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冠心病患者血清lncRNA
 

CHAST的表达和临床意义*

曾伟雄,曾金财,方快发

(广东省惠州市第六人民医院心内科 516200)

  [摘要] 目的 探 讨 冠 状 动 脉 粥 样 硬 化 性 心 脏 病(冠 心 病)患 者 循 环 中 长 链 非 编 码 RNA(lncRNA
 

CHAST)的表达和临床意义。方法 选取2018年7月至2019年7月该院心内科诊治的115例冠心病患者作

为冠心病组,选取同期年龄及性别相匹配的65例健康人作为对照组,收集两组临床资料和循环血清标本,实时

荧光定量PCR和ELISA检测研究对象循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和丝氨酸蛋白酶抑制剂A3(serpi-
na3)浓度。根据造影Gensini评分将冠心病组患者分为轻度、中度和重度病变3个亚组,比较各组循环血清ln-
cRNA

 

CHAST表达水平和serpina3浓度之间的差异,探讨冠心病患者Gensini评分、血清lncRNA
 

CHAST表

达水平和serpina3浓度的相关性。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析冠心病循环血清lncRNA
 

CHAST表

达水平和serpina3浓度对冠心病的诊断价值。结果 冠心病组循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpi-
na3浓度均高于对照组,且轻、中、重度病变组血清lncRNA

 

CHAST表达水平和serpina3浓度比较,差异有统

计学意义(P<0.05)。lncRNA
 

CHAST与Gensini评分呈正相关(r=0.783),serpina3与Gensini评分呈正相

关(r=0.726),lncRNA
 

CHAST与serpina3也呈正相关(r=0.901)。当lncRNA
 

CHAST最佳截断值为0.92
时,曲线下面积(AUC)为0.801(95%CI:0.765~0.847),灵敏度为75.1%,特异度为87.9%;当serpina3最佳

截断值为99.37
 

μg/mL时,AUC为0.914(95%CI:0.87~0.946),灵敏度为87.1%,特异度为93.9%;两者联

合使用时,诊断冠心病患者的AUC为0.946(95%CI:0.897~0.982),灵敏度为91.1%,特异度为97.9%。结

论 lncRNA
 

CHAST可作为冠心病早期诊断和严重程度评估的标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

circulating
 

long
 

noncod-
ing

 

RNA
 

(lncRNA
 

CHAST)
 

in
 

patients
 

with
 

coronary
 

heart
 

disease.Methods From
 

July
 

2018
 

to
 

July
 

2019
  

in
 

hospital,115
 

patients
 

with
 

coronary
 

heart
 

disease
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

coronary
 

heart
 

disease
 

group,while
 

65
 

healthy
 

people
 

matched
 

with
 

age
 

and
 

gender
 

who
 

performed
 

routine
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

control
 

group.Clinical
 

data
 

and
 

circulating
 

serum
 

samples
 

of
 

two
 

groups
 

of
 

pa-
tients

 

was
 

collected.Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

ELISA
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

CHAST
 

and
 

serpina3
 

concentration
 

in
 

the
 

circulating
 

serum
 

of
 

the
 

subjects.According
 

to
 

the
 

Gensini
 

score
 

of
 

angiography,patients
 

in
 

the
 

coronary
 

heart
 

disease
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

subgroups
 

of
 

the
 

mild,moderate
 

and
 

severe
 

disease.The
 

differences
 

between
 

the
 

circulating
 

serum
 

lncRNA
 

CHAST
 

expres-
sion

 

level
 

and
 

serpina3
 

concentration
 

of
 

the
 

groups
 

were
 

compared.And
 

the
 

correlation
 

between
 

Gensini
 

score
 

and
 

serum
 

lncRNA
 

CHAST
 

expression
 

level
 

and
 

serpina3
 

concentration
 

in
 

patients
 

with
 

coronary
 

heart
 

dis-
ease

  

were
 

analyzed.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

of
 

circulating
 

serum
 

lncRNA
 

CHAST
 

expression
 

level
 

and
 

serpina3
 

concentration
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease.Results The
 

circulating
 

serum
 

lncRNA
 

CHAST
 

expression
 

level
 

and
 

serpina3
 

concen-
tration

 

in
 

the
 

coronary
 

heart
 

disease
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

there
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was
 

a
 

significantly
 

difference
 

in
 

serum
 

lncRNA
 

CHAST
 

expression
 

level
 

and
 

serpina3
 

concentration
 

in
 

the
 

mild,moderate
 

and
 

severe
 

coronary
 

heart
 

disease
 

groups
 

(P<0.05).LncRNA
 

CHAST
 

was
 

positively
 

correla-
ted

 

with
 

Gensini
 

score
 

(r=0.783),serpina3
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

Gensini
 

score
 

(r=0.726),and
 

ln-
cRNA

 

CHAST
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

serpina3
 

(r=0.901).When
 

the
 

cut-off
 

value
 

of
 

lncRNA
 

CHAST
 

in
 

serum
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

was
 

0.92,area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

0.801
 

(95%CI:
0.765-0.847),the

 

sensitivity
 

was
 

75.1%,the
 

specificity
 

was
 

87.9%.When
 

the
 

cut-off
 

value
 

of
 

serpina3
 

con-
centration

 

in
 

serum
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

was
 

99.37
 

μg/mL,AUC
 

was
 

0.914
 

(95%CI:0.876-0.946),
the

 

sensitivity
 

was
 

87.1%,the
 

specificity
 

was
 

93.9%.The
 

combination
 

of
 

the
 

two,AUC
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

was
 

0.946
 

(95%CI:0.897-0.982),the
 

sensitivity
 

was
 

91.1%,the
 

specificity
 

was
 

97.9%.Conclusion LncRNA
 

CHAST
 

is
 

biomarkers
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

evaluation
 

of
 

severity
 

in
 

coronary
 

heart
 

disease.
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  冠状动脉粥样硬化性心脏病(冠心病)是影响人

类健康的头号杀手[1-2]。如不及时诊断和治疗,病情

会逐步进展导致治疗难度增大,死亡风险增加,部分

患者极易发生猝死[3-4]。冠状动脉造影是目前临床诊

断冠心病的金标准,但其属于有创检测,且对冠心病

早期诊断和病情严重程度评估价值不足,患者接受度

不高,因此存在一定局限性[5-6]。
最近研究发现长链非编码RNA(long

 

noncoding
 

RNA,lncRNA)参与动脉粥样硬化、冠心病和高血压

等心血管疾病的发生和进展过程,其在循环中可稳定

存在并可被检测[7-10]。lncRNA
 

CHAST属于最新鉴

定的lncRNA之一,研究显示其参与心力衰竭后左心

室的重构过程,参与冠心病患者缺血缺氧心肌细胞应

激反应过程,可望成为参与冠心病发病过程的关键

lncRNA 分 子[11-12]。丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 A3
(serpina3)又称作α-1抗糜蛋白酶,最先鉴定为急性

期血浆蛋白酶抑制剂[13],其在先兆子痫患者循环中水

平明显增加,可能与慢性炎症和孕妇血管内皮细胞损

伤密切相关[14]。最近研究显示serpina3是主动脉钙

化的早期诊断标志物[15]。尽管如此,目前尚无研究探

讨冠心病患者血清serpina3水平及其临床意义。本

研究探讨冠心病患者循环中lncRNA
 

CHAST和ser-
pina3水平并分析其对冠心病的临床诊断及在预后评

估中的价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年7月至2019年7月本院心内科收治

的115例冠心病患者作为研究对象。纳入标准[6]:
(1)符 合2020国 际 心 脏 病 学 会 和 世 界 卫 生 组 织

(WHO)对冠心病的诊断标准;(2)均行冠状动脉造影

检查,至少1支冠状动脉血管狭窄程度大于或等于

50%;(3)不存在其他部位癌症或血液系统恶性疾病;
(4)临床病历资料完整。排除标准:(1)严重的肝、肾、
肺等脏器功能障碍者;(2)合并恶性血液系统疾病或

严重免疫系统疾病需要长期药物治疗者;(3)严重精

神疾病或存在沟通障碍;(4)既往有冠心病且接受过

内科血管重建或外科冠状动脉旁路移植术者;(5)孕
妇和哺乳期妇女。115例冠心病患者作为冠心病组,
其中 男 65 例,女 50 例,年 龄 44~72 岁,平 均

(59.22±6.39)岁;疾病类型:稳定型心绞痛66例,不
稳定型心绞痛34例,急性心肌梗死15例;单支、2支

和多支血管病变分别有47、33和35例。从同期本院

体检科常规健康体检人员中选取年龄和性别相匹配

的健康体检者65例为对照组,其中男43例,女22
例,年龄44~73岁,平均(57.20±7.23)岁。所有研

究对象均签署知情同意书,本研究通过医院伦理委员

会批准。
1.2 方法

1.2.1 分组

根据冠状动脉造影结果所得的Gensini评分对冠

心病组进行亚组分组。Gensini评分标准[16]:冠状动

脉无狭窄为0分,冠状动脉狭窄程度在0~<26%为

1分,26%~<51%为2分,51%~<76%为4分,
76%~<91%为8分,91%~<100%为16分,而冠

状动脉狭窄100%为32分。冠心病患者最终Gensini
评分为每例患者的各个分支积分相加。Gensini评分

0~25分为轻度病变组,26~49分为中度病变组,≥
50分为重度病变组,115例冠心病患者中,轻度病变

组32例、中度病变组45例、重度病变组38例。
1.2.2 临床标本收集

两组入选的研究对象均采集清晨空腹静脉血,采
血时保持平卧位,采集患者外周上肢静脉血8

 

mL,
3

 

000
 

r/min在5
 

℃离心15
 

min,分离血清,-80
 

℃冰

箱保存待统一检测。
1.2.3 循环血清lncRNA

 

CHAST表达水平检测

实时荧光定量PCR检测两组循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平:按血清/血浆 miRNA提取分离试

剂盒说明书(德国Qiagen公司)进行RNA提取后检
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测RNA纯度,选择吸光度1.8~2.1的合格RNA标

本,使用 QuantiTect逆转录试剂盒(德国 Qiagen公

司),从1
 

μg总RNA中合成cDNA,并将标本保存于

-20
 

℃冰箱中。采用RealQ
 

Plus
 

2x
 

Master
 

Mix
 

for
 

Probe(无ROXTM)进行3次重复实时荧光定量PCR
检测。反应在Rotor-Gene

 

Q(德国Qiagen公司)上进

行,lncRNA
 

CHAST正向引物为5'-TGC
 

TGC
 

ACT
 

TTA
 

CAA
 

CCA
 

CTG-3',反向引物为5'-ATG
 

GTG
 

TCT
 

TTG
 

ATG
 

TTG
 

GGC-3',PCR反应参数如下:
95

 

℃预变性15
 

min,94
 

℃
 

20
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,40个循

环。于60
 

℃时采集荧光信号,以U6为内参基因。采

用2-ΔΔCt法计算lncRNA
 

CHAST相对表达水平,每
份标本均连续测定3次,取平均值。
1.2.4 血清serpina3水平检测

采用ELISA检测血清serpina3水平,试剂盒购

自北京优尔生科技公司,严格按照试剂盒说明书操

作,所有标本统一检测,最小的检测水平为0.01
 

μg/
mL,组间和组内的变异系数分别为3.5%和5.0%。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用t检验,多组间比较采用单

因素方差分析;计数资料以频数或百分率表示,比较

采用χ2 检验;相关性采用Pearson分析,受试者工作

特征(ROC)曲线用于诊断价值分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两 组 循 环 血 清lncRNA
 

CHAST表 达 水 平 和

serpina3水平比较

冠心病组循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和

serpina3水平明显高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。
表1  两组循环血清lncRNA

 

CHAST表达水平和

   serpina3水平比较(x±s)

组别 n lncRNA
 

CHAST serpina3(μg/mL)

冠心病组 115 1.47±0.87 270.78±110.27

对照组 65 0.54±0.27 95.78±20.27

t 4.33 7.76

P 0.012 0.003

2.2 不同严重程度冠心病组血清lncRNA
 

CHAST
表达水平和serpina3水平比较

轻、中、重度病变组血清lncRNA
 

CHAST表达水

平和serpina3水平比较,差异有统计学意义(P<
0.05),见表2。
2.3 lncRNA

 

CHAST、serpina3与Gensini评分的相

关性分析

Pearson相 关 性 分 析 示:lncRNA
 

CHAST 与

Gensini评分呈正相关(r=0.783,P<0.05),serpina3
与Gensini评分呈正相关(r=0.726,P<0.05),ln-
cRNA

 

CHAST与serpina3也呈正相关(r=0.901,
P<0.05),见图1。

表2  不同严重程度冠心病组血清lncRNA
 

CHAST
   表达水平和serpina3水平比较

组别 n lncRNA
 

CHAST serpina3(μg/mL)

轻度病变组 32 0.89±0.45 108.78±33.27

中度病变阻 45 1.22±0.56 190.78±78.27

重度病变组 38 1.77±0.77 290.78±88.27

F 12.34 23.11

P 0.007 0.001

  A:lncRNA
 

CHAST与Gensini评分的相关性;B:serpina3与Gensini评分的相关性;C:lncRNA
 

CHAST与serpina3的相关性。

图1  lncRNA
 

CHAST、serpina3与Gensini评分的相关性分析

2.4 lncRNA
 

CHAST、serpina3对冠心病的诊断价

值分析

ROC曲线分析显示,当lncRNA
 

CHAST的最佳

截断值为0.92时,曲线下面积(AUC)为0.801(95%

CI:0.765~0.847,P<0.001),灵敏度为75.1%,特
异度为87.9%。当serpina3的最佳截断值为99.37

 

μg/mL时,AUC为0.914(95%CI:0.876~0.946,
P<0.001),灵敏度为87.1%,特异度为93.9%。二
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者联 合 诊 断 冠 心 病 的 AUC 为 0.946(95%CI:
0.897~0.982,P<0.001),灵敏度为91.1%,特异度

为97.9%,见图2。

图2  lncRNA
 

CHAST、serpina3对冠心病诊断的

ROC曲线

3 讨  论

近年来我国冠心病发病率和病死率均逐年上升,
且发病年龄更趋于年轻化[17]。鉴于我国人口基数巨

大,研究显示每年因冠心病死亡的人数高达700万

人,给家庭和社会造成巨大的负担[18]。如何早期有效

对冠心病患者进行诊断,并对其病情进展进行有效监

测显得尤为重要,是降低患者潜在血管事件发生及改

善预后的重要途径[18]。
lncRNA可通过调控多种细胞的增殖、凋亡、损

伤、自噬[19]和分化等过程[20],进而在心血管疾病的发

生、发展过程中发挥重要作用[21]。lncRNA
 

CHAST
定位在人类染色体7q32.2上,以细胞溶质﹑核可溶

物和染色质相关形式广泛存在[22]。也可被激活的T
细胞信号的核因子所激活。缺血再灌注损伤和永久

性梗死后,心肌细胞中活化T细胞核因子的核易位增

加[11]。本研究显示冠心病患者血清lncRNA
 

CHAST
表达水平明显高于对照组,其表达水平在不同严重程

度的冠心病患者中存在明显差异,且随着疾病的进

展,表达水平呈增加的趋势。有研究报道,在急性心

肌梗死患者血清lncRNA
 

CHAST表达水平较对照组

明显增加,特别是在心肌梗死早期改变最为明显[12],
提示可能和心肌缺血密切相关,其水平和心肌梗死患

者左心室射血分数呈正相关,在心肌梗死的恢复期,
其表达水平逐步下降。尽管冠心病患者血清lncRNA

 

CHAST表达水平增加的机制尚不清楚,推测可能为

冠心病的心肌细胞在缺血缺氧刺激下导致其表达水

平增高。
serpina3是位于14q32上编码的约为3.0×109

的蛋白质,是由人体肝、心、肺和肾脏组织和细胞合成

的急性期蛋白[23]。有研究显示其可参与慢性阻塞性

肺疾病、帕金森病、脑出血和多发性系统性萎缩疾病

的发展[24]。有研究报道在动脉粥样硬化病变中,ser-
pina3水平增加,在轻度卒中或短暂性脑缺血发作的

患者中serpina3水平增加更为明显[25]。本研究显示

冠心病患者血清serpina3水平高于对照组,随着冠心

病患者Gensini评分增加,serpina3水平明显增加,在
不同严重程度的冠心病患者中存在明显差异,提示其

可作为评估冠心病患者病情严重程度的有效指标。
文献报道显示,与对照组比较,急性心肌梗死患者基

础血浆serpina3水平升高[26]。急性心肌梗死后激活

的嗜中性白细胞和肥大细胞衍生蛋白,产生炎性因子

瀑布 效 应,可 能 调 节 心 肌 细 胞 对 于serpina3的 表

达[26]。在心肌梗死的血管平滑肌细胞中serpina3水

平也明显增加,其可能是在冠心病患者的缺血心肌细

胞和供应心脏血供的微循环中,血管平滑肌细胞ser-
pina3水平增加导致冠心病患者血清循环的serpina3
水平增加[27]。

本研究发现随着冠心病严重程度增加,冠状动脉

造影所得的Gensini评分增加[28],发现冠心病患者循

环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3水平也

逐渐 增 加,Gensini评 分 增 加 和 循 环 血 清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3水平呈正相关,同时冠

心病循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3
水平也呈正相关,上述结果显示冠心病循环血清ln-
cRNA

 

CHAST表达水平和serpina3水平可作为评价

冠心病严重程度的潜在的生物标志物,临床上可通过

检测循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3
浓度来评估冠心病的严重程度。

ROC曲线分析显示通过检测循环血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3浓度均能够很好地区分

是否为冠心病患者,二者诊断冠心病患者的ROC曲

线的AUC值分别为0.801和0.914,而两者联合检测

的ROC曲线AUC值可达0.946,上述结果提示循环

血清lncRNA
 

CHAST表达水平和serpina3浓度对冠

心病具有较好的诊断效能,其相对于冠心病其他诊断

手段如冠状动脉造影,具有无创的优势。
综上 所 述,冠 心 病 患 者 循 环 血 清 lncRNA

 

CHAST表达水平和serpina3浓度均明显高于健康对

照人群,单独和联合检测lncRNA
 

CHAST表达水平

和serpina3水平可对冠心病进行早期诊断和病情严

重程度评估,二者可能成为冠心病患者潜在的无创生

物标志物。
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