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microRNA 标志物在早期诊断
室间隔缺损中的价值 *

纪龙，王小卉，刘雪贞，刘华民，张倩倩，杨伟丽，韩东洋，李栋

[ 山东第一医科大学（山东省医学科学院），山东 泰安 271000]

摘要 ：目的  评价血浆 microRNA（miRNA）在室间隔缺损（VSD）早期诊断中的临床应用价值以及作为

VSD 分子诊断标志物的可行性，并建立临床早期诊断模型。方法  采用以济南市儿童医院、泰安市妇幼保健院为

基础的病例 - 对照研究方法开展本次研究。研究分为 VSD 组 85 例和对照组 80 例，分 3 个阶段进行检测 ：首先

选取 VSD 组及其匹配对照组各 3 例，应用 miRNA 全基因组表达谱芯片进行初筛 ；然后扩大样本量（20 例 VSD

组 vs 15 例对照组），对选定的 8 个有差异的 miRNA 采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）进行芯片

结果的验证 ；最后进一步扩大样本（62 例 VSD 组 vs 62 例对照组）进行 qRT-PCR 检测，筛选先天性心血管

病早期诊断的生物标志物，建立多指标的 Logistic 回归模型，并应用 MedCalc 软件进行受试者工作特征（ROC）

曲线分析评价诊断模型的价值。结果  芯片杂交初筛结果显示，与对照组比较，有 36 个表达有差异的 miRNA

（P <0.05），两阶段大样本 qRT-PCR 验证，检测到 5 种血浆 miRNA（let-7e-5p、miR-155-5p、miR-222-3p、

miR-433-3p 和 miR-487b-5p）在 VSD 中的表达差异有统计学意义（P <0.05），可以选择作为具有 VSD 早期诊

断意义的生物标志物。5 种血浆 miRNA 的 ROC 曲线下面积（AUC）分别在 0.678 ～ 0.832，其中 miR-222-3p

的 ROC 曲线下面积最大为 0.832。建立多指标 Logistic 回归分析模型，5 种血浆 miRNAs 联合模型可提高 VSD

的诊断效率，ROC 曲线下面积达到 0.955，敏感性和特异性分别为 83.87% 和 95.16% ；3 种血浆 miRNA（let-7e-

5p、miR-155-5p、miR-222-3p）联合诊断模型，ROC 曲线下面积达到 0.910，敏感性和特异性分别为 82.30% 和

90.30%，接近 5 个 miRNA 的诊断效率。结论  5 种血浆 miRNA 作为 VSD 早期诊断标志物，具有一定的可信性。

将其整合后可建立起多指标的联合诊断模型。联合 3 种血浆 miRNA 构建诊断模型可提高 VSD 的诊断效率，临

床应用价值更大。
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Value of microRNA markers in early diagnosis of VSD*
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Wei-li Yang, Dong-yang Han, Dong Li
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Abstract:  Objective  To evaluate the clinical value of plasma microRNA in the early diagnosis of ventricular 
septal defect (VSD) and its feasibility as a molecular diagnostic marker for VSD, and to establish a clinical early 
diagnosis model.  Methods  This study was conducted using a Jinan Children's Hospital and Taian Maternal and 
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先 天 性 心 血 管 病（congenital heart diseases, 

CHDs）是人类发病率最高的出生缺陷，研究表明活

产儿先天性心血管病平均发病率为 9.1‰，其中亚洲

国家最高，为 9.3‰ [1]。中国出生缺陷监测数据显示，

2000 ～ 2011 年 CHDs 是我国高发的畸形之一，并呈

逐年上升趋势。如何提高 CHDs 的早期诊断准确率，

已成为临床诊断和防治的重点和难点问题。目前包

括 CHDs 在内的出生缺陷的早期诊断，临床上主要依

靠妊娠期的影像学检查，该诊断方法特异性较差。正

是由于缺乏针对 CHDs 特异性较高并且较为简易的早

期检测手段，CHDs 患儿较难被早期发现，因此，需寻

找一种新的高敏感性和高特异性的分子标志物，用于

CHDs 的早期诊断和病情监测，进而指导疾病预防，这

对降低 CHDs 的发病风险具有重要意义。

microRNA（miRNA）是一类长约 22 个核苷酸的

非编码小分子 RNA。CHEN 等 [2] 发现人类血浆中存在

大量 miRNA，并进一歩证明在 RNA 酶、酸碱性、高

低温度等条件改变和长时间的储存均不会对血浆中

miRNA 的含量造成影响，并且易于在外周血中检测，

可以便利地运用于临床疾病的诊断，具有临床诊断标

志物的重要特质。目前血浆 miRNA 作为多种疾病尤

其是肿瘤分子诊断标志物的研究已经广泛开展 [3-4]。 

虽然 miRNA 在 CHDs 发病过程中的作用尚不十分明

确，但近年来已有研究提示 miRNA 与心脏的形成、

发育有关，可能在 CHDs 的发生、发展中起重要作用 [5]。 

有关 CHDs 患者外周血 miRNA 的研究甚少，最近的一

项关于室间隔缺损（ventricular septal defect, VSD）合

并重度肺动脉高压的小样本研究发现，通过检测对比

VSD 合并 PAH 患者血浆的 86 种 miRNA，得出 miR-

98、miR-19a-3p、let-7f-5p、miR-198 等的表达水平升高，

而 miR-4312、miR-3943、miR-4284 的表达水平降低 [6]。

然而 miRNA 在 CHDs 发生、发展过程中究竟扮演何种

角色，究竟有多少 miRNA 在发病过程中发生改变，目

前仍不清楚。

因此，本研究首先通过 miRNA 表达谱芯片技术

对 VSD 中特定表达的 miRNA 进行筛选、鉴定和验

证，寻找 VSD 分子诊断标志物，为进一步探讨 miRNA

的异常表达与 CHDs 的关系提供依据，进而评估血浆

miRNA 作为新的分子标志物用于临床 VSD 筛查诊断

的价值和应用前景，建立 VSD 早期临床诊断模型，对

现有 CHDs 早期诊断方法进行有效补充，进一步提高

CHDs 的诊断效率，改善患者预后，减轻疾病负担。

Child Health Hospital-based case-control study. A total of 85 cases were collected for the VSD group and 80 cases 
for the control group. The test was performed in three stages. At first, 3 cases of ventricular septal defect (VSD) 
and 3 matched controls were selected, and the microRNA whole genome expression profile chip was used for 
primary screening. Then, the sample size was expanded (20 VSD cases VS 15 controls). The selected 8 differential 
microRNAs were verified by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). Finally, further expanding samples (62 VSD 
cases VS 62 controls) were selected for qRT-PCR to screen biomarkers for early diagnosis of congenital heart 
disease and to establish a multi-index logistic regression model, and using MedCalc software for ROC (Receiver-
Operator Characteristic curve)curve to analyze the value of the diagnostic model.  Results  Compared with control 
group, the results of microarray screening showed that there were 36 differential-expressed microRNAs (P < 0.05), 
two-stage large samples detected by qRT-PCR (P < 0.05) and significantly different expression among five plasma 
microRNAs (let-7e-5p, miR-155-5p, miR-222-3p, miR-433-3p and miR-487b-5p) in VSD (P < 0.05), which proved 
plasma microRNAs can be biomarkers for early diagnostic significance of VSD. The area under the ROC curve 
of five plasma microRNAs ranged from 0.678 to 0.832, and the largest area under the ROC curve was 0.832 in 
miR-222-3p. A multi-index logistic regression analysis model was established. Five plasma microRNAs combined 
models could improve the diagnostic efficiency of VSD. The area under the ROC curve reached 0.955, and the 
sensitivity and specificity were 83.87% and 95.16%, respectively. In the combined diagnostic model of three plasma 
microRNAs (let-7e-5p, miR-155-5p, miR-222-3p), the area under the ROC curve reached 0.910, sensitivity and 
specificity were 82.30% and 90.30%, respectively, which was closed to the diagnosis effectiveness of five miRNAs.  
Conclusions Five kinds of plasma microRNAs have certain credibility as early diagnostic markers of VSD. After 
integration, a joint diagnostic model with multiple indicators can be established. Combining three kinds of plasma 
microRNA to construct a diagnostic model can significantly improve the diagnostic efficiency of VSD, and has 
more clinical application value.

Keywords:  cardiovascular diseases ; heart septal defects, ventricular; microRNAs; ROC curve
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1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2012 年 6 月—2015 年 11 月分别在济南市

儿童医院、泰安市妇幼保健院心血管外科就诊和治疗

的 4 个月～ 6 岁单纯性 VSD 患者作为 VSD 组（85 例）；

选取同期于上述医院体检中心健康体检儿童作为对照

组（80 例），无 CHD 家族遗传史并且与 VSD 组来自

相同地区。

本研究选取的对象通过 3 个阶段的对照性实验

筛选、鉴定血浆有差异的 miRNA，并建立 VSD 血浆

miRNA 早期诊断模型。初始筛选阶段，按照 1 ∶ 1

匹配收集 VSD 组和对照组研究对象各 3 例，采用

miR CURY TM LNA Array（v.18.0）（Exiqon, Vedbaek, 

Denmark）全基因组表达谱芯片技术进行差异 miRNA

表达谱检测，初步筛查 VSD 血浆差异 miRNA ；验

证阶段扩大样本量，选取表达量差异（上调或下调）

1.5 倍 以 上 的 8 种 重 要 的 miRNA， 在 20 例 VSD 组

和 15 例对照组血浆中采用实时荧光定量聚合酶链反

应（qRT-PCR）进行检测，验证芯片的检测结果 ；在

VSD 诊断模型的建立阶段，选取新的独立组（62 例

VSD 组 vs 62 例对照组）样本再次对上述已验证的差

异血清 miRNA 进行 qRT-PCR 检测，分析其表达水平

与 VSD 的相关性，建立 VSD 早期诊断模型，进一步

探讨血浆 miRNA 在 VSD 临床诊断中的价值。

本研究经相关医院医学伦理委员会批准，所有研

究对象由监护人签署知情同意书，血液标本仅用于本

研究实验。

1.2    血浆标本采集和保存

采集病例组和对照组研究对象空腹静脉血标本

4 ml，2 ml 全血静置 10 min，4 000 r/min 离心 10 min，

上层透明淡黄色液体即为血浆，收集后分装入无

RNase 的 EP 管中，置入 -80℃冰箱冷冻备用。另外

2 ml 用乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝，于 -20℃冰箱冷

冻保存，用于基因组 DNA 提取。

1.3    血浆 RNA 提取

应用 Trizol and miRNeasy mini kit（美国 Qiagen 公

司）试剂盒提取血浆总 RNA，具体操作参见试剂盒说

明书。琼脂糖凝胶电泳法检测 RNA 质量，紫外分光

光度计测定总 RNA 在 260 nm 和 280 nm 处的光密度

（OD）值（A260/A280）衡量 RNA 的纯度，OD 值在 1.8 ～ 

2.1，认为质量合格。

1.4    血浆 miRNA 芯片检测

将提取的血浆总 RNA 送上海康程生物技术服务

公司进行 miRNA 芯片检测。

1.5    qRT-PCR 检测 miRNA

Rever Tra Ace qPCR-RT Kit 逆转录试剂盒和 miscrip 

SYBR Green PCR Kit 定量试剂盒购自上海 Toyobo 公司。

U6 内 参 引 物，let-7e-5p、miR-155-5p、miR-222-3p、

miR-379-5p、miR-409-3p、miR-433、miR-487b 和

miR-498 引物购自上海 Gene Pharma 公司。10 µl 逆转

录反应体系包括 Nuclease free water 2 µl，5×RT Buffer 

2 µl，miRNA ＆ U6 RT Primer mix 0.5 µl，RT Enzyme 

Mix 0.5 µl，总 RNA 5 µl。反应进行条件 ：25℃ 30 min， 

42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min，4 ℃ 保 存。qRT-PCR 采 用

20 µl 体系，包括 SYBR 10 µl，miRNA/U6 specific Primer 

set 1 µl，灭菌水 7 µl，cDNA 2 µl。qRT-PCR 反应条件：

95℃预变性 3 min，1 个循环；95℃变性 12 s，40 个循环；

62℃退火 40 s，荧光信号采集。miRNA 的表达水平采

用 2- △△ Ct 值表示，△△ Ct=VSD 组（Ct 样本 -Ct 对照）-

对照组（Ct 样本 -Ct 对照）。

1.6    统计学方法

数据分析采用 SPSS 24.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较采用 t 检验，计

数资料以例（%）表示，比较采用 χ2 检验和 Fisher

精确概率法，P  <0.05 为差异有统计学意义。对单个

miRNA 和多指标联合诊断模型进行诊断价值评价，首

先建立 ROC 曲线，通过曲线下面积（AUC）、敏感性、

特异性、约登指数、阳性预测值等来判断诊断 VSD

的效果 ；利用逐步 Logistic 回归模型建立多指标的诊

断模型，用以区分 CHDs 患者和对照人群。

2    结果

2.1    研究对象一般特征

上述 3 阶段研究对象，在年龄、性别等方面均具

有可比性，所选研究对象均为汉族，具体临床资料见

表 1 ～ 3。

2.2    血浆 miRNA 表达谱芯片检测结果

利 用 miRNA 芯 片 技 术 检 测 3 例 VSD 组 和 3 例

对照组血浆中的 miRNA 表达特征，初步确定 VSD 差

异 miRNA 表达谱。微阵列芯片杂交结果显示 ：与对

照组比较，有 36 个表达有差异的 miRNA（差异倍数 > 

1.5 或差异倍数 <0.67，P  <0.05），其中 21 个 miRNA 在

VSD 组表达下调，表达上调的 miRNA 有 15 个。见表 4。
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2.3    差异表达的 miRNA 的检测结果

通过查阅文献，结合微阵列芯片表达情况，选

择 8 个 差 异 表 达 的 let-7e-5p、miR-155-5p、miR-

222-3p、miR-379-5p、miR-409-3p、miR-433-3p、

miR-487b-5p 和 miR-498 运 用 qRT-PCR 技 术 进 行

随后的两阶段大样本 qRT-PCR 验证，检测到 5 种血

浆 miRNA（let-7e-5p、miR-155-5p、miR-222-3p、

miR-433-3p 和 miR-487b-5p）在 VSD 中的表达差异

有统计学意义（P  <0.05），可以选择作为具有 VSD 早

期诊断意义的生物标志物。见表 5。

2.4    单个 VSD 血浆 miRNA 的诊断价值

采用 ROC 曲线分析 5 种血浆 miRNA 对 VSD 的

诊断价值，5 种血浆 miRNA（let-7e-5p、miR-155-5p、

miR-222-3p、miR-433-3p 和 miR-487b-5p） 的 ROC

曲线下面积（AUC）分别为 0.767（95% CI：0.683，0.838，

P =0.000）、0.709（95% CI：0.620，0.787，P =0.000）、0.832

（95% CI ：0.754，0.893，P =0.000）、0.678（95% CI ：

0.588，0.759，P =0.001）和 0.698（95% CI：0.609，0.777，

P  =0.000）；当 5 种血浆 miRNA 表达量（2- △△ Ct）的截

断值分别取 1.05、0.79、0.62、1.10 和 1.11 时，敏感性

分别为 91.9%、71.0%、74.2%、95.2% 和 82.3%，特异

性分别为 53.2%、72.6%、88.7%、33.9% 和 51.6%，差

异有统计学意义（P <0.05）。见表 6 和图 1。

2.5    miRNA 诊断模型的建立

利用逐步 Logistic 回归分析模型，以是否患 VSD

为因变量，5 种 miRNA 相对表达量为自变量，分析

表 3    诊断价值评价阶段 VSD 组与对照组临床资料    （n=62）

组别
男 / 女 / 

例
年龄 / 

（岁，x±s）
孕周数 / 

（周，x±s）
出生体重 / 

（kg，x±s）
流产史 

例（%）
避孕药服用史 

例（%）
生育年龄 / 

（岁，x±s）
叶酸服用史 

例（%）

VSD 组 32/30 2.34±1.96 38.77±1.59 2.91±0.4 15（24.19） 9（14.52） 29.67±4.57 58（93.55）

对照组 41/21 2.68±1.31 39.1±1.38 3.06±0.47 8（12.90） 5（8.06） 28.64±4.24 57（91.94）

χ2/t 值 2.698 -1.136 -1.234 -1.914 2.616 1.288 1.301 0.120

P 值 0.100 0.270 0.211 0.055 0.106 0.256 0.196 0.729

表 2    qRT-PCR 验证阶段 VSD 组与对照组临床资料比较

组别 n
男 / 女 / 

例
年龄 / 

（岁，x±s）
孕周数 / 

（周，x±s）
出生体重 / 

（kg，x±s）
流产史 

例（%）
避孕药服用
史  例（%）

CHDs 家族史  
例（%）

生育年龄 / 
（岁，x±s）

叶酸服用史 
例（%）

VSD 组 20 11/9 1.23±0.51 38.35±2.76 3.19±0.50 9（45.00） 2（10.00） 0（0.00） 25.3±4.86 17（85.00）

对照组 15 9/6 1.28±0.37 39.27±0.88 3.12±0.50 1（6.67） 1（6.67） 0（0.00） 27.13±4.61 14（93.33）

χ2/t 值 - -0.321 -1.241 0.410 - - - -1.127 -

P 值 0.573† 0.354 0.121 0.804 0.000† 0.497† - 0.580 0.125†

注 ：†Fisher 精确概率法。

组别 性别 年龄 / 岁 出生方式 避孕药服用史 叶酸服用史 CHDs 家族史

VSD 组

    D28 男 1.2 自然分娩 无 有 无

    D55 男 2.1 自然分娩 有 有 无

    D61 女 1.4 自然分娩 无 无 无

对照组

    C58 男 1.2 自然分娩 无 有 无

    C56 男 2.1 自然分娩 有 有 无

    C92 女 1.4 自然分娩 无 无 无

表 1    初筛阶段 VSD 组与对照组临床资料比较    （n =3）
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血浆 miRNA 的差异表达是否与 VSD 有关，结果显示

let-7e-5p、miR-155-5p、miR-222-3p、miR-433-3p

及 miR-487b-5p 的表达量与 VSD 的发生分别有独立

的关联，差异有统计学意义（P <0.05）。见表 6。

联合 5 种血浆 miRNA 指标建立多指标的诊断模

型：Logit（P =VSD） =17.04-[3.34×（let-7e-5p）-2.810×

（miR-155-5p）-6.75×（miR-222-3p）-5.56×（miR-

433-3p）3.69×（miR-487b-5p）]。诊断模型AUC为0.955

（95% CI：0.902，0.984，P =0.000），当截断值为 0.63 时，

敏感性和特异性分别为 83.87% 和 95.16%，约登指数为

0.79，5 种 miRNA 联合诊断的阳性预测值为 92.86%，提

示联合多个 miRNA 可大幅提高 VSD 的诊断效率。见

表 7 和图 2A。

本室进一步取 AUC>0.7 的 3 种血浆 miRNA（let-

7e-5p、miR-155-5p 和 miR-222-3p）进行 Logistic 回

归分析（见表 8 和图 2B），得出诊断模型（见表 9）：

logistic（P =VSD）=[7.26-2.68×（let-7e-5p）-2.16×

（miR-155-5p）-5.28×（miR-222-3p）]。 诊 断 模 型

表 5    8 种血浆 miRNA 的相对表达量    （x±s）

miRNA let-7e-5p miR-155-5p miR-222-3p miR-379-5p miR-409-3p miR-433-3p miR-487b-5p miR-498

VSD 组（2- △△ Ct） 0.96±0.56 0.89±0.43 0.89±0.21 0.98±0.56 0.88±0.27 0.93±0.24 1.03±0.33 1.03±0.32

对照组（2- △△ Ct） 0.49±0.35 0.64±0.27 0.53±0.39 0.89±0.24 0.86±0.31 0.79±0.21 0.80±0.30 1.13±0.41

t 值 5.562 3.951 7.893 1.758 0.274 3.684 4.206 -1.320

P 值 0.000 0.000 0.000 0.081 0.785 0.000 0.000 0.190

表 4    VSD 患者表达有差异的 miRNA

下调 miRNA 差异倍数 P 值 上调 miRNA 差异倍数 P 值

miR-4288 0.45 0.027 hsv2-miR-H23 57.67 0.004

miR-892a 0.45 0.035 miR-4268 6.74 0.020

let-7e-5p 0.44 0.024 miR-4778-3p 4.17 0.029

miR-4483 0.42 0.038 miR-3591-3p 3.90 0.039

miR-3138 0.41 0.029 ebv-miR-BART 3.39 0.041

miR-371b-5p 0.40 0.035 miR-498 3.05 0.006

ebv-miR-BAR 0.39 0.044 miR-585 2.70 0.045

miR-222-3p 0.38 0.042 miR-3667-5p 2.56 0.010

miR-2115-3p 0.38 0.042 miR-3924 2.56 0.001

miR-769-5p 0.37 0.030 miR-4742-3p 2.27 0.010

miR-146a-5p 0.36 0.036 miR-4732-3p 2.26 0.016

miR-155-5p 0.34 0.038 miR-5681b 2.25 0.014

miR-30b-3p 0.33 0.033 miR-5100 2.18 0.031

miR-191-5p 0.28 0.043 miR-1537 2.05 0.022

miR-654-3p 0.27 0.010 miR-4472 1.74 0.009

miR-379-5p 0.27 0.040

miR-877-5p 0.26 0.030

miR-493-5p 0.25 0.018

miR-433-3p 0.15 0.036

miR-487b-5p 0.14 0.003

miR-409-3p 0.13 0.028
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血浆 miR-487-5p

表 6    5 种血浆差异表达 miRNA 诊断价值评价相关指标

miRNA Sb 截断值 敏感性 /% 特异性 /% P 值
95% CI

下限 上限

let-7e-5p 0.04 1.05 91.9 53.2 0.000 0.683 0.838

miR-155-5p 0.05 0.79 71.0 72.6 0.000 0.620 0.787

miR-222-3p 0.04 0.62 74.2 88.7 0.000 0.754 0.893

miR-433-3p 0.05 1.10 95.2 33.9 0.001 0.588 0.759

miR-487b-5p 0.05 1.11 82.3 51.6 0.000 0.609 0.777

图 1    5 种血浆 miRNA 的 ROC 曲线

血浆 let-7e-5p 血浆 miR-155-5p 
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表 9    血浆差异表达 miRNA 联合诊断模型的价值评价表    

诊断模型 AUC
95% CI

Sb 敏感性 /% 特异性 /% 约登指数 阳性预测值 /% P 值
下限 上限

5 种 miRNA 联合 0.955 0.902 0.984 0.02 83.87 95.16 0.79 92.86 0.000

3 种 miRNA 联合 0.910 0.845 0.954 0.03 82.30 90.30 0.73 89.47 0.000

的 AUC 为 0.910（95% CI ：0.845，0.954，P  =0.000），

当截断值为 0.51 时，敏感性和特异性分别为 82.30%

和 90.30%，约登指数为 0.73，3 种 miRNA 联合诊断

的 阳 性 预 测 值 为 89.47%。 进 一 步 分 析 表 明 ：3 个

miRNA 联 合（let-7e-5p、miR-155-5p 和 miR-222-

3p）即可接近于 5 个 miRNA 联合的诊断效率。

	 		    A    5 种血浆					                  B    3 种血浆

1- 特异性 1- 特异性
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图 2    5 种和 3 种的血浆 miRNA 联合 ROC 曲线图

表 7    5 种血浆差异表达 miRNA 的 Logistic 回归分析参数

miRNA b Sb Wald  χ2 Ol̂R P 值
95% CI

下限 上限

let-7e-5p -3.34 0.90 13.71 0.036 0.000 0.006 0.209

miR-155-5p -2.81 1.16 5.88 0.061 0.015 0.006 0.585

miR-222-3p -6.75 1.44 22.01 0.001 0.000 0.000 0.020

miR-433-3p -5.56 1.79 9.62 0.004 0.002 0.000 0.133

miR-487b-5p -3.69 1.15 10.22 0.026 0.001 0.003 0.245

常数项 17.04 3.49 23.84 0.000

表 8    3 种血浆差异表达 miRNA 的 Logistic 回归分析参数

miRNA b Sb Wald  χ2 Ol̂R P 值
95% CI

下限 上限

let-7e-5p -2.68 0.68 15.65 0.069 0.000 0.018 0.259

miR-155-5p -2.16 0.84 6.64 0.116 0.010 0.022 0.597

miR-222-3p -5.28 1.07 24.32 0.005 0.000 0.001 0.042

常数项 7.26 1.35 29.06 0.000
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3    讨论

在前期研究中，通过 miRNA 表达谱芯片检测技术

筛选出 VSD 血浆有差异表达的 36 种 miRNA。进一步

扩大样本对重要差异 miRNA 进行两阶段的 qRT-PCR

检测，初步筛选出 5 种血浆差异表达 miRNA（miRNA- 

let-7e、miR-155-5p、miR-222-3p、miRNA-433-3p

和 miR-487b-5p）作为 VSD 早期诊断标志物，将其整

合后可建立起多指标的联合诊断模型。

利用 ROC 曲线下面积，判断上述 5 个 miRNA 的

诊断效能。研究发现，let-7e-5p、miR-155-5p、miR-

222-3p、miR-433-3p 和 miR-487b-5p 的 AUC 值 分 别

为 0.767、0.709、0.832、0.678 和 0.698， 其 中 miR-

222-3p 的诊断效能最高，其他 4 个 RNA 的 AUC 多集

中在 0.6 ～ 0.8，也具有较好的诊断效能。研究发现，5

种 miRNA 的敏感性和特异性分别为 91.9%、53.2% ；

71.0%、72.6% ；74.2%、88.7% ；95.2%、33.9% ；

82.3%、51.6%。有些 miRNA 分子的敏感性或特异性相

对较低，如 let-7e-5p 和 miR-487-5p 的特异性在 50%

左右，而 miR-433-3p 的特异性仅为 33.9%，即使是诊

断效能最高的 miR-222-3p，其敏感性及特异性也只能

达到 80% 左右，单个 miRNA 在临床上作为理想的分子

诊断标志物仍有不小的差距。

鉴于此，本研究运用逐步 Logistic 回归分析，利

用样品的 qRT-PCR 数据建立多指标的 Logistic 回归

分析模型，优化组合该差异 miRNA，构建 VSD 联合

诊断模型。通过联合 5 种 miRNA 诊断模型分析发现，

AUC 达到 0.955，联合多个 miRNA 可大幅度提高诊断

效能。当截断值为 0.63 时，5 种 miRNA 联合诊断的

敏感性和特异性分别为 83.87% 和 95.16%，约登指数

达到 0.79，结果提示通过构建 5 种 miRNA 诊断模型，

可以使诊断的效果更好，真实性更高。

进 一 步 以 AUC>0.7 的 3 种 miRNA（let-7e-5p、

miR-155-5p 和 miR-222-3p）构建诊断模型，该模型

AUC 面积为 0.910，截断值为 0.51 时，敏感性和特异

性分别为 82.30%、90.30%，进一步提示多个 miRNA

组合可有效提高诊断效能。

let-7 作为一种可能的临床诊断标志物，通常作

为一种抑癌物质，在肿瘤中表达下调，let-7 的正常表

达是可以产生抑制癌症的作用和效果 [7-8]。最新研究

发现，由于 let-7 在心血管系统的多种细胞中，如血管

平滑肌细胞、内皮细胞、心肌细胞、冠脉平滑肌细胞

等均有表达，所以 let-7 在心血管系统疾病和心脏发

育中的作用十分重要，有研究表明，血浆中 let-7b 可

能作为急性心肌缺血的生物标志物 [9]。以上的研究报

告提示 let-7 可能在心脏的发育和心血管疾病的发生

中参与了调控，但是目前未见有关 let-7e-5p 与先天

性心脏病的研究报道。本研究首次发现，let-7e-5p 在

VSD 组血浆中呈低表达，下调到对照组的 27%，ROC

曲线分析 let-7e-5p 的诊断效能达到 0.767，敏感性为

91.9%，提示 let-7e-5p 在 VSD 的早期诊断中具有一

定的临床意义。

miR-155 在已知的 miRNA 中，是与肿瘤关系最为

密 切 的 miRNA[10]。CALIN 等 [11] 发 现 miR-155 可 作 为

一种 miRNA 标志物，同慢性淋巴细胞性白血病的预后

和疾病进程相关。另外，KOENIG 等 [12] 应用 miRNA 芯

片检测稳定性冠心病患者血浆的 miRNA 表达谱，并进

一步应用定量 PCR 检测患者血浆中 miRNA 的表达水

平，结果显示炎症相关的 miRNA-155 在内皮细胞中

明显降低，这为稳定性冠状动脉粥样硬化性心脏病的

临床诊断提供了潜在的生物标志物。目前尚无关于先

天性心血管病与 miR-155 表达的研究报道。在本研究

中，首次发现 miR-155-5p 在 VSD 组血浆中表达下调。

ROC 曲线下面积为 0.709，血浆 miR-155 诊断 VSD 具

有较高的敏感性（71.0%）和特异性（72.6%）。血浆

miR-155-5p 可以作为 VSD 新的无创性诊断标志物。

miR-222 与 miR-221 具有高度的同源性，基因序

列定位于 XPII3 大约在 1 kb 的区域内。miR-222 在

血管生成、再构以及肿瘤转移过程中起着重要调控

作用，是目前非常热门的一个 miRNA 分子。miR-222

与心血管系统的研究，大多集中在血管内皮细胞功能

上，POLISENO 等 [13] 通过芯片确认 27 个在人脐静脉

内皮细胞高表达的 miRNA，发现其中 miR-222 能够

抑制靶基因 c-kit 的表达从而抑制内皮细胞管腔形成

和迁移。虽然未见有关 miR-222 与先天性心血管病

的有关报道，但是本研究发现，miR-222 在 VSD 组血

浆中表达降低。通过进一步绘制 ROC 曲线，结果显示，

miR-222-3p 的曲线下面积最大，达到 0.832，表明这

种 miRNA 对 VSD 的诊断具有较高的准确性，值得进

一步探讨其临床诊断价值及其与 VSD 的致病机制。

另外，本研究首次报道 miR-433-3p 和 miR-487b- 

5p 在 VSD 组血浆中差异表达，这两个 miRNA 均未

见国内外文献报道，其在 VSD 中的作用尚不清楚。

miR-433-3p 和 miR-487b-5p 表达下调，与对照组比

较均有差异，与 VSD 发病的机制不清，还有待进一步
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研究。为了解以上所述 5 种血浆 miRNA 浓度变化是否

为 VSD 直接导致，在接下来的研究中将选取已经手术

治好的室间隔缺损患者，检测这 5 种血浆 miRNA 浓度，

并计算 ROC 曲线下面积以及敏感性和特异性，进一

步验证和明确 let-7e-5p、miR-155-5p、miR-222-3p、 

miR-433-3p 和 miR-487b-5p 作为辅助诊断 VSD 患者

生物标志物的可行性及价值。
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