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血浆ｍｉＲ３２４５ｐ对单纯性先天性心脏病预后风险分级的评估

万　楠，王　璐，孟冬娅，郑　伟，胡晓芳△（沈阳军区总医院检验科，沈阳　１１００１６）

　　【摘要】　目的　研究单纯性先天性心脏病（ＣＨＤ）患者血浆 ｍｉＲ３２４５ｐ表达变化，评价其在ＣＨＤ预后和风险

分级等方面的临床应用价值。方法　选取２０１２年１月至２０１３年１月沈阳军区总医院先天性心脏病内科收治的

ＣＨＤ患儿７６例为ＣＨＤ组，另选取１３例健康者血清标本为对照组，应用实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测血

浆中ｍｉＲ３２４５ｐ的表达变化，通过ＫａｌｐａｎＭｅｉｅｒ生存分析、Ｃｏｘ比例风险模型等综合评价血浆ｍｉＲ３２４５ｐ在ＣＨＤ

预后和风险分级等方面的临床应用价值。结果　与对照组相比，单纯性ＣＨＤ患者外周血浆ｍｉＲ３２４５ｐ表达升高，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析表明，ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平较高组患者复发风险及死亡概率

更高（犘＜０．０５）；Ｃｏｘ比例风险模型分析表明，在单因素分析中，ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平和体质量指数（ＢＭＩ）是ＣＨＤ

的发病危险因子（犘＜０．０５），风险比（ＨＲ）分别为１．７９和２．１７；在多因素分析中，只有ＢＭＩ是ＣＨＤ的发病危险因

子（犘＜０．０５），ＨＲ为１．３８，ＨＲ９５％置信区间（犆犐）为（１．１２，１．７９）。结论　血浆ｍｉＲ３２４５ｐ作为ＣＨＤ诊断的生物

学标志物具有一定的临床应用价值，但还需要与其他指标联合应用。
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　　先天性心脏病（ＣＨＤ）是一种常见的先天畸形，据相关文

献报道其在新生儿中的发病率为１．２５％
［１］。尽管目前相关检

测和治疗手段已经提高，但是ＣＨＤ引起的死亡仍占新生儿死

亡的３％，占先天畸形死亡的４６％
［２］。目前对ＣＨＤ的治疗以

手术为主，这不仅给患儿及其家庭带来沉重的经济负担，且近

５０％的患儿面临着再次手术、心律失常及心力衰竭等问题
［３６］。

因此，对ＣＨＤ患者的预后判断和风险分级尤为重要，尽早地

对高风险患者进行相关治疗，对提高患者的生存率和生活质量

有着重要意义。ｍｉＲ３２４５ｐ位于１７染色体短臂１区３带１亚

带（１７ｐ１３．１），编码于酰基辅酶 Ａ脱氢酶第３５个内含子并与

其共转录。以往关于 ｍｉＲ３２４５ｐ的研究多集中于肿瘤，近期

的研究指出循环系统 ｍｉＲ３２４５ｐ可用于诊断心力衰竭，提示

ｍｉＲ３２４５ｐ与心血管系统密切相关。因此，本研究通过检测

外周血清ｍｉＲ３２４５ｐ来阐明ＣＨＤ的疾病发生、发展机制，并

为治疗及预后提供有价值的信息。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年１月至２０１３年１月本院先天性

心脏病内科收治的７６例单纯性ＣＨＤ患者为ＣＨＤ组；另选取

本科健康者１３例为对照组，所有单纯性ＣＨＤ患者均具有典

型的临床表现，且经心脏超声和手术确诊。

１．２　方法　所有患者于入院前抽取静脉血２ｍＬ，乙二胺四乙

酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分离血浆于

－２０℃冻存备用。

１．２．１　血浆微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的提取　采用天根生化（北京）

科技 有 限 公 司 ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅＴｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ试 剂 盒 （批 号

ＤＰ１２１２２１）进 行 血 浆 ｍｉＲＮＡｓ 提 取，提 取 的 ｍｉＲＮＡｓ

于－７０℃保存以防止降解。

１．２．２　ｍｉＲ３２４５ｐ反转录　采用茎环反转录方法进行 ｍｉＲ

３２４５ｐ反转录。茎环实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物：

５′ＣＴＣＡＡＣＴＧＧ ＴＧＴＣＧＴ ＧＧＡ ＧＴＣＧＧＣ ＡＡＴ ＴＣＡ
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ＧＴＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡＡＴ３′；反应条件：１６℃３０ｍｉｎ，４２℃

３０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ。应用ＴａＫａＲａＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ试剂盒，以

Ｕ６为内参照基因进行实时荧光定量ＰＣＲ分析，正向引物：５′

ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＣＧＣＡＴＣＣＣＣＴＡＧＧＧＣ３′；反向

引物：５′ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３′；内参基因Ｕ６ｓｅｎｓｅ：

５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′；Ｕ６ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′

ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′。实时荧光定量ＰＣＲ反应

在ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００型高通量荧光定量仪（美国ＡＢＩ公司）上进

行，反应条件：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，９５℃１５ｓ，６０

℃６０ｓ，循环４０次，９５℃５ｓ。反应结果采用标准曲线法进行

分析，每个样品重复３次，取平均值。

１．３　统计学处理　生存分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，对ＣＨＤ

患者以ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平２
－ΔＣｔ的中位数为标准，分为高表

达和低表达两组。终点事件定义为心源性死亡及与心血管相

关疾病的复发，随访时间１年。对两组的生存曲线采用对数秩

检验分析是否存在差异，进而判断不同 ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平

的ＣＨＤ患者生存过程是否存在差异。ＣＨＤ发病风险分析采

用ＳＰＳＳ１８．０统计学软件，计量资料以狓±狊表示，计数资料以

百分率表示；首先使用非参数 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ、狋检验或χ
２ 检验

进行组间比较；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。将组间比较差异有统计学意义的因素（犘＜０．０５）

代入Ｃｏｘ比例风险模型进行分析，再采用逐步回归法对单因

素分析中犘＜０．１的因子进行Ｃｏｘ回归多因素模型分析，最终

判断ＣＨＤ发病风险的因素。

２　结　　果

２．１　实时荧光定量ＰＣＲ检测血清中 ｍｉＲ３２４５ｐ的表达水平

　与对照组相比，ＣＨＤ患者外周血浆 ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平升

高，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。见图１。

　　注：Ａ为两组血浆 ｍｉＲ３２４５ｐ相对表达水平，与ＣＨＤ组比较，

ａ犘＜０．０５；Ｂ为实时荧光定量ＰＣＲ产物凝胶电泳图。

图１　ＣＨＤ患儿与对照组血浆ｍｉＲ３２４５ｐ表达情况

２．２　ＫａｌｐａｎＭｅｉｅｒ生存分析　以 ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平的中

位数０．１５７为标准将ＣＨＤ患者分为高表达组与低表达组。

在１年的随访中，由于各种原因造成失访的患者１１例，其余

ＣＨＤ患者中发生死亡３例，肺动脉高压４例，心律失常８例，

心力衰竭４例，肺炎２例。对数秩检验分析结果表明，ｍｉＲ

３２４５ｐ表达水平较高的患者将承受更多的发病风险及较高的

死亡概率（χ
２＝４．４５６，犘＝０．０３５）。

２．３　ＣＨＤ发病风险分析　ＣＨＤ组与对照组的患儿年龄、体

质量指数（ＢＭＩ）、血红蛋白与血小板水平及 ｍｉＲ３２４５ｐ表达

水平比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。将以上因

素代入Ｃｏｘ比例风险模型进行分析，单因素分析发现，ｍｉＲ

３２４５ｐ表达水平和ＢＭＩ都是ＣＨＤ的发病危险因子，风险比

（ＨＲ）分别为１．７９（犘＝０．０４６）和２．１７（犘＜０．０１）；但在多因素

分析中，只有ＢＭＩ是ＣＨＤ的发病危险因子（犘＝０．０２１），ＨＲ

为１．３８，ＨＲ９５％置信区间（犆犐）为（１．１２，１．７９）。见表２。

表１　两组基本资料比较［狓±狊或狀（％）］

组别 狀
患儿年龄

（岁）

性别

（男）

ＢＭＩ

（ｋｇ／ｍ２）

ＣＨＤ

家族史

母亲

吸烟史

出生时母亲

年龄（岁）

血红蛋白

（ｇ／Ｌ）

血小板

（×１０９／Ｌ）

ｍｉＲ３２４５ｐ

表达水平ａ

ＣＨＤ组 ７６ ３．５±１．８ ２２（２８．９）１１．３±１．２ １（１．３） １１（１４．５） ３１±７．３ １１８±１９ ２１８±３５ ０．１４

对照组 １３ ９．５±１．１ ７（５３．８） １６．１±１．９ ０（０） ２（１５．４） ２８±５．３ １３１±１５ ２８１±４４ ０．０８

犘 ＜０．０１ ０．１０９ ＜０．０１ ０．８５４ ０．６０５ ０．１６ ０．０２２ ＜０．０１ ０．０３３

　　注：ａｍｉＲ３２４５ｐ表达水平用２－ΔＣｔ中位数表示，２－ΔＣｔ＝２－
（ＣｔｍｉＲ３２４５ｐＣｔＵ６）。

表２　　ＣＨＤ发病危险因素的Ｃｏｘ比例风险模型单因素分析

变量 ＨＲ
ＨＲ（９５％犆犐）

下限 上限
犘

患儿年龄 １．２８ ０．６３ １．５９ ０．５６２

血红蛋白 １．５３ ０．８５ ２．０２ ０．１３７

血小板 １．３９ ０．７３ １．８８ ０．２６３

ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平ａ １．７９ １．０９ ２．１５ ０．０４６

ＢＭＩ ２．１７ １．２２ ２．９５ ＜０．００１

　 　 注：ａ ｍｉＲ３２４５ｐ 表 达 水 平 用 ２－ΔＣｔ中 位 数 表 示，２－ΔＣｔ ＝

２－（ＣｔｍｉＲ３２４５ｐＣｔＵ６）。

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡｓ是一类内源性的、非编码的小分子（１８～２４个核

苷酸）ＲＮＡ，通过与靶基因３ＵＴＲ互补结合，在转录后水平负

性调控靶基因表达。ｍｉＲＮＡｓ的表达具有组织特异性和发育

阶段特异性，在心脏发育、骨骼肌增殖分化和肿瘤疾病中都起

着重要的作用［７９］。细胞内 ｍｉＲＮＡｓ水平异常表达已被证实

与许多心血管疾病，如心力衰竭、心肌肥大及心血管重塑等密

切相关。一些 ｍｉＲＮＡｓ在心血管组织中高表达，它们在调控

心血管的发育和疾病方面具有重要意义，这给ＣＨＤ的诊断和

治疗带来了希望［１０１２］。早期的 ｍｉＲＮＡｓ研究主要集中于组织

或细胞，在临床上无法用于ＣＨＤ的诊断。近几年的研究表

明，人外周血清中也存在丰富的ｍｉＲＮＡｓ，并且十分稳定，能抵

抗ＲＮＡ酶降解，并可以抵御酸、碱和高温等不良环境，室温放

置一周仍稳定。这使得血清 ｍｉＲＮＡｓ具备了常规检测指标的

基本条件。同时在疾病状态下，血液循环中的 ｍｉＲＮＡｓ主要

来自患病的组织细胞的主动分泌，并通过外泌体、微小体等载

体传送到微循环中的免疫细胞、成纤维细胞、内皮细胞或其他

的受体细胞中，进而影响这些受体细胞的功能。

以往研究ｍｉＲ３２４５ｐ多集中于肿瘤，而Ｅｌｌｉｓ等
［１３］提出循

环系统ｍｉＲ３２４５ｐ可用于诊断心力衰竭，提示其与心血管系

统密切相关。本研究首先通过实时荧光定量ＰＣＲ方法初步分

析循环系统ｍｉＲ３２４５ｐ在疾病人群中的表达分布状况，结果
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表明ＣＨＤ患者血清ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平较对照组明显增高。

随后ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析表明，ｍｉＲ３２４５ｐ高表达患者的

预后较低表达患者差，将承受更多的发病风险及较高的死亡概

率。进一步采用Ｃｏｘ比例风险模型分析ＣＨＤ的发病危险因

素，在单因素分析中发现 ｍｉＲ３２４５ｐ表达水平和ＢＭＩ都是

ＣＨＤ的发病危险因子，ＨＲ分别为１．７９和２．１７；但在多因素

分析中，只有ＢＭＩ是ＣＨＤ的发病危险因子，ＨＲ为１．３８。说

明ｍｉＲ３２４５ｐ在ＣＨＤ的发病机制上并不是一个主要因素，可

能处于一个旁路通道中，这也同时说明ＣＨＤ的发病是多种因

素综合作用的结果，ｍｉＲ３２４５ｐ并未起到决定性作用。另一

方面，ｍｉＲ３２４５ｐ通过调控细胞多种生物学表现，导致下游基

因和细胞生物学性状的一系列变化。作者认为在胚胎心脏发

育过程中ｍｉＲ３２４５ｐ通过直接或间接抑制某些基因表达来调

节心肌细胞的凋亡和增殖，当ｍｉＲ３２４５ｐ的表达失调，影响某

个或某些靶基因表达水平并发生失控，继而引起心脏形态和功

能的异常，导致ＣＨＤ发生。

综上所述，在多因素分析中ｍｉＲ３２４５ｐ虽然不是ＣＨＤ的

发病危险因子，但是ｍｉＲ３２４５ｐ高表达的ＣＨＤ患者却有较高

的死亡概率和发病风险，提示可以将它作为临床预后判断的辅

助指标，对提高ＣＨＤ患者的生存质量有着一定的指导意义。
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好，说明仪器的分类结果可信，这与类似报道结果相一致［４６］。

胸腔积液常规操作过程繁琐，不少学者使用不同仪器对其

进行检测［７８］。但由于胸腔积液中细胞成分较多，细胞数量变

化范围大，在本研究中，为使标本适合仪器的检测，尚需对红细

胞数量低于１０×１０９／Ｌ的标本进行浓缩，对白细胞过高的脓性

胸腔积液则要进行稀释，这也需要消耗一定的时间与人工。并

且，即便如此，ＳｙｓｍｅｘＸＴ２０００ｉ全自动血细胞分析仪也只能

对部分标本或检测项目适用，不能完全替代人工显微镜检测，

在实际工作中，仍然应加强检验工作者对细胞形态学的学习与

培训，并提高手工操作的能力。
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