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[摘要] 目的 探讨急性肺栓塞患者血清miRNAs标志物检测及miR-134的临床价值。方法 收集 50例急性肺栓

塞患者及 25例对照者的血清，应用miRNA表达谱芯片进行筛选，并采用实时荧光定量聚合酶链反应进行验证，检

测急性肺栓塞患者血清miRNAs的表达，分析miR-134标志物与Wells评分之间的关系及其诊断价值。结果 血清

miRNA表达谱分析发现，在 6例急性肺栓塞和 6例健康对照者中筛选出 10个miRNA（miR-134、miR-197、miR-126、

miR-191、miR-122、miR-370、miR-155、miR-133a、miR-375、miR-208b）存在表达差异（t分别=14.17、12.26、11.13、

10.02、9.34、17.26、15.22、7.57、3.62、7.24，P均＜0.05）。进一步在 50例急性肺栓塞患者中做血清miRNAs验证，结果

显示：miR-134、miR-197和miR-126在急性肺栓塞患者血清中表达水平较对照组高，而miR-208b表达水平较对照

组低（t分别=7.65、6.23、4.36、-5.24，P均＜0.05）。血清miR-134相对表达量与Wells评分呈明显正相关（r=0.32，P＜

0.05）。当miR-134相对表达量取 5.6时，miR-134对急性肺栓塞的诊断灵敏度为 72.00%（36/50），特异度为 82.00%
（41/50），曲线下面积为 0.86。结论 miR-134、miR-197、miR-126 和 miR-208b 均可作为急性肺栓塞患者的血清

miRNAs标志物，且miR-134在诊断和预测急性肺栓塞风险中具有较高的临床价值。
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Detection of serum miRNAs markers and clinical value of miR-134 in patients with acute pulmonary embolism
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[Abstract] Objective To detect the serum miRNAs markers and explore the clinical value of miR-134 in patients with
acute pulmonary embolism. Methods The serum samples of fifty cases of acute pulmonary embolism and 25 healthy
controls were collected. The serum miRNAs markers were screened by miRNA expression profile chip，and the real-time
fluorescent quantitative polymerase chain reaction was performed to verify the miRNAs markers. The relationship between
miR-134 markers and Wells score and its diagnostic value were analyzed. Results The expression profiles of serum
microRNAs in 6 patients with acute pulmonary embolism and 6 healthy controls showed that 10 kinds of microRNAs（miR-
134，miR-197，miR-126，miR-191，miR-122，miR-370，miR-155，miR-133a，miR-375 and miR-208b）were screened-out
and differentially expressed（t=14.17，12.26，11.13，10.02，9.34，17.26，15.22，7.57，3.62，7.24，P＜0.05）. The expression
levels of miR-134，miR-197 and miR-126 in the serum of patients with acute pulmonary embolism were higher than those
of the healthy controls，while the expression level of miR-208b was lower（t=7.65，6.23，4.36，-5.24，P＜0.05）. The serum
miR-134 was positively related to the Wells score（r=0.32，P＜0.05）. When the cut-off value of miR-134 is 5.6，the
diagnostic sensitivity of miR-134 for acute pulmonary embolism was 72.00%（36/50），the specificity was 82.00%（41/50），
and the area under the curve was 0.86. Conclusion All of miR-134，miR-197，miR-126 and miR-208b can be used as
markers of serum microRNAs on patients with acute pulmonary embolism，and miR-134 has high clinical value in the
diagnosis and prediction of the risk of acute pulmonary embolism.
[Key words] serum miR-134； acute pulmonary embolism； Wells score； marker

DOI：10.13558/j.cnki.issn1672-3686.2018.06.005
作者单位：322000 浙江义乌，义乌市中心医院检验科

通讯作者：朱邦，Email：pippobang@163.com

·论 著·

急性肺栓塞患者血清miRNAs标志物检测
及miR-134的临床价值

朱邦 陈如昌 朱晓丹

急性肺栓塞是以各种栓子阻塞肺动脉或其分

支为其发病原因的一组疾病或临床综合征的总

称[1]，发病率为 0.06%～0.11%，在心血管疾病中仅
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次于冠心病和高血压，位居第三位[2]，病死率约占

住院患者的 10％。急性肺栓塞患者 30 d 内的病

死率超过 15%，未经治疗的肺栓塞病死率甚至高

达 25%～30%[3]。有研究报道，MicroRNAs（miR⁃
NAs）在心脑血管发病机制[4]、炎症反应[5]、疾病转

归[6] 等 方 面 发 挥 着 重 要 作 用 。 MicroRNA - 134
（miR-134）是一种短 RNA 分子[7]，通过多种机制调

节其他基因的表达水平[8]，它能促进粒细胞分化，

同时也与红细胞分化抑制有关，在心血管疾病中

起着至关重要的作用[9]。目前，有关急性肺栓塞的

血清 miRNA 标志物还在探索阶段。因此，本次研

究旨在探讨急性肺栓塞患者血清 miRNAs 标志物

检测及 miR-134 的临床价值，以期为肺栓塞提供

更多的诊断依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集义乌市中心医院 2016年 7月

至 2017年 12月收治的急性肺栓塞患者50例为急性

肺栓塞组，均经肺动脉CT血管造影结果确定为肺栓

塞。肺动脉CT血管造影的适应证：Wells评分≥7分；

或Wells评分＜7分但D-二聚体阳性（＞500 ng/ml）。
排除标准：慢性肝病、乙型肝炎、急性慢性胆道系统

疾病、活动性感染、慢性炎症性疾病、失代偿性心力

衰竭、慢性肾功能疾病以及癌症史等患者。患者临

床信息资料从医疗病历中收集，所有样本留存者皆

签署知情同意书。同时，选择同期在体检中心进行

健康体检的对照者 25例纳入对照组。两组基线资

料见表 1，两组性别、年龄、体重指数、合并症等基线

资料比较，差异均无统计学意义（P均＞0.05）。
表1 急性肺栓塞组与对照组基线资料比较

组别

急性肺栓塞组

对照组

n

50

25

性别（男/女）

26/24

13/12

年龄/岁

35.10±9.34

35.26±6.22

体重指数/kg/m2

28.00±3.10

27.60±3.00

高血压/例（%）

30（60.00）

10（40.00）

糖尿病/例（%）

32（64.00）

11（44.00）

1.2 方法

1.2.1 样本收集 所有患者均于清晨采集空腹血

液标本4 ml。血液标本先在4℃，3 000 r/min离心机

上离心 10 min，然后以 12 000 r/min离心 15 min，将
上层血清转移到EP管中，储存在-80℃冰箱备用。

1.2.2 miRNA表达谱芯片检测标志物 因本次研究

经费有限，在能够符合芯片检测的最低限度例数（每

组 5例）要求下，选取急性肺栓塞患者及对照组患者

各6例，使用miRNA提取试剂盒（由美国ABI公司生

产）抽提其血液中的miRNA，抽提后的RNA样品用

带有茎环的特异引物进行反转录，反转录采用 Taq⁃
man miRNA逆转录试剂盒（由美国ABI公司生产），

具体操作参照试剂盒说明书进行，然后进行miRNA
表达谱芯片检测。通过分析 12例样本的血清miR⁃
NA表达谱筛选急性肺栓塞血清miRNA标志物。

1.2.3 肺栓塞miRNA标志物的验证 选取 50例急

性肺栓塞患者和 25例健康对照者的血液进行验证。

因本次研究经费有限，因此只对两组平均Ct值倍数

相差较大的 4 种 miRNA 标志物（miR-134、miR-
197、miR-126和miR-208b）进行了验证。miRNA抽

提及逆转录方法同1.2.2。将样本加样于96孔板，置

于ABI PRISM 7900 system（由美国ABI公司生产）

上进行荧光定量 PCR。反应条件：51 ℃ 100 s，
94 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 1 min，42 个循环。

荧光定量 PCR完成后，经电脑自动分析，查看每个

miRNA的扩增情况，导出相应的域值循环数Ct值。

采用 2-△△Ct法，以U6为内参，计算每个miRNA 的相

对表达量。每个样本重复3次。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 16.0 统计软件。正

态分布计量资料以均数±标准差（x±s）表示，两组间

比较采用两独立样本 t检验。miR-134与急性肺栓

塞Wells评分的关系采用Pearson相关性分析；应用

ROC 工作曲线探讨 miR-134 的最佳临界值来诊断

肺栓塞。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 急性肺栓塞血清 miRNAs 标志物的筛选 对

6 例急性肺栓塞和 6 例对照组的血清 miRNA 表达

谱分析，筛选出10个miRNA，见表2。
表2 两组血清miRNAs标志物平均 Ct值

miR-134

miR-197

miR-126

miR-191

miR-122

miR-370

miR-155

8.86±2.03*

7.68±1.76*

6.97±1.68*

5.74±1.53*

4.85±1.36*

4.55±1.32*

3.26±0.97*

1.21±0.41

1.23±0.44

1.26±0.47

1.16±0.36

1.11±0.29

0.98±0.23

0.95±0.31

血清miRNA表达谱 急性肺栓塞组 对照组
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miR-133a

miR-375

miR-208b

2.88±0.86*

1.80±0.53*

0.31±0.12*

1.03±0.32

0.94±0.27

1.02±0.35

血清miRNA表达谱 急性肺栓塞组 对照组

注：*：与对照组比较，P＜0.05。
由表 2 可见，筛选出的 10 个 miRNA 的 Ct 值均

小于 30，且急性肺栓塞组 miR-134、miR - 197、

miR-126、miR-191、miR-122、miR-370、miR-155、
miR-133a、miR-375 平均 Ct 值均明显高于对照组，

而miR-208b平均 Ct值明显低于对照组，差异均有

统计学意义（t 分别 =14.17、12.26、11.13、10.02、
9.34、17.26、15.22、7.57、3.62、7.24，P均＜0.05）。

2.2 急性肺栓塞血清miRNAs标志物的验证 根据

筛选出的血清miRNAs标志物，选取Ct值相差倍数

较大的miR-134、miR-197、miR-126和miR-208b进

行了验证。两组miRNAs相对表达量结果见表3。

表2 两组血清miRNAs标志物平均Ct值续表

表3 急性肺栓塞和对照组血清中4种miRNA标志物相对表达量比较

组别

急性肺栓塞组

对照组

miR-134

6.25±1.82*

1.15±0.34

miR-197

5.56±1.11*

1.23±0.38

miR-126

3.86±0.87*

1.55±0.42

miR-208b

0.27±0.18*

0.75±0.22

注：*：与对照组比较，P＜0.05。
由表 3 可见，miR-134、miR-197 和 miR-126 在

急性肺栓塞患者血清中表达水平较对照组高，而

miR-208b表达水平较对照组低（t分别=7.65、6.23、
4.36、-5.24，P均＜0.05）。
2.3 miR-134与急性肺栓塞患者Wells评分的关系

50例急性肺栓塞患者中，Wells评分平均为（4.64±
1.57）分，血清miR-134相对表达量为 6.25±1.82，血
清miR-134相对表达量与Wells评分呈明显正相关

（r=0.32，P＜0.05）。
2.4 miR-134 诊断急性肺栓塞的价值 采用 ROC
曲线探讨 miR-134 的最佳临界值来区分急性肺栓

塞。当miR-134相对表达量取5.6时，miR-134对急

性肺栓塞的诊断灵敏度为 72.00%（36/50），特异度

为82.00%（41/50），曲线下面积为0.86。
3 讨论

急性肺栓塞是临床上最常见的疾病之一，其发

展过程主要涉及因素众多，是一种多步骤、多阶段、

多基因参与的疾病。近年来，miRNA在急性肺栓塞

发生发展中的作用成为人们研究的热点[10]。目前研

究表明，miRNA 具有上调基因和下调基因的作

用[11]。miRNA 微陈列芯片凭借其高通量、快速检测

的优点，成为了研究急性肺栓塞发病机制、早期诊

断及预后判断的新方法。本次研究miRNA微陈列

芯片筛选结果显示共有 10种miRNA在急性肺栓塞

患者血清和正常人血清标本中有差异表达，其中上

调表达有8个，下调表达有2个。

通过查阅文献，在芯片筛选出的 10种差异表达

miRNA中miR-126、miR-197与血管新生、血管载脂

蛋白稳定等相关[9]。因此本次研究采用荧光定量

PCR对这筛选出的 10种miRNA进行验证。因本次

研究经费有限，因此只对两组平均Ct值倍数相差较

大的 4 种 miRNA 标志物（miR-134、miR-197、miR-
126和miR-208b）进行了验证，结果发现其中miR-
134、miR-197和miR-126这3个miRNA分子在急性

肺栓塞患者中的表达水平明显较对照组高，而miR-
208b表达水平较对照组低（P＜0.05）。表明急性肺

栓塞患者血清miR-134、miR-197和miR-126等有

作为潜在标志物的可能性。

miR-134在血液中的作用已被广泛研究[12]。近

年来有报道，miR-134与心血管疾病有着密切的关

系[13]。本次研究为了测量非组织特异性血清miR-
134，在研究过程中排除了慢性肝病、乙型肝炎、急

性慢性胆道系统疾病、活动性感染、慢性炎症性疾

病、失代偿性心力衰竭、慢性肾功能疾病以及癌症

等可能会干扰研究结果的基础疾病，确保研究结果

更可靠。结果显示血清 miR-134 相对表达量与

Wells评分呈明显正相关（P＜0.05），表明急性肺栓

塞患者血清 miR-134 具有预测急性肺栓塞风险可

能。而且在本次研究的芯片筛查结果中亦发现

miR-134在急性肺栓塞血清中表达倍数是正常人血

清的 5.4倍。后经过荧光定量 PCR 验证，与芯片结

果一致，进一步确认了研究结果的可靠性。本次研

究还发现，当 miR-134 相对表达量取 5.6 时，miR-
134对急性肺栓塞的诊断灵敏度为 72.00%，特异度

为 82.00%，曲线下面积为 0.86，说明 miR-134 具有

较高的诊断效能。
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总之，急性肺栓塞患者血清 miRNAs 标志物检

测及miR-134的具有潜在的临床诊断价值，可为肺

栓塞提供更多的诊断依据。本次研究由于条件所

限仅评估了例数不多的急性肺栓塞患者，后期仍需

进一步前瞻性研究来论证。
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