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%和转化生长因子"
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的表达水平!以及调控心肌梗死后心室

重构发生的作用机制&方法
!

选取
%00

例临床和心电图确诊为心肌梗死患者血浆和
*00

例健康体检人群血浆!分别采用荧光定

量
#$(

检测各组血浆
1D(8%*

和
I<a8

$

*

的表达水平&结果
!

与健康对照组比较!心肌梗死患者血浆
1D(8%*

的表达在心肌梗死

后第
&

天'第
:

天'第
*/

天!分别为
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!

HE+&+G:̀ 0+%.
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与左心室舒

张末内径呈正相关"
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心力衰竭是急性心肌梗死$

3V,

&最严重的并发症之一#发

病凶险#致残率和致死率均高#目前认为心肌梗死后发生心室

重构是具有一定临床意义的'

1D(23

$

1D(

&是一类非编码的

小分子
(23

#通过抑制靶基因的翻译过程#参与许多重要的生

物学过程(

*

)

'

1D(

具有组织特异性#并在循环血中稳定表达#

越来越多的
1D(

已成为疾病早期诊断*监测复发的标志物和

治疗靶点'有研究表明#在
1D(

心肌梗死后的病理过程中起

着重要的调节作用(

%

)

'过表达
1D(8%*

通过调节信号传导通路

诱导的心肌细胞凋亡#促进心室重构(

&

)

'本研究以本院患心肌

梗死的住院患者为研究基础#观察心肌梗死过后心室重构过程

中血浆
1D(8%*

和
I<a8

$

*

表达水平#并探讨其发病机制'

D

!

资料与方法

D+D

!

一般资料
!

选取
%0*&

年
.

月至
%0*.

年
F

月在本院心血

管内科住院患者
%00

例#其中#男
*&0

例#女
:0

例#年龄
/'

!

G'

岁'根据心肌梗死全球统一定义的第
*

条诊断标准(

/

)

!心脏生

化标志物$最好是肌钙蛋白&增高或增高后降低#至少有
*

次数

值超过参考值上限的
FF

百分位值#并有以下至少
*

项心肌缺

血证据!缺血症状%提示新的心肌缺血的心电图变化#即新的

"I

段改变或左束支传导阻滞%心电图出现病理性
g

波%影像

学证据提示#新的活力心肌丧失或新的区域性心壁运动异常'

对照组选择
*00

例本院健康体检人群#其中#男
.0

例#女
.0

例#年龄
/.

!

G.

岁'

D+E

!

仪器与试剂
!

(23

反转录试剂盒和
"d)(

试剂$日本

I3Z3(3

公司&%化学修饰的
1D(8%*1D1D6

$上海吉玛生物有

限公司&%实时荧光定量
#$(

$

W

(I8#$(

&仪$美国
),S

公司&%

蛋白提取试剂盒$碧云天&%

I<a8

$

*

检测试剂盒$上海生工生物

科技有限公司&'

D+F

!

方法

+

&*.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!

2C+*'

"

基金项目"广东省自然科学基金资助项目$

"%0*&0*00*/G/%

&%广东省中医药局科研课题$

%0*.**0G

&'

!!

作者简介!何凤屏#女#教授#主要从事分子生物学方面的研究'
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!

血浆中
1D(

的提取和检测
!

心肌梗死患者在发病入

院后第
&

天*第
:

天*第
*/

天采血
&19

$

T7I3

抗凝&离心后#

应用
1D@6N?;1D(

提取分离试剂盒$北京天根公司&提取血浆

中
1D(

'应用美国
),S

公司的实时荧光定量
#$(

仪检测血浆

中
1D(8%*

的表达量#用
I3Z3(3

反转录试剂盒#利用茎环结

构引物特异性反转
1D(8%*

和
-G

'第一步引物退火#去
%

E

(23

与
*91D(8%*

$

*001

E

"

9

&和
*9-G

$

*001

E

"

9

&特异性

茎环结构引物混合#反应条件为
:0X*01DA

#

/X*01DA

'第

二步合成
6723

第
*

链#在混合物中分别加入
*0h5NMM;@

*

%9

V

E

$B

%

$

%0+'1CB

"

9

&*

*9

反转录酶#补水至
%09

#充分混匀#反

应条件为
&:X*L

#

/X*01DA

'生成的
6723

取
*9

#与
*0

9h"d)(

混合#再加入
:9

水和
*9

上*下游引物#混匀为
%0

9

反应体系#反应条件为
F.X.1DA

#

F.X*.>

#

G0XG0>

#

/0

个循环'

1D(8%*

的表达水平用
$

W

值$荧光信号达到设定阈值

所经的循环数&表示#

-G

作为内参'引物序列#见表
*

'

表
*

!!

目的基因茎环引物及
#$(

引物序列

引物名称 序列$

.U

!

&U

&

1D(8%*

反转录
<I$<I3I$$3<I<$<I<I$<I<<3<I$<

<$33II<$3$I<<3I3$<3$I$33$3I

-G

反转录
$<$II$3$<33III<$<I<I$3I

1D(8%*

W

(I8#$(

上游!

I3<$II3I$3<3$I<3I<II<3

下游!

3<I<$<I<I$<I<<

-G

W

(I8#$(

上游!

<$II$<<$3<$3$3I3I3$I333I

下游!

$<$II$3$<33III<$<I<I$3I

D+F+E

!

实时荧光定量
#$(

检测外周血中
I<a8

$

*

1(23

!

心

肌梗死患者在发病入院后第
&

天*第
:

天*第
*/

天采血
&19

$

T7I3

抗凝&离心后#应用
(23

提取分离试剂盒$北京天根

公司&提取血浆中
I<a8

$

*

1(23

'实时荧光定量
#$(

技术是

指在
#$(

反应体系中加入荧光基团#利用荧光信号积累实时

监测整个
#$(

进程#最后通过标准曲线对未知模板进行定量

分析的方法'引物设计!根据
<;A;)KAb

提供的
I<a8

$

*

1(8

23

序列$

<;A;)KAb

号!

3a%::FF&

&和
<3#7!

序列$

<;A;8

)KAb

号!

3d&FF'*&

&由上海生工生物科技有限公司设计并提

供'目的基因
I<a8

$

*

引物!上游$

.U

!

&U

&

a

!

<3$<$I<33I

<<$I$I$3<3

#下游$

.U

!

&U

&

(

!

<<3$$I<$ I33$$3<8

<$I

#扩增片段长度为
*:G5

4

%内参基因
<3#7!

引物!上游

$

.U

!

&U

&

a

!

3$$3$$3I<<3<33<<$$<<

#下游$

.U

!

&U

&

(

!

3$33$III<<$3II<I<

#扩增片段长度为
%0.5

4

'

D+F+F

!

总
(23

的提取
!

取
&19

$

T7I3

抗凝&离心后放置于

*+.19

离心管$

(2K>;8a@;;

&中#然后加入
*19I@DfCB

#颠倒混

匀后#室温放置
.1DA

#使其充分裂解#最后放入
]'0X

冰箱保

存备用%将所有冰箱里的标本取出室温解冻后#

*%000@

"

1DA

离心
.1DA

#弃沉淀%加入
%00

%

9

氯仿$

/X

预冷&#颠倒混匀后

室温放置
*.1DA

#

/X*%000@

"

1DA

离心
*.1DA

%吸取上层水

相至另一离心管 $

(2K>;8a@;;

&中#加 入
0+. 19

异 丙 醇

$

]%0X

预冷&颠倒混匀数次#室温放置
.

!

*0 1DA

#

/ X

*%000@

"

1DA

离心
*01DA

#弃上清#

(23

沉于管底%加入
:.Y

乙醇$

]%0 X

预冷&#温和振荡离心管#悬浮沉淀#

/ X '000

@

"

1DA

离心
.1DA

#尽量弃上清%室温晾干或真空干燥
.

!

*0

1DA

#最后加入
.0

%

97T#$

处理的
!

%

S

#适当混匀#离心备用'

D+I

!

心肌梗死患者左心室功能的临床资料
!

采用心脏超声心

动图检查各组的左心室射血分数*左心室舒张末内径*左心室

舒张末容积*左心室后壁厚度*舒张末室间隔厚度*左心室质量

指数的变化以及与心肌梗死后不同时间段变化的相关性#证实

在不同时期
V,

后重构演变的表达及影响心功能异常变化#笔

者采用心脏超声心动图检查各组左心室功能变化#见表
%

'

表
%

!!

各组心肌梗死后左心室功能变化%

M È

&

组别
左心室射血分数

$

19

&

左心室舒张末内径

$

11

&

左心室舒张末容积

$

11

&

左心室后壁厚度

$

11

&

舒张末室间隔厚度

$

11

&

健康对照组
0+:'̀ 0+0' /:+*̀ %+' :/+:̀ *%+% :+F̀ 0+G '+%̀ 0+:

急性心肌梗死后第
&

天组
0+&.̀ 0+*&

"

:%+%̀ /+G

"

*%:+.̀ /:+G

"

'+%̀ 0+: '+'̀ 0+'

急性心肌梗死后第
:

天组
0+/%̀ 0+*/

"

G'+&̀ &+.

"

**%+0̀ /&+F

"

**+F̀ *+&

(

**+%̀ *+*

(

急性心肌梗死后第
*/

天组
0+.G̀ 0+*G

"

.'+.̀ &+/

(

F&+/̀ /*+/

"

*/+'̀ *+:

#

*.+*̀ *+.

#

!!

注!与健康对照组比较#

"#(

!

$

0+0.

'

!!

表
%

显示#在心肌梗死后发生的第
&

天心肌严重缺血#发

生左心室射血分数减少#左心室舒张末内径扩大#左心室舒张

末容积升高%在心肌梗死后第
:

天心肌严重缺血略有改善#左

心室射血分数仍显示减少#左心室舒张末内径仍扩大#左心室

舒张末容积升高#左心室后壁厚度和舒张末室间隔厚度显示增

厚%在心肌梗死后发生的第
*/

天#心肌缺血有明显改善#左心

室射血分数有所升高#左心室舒张末内径仍显示扩大#左心室

舒张末容积升高#左心室后壁厚度和舒张末室间隔厚度显示明

显增厚#左心室质量指数明显增加'

D+J

!

统计学处理
!

采用
"#""*%+0

统计软件进行分析#试验

数据以
M È

表示#

%

组间均数比较采用
<

检验%多组均数间比

较采用单因素方差分析#组间多重比较采用
9"78<

检验#以

!

$

0+0.

为差异有统计学意义'

E

!

结
!!

果

E+D

!

心肌梗死患者左心室功能的变化
!

入选心肌梗死患者左

心室功能的临床资料见表
%

'心肌梗死后在不同的时间段心

功能发生变化'在心肌梗死后发生的第
&

天心肌严重缺血#发

生左心室射血分数明显减少*左心室舒张末内径扩大*左心室

舒张末容积升高#与健康对照组比较#心肌梗死后第
&

天的心

功能变化差异有统计学意义$

!

$

0+0.

&%在心肌梗死后发生的

第
:

天心肌严重缺血略有改善#但是左心室射血分数减少*左

心室舒张末内径扩大*左心室舒张末容积升高*左心室后壁厚

度和舒张末室间隔厚度与第
&

天比较显示增厚$

!

$

0+0.

&#与

健康对照组比较#心肌梗死后第
:

天的心功能变化差异有统计

学意义$

!

$

0+0.

&%在心肌梗死后发生的第
*/

天心肌缺血有

明显改善#左心室射血分数仍未达到正常水平*左心室舒张末

内径扩大*左心室舒张末容积升高#左心室后壁厚度和舒张末

室间隔厚度分别与第
&

天和第
:

天比较显示明显增厚$

!

$

0+0.

&#与健康对照组比较#心肌梗死后第
*/

天的心功能变化

差异有统计学意义$

!

$

0+0.

&'

+

/*.%

+
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E+E

!

心肌梗死后第
&

天*第
:

天和第
*/

天血浆
1D(8%*

和

I<a8

$

*

1(23

表达
!

1D(8%*

和
I<a8

$

*

1(23

在心肌梗死

后发生的第
&

天*第
:

天*第
*/

天表达上调$详见表
&

&#各组间

比较差异有统计学意义$

!

$

0+0.

&'与健康对照组比较#心肌

梗死后发生的第
&

天
1D(8%*

表达上调$

0+:/`0+%*HE+

%+G%̀ 0+%&

#

!

$

0+0.

&*心肌梗死后发生的第
:

天
1D(8%*

表

达上调$

0+:/̀ 0+%*HE+&+G:̀ 0+%.

#

!

$

0+0.

&*心肌梗死后发

生的第
*/

天
1D(8%*

表达上调$

0+:/`0+%*HE+/+*&`0+%:

#

!

$

0+0.

&'

I<a8

$

*

1(23

在心肌梗死后发生的第
&

天*第
:

天*第
*/

天表达与健康对照组比较#心肌梗死后发生的第
&

天

I<a8

$

*

1(23

表达上调$

0+F'`0+*'HE+%+&.`0+%/

#

!

$

0+0.

&*心肌梗死后发生的第
:

天
I<a8

$

*

1(23

表达上调

$

0+F'̀ 0+*'HE+&+*%̀ 0+%'

#

!

$

0+0.

&*心肌梗死后发生的第

*/

天
I<a8

$

*

1(23

表达上调$

0+F'̀ 0+*'HE+&+FG`0+&*

#

!

$

0+0.

&'

表
&

!!

两组心肌梗死患者血清
1D(8%*

#

I<a8

$

*

1(23

!!

表达水平比较%

M È

&

组别
1D(8%*

I<a8

$

*

1(23

健康对照组
0+:/̀ 0+%* 0+F'̀ 0+*'

急性心肌梗死后第
&

天组
%+G%̀ 0+%&

"

%+&.̀ 0+%/

"

急性心肌梗死后第
:

天组
&+G:̀ 0+%.

"#

&+*%̀ 0+%'

"#

急性心肌梗死后第
*/

天组
/+*&̀ 0+%:

"(

&+FG̀ 0+&*

"(

!!

注!与健康对照组比较#

"

!

$

0+0.

%与急性心肌梗死后第
&

天组比

较#

(#

!

$

0+0.

'

E+F

!

心肌梗死患者左心室舒张末内径与血浆
1D(8%*

表达的

相关性
!

血浆
1D(8%*

表达水平与左心室舒张末内径呈正相关

$

;_0+:.:

#

!

$

0+0.

&#差异有统计学意义#见图
*

'

图
*

!!

血浆
1D(8%*

表达水平与左心室舒张末

内径关系散点图

E+I

!

心肌梗死患者左心室舒张末内径与血浆
I<a8

$

*

1(23

表达的相关性
!

血浆
I<a8

$

*

1(23

表达水平与左心室舒张

末内径呈正相关$

;_0+:0*

#

!

$

0+0.

&#差异有统计学意义#见

图
%

'

图
%

!!

血浆
I<a8

$

*

1(23

表达水平与左心室

舒张末内径关系的散点图

F

!

讨
!!

论

1D(23>

是一类长度约
%%

个核苷酸的非编码小
(23

#作

为基因转录和表达的调节者#参与众多疾病的发病过程'

1D8

6@C(23

是近几年研究的热点#已有大量研究表明#

1D(23>

在不同疾病及病理进程中具有特定的表达谱#并可稳定表达于

外周循环血液中#这些特点使
1D(23>

可作为肿瘤*自身免疫

性疾病*炎性反应等多种疾病诊断及预后判断的重要生物指

标(

.

)

'

1D(23>

在心血管疾病诊疗中的作用也逐渐受到人们

的重视#血浆"血清中
1D(23

在心血管疾病有望成为早期诊

断的重要标志物(

G

)

'在心血管领域
1D(8%*

与心肌细胞肥厚*

血管平滑肌细胞增殖及心肌梗死后重构相关(

:8'

)

'有研究发

现#在健康成年人中
1D(8%*

的表达与年龄呈负相关#未成年人

及婴儿心脏中
1D(8%*

的表达水平要高于成年人(

F

)

'本文观察

到
1D(8%*

在心肌梗死后的第
&

天*第
:

天*第
*/

天的表达均

显著增高#明显高于健康对照组$

!

$

0+0.

&#提示与心肌梗死

后发生心室重构可能存在相关关系(

'8F

)

'

(C

Q

等(

*0

)心肌缺血

再灌注的研究发现#

1D(8%*

的靶基因是人类第
*0

号染色体缺

失的磷酸酶及张力蛋白同源基因$

#IT2

&

1D(8%*

在心肌成纤

维细胞内通过转录后下调
#IT2

表达水平#进而通过
IT28

3b?

途径#介导
I<a

和金属基质蛋白酶的表达上调#参与心肌

梗死后梗死区域胶原代谢及心室重构'

dDA

等(

**

)发现小鼠心

肌梗死
%/L

后#心肌梗死区
1D(8%*

表达显著上调'

$L;A

E

等(

*%

)在心肌梗死的小鼠模型中证实
1D(8%*

也参与调控心肌

细胞肥大#促进心室重构'

I<a8

$

是一类多功能的细胞因子#包括
&

种不同亚型

$

I<a8

$

*

*

$

%

和
$

&

&#其中
I<a8

$

*

生物学功能最重要'

I<a8

$

*

在心肌梗死后的不同时相的作用是不同的'心肌梗死后#非梗

死区的
I<a8

$

*

*

I

$

(

&

*

I

$

(

#

和
I3Z*

表达水平显著升高#

可能是心肌梗死后心肌细胞肥大的刺激作用#导致心肌肥厚和

心室重构的发生'新的研究表明#

1D(8%*

在心室重构的病理

生理过程中可能起着十分重要的作用#

1D(8%*

可通过调节

I<a8

$

受体
)

$

I<a8

$

(

)

&的表达调控心脏结构重构(

F

)

'本文

中
I<a8

$

*

表达在心肌梗死后的不同时期均高于健康对照组

$

!

$

0+0.

&#提示
I<a8

$

*

在心肌梗死后的心肌代偿性肥厚和

心室重构中起到重要作用'

本研究发现#

1D(8%*

*

I<a8

$

*

在心肌梗死后发生的第
&

天*第
:

天*第
*/

天表达上调#分别高于健康对照组$

!

$

0+0.

&%随着心肌梗死发病后的时间延长#各组的心功能也发生

变化'在心肌梗死后发生的第
&

天心肌严重缺血#以左心室射

血分数明显减少为主*在心肌梗死后第
:

天是以左心室舒张末

内径扩大等变化为主%在心肌梗死后第
*/

天左心室舒张末内

径扩大*左心室后壁和舒张末室间隔增厚为主'提示
1D(8%*

*

I<a8

$

*

在心肌梗死后表达上调#与心肌梗死后发生心功能变

化#包括与
2d!3

心功能分级和超声心动图指标之间存在着

明显的相关性'其病理生理机制十分复杂#存在着神经内分泌

的激活和心室重构#心室容量和压力负荷增加#血液动力学异

常#心室壁张力增加'由于交感神经系统*肾素*血管紧张素系

统及循环内分泌激活#水钠潴留#心肌受损和心室肌细胞数量

和心肌间质组织细胞数量*质量和排列方式的改变#肌浆网

$K

%i通道活性及数目减少#心肌收缩耦联过程发生变化#心肌

收缩性和顺应性下降#心腔扩大#导致心肌梗死后患者存在着

心室重构(

*&

)

'本文对
1D(8%*

*

I<a8

$

*

在心肌梗死后发生的心

功能变化进行相关分析#

1D(8%*

*

I<a8

$

*

分别与左心室舒张末

内径呈正相关$相关系数分别为
;_0+:.:

*

0+:0*

#

!

$

0+0.
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且调整了心肌梗死相关危险因素$如性别*年龄*高血压*糖尿

病等因素&后#血浆
1D(8%*

*

I<a8

$

*

水平分别与左心室舒张末

内径呈正相关#提示血浆
1D(8%*

*

I<a8

$

*

参与心肌梗死后患

者心室重构#可作为心肌梗死后患者心室结构重构标志物#与

现有
1D(8%*

*

I<a8

$

*

可调控心室重构进展等研究结果具有一

致性'以上结果还体现
1D(8%*

和
I<a8

$

*

参与心肌梗死后心

脏损伤和修复过程#

I<a8

$

信号通路是调控成纤维细胞的增殖

与分化的主要信号通路#提示成纤维细胞的增殖与分化在心肌

梗死后的心脏重构过程中扮演重要角色(

*/

)

'

综上所述#笔者的试验结果证实#

1D(8%*

和
I<a8

$

*

1(8

23

在不同时期心肌梗死后重构演变的表达及影响心功能异

常变化#可作为监测心室重构进展的一种新的危险生物标志

物#为有效预防心肌梗死后心室重构提供了新的思路和治疗新

靶点(

*.8*G

)

'
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