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病毒性心肌炎患者外周血miR-223、
HMGB1表达关系的研究*
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(1.江苏经贸职业技术学院,江苏南京
 

211168:2.南京体育学院康复系)

【摘要】 目的 探究病毒性心肌炎患者外周血微小RNA(miRNA)-223、高迁移率蛋白B1(HMGB1)的表达变化。 方

法 本院收治的100例病毒性心肌炎患者为心肌炎组,同时期体检健康者85例为对照组,采用qRT-PCR检测外周血

miR-223,采用酶联免疫吸附试验检测 HMGB1,比较心肌炎组与对照组以及心肌炎组患者治疗前后 miR-223、HMGB1
表达水平差异,并分析 miR-223、HMGB1表达水平对患者转归的影响;采用Pearson相关性分析法分析患者治疗前后外

周血 miR-223与 HMGB1表达水平的相关性。 结果 心肌炎组患者 miR-223相对表达量为0.57±0.13,HMGB1为

(3.69±0.52)ng/ml,与对照组的1.16±0.20和(0.74±0.15)ng/ml比较差异均有统计学意义(均P<0.05);心肌炎组

患者治疗后 miR-223表达水平高于治疗前,HMGB1表达水平低于治疗前(均P<0.05),且治疗前及治疗后 miR-223与

HMGB1表达水平均呈负相关(r值分别为-0.675和-0.637,均P<0.01);miR-223高表达患者心律失常、恢复迁延率

低于低表达者,痊愈率高于低表达者(均P<0.05);HMGB1高表达患者心律失常、恢复迁延率高于低表达者,痊愈率低

于低表达患者(均P<0.05)。 结论 病毒性心肌炎患者外周血 miR-223表达下调,HMGB1表达上调,miR-223与

HMGB1表达水平呈负相关。miR-223高表达患者和 HMGB1低表达患者的转归情况较好,提示 miR-223、HMGB1表

达水平的变化对预测病毒性心肌炎患者的预后有一定价值。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

changesof
 

peripheral
 

blood
 

microRNA
 

(miRNA)-223
 

and
 

high
 

mobility
 

protein
 

B1
 

(HMGB1)
 

in
 

viral
 

myocarditis
 

patients. Methods A
 

total
 

of
 

100
 

patients
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

assigned
 

as
 

the
 

myocarditis
 

group,meanwhile,85
 

healthy
 

people
 

who
 

received
 

phys-
ical

 

examination
 

were
 

set
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

peripheral
 

blood
 

miR-223
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-
PCR.

 

The
 

HMGB1
 

level
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

kit.The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

myocarditis
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

and
 

among
 

the
 

patients
 

of
 

the
 

myocarditis
 

groupbefore
 

and
 

after
 

the
 

treatment,and
 

the
 

influence
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

on
 

the
 

outcome
 

of
 

patients
 

was
 

analyzed.Pearson
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

before
 

and
 

after
 

treatment. Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

was
 

0.57±0.13,HMGB1
 

was
 

(3.69±0.52)
 

ng/mlin
 

the
 

myocarditis
 

group
 

were
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

[1.16±0.20
 

and
 

(0.74±0.15)
 

ng/ml]
 

(all
 

P<0.05);the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

of
 

the
 

myocarditis
 

group
 

was
 

higher
 

after
 

the
 

treatment
 

than
 

before
 

the
 

treatment,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

HMGB1
 

was
 

lower
 

after
 

the
 

treatment
 

than
 

before
 

treatment
 

(all
 

P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

were
 

negatively
 

correlated
 

both
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

(t=-0.675
 

and
 

-0.637,respectively,both
 

P<0.01);the
 

incidence
 

rates
 

of
 

arrhythmia
 

and
 

deferment
 

recovery
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-223
 

was
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

ex-

pression,and
 

cure
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-223
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

ex-

pression
 

(all
 

P<0.05);the
 

incidence
 

rates
 

of
 

arrhythmia
 

and
 

deferment
 

recovery
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

HMGB1
 

ex-
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pression
 

was
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

expression,and
 

the
 

cure
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-223
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

(all
 

P<0.05). Conclusion The
 

expression
 

of
 

miR-
223

 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

is
 

down-regulated,and
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

is
 

up-regula-
ted.

 

MiR-223
 

was
 

negatively
 

correlatedwith
 

HMGB1.Patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-223
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

have
 

better
 

outcomes,which
 

suggests
 

that
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

have
 

a
 

cer-
tain

 

value
 

in
 

predicting
 

the
 

prognosis.
【Key

 

words】 viral
 

myocarditis;microRNA-223;high
 

mobility
 

protein
 

B1(HMGB1)

  病毒性心肌炎(viral
 

myocarditis,VMC)是由病毒

感染引起的非缺血性炎症性心脏疾病,多数患者预后

良好,部分患者可发展为心力衰竭,甚至出现心源性猝

死,从而加重患者经济负担[1]。病毒感染心肌细胞后,
若机体自身免疫系统无法消除病毒感染,会触发心肌

免疫系统,从而激活自身反应性T细胞、巨噬细胞、细
胞因子,以及交叉反应抗体,因此病毒性心肌炎的发病

机制被视为一种炎症过程[2]。人微小RNA(micro或

miRNA)是一类小的非编码RNA,已有多种 miRNA
(例如miR-223、miR-222、miR-381、miR-146a等)被证

实通过调控心肌细胞凋亡、介导炎症反应参与病毒性

心肌炎发病过程[3]。作为 miRNA 的一员,miR-223
是参与巨噬细胞极化的炎症反应的有效调节剂,在病

毒诱导的心肌炎中充当抗炎因子[2]。Gou等[4]报道,

miR-223在柯萨奇病毒B3型(CVB3)感染的小鼠心脏

组织和心脏浸润巨噬细胞中显著下调,而 miR-223上

调能够保护小鼠免受CVB3诱导的心肌损伤,改善心

功能,但其在病毒性心肌炎患者外周血中的表达水平

尚不清楚。高迁移率蛋白B1(high
 

mobility
 

protein
 

B1,HMGB1)位于人13q12染色体,是一种普遍存在

的核蛋白,可由坏死组织释放或应激细胞主动分泌,在
心肌炎、败血症、类风湿性关节炎等炎症性疾病中发挥

重要作用[5]。HMGB1在心肌炎小鼠模型中异常高表

达,抑制HMGB1能够减轻小鼠炎症反应,改善心脏

功能障碍[6]。本研究通过分析病毒性心肌炎患者外周

血miR-223、HMGB1表达的关系及水平变化,以及与

患者预后的关系,为病毒性心肌炎的诊断和预后改善

提供参考。

对象与方法

1 研究对象

本院2018年4月-2020年3月收治的病毒性心肌

炎患者100例为心肌炎组,男、女分别为57例和43
例,平均年龄(30.78±7.64)岁,均符合相关诊断标

准[7]。以同期体检健康者85例为对照组,男、女分别

为49例和36例,平均年龄(32.67±7.08)岁。
患者纳入标准:(1)年龄为20~58岁;(2)30

 

d内

未使用过血液制品以及干扰素、免疫抑制剂。排除标

准:(1)近期有慢性细菌、病毒感染史;(2)合并血液系

统疾病;(3)合并肾脏疾病;(4)其他严重感染性疾病。
本研究经医院伦理委员会批准,入组者知情同意。

2 方法

2.1 样本采集及保存 对照组于体检当天,心肌炎组

患者于入院次日及出院前采集空腹静脉血,离心分离

血清,-80
 

℃保存。

2.2 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR)检 测 外 周 血

miR-223表达水平 使用试剂盒(货号:DP503,北京

天根生化科技有限公司生产)从血清中提取总RNA,
按照逆转录试剂盒(货号:FSQ-301,上海东洋纺公司

生产)将RNA反转录为cDNA,用SYBR
 

Green染料

(货号:QPK-201,上海东洋纺公司生产)配成10
 

μL反

应体系,然后进行扩增。扩增仪器为 MA-688型实时

荧光定量PCR仪器(苏州雅睿生物技术股份有限公司

生产)。miR-223以U6为内参,采用2-△△Ct 法计算相

对表达量。引物由上海生工生物公司合成,引物序列

如表1。

表
 

1 qRT-PCR引物

Table
 

1 Primers
 

forqRT-PCR
引物
Primers

序列(5'-3')
Sequences

 

from5'to
 

3'

miR-223 F:5'-TGCGGUGUCUUGCAGGCCGUCAG-3'
R:5'-CCAGTGAGGGTCCGAGGT-3'

U6 F:5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'
R:5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'

2.3 HMGB1及CK-MB、cTnI的检测 使用酶联免

疫吸附试剂盒检测患者外周血HMGB1(货号:SEKH-
0409,北京索莱宝科技有限公司生产)、心肌肌钙蛋白

I(cTnI)(货号:JN17353,上海经宁实业有限公司生

产)和肌酸激酶同工酶(CK-MB)(货号:ml023544,上
海酶联生物科技有限公司生产)水平。

2.4 预后判定 心肌炎组患者出院后每2个月固定

门诊随访1次,持续1年。根据超声心动图和心电图

检查结果判断病情转归情况[7],其中痊愈69例,恢复

迁延15例,心律失常11例,扩张型心肌病5例。无死

亡病例。

2.5 统计学分析 数据分析使用SPSS25.0软件。
计量资料以均值±标准差(x±s)表示,两组间比较采

用t 检 验;miR-223、HMGB1 的 相 关 性 分 析 采 用
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Pearson 法;计数资料(例)的组间比较采用χ2 检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 心肌炎组与对照组一般资料及CK-MB、cTnI水平

比较

受试者一般资料及CK-MB、cTnI水平见表2。两

组受试者比较CK-MB、cTnI水平差异均有统计学意

义(均P<0.01);性别、年龄等一般资料两组间比较差

异均无统计学意义(均P>0.05)。

表
 

2 一般资料及CK-MB、cTnI水平比较
Table

 

2 General
 

information
 

and
 

comparison
 

of
 

CK-MB
 

and
 

cTnI
 

levels

分组
Group

例数
Case

性别
(男/女)
Gender

(Male/Female)

年龄
Age

(x±s,years)

饮酒史
(是/否)
Drink
(Yes/No)

吸烟史
(是/否)
Smoke
(Yes/No)

BMI
(x±s,kg/m2)

CTnI
(x±s,pg/mL)

CK-MB
(x±s,

 

U/L)

对照组 85 49/36 32.67±7.08 52/33 47/38 23.68±2.09 0.19±0.03 8.73±1.04
心肌炎组 100 57/43 30.78±7.64 64/36 53/47 24.16±2.45 0.77±0.15 31.28±4.69

t或χ2 值 - 0.008 1.734 0.157 0.097 1.420 35.045 43.414
P 值 - 0.929 0.085 0.692 0.755 0.157 0.000 0.000

2 心肌炎组与对照组外周血 miR-223、HMGB1水平

比较

心肌炎组患者 miR-223相对表达量为0.57±
0.13,外周血HMGB1为(3.69±0.52)ng/ml;对照组

miR-223相对表达量为1.16±0.20,外周血 HMGB1
为(0.74±0.15)ng/ml。两 组 比 较 miR-223 和

HMGB1表达水平差异均有统计学意义(t值分别为

24.115和50.528,均P<0.01)。

3 心肌炎组患者治疗前后 miR-223、HMGB1表达水

平比较

心肌炎组患者治疗后 miR-223相对表达量及

HMGB1水平分别为0.80±0.15和(1.24±0.17)ng/

ml,治疗前分别为0.57±0.13和(3.69±0.52)ng/

ml,差 异 均 有 统 计 学 意 义(t 值 分 别 为11.587和

44.783,均P<0.01)。

4 心肌炎组患者外周血 miR-223与 HMGB1表达的

相关性

治疗前心肌炎组患者外周血miR-223与HMGB1
表达水平呈负相关(r=-0.675,P<0.01)(图1A);治
疗后miR-223与HMGB1表达水平亦呈负相关(r=-
0.637,P<0.01)(图1B)。

5 不同预后患者miR-223、HMGB1表达水平比较

分别以治疗前患者外周血 miR-223、HMGB1表

达水平平均值为标准,将100例患者分为 miR-223高

表达组(59例)和低表达组(41例),以及 HMGB1高

表达组(45例)和低表达组(55例)。与 miR-223低表

达组相比,miR-223高表达组痊愈率较高,心律失常、
恢复迁延率较低(P<0.05)。HMGB1高表达组与低

表达组比较,痊愈率较低,心律失常、恢复迁延率较高

(P<0.05)(表3)。

讨 论

病毒性 心 肌 炎 可 由 多 种 病 毒 感 染 引 起,其 中

CVB3是诱发该病的重要原因,CVB3感染心肌细胞

后激活炎症信号通路,释放炎症趋化因子,最终导致心

肌细胞损伤[8]。据统计,病毒性心肌炎的发病率为

10/10万~22/10万,且以中青年为主,多数患者预后

良好,但仍有少数患者会出现充血性心力衰竭、扩张型

心肌病等,甚至发生心源性猝死[9-10]。

A 治疗前 B 治疗后
图

 

1 心肌炎组患者治疗前后 miR-223与HMGB1的相关性

A Before
 

treatment B After
 

treatment
Fig.1 Correlation

 

between
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

before
 

and
after

 

treatment
 

in
 

myocarditis
 

group
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表
 

3 不同预后患者 miR-223、HMGB1表达水平比较[例(%)]
Table

 

3 Comparison
 

of
 

miR-223
 

and
 

HMGB1
 

expression
 

levels
 

among
 

the
 

patients
 

with
 

different
 

prognosis

预后
Prognosis

例数
Case

(n=100)

miR-223

高表达
High

 

expression
(n=59)

低表达
Low

 

expression
(n=41)

χ2 P

HMGB1

高表达
High

 

expression
(n=45)

低表达
Low

 

expression
(n=55)

χ2 P

痊愈 69 48(81.36) 21(51.22) 10.271 <0.01 24(53.33) 45(81.82) 9.388 <0.01
恢复迁延 15 5(8.47) 10(24.39) 4.806 <0.05 11(24.44) 4(7.27) 5.724 <0.05
心律失常 11 3(5.08) 8(19.51) 5.112 <0.05 9(20.00) 2(3.64) 7.084 <0.01

扩张型心肌病 5 3(5.08) 2(4.88) 0.002 >0.05 1(2.22) 4(7.27) 1.442 >0.05

  miRNA是心脏功能的关键表观遗传调节因子,
参与调节心脏生理学和病理学的几乎所有方面,已有

研究证实许多miRNA在心肌炎中发挥关键作用[11]。
例如,miR-146a在CVB3感染的细胞中的表达上调,
并通过直接靶向抑制Toll样受体3(TLR3)、TLR6,
阻断NF-κB通路减轻心肌细胞的炎症反应[3]。miR-
223在多种疾病中发挥抗炎功能[2],如在脓毒症患者

血浆 miR-223表达水平与炎症因子(IL-8、IL-6、IL-
1β)水平呈正相关;与生存者相比,死亡者血浆 miR-
223表达水平较高,并可用于判断预后[12]。王瑾等[13]

的研究显示,免疫球蛋白A肾病(IgAN)患者中 miR-
223表达水平降低,体外试验和大鼠模型试验发现

miR-223可靶向抑制炎性小体NLRP3,减轻IgAN导

致的大鼠肾脏损伤。此外,miR-223还在心肌炎中发

挥抗炎作用。Chen等[14]报道,自身免疫性心肌炎

(EAM)小鼠模型的 miR-223-3p表达下调,通过靶向

负调控NLRP3表达,调节树突状细胞功能,从而改善

炎症反应,而 NLRP3是先天免疫细胞中的多蛋白复

合物和传感器。Gou等[4]报道,miR-223在CVB3感

染的小鼠心脏组织和巨噬细胞中显著下调,而 miR-
223表达上调能够保护小鼠免受CVB3诱导的心肌损

伤,同时伴随着CK-MB水平降低,炎症反应的减轻。
本研究显示,miR-223在心肌炎患者外周血中表达水

平低于对照组,与以上研究结果一致,提示 miR-223
与病毒性心肌炎发病机制有关。病毒性心肌炎患者治

疗后miR-223表达水平高于治疗前,同时 miR-223高

表达组痊愈率高于低表达组,高表达组恢复迁延、心律

失常率低于低表达组,提示 miR-223高表达有利于控

制疾病,而低表达不利于疾病恢复。李庆勇等[15]关于

非瓣膜性房颤的研究显示,治疗后患者血清 miR-223
表达水平升高,与本研究结果一致。以上提示 miR-
223可能通过调控疾病相关 mRNA表达或靶向抑制

NLRP3,减少炎症因子释放,缓解心肌炎,从而在病毒

性心肌炎中发挥抗炎功能。

HMGB1参与DNA的复制和修复、转录调控、核
小体组装、炎症反应、组织再生等过程,在心肌炎、心房

颤动、冠心病、心肌缺血等心血管疾病中抑制细胞外

HMGB1水平可减少炎症[6]。谷凌云等[16]关于急性

心肌梗死(AMI)的研究结果显示,HMGB1在AMI患

者血清中的表达水平升高,并且与 AMI有显著相关

性。HMGB1在 心 肌 炎 发 病 中 的 作 用 已 在 实 验 性

EAM小鼠模型中证实。HMGB1在EAM 小鼠心脏

组织和血液中增加,用抗 HMGB1抗体进行阻断可减

少T辅助17细胞的浸润,降低血清炎性因子水平以

及心脏纤维化程度[5]。王茜等[17]对病毒性心肌炎患

儿的 研 究 结 果 显 示,急 性 期、恢 复 期、健 康 儿 童 的

HMGB1表达依次减少,HMGB1联合肿瘤坏死因子-
α(TNF-α)、TNF-β1可用于病情判断和预后评估。本

研究中心肌炎组 HMGB1表达水平高于对照组,与王

茜等的研究结果一致,表明 HMGB1可影响该病进

展。病毒性心肌炎患者治疗后外周血 HMGB1表达

水平低于治疗前,马瑞等[18]同样发现治疗后病毒性心

肌炎患者的 HMGB1、心肌酶及心肌损伤标志物水平

均显著降低,说明 HMGB1水平变化可反映病毒性心

肌炎病况。与 HMGB1低表达组相比,HMGB1高表

达组痊愈率较低,而心律失常及恢复迁延率较高,说明

HMGB1表达水平越高对患者预后越不利,有作为预

测预后标志物的潜能。以上表明 HMGB1在病毒性

心肌炎中作为炎症因子参与炎症反应,对该病起促进

作用。有研究发现,动脉粥样硬化发病过程中 miR-
223通过负调控 NLRP3表达抑制 NLRP3相关炎症

信号通路,间接抑制 HMGB1的释放[19]。本研究中

Pearson 分析显示,无论治疗前还是治疗后患者外周

血miR-223与HMGB1表达水平均呈负相关性,提示

病毒性心肌炎可能存在与动脉粥样硬化相似的调控机

制,具体机制有待进一步研究。
综上所述,病毒性心肌炎患者外周血 miR-223表

达下调,HMGB1表达上调,miR-223与 HMGB1表达

呈负相关,且治疗前miR-223高表达、HMGB1低表达

患者的转归情况较好。因此,miR-223、HMGB1可作

为评估病毒性心肌炎预后的潜在标志物。
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