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ICP患者血清疏水性胆汁酸与miR-18a水平的相关性研究
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  摘 要:目的 探讨妊娠期肝内胆汁淤积症(ICP)患者血清 miR-18a水平与血清疏水性胆汁酸的相关性。
方法 选取健康对照组、轻度ICP组、中度ICP组、重度ICP组孕妇各40例,分别采用实时定量RT-PCR法检

测血清miR-18a水平,高效液相色谱串联质谱法检测疏水性胆汁酸脱氧胆酸、鹅脱氧胆酸、石胆酸、甘氨鹅脱氧

胆酸水平;并与血清miR-18a水平进行相关性分析。结果 相较于健康对照组,轻度、中度和重度ICP组患者

血清miR-18a水平均明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);相较于轻度ICP组,中度和重度ICP组患者血

清miR-18a水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);相较于中度ICP组,重度ICP组患者血清 miR-18a
水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。对照组孕妇血清 miR-18a水平与疏水性胆汁酸水平无相关性

(P>0.05);轻度、中度和重度ICP组患者血清 miR-18a水平与疏水性胆汁酸水平呈负相关(r=-0.847~
-0.531,P<0.05)。结论 ICP患者血清 miR-18a明显降低,随病情加重,miR-18a水平越低,miR-18a水平

与血清疏水性胆汁酸水平呈负相关,可能在ICP的发生、发展中发挥重要作用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

level
 

of
 

miR-18a
 

in
 

patients
 

with
 

intra-
hepatic

 

cholestasis
 

of
 

pregnancy
 

(ICP)
 

and
 

serum
 

hydrophobic
 

bile
 

acid.Methods 160
 

pregnant
 

women
 

were
 

divided
 

into
 

health
 

control
 

group,mild
 

ICP
 

group,moderate
 

ICP
 

group
 

and
 

severe
 

ICP
 

group,40
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

serum
 

level
 

of
 

miR-18a
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

RT-PCR.The
 

levels
 

of
 

deoxycholic
 

acid,goose
 

deoxycholic
 

acid,cholic
 

acid,glycine-bound
 

goose
 

deoxycholic
 

acid
 

were
 

detected
 

by
 

high
 

perform-
ance

 

liquid
 

chromatography
 

tandem
 

mass
 

spectrometry,and
 

the
 

correlation
 

with
 

miR-18a
 

were
 

analyzed.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

health
 

control
 

group,the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-18a
 

in
 

mild
 

ICP,moderate
 

ICP
 

and
 

se-
vere

 

ICP
 

groups
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

mild
 

ICP
 

group,the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-18a
 

in
 

moderate
 

ICP
 

and
 

severe
 

ICP
 

groups
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

moderate
 

ICP
 

group,the
 

serum
 

level
 

of
 

miR-18a
 

in
 

severe
 

ICP
 

group
 

was
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
There

 

was
 

no
 

correlation
 

between
 

the
 

serum
 

level
 

of
 

miR-18a
 

and
 

hydrophobic
 

bile
 

acid
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P>0.05),there
 

was
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

the
 

serum
 

level
 

of
 

miR-18a
 

and
 

hydrophobic
 

bile
 

acid
 

in
 

mild,moderate
 

and
 

severe
 

ICP
 

group
 

(r=-0.847--0.531,P<0.05).Conclusion The
 

serum
 

level
 

of
 

miR-
18a

 

in
 

ICP
 

patients
 

is
 

significantly
 

decreased.With
 

the
 

aggravation
 

of
 

the
 

disease,the
 

level
 

of
 

miR-18a
 

de-
creased.There

 

is
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

the
 

level
 

of
 

miR-18a
 

and
 

the
 

level
 

of
 

hydrophobic
 

bile
 

acid
 

in
 

serum.miR-18a
 

may
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

ICP.
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  妊娠期肝内胆汁淤积症(ICP)是妊娠期一种重要 的并发症,其可致孕妇皮肤瘙痒、黄疸、早产、死胎、死
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产,致胎儿宫内窘迫、中枢神经系统缺氧损伤,该疾病

导致围生儿发病率和病死率增加。研究表明,疏水性

胆汁酸在ICP发生、发展中发挥重要作用[1-2]。此外,
雌激素受体α(ERα)在转录和翻译水平均受 miR-18a
的负性调控[3],提示miR-18a可能通过调控ERα的表

达,进而调控胆汁酸,特别是疏水性胆汁酸的体内淤

积,在ICP的发生、发展中发挥重要作用。本研究旨

在探讨ICP患者血清 miR-18a水平与血清硫水性胆

汁酸的相关性。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 根据随机数字表法随机选取2017
年12月至2019年3月广西壮族自治区江滨医院确

诊的120例轻度、中度、重度ICP患者各40例及同期

健康孕妇40例,孕妇年龄为22~34岁,平均(28±4)
岁;孕周为28~37周,平均(32.0±4.3)周。4组孕妇

一般资料比较差异无统计学意义(P>0.05),具有可

比性。纳入标准:临床资料完整;单胎妊娠;妊娠前检

查未见瘙痒,妊娠期出现瘙痒,且瘙痒只与妊娠有关。
排除标准:肝炎患者、严重妊娠期合并症或并发症者

及其他不适合参加本次研究者。
1.2 ICP患者分度诊断标准 轻度ICP:总胆汁酸

(TBA)≥10~<40
 

μmol/L,总胆红素(TBIL)<20
 

μmol/L;中度ICP:TBA≥40~<80
 

μmol/L,TBIL≥
20~<40

 

μmol/L;重 度ICP:TBA≥80
 

μmol/L,
TBIL≥40

 

μmol/L
[4-5]。

1.3 仪器与试剂 RNAiso
 

Blood(货号:9112),逆转

录试剂盒(货号:RR037)及TB
 

Green
 

Premix
 

Taq(货
号:RR820)扩 增 试 剂 均 购 自 Takara 公 司,has-
miR18a及U6逆转录和扩增引物由上海生工合成。
荧光定量PCR仪为Agilent

 

AriaMx。
 

has-miR18a引

物:上游:5'-GGG
 

GTG
 

TTC
 

TAA
 

GGT
 

GCA
 

TCT
 

A-3';下游:5'-CAG
 

TGC
 

GTG
 

TCG
 

TGG
 

AGT-3';
U6引物:上游:5'-CTC

 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3';
下游:5'-AAC

 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3'。
1.4 方法 孕妇入院接受腹部超声检查,明确孕期;
清晨安静空腹状态下抽取外周血标本5

 

mL,妥善保

存后送检实验室进行处理及检测。标品标准化前处

理后采用高效液相色谱串联质谱法检测脱氧胆酸

(DCA)、鹅脱氧胆酸(CDCA),甘氨鹅脱氧胆酸(GC-

DCA)和石胆酸(LCA)水平,色谱条件:pH
 

1~12柱

100
 

μm ×23
 

μm,预 柱 为 Luna
 

C18(2)
 

3
 

μm
 

(10
 

mm×2
 

mm)柱,流速:0.20
 

mL/min,柱温:35
 

℃,流动相:甲酸氨水溶液体积比为1∶200,乙酸水溶

液(用氨水调节pH=4.5)∶甲醇为30∶70;质谱条

件:ESI选择性正离子检测,SIM 方式检测。工作参

数:干燥氮气温度200
 

℃,雾化器流量1.5
 

L/min,检
测电压1.40

 

kV。
1.5 统计学处理 采用SPSS18.0统计学软件进行

数据分析。计量资料以x±s表示,采用t检验;计数

资料以率(%)表示,采用χ2 检验;相关性分析采用

Pearson线性相关分析。P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 各组孕妇血清中miR-18a水平比较 与健康对

照组比较,轻度、中度和重度ICP组血清中 miR-18a
水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与轻度

ICP组比较,中度和重度ICP组血清中 miR-18a水平

明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与中度ICP
组比较,重度ICP组血清中 miR-18a水平明显降低,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  各组孕妇血清中 miR-18a水平(x±s)

组别 n miR-18a

健康对照组 40 1.01±0.15c

轻度ICP组 40 0.73±0.16a

中度ICP组 40 0.58±0.08ab

重度ICP组 40 0.41±0.06abc

  注:与健康对照组比较,aP<0.05;与轻度ICP组比较,bP<0.05;

与中度ICP组比较,cP<0.05。

2.2 各组孕妇血清中 DCA、CDCA、GCDCA、LCA
水平比较 与健康对照组比较,轻度、中度和重度ICP
组血清中 DCA、CDCA、GCDCA、LCA水平均升高,
差异有统计学意义(P<0.05);与轻度ICP组比较,
中度和重度ICP组血清中 DCA、CDCA、GCDCA、
LCA水平均升高,差异有统计学意义(P<0.05);与
中度ICP组比较,重度ICP组血清中 DCA、CDCA、
GCDCA、LCA水平均升高,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表2。

表2  各组孕妇血清中DCA、CDCA、GCDCA、LCA水平(x±s)

组别 n DCA(μmol/L) CDCA(μmol/L) GCDCA
 

(μmol/L) LCA(μmol/L)

健康对照组 40 0.58±0.07 0.36±0.05 1.03±0.16 0.06±0.01

轻度ICP组 40 1.24±0.19a 0.59±0.09a
 

2.14±0.42a 0.26±0.03a

中度ICP组 40 3.84±0.45ab 1.38±0.17ab 4.28±0.62ab 0.44±0.08ab

重度ICP组 40 5.41±0.97abc 2.67±0.31abc 6.19±0.79abc 1.29±0.15abc

  注:与健康对照组比较,aP<0.05;与轻度ICP组比较,bP<0.05;与中度ICP组比较,cP<0.05。
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2.3 各组孕妇血清 miR-18a与DCA、CDCA、GCD-
CA、LCA水平的相关性分析 健康对照组孕妇血清

miR-18a水平与DCA、CDCA、GCDCA、LCA水平均

不相关(P>0.05);轻度、中度及重度ICP组孕妇血

清miR-18a水平与DCA、CDCA、GCDCA、LCA水平

均呈负相关(r=-0.847~-0.531,P<0.05)。见

表3。
表3  各组孕妇血清 miR-18a与DCA、CDCA、

  GCDCA、LCA水平的相关性分析

组别 r P

健康对照组

 DCA 0.077 >0.05

 CDCA -0.115 >0.05

 GCDCA 0.084 >0.05

 LCA 0.110 >0.05

轻度ICP组

 DCA -0.637 <0.05

 CDCA -0.531 <0.05

 GCDCA -0.612 <0.05

 LCA -0.549 <0.05

中度ICP组

 DCA -0.736 <0.05

 CDCA -0.743 <0.05

 GCDCA -0.847 <0.05

 LCA -0.716 <0.05

重度ICP组

 DCA -0.815 <0.05

 CDCA -0.827 <0.05

 GCDCA -0.846 <0.05

 LCA -0.759 <0.05

3 讨  论

  ICP多发生于妊娠中晚期,属可逆性胆汁淤积

症,ICP
 

的病因是多因素的,遗传易感性、激素和环境

因素在其发病机制中相互作用。其临床特点是妊娠

30周后开始出现轻微或者严重瘙痒症状,通常在分娩

后
 

48
 

h
 

症状缓解。除了难治性瘙痒和产后出血,孕
产妇的预后通常是良好的。但ICP与胎儿发病率和

病死率密切有关,特别是早产、胎儿窘迫和突然的不

可预测的胎儿宫内死亡。
ICP

 

与TBA水平升高有关。本研究表明,疏水

性胆汁酸与ICP的发生、发展密切相关。胆汁酸分子

内既含有亲水性的羟基及羧基,又含有疏水性烃核和

甲基。亲水基团均为α型,而甲基为β型,两类不同

性质的基团位于环戊烷多氢菲核的两侧,这种构型使

得胆汁酸有疏水性和亲水性两种性质。疏水性胆汁

酸包括胆酸(CA)、DCA、CDCA、GCDCA和LCA,其

疏水性的大小顺序依次为LCA>GCDCA>DCA>
CDCA>CA。疏水性胆汁酸能破坏细胞基底外膜、细
胞器膜并特异性破坏微管膜的外层,对机体危害较

大[6-7]。疏水性胆汁酸损伤细胞的机制与以下机制有

关:(1)作为炎症刺激剂活化细胞内信号转导途径,直
接刺激促炎介质的产生;(2)引起线粒体机能障碍,导
致过量活性氧的产生和内膜通透性的改变;(3)通过

内质网应激介导细胞损伤[8-10]。
ICP多发生于妊娠晚期、多胎妊娠、既往有口服

高雌激素水平避孕药的女性,此类人群雌激素均处于

高水平状态,提示ICP发生与雌激素有关[11]。ICP在

多胎孕妇中的患病率是单胎孕妇的5倍,这与更高水

平的雌激素是相关的。ICP与其他类型胆汁淤积相

似,在使用过含雌激素剂量大的避孕药的女性中发生

率较高。有研究证明,雌激素能够抑制血糖利用,促
进脂肪分解,释放游离脂肪酸,而高水平游离脂肪酸

诱发肝脏损伤,进而加重胆汁淤积。当机体内部雌激

素代谢产物增加时可导致胆汁排泄受阻,从而影响肝

脏对硫酸盐的代谢及排泄,表明高水平的雌激素可能

通过受损硫酸盐化作用和胆汁酸运输诱导肝内胆汁

淤积。ERα在人体内广泛分布,与其他亚型受体互补

共存,共同介导雌激素在靶器官中发挥效应。而在胚

胎着床、胎盘发育等妊娠生理过程中,ERα更是起到

重要生理介导作用。研究表明,ERα的异常表达可能

与病理妊娠相关[12-13]。miRNA是一类非编码小分子

RNA,通过与靶mRNA的3'非编码区结合后调控相

关基因转录翻译,进而影响细胞生理过程,既往研究

表明,ERα在转录和翻译水平均受 miR-18a的负性

调控[3]。
本研究发现,各ICP组血清疏水性LCA、GCD-

CA、DCA和CDCA水平明显高于健康对照组,且随

病情加重,LCA、GCDCA、DCA和CDCA水平越高;
各ICP组血清 miR-18a明显下调,且随病情加重,
miR-18a水平越低。ICP组血清miR-18a水平与疏水

性胆汁酸水平呈负相关(r=-0.847~-0.531;P<
0.05)。因miR-18a可负性调控ERα,笔者推测,血清

miR-18a水平下调的孕妇,其组织ERα水平上调,致
其对雌激素的敏感性升高,进而导致疏水性胆汁酸在

体内积聚,对胎儿造成危害,同时亦损伤孕妇肝细胞,
形成恶性循环。ICP的诊断需要排除其他胆汁淤积

和肝脏疾病,miR-18a有望成为ICP诊断的新血清学

标志物,也有望成为鉴别诊断ICP
 

的新依据,值得进

一步深入研究。
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