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下肢动脉硬化闭塞症患者血浆微小 RNA-93 水平对
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[摘　 要] 　 目的　 探究下肢动脉硬化闭塞症(LASO)患者血浆微小 RNA-93(miR-93)水平对介入术后支架内再狭

窄( ISR)的预测价值。 方法　 选取 2016 年 2 月—2019 年 5 月在华北理工大学附属医院就诊的 184 例 LASO 患者作

为研究对象。 根据 LASO 患者介入术后 1 年内是否发生 ISR 将其分为 2 组:ISR 组(n = 71)和非 ISR 组(n = 113)。
采用实时荧光定量 PCR 法检测 LASO 患者血浆 miR-93 水平,并探究其与 ISR 的关系。 结果　 ISR 组和非 ISR 组血

浆 miR-93 水平比较,差异有时间效应、组间效应及时间和组间的交互效应(P<0. 01)。 术后 14 天 miR-93 诊断 ISR
的受试者工作特征曲线下面积、灵敏度和特异度分别为 0. 839、91. 55% 和 70. 80% ,其诊断 ISR 的效能高于术前和

术后 7 天 miR-93,差异均有统计学意义(P<0. 001)。 多因素 Logistic 回归分析结果显示血管闭塞长度、术后 14 天

miR-93、低密度脂蛋白胆固醇和 C 反应蛋白是影响 LASO 患者 ISR 的独立危险因素(P<0. 01)。 限制性立方样条拟

合 Logistic 回归分析结果显示 miR-93 与 LASO 患者 ISR 有关(P<0. 001),且呈非线性关系(P = 0. 009)。 结论 　
LASO 患者血浆 miR-93 水平与 ISR 有关。 介入术后 14 天血浆 miR-93 水平高提示 LASO 患者术后 1 年内发生 ISR
的风险高。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the predictive value of plasma microRNA-93 (miR-93) level for in-stent restenosis
( ISR) after interventional therapy in patients with lower extremity arteriosclerosis obliterans (LASO). 　 　 Methods　 184
patients with LASO admitted to the Affiliated Hospital of North China University of Technology from February 2016 to May
2019 were selected as the research objects. 　 According to whether the patients with LASO had ISR within one year after in-
tervention, they were divided into two groups: ISR group (n=71) and non-ISR group (n=113). 　 Real-time fluorescence
quantitative PCR was used to detect the plasma miR-93 level of LASO patients, and to explore the relationship between
miR-93 and ISR. 　 　 Results　 Comparing the plasma miR-93 levels between the ISR group and the non-ISR group, the
differences between the two groups including time effect, inter-group effect, and time-to-group interaction effect were statis-
tically significant (P<0. 01). 　 The area under the receiver operating characteristic curve, sensitivity, and specificity of
postoperative 14 days miR-93 in diagnosing ISR were 0. 839, 91. 55% , and 70. 80% , respectively, and its diagnostic effi-
ciency for ISR was higher than those of preoperative miR-93 and postoperative 7 days miR-93, the differences were statisti-
cally significant (P<0. 001). 　 Multivariate Logistic regression analysis showed that the length of vascular occlusion, post-
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operative 14 days miR-93, low density lipoprotein cholesterol and C-reactive protein were independent risk factors affecting
ISR in LASO patients (P<0. 01). 　 Restricted cubic spline fitting Logistic regression analysis showed that miR-93 was re-
lated to ISR in LASO patients (P<0. 001), and there was a non-linear relationship (P = 0. 009). 　 　 Conclusion 　
Plasma miR-93 level in LASO patients is related to ISR, and the high level of plasma miR-93 at 14 days after interventional
surgery suggests that LASO patients have a high risk of ISR within one year after operation.

　 　 下肢动脉硬化闭塞症( lower extremity arterio-
sclerosis obliterans,LASO)临床表现主要为间歇性跛

行、静息痛、麻木及缺血性溃疡等,其病理基础为动

脉粥样硬化[1-2]。 LASO 患者若不及时接受救治,影
响生活质量,严重时将威胁生命[3]。 近年来,随着

介入手术的推广,多数 LASO 患者接受治疗后症状

得到改善,但术后易发生支架内再狭窄 ( in-stent
restenosis,ISR)。 有报道显示 LASO 介入术后 ISR
的发生率高达 40% ~ 60% [4]。 因此,探究预示

LASO 介入术后 ISR 的指标具有重要意义。
微小 RNA(microRNA,miRNA,miR)是一种由

18 ~ 24 个核苷酸组成的不具备编码蛋白质功能的

单链 RNA,多数 miRNA 已被证实参与 LASO 发病及

进展过程,如 miR-4463、miR-21、miR-1258 和 miR-
125b 等[5-8]。 miR-93 曾被报道可靶向抑制三磷酸腺

苷结合盒转运体 A1 促进冠状动脉粥样硬化发病及

进展[9];此外,miR-93 还可靶向线粒体融合蛋白 2
促进血管平滑肌细胞增殖和迁移[10]。 基于上述研

究,笔者推测 miR-93 与 LASO 患者 ISR 有关,检测

其水平或可预判 ISR。 因此,笔者开展本研究,现报

道如下。

1　 资料和方法

1. 1　 一般资料

选取 2016 年 2 月—2019 年 5 月在华北理工大

学附属医院就诊的 184 例 LASO 患者作为研究对

象。 参照《下肢动脉硬化闭塞症诊治指南》 [11] 诊断

LASO。 诊断标准:(1)有明显 LASO 症状及体征;
(2)踝肱指数<0. 9;(3) CT 血管造影检查确诊为

LASO。 184 例 LASO 患者中男性 116 例,女性 68
例,年龄 37 ~ 78 岁,平均年龄(58. 43±7. 28)岁。 根

据 LASO 患者介入术后 1 年内是否发生 ISR 将其分

为 2 组:ISR 组(n=71)和非 ISR 组(n = 113)。 本研

究所有受试者均签署了知情同意书。 本研究经华

北理工大学附属医院医学伦理委员会批准。
1. 2　 病例选择标准

纳入标准:(1)首次经 CT 血管造影检查诊断为

LASO;(2)接受支架植入术治疗;(3)年龄<80 岁;

(4)能够配合研究完成相关检查及随访;(5)临床资

料完整;(6)介入术后规律服用抗血小板聚集药物

(氯吡格雷和阿司匹林)。 排除标准:(1)合并大动

脉炎;(2)严重肝、肾功能异常;(3)凝血功能异常;
(4)合并高同型半胱氨酸血症;(5)有支架植入术治

疗禁忌证;(6)合并恶性肿瘤;(7)骨关节炎、多发性

硬化症及创伤性脑损伤等。
1. 3　 临床信息收集

收集所有受试者年龄、性别、体质量指数(body
mass index,BMI)、糖尿病史、高血压史、高脂血症

史、冠心病史、缺血性卒中史、服药情况、血管闭塞

位置、血管闭塞长度及闭塞程度、C 反应蛋白(C-re-
active proteins, CRP )、 空 腹 血 糖 ( fasting blood
glucose,FBG)、甘油三酯( triglyceride,TG)、总胆固

醇( total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白胆固醇( low
density lipoprotein cholesterol,LDLC)、高密度脂蛋白

胆固醇(high density lipoprotein cholesterol,HDLC)、
收缩压(systolic blood pressure,SBP)和舒张压(dias-
tolic blood pressure,DBP)等信息。 采用复诊方式行

CT 血管造影检查了解 LASO 患者介入术后 1 年内

ISR 情况,每 6 个月复诊 1 次。 本研究将支架内及

支架两端 5 mm 内血管腔狭窄率≥50%视为 ISR。
1. 4　 血浆 miR-93 水平检测

采用实时荧光定量 PCR 法[12] 检测 LASO 患者

血浆 miR-93 水平。 分别于 LASO 患者介入术前、术
后 7 天及术后 14 天抽取肘部静脉血 10 mL,4 000 r /
min 离心 10 min,提取离心后上清液。 用 TRIzol 试
剂提取总 RNA,并用紫外分光光度计检测其纯度。
用反转录试剂盒将 RNA 反转录成 cDNA,然后用

PCR 仪进行扩增,反应条件为 95 ℃ 5 min,95 ℃
30 s,60 ℃ 30 s,72 ℃ 30 s,共 35 个循环。 内参为

U6。 ΔCt=CtmiR-93 -CtU6,用 2-ΔCt 表示 miR-93 的相对

表达量。 引物序列见表 1。
1. 5　 统计学分析

用 R 3. 5. 1 软件进行数据分析,P<0. 05 被视为

差异有统计学意义。 正态分布的计量资料用 x±s 表
示,两组间比较采用独立样本 t 检验,重复测量数据

采用重复测量方差分析。 计数资料用例和百分比

表示,组间比较采用 χ2 检验。 用受试者工作特征曲
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表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences

名称 序列(5′-3′)

miR-93 正义链:AGTCTCTGGCTGACTACATCACAG

反义链:CTACTCACAAAACAGGAGTGGAATC

U6 正义链:CTCGCTTCGGCAGCACA

反义链:AACGCTTCACGAATTTGCGT

线(receiver operating characteristic curve,ROC)评价

miR-93 诊断 LASO 患者介入术后再狭窄的效能。
用 Logistic 多因素回归分析影响 LASO 患者介入术

后再狭窄的相关因素。 用限制性立方样条拟合

Logistic 回归分析 miR-93 与 LASO 患者 ISR 的关系。

2　 结　 果

2. 1　 两组基线资料比较

两组在年龄、性别、BMI、高血压史、高脂血症

史、糖尿病史、冠心病史、缺血性卒中史、血管闭塞

位置、血管闭塞支数、FBG、TC、TG、HDLC、SBP 和

DBP 方面比较,差异均无统计学意义(P >0. 05)。
ISR 组血管闭塞长度、完全闭塞、LDLC 和 CRP 均高

于非 ISR 组,差异均有统计学意义(P<0. 05;表 2)。

表 2. 两组基线资料比较

Table 2. Comparison of baseline data between the two groups

项目 ISR 组(n=71) 非 ISR 组(n=113) t / χ2 P
年龄 /岁 59. 08±7. 38 58. 03±7. 21 0. 960 0. 338
男性 / [例(% )] 39(54. 93) 77(68. 14)

3. 267 0. 071
女性 / [例(% )] 32(45. 07) 36(31. 86)

BMI / (kg / m2) 24. 16±3. 00 23. 94±2. 71 0. 509 0. 612

高血压史 / [例(% )] 36(50. 70) 57(50. 44) 0. 001 0. 972
高脂血症史 / [例(% )] 52(73. 24) 88(77. 88) 0. 515 0. 473
糖尿病史 / [例(% )] 18(25. 35) 29(25. 66) 0. 002 0. 962
冠心病史 / [例(% )] 18(25. 35) 38(33. 63) 1. 411 0. 235
缺血性卒中史 / [例(% )] 17(23. 94) 31(27. 43) 0. 275 0. 600
血管闭塞位置

　 髂-股动脉段 / [例(% )] 34(47. 89) 46(40. 71)
0. 915 0. 339　 腘动脉及远端段 / [例(% )] 37(52. 11) 67(59. 29)

血管闭塞长度 / cm 8. 04±2. 12 6. 26±1. 90 5. 894 <0. 001
完全闭塞 / [例(% )] 32(45. 07) 29(25. 66) 7. 410 0. 006
血管闭塞支数

　 单支 / [例(% )] 54(76. 06) 95(84. 07)
1. 818 0. 178　 双支 / [例(% )] 17(23. 94) 18(15. 93)

FBG / (mmol / L) 6. 41±0. 97 6. 31±0. 97 0. 713 0. 477
TC / (mmol / L) 4. 70±1. 22 4. 70±1. 15 0. 021 0. 983
TG / (mmol / L) 2. 02±0. 22 1. 99±0. 42 0. 717 0. 474
LDLC / (mmol / L) 3. 87±0. 53 3. 22±0. 95 5. 981 <0. 001
HDLC / (mmol / L) 1. 05±0. 21 1. 10±0. 20 1. 601 0. 111
SBP / mmHg 143. 54±18. 05 139. 30±16. 75 1. 620 0. 107
DBP / mmHg 84. 32±7. 60 82. 85±8. 78 1. 167 0. 245
CRP / (mg / L) 11. 08±3. 37 7. 97±1. 92 7. 095 <0. 001

2. 2　 两组血浆 miR-93 水平比较

ISR 组术前、术后 7 天和术后 14 天血浆 miR-93
水平分别为(1. 55 ±0. 33)、(1. 34 ±0. 28)和(0. 90 ±
0. 09);非 ISR 组术前、术后 7 天和术后 14 天血浆

miR-93 水平分别为(1. 57±0. 29)、(1. 23±0. 20)和

(0. 76±0. 11)。 两组血浆 miR-93 水平比较,差异有

时间效应(F = 431. 696,P<0. 001)、组间效应(F =
16. 947,P<0. 001)及时间和组间的交互效应(F =
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5. 526,P=0. 008)。 两组血浆 miR-93 水平均随时间

进展呈降低趋势。 ISR 组术后 7 天和术后 14 天血

浆 miR-93 水平均高于非 ISR 组,差异均有统计学意

义( t=3. 085,P=0. 003;t=8. 734,P<0. 001;图 1)。

图 1. 两组血浆 miR-93 水平比较

Figure 1. Comparison of plasma miR-93 levels
between the two groups

2. 3　 血浆 miR-93 诊断 ISR 的效能

术前 miR-93 诊断 ISR 的 ROC 曲线下面积(area
under curve,AUC)、最佳截断点、灵敏度和特异度分

别为 0. 511(95% CI 0. 436 ~ 0. 585)、1. 37、30. 99%
和 79. 65% ;术后 7 天 miR-93 诊断 ISR 的 AUC、最
佳截断点、灵敏度和特异度分别为 0. 619 (95% CI
0. 545 ~ 0. 690)、1. 35、50. 70% 和 76. 99% ;术后 14
天 miR-93 诊断 ISR 的 AUC、最佳截断点、灵敏度和

特异度分别为 0. 839(95%CI 0. 778 ~ 0. 889)、0. 77、

91. 55%和 70. 80% 。 术后 14 天 miR-93 诊断 ISR 的

效能高于术前和术后 7 天 miR-93,差异均有统计学

意义(Z=6. 428、4. 324,P<0. 001;图 2)。

图 2. 血浆 miR-93 诊断 ISR 的 ROC 曲线

Figure 2. ROC curve of plasma miR-93 for
diagnosis of ISR

2. 4　 ISR 影响因素的 Logistic 回归分析

将可能与 ISR 有关的因素性别、血管闭塞长度、
完全闭塞、术后 14 天 miR-93、LDLC 和 CRP 作为自

变量(纳入标准 P≤0. 1),将是否发生 ISR 作为因变

量,纳入多因素 Logistic 回归分析,结果显示血管闭

塞长度、术后 14 天 miR-93、LDLC 和 CRP 是影响

LASO 患者 ISR 的独立危险因素(P<0. 01;表 3)。

表 3. LASO 患者 ISR 影响因素的 Logistic 回归分析

Table 3. Logistic regression analysis of influencing factors of ISR in LASO patients

因素 β SE Wald P OR 95%CI

性别 -0. 749 0. 508 2. 178 0. 140 0. 473 0. 175 ~ 1. 279

血管闭塞长度 0. 454 0. 137 11. 046 0. 001 1. 574 1. 205 ~ 2. 057

完全闭塞 0. 743 0. 508 2. 136 0. 144 2. 102 0. 776 ~ 5. 691

术后 14 天 miR-93 2. 996 0. 603 24. 719 <0. 001 20. 001 6. 140 ~ 65. 153

LDLC 0. 915 0. 345 7. 050 0. 008 2. 497 1. 271 ~ 4. 908

CRP 0. 458 0. 106 18. 494 <0. 001 1. 580 1. 283 ~ 1. 947

2. 5　 血浆 miR-93 水平与 ISR 的相关分析

用限制性立方样条拟合 Logistic 回归分析 miR-
93 与 LASO 患者 ISR 的关系,当节点个数为 4 时,赤
池信息准则(Akaike information criterion,AIC)值最

小 ( AIC = 182. 430 )。 分析结果显示 miR-93 与

LASO 患者 ISR 有关(χ2 = 50. 37,P<0. 001),且呈非

线性关系(χ2 =9. 39,P=0. 009)。 以术后 14 天 miR-
93 诊断 ISR 的最佳截断点作为参考点,当 miR-93<

0. 77 时,发生 ISR 的风险降低;当 miR-93>0. 77 时,
发生 ISR 的风险升高(图 3)。

3　 讨　 论

介入术后 ISR 发生率较高,严重影响了 LASO
患者预后。 探究预示 LASO 介入术后 ISR 的指标具

有重要意义,不仅可预测 ISR 发生风险,还可帮助临
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图 3. miR-93 与 LASO 患者 ISR 的限制性立方样条图

Figure 3. Restricted cubic spline of miR-93 and
ISR in LASO patients

床医师制定针对性干预方案以预防和治疗 LASO。
周欣峰等[13] 研究显示 LASO 患者介入术后 ISR 的

发生率为 38. 35% 。 本次研究中有 38. 59% (71 /
184)的 LASO 患者介入术后发生 ISR,与上述研究

结果接近。
据研 究 报 道, miR-93 参 与 了 乳 腺 癌[14]、 胃

癌[15]、鼻咽癌[16] 及肺腺癌[17] 等发病及进展过程,
但关于其与 LASO ISR 的关系鲜有报道。 动脉粥样

硬化和血管平滑肌的异常增殖均与 ISR 关系密切,
而 miR-93 可通过不同信号传导通路参与动脉粥样

硬化和血管平滑肌的异常增殖[9-10],因此,检测

LASO 患者血浆 miR-93 水平可能有助于判断 ISR。
本研究通过比较 ISR 组和非 ISR 组血浆 miR-93 水

平,发现两组血浆 miR-93 水平均随时间进展呈降低

趋势,且非 ISR 组血浆 miR-93 水平降低程度更大,
该结果表明 miR-93 与 ISR 有关,其水平或可预示

ISR。 本研究构建了 miR-93 诊断 LASO 患者 ISR 的

ROC 曲线,结果显示术后 14 天 miR-93 诊断 ISR 的

ROC AUC、灵敏度和特异度分别为 0. 839、91. 55%
和 70. 80% ,其诊断 ISR 的效能高于术前和术后 7
天 miR-93,上述结果表明术后 14 天 miR-93 诊断

LASO ISR 的效能较高,但特异度偏低,可辅助评价

LASO ISR。
ISR 严重影响了 LASO 患者的日常生活及预

后,给支架应用带来了重大挑战。 研究 ISR 的病因

具有重要意义。 曾有研究[18]表明糖尿病、高血压是

LASO 患者 ISR 的独立危险因素,但在本研究中 ISR
组和非 ISR 组在糖尿病、高血压方面比较未见明显

差异,笔者推测其原因可能与纳入研究的样本量及

地域因素等有关,仍需开展大样本、多中心研究予

以证实。 李志超等[3] 研究表明 LDLC 是 LASO ISR

的独立危险因素。 周欣峰等[13] 研究表明血管病变

长度、完全闭塞是 LASO ISR 的独立危险因素。 本

研究采用多因素 Logistic 回归分析影响 LASO 患者

ISR 的危险因素,结果显示血管闭塞长度、术后 14
天 miR-93、LDLC 和 CRP 是影响 LASO 患者 ISR 的

独立危险因素,与上述研究结果存在一定出入,笔
者推测其原因可能与纳入研究的样本量有关。 为

进一步明确 miR-93 与 LASO 患者 ISR 的关系,笔者

采用限制性立方样条拟合 Logistic 回归进行分析,结
果显示 miR-93 与 LASO 患者 ISR 有关,且呈非线性

关系,当 miR-93<0. 77 时,发生 ISR 的风险降低;当
miR-93>0. 77 时,发生 ISR 的风险升高。 笔者推测

miR-93 可能通过分别调控三磷酸腺苷结合盒转运

体 A1 和线粒体融合蛋白 2 参与动脉粥样硬化及血

管平滑肌细胞增殖过程,诱发 ISR,因此,其水平可

预示 ISR。
综上所述,LASO 患者血浆 miR-93 水平与 ISR

有关。 术后 14 天血浆 miR-93 水平高提示 LASO 患

者介入术后 1 年内发生 ISR 的风险高。 本研究仍存

在一定不足,纳入研究的样本量偏小,且为单中心

研究,选择偏倚可能影响实验分析结果,下一步将

开展大样本、多中心研究,以弥补本研究不足。
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