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血清外泌体miR-125a-5p和miR-99b-5p在
心力衰竭诊断中的价值

杨丽 戴婷婷 刘丹 李鹏飞

[摘要] 目的 采用微阵列和荧光定量PCR（qRT-PCR）技术评估在心力衰竭中具有诊断效能的miRNA。方法 用

微阵列探索心力衰竭患者血清中的miRNA表达谱，并用qRT-PCR方法检测候选miRNA的表达水平。然后，采用受

试者工作特征（ROC）曲线分析候选 miRNA 的诊断价值。结果 与健康对照者相比，miR-125a-5p 和 miR-99b-5p
在心力衰竭患者的血清外泌体中明显下调，其 ROC 曲线下面积（AUC）分别为 0.73 和 0.72。此外，miR-125a-5p 和

miR-99b-5p的联合检测比单个miRNA 具有更高的诊断价值，其AUC达到 0.80。结论 miR-125a-5p和miR-99b-
5p 的表达水平在心力衰竭患者的血清外泌体中显著下调，可作为心力衰竭诊断的新型循环生物标志物。miR-
125a-5p和miR-99b-5p联合后的诊断效能高于其单独使用。
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The value of serum exosomes miR-125a-5p and miR-99b-5p in the diagnosis of heart failure YANG Li，DAI
Tingting，LIU Dan，et al.Department of Critical Care Medicine，Zhenhai Hospital of Traditional Chinese Medicine，Ningbo
315200，China.
[Abstract] Objective We utilized microarray and quantitative PCR （qRT-PCR） techniques to evaluate the diag⁃
nostic potential of miRNAs in heart failure.Methods We used microarray to explore the miRNA expression profile in
the serum of heart failure patients and evaluated the expression levels of candidate miRNAs using the qRT-PCR
method.The diagnostic value of candidate miRNAs was analyzed using receiver operating characteristic （ROC） curve.
Results Compared with the healthy control，miR-125a-5p and miR-99b-5p were downregulated in the serum exo⁃
somes of patients with heart failure，the areas under the ROC curve（AUC）was 0.73 and 0.72，respectively.Further⁃
more，the combined detection of miR-125a-5p and miR-99b-5p has higher diagnostic value than individual miR⁃
NAs，with an AUC of 0.80.Conclusion The expression levels of miR-125a-5p and miR-99b-5p are significantly
downregulated in the serum exosomes of heart failure patients，potentially serving as novel circulating biomarkers for
the diagnosis of heart failure.The diagnostic performance of miR-125a-5p combined with miR-99b-5p is higher than
individual index.
[Key words] microRNA； heart failure； diagnostic biomarkers； serum exosomes

心力衰竭是由于心脏结构或功能异常导致心

室充盈或射血能力受损的一组复杂临床综合征[1]。

传统上心力衰竭的诊断主要依赖临床表现、超声心

动图和多种循环生物标志物[2,3]。这些生物标志物也

可在肾功能衰竭等患者中检测到[3]。最新的研究表

明微小RNA（microRNA，miRNA）与心力衰竭发生发

展密切相关[4]。然而关于外泌体miRNA作为心力衰

竭诊断的标志物以及作用机制尚不明确。本研究

拟通过对心力衰竭患者血清外泌体miRNA进行筛

选，探讨血清外泌体miRNA在心力衰竭诊疗中的潜
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在临床应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究于 2020 年 6 月至 2022 年

6 月在宁波市镇海区中医医院收集了 50 例心力衰

竭患者和 50 例健康对照者的血浆。本次研究得到

了医院伦理委员会的批准。所有患者均签署了知

情同意书。

1.2 数据库分析心力衰竭患者血液中差异表达的

miRNA 通过分析GEO数据库中的GSE136547数

据集得到差异表达的miRNA，将上调和下调最显著

的20 个miRNA进行聚类分析。

1.3 外泌体的分离 根据说明书步骤，使用总外泌

体分离试剂盒（由美国 Invitrogen 生产）分离外泌

体。首先将血浆在离心机中以 3 000 r/min，4˚C离

心30 min以去除细胞和碎片。然后，取400 μL上清

即血清转移至新离心管中，再加入 80 μL的外泌体

分离试剂。涡旋混匀后，在 4˚C下孵育 30 min。孵

育结束后将混合物在 4˚C，12 000 g 条件下离心

10 min。然后弃上清，加入磷酸盐缓冲液（phos⁃
phate buffered saline，PBS）重悬外泌体。外泌体的

大小经过粒径检测设备分析，保证其范围在 40～
100 nm 之间。

1.4 电子显微镜检查 首先取 20 μL新鲜分离的

外泌体滴在铜网上，固定 5 min后使用电子显微镜

检查。再用 2%磷钨酸溶液对样品进行染色，5 min
后用干滤纸吸去多余的液体，再将样品放置于60 W
白炽灯下烘烤 4 min。最后使用 Tecnai Spirit G2
BioTWIN透射电子显微镜（由美国FEI公司生产）观

察样品，拍照记录。

1.5 蛋白质印迹法 按照说明书的步骤使用BCA
试剂盒（由中国新赛美生产）对血浆外泌体进行蛋

白质定量，向外泌体中加入0.25倍体积上样缓冲液

（由中国索莱宝生产），混匀后 100˚C煮沸 5 min，使
用 10% SDS-PAGE（由中国新赛美生产）分离蛋白

质，然后将分离的蛋白质转移到 PVDF 膜（由美国

密理博生产）上，使用 5%的脱脂奶粉（由中国索莱

宝生产）封闭后使用 TBST 溶液（由中国索莱宝生

产）洗膜，分别加入一抗 CD9（由美国Abcam生产）

和CD63（由美国Abcam生产），4˚C下孵育过夜。使

用 TBST溶液洗膜后再加入兔二抗（由美国Abcam
生产），室温下孵育1 h，使用ECL化学发光液（由美

国advansta生产）显色，拍照记录。

1.6 RNA提取 按照步骤使用 TRIzol LS（由美国

ambion生产）试剂提取血清RNA。首先，往 250 μL
血清中加入750 μL的TRIzol LS，充分涡旋混匀后在

4˚C，12 000 g条件下离心 10 min，将上清转移至新

离心管中，再加入200 μL氯仿，涡旋混匀后在4˚C下

静置 5 min，4˚C，12 000 g条件下离心 15 min。将上

清转移至新离心管中，再加入 500 μL异丙醇（由中

国沪试生产），颠倒混匀后在 4˚C下静置 10 min，在
4˚C，12 000 g条件下离心 5 min。弃上清后用 75%
乙醇洗涤沉淀，最后用无酶水溶解沉淀，并用超微

量分光光度计检测RNA浓度。

1.7 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real
time polymerase chain reaction，qRT-PCR） 使 用

NovoScript® Plus All-in-one 1st Strand cDNA Syn⁃
thesis SuperMix试剂盒将RNA逆转录为 cDNA，然后

用 NovoStart®SYBR qPCR SuperMix plus 进行 qPCR
检测。以GAPDH为内参，使用 2-ΔΔCT方法对数据进

行统计分析。

1.8 稳定性测试 首先将提取的 RNA 分别置于

25 ℃、4 ℃、-20 ℃、-80 ℃环境中，通过qRT-PCR检

测miR-99b-5p和miR-125a-5p的表达，再通过冻存

0、4、8、16、32 h 后继续检测 miR-99b-5p 和 miR-
125a-5p的表达。

1.9 统计学方法 使用 GraphPad 9.0 软件对实验

数据进行统计分析（每个实验至少重复三次）。采

用非参数检测方法检验心力衰竭患者和健康对照

者血液中miRNA的表达差异。受试者工作特征（re⁃
ceiver operating characteristic，ROC）曲线用于评估

miRNA在心力衰竭样本中的诊断效率，Z检验用于

比较曲线下面积（area under curve，AUC）。设 P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GEO数据库分析心力衰竭患者血液中差异表

达的miRNA见封二图1
由封二图1可见，通过GEO数据库分析，发现了

心力衰竭患者血液中差异表达的miRNA。

2.2 候选 miRNA 的表达谱分析 为了确定最稳

定和可靠的候选 miRNA，基于封二图 1B 的聚

类结果，结合文献搜索，本次研究选择了 5 个

miRNA 作为候选分子。qRT-PCR 检测 5 个候选

miRNA 分子在 20 例心力衰竭患者血清外泌体中

的表达，见图 1。
由图 1可见，miR-99b-5p和miR-125a-5p在心

力衰竭患者血清外泌体中的表达比健康对照者血
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注：A：血清外泌体中miR-99b-5p的表达；B：血清外泌体中miR-125a-5p的表达；C：miR-99b-5p和miR-125a-5p联合诊断ROC曲线。

图2 miRNA的诊断价值

图3 miR-99b-5p的稳定性实验

存贮温度/℃ 冻融次数/次 存放次数/h

清外泌体中显著降低，而其他三个分子并没有显著

差异。

2.3 血清外泌体的检测鉴定 为了评估外泌体质

量，分离得到血清外泌体后，通过电子显微镜观察

外泌体的形态和大小（见封二图 2A），并通过

Western blot 检测血清外泌体标志物的 CD9 和

CD63的表达水平（见封二图 2B），结果表明外泌体

质量良好。

2.4 miRNA 的诊断价值 为了研究 miR-99b-5p
和 miR-125a-5p 的诊断价值，本次研究采用 qPCR
检测了 50 例样本中的表达量，并进行了 ROC 分

析，见图2。
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图1 5 个候选miRNA在血清外泌体中的表达

1-特异度

由图 2 可见，miR-99b-5p 和 miR-125a-5p 的

AUC 值分别为 0.72 和 0.73，表明检测方法是有效

的，两者联合诊断的AUC值为0.80，更具准确性。

2.5 miR-99b-5p和miR-125a-5p的稳定性实验见

图3、4

由图 3、4 可见，将提取的 RNA 分别在 25 ℃、

4 ℃、-20 ℃和-80 ℃存放，检测得到的Ct值无显著

变化，存放0、4、8、16、32 h也无明显变化，反复冻融

也不明显影响 Ct 值，表明 miR-99b-5p 和 miR-
125a-5p能稳定存在。

灵
敏

度
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3 讨论

心力衰竭通常是由心肌梗死或缺血性心肌病

导致的心肌损伤和坏死引起的。此外，心脏压力或

容量超负荷等多种原因引起的心肌结构和功能异

常也是引发心力衰竭的重要原因之一。这些异常

容易导致心脏的射血或充盈松弛功能障碍，从而引

发一系列复杂的临床综合征。一般认为这是各种

心血管疾病的终末阶段[5,6]。近年来的实验研究表

明，miRNA 在心力衰竭的发展过程中起着重要作

用，特别是在心肌细胞肥大、心肌纤维化、心肌损伤

和凋亡、心肌电重构等方面。因此，miRNA有可能

成为心力衰竭诊断的重要生物标志物，并为心力衰

竭的治疗提供新的靶向。

最近，外泌体miRNA作为疾病的新型生物标志

物受到了广泛的关注，并已被证明对病理生理学进

展有重大影响[7]。同时，miRNA在外泌体中的富集

和稳定性表明其作为疾病标志物的潜力。有研究

表明，Xie等[8]发现，miR-27a在心力衰竭患者外周血

外泌体中的表达水平明显高于健康对照组，miR-
27a在慢性心力衰竭诊断中的AUC为0.835，具有较

高的诊断价值。尽管如此，关于外泌体miRNA在心

力衰竭诊断中的研究仍然很少。本次研究从GEO
数据中提取了5 个差异表达的miRNA（即miR-99b-
5p、miR-125a- 5p、miR-342-3p、miR-494-3p 和

miR-150-5p）进行验证，结果显示，miR-125a-5p和

miR-99b-5p的表达水平在心力衰竭患者血清外泌

体中显著下调，其余3 个miRNA的表达水平在两组

间均无明显差异，这提示血清外泌体miR-125a-5p
和miR-99b-5p有可能成为心力衰竭的诊断标志物。

本次研究通过ROC曲线评估血清外泌体miR-
125a-5p和miR-99b-5p在心力衰竭中的诊断价值，

结果表明miR-125a-5p和miR-99b-5p有较高的诊

断效能，AUC分别为 0.73和 0.72。两者联合诊断时

其AUC为 0.80，能较好区分心力衰竭和健康人群，

而且其诊断效能高于单独使用 miR-125a-5p 和

miR-99b-5p。miR-125a-5p作为疾病的早期诊断

标志物已有相关的报道。Li 等[9]研究发现 miR-
125a-5p 可作为胃癌早期诊断的标志物，且与肿瘤

的分期密切相关。Li 等[10]研究发现血浆外泌体

miR-125a-5p和miR-141-5p可作为前列腺癌诊断

生物标志物，并与前列腺特异性抗原的表达呈正相

关。除了作为疾病的诊断标志物，miR-125a-5p还

在多种疾病的发生和发展过程中扮演着重要的角

色。 Xu 等[11] 研究发现 miR - 125a-5p 通过靶向

PTPN1和MAP3K11并激活 JNK/MAPK信号通路，抑

制肝癌细胞增殖，诱导细胞凋亡。Zhang等[12]研究发

现 miR-125a-5p 通过靶向 FUT4 抑制膀胱癌的进

展。因此推测血清外泌体miR-125a-5p可能通过调

控某些信号通路参与心力衰竭的发生发展。

在本研究中，血清外泌体 miR-99b-5p 是另一

个表达下调的诊断标志物，而在其他疾病中miR-
99b-5p也具有诊断价值。Ning等[13]研究发现，miR-
99b-5p可作为结直肠癌早期诊断的标志物，并与肿

瘤的预后相关。这也为未来的研究提供了一个方

向，以进一步了解其在心力衰竭中的作用机制。

与此同时，外泌体miRNA显示出良好的诊断性

能，不仅因为其高特异性和敏感性，还因为其自身

的结构和在血液中的稳定性。本次研究通过在室

温下长期储存，反复冷冻和解冻实验发现，外泌体

miRNA的表达水平都不会改变。

本研究存在一定的不足。首先，miR-125a-5p
和miR-99b-5p只在50对心力衰竭患者和健康对照

中进行验证，需要进一步扩大样本量，提高数据的

可信度。其次，由于临床病理因素的部分缺失，

miR-125a-5p和miR-99b-5p的表达与临床的相关

性未进行研究。这些不足是下一步的研究方向。

综上所述，血清外泌体 miR-125a-5p 和 miR-
99b-5p有望作为心力衰竭的无创诊断标志物，且具

有较高的诊断效能。

图4 miR-125a-5p的稳定性实验
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