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［摘 要］ 目的：通过miRNA Array芯片技术，了解扩张型心肌病（dilated cardiomyopathy，DCM）患者血浆miRNA表达谱的差

异，探索这种差异与左室舒张末内径（left ventricular end⁃diastolic dimension，LVEDd）、左室射血分数（left ventricular ejection
fraction，LVEF）及N末端脑钠肽前体（N⁃terminal of the prohormone brain natriuretic peptide，NT⁃proBNP）等心衰指标的关系，并预

测其作用靶基因。方法：入选南京胸科医院心脏科收住的 8例明确诊断的DCM患者，抽提血浆总RNA，采用Agilent Human
miRNAs Array（V19.0）芯片技术，与4例健康对照进行表达谱的差异筛选，对改变最明显的miRNA进行30例患者的进一步验证。

检测两组受检者生化指标、NT⁃proBNP，测量LVEDd、LVEF，并进行变量间的相关分析。TargetScan和miRBD数据库预测靶基

因。结果：与对照组相比，病例组中共发现36个有意义的miRNAs表达差异，其中25个上调的miRNA中，miR⁃5196⁃5p上调最

明显，下调的miRNA中，miR⁃652⁃5p下调最明显。该结果在后续30例DCM患者的验证中也得到证实。Pearson线性相关分析

显示，miR⁃5196⁃5p上调水平与LVEDd呈正相关，miR⁃652⁃5p水平与LVEDd、NT⁃proBNP呈负相关，与LVEF呈正相关。靶基因

分别预测到DCM相关基因VCL、RBM20等。结论：DCM患者血浆中miR⁃5196⁃5p表达明显上调，miR⁃652⁃5p表达下调，并与左

室功能、心室重构相关。进一步研究有可能揭示miR⁃5196⁃5p、miR⁃652⁃5p在心衰致病中的机制，并有可能成为评估疾病疗效

及预后的新指标或潜在治疗靶点。
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［Abstract］ Objective：The study aimed to investigate differentially expressed microRNAs（miRNAs）and their association with left
ventricular end⁃diastolic dimension（LVEDd），left ventricular ejection fraction（LVEF），N⁃terminal of the prohormone brain natriuretic
peptide（NT ⁃ proBNP）in human dilated cardiomyopathy（DCM）by miRNAs array，and to predict their target gene. Methods：The
expression levels of plasma miRNAs of 8 DCM patients and 4 healthy controls were detected by using the Agilent human miRNAs array
（V19.0），followed by real⁃time RT⁃PCR analysis to validate the expression changes of miRNAs. NT⁃proBNP，LVEDd and LVEF were
measured and analyzed using Pearson linear correlation analysis. The prediction analysis for microarrays（PAM）method was used to
identify the differentially expressed miRNAs. Results：Thirty ⁃ six differentially expressed miRNAs were identified. There were 25
upregulated and 11 downregulated human miRNAs，of which miR⁃5196⁃5p and miR⁃652⁃5p were the most significant. Pearson linear
correlation analysis showed that miR ⁃ 5196 ⁃ 5p level was positively correlated with LVEDd，whereas miR ⁃ 652 ⁃ 5p was positively
correlated with LVEF values and negatively correlated with NT⁃proBNP and LVEDd. Moreover，correlative genes such as VCL and
RBM20 related with DCM were predicted. Conclusion：The screened differentially expressed miRNAs may be involved in the
development of DCM. Specific miRNAs，such as miR⁃5196⁃5p and miR⁃652⁃5p，may be considered as new targets for the diagnosis
and treatment of human DCM.
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扩张型心肌病（dilated cardiomyopathy，DCM）以

左心室或双心室扩张并伴收缩功能障碍为特征，是

原发性心肌病中最常见的一种，临床常表现为进行

性心力衰竭、心律失常、血栓栓塞和猝死［1］。DCM猝

死率非常高，5年病死率接近50％，尽管近年在治疗

和管理方面取得了显著进展，但因病情反复导致的

高住院率仍然为家庭及社会带来沉重负担。在人

口老龄化的趋势下，这一负担还会增加。循环标志

物如脑钠肽（brain natriuretic peptide，BNP）及N末端

脑钠肽前体（N⁃terminal of the prohormone brain natri⁃
uretic peptide，NT⁃proBNP）为临床监测及处理心衰

提供了便利，发现新的血清标志物，对提高诊断敏

感性、预测病情进展及揭示内在发病机制意义重

大。近年研究发现，在慢性心衰患者血浆中，有多

种microRNA（miRNA）表达异常［2-4］。miRNA由 20~
25个核苷酸组成，是一类新的非编码RNA，通过转

录后调节影响细胞的基因表达，在多种疾病中发挥

重要作用［5］。近期研究发现miRNA可游离于细胞

之外，在循环血中能稳定存在，可以方便快速地进

行非侵入性检测，具有重要的临床应用价值，可能

成为新的诊断标志物，或作为药物治疗靶点［6-7］。

研究显示，miRNA在冠心病、慢性心衰等心血

管系统疾病的发病中发挥重要作用，在患者血浆中

的表达亦与健康对照不同，从而可能成为疾病诊断

的标志物［8］。心衰致病原因多样，虽最终结果均表

现为心功能不全，但在发病过程中，不同的致病原

因可能有各自的调节机制。目前针对单纯原发性

DCM患者的miRNA表达谱芯片检测较少。本研究

入选明确诊断的DCM患者，利用miRNA Array技术

对 2 006个人类相关miRNA进行检测分析，拟明确

DCM血浆miRNA表达谱的差异，了解这种差异与心

功能分级之间的关系，以发现新的血清标志物并为

后续机制研究提供基础。

1 对象和方法

1.1 对象

选取南京胸科医院心脏科2014年1月—2015年
8月收住的38例明确诊断的原发性DCM患者，所有

患者均符合Framingham诊断标准，心脏彩超提示全

心扩大，射血分数（ejecfion fracfion，EF）值<50%，NT⁃
proBNP> 1 500 pg/mL，依据纽约心脏病协会（New
York Heart Association，NYHA）心功能分级标准评价

患者的心功能；排除高血压性心脏病、瓣膜性心脏

病、肺源性心脏病等继发性心衰；此外，所有患者均

经冠状动脉造影排除缺血性心肌病。对照组 30例
为本院健康体检人群，除外心血管疾病史及其他系

统疾病。详细采集患者的临床资料：包括年龄、性

别、既往疾病史、肝肾功能、NT⁃proBNP，测量左室舒

张末内径（left ventricular end ⁃ diastolic dimension，
LVEDd）、左室射血分数（left ventricular ejection frac⁃
tion，LVEF）。所有患者均符合伦理学标准并签署知

情同意书。

1.2 方法

1.2.1 miRNA筛选

对入组的 8例原发性DCM患者及 4例健康患

者，采用 Agilent Human miRNAs Array（V19.0）芯片

技术进行miRNA筛选。样品总RNA利用NanoDrop
ND⁃2000（Thermo Scientific公司，美国）定量并经Ag⁃
ilent Bioanalyzer 2100（Agilent Technologies公司，美

国）检测RNA完整性。RNA质检合格后，参照芯片

标准流程进行样本标记、芯片杂交以及洗脱。洗脱

后利用Agilent Scanner G2505C（Agilent Technologies
公司，美国）扫描得到原始图像。

杂交图片使用Agilent Feature Extraction（vl0.7）
软件进行分析后获得原始数据，原始数据需经Agi⁃
lent GeneSpring软件进一步统一化处理，随后即可

用 SAM v4.0（Significance Analysis of Microarrays，
SAM）软件统计分析显著性差异表达的miRNA。q⁃
value表示该miRNA被选为显著性差异基因的最小

错误发生率，q⁃value<0.05为差异筛选miRNA的标

准，0为最严格标准。对差异miRNA进行非监督层

次聚类，利用热图形式展示差异miRNA在不同样本

间的表达模式。接着，利用3个数据库（TargetScan、
miRBD和miRPathDB）共同对差异miRNA进行靶基

因预测。

1.2.2 血浆总RNA提取

所有入组者均于入院后从肘静脉抽取静脉血

6 mL，置于乙二胺四乙酸（EDTA⁃K2）无菌抗凝试管

中，以4 000 r/min离心15 min，将上层血浆转移至洁

净的 2 mL EP管，-80 ℃冻存备用。取 200 μL血浆

采用Qiagen miRNeasy RNA extraction kits进行血浆

总RNA提取。

1.2.3 RT⁃PCR反应验证差异表达miRNAs
取 8 μL RNA产物进行逆转录反应。设计合成

目标miRNA引物，荧光定量 PCR验证目标miRNA
表达。miR⁃5196⁃5p RT⁃PCR引物序列：5′⁃GTCG⁃
TATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGA ⁃
TACGACCCCAAC⁃3′；miR⁃652⁃5p RT⁃PCR引物序
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列：5′ ⁃ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT ⁃
CGCACTGGATACGACTGAATG⁃3′，引物均购自上海

艾博思生物科技有限公司。反应体系为：2×SYBR
Green Master Mix 10 μL，2 μL RT产物，0.2 μmol/L 前

向和反向引物，加无菌双蒸水补足至20 μL。反应条

件为：95 ℃变性5 min；95 ℃ 15 s，62 ℃ 30 s，40个循

环。扩增结束后，所得实验结果直接在实时荧光定

量PCR 操作软件中进行比较分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 12.1数据处理软件。正态分布的计

量资料采用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采

用 t检验，不符合正态分布组间比较采用秩和检验，

计数资料采用χ2检验。相关分析采用Pearson相关分

析及偏相关分析，评价循环miRNA表达量与心衰病

程进展的关系。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般资料

本研究共入选DCM患者 38例（8例芯片检测，

30例后续验证），男 30例，女 8例，平均年龄（61.3 ±
16.7）岁。按照NYHA心功能分级主要为心功能Ⅱ~
Ⅳ级。所有患者均为特发性DCM，经冠状动脉造影

排除冠心病，此外无高血压、糖尿病、心脏瓣膜病变

等合并症，以排除继发性心衰。根据2014年美国糖

尿病指南诊断标准排除糖尿病患者：糖化血红蛋白

≥6.5%；或空腹血糖≥7.0 mmol/L；或糖耐量试验 2 h
血糖≥11.1 mmol/L；有糖尿病典型症状，随机血糖≥
11.1 mmol/L；无典型症状，应重复检验以证实结果。

入组患者中10例合并有房颤。对照组30例为健康

体检人群，均无心血管病及其他相关病史。DCM组

与对照组肌酐水平无显著差异，两组NT⁃proBNP、
LVEF值、LVEDd差异有统计学意义（P＜0.05，表1）。

2.2 DCM患者miRNA表达谱变化

与对照组相比，病例组共发现 36个有意义的

miRNA表达差异，其中 25个上调，11个下调。而

在所有表达差异的miRNA中，miR⁃5196⁃5p上调、

miR⁃652⁃5p 下调最明显（图 1）。因此选择 miR⁃
5196⁃5p、miR⁃652⁃5p在 30例DCM患者中做进一步

验证。

-3.0 0.0 3.0

55 51 52 56 31 33 1 30 18 35 24 37

Control（n=4） DCM（n=8）

hsa⁃miR⁃106b⁃5phsa⁃miR⁃6089hsa⁃miR⁃2861hsa⁃miR⁃6125hsa⁃miR⁃1246hsa⁃miR⁃652⁃5phsa⁃miR⁃6751⁃3phsa⁃miR⁃575hsa⁃miR⁃6732⁃3phsa⁃miR⁃4646⁃3phsa⁃miR⁃6855⁃3phsa⁃miR⁃7108⁃3phsa⁃miR⁃5196⁃5phsa⁃miR⁃4281hsa⁃miR⁃4516hsa⁃miR⁃4788hsa⁃miR⁃1225⁃5phsa⁃miR⁃1268ahsa⁃miR⁃4270hsa⁃miR⁃4442hsa⁃miR⁃4669hsa⁃miR⁃6124hsa⁃miR⁃4472hsa⁃miR⁃4689hsa⁃miR⁃7106⁃5phsa⁃miR⁃4499hsa⁃miR⁃6802⁃5phsa⁃miR⁃4655⁃3phsa⁃miR⁃6757⁃5phsa⁃miR⁃7845⁃5phsa⁃miR⁃1914⁃3phsa⁃miR⁃3937hsa⁃miR⁃188⁃5phsa⁃miR⁃5195⁃3phsa⁃miR⁃6723⁃5phsa⁃miR⁃8063

图1 芯片筛选出DCM患者36个miRNA的表达差异

Figure 1 Differential expression of 36 miRNAs in DCM patients from miRNA array

表1 两组主要生化指标及心功能比较

Table 1 Comparison of the main biochemical parameters
and cardiac function between two groups

指标

NT⁃proBNP（pg/mL）
肌酐（μmol/L）
LVEF（%）

LVEDd（mm）

DCM组（n=38）
3 755.36 ± 856.38
00 95.36 ± 58.36
00 41.20 ± 5.91
00 64.58 ± 4.40

对照组（n=30）
169.50 ± 84.39
073.68 ± 22.99
062.80 ± 3.54
0048.6 ± 3.31

P值

<0.01
0.09

<0.01
<0.01
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2.3 miR⁃5196⁃5p、miR⁃652⁃5p在DCM患者中的验证

30例独立DCM患者的验证结果与芯片筛查结

果相一致。与健康对照组相比，DCM患者miR⁃5196
⁃5p表达水平显著升高，miR⁃652⁃5p水平显著下调

（图2）。

2.4 miR⁃5196⁃5p、miR⁃652⁃5p的表达变化与心功

能指标相关性的分析

心功能各指标之间的相关性分析显示，LVEF值

分别与LVEDd、NT⁃proBNP呈负相关，与既往报道一

致（表2）。Pearson相关分析显示，miR⁃5196⁃5p上调

水平与LVEDd呈正相关，miR⁃652⁃5p水平与LVEDd、
NT⁃proBNP呈负相关，与LVEF值呈正相关（表3）。
2.5 靶基因预测

在 TargetScan、miRBD 和 miRPathDB 数据库中

分别预测miR⁃5196⁃5p、miR⁃652⁃5p的靶基因，结合

目前国际上公认的DCM相关基因，分别筛选出miR⁃
5196⁃5p高度相关靶基因VCL、miR⁃652⁃5p高度相关

靶基因RBM20等（表 4）。VCL基因编码的 vinculin
蛋白是一种细胞间及细胞与基质连接相关的细胞

骨架蛋白，VCL的功能缺陷可引起DCM［9］。目前已

发现该基因的多个剪接转录变异体，但一些变体的

生物有效性尚未确定。miR⁃5196⁃5p上调可能通过

下调VCL表达导致DCM。RBM20编码RNA结合蛋

白 20，并调节对靶基因的剪接功能。报道显示该

基因的突变可导致特发性DCM，并与较差预后有

关［10］。miR⁃652⁃5p可能通过调节RBM20的表达导

致心功能不全。此外，尚预测到多个与细胞生长、

凋亡等相关的靶基因，根据目前报道，这些基因可

通过调节心肌细胞凋亡、纤维化、心肌重塑等机制

影响心衰的发生与发展。

3 讨 论

研究发现miRNA的表达存在着组织特异性，心

肌组织和骨骼肌存在不同的miRNA表达谱。人心

衰心肌miRNA表达谱由Ikeda等［11］首次报道，对57例
心衰患者（包括缺血性心肌病、DCM和主动脉狭窄

所致的心衰），检测428个miRNA，与对照组比较，有

87个miRNA异常表达，其中7个在3组中表达相同，

但是3组患者心肌中的miRNA表达谱各有特点，这

A：DCM患者miR⁃5196⁃5p表达水平显著升高；B：DCM患者miR⁃
652⁃5p水平显著下调。

图2 miR⁃5196⁃5p和miR⁃652⁃5p在DCM组及对照组中的

表达水平

Figure 2 Expression levels of miR⁃5196⁃5p and miR⁃652⁃
5p in DCM patients and controls
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表2 NT⁃proBNP、LVEDd、LVEF值之间的相关分析模型

Table 2 Correlation analysis model between NT⁃proBNP，
LVEDd，and LVEF values

因素素

LVEF
因素

Pearson 相关性

显著性（双侧）

LVEDd
-0.839**

＜0.001

NT⁃proBNP
-0.427*

-0.033*

表 3 miR⁃5196⁃5P，miR⁃652⁃5P与NT⁃proBNP、LVEDd、
LVEF值的相关分析

Table 3 Correlation analysis of miR⁃5196⁃5P，miR⁃652⁃5P
with NT⁃proBNP，LVEDd，and LVEF values

因素因素

miR⁃5196⁃5P
0
miR⁃652⁃5P

因素

Pearson 相关性

显著性（双侧）

Pearson 相关性

显著性（双侧）

NT⁃proBNP
-0.092
-0.663
-0.416
-0.039

LVEDd
-0.531
-0.006
-0.690

＜0.001

LVEF
-0.224
0.282
0.603
0.001

表 4 TargetScan、miRBD和miRPathDB数据库预测miR⁃
5196⁃5p、miR⁃652⁃5p相关靶基因

Table 4 Correlative target genes of miR⁃5196⁃5p and miR⁃
652⁃5p predicted by TargetScan，miRBD and miR⁃
PathDB

miRNA
miR⁃5196⁃5p
miR⁃652⁃5p

相关靶基因

VCL、CCND1、AKT1、WNT5A、ABL1
RBM20、NOTCH4、PTEN、MMP16、MMP2、
MAPK8、FGF2
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提示除共同的终末期表现形式以外，不同病因的心

衰有其特定的病理基础。Sucharov等［12］也证实了缺

血性心肌病和DCM心衰患者心肌有独特的miRNA
表达，因此某些miRNA可能成为表型差异的生物学

标记。临床研究中，患者心肌难以获取，而血样本

检测对诊断及病情评估更为普遍实用。自miRNA
被发现在循环血中可稳定存在，其在肿瘤、血液、心

血管、神经系统等疾病的诊断、治疗效果评估等方

面的探索就不断深入［13-15］。研究证明，多种miRNA
可在心衰患者血循环中表达升高，其可能机制主要

有心肌细胞损伤释放细胞特异性miRNA，如miR⁃1、
miR⁃133a/b、miR⁃208、miR⁃499等；主动性细胞外分

泌调节，如miR⁃423⁃5p等［16］。引起心衰的原因很

多，虽最终表现为慢性左心功能不全，但其发病过

程及发病机制可能存在差异，因此，研究结果可能

会因入组标准的不同产生差异。本研究针对特发

性DCM患者，排除其他可能导致心衰的原因，如缺

血性心肌病、高血压性心脏病、瓣膜性心脏病等，并

以miRNA芯片检测作为工具，分析DCM患者的循

环miRNA表达特点，加深对DCM的了解，以期在疾

病诊断及治疗中发挥作用。

随着研究深入，更多miRNA被发现，研究证实

的人类miRNA有2 000个左右。尽管不同研究者以

健康和病态的心脏为标本，采用多种方法尝试识别

其完整的miRNA表达，并筛选出数个较为公认的心

肌细胞特异性miRNA，但目前为止，尚无血浆样本

与心肌组织的一对一对比研究，而幼儿与成人的心

衰表达谱也存在差异［17］，这些问题均说明miRNA在

心衰中的表达与作用机制仍不明确，并远比最初认

识的复杂。Leptidis等［18］对 7例DCM、5例肥厚性心

肌病患者心肌组织小RNA进行高通量深度测序，发

现DCM患者心脏miRNA的异常表达多于目前报道

数量，并发现了一组新的miRNA表达差异。相对于

心肌组织，循环中的miRNA表达有其自身特点，而

不同研究也得出有差异的结果。Marques等［19］对9例
充血性心衰患者分别采取动脉及冠状静脉窦血样，

对目前认为的 84种心脏相关miRNA进行分析，试

图探索心衰患者循环中miRNA表达不同的机制。

研究发现，15种miRNA在冠状静脉窦和动脉血样中

表达有明显差异，其中 5种考虑为心肌释放入血，

10种表现为心肌吸收。因miRNA分布广泛，作用机

制复杂，人体是一个综合的整体，在疾病发生发展

过程中，各个器官可能通过外分泌方式互相作用，

单纯针对心肌组织丰富的miRNA筛查可能会有所

局限［20］。本课题利用 miRNA Array 技术，在 8 例

DCM患者血浆中对人类 2 000余个miRNA进行检

测，发现了36个有意义的miRNA表达差异，其中25个
上调，11个下调。而miR⁃5196⁃5p上调、miR⁃652⁃5p
下调最明显。在后续30例DCM患者中做进一步验

证，结果符合芯片检测结果。Pearson相关分析显

示，miR⁃5196⁃5p上调水平与LVEDd呈正相关，miR⁃
652 ⁃ 5p 水平与 LVEDd、NT⁃proBNP 呈负相关，与

LVEF呈正相关，该结果显示了这两种miRNA与心

衰病程进展直接相关。

Pilbrow等［21］对 35例急性冠脉综合征患者循环

中 375个miRNA分析显示，miR⁃652可作为急性冠

脉综合征的诊断及心梗后心衰评估的新的生物标

志物。作为同一前体产物，目前尚无miR⁃652⁃5p以
及miR⁃5196⁃5p与心衰关系的相关报道，针对目前

国际上公认的DCM相关基因，在TargetScan、miRBD
和miRPathDB数据库中分别筛选出DCM相关的靶

基因VCL、RBM20等。miR⁃5196⁃5p、miR⁃652⁃5p表
达差异的具体机制是因心肌释放入血增加或是因

心肌摄入所致，这两种miRNA通过何种途径影响心

衰的发病与发展，其表达水平是否与预后相关等一

系列问题，尚需后续研究进一步证实。

本研究通过miRNA芯片技术，对 8例特发性

DCM血浆miRNA表达谱进行测定，发现了2种新的

miRNA表达差异与病程发展相关。预测了这 2种

miRNA的相关靶基因，并将通过后续研究发现其可

能的致病机制。
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