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妊娠合并系统性红斑狼疮患者血清miR-21的相对表达水平及临床意义*
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  摘 要:目的 探讨妊娠合并系统性红斑狼疮(pSLE)患者血清 miR-21的相对表达水平及其临床意义。
方法 选取2021年6月至2023年6月于四川大学华西医院诊断为pSLE的48例患者作为pSLE组,另外选

取同时期于该院体检的30例健康妊娠期女性作为健康对照组,采用SLE疾病活动指数(SLEDAI),将pSLE组

患者分为低活动组(SLEDAI评分为1~9分)和高活动组(SLEDAI评分>9分)。采用实时荧光定量聚合酶链

反应检测miR-21相对表达水平,采用红细胞沉降率(ESR)仪检测ESR,采用酶联免疫吸附试验检测血清C反

应蛋白(CRP)、抗心磷脂抗体(ACA)和补体C3、C4,以及循环免疫复合物(CIC)水平。统计并比较合并与未合

并器官损害pSLE患者的miR-21相对表达水平。采用Pearson相关分析pSLE患者 miR-21相对表达水平与

ESR、CRP及血清免疫学指标的相关性;绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析 miR-21对pSLE的诊断效能。
结果 pSLE组miR-21相对表达水平高于健康对照组,高活动组pSLE患者miR-21相对表达水平高于低活动

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。健康对照组、高活动组和低活动组ESR、CRP、补体C3、C4、ACA、CIC水

平比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。高活动组和低活动组患者ESR、CRP水平显著高于健康对照组,且

高活动组显著高于低活动组,差异均有统计学意义(P<0.05);高活动组和低活动组患者补体C3、C4水平低于

健康对照组,且高活动组低于低活动组,差异均有统计学意义(P<0.05);高活动组患者血清ACA和CIC水平

显著高于低活动组,差异均有统计学意义(P<0.05)。有肾脏和关节损害的pSLE患者的 miR-21相对表达水

平高于无损害患者,差异有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,pSLE患者 miR-21相对表达

水平与补体C3、C4水平呈负相关(r=-0.346、-0.330,P<0.05),与血清ACA、CIC、ESR、CRP水平呈正相

关(r=0.499、0.326、0.286、0.389,P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,miR-21诊断pSLE的曲线下面积为

0.945(95%CI:0.902~0.989)。结论 血清miR-21对pSLE患者的疾病活动具有良好的评估作用,对pSLE
的病情预测和诊断具有潜在应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

serum
 

miR-21
 

in
 

pregnant
 

women
 

with
 

systemic
 

lupus
 

erythematosus
 

(pSLE).Methods A
 

total
 

of
 

48
 

pSLE
 

patients
 

diag-
nosed

 

in
 

Sichuan
 

University
 

West
 

China
 

Hospital
 

from
 

June
 

2021
 

to
 

June
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

pSLE
 

group,and
 

30
 

healthy
 

pregnant
 

women
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.According
 

to
 

the
 

Systemic
 

Lupus
 

Erythematosus
 

Disease
 

Activity
 

Index
 

(SLEDAI),the
 

pSLE
 

group
 

was
 

divided
 

into
 

hypoactive
 

group
 

(SLEDAI
 

score
 

1-9
 

points)
 

and
 

hyperactive
 

group
 

(SLEDAI
 

score
 

>9
 

points).Relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-21
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,erythrocyte
 

sedimentation
 

rate
 

(ESR)
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

erythrocyte
 

sedimentation
 

apparatus,enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

C-
reactive

 

protein
 

(CRP),anticardiolipin
 

antibody
 

(ACA),complement
 

C3,complement
 

C4
 

and
 

circulating
 

im-
mune

 

complex
 

(CIC).Expression
 

of
 

miR-21
 

in
 

pSLE
 

patients
 

with
 

and
 

without
 

organ
 

damage
 

was
 

compared.
Pearson

 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-21
 

and
 

ESR,CRP,and
 

serum
 

immuno-
logical

 

indicators
 

in
 

pSLE
 

patients.The
 

effect
 

of
 

miR-21
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pSLE
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

re-
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ceiver
 

operating
 

characteristics
 

(ROC)
 

curve.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-21
 

in
 

the
 

pSLE
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-21
 

in
 

the
 

hyperactive
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

hypoactive
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

levels
 

of
 

ESR,CRP,C3,C4,ACA
 

and
 

CIC
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group,hyperactive
 

group
 

and
 

hy-
poactive

 

group
 

were
 

statistically
 

significantly
 

different
 

(P<0.05).The
 

ESR
 

and
 

CRP
 

levels
 

in
 

hyperactive
 

group
 

and
 

hypoactive
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

groups,with
 

higher
 

levels
 

in
 

hyperac-
tive

 

group
 

than
 

hypoactive
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

C3
 

and
 

C4
 

in
 

the
 

hyperactive
 

group
 

and
 

hypoactive
 

group
 

were
 

lower
 

that
 

that
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group,with
 

levels
 

lower
 

in
 

the
 

hyperactive
 

group
 

than
 

in
 

the
 

hypoactive
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant

 

(P<0.05).Serum
 

levels
 

of
 

ACA
 

and
 

CIC
 

in
 

the
 

hyperactive
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

hypo-
active

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

of
 

miR-21
 

in
 

pSLE
 

patients
 

with
 

renal
 

and
 

joint
 

damage
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

pSLE
 

patients
 

without
 

organ
 

damage,
and

 

the
 

differences
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-21
 

relative
 

expression
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

serum
 

C3
 

and
 

C4
 

(r=-0.346,-0.330,P<0.05),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

serum
 

ACA,CIC,ESR,CRP
 

(r=0.499,0.326,0.286,0.389,P<0.05)
 

in
 

pSLE
 

pa-
tients.ROC

 

curve
 

analysis
 

of
 

miR-21
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pSLE
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

was
 

0.945
 

(95%CI:0.902-0.989).Conclusion The
 

serum
 

miR-21
 

is
 

a
 

promising
 

evaluation
 

approach
 

for
 

the
 

disease
 

activity
 

of
 

pSLE
 

patients
 

and
 

has
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

prediction
 

and
 

diagnosis
 

of
 

pSLE.
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  系统性红斑狼疮(SLE)是一种典型的自身免疫

性疾病,其特点是产生自身抗体、沉积免疫复合物而

带来多器官功能损害[1]。SLE的临床表现具有异质

性,涉及血液、肾脏、神经等系统,使得治疗和管理变

得困难和复杂[2]。目前,SLE的诊断主要基于一系列

临床表现和实验室指标,如皮肤红斑、关节痛、补体

C3、补体 C4和抗双链 DNA 抗体等[3]。由于目前

SLE评估方法的复杂性、滞后性和侵袭性,研究人员

正在寻找新的遗传生物标志物,以期开发更简单、快
速和客观的指标,更准确地预测SLE患者的病情转归

和临床结局[2]。
SLE好发于育龄期女性群体,可引起多种不良妊

娠结局,如流产、宫内死胎与胎儿发育阻滞等,但经过

病情评估、孕前诊断、免疫治疗等措施,妊娠结局可得

到改善[4]。因此,寻找能更方便、准确地反映妊娠合

并SLE(pSLE)患者疾病活动的指标将为病情控制和

妊娠结局改善提供帮助。外泌体可由各种类型的细

胞分泌至细胞外并进入循环,其包含的微小 RNA
(miRNA)可调节受体细胞的基因表达,在细胞间通讯

中发挥重要作用,产生局部旁分泌或远端效应,也被

认为是重要的生物标志物[5-6]。有研究报道,miRNA
在SLE病程发展及早期诊断中具有重要作用[7-8]。本

研究采用实时定量聚合酶链反应(PCR)检测pSLE患

者血清miRNA(miR)-21的表达水平,将患者其他血

液指标与miR-21水平进行相关分析,旨在探究 miR-
21与pSLE患者病情活动的关系及其临床意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料 通过电子病例系统,选取四川大学

华西医院(以下简称本院)2021年6月至2023年6月

诊断为pSLE的48例患者,将其纳入pSLE组。纳入

标准:(1)符合2019年欧洲风湿病联盟与美国风湿病

学会关于SLE的分类诊断标准[9];(2)妊娠3~8个

月;(3)处于疾病活跃期;(4)入院前未采用其他药物

治疗;(5)临床和实验室检查资料完整。排除标准:
(1)合并其他慢性疾病;(2)合并其他自身免疫性疾

病;(3)其他原因造成器官损害;(4)合并妊娠高血压

或妊娠糖尿病。采用SLE疾病活动指数(SLEDAI)-
2000对 SLEDAI进行评价,根据 SLEDAI评 分 将

pSLE组患者分为低活动组(SLEDAI评分为1~9
分)和高活动组(SLEDAI评分>9分)。另选取同时

期于本院体检的30例健康妊娠期女性作为健康对照

组。pSLE 组 与 健 康 对 照 组 的 年 龄、体 质 量 指 数

(BMI)、孕次、文化程度和收入水平比较,差异均无统

计学意义(P>0.05),具有可比性,见表1。本研究获

得患者知情同意及本院医学伦理委员会审批通过[23
年审(1405)号]。
1.2 方法

1.2.1 外泌体及RNA提取 使用美国 MCE血清

外泌体分离试剂盒分离血清外泌体:抽取所有研究对

象清晨空腹静脉血5
 

mL,将血清置于4
 

℃环境下,以
3

 

000×g离心10
 

min后取上清液,重复2次。取

1
 

mL离心后的上清液,加入3
 

mL预冷的磷酸盐缓冲

液(PBS),再加入1
 

mL
 

BPS,涡旋,并在4
 

℃环境中静

置2
 

h,再以10
 

000×g离心
 

60
 

min,弃上清液,向沉

淀物中加入0.5
 

mL
 

PBS并充分重悬。重悬后的液体

以12
 

000×g
 

离心2
 

min后收集上清液,转移至外泌

体分离柱中,再以3
 

000×g
 

离心10
 

min并收集柱管

底部液体,得到纯化的外泌体。采用天根生化 miR-
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cute
 

miRNA提取分离试剂盒进行外泌体提取。根据

产品说明书,提取血清外泌体中的 miRNA,离心后收

集吸附柱底的 miRNA,再置于-80
 

℃冰箱中保存

备用。
1.2.2 实时荧光定量 PCR检测 采用天根生化

miRcute增强型miRNA互补DNA(cDNA)第1链合

成试剂盒,按照说明书将提取的 miRNA 反转录为

cDNA,反转录条件为:42
 

℃,60
 

min;95
 

℃,3
 

min。
采用天根生化 miRcute增 强 型 miRNA 荧 光 定 量

PCR检测试剂盒,按照产品说明书进行实时荧光定量

PCR 检 测。miR-21 正 向 引 物 序 列 为 5'-GGG-
TAGCTTATCAGACTGATGTT-3',反向引物序列

为5'-CAGTGCAGGGTCCGAGGT-3';U6内参正向

引物序列为5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',反向

引物序列为5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。
PCR反应参数为95

 

℃,15
 

min;60
 

℃,34
 

s;94
 

℃,20
 

s。共进行40个循环。
表1  pSLE组和健康对照组一般资料比较

   [x±s或n(%)]

一般资料
健康对照组

(n=30)
pSLE组

(n=48)
t/χ2 P

年龄(岁) 28.42±3.81 26.76±4.20 1.759 0.083

BMI(kg/m2) 22.47±1.83 22.86±1.69 0.960 0.340

孕次(次) 1.23±0.43 1.15±0.36 0.886 0.379

文化程度 0.380 0.538

 高中及以上 14(46.67) 19(39.58)

 高中以下 16(53.33) 29(60.42)

家族月均收入水平(元) 0.649 0.421

 ≥5
 

000 22(73.33) 31(64.58)

 <5
 

000 8(26.67) 17(35.42)

1.2.3 其他临床指标检测 红细胞沉降率(ESR)采
用由意大利 Vital

 

Monitor-100全自动ESR仪检测。
CRP、补体C3和补体C4分别采用美国Biovision人

CRP
 

酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒、美国Ther-
moFisher人 补 体 C3

 

ELISA 试 剂 盒 和 美 国 Ther-
moFisher人补体

 

C4
 

ELISA试剂盒按照产品说明书

进行检测。采用上海信裕生物人抗心磷脂-免疫球蛋

白(Ig)A抗体(ACA-IgA)ELISA试剂盒,按照说明书

对血清ACA水平进行检测。采用广州奥瑞达生物血

清循环免疫复合物(CIC)ELISA 试剂盒检测 CIC
水平。
1.2.4 器官损害判断 以尿蛋白>0.5

 

g/24
 

h为肾

脏受损标准;以2个以上关节疼痛并出现炎症反应体

征(压痛、肿胀、渗出)为关节受损标准;以溃疡、坏疽、
有触痛的手指小结节、甲周微血管病变、裂片形出血

或经活检、血管造影证实的血管炎为血管损害标准。
统计并比较合并与未合并器官损害pSLE患者的

miR-21相对表达水平。
1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两
组间比较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因

素方差分析;计数资料用例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验;采用Pearson相关分析pSLE患者

miR-21相对表达水平与ESR、CRP及血清免疫学指

标的相关性;绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析

miR-21对pSLE的诊断价值。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 不同组别 miR-21相对表达水平比较 低活动

组pSLE患者有22例,高活动组pSLE患者有26例,
pSLE组 miR-21 相 对 表 达 水 平 高 于 健 康 对 照 组

(1.193±0.181
 

vs.
 

0.913±0.079),差异有统计学意

义(t=7.995,P<0.05)。高活动组pSLE患者 miR-
21相对表达水平高于低活动组(1.258±0.172

 

vs.
 

1.117±0.164),差异有统计学意义(t=2.890,P=
0.006)。
2.2 健康对照组、高活动组和低活动组其他临床检

测指标水平比较 健康对照组、高活动组和低活动组

ESR、CRP、补体C3、补体C4、ACA、CIC水平比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。高活动组和低活动组

患者ESR、CRP水平显著高于健康对照组,且高活动

组显著高于低活动组,差异均有统计学意义(P<
0.05);高活动组和低活动组补体C3、C4水平低于健

康对照组,且高活动组低于低活动组,差异均有统计

学意义(P<0.05);高活动组患者血清 ACA和CIC
水平显著高于低活动组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表2。

表2  健康对照组、高活动组和低活动组其他临床检测指标水平比较(x±s)

组别 n ESR(mm/h) CRP(mg/L) 补体C3(g/L) 补体C4(g/L) ACA(Ru/mL) CIC(mg/L)

健康对照组 30 16.65±4.95 9.97±2.52 1.23±0.11 0.25±0.06 - -

低活动组 22 48.09±12.37a 28.97±6.29a 0.49±0.08a 0.14±0.03a 9.24±2.15 35.21±10.73

高活动组 26 59.96±14.16ab 42.23±9.31ab 0.38±0.05ab 0.10±0.02ab 15.57±3.73 47.52±13.13

F/t 65.13 76.64 398.60 77.36 2.80 3.57

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.007 0.001

  注:-表示无数据;与健康对照组比较,aP<0.05;与低活动组比较,bP<0.05。
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2.3 合并与未合并器官损害pSLE患者的 miR-21
相对表达水平比较 有肾脏和关节损害的pSLE患

者的 miR-21相对表达水平高于无损害患者,差异有

统计学意义(P<0.05);合并和未合并血管损害的

pSLE患者miR-21相对表达水平比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。见表3。
2.4 pSLE患者 miR-21相对表达水平与 ESR 和

CRP的相关性分析 Pearson相关分析结果显示,
pSLE患者 miR-21相对表达水平与ESR、CRP水平

呈正相关(r=0.286、0.389,P<0.05),见图1。
2.5 pSLE患者miR-21相对表达水平与血清免疫学

指标的相关性分析 Pearson相关分析结果显示,
pSLE患者miR-21相对表达水平与补体C3、C4水平

呈负相关(r=-0.346、-0.330,P<0.05),与血清

ACA、CIC水平呈正相关(r=0.499、0.326,P<0.05),

见图2。
表3  合并与未合并器官损害pSLE患者的 miR-21相对

   表达水平比较(x±s)

项目 n miR-21 t P

肾脏损害 2.142 0.038

 有 13 1.281±0.092

 无 35 1.160±0.194

关节损害 3.148 0.003

 有 17 1.294±0.112

 无 31 1.138±0.187

血管损害 1.162 0.251

 有 10 1.251±0.154

 无 38 1.178±0.183

  注:A表示ESR与miR-21的相关性;B表示CRP与miR-21的相关性。

图1  pSLE患者 miR-21相对表达水平与ESR和CRP的相关性分析

  注:A表示补体C3与miR-21的相关性;B表示补体C4与miR-21的相关性;C表示ACA与miR-21的相关性;D表示CIC与miR-21的相关性。

图2  pSLE患者 miR-21相对表达水平与血清免疫学指标的相关性分析

2.6 miR-21对pSLE的诊断效能 ROC曲线分析 结果显示,miR-21诊断pSLE的曲线下面积(AUC)
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为0.945(95%CI:0.902~0.989)。当 miR-21最佳

截断值为1.023时,诊断pSLE的灵敏度为85.4%,
特异度为94.0%,见图3。

图3  miR-21诊断pSLE的ROC曲线

3 讨  论

  SLE可发生于所有年龄段的女性,尤其好发于育

龄女性[4]。SLE本身并不降低女性的生育率,但会对

妊娠结局产生影响,可造成母体静脉血栓栓塞及肾损

伤,以及流产、早产和胎儿发育阻滞等后果[10]。另一

方面,有研究对pSLE患者相关临床指标进行检测发

现,通过药物治疗或提前分娩等方式可在很大程度上

改善妊娠结局[11]。因此,如何精准预测患者的病情成

为目前治疗pSLE的一大问题。本研究结果显示,高
活动组和低活动组血清 miR-21相对表达水平均高于

健康对照组,且高活动组高于低活动组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。ESR与CRP是高灵敏的炎症

标志物,在pSLE患者中水平升高;补体C3、C4在炎

症与免疫应答中发挥重要作用,在pSLE患者中水平

下降[12-13]。本研究结果显示,pSLE患者血清 miR-21
相对表达水平与炎症反应指标ESR和CRP、免疫反

应指标ACA、CIC呈正相关(P<0.05),与补体C3、
C4呈负相关(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,
血清miR-21诊断pSLE具有较高的灵敏度及特异

度。并且,合并肾脏和关节损伤的pSLE患者血清

miR-21相对表达水平比未合并肾脏及关节损害的患

者高。这些结果表明,血清 miR-21的相对表达水平

与pSLE患者的疾病活动度和器官累及程度相关,
miR-21是评估pSLE患者病情的新的潜在生物标

志物。
miRNA已被证实在SLE进展中发挥了重要作

用。多种 miRNA在SLE患者免疫细胞中表达上调

或下调,并参与了T淋巴细胞和B淋巴细胞的异常活

化[14]。例如,miR-7可促进SLE患者B淋巴细胞向

浆细 胞 分 化,miR-21 则 引 起 T 淋 巴 细 胞 过 度 活

化[15-16]。miRNA表达谱的改变与SLE病情的进展

高度相关[7,16]。并且,miRNA表达水平还与SLE相

关器官损害程度相关,包括狼疮性肾炎、动脉粥样硬

化和心血管损害[17]。因此,血清 miRNA可成为评估

SLE病情的潜在生物标志物。例如,miR505-3p在

SLE患者血浆中表达水平升高并与SLEDAI评分呈

正相关,是辅助诊断SLE的潜在生物标志物[18]。但

miRNA在评估pSLE患者的诊断效能的报道较少。
另一方面,血液中裸露的 miRNA在RNA酶的作用

下往往快速降解,使其直接分离,导致检测血清 miR-
NA的灵敏度和特异度较低。

外泌体是一种直径介于30~150
 

nm的球形脂质

囊泡,其内包含蛋白质和miRNA等生物活性物质,广
泛参与多种疾病的发展过程,并因其可进入血液循环

而成为潜在的理想监测靶标。外泌体已被证明在

SLE疾病进展中发挥了重要作用[19]。现有证据表

明,循环外泌体的水平与SLE的疾病活动显著相

关[20]。人体尿液、血清和唾液中的细胞外 miRNA多

数集中在外泌体中,使得它们在脂质双分子层的保护

下不被RNA酶降解[7]。miRNA不仅在SLE发展中

发挥了重要作用,还是一种诊断pSLE的潜在生物标

志物[7]。因此,分离纯化并检测体液中的 miRNA相

对表达水平,是评估pSLE病情进展的一种高灵敏

手段。
已有证据表明,血清 miRNA含有多种疾病的指

纹图谱,并能够将SLE从其他炎症疾病中辨别出来,
使得体液中 miRNA成为潜在诊断SLE的生物标志

物,另外,miR-21在SLE患者中呈高水平表达并与

SLEDAI评分呈正相关,在活跃和非活跃SLE患者中

呈现出表达差异,在病情缓解患者血液 中 表 达 下

降[21]。最新的研究显示,抑制 miR-21相对表达水平

可显著改善狼疮表型,包括皮肤损害和 狼 疮 性 肾

炎[22]。这些结果使得 miR-21成为预测SLE疾病进

展的一项潜在生物标志物,但其在pSLE患者中的表

达和作用前期报道较少。
本研究结果显示,血清 miR-21可较好地用于评

估pSLE患者临床疾病活动和器官损害,并对pSLE
患者具有较高的诊断灵敏度和特异度。因此,血清

miR-21可作为评估pSLE患者病情的潜在生物标志

物,有助于更精确地评估和预测病情进展,为及时采

取措施改善病情和妊娠结局提供依据。
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