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　　[摘要]　目的:研究新生儿先天性心脏病微小 RNA-222-3p(miR-222-3p)、微小 RNA-1(miR-1)、微小 RNA-
324-5p(miR-324-5p)表达及与临床特征的相关性。方法:选取2020年3月至2021年3月收治的88例先天性心

脏病新生患儿作为疾病组,另选取同期健康体检新生儿50例作为对照组,采用荧光定量PCR法检测所有研究对

象 miR-222-3p、miR-324-5p、miR-1表达量。结果:与对照组比较,疾病组 miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达均

显著升高,有肺动脉狭窄、主动脉狭窄、房间隔缺损患儿 miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达量升高,预后不良组

miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达均显著上升,与 miR-1、miR-222-3p、miR-324-5p比较,3项联合对疾病组患

儿预测及诊断价值较高,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-222-3p、miR-1、miR-324-5P的相关性分析显示,

miR-222-3p与 miR-1呈正相关(r=0.269,P=0.018);miR-1与 miR-324-5p呈正相关(r=0.245,P=0.034);

miR-222-3p与 miR-324-5P呈正相关(r=0.329,P=0.002)。结论:miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p在新生儿先

天性心脏病中异常高表达,可用于临床上新生儿先天性心脏病的检测。
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Abstract　Objective:TostudytheexpressionofmicroRNA-222-3p(miR-222-3p),microRNA-1(miR-1)and
microRNA-324-5p(miR-324-5p)andtheircorrelationwithclinicalcharacteristicsinneonatalcongenitalheartdis-
ease.Methods:Atotalof88neonatalchildrenwithcongenitalheartdiseaseadmittedtoourhospitalfrom March
2020toMarch2021wereselectedasthediseasegroup,and50healthyvolunteerswereselectedforhealthexami-
nationinourhospitalinthesameperiod.AlltheexpressionlevelsofmiR-222-3p,miR-1andmiR-324-5pwere
measuredbyquantitativePCRmethod.Results:Comparedwiththehealthygroup,theexpressionlevelsofmiR-
222-3p,miR-1andmiR-324-5pwereallsignificantlyincreasedinthediseasegroup,theexpressionsofmiR-222-
3p,miR-324-5pandmiR-1inthechildrenwithpulmonarystenosis,aorticstenosisandatrialseptaldefectswereall
elevated,theexpressionsofmiR-222-3p,miR-1andmiR-324-5pwereallsignificantlyincreasedinthegroupwith
poorprognosis.IncontrasttothemiR-222-3p,miR-1andmiR-324-5p,thethreecombinationshadahighpredic-
tivevalueofpoorprognosisforchildreninthediseasegroup,Thedifferencewasstatisticallysignificant(P<
0.05).CorrelationsbetweenmiR-222-3p,miR-1andmiR-324-5pshowedapositivecorrelationbetweenmiR-222-
3pandmiR-1(r=0.269,P=0.018),apositivecorrelationbetweenmiR-222-3pandmiR-324-5p(r=0.329,P=
0.002),andapositivecorrelationbetweenmiR-1andmiR-324-5p(r=0.245,P=0.034).Conclusion:ThemiR-
222-3p,miR-1,andmiR-324-5pwereabnormallyhighlyexpressedinneonatalcongenitalheartdisease,andcould
beusedclinicallyinthedetectionofneonatalcongenitalheartdisease.
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　　新生儿先天性心脏病根据病理、生理改变,可
分为非发绀型和发绀型;新生儿先天性心脏病属于

先天性畸形中常见的一类疾病,引起疾病发生的机

制可能与胚胎发育时期心脏、大血管的形成障碍以

及发育异常有关[1-3]。先天性心脏疾病的发病率约

0.4%~1.0%,先天性心脏病包括上百种具体分

型,有的患者可以合并多种畸形,症状也是千差万

别,重症患者在出生后就可以出现严重的休克、缺
氧,甚至夭折[4]。因此,寻找一种能早期诊断新生

儿先天性心脏病的指标具有重要意义,可为患儿尽

早提供治疗并有效改善预后。目前研究发现,微小
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核糖核酸(microRNA,miRNA)参与细胞凋亡、增
殖、分化以及新陈代谢等生物学过程,在新生儿先

天性心脏病的发生及发展中起到重要的作用[5]。
本研究通过检测新生儿先天性心脏病患儿微小

RNA-222-3p(miR-222-3p)、微小 RNA-1(miR-1)、
微小 RNA-324-5p(miR-324-5p)水平,分析其与新

生儿先天性心脏病患儿临床特征的关系,为新生儿

先天性心脏病的诊治及靶向治疗提供参考依据。
1　对象与方法

1.1　对象

选取2020年3月至2021年3月我院收治的

88例新生儿先天性心脏病患儿作为疾病组,另选

取同期在我院进行体检的健康新生儿50例作为对

照组。疾病组:女43例,男45例;体重2.70~4.00
kg,平均(3.18±0.62)kg;对照组:女24例,男26
例;体重2.50~4.00kg,平均(3.08±0.72)kg。2
组新生儿年龄均<30d,临床资料比较差异无统计

学意义(P>0.05),具有可比性。所有患儿家属均

签署知情同意书。
纳入标准:依据《彩色多普勒超声诊断小儿先

天性心脏病的临床应用价值》[6]为诊断标准,均为

新生儿先天性心脏病。排除标准:传染病、合并其

他恶性肿瘤、自身免疫性疾病、凝血功能障碍、新生

儿黄疸、其他传染性疾病。
1.2　方法

1.2.1　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p检测　抽

取患儿清晨空腹静脉血4mL,分离出单个核细胞,
采用实时荧光定量PCR测定 miR-222-3p、miR-1、
miR-324-5p的表达量,利用 PCR 试剂盒合成cD-
NA。逆转 录:14μL 模 板 RNA、2μL Enzyme
mix,4μL5×RT 缓冲液,补至20μL,在 PCR 检

测仪上95℃5min,40℃1h,将所合成的cDNA放

置于温度为-20℃环境下进行保存。反应体系:8
μLcDNA 模板、10μLSYBRPGreen mix、2μL
PCRPrimermix。反应条件:95℃10min;95℃10
s;60℃1min;40个循环。以2-△△Ct 表示相对表

达量,以 U6为内参,反复试验3次。miR-222-3p
上游引物:5′-ACTCCACTCTGTTCTTCTAC-3',
下 游 引 物:5′-GCTAGATTGTGTTCTCGCAG-
3′;miR-1上游引物:5′-CGAATAGTAGTTGGT-
GGA-3′,下 游 引 物:5′-GCTAGATTGTTCTCG-
CAG-3′;miR-324-5p 上 游 引 物:5′-ACTCG-
GCAGTCTGGCAGAGGAAGGAG-3′,下游引物:
5'-CATCACGTCGTGTGTGGA-3′;U6引物序列:
上游:5′-CTACTCATGAGTAATAGTTCG-3′,下
游:5′-GCCAGTAGCAATAAGAGAAC-3′。
1.2.2　不良预后　追踪疾病组,记录不良预后结

局发生的情况,分为预后良好组76例,预后不良组

12例,分析 miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p与不

良预后结局的关系。
1.3　统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析处理。计

量资料以■X±S 表示,组间比较采用独立样本t检

验,以Pearson相关性分析相关性,P<0.05为差

异有统计学意义。
2　结果

2.1　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p在疾病组和

对照组中表达比较

与对照组比较,疾病组 miR-222-3p、miR-1、
miR-324-5p表达量均显著升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见表1。

表1　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p在疾病组和对

照组中表达比较 ■X±S

组别 例数 miR-222-3p miR-1 miR-324-5p
疾病组 88 1.68±0.15 0.59±0.05 1.87±0.18
对照组 50 0.21±0.02 0.10±0.01 0.11±0.01
t 68.840 68.420 68.870
P 0.001 0.001 0.001

2.2　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达与疾病

组患儿临床特征的相关性分析

miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达量与疾

病组患儿性别,差异无统计学意义(P>0.05),
miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达量与有无肺

动脉狭窄、主动脉狭窄、房间隔缺损相关,有肺动脉

狭窄、主动脉狭窄、房间隔缺损患儿 miR-222-3p、
miR-1、miR-324-5p表达量升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见表2。
2.3　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p与疾病组患

儿发生不良预后的关系

与预后良好组比较,预后不良组 miR-222-3p、
miR-1、miR-324-5p表达量均显著上升,差异有统

计学意义(P<0.05),见表3。
2.4　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p对疾病组患

儿不良预后的预测价值分析

ROC曲线分析显示,与 miR-222-3p、miR-1、
miR-324-5p比较,三项联合对疾病组患儿不良预

后预测价值较高,差异有统计学意义(P<0.05),
见表4。
2.5　 miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p 的 相 关

性分析

miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p的相关性分

析显 示,miR-222-3p 与 miR-1 呈 正 相 关 (r=
0.269,P=0.018);miR-222-3p与 miR-324-5p呈

正相关(r=0.329,P=0.002);miR-1与 miR-324-
5p呈正相关(r=0.245,P=0.034),见图1。
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表2　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表达与疾病组患儿临床特征的相关性分析 ■X±S
项目 例数 miR-222-3 t P miR-1 t P miR-324-5p t P
性别 0.567 0.001 0.850 0.001 0.253 0.001
　男 43 1.69±0.16 0.60±0.06 1.88±0.19
　女 45 1.71±0.17 0.59±0.05 1.87±0.18
肺动脉狭窄 40.000 0.001 40.420 0.001 44.490 0.001
　有 65 1.73±0.18 0.63±0.06 1.91±0.19
　无 23 0.22±0.02 0.12±0.01 0.14±0.01
主动脉狭窄 33.010 0.001 23.070 0.001 36.510 0.001
　有 73 1.76±0.17 0.65±0.06 1.93±0.19
　无 15 0.30±0.03 0.14±0.01 0.13±0.01
房间隔缺损 436.700 0.001 42.950 0.001 45.710 0.001
　有 62 1.78±0.17 0.67±0.06 1.95±0.20
　无 26 0.31±0.03 0.16±0.01 0.15±0.01

表3　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p与疾病组患儿发生不良预后的关系 ■X±S
组别 例数 miR-222-3p miR-1 miR-324-5p
预后良好组 76 1.34±0.13 0.18±0.01 0.26±0.02
预后不良组 12 2.91±0.29 1.96±0.19 2.57±0.25
t 31.650 83.540 81.420
P 0.001 0.001 0.001

表4　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p对疾病组患儿不良预后的预测价值分析

项目 AUC 95%CI 灵敏度/% 特异度/% 准确度/% P
miR-222-3p 0.719 0.701~0.732 85.73 85.45 81.93 0.007
miR-1 0.740 0.731~0.847 89.31 73.21 86.73 0.006
miR-324-5p 0.735 0.721~0.741 90.08 70.19 84.32 0.008
三项联合 0.941 0.932~0.959 99.46 68.01 89.78 0.005

图1　miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p的相关性分析

3　讨论

资料显示由于大多数先天性心脏病都是左向

右分流的先天性心脏病,因此,患儿最常见的症状

多为心脏杂音,经皮血氧饱和度一般低于95%的

患儿患有先天性心脏病的概率较大,新生儿先天性

心脏病的表现与患有先天性心脏病的成人或大童

有很多类似之处,但是也有新生儿的一些特征,如
血氧饱和度的降低,可能在新生儿中表现得更加突

出[7-9]。心率显著增快、持续低氧血症、肝脾肿大等

都提示新生儿可能患有先天性心脏病。通过检测

相关指标、临床症状等可帮助及时了解疾病严重程

度,避免不良事件的发生[10]。以上论述说明新生

儿先天性心脏病的临床症状及严重性,因此分析

miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p在新生儿先天性

心脏病中的诊断及与临床特征的相关性具有重要

的意义。
miR-222-3p可参与细胞增殖、分化或肿瘤发

生过程,并在其中发挥着重要作用,经研究发现

miR-222-3p与心肌细胞的发生以及发展中具有众

多关联,同时还可以参与多种疾病,笔者将 miR-
222-3p做为潜在的治疗靶点,以及将 miR-222-3p
作为特异性的早期诊断为此疾病提供新的诊断思
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路。虽然 miR-222-3p在新生儿先天性心脏病中的

相关研究较少,但有学者研究发现,miR-222-3p在

卵巢癌组织和细胞中均呈现高表达,通过抑制P21
的表达,增加细胞克隆代数,从而促进疾病的发生、
发展。苏红娥等[11]研究发现,大多疾病和细胞中

miR-222-3p呈高表达,从而促使疾病细胞向肿瘤

干细胞转化,为疾病的筛查及靶向治疗提供新

的方向。
目前关于新生儿先天性心脏病与 miR-1的研

究报道较少,结果也不完全一致,所以 miR-1的相

关性研究目前暂未有准确结论。通过本文研究发

现新生儿先天性心脏病患儿体内的 miR-1与对照

组比较,均发现了不同程度的表达,疾病组患儿

miR-1的表达量明显高于对照组。Morton等[12]研

究显示,miR-1可能会影响细胞生理的过程,部分

转录因子均会受到 miR-1的调控,与正常研究对象

比较,新生儿先天性心脏病患儿体内的 miR-1水平

会明显升高。由于 miR-1的水平升高,可能会导致

患儿出现更严重的症状,甚至出现疾病恶化,预后

极差,对患儿生命造成不可逆的影响,形成恶性循

环。为提高新生儿先天性心脏病的判断,本研究针

对正常研究对象及新生儿先天性心脏病患儿的

miR-1表达水平进行比较研究,可以加强对新生儿

先天性心脏病的预测价值,并在研究中发现,miR-1
在新生儿先天性心脏病中出现异常高表达的现象,
且与患儿有无肺动脉狭窄、主动脉狭窄、房间隔缺

损相关,由此可见,miR-1在新生儿先天性心脏病

中的表达可作为判断疾病严重程度的依据。
Lim 等[13]研究表明,miR-324-5p在疾病发育

过程中可以调节机体的细胞分化,共同参与新生儿

先天性心脏病疾病的发生及发展过程。但是目前

关于 miR-324-5p与新生儿先天性心脏病相关性的

报道较少[14]。本研究结果发现,疾病组 miR-324-
5p相对表达量高于对照组,提示 miR-324-5p与新

生儿先天性心脏病疾病有着密切相关性。有研究

表明,miR-324-5p对于新生儿先天性心脏病诊断

的特异性较高,并指出了与新生儿先天性心脏病的

关联性,提示 miR-324-5p的表达在新生儿先天性

心脏病中有着明显的差异性[15-16],说明 miR-324-
5p可以作为诊断新生儿先天性心脏病疾病的指

标,为预后判断提供一个新的方向。由此结果推测

miR-324-5p可能通过自噬的过程参与了新生儿先

天性心脏病的疾病进展。本研究结果显示 miR-
324-5p可以很好地预测不良结局,准确的评估新生

儿先天性心脏病的预后情况。
miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p可以作为观

察患儿病情的评估出现,本文研究分析 miR-222-
3p、miR-1、miR-324-5p在新生儿先天性心脏病患

儿中的表达,结果发现,miR-222-3p、miR-1、miR-

324-5p在新生儿先天性心脏病中表达量显著升高,
且与患儿有无肺动脉狭窄、主动脉狭窄、房间隔缺

损相关,可根据 miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p表

达量高低评估疾病严重程度及临床的情况,同时也

说明了不良结局与表达量的升高有相关性。
综上所述,miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p间

均呈现为正相关,提示 miR-222-3p、miR-1、miR-
324-5p可能共同参与此病的发生发展,临床可根据

miR-222-3p、miR-1、miR-324-5p高低评估病情严

重程度。
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差[12];与单纯的风湿性关节炎患者比较,风湿性关

节炎相关间质性肺疾病的患者 KL-6水平明显升

高,且与间质病变程度相关,其升高可能反映病变

加重[13];同样在结节病和结核病患者所致间质性

肺疾病中,KL-6水平变化能评估疾病的活动及生

存预后[14]。最新研究表明,严重新冠肺炎患者血

清 KL-6浓度显著升高[15]。另外,间质性肺炎、间
质性肺疾病等疾病的检查过程复杂,创伤性操作多

不被患者及家属接受,故血清 KL-6的出现对间质

性肺疾病的临床诊断带来了十分重要的意义。目

前市场上使用较多的唾液酸化糖链抗原测定试剂

盒(胶乳凝集法),近年来也有一些国产 KL-6检测

试剂盒上市。本试剂盒是利用胶乳免疫比浊法配

合 AU5831全自动生化分析仪进行检测,评价了

300例临床血清样本,对其临床检验效能做了初步

评价。与采用胶乳凝集法的试剂盒比较,本试剂盒

的检测结果一致。
试验结果表明,2种试剂盒检测结果基本一

致,相关性良好;离群值检查结果显示,所有试验结

果均不离群;Bland-Altman一致性分析表明2种

试剂的所有检测结果均在 Bland-Altman的95%
一致性界限内,表明2种产品的测定结果一致性较

好;医学决定水平(500U/mL)处的预期偏倚分析

显示,预期偏倚处的百分比为0.307%,符合预期

偏倚百分比的绝对值<20%的要求;干扰试验分析

显示,2种试剂盒检测结果差异无统计学意义。血

清 KL-6在间质性肺疾病患者中的表达水平显著

高于健康人群。这提示本产品可适用于间质性肺

疾病患者的诊断治疗。
本研究结果表明,试验产品和参比产品在临床

应用中具有可比性,一致性较好,可用于临床检测。
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