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　　【摘要】　目的：探讨微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）１２６在冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠心

病）患者血浆中的表达情况及临床意义。　方法：收集２０１５年２月至２０１５年６月在山西

医科大学第一医院心内科住院的１１４例冠心病患者（冠心病组）和４０例健康者（对照组）

的血浆，将冠心病组分为急性心肌梗死组（ＡＭＩ组，狀＝４０）、不稳定型心绞痛组（ＵＡ组，

狀＝３８）、稳定型心绞痛组（ＳＡ组，狀＝３６）３个亚组，运用实时荧光定量聚合酶链式反应

（ｑＲＴＰＣＲ）检测各组血浆ｍｉＲＮＡ１２６的表达水平，并分析各组间的表达差异。　结果：

ＡＭＩ组ｍｉＲ１２６的相对表达水平（０．６５±０．５３）与对照组（１．０）、ＵＡ组（０．９３±０．６８）、

ＳＡ组（０．９６±０．５５）相比明显下降，差异有统计学意义（犘均＜０．０５）；ＵＡ组、ＳＡ组与对

照组相比有下降趋势，但差异无统计学意义（犘均＞０．０５）．　结论：血浆ｍｉＲ１２６在冠心

病患者中的表达存在差异，ｍｉＲ１２６在ＡＭＩ患者中表达明显下降，可能成为诊断ＡＭＩ的

新型标志物。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）属于内源性非编码ＲＮＡ，

通过对靶基因转录后水平的负性调控作用降低靶

基因的表达水平［１２］。人类基因组中约１／３基因的

表达都受到ｍｉＲＮＡ的调控
［３］，且ｍｉＲＮＡ具有相对

稳定、易检测、组织特异性等特点。其中 ｍｉＲ１２６

在内皮细胞中高表达，是目前唯一已知的在内皮细

胞系特异性表达的ｍｉＲＮＡ，参与调节血管生长发

育、血管炎性反应和血管再生等病理生理过程［４１１］。

另外，ｍｉＲ１２６参与动脉粥样硬化以及脂质代谢等

疾病过程。本研究采用荧光实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴ

ＰＣＲ）的方法检测冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠心

病）不同分组中血浆ｍｉＲ１２６的表达水平，旨在为

冠心病的早期诊断、治疗提供新思路。

１　对象与方法

１．１　研究对象

入选２０１５年２月至２０１５年６月就诊于山西医

科大学第一医院心内科的冠心病患者１１４例，其中

男性７０例，女性４４例，年龄４３～６９岁，平均年龄

（５３．１０±６．８８）岁。收集研究对象的一般临床资

料，包括性别、年龄、血压、血生化指标、吸烟史、家

族史、高血压史、高血脂史、糖尿病史等。所有患者

均行冠脉造影术，根据患者的症状、体征、心电图、

冠脉造影结果等将患者分为急性心肌梗死（ＡＭＩ）

组４０例、不稳定型心绞痛（ＵＡ）组３８例、稳定型心

绞痛（ＳＡ）组３６例，选择同期行冠脉造影未见异常

者４０例作为对照组。所有样本采集及使用均取得

患者及家属同意，并签署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　总ＲＮＡ提取　所有研究对象均于入院后

１ｄ内收集新鲜血浆样本，１９００×犵４℃离心１０ｍｉｎ，

分离上层血浆和下层血细胞，上层血浆继续１６０００×犵

离心１０ｍｉｎ，ＥＰ管分装，－８０℃冰厢中保存备用。血

浆样本总ＲＮＡ的提取采用ｍｉＲＮｅａｓｙＳｅｒｕｍ／Ｐｌａｓｍａ

试剂盒，操作过程参照相应说明书。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　ＲＮＡ的反转录使用ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ

ＲＴ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒，操作过程

参照相应的说明，每份标本在ＲＮＡ的提取过程中

均 加 入 线 虫 ｃｅｌｍｉＲ３９ 作 为 内 参，使 用

ＡＢＩ７５００ＦＡＳＴ型荧光定量ＰＣＲ仪进行ｑＲＴＰＣＲ，

反转录反应体系：５×ｍｉＳｃｒｉｐｔＨｉｓｐｅｃＢｕｆｆｅｒ４μＬ、

１０×ｍｉＳｃｒｉｐｔＮｕｃｌｅｓＭｉｘ２μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ

１０μＬ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｍｉｘ２μＬ、

ＴｅｍｐｌａｔｅＲＮＡ２μＬ，共计２０μＬ混匀后稍离心，在

ＰＣＲ仪中进行反应。参数设置为３７℃６０ｍｉｎ，

９５℃５ｍｉｎ，所获得产物即为ｃＤＮＡ，稀释后备用。

ＰＣＲ反应体系包括：ＴｅｍｐｌａｔｅｃＤＮＡ２．５μＬ、２×

ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ

１２．５μＬ、１０×ｍｉＳｃｒｉｐｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｉｍｅｒ２．５μＬ、

１０×ｍｉＳｃｒｉｐｔＰｒｉｍｅｒＡｓｓａｙ２．５μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅ

ｗａｔｅｒ５μＬ，共计２５μＬ。每个样本对目的基因及内

参基因ｃｅｌｍｉＲ３９的定量均重复３次，循环参数设

置为：９５℃５ｍｉｎ预变性，９４℃１５ｓ、５５℃３０ｓ、７０℃

３０ｓ，共４０个循环。做溶解曲线，统计各组Ｃｔ值。

ｍｉＲ１２６的茎环引物序列为ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ

ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣ

ＣＧＣＡＴＴ，上游引物为 ５′ＧＧＣＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧ

ＡＧＴＡＡＴ３′，下 游 引 物 为 ５′ＧＴＧＣＣＡＧＧＧＴ

ＣＣＧＡＧＧＴ３′；ｃｅｌｍｉＲ３９ 的 茎 环 引 物 序 列 为

ＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧ

ＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴ，上 游 引 物 为 ５′

ＡＧＴＧＣＡＣＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ３′，下游引物为

５′ＣＧＧＧＴＧＴＡＡＡＴＣＡＧＣＴＴＧＧＴ３′。 ｍｉＲ１２６

相对表达水平的计算采用２－ΔΔＣＴ法，其中ΔＣＴ为

ΔＣＴｍｉＲ１２６与ΔＣＴ内参的差值，ΔΔＣＴ为ΔＣＴ冠心病组与

ΔＣＴ对照组的差值。

１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２０．０进行统计学分析，计量资料采

用均数±标准差表示。经正态检验及方差齐性检

验后，两组间比较采用狋检验，多组间单因素比较采

用方差分析，多组间两两比较采用狇检验。采用受

试者工作特征（ＲＯＣ）曲线评价ｍｉＲ１２６的相对表

达水平对ＡＭＩ诊断的意义。以犘≤０．０５为差异有

统计学意义。

２　结果

２．１　各组临床资料的比较

各组年龄、性别、血压、吸烟史、家族史、高脂血

症史、高血压史、糖尿病史、总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘

油（ＴＧ）、体质量指数（ＢＭＩ）的差异均无统计学意

义，见表１。

２．２　血浆 ｍｉＲ１２６在冠心病各组中的相对表达

水平

ＡＭＩ组 ｍｉＲ１２６的相对表达水平（０．６５±

０．５３）与对照组（１．０）、ＵＡ组（０．９３±０．６８）、ＳＡ组

（０．９６±０．５５）相比均明显下降，差异有统计学意义

（犘均＜０．０５）；ＵＡ组、ＳＡ组与对照组相比有下降

趋势，但差异无统计学意义。
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表１　各组一般临床资料的比较

项　目 ＡＭＩ组（狀＝４０） ＵＡ组（狀＝３８） ＳＡ组（狀＝３６） 对照组（狀＝４０）

例数（男／女） ４０（２４／１６） ３８（２４／１４） ３６（２２／１４） ４０（２２／１８）

年龄／岁 ５４．９±６．０ ５３．２±８．０ ５４．０±７．３ ５０．４±５．８

ＳＢＰ／ｍｍＨｇ １３３．３±１７．１ １２９．４±１５．４ １２８．９±１５．６ １１９．６±１６．１

ＤＢＰ／ｍｍＨｇ ７７．１±６．８ ７５．５±７．６ ７３．９±６．８ ７０．８±７．９

ＴＣ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ４．１７±０．９５ ４．００±０．９１ ３．９８±０．７４ ３．６７±０．８２

ＴＧ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １．７８±０．６８ １．６３±０．７１ １．５５±０．６９ １．３７±０．４７

ＢＭＩ／ｋｇ·ｍ－２ ２５．７７±３．０５ ２４．９８±２．８６ ２４．０３±３．０６ ２２．６４±３．３９

吸烟史／例（％） １８（４５） １４（３８） １８（４７） １６（４０）

家族史／例（％） １４（３５） １０（２８） １４（３６） １２（３０）

高脂血症史／例（％） １８（４５） １４（３８） １６（４２） １４（３５）

高血压史／例（％） １２（３０） １２（３３） １０（２６） ８（２０）

糖尿病史／例（％） ８（２０） ６（１６） ６（１５） ４（１０）

２．３　ＡＭＩ组ｍｉＲ１２６的ＲＯＣ曲线

采用ＲＯＣ曲线评价血浆 ｍｉＲ１２６的相对表达

量对ＡＭＩ的诊断是否有意义。血浆 ｍｉＲ１２６相对

表达水平的 ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）为０．７５５

（９５％ＣＩ：０．６５８～０．８５２），提示血浆 ｍｉＲ１２６可能

作为诊断ＡＭＩ的指标，见图１。

图１　犃犕犐组犿犻犚１２６的犚犗犆曲线

３　讨论

研究表明，循环血ｍｉＲＮＡ与各种心血管疾病

的发病机制有密切的关系，这为疾病的治疗及预防

提供了新的思路［１２］。多项研究表明，ＡＭＩ时外周

血ｍｉＲＮＡ的表达水平出现显著变化，推测其可作

为ＡＭＩ的的诊断学标志物。有学者认为ｍｉＲＮＡ

可作为干细胞治疗ＡＭＩ的新切入点。ｍｉＲ１２６是

与血管内皮细胞及血管功能密切相关的ｍｉＲＮＡ，

在心脏中高表达，敲除该基因的小鼠可出现血管芽

生延迟，血管完整性受到破坏。Ｚｅｍｅｃｋｅ等
［１３］发现

ｍｉＲ１２６可以通过诱导基质细胞源性因子１２的表

达延缓动脉粥样硬化的发展。本实验通过研究冠

心病各组ｍｉＲ１２６的表达水平，发现ＡＭＩ时血浆

ｍｉＲ１２６水平显著降低，ＳＡ 及 ＵＡ 患者血浆

ｍｉＲ１２６水平与对照组相比有下降趋势，但差异均

无统计学意义。Ｆｉｃｈｔｌｓｃｈｅｒｅｒ等
［１４］发现部分在健

康人群中高表达的ｍｉＲＮＡ在冠心病患者中表达明

显降低，在比较了３６例冠心病患者与１７例健康志

愿者的血浆ｍｉＲＮＡ后发现，冠心病患者循环血中

ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ１７、ｍｉＲ９２ａ以及ｍｉＲ１５５的表达水

平较健康志愿者组明显降低。Ｌｏｎｇ等
［１５］发现ＡＭＩ

患者不同时间段血浆ｍｉＲ１２６的水平呈现逐渐下

降的趋势，与本研究结果一致。

本实验不足之处为样本数量偏少，导致结果可

能存在偏差，需要增加样本量，进一步研究ｍｉＲ１２６

的具体调控机制。
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中国科协、教育部、科技部、卫生计生委、中科院、工程院、自然科学基金会

关于印发《发表学术论文“五不准”》的通知

科协发组字〔２０１５〕９８号

　　近年来，我国科技事业取得了长足的发展，在学术期刊发表论文数量大幅增长，质量显著提升。在取得成绩的同时，也暴

露出一些问题。今年发生多起国内部分科技工作者在国际学术期刊发表论文被撤稿事件，对我国科技界的国际声誉带来极其

恶劣的影响。为弘扬科学精神，加强科学道德和学风建设，抵制学术不端行为，端正学风，维护风清气正的良好学术生态环境，

重申和明确科技工作者在发表学术论文过程中的科学道德行为规范，中国科协、教育部、科技部、卫生计生委、中科院、工程院、

自然科学基金会共同研究制定了《发表学术论文“五不准”》。根据中央领导意见，现将《发表学术论文“五不准”》印发给你们，

请遵照执行。

各有关单位要组织深入学习、广泛宣传，结合实际制定和完善相关规定，建立学术不端行为调查处理机制，进一步改革完

善科技评价体系，为科技工作者创新创业提供良好的政策和环境保障；要采取切实有效的措施对被撤稿作者开展调查，对违反

“五不准”的行为视情节作出严肃处理，并将处理结果报上级主管部门备案。广大科技工作者应加强道德自律，共同遵守“五不

准”，认真开展自查，发现存在违反“五不准”的行为要主动申请撤稿，坚决抵制“第三方”学术不端行为。各全国学会（协会、研

究会）要发挥科学共同体作用，做好教育引导，捍卫学术尊严，维护良好学风。

中国科协、教育部、科技部、卫生计生委、中科院、工程院、自然科学基金会将加强沟通协调和联合行动，落实“五不准”，督

促有关单位对撤稿事件进行调查处理，逐步建立科研行为严重失信记录制度和黑名单信息共享机制，推动科技评价体系改革，

规范科研诚信管理，维护科技工作者合法权益。

中国科协 教育部 科技部

卫生计生委 中科院 工程院

自然科学基金会

２０１５年１１月２３日
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