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[摘　 要] 　 目的　 观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４４６３(ｍｉＲ￣４４６３)在下肢动脉硬化闭塞症(ＡＳＯ)患者血浆和组织中的表达变化ꎬ
推测其可能意义ꎮ 方法　 采用 ｍｉＲＮＡ 芯片方法筛选 ＡＳＯ 患者和对照人群血浆中差异表达 ｍｉＲＮＡꎬＲｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ
技术验证 ＡＳＯ 患者和对照人群中 ｍｉＲ￣４４６３ 的表达水平ꎬ并进行临床分期比较ꎮ 靶基因预测软件分析 ｍｉＲ￣４４６３ 靶

基因ꎬＧｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 和 ＫＥＧＧ 数据库分析靶基因的功能和信号通路ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬＡＳＯ 患者血浆中有 ５１
个 ｍｉＲＮＡ 变化超过 １.５ 倍(Ｐ<０.０５)ꎮ ｍｉＲ￣４４６３ 在 ＡＳＯ 患者血浆和病变血管内膜组织中表达均显著降低ꎬ并随

Ｆｏｎｔａｉｎｅ 分期呈逐渐下降趋势ꎮ 生物信息学分析发现 ｍｉＲ￣４４６３ 靶基因与细胞迁移、脂质代谢、内吞作用等相关ꎮ
结论　 ｍｉＲ￣４４６３ 参与了 ＡＳＯ 的病程ꎬ其表达下降可能提示 ＡＳＯ 的发生ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ (ＡＳＯ).　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ｍｉＲＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＡＳＯ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ.　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ５０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＡＳＯ ａｎｄ ５０ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣４４６３ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ.　 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣
４４６３ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ ５１ ｍｉＲＮＡｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＡＳＯ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １.５
ｔｉｍｅｓ (Ｐ<０.０５).　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｔｉｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＡＳＯ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｆｏｎｔａｉｎｅ ｓｔａｇｅ. 　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３
ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｐｏｌａｒｉｔｙꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ｍｉＲ￣４４６３ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＡＳＯꎬ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｉＲ￣４４６３ ｌｅｖｅｌ ｍａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ＡＳＯ.

　 　 下肢动脉硬化闭塞症(ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ
ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓꎬＡＳＯ)是常见的外周动脉闭塞性疾病ꎬ
主要累及腹主动脉、双髂动脉、双股动脉、双腘动脉及

其远端 ３ 个分支ꎮ 其主要危害是增加心脑血管事件

的发生风险ꎬ也是导致中老年人下肢截肢的主要原因

之一ꎬ严重影响患者的生活质量[１]ꎮ 患者在疾病早期

阶段缺乏明确的临床症状ꎬ常常因此延误治疗而被迫

截肢ꎬ因此ꎬ寻找能在早期阶段提示 ＡＳＯ 的分子标志

具有重要意义ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是近年发现的一

类内源性、非编码小分子 ＲＮＡꎬ通过在转录后水平抑

制靶基因的翻译调控细胞的生长、增殖、迁移及凋

亡[２]ꎮ 研究发现循环 ｍｉＲＮＡ 的改变与肿瘤、糖尿病

和心血管疾病等多种疾病的发生相关ꎬ并在发病早期

即有改变[３￣５]ꎮ 本研究用 ｍｉＲＮＡ 芯片技术筛选了 ３

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



例ＡＳＯ 患者和 ３ 例对照人群血浆ｍｉＲＮＡ 的表达谱差

异ꎬ并通过 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 进行验证ꎬ旨在寻找 ＡＳＯ
早期即有改变的特异性 ｍｉＲＮＡꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

选取 ２０１３ 年 １０ 月至 ２０１６ 年 ８ 月就诊于本院

确诊为下肢动脉硬化闭塞症的患者(ＡＳＯ 组)５０ 例ꎬ
健康对照人群(对照组)５０ 例ꎬ两组人群性别、年龄

无统计学差异ꎬ一般资料见表 １ꎮ 按照 Ｆｏｎｔａｉｎｅ 分

期标准对 ＡＳＯ 患者进行分期ꎬ由 ３ 名血管外科医师

共同完成ꎬ其中 ＦｏｎｔａｉｎｅⅠ期 ６ 例ꎬＦｏｎｔａｉｎｅⅡ期 １２
例ꎬＦｏｎｔａｉｎｅⅢ期 １６ 例ꎬＦｏｎｔａｉｎｅⅣ期 １６ 例ꎮ 患者均

排除冠心病、脑卒中、肝肾功能衰竭、肿瘤ꎮ 采集受

试者 ＥＤＴＡ 抗凝血 ３ ｍＬꎬ３０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集

血浆ꎬ每管 ５００ μＬ 分装保存于－８０℃ꎮ 病变血管组

织标本取自于截肢患者ꎬ共 ２０ 例ꎻ正常对照血管取

自车祸截肢患者ꎬ共 ５ 例ꎮ 截肢后ꎬ迅速解剖出股动

脉ꎬ生理盐水冲洗掉血液ꎬ剥离血管周围组织ꎬＲＮＡ
保护液 ４℃放置过夜后于－８０℃保存ꎮ 受试者均获

得知情同意书ꎬ所有标本取材均通过西南医科大学

附属医院伦理委员会批准ꎮ

表 １. 研究人群一般资料

Ｔａｂｌｅ １. Ｇｅｎｅｒａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｓｔｕｄｙ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

一般资料 ＡＳＯ 组(ｎ＝ ５０) 对照组(ｎ＝ ５０)

年龄(岁) ７５.７２＋１０.５２ ７３.６７＋７.９２
男 /女 (例) ２７ / ２３ ２６ / ２４
吸烟(例) １０ ８
饮酒(例) ９ ６
高血压(例) １７ ０
糖尿病(例) １３ ０

１.２　 ＲＮＡ 提取

取 ４００ μＬ 血浆按照试剂盒说明书(ｍｉＲＮｅａｓｙ
Ｓｅｒｕｍ / Ｐｌａｓｍａ Ｋｉｔꎬ ＱＩＡＧＥＮ) 提取总 ＲＮＡꎮ 加入

７ μＬ １.６×１０８ 拷贝 Ｓｐｉｋｅ￣Ｉｎ (Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ
ｍｉＲＮＡ ３９ꎬ ｃｅｌ￣ｍｉＲ￣３９) 作为外参用以评估血浆

ＲＮＡ 提取过程ꎮ 血管内膜组织 ＲＮＡ 提取按试剂盒

说明书(ｍｉＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ꎬ ＱＩＡＧＥＮ)进行ꎮ
１.３　 ｍｉＲＮＡ 芯片杂交与分析

用 ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ Ｈｙ３ＴＭ / Ｈｙ５ＴＭ Ｐｏｗｅｒ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｋｉｔ
将提取的血浆总 ＲＮＡ 进行标记ꎬ杂交至 ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ

ＬＮＡ 芯片(ｖ.１８.０)ꎬ然后以 Ａｘｏｎ ＧｅｎｅＰｉｘ ４０００Ｂ ｍｉ￣

ｃｒｏａｒｒａｙ ｓｃａｎｎｅｒ 扫描数据ꎬＧｅｎｅＰｉｘ Ｐｒｏ ６.０ 软件进行

分析结果ꎮ
１.４　 逆转录

取上述 ｍｉＲＮＡ 溶液 ６ μＬ 参照试剂盒说明书

(ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ Ｋｉｔꎬ ＱＩＡＧＥＮ)进行逆转录ꎮ 轻柔

混匀后瞬时离心ꎬ于 ＰＣＲ 仪中进行反转录ꎬ反应条

件为 ３７℃ ６０ ｍｉｎꎬ然后 ９５℃ ５ ｍｉｎꎮ ｃＤＮＡ 溶液保

存于－２０℃ꎮ
１.５　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平

在 １０ μＬ ｃＤＮＡ 溶液中加入 １００ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ充
分混匀后进行荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应体系为 ２５ μＬꎬ
包括 １２. ５ μＬ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＱＩＡＧＥＮ)ꎬ
２.５ μＬ １０×ｍｉＲＮＡ 特异性引物(ＱＩＡＧＥＮ)ꎬ２.５ μＬ
１０×通用引物ꎬ２ μＬ 稀释的 ｃＤＮＡꎬ无 ＲＮａｓｅ ｄｄＨ２Ｏ
补足至 ２５ μＬꎮ 于 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ
仪进行检测ꎬ每个样本重复 ３ 次ꎮ ＰＣＲ 的反应条件

为 ９５℃ １５ ｍｉｎꎬ然后 ９５℃ １５ ｓꎬ ５５℃ ３０ ｓꎬ ７０℃
３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 以 ｃｅｌ￣ｍｉＲ￣３９ 和 Ｕ６ 分别作为

血浆和组织的内参ꎬ２－ΔΔＣｔ法计算相对表达倍数ꎮ
１.６　 生物信息学分析

以 ｍｉＲＮＡ 在线靶基因预测软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数

据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ.ｏｒｇ / )和 ｍｉＲＤＢ 数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｍｉｒｄｂ.ｏｒｇ / )预测 ｍｉＲ￣４４６３ 靶基因ꎬ并
对靶基因进行 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 和 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ(ＫＥＧＧ)ｐａｔｈｗａｙ 分析(ｈｔｔｐｓ: / /
ｄａｖｉｄ.ｎｃｉｆｃｒｆ.ｇｏｖ / )ꎮ
１.７　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件分析实验数据ꎬ计量资料

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间数据比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 表示差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血浆 ｍｉＲＮＡ 表达谱分析

选取３ 例单纯ＡＳＯ 患者和３ 例性别年龄匹配的对

照者进行血浆 ｍｉＲＮＡ 芯片杂交ꎬ结果表明ꎬ与对照相

比ꎬ有 ５１ 个 ｍｉＲＮＡ 的变化超过 １.５ 倍(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中

８ 个 ｍｉＲＮＡ 表达上调ꎬ４３ 个 ｍｉＲＮＡ 表达下调(图 １)ꎮ
２.２　 ｍｉＲ￣４４６３ 在血浆和血管内膜组织中的表达

采用 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ５０ 例 ＡＳＯ 患者和 ５０
例对照人群血浆 ｍｉＲ￣４４６３ 的表达水平ꎬ结果表明ꎬ
ｍｉＲ￣４４６３ 在 ＡＳＯ 患者血浆表达下降(图 ２Ａ)ꎮ 随

后在血管内膜组织中进行 ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平检测ꎬ
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结果发现病变血管内膜中 ｍｉＲ￣４４６３ 表达降低(图
２Ｂ)ꎬ差异有统计学意义ꎮ

图 １. ＡＳＯ 患者血浆中差异表达 ｍｉＲＮＡ　 　 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３ 代表

ＡＳＯ 患者ꎻＣ１、Ｃ２、Ｃ３ 代表对照人群ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｌｔｅｒｅｄ ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ＡＳＯ ｐａｔｉｅｎｔｓ

图 ２. ｑＰＣＲ 检测血浆(Ａ)和血管内膜(Ｂ)中 ｍｉＲ￣４４６３ 表达

水平　 　
Ｆｉｇｕｒｅ ２. ｍｉＲ￣４４６３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｔｉｍａ
(Ｂ) ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ

２.３　 ｍｉＲ￣４４６３ 的表达水平与 ＡＳＯ 分期的关系

为了检测 ＡＳＯ 患者中 ｍｉＲ￣４４６３ 的变化是否与

临床分期相关ꎬ将 ５０ 例 ＡＳＯ 患者按 Ｆｏｎｔａｉｎｅ 分期

法分为 ４ 期ꎬ并比较不同分期患者中 ｍｉＲ￣４４６３ 的表

达水平ꎮ 结果表明ꎬｍｉＲ￣４４６３ 的表达水平在Ⅰ期显

著下降ꎬ并随分期呈逐渐下降趋势(图 ３)ꎮ

图 ３. ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平与 ＡＳＯ 患者 Ｆｏｎｔａｉｎｅ 分期的关系

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＦｏｎｔａｉｎｅⅠ期比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｆｏｎ￣
ｔａｉｎｅ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ＡＳＯ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２.４　 ｍｉＲ￣４４６３ 靶基因预测分析

分别以 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ 数据库预测 ｍｉＲ￣
４４６３ 靶基因后ꎬ筛选其中在 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 区至少含

有 ７ 个结合位点的靶基因ꎬ取两数据库结果的交集ꎬ
筛选文献报道可能与 ＡＳＯ 相关的靶基因进行 Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 分析ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ这些预测靶基因包括

ＢＣＬ２Ｌ１１、ＡＭＯＴ、ＣＬＤＮ１、ＦＧＦ１、ＰＤＧＦＲＬ 等ꎬ它们

与细胞极性和迁移、细胞的紧密连接、脂质代谢、内
吞作用、血管平滑肌的收缩等功能相关ꎮ ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ 分析发现他们可能参与了胰岛素信号通路、
ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路、ＡＭＰＫ 信号通路、ｍＴＯＲ 信号通

路等(图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

ＡＳＯ 为动脉硬化造成的下肢供血动脉内膜增

厚、管腔狭窄或闭塞ꎬ临床表现为下肢间歇性跛行、
皮温降低、疼痛、甚至溃疡或坏死ꎮ ＡＳＯ 的临床诊

断辅助检查如血管造影、多普勒超声、核磁共振、多
层螺旋 ＣＴ、踝臂指数(ａｎｋｌｅ ｂｒａｃｈｉａｌ ｉｎｄｅｘꎬＡＢＩ)测
定等适用于 ＡＳＯ 已经发生后病变程度的鉴定ꎻ实验

室检查主要有血脂、血糖、肾功能等ꎬ这些结果很难

在 ＡＳＯ 早期指示其发生ꎬ常常延误患者治疗ꎮ 因

此ꎬ在前人基础上进一步筛选鉴定易于获得的 ＡＳＯ
早期标志分子迫在眉睫ꎮ

ｍｉＲＮＡ 是一类大小为 １８~２２ ｂｐ 的内源性非编

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



图 ４. ｍｉＲ￣４４６３ 预测靶基因 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 分析结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

图 ５. ｍｉＲ￣４４６３ 预测靶基因 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析结果

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ￣４４６３ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
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码小 ＲＮＡ 分子ꎬ参与心血管系统疾病的调控ꎬ包括

动脉硬化、血管新生、内膜增殖、血管再狭窄等病理

生理过程[３￣４]ꎮ ｍｉＲ￣２１ 是血管平滑肌细胞增殖、迁
移和凋亡的重要调节因子[６]ꎬｍｉＲ￣１５５、ｍｉＲ￣２２１、
ｍｉＲ￣２２２ 和 ｍｉＲ￣１２６ 是血管炎性反应的关键调节因

子[７￣９]ꎬｍｉＲ￣２１０、ｍｉＲ￣１２６、Ｌｅｔ￣７ 具有促进血管新生

的功能[１０￣１１]ꎮ 研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 的表达具有严格的

时空特异性和组织特异性ꎬ病变组织中的 ｍｉＲＮＡ 会

释放到循环血中引起循环 ｍｉＲＮＡ 表达水平改

变[１２]ꎮ 循环 ｍｉＲＮＡ 因其易于通过微创手段获得ꎬ
又具有高度的敏感性和特异性ꎬ甚至在疾病早期即

发生明显改变ꎬ因此ꎬ循环 ｍｉＲＮＡ 是潜在的疾病诊

断标志物ꎮ 目前ꎬ循环 ｍｉＲＮＡ 作为多种疾病的标志

物已相继报道ꎮ ｍｉＲ￣１３０ａ、ｍｉＲ￣２７ｂ、ｍｉＲ￣２１０ 在血

管硬化组织和血清中均发生明显改变并有望成为

诊断标志物[１３]ꎻ血浆 ｍｉＲ￣２５￣３ｐ 和 ｌｅｔ￣７ｄ￣５ｐ 可作为

潜在标志物分辨急性和稳定型特发性肺纤维化[１４]ꎬ
这些结果都提示 ｍｉＲＮＡ 具有较好的临床诊断价值ꎮ

Ｗａｎｇ 等[１５] 通过芯片筛选了 ＡＳＯ 病变血管内

膜中差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ发现其中 １２ 个上调 ２ 倍以

上ꎬ３３ 个下调超过 １ 倍ꎮ 经过分析发现我们的血浆

芯片结果与其组织芯片结果有部分相同ꎬ说明部分

血浆 ｍｉＲＮＡ 的变化可反映血管组织的病变ꎮ 分析

发现 ＡＳＯ 患者血浆和组织筛选出的 ｍｉＲＮＡ 中下调

的 ｍｉＲＮＡ 占多数ꎬ这可能是因为在 ＡＳＯ 患者中ꎬ由
于动脉狭窄严重导致动脉壁长期处于缺血状态ꎬ这
种热缺血导致 ＲＮＡ 严重降解[１６]ꎬ因此在血管组织

中和血浆中检测到多个 ｍｉＲＮＡ 表达下降ꎮ
本研究首先通过 ＡＳＯ 患者和正常对照的血浆

ｍｉＲＮＡ 芯片筛选可能指示 ＡＳＯ 病变的 ｍｉＲＮＡꎬ并
通过 ｑＰＣＲ 在 ＡＳＯ 患者血浆和血管内膜组织中进

行验证ꎬ以期为 ＡＳＯ 的早期诊断提供血浆标志物ꎮ
我们通过 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证发现 ｍｉＲ￣４４６３ 在病变

血管内膜和血浆中均显著下降ꎬ其表达水平在 Ｆｏｎ￣
ｔａｉｎｅⅠ期即明显降低ꎬ并随着 ＡＳＯ 的严重程度表达

逐渐下降ꎬ提示 ｍｉＲ￣４４６３ 在 ＡＳＯ 的发生发展过程

中扮演着重要角色ꎬ下降的 ｍｉＲ￣４４６３ 水平可能提示

ＡＳＯ 的发生ꎮ 研究发现 ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平在其他

疾病中也有改变ꎬＤｉｎｇ 等[１７] 发现循环 ｍｉＲ￣４４６３ 在

多囊卵巢综合征患者中显著上升ꎬＬｕ 等[１８] 发现循

环 ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平在动脉瘤性蛛网膜下腔出血

(ａｎｅｕｒｙｓｍａｌ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎬＳＡＨ)合并继

发性脑梗死(ｄｅｌａｙｅｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬＤＣＩ)患者中

下降ꎬ而在无 ＤＣＩ 的 ＳＡＨ 患者中表达上升ꎮ 这些结

果也证明 ｍｉＲ￣４４６３ 的表达水平与疾病的类型密切

相关ꎬ但是对疾病的诊断还需结合临床表现和其他

检测指标ꎮ
动脉粥样硬化的形成与内皮细胞损伤、氧化应

激增加、血管平滑肌细胞的增殖、迁移与凋亡、炎性

细胞的浸润等过程相关[１９]ꎮ 我们通过生物信息学

分析发现 ｍｉＲ￣４４６３ 的靶基因包括与凋亡相关基因

ＢＣＬ２Ｌ１１ꎬ与迁移相关基因 ＡＭＯＴ、ＣＬＤＮ１ꎬ与细胞

内吞作用相关基因 ＩＱＳＥＣ２、ＡＲＲＢ１ 等ꎮ 这些结果

进一步说明 ｍｉＲ￣４４６３ 表达水平的改变与动脉粥样

硬化过程密切相关ꎬ其机制可能涉及到影响血管平

滑肌的迁移、凋亡、细胞对脂质的吞噬等ꎮ
综上所述ꎬＡＳＯ 患者血浆中多个 ｍｉＲＮＡ 表达水

平发生改变ꎬｍｉＲ￣４４６３ 在 ＡＳＯ 患者血浆与血管内膜

中均表达下降ꎬ其血浆表达水平与 Ｆｏｎｔａｉｎｅ 分期相

关ꎬ并在 Ｆｏｎｔａｉｎｅ Ⅰ期即显著下调ꎬ提示血浆 ｍｉＲ￣
４４６３ 的下调可作为指示 ＡＳＯ 发生的潜在标志ꎮ 本

文尚有不足之处ꎬ由于正常股动脉难以获取ꎬ导致

本研究中正常动脉对照较少ꎬ将来还需扩大样本进

行验证ꎮ 本研究只进行了血浆 ｍｉＲＮＡ 表达谱分析ꎬ
若能同时将血浆与 ＡＳＯ 患者病变血管进行 ｍｉＲＮＡ
表达谱分析ꎬ可以排除其它可能因素对血浆 ｍｉＲＮＡ
表达谱的干扰ꎬ同时通过比较ꎬ削减差异ꎬ更能体现

血浆中差异表达 ｍｉＲＮＡ 的诊断价值ꎮ 后续在血管

内皮细胞和血管平滑肌细胞中深入研究 ｍｉＲ￣４４６３
的功能及其靶基因ꎬ可揭示 ｍｉＲ￣４４６３ 的异常表达在

下肢动脉硬化闭塞过程中的作用ꎬ为其作为 ＡＳＯ 的

早期诊断指标和治疗靶点提供依据ꎮ
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