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血浆微小RNA-214 在冠状动脉疾病患者中的表达及临床意义

符雅菁，金艳

(南京医科大学附属无锡市第二人民医院心血管科，江苏 无锡 214002)

[摘　要]	 目的：探讨冠状动脉疾病(coronar y arter y disease，CAD)患者血浆微小RNA-214(microRNA-214，

miR-214)水平特点，分析其与CA D患者发病时间和冠状动脉狭窄程度的相关性，为其成为新的

CAD诊断标志物和药物靶提供依据。方法：选取13例急性心肌梗死(acute myocardial infarction，

AMI)患者和27例健康志愿者进行对；22例CAD胸痛患者与8例非CAD胸痛患者进行对照；154例

冠状动脉复杂病变的急性胸痛患者与92例无冠状动脉狭窄的急性胸痛患者进行对照测定所有患

者循环miR-214的表达水平和血浆心肌肌钙蛋白I(concertation of cardiac troponin-I，cTnI)浓度，

分析血浆miR-214与C A D发病时间、冠状动脉狭窄的严重程度和患者Gensini评分之间的关系。

结果：miR-214在CA D患者的血浆中表达丰富。A MI患者在A MI发生后的早期血浆miR-214浓度

显著增加，与健康对照比较差异有显著性( P < 0 . 0 5 )，A M I患者的血浆m i R - 2 1 4水平和cTn I 浓度

呈正相关( r = 0 . 5 9 6，P < 0 . 0 5 )；血浆m i R - 2 1 4水平与单侧左前降支冠状动脉粥样硬化患者的冠状

动脉狭窄严重程度呈正相关(r=0.554，P<0.05)；miR-214水平与CA D患者Gensini评分呈正相关

(r=0.480，P<0.001)。结论：循环miR-214可能是CAD的新生物标志物，也是潜在的诊断工具，

并且miR-214水平升高可用于预测CAD患者冠状动脉病变的存在与严重程度。

[关键词]	 微小RNA-214；心肌肌钙蛋白；冠状动脉疾病；疾病标志物

Expression of micRNA-214 and its clinical significance in 
patients with coronary artery disease 

FU Yajing, JIN Yan

(Department of Cardiovascular Disease, Wuxi No. 2 People’s Hospital Affiliated, Nanjing Medical University, Wuxi Jiangsu 214002, China)

Abstract Objective: To detective the expression and characteristics of plasma microRNA-214 (miR-214) in patients 

with coronary artery disease (CAD) and find the relationship between miR-214 and onset time, level of stenosis 

and scores of Gensini. Provide the basis for miR-214 become a new CAD diagnostic biomarker and drug target. 

Methods: Thirteen cases of acute myocardial infarction (AMI) patients and 27 cases of healthy volunteers were 

compared; 22 cases of CAD patients with chest pain and 8 cases of non-CAD patients with chest pain were 

compared; 154 patients with complex coronary artery lesions in patients with acute chest pain and 92 patients 
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近 年 来 ， 心 血 管 疾 病 已 经 超 过 癌 症 成 为 威

胁人类健康最主要的疾病。早期及时、确切的诊

断，对于积极采取有效的治疗措施、保证心脏及

时再灌注以减少病死率及患者的早期治疗与良好

的预后起决定性作用，具有重要的临床意义。现

有的诊断标志物在敏感性及特异性上的缺陷，所

以高敏感性及高特异性的新生物标志物对冠状动

脉疾病(coronar y arter y disease，CAD)诊断及治疗

具有重要的临床价值，是目前研究的焦点。

微小 R N A (m i c r o R N A - 2 1 4 ， m i R N A ) 为长度

为 2 1 ~ 2 5 个核苷酸的内源小型非编码 R N A 。与靶

m R N A 的 3 ' U T R 配对后， m i R N A 可以通过 m R N A
的降解或蛋白质翻译的抑制来调节转录后的蛋白

质 编 码 基 因 [ 1 ]。 目 前 ， 已 经 鉴 定 了 约 7 0 0 种 人 类

miR NA，其中大多数被发现具有组织特异性或细

胞特异性 [2]。越来越多的证据 [3-5]表明miRNA在各

种生理与病理过程中起关键作用，miR NA功能障

碍与各种疾病的病理生理相关。有研究 [6-8]表明：

miR NA在体液中大量存在，可用作某些疾病的生

物标志物。在大量的心肌相关miRNA中，miR-214
是肌肉特异性miRNA，在心肌细胞中表达丰富[9]，

且相关研究较少。本研究旨在确认血浆miR-214作

为C A D生物标志物的作用，为其成为新的诊断标

志物和药物靶提供依据。

1  对象与方法

1.1  对象

本研究纳入2015年9月至2017年7月在无锡市

无锡第二人民医院住院或门诊的患者316例，共包

括3个部分。第一部分为13例急性心肌梗死(acute 
myocardial  infarction，AMI)患者与27例健康志愿

者。第二部分为2 2例伴有胸痛、冠状动脉左前降

支病变的 C A D 患者与 8 例冠状动脉造影结果阴性

的非 C A D 胸痛患者。第三部分为 1 5 4 例冠状动脉

复杂病变的CAD急性胸痛患者与92例非CAD急性

胸痛患者。AMI患者的诊断标准为：1)24 h内急性

缺血性胸痛；2)AMI心电图变化(病理性Q波，ST
段抬高或降低)；3)血浆cTnI>0.1 ng/mL。CAD患

者均由冠状动脉造影术确认冠状动脉病变。排除

并发其他脏器功能衰竭或严重病变(如肺癌、肝肾

功能衰竭等)及过敏性疾病和自身免疫性疾病的患

者。健康志愿者无心血管病史，心电图、胸片、

肝肾功能、生化常规检查正常，排除合并感染、 
肿瘤等。

A M I患者入院后，立即收集初始血样并在第 
1次收集后的第4，12，24，48，72小时分别获得

其 余 5 个 血 液 样 品 。 健 康 志 愿 者 及 参 与 第 二 、 三

部分研究的所有患者入院后立即采集单次血液样

本。本研究根据赫尔辛基宣言进行实验，符合医

学伦理学标准，患者均签署知情同意书。

1.2  方法

静脉穿刺后收集血样。通过离心分离后，将

血浆转移到无R N A酶的管中，于− 8 0  ℃环境下储

存，直到进一步处理。

1.2.1  RNA 分离

通过TRIzol LS试剂(美国Inv itrogen公司)，根

据厂商的实验方案[10]分离总RNA。从500 μL血浆中

纯化总RNA，最终洗脱到25 μL无RNase的水中。

1.2.2  实时 PCR 检测和定量 miRNA
根 据 厂 商 的 方 案 [ 1 0 ]， 使 用 Tr a n s c r i p t  F i r s t -

s t r a n d  c D N A  s y n t h e s i s  Su p e r Mi x (北京Tr a n s G e n 
B i o t e c h 公 司 ) 将 2  μ g 总 R N A 反 转 录 。 根 据 厂 商

without coronary artery stenosis in patients with acute chest pain were compared. All cases’ miR-214 expression 

and concertation of cardiac troponin-I (cTnI) were measured. Analyze the miR-214’s relationship with the time 

of AMI onset time, the degree of coronary artery stenosis, and Gensini score of CAD patients. Results: miR-214 

was enriched in the plasma of CAD patients. Compared with the healthy control, the miR-214 in AMI patients 

significantly increased after AMI onset (P<0.05), the plasma miR-214 level in AMI patients was positively 

correlated with cTnI concentration (r=0.596, P<0.05); the level of plasma miR-214 was positively correlated with 

degree of coronary artery stenosis in CAD patients (r=0.554, P<0.05); miR-214 level and CAD Gensini score 

was positively related (r=0.480, P<0.001). Conclusion: Circulating miR-214 may be a new biomarker and a 

potential diagnostic tool  for CAD, and increased miR-214 level may be used to predict the presence and severity 

of coronary lesions in CAD patients. 

Keywords micro RNA-214; cardiac troponin-I; coronary artery disease; disease marker
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的 方 案 [ 1 0 ]及 R o t o r - G e n e  6 0 0 0 系 统 ( 德 国 希 尔 登

QIAGEN，Corbett Life Science公司)，采用Bulge-
L oopTMmiR NA qRTPCR检测试剂盒(广州R i bob io
公司)与S Y B R  G re e n  P CR  Su p e r Mi x试剂盒(北京

TransGen Biotech公司)进行实时PCR检测miR-214
的相对含量，U6为内源性对照，用于归一化实验

性qRT-PCR数据。每个样品平行测量3次。阈值周

期(Ct)定义为荧光超过阈值的周期数。本研究中 
Ct值的检测限定义为40，qRT-PCR检测的超过40的

Ct值被视为40[9,11-13]。

1.2.3  心肌肌钙蛋白测定

通过人肌钙蛋白 I  E L I S A试剂盒(台湾A b n ova
公司)测量心肌肌钙蛋白I(concer tat ion of  cardiac 
troponin-I，cTnI)的浓度。

1.2.4  miRNA 定量 RT-PCR
如 文 献 [ 6 ] 所 述 进 行 R N A 提 取 与 RT- q P C R 。

根据厂商的说明书，使用Tri Reagent(美国圣路易

斯S i g m a - A l d r i c h公司)提取总R N A。对于m i R N A 
q P C R ， 使 用 茎 环 RT- P C R 检 测 特 异 性 m i R N A 的

表 达 水 平 [ 1 4 ] 。 m i R N A 的 通 用 P C R 反 向 引 物 为

5'- GTGCAGGGTCCG AGGT-3'。使用特异性引物

Ma x ima S YBR Green qPCR Master  Mi x(K0222，

Fe r m e n t a s) 与 S t e p O n e 序列检测器 ( 美国 A p p l i e d 
B i o s y s t e m s 公 司 ) 进 行 标 志 基 因 的 扩 增 。 每 个

miRNA的设计引物列于表1中；内源性U6与miR-16
分别作为细胞与血浆中miR NA表达归一化的内部

对照[6]。将VEGF mRNA表达数据归一化为GAPDH
与β-肌动蛋白的平均值。

1.3  统计学处理

应用SPSS 20.0统计学软件进行分析。Kruskal-
Wallis H检验和卡方检验用于分析各组的表达率。

使 用 单 因 素 方 差 分 析 ( A N O VA ) 来 分 析 组 间 的 差

异 。 当 方 差 分 析 的 概 率 统 计 学 显 著 时 ， 使 用 多

重比较的L S D方法，使用线性回归分析相关性。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  AMI 患者中血浆 miR-214 水平与 cTnI 比较

AMI患者和健康志愿者的年龄、性别、血压、

空腹血糖及其他生化指标(常规血液检查和肝肾功

能)差异无统计学意义(P>0.05)。与健康对照组相

比，所有患者AMI发生后的早期(4，12，24 h)的循

环miR-214浓度显著增加(P<0.05)。循环miR-214在

4 h达到峰值(~72.1倍)，之后3 d内逐渐恢复到接近

对照水平。AMI患者的同一血液样本中cTnI浓度在

AMI早期显著增加，在4 h达到峰值(~2 445.2倍)，

3  d 内 逐 渐 下 降 ， 接 近 正 常 对 照 组 水 平 ， 类 似 于

miR-214。此外，相关分析显示AMI患者的miR-214
循环水平与cTnI浓度呈正相关(r=0.596，P<0.05；

图1)。

2.2  血浆 miR-214 水平与 CAD 患者冠状动脉病变

严重程度的相关性

根据冠状动脉狭窄的严重程度，第二部分研

究的所有患者分为 4 个小组。第 1 小组 8 例 C A D 患

者伴有重度冠状动脉狭窄(81%~100%，L AD 1)；

第 2 小 组 包 括 7 例 C A D 患 者 伴 中 度 冠 状 动 脉 狭 窄

( 5 1 % ~ 8 0 %，L A D  2 )；第3小组包括7例C A D患者

伴轻度冠状动脉狭窄(30%~50%，L AD 3)；第4组

包括 8 例非 C A D 患者，冠状动脉血管造影结果阴

性 ( 非 C A D) 。 m i R - 2 1 4 定量分析显示：与非 C A D
患 者 相 比 ， L A D  1 和 L A D  2 组 的 循 环 m i R - 2 1 4 水

平显著升高，特别是L A D  1组( ~ 5倍，P < 0 . 0 5 )，

L A D  3 与非 C A D 患者相比， m i R - 2 1 4 水平差异无

统 计 学 意 义 ( P > 0 . 0 5 ) 。 各 小 组 中 血 浆 c Tn I 的 浓

度 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 . 0 5 ) ， 仅 在 第 1 组 与 第

2 组 中 血 浆 cTn I 的 浓 度 略 高 。 线 性 回 归 分 析 显 示

血 浆 m i R - 2 1 4 水 平 与 单 侧 左 前 降 支 冠 状 动 脉 粥

样 硬 化 患 者 的 冠 状 动 脉 狭 窄 严 重 程 度 呈 正 相 关

(r=0.554，P<0.01)，但血浆cTnI与冠状动脉狭窄

程度无关(图2)。

表1 目标miRNA的设计引物

目标 寡核苷酸序列

MiR-214 5'-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTCGCA CTG GAT ACG ACA ACC GAT-3'

U6 snRNA 5'-AAA ATA TGG AAC GCT TCA CGA ATT TG-3'
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图1 CAD患者循环miR-214与cTnI的表达

Figure 1 Expression of circulating miR-214 and cTnI in CAD patients
(A)不同时间点循环miR-214在CAD患者中的表达；(B)不同时间点cTnI在CAD患者中的表达；(C)不同时间点CAD患者循环

miR-214与血浆cTnI差异倍数比较；(D)循环miR-214与血浆cTnI相关性分析。与健康对照组比较，*P<0.05；与峰值比较，
#P<0.05。

(A) Expressions of circulating miR-214 in CAD patients at various time points; (B) Expressions of cTnI in CAD patients at various time 

points; (C) Time courses of circulating miR-214 and cTnI in CAD patients; (D) Correlation analysis between miR-214 and cTnI in plasma 

from CAD patients. Compared with the healthy group, *P<0.05; compared with the peak value, #P<0.05.

差
异

倍
数

差
异

倍
数

/最
大

差
异

120

100

  80

  60

  40

  20

    0

100

  80

  60

  40

  20

     0

* *

*

*

*

*#

#

#

#
##

#
# #

#
# #

 0 h       4 h        12 h      24 h      48 h      72 h    对照组

 0 h         4 h          12 h        24 h          48 h        72 h

 0 h       4 h        12 h      24 h      48 h      72 h    对照组

时间点

C
tn

I 浓
度

/(
ng

·m
L− 1

)
cT

nI
 浓

度
/(

ng
·L

− 1
)

1.5

1.0

0.5

0.0

250

200

150

100

  50

     0
0                              100                           200                            300

miR–214相对表达

miR–214

CTnI 

P<0.001

r=0.596

A

C D

B

A CB

m
iR

-2
14

(差
异

倍
数

8

6

4

2

0

*

*

1.5

1.0

0.5

0.0

NS

NS

NS

P=0.002

r=0.554

120

100

   80

   60

   40

   20

      0

血
浆

cT
nI

浓
度

/(
ng

·L
− 1

)

LAD 1            LAD 2            LAD 3        无CAD患者 LAD 1            LAD 2            LAD 3        无CAD患者

LAD

miR-214相关表达
0            2             4            6            8           10

冠
状

动
脉

狭
窄

程
度

/%

图2 单纯冠状动脉左前降支狭窄患者的循环miR-214与血浆cTnI比较

Figure 2 Comparison of circulating miR-214 and cTnI in CAD patients with single stenosis in the proximal of left anterior 

descending coronary artery
(A)不同狭窄程度的单纯冠状动脉左前降支狭窄患者循环miR-214差异倍数比较；(B)不同狭窄程度的单纯冠状动脉左前降

支狭窄患者血浆miR-214浓度；(C)循环miR-214与冠状动脉左前降支狭窄程度相关分析。与无冠状动脉狭窄的胸痛患者比

较，*P<0.05。

(A) Expressions of circulating miR-214 in CAD patients with single stenosis of coronary artery; (B) Expressions of cTnI in CAD patients 

with single stenosis of coronary artery; (C) Correlation between plasma miR-214 and the degree of coronary atherosclerotic stenosis in 

CAD patients with single stenosis in the proximal of left anterior descending coronary artery. Compared with patients with chest pain 

without coronary artery stenosis, *P<0.05.
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2.3  循环 miR-214 水平与 Gensini 评分之间的相关性

将第三部分研究的 1 5 4 例 C A D 胸痛患者通过

Gensini评分进行评估冠状动脉病变的严重程度，

以92例非CAD胸痛患者作为对照。与非CAD患者

相比，CAD患者的循环miR-214水平增加了4.5倍，

血浆cTn I浓度增加了8 7倍。使用线性回归模型分

析显示：循环m i R - 2 1 4水平与C A D患者G ens i n i评

分呈正相关( r = 0 . 4 8 0，P < 0 . 0 0 1 ) ，而血浆cTn I与

Gensini评分无相关性(r=0.116，P>0.05)。154例

CAD患者中有140例测得血浆cTnI浓度，其中72例

患者血浆cTn I水平较高，与非C A D患者相比增加

了约169倍。但其余68例CAD患者的cTnI水平非常

低(≤0.05 ng/mL)，与冠状动脉狭窄严重程度无关

(图3)。
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图3 有无CAD胸痛患者的循环miR-214与血浆cTnI比较

Figure 3 Comparison of circulating miR-214 and cTnI between CAD and non-CAD patients

(A)冠状动脉复杂病变胸痛患者与无CAD胸痛患者循环miR-214比较；(B)冠状动脉复杂病变胸痛患者与无CAD胸痛患者血

浆cTnI比较；(C)CAD患者循环miR-214与Gensini评分相关性分析；(D)CAD患者血浆cTnI与Gensini评分相关性分析。与非

CAD胸痛患者比较，*P<0.05。

(A) Expressions of circulating miR-214 in CAD patients with complex stenosis of coronary artery; (B) expressions of cTnI in CAD patients 

with complex stenosis of coronary artery; (C) correlation between circulating miR-214 and the Gensini scores in total CAD patients; (D) 

correlation between cTnI, and the Gensini scores in total CAD patients. Compared with non-CAD chest pain patients, *P<0.05.

3  讨论

自1993年首个miR NA被发现以来，相继在动

物与人类中发现了大量的miRNAs。miRNAs的发现

被视为表观遗传学调控领域的重大突破。疾病引

起的miRNA s改变可稳定而特异地反映在血清或血

浆中，这一特性使得miRNA s可作为疾病诊断和预

后判断的生物标志物 [15-16]。研究 [17-18]显示miRNA s

在 心 血 管 系 统 中 高 表 达 ， 几 乎 参 与 了 所 有 病 理

生理过程，与心肌缺血再灌注损伤、心肌肥厚、

心肌细胞凋亡及心肌纤维化等心室重构过程紧密 
相关。

体 内 外 实 验 [ 1 9 - 2 0 ] 已 证 实 心 肌 组 织 m i R N A -
214(miR-214)在心力衰竭及心肌缺血中发挥重要作

用。心肌细胞由于缺血、缺氧导致细胞坏死，机

体启动自我保护机制，相关生物分子的表达发生
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变化，心肌特异性miR NA通过调节目标基因分子

开始发挥生物学功能，其中一部分miR NA被释放

到血液循环中。

m i R - 2 1 4 对心肌缺血再灌注损伤具有保护作

用，其机制可能是通过抑制Nc x1及其下游钙离子

信号通路调节心肌细胞钙离子平衡，减轻心肌缺

血 再 灌 注 损 伤 时 的 钙 超 载 [ 2 1 ]。 也 有 研 究 [ 2 2 ]认 为

miR-214通过对血管内皮因子的靶作用抑制CAD患

者内皮祖细胞活性从而进行调节。

m i R N A 以 非 常 稳 定 的 形 式 大 量 存 在 ， 可

以 在 外 周 循 环 中 检 测 到 [ 6 , 2 3 ] 。 越 来 越 多 的 循 环

miR NA(包括心脏、血管及肌肉特异性miR NA)已

被报道为多种心血管疾病的新生物标志物 [24]。本

研究结果显示： A M I 早期循环 m i R - 2 1 4 表达的动

态变化与cTnI类似，均在入院采样后4 h达到峰值

(~72.1倍)，3 d内逐渐恢复到接近对照水平；重要

的是，AMI患者循环miR-214的表达与cTnI呈正相

关。miR-214作为标志物敏感性与肌钙蛋白相当。

这些结果表明循环miR-214可以作为诊断AMI的生

物标志物。

此外，本研究结果表明循环 m i R - 2 1 4 水平在

A M I早期阶段表现为时间依赖性增加，与A M I患

者cTnI的趋势相似：两者一开始就迅速增加，AMI
症状出现后(21.6±4.5) h达到峰值，随后逐渐恢复

正常水平。血浆中miR-214的升高比cTnI能更好地

反映左前降支冠状动脉狭窄病变的非A M I的C A D
患者冠状动脉狭窄严重程度，证明了循环miR-214
与C A D患者冠状动脉狭窄严重程度之间呈正相关

性。而CAD患者cTnI水平与冠状动脉狭窄严重程度

无关。既往研究[25]显示：cTnI在多种疾病治疗过程

中均明显升高，对C A D早期诊断及心肌再梗死诊

断存在缺陷。因此将miR-214作为诊断CAD的标志

物可能具有更好的特异度。

综上所述，miR NA有望成为CA D新的生物标

志物与药物靶标，未来尚需多中心、大样本、长

期的实践验证。miR-214与冠状动脉狭窄程度关系

的生物学机制也需进一步研究。
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