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不稳定型心绞痛气虚血瘀证患者
外泌体 MicroRNA 差异表达

摘要  目的  分析冠心病不稳定型心绞痛（UA）气虚血瘀证患者血清外泌体中 MicroRNA（miRNA）

的差异表达。方法 收集 115 例 UA 患者（气虚血瘀证患者 59 例、非气虚血瘀证患者 56 例）和 36 名健

康志愿者的外周血液，提取上清中的外泌体。采用高通量测序方法，检测 9 例气虚血瘀证、9 例非气虚血

瘀证 UA 患者以及 6 名健康志愿者血清外泌体中 miRNA，分析他们之间差异表达的 miRNA 检测结果，确

定目标 miRNA。再采用 qRT-PCR 检测方法对未作高通量测试的 97 例 UA 患者（50 例气虚血瘀证、47 例 
非气虚血瘀证）及30名健康志愿者进行验证。结果 （1）经过高通量测序后分析发现，与健康志愿者比较，

miR-125b（P=0.032）、miR-10b（P=0.038）在 UA 患者血清外泌体中呈高表达。与 UA 非气虚血瘀证患

者比较，miR-125b（P=0.028）、miR-10b（P=0.043）在气虚血瘀证患者血清外泌体中呈高表达。确定

miR-125b、miR-10b 为本研究的血清外泌体中目标 miRNA。（2）对目标 miRNA 进行 qRT-PCR 检测验

证发现，UA 患者血清外泌体中 miR-125b、miR-10b 表达量高于健康志愿者，UA 气虚血瘀证患者血清外

泌体中 miR-125b、miR-10b 表达量高于非气虚血瘀证患者。使用 ROC 曲线下面积（AUC）进一步分析，

提示 miR-125b、miR-10b 的 ROC AUC 分别为 0.807、0.818，表明 miR-125b、miR-10b 高表达与 UA
气虚血瘀证之间存在一定关联。结论 UA 气虚血瘀证与非气虚血瘀证患者血清外泌体中存在差异表达的 
miRNA ，其中，miR-125b、miR-10b 在 UA 气虚血瘀证患者血清外泌体中呈高表达。
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ABSTRACT Objective To analyze differential expression of MicroRNA （miRNA） in serum exosomes 
of unstable angina（UA） patients. Methods Peripheral blood of 115 UA patients [including 59 patients with qi 
deficiency and blood stasis syndrome  （QDBSS） and 56 patients without QDBSS] and 36 healthy volunteers 
were recruited， and the exosomes in the supernatant were extracted. The miRNA  expression in the serum 
exosomes of 9 UA patients with QDBSS， 9 patients without QDBSS，and 6 healthy volunteers were selected 
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外泌体是由细胞内多泡体与细胞膜融合并释放到

细胞外基质中的膜囊泡，直径为 30~100 nm，其中

包含有 DNA 片段、mRNA、miRNA、功能蛋白、转

录因子等多种具有生物活性的物质 [1，2]。miRNA 即

微小核糖核酸，是一类非编码小分子单链 RNA，长

约 18~24 个碱基，在转录后水平负性调控基因表达。

miRNA 将其携带的遗传信息，以外泌体作为载体，

转输到其他的细胞，发挥特定的生物学效应 [3]。冠

心病不稳定型心绞痛（unstable angina，UA）属急

性冠脉综合征之一，多属中医学 “胸痹”“心痛”范

畴，有研究表明其中医证候要素分布以气虚血瘀证为

主 [4-6]。本研究对 UA 气虚血瘀证患者血清外泌体中

miRNA 进行检测，初步探研该中医证型患者血清外

泌体中 miRNA 的差异表达特点。

资料与方法

1 诊断标准  
1.1 西医诊断标准 UA 诊断标准参照中华医

学会心血管病学分会、中华心血管病杂志编辑委员会

的《不稳定性心绞痛和非 ST 段抬高心肌梗死诊断与

治疗指南》[7]，参照加拿大心血管病学会（Canadian 
Cardiovascular Society，CCS）心绞痛分级Ⅱ ~ Ⅳ级，

肌钙蛋白 T 0.1 μg/mL，危险分层低、中危标准。

1.2 中医辨证分型标准 胸痹心痛诊断标准参

照《中医病证诊断疗效标准》[8]。气虚血瘀证、非气

虚血瘀证诊断标准参照《冠心病心绞痛主要证型的辨

证诊断标准》[9]。非气虚血瘀证包括痰浊证、痰阻热

蕴证、心肾阴虚证、心肾阳虚证、阳虚寒凝证。

2 纳入标准 （1）符合西医冠心病、不稳定型

心绞痛低、中危诊断标准；（2）符合中医胸痹心痛

诊断标准，符合“气虚血瘀证” “非气虚血瘀证”辨

证分型诊断标准；（3）年龄 18~75 岁；（4）暂时不

计划施行经皮冠状动脉支架置入术（percotaneous 
coronary intervention，PCI）或冠状动脉搭桥术血运

重建患者；（5）患者知情同意。

3 排除标准 （1）冠心病急性心肌梗死患者；

（2）主动脉夹层、肺栓塞患者；（3）存在血液系统疾

病、肝肾功能不全、恶性肿瘤、风湿免疫系统疾病及

传染性疾病者；（4）妊娠或哺乳期女性；（5）有精神

系统疾病病史者。

4 一般资料 本研究为横断面研究，根据查阅

文献 [10]，预计气虚血瘀、非气虚血瘀证的患病率，设

双侧 α=0.05，把握度为 90%。根据样本量计算公式：

得到气虚血瘀、非气虚血
瘀证各需研究对象 30 例，考虑失访以及拒访的情况，

最终至少需要气虚血瘀证及非气虚血瘀证各 36 例。 
2019 年 1 月—2021 年 1 月纳入南京中医药大学

附属南京中医院心血管病科住院及急诊 UA 患者 
128 例，筛除 13 例，纳入研究 115 例。其中气虚血

瘀证患者 59 例，非气虚血瘀证患者 56 例，两组年

龄、性别、既往史、抗血小板聚集治疗、调脂治疗、

血清心肌损伤标志物比较（表 1），差异无统计学意义

（P>0.05）。另纳入 36 名健康志愿者作为对照，年龄

（60.00±7.32）岁，男性 20 名（55.6%），女性 16 名

（44.4%）。本研究方案通过南京市中医院伦理委员会

伦理审查（No.KY2019067）。

to perform high-throughput sequencing. Differentially expressed miRNA among the three groups to determine 
the target miRNA. According to the target miRNA，97 UA patients（50 patients with QDBSS and 47 patients 
without QDBSS） and 30 healthy volunteers without high-throughput sequencing were verified by qRT-PCR. 
Results （1）It was found from high-throughput sequencing that miR-125b（P=0.032）and miR-10b（P=0.038）

were highly expressed in serum exosomes of UA patients than those of healthy volunteers， which were higher in 
UA patients with QDBSS than those without QDBSS（miR-125b，P=0.028；miR-10b，P=0.043）. Therefore， 
miR-125b and miR-10b were determined as the target miRNA in the serum exosomes. （2）qRT-PCR showed，

miR-125b and miR-10b were validated to be highly expressed in serum exosomes of UA patients than those of 
healthy volunteers， which were higher in UA patients with QDBSS than those without QDBSS. Further analysis 
showed that area under curve（AUC） of ROC of miR-125b and miR-10b were 0.807 and 0.818 respectively， 
which indicated that there was a certain correlation between the high expression of miR-125b and miR-10b and 
QDBSS of UA patients. Conclusions There were the differentially expressed miRNA in the serum exosomes of 
the UA patients with/without QDBSS. In particular， miR-125b and miR-10b showed high expression in the serum 
exosomes of the UA patients with QDBSS.

KEYWORDS unstable angina；exosome；qi deficiency and blood stasis；miRNA；miR-125b；miR-10b；

Chinese medicine
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测序。

5.3 筛选可能作为 UA 气虚血瘀证的血清外泌

体 miRNA 标志物 经过高通量测序，检测 9 例 UA
气虚血瘀证和 9 例非气虚血瘀证患者血清外泌体中

存在差异表达的 miRNA；进一步对 18 例 UA 患者与 
6 名健康志愿者血清外泌体中 miRNA 进行高通量测

序，检测 UA 患者与健康志愿者血清外泌体中存在差

异表达的 miRNA。在 UA 气虚血瘀证与非气虚血瘀

证患者、UA 患者与健康志愿者血清外泌体中均存在

差异表达的 microRNA，推测其可能为 UA 气虚血瘀

证的关键因素，筛选其为 UA 气虚血瘀证患者血清外

泌体 miRNA 标志物。

5.4 qRT-PCR 检测 筛选出 UA 气虚血瘀证患

者血清外泌体 miRNA 标志物后，采用 qRT-PCR 检

测验证。按照本文 5.2 试验步骤，采用试剂盒提取

血清外泌体、总 RNA，参照 Bulge-LoopTM miRNA 
qRT-PCR Starter Kit（Ribobio 批号：R1008）试剂使 
用说明制取混合液，混合均匀后瞬时离心，在

ABI 核酸扩增仪中 42 ℃ 60 min，70 ℃ 10 min 得

到 RT 反 应 液。 按 照 Bulge-LoopTM miRNA qRT-
PCR Starter Kit（Ribobio 批号：R1008）试剂盒步

骤，加入目标 miRNA 引物（Ribobio 批号：R0925、
Q1229），在 ABI 7500 PCR 仪中 95 ℃ 10 min 进行

预变性，95 ℃ 2，60 ℃ 30 进行 40 个循环完成变性

和退火，循环结束后立即进行融解曲线分析。对未

作高通量测试的 97 例 UA 患者（50 例气虚血瘀证、 
47 例非气虚血瘀证）及 30 名健康志愿者血清外泌体

中目标 miRNA 采用 qRT-PCR 检测方法验证。

6 统计学方法 采用 SPSS 20.0 软件进行数

据统计分析。计量资料以 x–±s 表示，对数据进行正

态分布分析，两组数据符合正态分布的，组间比较

采用独立样本 t 检验，不符合正态分布采用 Mann-
Whitney U 检 验， 使 用 ROC 曲 线 下 面 积（area 
under curve，AUC）来描述差异目标 miRNA 的检

测效能。P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 UA 气虚血瘀证的血清外泌体 miRNA 标志

物筛选（表 2、3） 与健康志愿者比较，miR-125b、
miR-10b 在 UA 患者血清外泌体中呈高表达。与 UA
非气虚血瘀证患者比较，miR-125b、miR-10b 在 UA
气虚血瘀证患者血清外泌体中呈高表达。故推测其可

能为 UA 气虚血瘀证的关键因素，筛选其为 UA 气虚

血瘀证患者血清外泌体 miRNA 标志物。

表 1 UA 患者一般资料比较 [ x–±s/ 例 （%）]

项目
气虚血瘀证
（59 例）

非气虚血瘀证
（56 例）

P 值

年龄（岁） 67.21±6.54 65.32±7.21  0.721

男性 32（54.23） 31（55.36） 0.904

PCI 术史 16（27.11） 12（21.43） 0.477
冠心病未干预长期
服药

35（59.32） 39（69.64）  0.248

初诊冠心病   8（13.56）   5（8.93） 0.433

高血压病史   2（3.39）   2（3.57） 0.958

2 型糖尿病史   3（5.08）   3（5.36） 0.948

脑梗死病史   4（6.78）   3（5.36） 0.750

吸烟   6（10.17）   6（10.71） 0.924

饮酒   5（8.47）   4（7.14）  0.790

抗血小板治疗 44（74.58） 39（69.64） 0.555

调脂治疗 19（32.2） 16（28.58） 0.672
血清肌酸激酶同
工酶（U/L）

24.50±5.39 20.30±3.29 0.659

血清肌钙蛋白 T
（pg/mL） 

20.65±4.17 18.00±2.73  0.592

5 检测指标及方法

5.1 留取血清标本 研究对象纳入后，立即使

用含有惰性分离胶和促凝剂的试管留取外周静脉血， 
4 ℃，3 600 r/min 离心 15 min，取上清放置 -80 ℃
冰箱冷冻储存。

5.2 提取 miRNA 参考既往文献报道的样本

量 [11，12]，随机选取 9 例 UA 气虚血瘀证患者、9 例

非气虚血瘀证患者、6 名健康志愿者外周血上清，按

照 exoRNeasy Serum/Plamsa Maxi Kit（QIAGEN：

77064）试剂盒步骤，从血清外泌体中分离 RNA，

以 miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control 为 内

参（QIAGEN，批号：219610），先后使用 miRNeasy 
Serum/Plasma Kit（QIAGEN，批号：217184）及 miR  
Neasy 96 Kit（QIAGEN， 批 号：217061） 对 其 进

行纯化，使用 miScript Ⅱ RT Kit（QIAGEN，批号：

218160）对包含 miRNA 的总 RNA 进行逆转录，利用

miScript PreAMP PCR Kit（QIAGEN，批号：331451） 
和 miScript PreAMP Primer Mix 进行预扩增，最后

利 用 相 应 miScript PCR arrays 和 miScript SYBR 
Green PCR Kit（QIAGEN， 批 号：218073） 进 行

实时定量 PCR。提取 miRNA 后，对其进行质量

检测。使用 Qubit2.0 进行初步定量，使用 Agilent 
2100 对其片段长度进行检测，符合预期后进行下

一步实验。采用 Q-PCR 方法对检测的 miRNA 的有

效浓度进行准确定量（有效浓度 >2 nmol/L）。按照

目标下机数据量进行 pooling，用 lllumina 平台进行 
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表 2  UA 气虚血瘀证、非气虚血瘀证患者血清外泌体中

部分差异表达 miRNA
名称 P 值 表达

miR-125b 0.028 气虚血瘀证高表达

miR-10b 0.043 气虚血瘀证高表达

miR-1185 0.007 气虚血瘀证高表达

miR-1226 0.034 气虚血瘀证高表达

miR-1256 0.009 气虚血瘀证高表达

miR-1287 0.025 气虚血瘀证高表达

miR-1298 0.010 气虚血瘀证高表达

miR-133b 0.010 气虚血瘀证高表达

表 3 UA 患者和健康志愿者血清外泌体中部分差异表达 miRNA
名称 P 值 表达

miR-101 0.015 UA 高表达

miR-125b 0.032 UA 高表达

miR-1224 0.044 UA 高表达

miR-127 0.020 UA 低表达

miR-1286 0.013 UA 低表达

miR-10b 0.038 UA 高表达

miR-1292 0.029 UA 高表达

2 目 标 miRNA 以 qRT-PCR 检 测 验 证（ 图

1~3） 与健康志愿者比较，UA 患者血清外泌体中

miR-125b、 miR-10b 呈高表达。并且，UA 气虚血瘀

证患者血清外泌体中 miR-125b、miR-10b 表达量高

于非气虚血瘀证患者。使用 ROC AUC 来评估 UA 气

虚血瘀证患者血清外泌体中 miR-125b、miR-10b 的

检测效能，miR-125b、miR-10b 的 ROC AUC 分别

为 0.807、0.818。

讨  论

UA 是冠心病的一种临床类型，如不积极干预、

加以控制，极易进展为急性心肌梗死。虽然目前现代

医学的诊断技术与治疗手段取得了迅猛的发展，但仍

有不少 UA 患者尚不能获得完全满意疗效 [13]。中医

药治疗冠心病及 UA 具有一定的特色，可以在一定程

度上有效补充现代医学疗效的不足，中西医结合能够

进一步提高 UA 的临床疗效 [14]。目前，冠心病中医药

研究领域非常注重于运用现代科学技术手段（包括基

因测序等）进行临床与实验研究，如翟雪芹等 [11] 利

用芯片技术对冠心病秽浊痰阻证差异表达基因进行了

分析，结果显示秽浊痰阻证与非秽浊痰阻证患者存在

显著的差异表达基因，这些差异表达基因显著富集在

与冠心病相关的多条功能通路中。本次研究发现，与

健康志愿者比较，UA 患者血清外泌体中 miR-125b、
图 2 UA 患者和健康志愿者血清外泌体中 miR-125b、

miR-10b 表达比较

miR-10b

miR-125b

UA 患者

UA 患者

P<0.01

P<0.01

1.91E-06

1.37E-07

1.49E-08

1.86E-09

1.15E-10

1.44E-11

6.32E-07

3.65E-08

3.99E-09

3.58E-10

2.86E-11

3.14E-12

健康志愿者

健康志愿者

UA 患者

健康志愿者

UA 患者

健康志愿者

图 1 UA 气虚血瘀证患者和非气虚血瘀证患者血清外泌体中

miR-125b、 miR-10b 表达比较

miR-10b

miR-125b

P<0.01

P<0.01

3.64E-07

4.89E-08

4.72E-09

3.65E-10

2.87E-11

2.58E-06

5.37E-07

3.62E-08

3.83E-09

3.63E-10

气虚血瘀证

气虚血瘀证

非气虚血瘀证

非气虚血瘀证

UA 患者

健康志愿者

UA 患者

健康志愿者

miR-10b 均呈高表达，通过 Mann-Whitney U 检验，

差异有统计学意义（P<0.05），这可能与 UA 慢性炎
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症反应有关 [15-17]。同时，UA 气虚血瘀证患者血清外

泌体中 miR-10b、miR-125b 表达均高于非气虚血瘀

证患者，通过Mann-Whitney U 检验，差异有统计学

意义（P<0.05）。miR-125b、miR-10b 的 ROC AUC
分别为 0.807、0.818，表明 miR-125b、miR-10b 高

表达与 UA 气虚血瘀证证候之间存在一定关联。气虚

血瘀是心肌纤维化的主要中医病机之一 [18]，心肌纤

维化是 UA 的病理过程，其表现为心肌僵硬度增加，

收缩力下降，冠脉血流储备减少，引起恶性心血管

事件 [19-21]。miR-125b、miR-10b 均参与调控心肌纤

维化进程。万琦等 [22] 研究显示，下调 miR-125b 水

平，可以通过作用 TLR4/NF-κB 信号通路来抑制心

脏成纤维细胞增值和活化，延缓心肌纤维化。心脏

成纤维细胞是心肌纤维化的关键效应细胞 [23]。心脏

成纤维细胞进一步分化成心肌成纤维细胞，后者具

有更强的分泌Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ，Col Ⅰ）

和 Col Ⅲ的能力，同时能够特征性分泌 a- 平滑肌肌

动 蛋 白（alpha smooth muscle actin，a-SMA） 蛋

白，Col Ⅰ、Col Ⅲ和 a-SMA 是引起心肌纤维化的主

要原因 [22]。沈志方等 [24] 也研究证实，miR-125b 高

表达可上调转化生长因子 β1（transforming growth 
factor-β1，TGF-β1）基因、加速特异性底物蛋白

Smad2/Smad3 的磷酸化，促使心脏成纤维细胞向心

肌成纤维细胞转化，加快心肌纤维化。miR-10b 同样

作用于 TGF-β/ Smad3 通路，上调 miR-10b 可显著

增强 TGF-β/ Smad3 通路的活性 [25]，加快心肌纤维

化进程。

综上所述，本研究发现冠心病 UA 气虚血瘀证患

者血清外泌体中存在差异表达 miRNA， qRT-PCR 验

证表明 miR-125b、miR-10b 在 UA 气虚血瘀证患者

血清外泌体中呈高表达，其表达特点可能与心肌纤维

化有一定关联，这种基因差异表达有望为 UA 气虚血

瘀中医辨证提供一定实验基础。

利益冲突：无。
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