳＬＣ１２Ａ８ １３ ０.３７３５７６３１ ０.２７７３８１

ＡＴＰ２Ａ２ １３ ０.３５４２１１６６ ０.３６２９３４

ＳＴＫ３３ １３ ０.４１７３０２８ ０.４０３６７

法代价高、周期长ꎬ很难对上述的 ５３ 个差异基因全部

进行鉴定和实验证实ꎮ 因此ꎬ通过系统生物学网络结

构分析软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 对这 ５３ 个差异表达基因构建

网络ꎬ大大缩小了搜索范围ꎬ进一步结合文献检索ꎬ最
终选取 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９ｂ￣３ｐ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２０ａ￣５ｐ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２６￣
３ｐ 这 ３ 个 ｍｉＲＮＡ ꎬ在扩大样本量的基础上采用 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技术定量检这 ３ 个候选 ｍｉＲＮＡ 在 ＩＳＲ 患者

血浆中的表达量ꎬ最终筛选出可能作为 ＩＳＲ 生物标记

物的 ｍｉＲＮＡꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测结果与 ｍｉＲＮＡ 芯

片结果相一致ꎬ两两比较发现ꎬＩＳＲ 组 ｍｉＲ￣１９ｂ、ｍｉＲ￣
２０ａ、ｍｉＲ￣１２６ 与 ｃｏｎｔｒｏｌｓ 组比较均明显降低 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ ＩＳＲ 组 ｍｉＲ￣１２６ 与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较均明显降

低(Ｐ<０.０５)ꎻ但 ｍｉＲ￣１９ｂ、ｍｉＲ￣２０ａ 与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较

差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组 ｍｉＲ￣１９ｂ、
ｍｉＲ￣２０ａ、ｍｉＲ￣１２６ 与 ｃｏｎｔｒｏｌｓ 组比较差异均无统计学

意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

４０８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ８ꎬ２０１７



图 ３. ３ 种 ｍｉＲＮＡ 在各组的相对表达量比较(２－△△Ｃｔ) 　 　 ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(２－△△Ｃｔ)

３　 讨　 论

目前认为ꎬ血管内膜增生是动脉粥样硬化(ａｔｈ￣
ｅｒｏｓｃｌｏｒｏｓｉｓꎬＡｓ)和 ＩＳＲ 等心血管疾病共同的生理特

征ꎬ其最终的结果是导致血管重塑ꎮ 血管重塑性疾

病指因血管内皮细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ
ＶＥＣ)损伤、血管平滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌꎬ ＶＳＭＣ)的增殖和细胞外基质(ｅｘｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａ￣
ｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)的沉积等因素导致的ꎬ以血管壁增厚以

及血管腔狭窄为主要表现的心血管疾病ꎮ 目前关

于血管内膜增生机制的研究很多ꎬ 如 ＶＥＣ 损伤、
ＶＳＭＣ 的迁移和增殖、脂质沉积、炎症和免疫复合物

的形成等ꎬ但至今仍未能完全阐明ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ 是长约 ２２ 碱基的非编码 ＲＮＡꎬ它通

过与靶 ｍＲＮＡ 配对结合而实现其翻译抑制或降解

作用ꎮ 本研究经过 ｍｉＲＮＡ 芯片检测ꎬ筛选获得了一

批在 ＩＳＲ 患者中差异表达的 ｍｉＲＮＡꎬ其中 ４３ 个基

因表达下调ꎬ１０ 个基因表达上调ꎮ 这表明 ｍｉＲＮＡ
在 ＩＳＲ 患者中存在差异性表达ꎬ这些 ｍｉＲＮＡ 及靶基

因可能与 ＩＳＲ 的发生有关ꎮ 但是每个 ｍｉＲＮＡ 往往

调控上百个靶基因ꎬ而每个靶基因往往受上百个

ｍｉＲＮＡ 的调控ꎬ因此 ｍｉＲＮＡ 自身表达的调控以及

对靶基因的调控网络是极其复杂的ꎬ单纯靠生物学

实验的方法代价高、周期长ꎬ很难对基因芯片筛选

出来的 ５３ 个差异基因全部进行鉴定和实验证实ꎮ
但依据已经证实的 ｍｉＲＮＡ 及靶基因序列之间的相

互作用规律ꎬ可以通过计算机来实现对 ｍｉＲＮＡ 和靶

基因的功能预测ꎬ可以大量减少生物学实验的次

数ꎬ节省时间和成本ꎮ 联合几个靶基因预测软件并

取其交集能够使预测的结果更加准确[５]ꎮ 因此ꎬ本
研究利用系统生物学网络结构分析软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ

对这 ５３ 个差异表达基因构建网络ꎬ可以更直观地发

现 ＩＳＲ 相关 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因的关系网络ꎬ从而缩

小搜索范围ꎮ
本研究通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 进一步验证了基因

芯片的数据结果ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果与 ｍｉＲＮＡ 芯

片结果相一致ꎬｍｉＲ￣１９ｂ、ｍｉＲ￣２０ａ 和 ｍｉＲ￣１２６ 在 ＩＳＲ
患者中较健康对照组均明显下降ꎬｍｉＲＮＡ 基因芯片

结果是可靠的ꎮ 通过将 ＩＳＲ 组与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组进行比

较ꎬ发现差异表达的 ｍｉＲＮＡ 只有 ｍｉＲ￣１２６ꎮ ｍｉＲ￣１２６
可能是 ＩＳＲ 中的关键 ｍｉＲＮＡꎬｍｉＲ￣１２６ 降低倾向于

发生 ＩＳＲꎮ
既往众多研究结果与本研究结论相近ꎮ ｍｉＲＮＡ

参与了血管内皮细胞的损伤和修复[６￣７]ꎮ ｍｉＲ￣１２６
是一种与血管生成相关的 ｍｉＲＮＡꎬ它主要在心、肺、
肾等血供丰富的脏器中表达ꎬ并特异性地在内皮细

胞中高表达[８]ꎬ因此目前 ｍｉＲ￣１２６ 被认定为检测内

皮细胞纯化程度的一种有效的标记[９]ꎮ Ｆｉｓｈ 等[１０]

报道ꎬ在内皮细胞中高表达的 ｍｉＲ￣１２６ 可通过抑制

ＣＸＣ 类趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 和磷脂酰肌醇￣３￣激酶调

节亚基￣２(ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔꎬ
ＰＩＫ３Ｒ２)和 Ｓｐｒｏｕｔｙ 家族相关蛋白 Ｓｐｒｅｄ １( ｓｐｒｏｕｔｙ￣
ｒｅｌａｔｅｄꎬＥＶＨ１ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＳＰＲＥＤ￣１)
解除它们对血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)信号通路的抑制ꎬ进而起到促

进胚胎血管形成和维持血管完整性的作用ꎮ Ｃｈｅｎ
等[１１]在心肌缺血性疾病研究中发现ꎬｍｉＲ￣１２６ 可通

过调控丝氨酸￣苏氨酸激酶( ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅꎬ
ＡＫＴ) /细胞外信号调节激酶(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇ￣
ｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅꎬ ＥＲＫ)通路改变心肌梗死区域的血管

生成和心脏功能ꎮ Ｊａｎｓｅｎ 等[１２] 发现内皮微粒通过

将 ｍｉＲ￣１２６ 传递到受体细胞ꎬ进而减少 ＶＳＭＣ 的增

殖、迁移和新生内膜形成ꎮ Ｉｚｕｈａｒａ 等[１３] 发现 ｍｉＲ￣
１２６ 能够抑制 ＶＳＭＣ 的分化和迁移ꎬ并且他们开发

了一个 ｍｉＲ￣１２６ 洗脱支架系统ꎬ发现 ｍｉＲ￣１２６ 洗脱

支架能够显著抑制兔再狭窄模型中新生血管内膜

的形成ꎮ 这些研究结果与本研究 ｍｉＲ￣１２６ 下降倾向

于发生 ＩＳＲ 的结论是相一致的ꎮ ｍｉＲ￣１２６ 作为生理

性血管生成的主要调控因素ꎬ在胚胎血管生成方

面ꎬｍｉＲ￣１２６ 参与介导血管生成信号的通路ꎬ促进胚

胎干细胞分化为内皮祖细胞和内皮细胞ꎬ促进内皮

细胞的成熟ꎮ 在成熟的内皮细胞和成人内皮祖细

胞ꎬ血管损伤和 /或缺氧情况下ꎬｍｉＲ￣１２６ 调控激活

内皮祖细胞和内皮细胞和血管修复和新血管形成ꎬ
从而表现出其血管保护和抗动脉粥样硬化的特
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性[１４]ꎮ 因此ꎬｍｉＲ￣１２６ 可能成为未来血管性疾病治

疗的重要靶点ꎮ
虽然本研究的结论与前人研究结果相似ꎬ但是

仍存在诸多不足ꎮ 首先ꎬ这是一个单中心研究ꎬ样
本量少ꎬ可能存在病例的选择性偏倚而导致结论不

准确ꎬ这是因为基因芯片只能用于定性而不能定

量ꎬ并且芯片价格昂贵ꎬ一般用于 ｍｉＲＮＡ 的初筛ꎬ而
芯片筛查的样本量一般均偏少ꎬ显然这还需要通过

大规模临床试验来进一步证实ꎻ其次ꎬ本研究对

ｍｉＲＮＡ 基因芯片结果的分析主要是基于生物信息

学的理论推测ꎬ其原因主要是 ｍｉＲＮＡ 调控网络十分

复杂ꎬ难以单纯靠生物实验的方法来验证ꎻ由于其

本身的局限性ꎬ生物信息学预测靶基因的假阳性率

和假阴性率都很高ꎬ这有可能造成结果的偏倚ꎮ 因

此ꎬ要最终确定 ｍｉＲＮＡ 和靶基因作用关系ꎬ仍需要

通过大规模生物实验及临床试验来证实ꎮ 相信随

着更深入研究的开展ꎬｍｉＲＮＡ 在 ＩＳＲ 中的作用机制

会更加明确ꎬ从而使其在不久将来 ＩＳＲ 的早期诊断

和靶基因治疗中发挥应有的作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过基因芯片检测成功筛选

出了 ＩＳＲ 相关的 ｍｉＲＮＡ 表达谱ꎬ通过生物信息学和

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对基因芯片的结果进行分析和验证

发现ꎬｍｉＲ￣１２６ 在 ＩＳＲ 患者中存在差异性表达ꎬｍｉＲ￣
１２６ 水平下降倾向于发生 ＩＳＲꎮ 这为今后 ＩＳＲ 的研

究奠定了可靠的分子基础ꎬ为未来 ＩＳＲ 在临床上的

诊断和治疗提供了新的生物学依据ꎮ
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