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  摘 要:目的 探讨慢性心力衰竭患者外周血miR-133a的表达水平及其临床意义。方法 选取2015年3
月至2018年12月在该院诊断为慢性心力衰竭的患者54例为心力衰竭组,选取同期该院的体检健康者50例为

对照组。采用荧光定量PCR检测外周血 miR-133a表达水平,并检测血清凋亡分子B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、
Bcl-2相关x蛋白(Bax)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(Caspase-3)的水平及心功能指标左室射血分数

(LVEF)、左室舒张末期内径(LVEDD)、左室收缩末期内径(LVESD)、脑钠肽(BNP)的水平;采用Pearson相关

分析各指标的相关性。结果 心力衰竭组外周血中miR-133a的表达水平,血清中Bcl-2的水平、LVEF低于对

照组,血清中Bax、Caspase-3、BNP的水平及LVEDD、LVESD高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
心力衰竭组患者的美国纽约心脏病学会(NYHA)心功能分级越高,外周血 miR-133a表达水平及血清中Bcl-2
的水平越低,血清中Bax、Caspase-3的水平越高,差异均有统计学意义(P<0.05)。心力衰竭组 miR-133a、Bcl-
2与LVEF呈正相关,与LVEDD、LVESD、BNP呈负相关,差异均有统计学意义(P<0.05);Bax、Caspase-3与

LVEF呈负相关,与LVEDD、LVESD、BNP呈正相关,差异均有统计学意义(P<0.05);miR-133a与Bcl-2呈

正相关,与Bax、Caspase-3呈负相关,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 慢性心力衰竭患者外周血 miR-
133a表达水平降低,且与NYHA分级、心功能变化有关,其可能通过靶向调控凋亡分子参与慢性心力衰竭的发

生、发展。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-133a
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

chron-
ic

 

heart
 

failure
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods A
  

total
 

of
 

54
 

patients
 

with
 

chronic
 

heart
 

failure
 

diag-
nosed

 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

March
 

2015
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

heart
 

failure
 

group,and
 

50
 

healthy
 

people
 

who
 

had
 

physical
 

examination
 

in
 

a
 

hospital
 

at
 

the
 

same
 

time
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

ex-
pression

 

of
 

miR-133a
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.The
 

levels
 

of
 

serum
 

apoptotic
 

molecules
 

B-lymphoma-2
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

related
 

x
 

protein
 

(Bax),cysteine-containing
 

aspartate
 

prot-
edytic

 

enzyme-3
 

(Caspase-3),left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF),left
 

ventricular
 

end
 

diastolic
 

diameter
 

(LVEDD),left
 

ventricular
 

end
 

systolic
 

diameter
 

(LVESD)
 

and
 

brain
 

natriuretic
 

peptide
 

(BNP)
 

were
 

detec-
ted;Pearson

 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

of
 

each
 

index.Results The
 

levels
 

of
 

miR-
133a,Bcl-2

 

and
 

LVEF
 

in
 

the
 

heart
 

failure
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

Bax,
Caspase-3,BNP,LVEDD

 

and
 

LVESD
 

in
 

the
 

heart
 

failure
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,
the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

higher
 

the
 

New
 

York
 

college
 

of
 

cardiology
 

(NY-
HA)

 

cardiac
 

function
 

classification
 

of
 

patients
 

in
 

the
 

heart
 

failure
 

group,the
 

lower
 

of
 

the
 

peripheral
 

blood
 

miR-133a
 

expression
 

level
 

and
 

the
 

serum
 

Bcl-2
 

level,and
 

the
 

higher
 

of
 

the
 

serum
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

levels,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).In
 

heart
 

failure
 

group,miR-133a
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

LVEF,and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

LVEDD,LVESD
 

and
 

BNP
 

(P<0.05);Bax
 

and
 

Caspase-
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were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

LVEF,and
 

positively
 

correlated
 

with
 

LVEDD,LVESD
 

and
 

BNP
 

(P<
0.05);miR-133a

 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

Bcl-2,and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

expression
 

of
 

miR-133a
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

chronic
 

heart
 

failure
 

is
 

de-
creased,which

 

is
 

related
 

to
 

NYHA
 

classification
 

and
 

cardiac
 

function
 

changes.It
 

may
 

participate
 

in
 

the
 

occur-
rence

 

and
 

development
 

of
 

chronic
 

heart
 

failure
 

by
 

targeting
 

apoptosis
 

molecules.
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  慢性心力衰竭是多种心血管疾病发展的终末阶

段,病理生理特征为心脏舒缩功能减退、心排血量减

少并出现乏力、呼吸困难、发绀等临床表现,严重影响

患者的日常生活,威胁患者生命安全,需要积极进行

防治[1]。目前,关于心力衰竭的发病机制尚未有统一

的结论,细胞凋亡、炎性反应、氧化应激等均被证实与

心力衰竭有关[2-4]。微小RNA(miRNA)是近年来发

现的非编码小分子RNA,多种miRNA在心血管系统

中发挥重要的调控作用,参与多个生物学环节。在心

肌梗死后心力衰竭大鼠模型中,心肌 miR-133a的表

达水平明显降低且外源性补充 miR-133a能够改善心

力衰竭、抑制心肌细胞凋亡[5],提示 miR-133a可能在

心力衰竭的发生、发展过程中靶向抑制细胞凋亡,但
心力衰竭患者外周血中 miR-133a表达水平的变化及

其对细胞凋亡的靶向调控作用的报道较少。为此,本
研究以慢性心力衰竭患者为研究对象,分析了外周血

miR-133a表达水平变化的临床意义,并探讨了 miR-
133a对凋亡分子的可能靶向作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年3月至2018年12月在

本院诊断为慢性心力衰竭的患者54例为心力衰竭

组,入组标准:(1)符合《中国心力衰竭诊断和治疗指

南2014》中关于慢性心力衰竭的诊断标准[6];(2)临床

资料完整;(3)均留取外周血及血清标本。排除标准:
(1)美国纽约心脏病学会(NYHA)心功能分级Ⅰ级;
(2)合并肥厚性心肌病、心肌梗死、心源性休克、心脏

瓣膜病;(3)合并感染、恶性肿瘤、结缔组织病;(4)合
并肝、肾功能异常。另选取同期本院体检健康者50
例为对照组。所有入组对象均知情同意并经本院伦

理委员会批准。心力衰竭组中男29例,女25例;年
龄49~68岁,平均(61.38±12.82)岁;平均体质量指

数(22.39±6.82)kg/m2;有吸烟史22例,有饮酒史

28例,NYHA
 

Ⅱ级18例,Ⅲ级24例,Ⅳ级12例。对

照组 中 男26例,女24例;年 龄43~66岁,平 均

(56.69±11.83)岁;平均体质量指数(21.93±6.24)
kg/m2;有吸烟史20例,有饮酒史25例。两组性别、
年龄、体质量指数等一般资料比较,差异无统计学意

义(P>0.05),具有可比性。
1.2 仪器与试剂 血液 RNA 提取试剂盒(型号

DP419)、miRNA
 

cDNA 第 一 链 合 成 试 剂 盒(型 号

KR201)、miRNA 荧光定量PCR检测试剂盒(型号

FP401)均购自北京天根公司;B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2,

型号F3016)、Bcl-2相关x蛋白(Bax,型号F00152)、
含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(Caspase-3,型
号F10010)的酶联免疫吸附测定试剂盒均购自上海西

唐公司;7500型荧光定量PCR仪购自美国 ABI公

司;680酶标仪购自美国Bio-Rad公司;IU22彩色多

普勒超声仪购自荷兰飞利浦公司。
1.3 方法

1.3.1 外周血 miR-133a表达水平的检测 心力衰

竭组入院后当天或次日,对照组体检时抽取肘静脉血

3
 

mL,采用血液RNA提取试剂盒分离、提取静脉血

中的RNA,采用miRNA
 

cDNA第一链合成试剂盒合

成cDNA,采用miRNA荧光定量PCR检测试剂盒对

cDNA中的miR-133a和U6进行荧光定量PCR扩增

反应,miR-133a的 上 游 引 物 序 列 为5'-ATC
 

GAT
 

CGA
 

TGC
 

TAG
 

CTA
 

T-3',下游引物为试剂盒通用

引物。反应程序如下:95℃预变性5
 

min;95
 

℃
 

5
 

s,
60

 

℃
 

20
 

s
 

重复40个循环。反应完成后在软件中自

动生成循环曲线及循环阈值(Ct),以U6为内参、计算

miR-133a的表达水平。
1.3.2 血清凋亡分子的检测 心力衰竭组入院后当

天或次日,对照组体检时抽取肘静脉血3
 

mL,静置30
 

min后3
 

000
 

r/min离心20
 

min,分离上清液后采用

酶联免疫吸附测定试剂盒检测Bcl-2、Bax、Caspase-3
的水平,按照试剂盒的说明书进行操作。
1.3.3 心力衰竭指标的检测 采用彩色多普勒超声

诊断仪进行检查,检查由经验丰富的超声科医生操

作,得到超声心动图后计算左室射血分数(LVEF)、左
室舒 张 末 期 内 径(LVEDD)及 左 室 收 缩 末 期 内 径

(LVESD)。另取血清标本,采用全自动生化分析仪检

测脑钠肽(BNP)的水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件录入数据,计
量资料符合正态分布以x±s表示,2组间比较采用t
检验、3组间比较采用方差分析,计量资料间的相关性

采用Pearson相关进行分析,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 心力衰竭组与对照组外周血 miR-133a及血清

凋亡分子的比较 心力衰竭组外周血中 miR-133a的

表达水平及血清中Bcl-2的水平低于对照组,血清中

Bax、Caspase-3的水平高于对照组,差异有统计学意

义(P<0.05),见表1。
2.2 心力衰竭组中不同 NYHA 分级患者外周血
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miR-133a及血清凋亡分子的比较 心力衰竭组中

NYHA
 

Ⅲ级及Ⅳ级患者外周血中 miR-133a的表达

水平及血清中Bcl-2的水平低于NYHA
 

Ⅱ级患者,血
清中Bax、Caspase-3的水平高于 NYHA

 

Ⅱ级患者,
差异有统计学意义(P<0.05),且NYHA

 

IV级患者

外周血中miR-133a的表达水平及血清中Bcl-2的水

平低于 NYHA
 

Ⅲ级患者,血清中Bax、Caspase-3的

水平高于NYHA
 

Ⅲ级患者,差异有统计学意义(P<
0.05),见表2。
2.3 心力衰竭组与对照组心功能指标的比较 心力

衰竭组LVEF低于对照组,LVEDD、LVESD及血清

中BNP水平均高于对照组,差异有统计学意义(P<

0.05),见表3。
2.4 心力衰竭组患者 miR-133a、凋亡分子与心功能

指标的相关性 心力衰竭组患者 miR-133a、Bcl-2水

平与LVEF呈正相关,与LVEDD、LVESD及BNP呈

负相关;心力衰竭组患者Bax、Caspase-3与LVEF呈

负相关(P<0.05),与LVEDD、LVESD及BNP水平

呈正相关(P<0.05),见表4。
2.5 心力衰竭组患者 miR-133a与凋亡分子的相关

性 心力衰竭组患者外周血 miR-133a的表达水平与

血清Bcl-2水平呈正相关(r=0.314,P<0.05),与血

清Bax、Caspase-3 水 平 呈 负 相 关 (r= -0.291、
-0.241,均P<0.05)。

表1  心力衰竭组与对照组外周血 miR-133a及血清凋亡分子的比较(x±s)

组别 n miR-133a Bcl-2(ng/mL) Bax(ng/mL) Caspase-3(pg/mL)

心力衰竭组 54 0.51±0.08 4.17±0.84 2.74±0.61 44.64±9.39

对照组 50 0.94±0.18 6.03±0.95 1.85±0.42 29.39±6.52

t 16.312 11.905 9.566 10.718

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表2  心力衰竭组中不同NYHA分级患者外周血 miR-133a及血清凋亡分子的比较(x±s)

NYHA分级 n miR-133a Bcl-2(ng/mL) Bax(ng/mL) Caspase-3(pg/mL)

Ⅱ级 18 0.68±0.11 5.01±0.98 2.24±0.46 34.12±8.87

Ⅲ级 24 0.47±0.07a 4.01±0.81a 2.77±0.54a 45.61±9.84a

Ⅳ级 12 0.34±0.06ab 3.22±0.64ab 3.41±0.89ab 58.51±11.12ab

F 64.486 17.139 13.285 22.385

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与NYHA
 

Ⅱ级患者比较,aP<0.05;与NYHA
 

Ⅲ级患者比较,bP<0.05。

表3  心力衰竭组与对照组心功能指标的比较(x±s)

组别 n LVEF(%) LVEDD(mm) LVESD(mm) BNP(pg/mL)

心力衰竭组 54 45.12±7.95 49.29±7.12 57.79±10.38 493.29±75.19

对照组 50 64.19±9.93 41.83±8.19 48.69±9.93 84.19±13.28

t 10.849 4.967 4.561 37.916

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表4  心力衰竭组患者 miR-133a、凋亡分子与心功能指标的相关性

指标
miR-133a

r P

Bcl-2

r P

Bax

r P

Caspase-3

r P

LVEF 0.294 <0.05 0.314 <0.05 -0.331 <0.05 -0.293 <0.05

LVEDD -0.251 <0.05 -0.263 <0.05 0.245 <0.05 0.318 <0.05

LVESD -0.309 <0.05 -0.219 <0.05 0.204 <0.05 0.257 <0.05

BNP -0.277 <0.05 -0.191 <0.05 0.331 <0.05 0.229 <0.05

3 讨  论

  慢性心力衰竭的发病机制复杂且未完全阐明,与
心力衰竭发病相关的因素包括细胞凋亡、炎性反应、

氧化应激、胶原增生、心肌重构等[7-8]。近年来,miR-
NA在心血管系统中的调控作用受到了越来越多的关

注,其中 miR-133a是一种具有抗凋亡作用的 miR-
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NA。在心肌缺血再灌注、扩张型心肌病、糖尿病心肌

病中,miR-133a表达水平的降低均被证实与疾病的加

重、心功能的减退有关[9-11]。有研究表明,心肌梗死后

心力衰竭大鼠的心肌 miR-133a表达水平明显降低、
心肌细胞凋亡增加,而外源性补充 miR-133a能够抑

制心肌细胞凋亡[5],提示 miR-133a可能参与心力衰

竭的发生、发展。为了验证 miR-133a在心力衰竭发

生、发展中的作用,本研究首先分析了心力衰竭患者

外周血中miR-133a表达水平的变化,心力衰竭组患

者外周血miR-133a的表达水平低于对照组,说明心

力衰竭患者miR-133a表达水平降低,与心肌梗死后心

力衰竭大鼠中miR-133a的水平变化趋势一致,进而表

明miR-133a表达水平的降低与心力衰竭的发生有关。
在心力衰竭的病情发展过程中,会逐步出现心肌

收缩力不足、心脏射血量减少、心腔扩大及肺循环淤

血等症状;心腔的扩大会牵拉心肌细胞并刺激BNP
释放增多。研究表明,心力衰竭患者的LVEF明显降

低,LVEDD、LVESD,以及BNP水平明显升高且与心

力衰竭的病情存在相关性[12-14]。本研究对慢性心力

衰竭患者上述心功能指标的分析结果,与已有研究的

报道一致,心力衰竭组患者的 LVEF低于对照组,
LVEDD、LVESD,以及BNP水平高于对照组。在此

基础上进一步分析miR-133a与心力衰竭病情的关系

可知:心力衰竭患者的 NYHA分级越高,miR-133a
的表达水平越低,且 miR-133a的表达水平与LVEF
呈正相关,与LVEDD、LVESD及BNP呈负相关。说

明miR-133a的水平降低与心力衰竭病情的加重有

关,进而表明 miR-133a表达水平的降低不仅与心力

衰竭发生有关,还与心力衰竭病情的进展有关。
miRNA是一类非编码小分子RNA,本身不具备

编码蛋白质的功能,其生物学作用的实现依赖于对下

游多种靶基因表达的调控。在心肌梗死后心力衰竭

大鼠模型中,miR-133a能够靶向调控心肌细胞中线粒

体凋亡基因Bax、Caspase-3的表达水平并抑制心肌细

胞凋亡的发生[5];另也有研究证实,上调 miR-133a的

表达水平能够抑制离体培养的心肌细胞在缺血、缺氧

条件下的凋亡[15];在心肌成纤维细胞中,miR-133a能

够直接抑制Bcl-2的表达水平[16]。线粒体凋亡途径

受到Bcl-2和Bax的调控,前者能够抑制凋亡,后者能

够促进凋亡,最终通过调控Caspase-3的表达和活化

影响细胞凋亡[17-18]。心力衰竭患者在接受治疗后,血
清中促凋亡分子Bax、Caspase-3的水平明显降低[19]。
本研究对心力衰竭患者血清中凋亡分子的分析证实:
心力衰竭组患者血清中 Bcl-2的水平低于对照组,
Bax、Caspase-3的水平高于对照组、且患者NYHA分

级越高,Bcl-2的水平越低,Bax、Caspase-3的水平越

高,说明线粒体凋亡途径参与了心力衰竭的发生、发
展。进一步分析心力衰竭患者 miR-133a与凋亡分子

的相关性,结果表明 miR-133a与Bcl-2呈正相关,与

Bax、Caspase-3呈负相关。结合 miR-133a在动物实

验及细胞中对凋亡的靶向抑制作用推测,心力衰竭发

生过程中,miR-133a的表达水平降低可能使其靶向抑

制细胞凋亡的作用减弱,继而引起细胞凋亡过度激活

并参与病情发展变化。
综上所述,慢性心力衰竭患者外周血 miR-133a

表达水平降低,与 NYHA分级、心功能变化有关,靶
向凋亡分子可能是 miR-133a发挥作用的途径,miR-
133a表达水平的监测可作为评价心力衰竭病情的标

志物,治疗心力衰竭的靶点。在今后的研究中,还应

进一步收集心力衰竭早期的患者,以发现心力衰竭的

预测因子及早期干预靶点。
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