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循环 miR-135a 水平与 HDL 抗氧化功能的关联性
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[摘　 要] 　 目的　 研究血浆高密度脂蛋白(HDL)功能与循环微小 RNA(miRNA)水平的相关性。 方法　 利用失功

能 HDL 模型小鼠清道夫受体 B 族Ⅰ型缺陷(SR-BⅠ- / -)小鼠发掘特异性 miRNA 谱的变化;收集 30 例 2020 年 9
月—2021 年 5 月就诊于武汉大学中南医院心血管内科的冠状动脉粥样硬化性心脏病(CAD)患者血浆并检测

miRNA 的变化,对照组为同时期住院的非 CAD 患者,两组血浆高密度脂蛋白胆固醇(HDLC)水平均高于 1. 04
mmol / L。 结果　 与野生型小鼠相比,SR-BⅠ- / - 小鼠血浆 miR-135a 水平显著减少。 与对照组相比,CAD 组血浆对

氧磷酶 1(PON-1)活性降低;对照组 PON-1 活性与 HDLC 水平正相关,但 CAD 组 PON-1 活性与 HDLC 水平无相关

性。 CAD 组血浆 miR-135a 水平降低,且与 PON-1 活性正相关。 CAD 组血浆 miR-17 显著降低,miR-223 和 miR-760
水平显著升高,但与 HDLC 水平或血浆 PON-1 活性均无相关性。 结论　 高 HDLC 的 CAD 患者血浆 miR-135a 水平

明显降低,且与 PON-1 活性正相关,可能与 HDL 抗氧化能力有关。
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Correlation between circulating miR-135a level and antioxidant function of HDL
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the correlation between the antioxidantion of plasma high density lipoprotein (HDL)
and circulating microRNA (miRNA). 　 　 Methods　 Scavenger receptor group B type Ⅰ deficient (SR-BⅠ- / -) mice as
dysfunctional HDL model mice were used to explore the changes of specific miRNA spectrum. 　 From September 2020 to
May 2021, 30 patients with coronary artery disease (CAD) were enrolled in the Department of Cardiology, Zhongnan Hos-
pital of Wuhan University, non-CAD patients in the same period as control group, both groups with HDL cholesterol
(HDLC) higher than 1. 04 mmol / L. 　 　 Results 　 Compared with wild-type mice, the plasma miR-135a in SR-BⅠ- / -

mice decreased significantly. 　 Plasma paraoxonase 1 (PON-1) activity decreased in CAD patients, PON-1 activity in con-
trol group was positively correlated with HDLC level, but not in CAD group. 　 The plasma miR-135a level in CAD patients
also decreased, and was positively correlated with PON-1 activity. 　 In CAD group, the level of plasma miR-17 decreased
significantly, and the levels of miR-223 and miR-760 increased significantly, but there was no correlation with HDLC level
or plasma PON-1 activity. 　 　 Conclusion　 The level of plasma miR-135a decreased significantly in CAD patients with
high HDLC, and was positively correlated with PON-1 activity, which may be related to the antioxidant function of HDL.
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　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)导致的冠状

动脉粥样硬化性心脏病 ( coronary artery disease,
CAD)是全世界死亡率和发病率最高的疾病[1]。 高

密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)具有介导

胆固醇逆向转运、抗氧化、抗炎等多种保护血管壁

细胞的功能,是 As 负相关因素。 炎症、氧化应激、血
脂紊乱等环境可引起 HDL 病理性修饰,HDL 转变

为具有致 As 性质的“失功能”HDL[2],其抗炎抗氧

化能力均降低。
miRNA 是约 22 nt 的小分子单链 RNA,在种属

间高度保守,参与调控炎症反应等细胞机制,影响

As 的发生发展[3]。 循环 miRNA 作为内分泌和旁分

泌信使,促进细胞和组织之间的通信,并且与冠心

病的发生发展密切相关[4],可作为疾病的生物标志

物。 近年研究发现,循环 miRNA 可以结合在 HDL
上,并被运输到靶细胞发挥作用[5],HDL 中携带的

这些 miRNA 具有与 As 形成相关的重要生物学效

应[6],例如 HDL 携运 miR-223 进入内皮细胞并抑制

细胞间黏附分子 1(intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1)表达,从而表现抗炎特性[7]。 但 HDL 的抗

炎抗氧化水平与循环 miRNA 水平的相关性还有待

进一步研究。
高密度脂蛋白胆固醇( high density lipoprotein

cholesterol,HDLC)通过清道夫受体 B 族Ⅰ型(scav-
enger receptor class B type Ⅰ,SR-BⅠ)摄取,SR-BⅠ
突变基因的携带者具有“失功能” HDL 的表型[8]。
本研究组前期利用 SR-BⅠ基因缺陷(SR-BⅠ- / -)小
鼠鉴定了“失功能”HDL 的蛋白组分及酶学变化,发
现其 HDL 的抗氧化水平较低[9],其重要指标对氧磷

酶 1(paraoxonase 1,PON-1)活性显著降低。 因此,
本研究拟利用 SR-BⅠ- / - 小鼠和高 HDLC 水平的

CAD 患者探索血浆 miRNA 水平与 HDL 抗氧化水平

的相关性。 本研究将促进 HDL-miRNA 作为新的疾

病生物标志物的开发,以应用于预防和治疗心血管

代谢性疾病。

1　 资料和方法

1. 1　 实验动物

C57BL / 6 野生型小鼠,SPF 级,购自北京维通利

华实验动物技术有限公司,动物许可证号为 SCXK
(鄂)2015-0018。 C57BL / 6 ×S129 遗传背景的杂合

子 SR-BⅠ+ / -小鼠由美国麻省理工学院 Monty Krieger
教授提供。 SR-BⅠ纯合子(SR-BⅠ- / -)小鼠通过杂

合子配对或雌性杂合子(SR-BⅠ+ / -)和雄性纯合子

(SR-BⅠ- / -)杂交产生。 采用聚合酶链反应技术对

从鼠尾标本中提取的 DNA 进行分析,确定 SR-BⅠ
基因型。 所有小鼠均按照医学动物护理和福利委

员会(2014 年 1 月 26 日)的动物护理和实验程序被

安置在 SPF 级的微型隔离器笼中,以普通啮齿动物

饲料喂养。
1. 2　 实验试剂和仪器

TRIzolTM LS 试剂购自美国 Ambion 公司,Ezol 试
剂盒、Hairpin-itTM miRNA 定量试剂盒购自上海吉玛

制药技术有限公司,Glycogen 购自大连美仑生物技术

有限公司,tRNA 购自美国 Sigma-Aldrich 公司,SYBR
Green Real-time PCR Master Mix 购自日本 TOYOBO 公

司,miRNA 引物均购自北京擎科生物科技有限公司,
qPCR 分析仪购自德国 Eppendorf 公司。
1. 3　 血浆 miRNA 的提取及 qPCR 检测

小鼠麻醉后经眶后静脉丛穿刺取血,于 4 000×g、
4 ℃离心 10 min。 取上层血浆与 TRIzolTM LS 试剂充

分混合[10],并加入 5 g / L 糖原和 20 μg / L tRNA 增强

miRNA 沉淀。 Ezol 试剂盒提取细胞总 RNA,用反转

录酶 M-MLV 试剂盒生成 cDNA。 利用 Hairpin-itTM

miRNA qPCR 定量试剂盒检测 miRNA 水平。 以 U6
作为内源性对照,定量 miRNA 的相对表达用 2-ΔΔCt

法计算。
1. 4　 临床研究

1. 4. 1　 研究对象　 　 选取 2020 年 9 月—2021 年 5
月就诊于武汉大学中南医院心血管内科的 CAD 患

者,纳入标准:①50 岁<年龄≤80 岁;②均首次行冠

状动脉造影(coronary angiography,CAG)检查;③临

床资料齐全。 排除标准:合并感染、恶性肿瘤或血

液系统疾病患者;合并严重肝肾功能不全者;妊娠

或哺乳期妇女;既往行冠状动脉支架植入或冠状动

脉搭桥术患者;近 3 个月内服用影响血脂药物者。
最终入选 30 例患者。 对照组为同时期非 CAD 就诊

患者,纳入标准:①50 岁<年龄≤80 岁;②临床资料

齐全。 排除标准:既往有心脑血管疾病史患者,既
往行冠状动脉支架植入或冠状动脉搭桥术患者;既
往高血脂患者;近 3 个月内服用影响血脂药物者;合
并感染、恶性肿瘤或血液系统疾病患者;合并严重

肝肾功能不全者;妊娠或哺乳期妇女。 最终入选 30
例患者。 本研究获得武汉大学中南医院医学伦理

委员会的批准同意,所有参与研究的患者均签署知

情同意书。
1. 4. 2　 一般资料收集及实验室检查　 　 收集各组
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患者的临床基线资料,包括冠心病相关危险因素以

及相关生物化学指标等。 入选患者均接受以 ESC
指南为依据的规范化诊疗[11]。 入选患者均于冠状

动脉造影术前禁食 8 h 后采集血样,采用贝克曼

5821 全自动生化分析仪检测血清总胆固醇( total
cholesterol,TC)、甘油三酯( triglyceride,TG)、低密度

脂蛋白胆固醇 ( low density lipoprotein cholesterol,
LDLC)、HDLC 水平及相关生物化学指标。
1. 4. 3 　 PON-1 活性检测 　 　 以对氧磷为底物,
PON-1 将其水解为对硝基酚黄色产物,使用酶标仪

在波长 405 nm 处,采用连续监测法,读取 4 min 内

对硝基酚生成量的 15 次变化,根据 14 次差值,计算

评价血浆样品中 PON-1 活性。 以每升血浆每分钟

生成对硝基酚的微摩尔数[μmol / (min·L)]表示 1
个酶活性单位值(kU / L) [9]。
1. 5　 生物信息学分析

利用在线 miRNA 靶基因预测工具 Starbase(ht-
tp: / / starbase. sysu. edu. cn / )获取 hsa-miR-135a 预

测的靶基因,将 3 个数据库的预测结合信息集合进

行结 合 关 联 分 析。 利 用 STRING ( http: / / www.
string-db. org)数据库构建蛋白质相互作用网络(Pro-
tein-Protein Interaction Networks,PPI),利用 Cytocape
3. 8. 0 软件分析获取关键调控基因。 家族性高胆固

醇血症 HDL-miRNA 表达谱(GSE25108)和人 As 斑

块基因表达谱 mRNA (GSE24702)表达芯片矩阵文

件和芯片探针注释文件来源于美国国立生物技术

信息中心(National Center of Biotechnology Information,
NCBI)平台下的基因表达综合数据库(Gene Expression
Omnibus,GEO)。
1. 6　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 软件对数据进行统计处理。 正

态分布的计量资料以 x±s 表示,两组均数间比较采

用独立样本 t 检验;计数资料以率或百分数表示,采
用 χ2 检验。 非正态分布以中位数及四分位数表示,
采用 Mann-Whitney U 检验。 以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 小鼠血浆 miRNA 表达水平

本研究分析了家族性高胆固醇血症患者血浆

中差异表达 HDL-miRNA(GSE25108),利用普通饲

料喂养的 6 月龄 SR-BⅠ- / -小鼠和野生型小鼠的血

浆探索差异 miRNA 水平与低 HDL 抗氧化功能的关

系。 结果发现,SR-BⅠ- / - 小鼠血浆 miR-135a 水平

显著降低,miR-223 水平显著升高,与家族性高胆固

醇血 症 患 者 表 现 一 致; miR-17 和 miR-760 在

SR-BⅠ- / -小鼠血浆中显著升高,与家族性高胆固醇

血症患者表现相反(图 1)。 雌性小鼠和雄性小鼠

miRNA 的变化一致,表明性别对血浆 miRNA 水平

无影响。

图 1. 6 月龄野生型小鼠和 SR-BⅠ- / -小鼠血浆 miRNA 水平比较

A 为雄性小鼠血浆 miRNA 水平(n=6),B 为雌性小鼠血浆 miRNA 水平(n=4)。 a 为 P<0. 05,与野生型小鼠比较。

Figure 1. Comparison of plasma miRNA levels between 6-month-old WT mice and SR-BⅠ- / -mice

2. 2　 临床病例基本情况

CAD 患者为首次发病,之前无高血脂或冠心病

史,未服用降脂药物,入院后首次冠状动脉造影确

诊中度以上狭窄,执行排除标准后,共选取 HDLC>
1. 04 mmol / L 的患者 30 例。 对照组为非 CAD 患

者,共 30 例。 两组的基本情况,如年龄、性别、血压、
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心率、尿酸等无明显差异,CAD 组 TC、TG、LDLC 水

平明显高于对照组,且 HDLC 水平均超过 1. 04
mmol / L,但两组无统计学差异,即 CAD 组患者血浆

HDLC 水平高,但未发挥抗 As 作用(表 1)。
2. 3　 血浆 HDLC 水平与 PON-1 活性的关系

本研究选取 HDLC 水平高于 1. 04 mmol / L 的

CAD 患者血浆进行检测分析,PON-1 活性作为 HDL
抗氧化功能的重要指标[9],测得的 CAD 组血浆

PON-1 活性显著低于对照组(图 2A),证实 CAD 组

血浆 HDL 抗氧化能力降低。 另外,对照组血浆

PON-1 活性与 HDLC 水平呈正相关 (图 2B),而

CAD 组无相关性(图 2C),也证实 CAD 组 HDLC 水

平虽然与对照组无差异,但是 HDL 的抗氧化能力

降低。
2. 4　 血浆 miR-135a 水平与 HDL 抗氧化能力的关系

CAD 组血浆 miR-135a 水平明显降低(图 3A)。
相关性分析结果显示,miR-135a 水平与 HDLC 水平

无相关性(图 3B),但 miR-135a 水平与 PON-1 活性

呈正相关(图 3C)。

表 1. 两组临床资料比较

Table 1. Comparison of clinical data between the two groups

项目
对照组
(n=30)

CAD 组
(n=30) P 值

年龄 /岁 56. 90±6. 41 60. 03±6. 42 0. 064
男性 / [例(% )] 11(36. 7) 18(60. 0) 0. 071
收缩压 / mmHg 129. 93±15. 49 134. 23±15. 99 0. 294
舒张压 / mmHg 79. 93±12. 55 81. 00±11. 61 0. 734
心率 / (次 /分) 70. 20±11. 82 71. 53±10. 93 0. 652
高血压病 / [例(% )] 8(26. 7) 16(53. 3) 0. 035
糖尿病 / [例(% )] 2(6. 7) 6(20. 0) 0. 127
TC / (mmol / L) 4. 26±0. 54 5. 04±0. 93 <0. 001
TG / (mmol / L) 1. 11±0. 33 1. 37±0. 51 0. 037
HDLC / (mmol / L) 1. 31±0. 23 1. 28±0. 18 0. 610
LDLC / (mmol / L) 2. 57±0. 49 3. 27±0. 79 <0. 001
TC / HDLC 3. 34±0. 67 4. 02±0. 94 0. 002
TG / HDLC 0. 89±0. 36 1. 10±0. 51 0. 089
LDLC / HDLC 2. 04±0. 59 2. 63±0. 81 0. 002
尿酸 / (μmol / L) 315. 89±78. 42 329. 93±83. 79 0. 505

图 2. 血浆 HDLC 水平与 PON-1活性的关系

A 为 CAD 组和对照组血浆 PON-1 活性比较(n=30),B 为对照组血浆 HDLC 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=29),
C 为 CAD 组血浆 HDLC 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=29)。 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 2. The relationship between plasma HDLC and PON-1 activity

图 3. 血浆 miR-135a 水平与 HDL 功能分析

A 为 CAD 组和对照组血浆 miR-135a 水平(n=30),B 为血浆 miR-135a 水平与 HDLC 水平的相关性分析(n=30),
C 为血浆 miR-135a 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=58)。 a 为 P<0. 005,与对照组比较。

Figure 3. Plasma miR-135a level and HDL function analysis
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2. 5　 血浆 miRNA 水平分析

在 HDL 失功能的 SR-BⅠ- / - 小鼠血浆中,miR-
223 水平与野生型小鼠比较有显著差异,且变化趋

势与文献报道的家族性高胆固醇血症中 miRNA 变

化一致。 另外,miR-17 和 miR-760 在 SR-BⅠ- / - 小

鼠血浆中显著升高,但在家族性高胆固醇血症患者

血浆中显著降低。 本研究检测了 HDL 抗氧化能力

降低的 CAD 患者血浆中这 3 种 miRNA 的变化趋

势,结果发现 CAD 组血浆 miR-17 水平显著低于对

照组(图 4A),其水平与 PON-1 活性无相关性(图
4B);而 CAD 组血浆 miR-223 和 miR-760 水平显著

高于对照组(图 4C 和 4E),其水平与 PON-1 活性也

无相关性(图 4D 和 4F)。
2. 6　 miR-135a 影响 As 斑块形成的可能机制

为了了解循环 miR-135a 对 As 形成的影响,本
研究利用在线 miRNA 靶基因预测工具 Starbase 获

得 miR-135a 的靶标基因。 利用 STRING 构建 miR-
135a 调控靶标蛋白质的相互作用网络图,Cytocape
软件中的 cytoHubba 分析获得 10 个关键基因。 利

用 GSE24702 数据集分析这 10 个关键基因在人 As 斑
块中的差异表达,结果发现胱天蛋白酶 3(CASP3)和
T 细胞特异性转录基因 GATA3 在斑块中表达增加,
提示循环 miR-135a 可能主要通过影响细胞焦亡或

Th17 细胞分化发挥作用(图 5)。

图 4. 血浆 miR-17、miR-223 和 miR-760 水平及其与 PON-1活性的相关性分析

A 为血浆 miR-17 水平(对照组 n=26,CAD 组 n=29),B 为血浆 miR-17 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=57),
C 为血浆 miR-223 水平(对照组 n=20,CAD 组 n=22),D 为血浆 miR-223 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=31),
E 为血浆 miR-760 水平(对照组 n=14,CAD 组 n=22),F 为血浆 miR-760 水平与 PON-1 活性的相关性分析(n=36)。

a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 005,与对照组比较。

Figure 4. Plasma levels of miR-17, miR-223 and miR-760 and their correlation with PON-1 activity

图 5. miR-135a 作用机制的生物信息学分析

A 为 miR-135a 预测靶标中的关键调控基因,B 为 10 个关键基因在 GSE24702 数据集中的表达差异倍数。

Figure 5. Bioinformatics analysis of the mechanism of miR-135a
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3　 讨　 论

HDL 是携运血浆胆固醇的一类主要脂蛋白,也
是 As 的重要防御因素,具有介导胆固醇逆向转运、
抗氧化、抗炎等调节血管的功能。 早期临床研究认

为,血浆 HDLC 水平越高,个体患心血管疾病的风险

性越低[12]。 但事实上,HDLC 水平高低并不能完全

反映 HDL 抗 As 的功能及其代谢特征[13-14]。 炎症、
氧化应激、血脂紊乱、高糖等环境可引起 HDL 病理

性修饰,HDL 特征性结构发生改变,其生物学功能

降低甚至丧失,转变为致 As 性质的 “失功能”
HDL[2]。 从 HDL 的功能特征出发,针对提高 HDL
特异性功能的研究将有利于新的 As 检测靶标的发

掘及应用。 SR-BⅠ是 HDL 受体,介导肝脏胆固醇逆

向转运,同时参与调节血管壁细胞胆固醇平衡、介
导 HDL 发挥抗炎及抗氧化活性[15]。 与野生型小鼠

相比,SR-BⅠ- / -小鼠血浆中富含游离胆固醇和载脂

蛋白 E 的 HDL 增加,胆固醇外流能力降低,HDL 抗

氧化能力降低,导致氧化应激增加,抗炎信号受

损[16]。 本研究组前期的研究也证实了 SR-BⅠ- / -小

鼠血浆 HDL 的抗氧化能力减弱[9,17]。
循环 miRNA 来自于组织细胞,在血液中免受内

源性 RNA 酶的作用,且含量非常稳定,研究发现循

环 miRNA 与冠心病的发生发展密切相关[4]。 循环

miRNA 主要通过脂蛋白尤其是 HDL 运输到靶细胞

从而调控细胞功能。 实验证实,HDL 的抗炎特性部

分是通过内皮细胞中 HDL-miR-223 的传递从而抑

制 ICAM-1 翻译获得的[7]。 因此 HDL 的抗 As 功能

可能部分是通过循环 miRNA 的运输实现的。
家族性高胆固醇血症是由于低密度脂蛋白受

体缺陷导致的血浆胆固醇增高,血脂代谢异常,通
过分析家族性高胆固醇血症受试者血浆 HDL-
miRNA 组学发现,miR-223、miR-105 和 miR-106a 在

家族性高胆固醇血症患者的 HDL 上含量较多,但
miR-135a 在正常人群中含量较高,而在家族性高胆

固醇血症患者的 HDL 上显著降低[5]。 本研究借鉴

其结果,分析并鉴定与 HDL 抗氧化活性相关的

miRNA。 利用 HDL 抗氧化活性降低的 SR-BⅠ- / -小

鼠血浆验证了这些 miRNA 水平与野生型小鼠存在

差异,其中 miR-135a 的减少、miR-223 的增加与家

族性高胆固醇血症患者一致,但 miR-17 和 miR-760
的显著增加与家族性高胆固醇血症患者相反[5]。

本研究利用临床 CAD 患者的血浆来验证循环

miRNA 变化与 HDL 功能的相关性。 选取第一次因

诊断 CAD 入院治疗且既往病史无高血脂的患者,这

些患者未服用过降脂药物,排除其对循环 miRNA 的

影响。 选取高 HDLC 的 CAD 患者为研究对象,其
PON-1 活性低。 PON-1 是 HDL 主要成分之一,也是

循环中抗氧化防御成员之一,PON-1 活性水平代表

HDL 的抗氧化功能[9]。 本研究结果显示 CAD 组血

浆 HDL 的抗氧化能力下降;CAD 组血浆 miR-135a
水平明显减少,而且与血浆 PON-1 活性正相关,因
此推测 miR-135a 的低水平与 HDL 低抗氧化能力相

关。 本研究也检测到 CAD 患者血浆 miR-223 和

miR-760 水平明显升高,miR-17 水平明显降低,但都

与 PON-1 活性无相关性,表示这 3 个 miRNA 与

HDL 抗氧化能力无相关性,但也可能需要增加样本

量进行进一步分析。
本研究进一步分析了血浆 miR-135a 对血管壁

的调控机制,利用人 As 斑块的基因表达谱数据集验

证了 miR-135a 调控机制的关键靶点 CASP3 和 GA-
TA3。 CASP3 可引起细胞焦亡,这是一种促炎症型

调节性细胞死亡,可引起局部炎症并且导致炎症反

应放大效应,与 As 密切相关[18]。 GATA3 是调节 Th
细胞分化的转录因子,GATA3 的高表达激活 Th2 细

胞程序[19],研究发现 miR-135a 通过靶向 GATA3 调

节肥大细胞和变应原诱导的炎症[20]。 但 miR-135a
通过 CASP3 和 GATA3 参与调控 As 发生的机制需

要进一步的实验验证。
综上,本研究结果表明,HDLC 高水平的 CAD

患者,血浆 HDL 抗氧化功能降低,为“失功能”HDL,
同时血浆 miR-135a 水平较低。 因此循环 miR-135a
水平可作为提示血浆 HDL 功能的潜在指标,其对

As 的调控机制主要涉及调节血管壁细胞凋亡,以及

调控单核细胞免疫功能。
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