
新生儿呼吸窘迫综合征（respiratory distress syn⁃
drome，RDS）是一种肺功能不全的疾病，多在出生后

不久发病，生后 2 d内进行性加重。RDS临床表现

为早期呼吸窘迫，根据胸部X线片呈典型的磨玻璃

样表现和支气管充气征可以确诊，如不及时治疗，

可因顽固性低氧血症和呼吸衰竭而死亡。RDS是

由于肺表面活性物质缺乏及肺组织结构不成熟所

致，主要见于早产儿，但足月儿也可发生，胎龄越

小，RDS发生率越高。

微小RNA是一类高度保守、由18~24个核苷酸

组成的内源性非编码RNA，它通过与目标mRNA互
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［摘 要］ 目的：探讨早产儿呼吸窘迫综合征（respiratory distress syndrome，RDS）患儿外周血血清中miR⁃21的表达水平及其

临床意义。方法：选取2015年6—12月入住南京医科大学第一附属医院新生儿监护病房的RDS患儿30例；对照组为非RDS早
产儿共21例，使用逆转录PCR法检测外周血血清中miR⁃21的表达水平，并分析各组病例的临床特点。结果：RDS患儿血清中

miR⁃21表达水平明显高于对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）。中重度RDS组miR⁃21表达水平有明显增加趋势，但目前尚

未发现差异有统计学意义。RDS患儿中使用肺表面活性物质（pulmonary surfactant，PS）组miR⁃21表达水平明显增加（P <
0.05）。结论：血清miR⁃21表达水平与RDS密切相关，提示miR⁃21在RDS发病机制中起一定作用。
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Serum miR⁃21 expression level in infant respiratory distress syndrome
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［Abstract］ Objective：To determine the pathological significance of serum miR⁃21 expression level in premature respiratory distress
syndrome（RDS）infants. Methods：Randomized blood samples were collected from RDS and non⁃RDS infants in the Neonatal Intensive
Care Unit（NICU）of Jiangsu Province Hospital from June to December 2015. Total RNA was extracted from each blood sample and
reverse transcribed into complementary DNA（cDNA）. We used real⁃time reverse transcription polymerase chain reaction（RT⁃PCR）
technique to determine the serum miR ⁃ 21 expression levels in the RDS and the non ⁃RDS groups（n=30 and n=21，respectively）.
Unpaired student t⁃test was used to compare the significance between groups. Results：The serum miR⁃21 expression level in the RDS
group was significantly higher than that in the control group（P < 0.05）. The miR⁃21 expression levels in the moderate to severe RDS
groups appeared to be higher than that in the mild groups，however，statistic significance was not reached in our study. In addition，the
RDS group that received pulmonary surfactant therapy had significant increase in miR⁃21 expression levels（P < 0.05）. Conclusion：
Serum miR ⁃ 21 expression level is closely related to the development of infant RDS，suggesting that miR ⁃ 21 is involved in the
pathogenesis of infant RDS.
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补配对，导致mRNA降解或抑制其翻译来调控基因

的表达，进而参与细胞的生长发育、代谢、凋亡等过

程，参与多种疾病的发生、发展。miR⁃21的编码基

因定位于17q23.2，即液泡膜蛋白基因（vacuole mem⁃
braneprotein⁃1，VMP1）的第 10内含子区［1］。目前研

究发现miR⁃21在许多生物学功能和疾病中有重要

作用，如免疫功能的调控、癌症、心血管疾病、炎

症。miR⁃21的高水平与多种肺部疾病相关，例如特

发性肺纤维化、慢性阻塞性肺病（COPD）［2］以及支气

管哮喘［3］。在免疫缺陷或不足的疾病中，抑制miR⁃
21表达可促进炎性反应进程。与之相对的是，miR⁃
21也可促进炎性反应发展。新生儿RDS是一种以

缺乏肺表面活性物质为病理特征的疾病。在缺乏肺

表面活性物质的基础上，继发感染所致的炎性反应可

加速疾病进展。目前，miRNA在新生儿RDS中的作

用尚不明确，本研究通过检测早产儿RDS患儿外周

血miR⁃21的表达改变，探讨其在早产儿RDS的作用。

1 对象和方法

1.1 对象

选取2015年6—12月入住南京医科大学第一附

属医院新生儿监护病房的早产儿，28周≤胎龄<37周，

以RDS患儿 30例为试验组，非RDS早产儿 21例为

对照组。收集RDS患儿和非RDS早产儿的外周血。

实验组纳入标准：根据欧洲早产儿呼吸窘迫综合征

防治共识指南（2013版）［4］中的Vermont Oxford新生

儿协作网对新生儿RDS的定义：吸室内空气时患儿

血氧分压（PaO2）<50 mmHg（6.6 kPa）（1 mmHg=
0.133 kPa），存在中央性紫绀，需吸氧才能维持

PaO2>50 mmHg（6.6 kPa），并伴有典型胸部 X线表

现，除外先天性肺发育畸形、终末期肺、肝、肾等脏器

功能衰竭患儿。对照组纳入标准：28周≤胎龄<37周，

排除RDS和其他先天畸形者。

1.2 方法

1.2.1 RNA提取

收集病例组和对照组外周血 4 mL，按照血清

RNA提取试剂盒（Life Technologies公司，美国）说明

书步骤提取总RNA，保存待用。

1.2.2 引物设计与合成

根据miRBase数据库中miR⁃21基因序列，设计

miR⁃21引物。选取U6为内参。引物由上海生工生

物公司合成（表1）。
表1 PCR引物序列

Table 1 Sequences of PCR primers
基因名称

miR⁃21

U6

引物名称

茎环引物

上游引物

下游引物

茎环引物

上游引物

下游引物

引物序列（5′→3′）
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACA
TCGGCGGTAGCTTATCAGACTGA
ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG
AACGCTTCACGAATTTGCGT
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.2.3 miRNA逆转录

提取总RNA为模板，设计相应的茎环引物进行

逆转录反应，反应条件：16 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，
80 ℃ 5 min。
1.2.4 实时定量PCR反应

采用RT⁃PCR试剂盒（TaKaRa公司，日本），在

Real⁃time PCR仪上进行扩增反应。反应条件为：

95 ℃ 5 min预变性；然后按 90 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，
72 ℃ 1 min，共40个循环。

1.3 统计学方法

实验结果以均数±标准差（ x ± s）表示，应用

SPSS 12.0 统计分析软件对实验数据进行统计学处

理，两组间比较采用独立样本 t检验，P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组病例临床资料分析

两组中，男女比例存在差异，男孩人数明显高

于女孩（分别为 24∶6和 15∶6）；均以剖宫产患儿多

见。在对照组中，产前使用激素的比例更高（是/否，

15/6），而RDS组较低（是/否，16/14，表2）。
2.2 两组患儿miR⁃21表达水平比较

与对照组相比，RDS组miR⁃21表达水平明显增

加，差异有统计学意义（P < 0.05，表3）。
2.3 RDS组临床资料分析

根据发病初次影像学表现（生后6 h）将RDS组患
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儿分为两组：轻度RDS（Ⅰ~Ⅱ级）14例、中重度RDS
（Ⅲ~Ⅳ级）16例，中重度RDS组miR⁃21表达水平有

明显增加趋势，但未发现统计学差异（表4）。
RDS患儿发病后根据病情严重程度是否使用

肺表面活性物质（pulmonary surfactant，PS）（是/否，

21/9），分为未使用 PS 组和使用 PS 组，使用 PS 组

miR⁃21 表达水平明显增加（P < 0.05，表 5），考虑

miR⁃21与肺损伤的严重程度相关。

3 讨 论

RDS是严重危害新生儿生命的危重疾病，研究

发现RDS主要是由于肺表面活性物质缺乏和肺发

育不成熟所致［14］。miRNA是一类广泛存在于真核

生物中的内源性短片段非编码RNA分子，参与了人

类至少30%基因的表达调控。目前已有许多动物和

临床研究证明，miRNAs参与肺发育的过程并参与

许多肺部疾病的发病［5］。miRNAs表达水平的改变

可诱导或促进多种肺部疾病的发生和发展，如支气

管肺发育不良、慢性阻塞性肺病、哮喘等［6-8］。

单个miRNA与疾病相关性更是目前研究的重

点，例如miRNA⁃133在心肌细胞内的高表达可减少

心肌缺血再灌注后心肌细胞的凋亡，对心肌产生保

护作用；miRNA⁃101在肾脏上皮细胞中的表达提示

其与肾脏纤维化的进程反向相关，可作为提示肾脏

纤维化的指标；miRNA⁃21因为其在甲状腺乳头癌

与癌旁组织中表达存在明显差异，有作为病理诊断

指标的可能［9］。与组织样本相比，血浆中miRNA因

为取样方便，且具有无创性，更加受到关注，例如

miRNA⁃155在乳腺癌患者血浆中的表达较非乳腺

癌患者对照组明显增加；miRNA⁃595在慢性乙肝所

致肝衰竭早期患者血浆中的表达较对照组明显升

高；miRNA⁃16在系统性红斑狼疮（SLE）患者活动期

的表达与临床SLE活动指标呈正相关。这些基础研

究都为将来应用外周血miRNA作为临床疾病诊断

或预后的参考标准打下了坚实的基础。

本研究中的miR⁃21是近年来备受关注的miR⁃
NA之一，它在肿瘤的发生和发展、心血管系统疾

病、神经系统疾病、内分泌系统疾病、呼吸系统疾病

等多种疾病中发挥重要作用［10-14］。本研究发现在

RDS患儿外周血血清中miR⁃21表达水平较对照组

明显增高，说明miR⁃21可能与RDS的发病相关。分

析不同RDS分级（Ⅰ~Ⅳ级）患儿血浆中miR⁃21的表

达量，轻度RDS与中重度RDS血浆中miR⁃21表达无

显著统计学差异，仅可见差异表达趋势，可能与RDS
分组后样本量偏少，组间差异小有关系，在接下来的

研究中可扩充样本量，收集不同时期的RDS标本完

善。另外，研究还发现，miR⁃21与肺损伤的严重程

度有关。诚然，miR⁃21在血清的高表达并不代表其

参与了RDS疾病的病程，或对RDS病程存在影响，

但有望作为RDS早产儿的血清学生物标志物，为早

期发现、早期诊断及治疗早产儿RDS，降低病死率

提供帮助。

表2 RDS组和对照组临床资料

Table 2 Clinical information of infant in two groups
临床资料

性别

男

女

生产方式

顺产

剖腹产

产前使用激素

是

否

胎龄（周）

出生体重（g）

RDS组（n=30）

24
06

06
24

16
14

00 31.05 ± 3.42
1 694.01 ± 395.24

对照组（n=21）

15
06

07
14

15
06

00 32.87 ± 5.06
1 754.21 ± 436.58

表3 miR⁃21在RDS组和对照组中的表达水平差异

Table 3 The expression levels of miR⁃21 in two groups
组别

RDS组
对照组

t值

P值

miR⁃21表达水平

1.65 ± 0.71
0.64 ± 0.38

2.312
0.028

表4 miR⁃21在不同RDS组中的表达水平差异

Table 4 The expression levels ofmiR⁃21 in twoRDS groups
组别

轻度RDS组
中重度RDS组
t值

P值

miR⁃21表达水平

1.43 ± 0.60
1.85 ± 0.78

1.641
0.112

表5 使用PS对miR⁃21表达水平的影响

Table 5 Impact of PS on miR⁃21 expression levels in RDS
patients
组别

未使用PS组
使用PS组
t值

P值

miR⁃21表达水平

1.23 ± 0.66
1.83 ± 0.68

2.239
0.033
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目前尚不清楚RDS患者血浆中的高miR⁃21水
平是否促进疾病进展，亦或是对RDS产生保护作

用。miR⁃21通过与PTEN的mRNA结合，对其表达产

生抑制作用［15］。据报道，PTEN的基因敲除可以增强

中性粒细胞的功能，并且增强机体免疫力，从而减少

肺部细菌感染［16］。在RDS中，增加的miR⁃21水平可

降低PTEN表达，从而对肺部感染起保护作用。与此

同时，miR⁃21可逆向调控TNF⁃α表达，而TNF⁃α显著

减少肺表面活性物质表达。综上所述，miR⁃21可通

过增加肺表面活性物质的生成，以及中性粒细胞功

能从而在RDS中起保护作用。进一步研究需要从分

子生物学角度探讨miR⁃21以及其调控对象的信号通

路在RDS中的作用。这些研究可为miR⁃21是否参与

疾病病理过程，或者是否可作为疾病病程变化的血清

参照物提供有价值的信息。在分析血浆中miR⁃21表
达量的同时，也可在未来应用基因敲除技术如Crispr
Cas9敲除小鼠的miR⁃21基因，并分析其对LPS所诱

导的新生小鼠RDS的敏感性和病程的关系。本研究

也存在一定局限性：如肺泡灌洗液中的miR⁃21水平

相较于血浆中miRNA可能更加敏感，并更加准确地

预测其与RDS的相关性。但由于在临床工作中，新

生儿支气管较成人偏细，且患儿病情变化快，纤支镜

在新生儿中几乎从不使用，这使得获得肺泡灌洗液几

乎不可能。在未来研究当中，分析血清miRNA⁃21与
临床新生儿RDS分期和病程的关系应成为重点。
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