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[摘　要]	 目的：应 用 基 因 芯 片 技 术 研 究 心 房 颤 动 ( 房 颤 ) 患 者 心 房 组 织 中 m i R N A 的 表 达 谱 ， 分 析 差 异 表

达的miRNA，为进一步研究miRNA在房颤发生、发展中的作用奠定基础。方法：采用miRNA

基因芯片技术检测房颤患者和非房颤患者心房组织样本中miRNA的表达水平；采用实时定量

PCR(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)对部分差异表达的miRNA进行验证。结果：MiRNA基

因芯片分析结果显示，与非房颤组织相比，房颤组织中差异表达的miRNA共有26个，其中16个

miRNA表达上调，10个miRNA表达下调。qRT-PCR验证结果与芯片结果相一致。结论：MiRNA在

房颤患者心房组织中存在差异性表达。
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Abstract Objective: To analyze the differentially expressed microRNAs (miRNA) in atrial tissues from patients with 

atrial fibrillation by gene chip technology and to lay a foundation for studing its role in the development of 

atrial fibrillation. Methods: The miRNA gene chip was used to detect the miRNA expression level in patients 

with atrial fibrillation and without atrial fibrillation. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to verify 
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心房颤动(房颤) 是临床最常见的慢性持续性心

律失常，我国成人患病率为0.89%，65岁以上人群

可高于5%[1]。房颤可产生严重的临床后果，如导致

致命的室性心律失常，引发血栓栓塞使脑卒中危险

性升高，加快心力衰竭的进展，使住院率、致残率

和病死率增加等。进行性、自我延续性的特点使得

房颤的治疗一直以来都是临床研究的难点和热点，

至今人们对房颤发病机制的认识仍然有限，针对这

些机制所采取的治疗尚不能安全有效治愈房颤。微

小RNA(microRNA，miRNA)是近年来发现的一类重

要的内源性小RNA分子。它通过抑制靶基因的翻译

或促进其mRNA降解来调节基因的表达。由于这种

对基因的核心调控作用，它不仅参与细胞的生理过

程，如细胞的增殖、分化、代谢、凋亡等[2]，而且

也证实与许多疾病有关，包括肿瘤[3]、心脑血管疾病

(心肌肥大、心肌梗死、心律失常、心力衰竭[4])、糖

尿病[5]等。MiRNA对房颤的参与作用也是最近才受

到关注。目前研究认为[6-7]，miRNA可通过调控离子

通道蛋白的表达而表现出促房颤或抗房颤的作用。

本课题旨在应用  miRNA 基因芯片技术研究房颤患

者心房组织中的miRNA 表达谱，以期对今后研究 
miRNA 在房颤发生、发展中的作用有所帮助。

1  资料与方法

1.1  研究对象

心脏外科手 术患者共 6 名，房颤组患者年龄

中位数为51岁，其中男性2例，女性1例。非房颤

组患者年龄中位数为46岁，其中男性1例，女性2
例。两组病例均系南华大学附属第一医院住院患

者。本研究均获得南华大学附属第一医院伦理委

员会的批准及患者的知情同意。

1.2  主要试剂与仪器

T R I z o l 为 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 产 品 ，

m i R N e a s y  m i n i 试 剂 盒 为 德 国 Q I A G E N 公 司 产

品，miRCURY ™HY3™/ HY5™ Power标记试剂盒和

miRCURY TM LNA 芯片16.0版为丹麦E x iqon公司

生产。该miRNA芯片包含1 891个特异性探针、66

个Ex iqon特有的miRPlus探针(miRBase数据库不包

含的新miR NA信息)，可以检测miR Base16.0数据

库中人、小鼠、大鼠及这些物种相关病毒的全部

miRNA。CFX96实时定量PCR仪为美国BioRad公司

生产。MiRNA 芯片表达谱的检测由上海康成生物

有限公司提供支持。

1.3  方法

1.3.1  临床组织样本的收集

手 术 过 程 中 收 集 组 织 样 本 ， 立 即 用 液 氮 冻

存，2 h后转入-80℃冰箱保存，直至做miRNA的基

因芯片分析。

1.3.2  MiRNA 表达谱芯片检测

首先对冷冻的组织样本进行低温粉碎，加入

TRIzol和组织粉末进行匀浆，收集匀浆液，根据操

作说明书使用miRNeasy mini试剂盒进行总RNA的纯

化。然后用分光光度计检测RNA的浓度和纯度，1%
琼脂糖凝胶电泳检测R NA的完整性。上述所有步

骤均在无RNA酶污染状态下进行。分离得到的RNA
采用miRCURY™HY3™/ HY5™ Power标记试剂盒按照

操作说明书对miR NA进行标记。标记好的样本与

miRCURYTM LNA 芯片 (v.16.0) 进行杂交。同一样本

在每张芯片上重复检测4次。样本杂交后采集图像，

图像采用扫描分析软件进行数据分析，通过原始值

减去背景值作为修正值，计算修正值≥50的非control 
探针的中值，以此作为标准化因子对整张芯片的点做

标准化处理，再计算出两种样本中miRNA的标准值及

比值。房颤组标准值与非房颤组标准值相比高于1.5 
倍或低于1.5 倍即认为存在显著性上调或下调趋势。

1.3.3  差异表达miRNA的实时定量PCR验证

样 本 总 R N A 提 取 及 质 量 检 测 与 芯 片 分 析 的

总 R N A 提 取 及 质 量 检 测 步 骤 相 同 。 使 用 从 样 本

中 提 取 的 R N A ， 反 转 录 合 成 c D N A ， 再 以 c D N A
为 模 板 进 行 扩 增 。 合 成 的 c D N A 用 于 实 时 定 量

PCR(quantative real  t ime PCR，qRT-PCR)，设计

各目的 m i R N A 引物 ( 引物序列见表 1 ) ，然后配置

qRT-PCR反应体系：dNTP(2.5 mmol/L)2.5 µL，

1 0 × P C R 缓冲液 2 . 5  µ L ， Ta q 聚合酶 1  U ，终浓度

0.25×的水Sy bergreenI，10 μmol/L 的PCR特异引

the differential expression of microRNAs.Results: The results of miRNA gene chip showed that there were 26 

differentially expressed miRNAs in the atrial fibrillation group compared with the non-atrial fibrillation group. 

Among them, the expression levels of 16 miRNAs were up-regulated while 10 of them were down-regulated. The 

result of miRNA gene chip was in consistent with the result of qRT-PCR. Conclusion: The differential expression 

of miRNAs exists in the atrial tissues of patients with atrial fibrillation.

Key words gene chip; atrial �brillation; miRNA; di�erential expression
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物 F  1  µ L ， 1 0  μ m o l / L  的 P C R 特异引物 R  1  µ L ，

c D N A  1  µ L ， 加 水 至 总 体 积 为 2 5  µ L 。 将 配 置 的

PCR反应溶液置于RT-PCR仪上进行PCR反应。内

参 (U6)及各目的miRNA均按以下程序进行PCR：

95 ℃，5 min；35个PCR循环[95 ℃，10 s，60 ℃，20 s，
72 ℃，20 s，78 ℃，20 s(收集荧光)]。为了建立PCR
产物的熔解曲线，扩增反应结束后继续从72 ℃缓慢

加 热 到 9 9 ℃ ( 每 5 秒 升 高 1 ℃ ) 。 得 到 的 数 据采

用2 -△△CT法进行计算分析。

表 1   PCR 引物

Tbale 1   PCR primers
基因名 双向引物序列

U6
F:5'-GC�CGGCAGCACATATACTAAAAT-3'

R:5'-CGC�CACGAA�TGCGTGTCAT-3'

hsa-miR-19b
GSP:5'-ACCTGTGCAAATCCATG-3'

R:5'-TGCGTGTCGTGGAGTC-3'

hsa-miR-208a
GSP:5'-GGGATAAGACGAGCAAAAA-3'

R:5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'

hsa-miR-155
GSP:5'-GGGG�AATGCTAATCGTGA-3'

R:5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'

2  结   果

2.1  心房组织样本提取的总RNA质量情况

心 房 组 织 样 本 提 取 总 R N A 的 O D 2 6 0 / 2 8 0 值 在

1.8~2.0之间。变性琼脂糖凝胶电泳结果可清晰显

示18S，28S和较为模糊的5S三个rRNA条带，且28S
的亮度约为18S的2倍，说明总R NA无明显降解，

纯度基本达到实验要求(图1)。

图1   房颤患者与非房颤患者心房组织样本中总RNA凝胶
电泳图

Figure 1   Total RNA gel electrophoresis in atrial tissue 
samples from patients with atrial fibrillation and patients 
with non-atrial fibrillation
1-3: Three samples from patients w ith atrial  f ibri l lation; 

4-6: Three samples from patients with non-atrial fibrillation

2.2  心房组织样本中差异表达的miRNA
采集各样本的芯片图像(图2)，并对芯片图像

数据进行聚类分析(图3)，结果显示：房颤组比非

房颤组上调1.5倍以上的miRNA有  miR-1275，miR-
718，miR-664，miR-155等；房颤组比非房颤组下

调1.5倍以上的miRNA有miR-19b，miR-223，miR-
1 0 0，m i R - 3 3 a，m i R - 3 6 5等。两组间表达差异的

miRNA共26个(图4)。

图2   荧光标记的miRNA芯片扫描图(局部)

Figure 2   Fluorescently labeled miRNA chip scan(Partial area)

图3   房颤患者与非房颤患者组织中差异表达miRNA的聚

类分析

Fi g u r e  3    H i e r a r c h i c a l  c l u s t e r i n g  o f  d i f f e r e n t i a l l y 
ex pressed miRNA s in atrial fibrillation and non-atrial 
fibrillation

图4   房颤和非房颤组织样本中差异表达的miRNA
Fi g u re  4    D i f f erent ial l y  e x p re ss e d  m i R N A s  i n  at r ial 
fibrillation and non-atrial fibrillation 
Black bars represent upregulated miRNA s and white bars 
represent downregulated miRNAs
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2.3  心房组织差异表达miRNA的验证情况

q RT- P C R 的 扩 增 曲 线 反 映 了 每 个 样 本 的 C t
值，溶解曲线反映P CR完成后P CR产物的特异性

(图5)。qRT-PCR结果显示：与非房颤组相比，房

颤组心房组织中miR-19b表达显著下调，miR-155
表达显著上调；而miR-208a略有下调，但不具有

统计学意义，这个结果与芯片结果相一致(图6)。

图5   MiRNA与内参U6的扩增曲线(左侧)和溶解曲

线(右侧)
Figure 5   Amplification cur ves (left) and melting 
curves (right) of miRNA and internal reference U6

图6   MiR-19b，miR-208a及miR-155在房颤患者和非房

颤患者心房组织中的表达

Figure 6   E xpression of miR-19b, miR-208a, and miR-

155 in atrial tissue from atrial fibrillation patients and 

non-atrial fibrillation patients

 * P＜ 0 . 0 5 ( x± s， n= 3 )  v s  a t r i a l  t i s s u e  f r o m  n o n - a t r i a l 

fibrillation patients

3  讨   论

从miRNA的发现至今，miRBASE(http://www.
mirbase.org )中已收录miRNA超过16 000条，其中

人类miRNA 1 700多个，  miRNA相关领域的研究

已成为生命科学领域的重点之一。MiRNA基因的

表达具有显著的组织特异性和时序性，并且在病

理状态下miR NA的表达可能有其特殊标记。这些

表达标记有助于疾病的诊断和预后。本研究发现

房颤患者心房组织较之非房颤患者心房组织，有

26个miRNA的表达发生了显著变化，其中16个上

调，10个下调。表达上调的miR-644与Lu等 [6]的狗

房颤模型心房组织的芯片分析结果相符，后者发

现 m i R - 3 2 8 的表达也显著上调；但本研究的芯片

结果显示miR NA-328的表达没有显著变化，miR-
2 2 3 的表达却与他们的结果相反。这种差异可能

是由于芯片样本组织来源于不同的种属。生物芯

片(microarray)技术广泛应用于功能miRNA的初步

筛选，其特点是高通量，但又存在信息质量稳定

性较差、重复性较低的不足，故对芯片的结果通

常需要进一步的验证。为了提高芯片结果的可信

度，本研究选取芯片分析结果中表达上调的miR-
155和表达下调的miR-19b以及在心脏特异性表达

的m i R - 2 0 8 a进行了实时定量P CR验证。结果显示

miR-155和miR-19b的表达在两种分析方法中是一

致的，并且与Jun等 [8]研究的结论一致。实时定量

PCR验证结果同时显示：房颤组与非房颤组相比，

m i R - 2 0 8 a 的 表 达 略 有 下 调 ， 但 不 具 有 统 计 学 意

义。这个结果与芯片分析结果一致。

房颤是临床常见的心律失常之一，随着社会

人口老龄化，其发病率持续增加，已严重威胁人

类健康和生存。目前有关房颤发病机制的学说众

多，针对这些发病机制采取的治疗措施也各有弊

端。基因表达失调作为房颤发病的分子机制，近

期也引起研究者的极大关注。目前研究的目标转

向miR NA——一类新发现的基因表达调控因子，

它在转录后水平对基因的表达进行调控。已证实

与房颤有关的miRNA有miR-1，miR-26，miR-33及

miR-590，它们被证实在房颤中表达下调 [7,9-12]；而

miR-208，miR-21，miR-29及miR-30等则被认为它

们的靶基因与房颤有潜在关系 [6,13-16]。然而miRNA
对基因的调控作用并非单纯的一对一的关系，而

是通过相互协同发挥网络调控作用，故在多种病

理 条 件 下 通 常 有 多 个 m i R N A 共 同 发 生 改 变 。 本

研究不足之处在于收集的临床标本有限，芯片分

qRT-PCR

非房颤标本
房颤标本

miR-19b miR-155miR-208

相
对

水
平

6

5

4

3

2

1
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析 结 果 并 不 能 代 表 所 有 病 理 条 件 下 房 颤 患 者 的

miRNA表达情况。

探索miRNA在房颤中作用的常用策略是先获

得房颤动物模型或不同类型房颤患者中的miR NA
表 达 标 记 [ 1 7 ]， 再 在 不 同 的 房 颤 动 物 模 型 实 验 中

利用已发表的结果或miR NA靶基因的理论进行验

证，最后获得miR NA在房颤的发生和维持中作用

机制的整个图谱。本研究仅仅是对房颤病理状态

下miR NA的表达情况作初步分析，其是否参与房

颤相关基因的调控还有待进一步的研究。
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