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外周血微小 RNA-216a 与小儿病毒性心肌炎的相关性研究

施帅，赵佳，白晓鹏，李学奇，孙超宇

【摘要】　背景　病毒性心肌炎主要由柯萨奇病毒 B3（CVB3）感染引起，而微小 RNA（miRNAs）与 CVB3 感

染密切相关，因此明确 miRNAs 与小儿病毒性心肌炎的关系可能为临床诊治小儿病毒性心肌炎患儿提供新思路。目的

　探讨外周血 miRNA-216a 与小儿病毒性心肌炎的相关性。方法　选取 2018 年 1 月—2019 年 1 月哈尔滨医科大学附

属第四医院收治的疑似病毒性心肌炎患儿 38 例，其中确诊为病毒性心肌炎患儿 30 例（观察组），另选取同期体检健

康儿童 30 例作为对照组。比较两组儿童外周血 miRNA-216a 表达量及血清心肌肌钙蛋白 I（cTnI）、肌酸激酶同工酶

（CK-MB）水平，外周血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿住院时间、急性生理学及慢性健康状况评分系统Ⅱ

（APACHE Ⅱ）评分及血清 cTnI、CK-MB 水平间的相关性分析采用 Pearson 相关分析；绘制受试者工作特征（ROC）
曲线以评价外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、CK-MB 水平对小儿病毒性心肌炎的诊断价值。结果　（1）观察

组患儿外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、CK-MB 水平高于对照组（P<0.05）。（2）Pearson 相关分析结果显

示，外周血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿住院时间（r=0.409）、APACHE Ⅱ评分（r=0.607）及血清 cTnI
（r=0.491）、CK-MB（r=0.472）水平呈正相关（P<0.05）。（3）ROC 曲线显示，外周血 miRNA-216a 表达量诊断

小儿病毒性心肌炎的曲线下面积（AUC）为 0.662，血清 cTnI 水平为 0.705，血清 CK-MB 水平为 0.678。结论　外周

血 miRNA-216a 表达量与小儿病毒性心肌炎及其病情严重程度、心肌损伤程度有关，且其对小儿病毒性心肌炎的诊断

价值与血清 cTnI、CK-MB 水平相似。
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【Abstract】　Background　Viral myocarditis is mainly caused by coxsackievirus B3（CVB3）infection，while 
miRNAs is closely correlated with CVB3 infection，so explaining the relationship between miRNAs and viral myocarditis 
in children may provide a new idea for diagnosing and treating viral myocarditis in children. Objective　To investigate the 
correlation between peripheral blood miRNA-216a and viral myocarditis in children. Methods　From January 2018 to January 
2019，a total of 38 suspected children with viral myocarditis were selected in the Fourth Affiliated Hospital of Harbin Medical 
University，in which 30 cases were diagnosed viral myocarditis as observation group，meanwhile a total of 30 healthy children 
admitted to this hospital for physical examination were selected as control group. Peripheral blood miRNA-216a expression 
quantity，serum levels of cTnI and CK-MB were compared between the two groups，correlations of peripheral blood miRNA-
216a expression quantity with hospital stays，APACHE Ⅱ score，serum levels of cTnI and CK-MB in children with viral 
myocarditis were analyzed by Pearson correlation analysis；ROC curve was drawn to evaluate the diagnostic value of peripheral 
blood miRNA-216a expression quantity，serum levels of cTnI and CK-MB in diagnosing viral myocarditis in children. Results
　（1）Peripheral blood miRNA-216a expression quantity，serum levels of cTnI and CK-MB in observation group were 
statistically significantly higher than those in control group（P<0.05）.（2）Pearson correlation analysis results showed that，
peripheral blood miRNA-216a expression quantity was significantly positively correlated with hospital stays（r=0.409），
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APACHE Ⅱ score（r=0.607），serum levels of cTnI（r=0.491）and CK-MB（r=0.472）in children with viral myocarditis，
respectively（P<0.05）.（3）ROC curve showed that，AUC of peripheral blood miRNA-216a expression quantity was 0.662 
in diagnosing viral myocarditis in children，that of serum cTnI level was 0.705，and that of serum CK-MB level was 0.678. 
Conclusion　Peripheral blood miRNA-216a expression quantity is significantly correlated with viral myocarditis and its 
severity，degree of myocardial damage in children，and its diagnostic value is similar with serum levels of cTnI and CK-MB in 
diagnosing viral myocarditis in children，respectively. 

【Key words】　Myocarditis；Virus infections；MicroRNA-216a；Troponin I；Creatine kinase isoenzyme；Myocardial 
damage；Diagnosis

病毒性心肌炎指病毒感染引起的心肌局限性或弥漫

性急性或慢性炎性病变，多发生于婴幼儿时期，病毒感

染心肌后可能直接损伤心肌或通过自身免疫反应引起心

肌细胞坏死、变性或间质性炎性细胞浸润及纤维渗出等，

严重者甚至出现心内膜及心包炎性病变［1］。微小 RNA
（miRNAs）是细胞内具有多种调节作用的单链小分子

RNA，可调控细胞增殖、分化、发育、凋亡等过程，尤

其在血管新生、血管内皮细胞和心肌细胞增殖、心脏形

成及心律、心肌收缩力调节等方面具有重要调控作用。

近年研究表明，心肌梗死、肿瘤、糖尿病、肝炎等患

者 miRNAs 均呈特异性表达，提示 miRNAs 可能作为疾

病的临床标志物［2-3］。本研究旨在探讨外周血 miRNA-
216a 与小儿病毒性心肌炎的相关性，以期为小儿病毒

性心肌炎的诊治提供参考。

1　资料与方法

1.1　纳入与排除标准　纳入标准：（1）年龄 0~14 岁；

（2）无先天性心脏病或心脏畸形。排除标准：（1）伴

有严重脏器功能障碍者；（2）合并免疫系统疾病、代

谢系统疾病者；（3）其他类型心肌炎者。

1.2　一般资料　选取 2018 年 1 月—2019 年 1 月哈尔滨

医科大学附属第四医院收治的疑似病毒性心肌炎患儿

38 例，主要临床表现为腹泻、发热、心悸及气促，确

诊为病毒性心肌炎患儿 30 例（观察组）；另选取同期

体检健康儿童 30 例作为对照组。对照组中男 18 例，女

12 例；年龄 0~14 岁，平均年龄（7.5±1.6）岁。观察

组中男19例，女11例；年龄0~14岁，平均年龄（7.8±1.2）
岁。两组儿童性别（χ2=2.757）、年龄（t=1.663）比

较，差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。本研

究经哈尔滨医科大学附属第四医院医学伦理委员会审核

批准，所有儿童监护人对本研究知情并自愿签署知情同

意书。

1.3　病毒性心肌炎诊断标准［4］　血清柯萨奇病毒（CVB）
RNA 阳性并符合下列辅助检查改变之一：（1）存在心

功能不全的临床症状；（2）超声心动图检查结果示心

脏扩大、室壁运动弥漫性降低；（3）心电图检查结果

示以 R 波为主的≥ 2 个主要导联 ST-T 段改变，窦房和

房室传导阻滞，完全性右 / 左束支阻滞，成联律、多形、

多源、成对或并行性期前收缩，非房室结及房室折返引

起的异位性心动过速，低电压（新生儿除外）及异常Q波。

1.4　检测方法

1.4.1　血液标本分离　（1）全血标本分离：采集抗凝

血液标本后 2 h 内轻摇混匀，使用 RNase-free 吸头吸取

1 ml 全血标本至 1.5 ml 离心管中，置于 -70 ℃冰箱中保

存待测。（2）血清标本分离：采集非抗凝血液标本后

室温下静置 20 min，血液凝固后 5 000 r/min 离心 10 min
（离心半径 5 cm），使用 RNase-free 吸头吸取 1 ml 血
清至离心管中，置于 -70 ℃冰箱中保存待测。

1.4.2　实时荧光定量反转录聚合酶链反应（RT-qPCR）

　采用 RT-qPCR 检测外周血 miRNA-216a 表达量，具

体步骤如下：（1）将 RNA 样本置于冰块上溶解，放置

5X RT Buffer 和双蒸水（DDH2O）（灭 DNA 及 RNA 酶）

于室温溶解（35 ℃）；（2）配制 miRNA 反转录体系

于 1.5 ml EP 管中，轻弹 EP 管使反转录体系彻底混匀，

3 000 r/min 离心 30 s（离心半径 5 cm），收集管壁残余

试剂并置于冰块上；（3）准备 miRNA 反转录反应液，

轻弹 miRNA 反转录反应液使其充分混匀，3 000 r/min
离心 30 s（离心半径 5 cm），将反应液置于 PCR 仪上，

37 ℃下孵育 60 min，85 ℃环境下 5 min 激活反转录酶

后反应终止，将反应产物 cDNA 置于 -20 ℃冰箱中保存

待测，qPCR 前将 cDNA 稀释为 1/5 倍浓度；（4）溶解

2X All-in-One qPCR Mix 及 50X ROX Reference Dye，
3 000 r/min离心 30 s（离心半径 5 cm）后置于冰块上；（5）
采用 DDH2O 稀释 Universal Adaptor PCR Primer 至浓度

为 2 μM；（6）于冰块上准备 PCR 反应液；（7）混匀

并短暂离心 PCR 反应体系，使所有反应液处于 PCR 管

底部，并置于 PCR 仪上进行反应。

1.4.3　电化学发光法　采用电化学发光法检测血清心肌

肌钙蛋白 I（cTnI）水平，具体步骤如下：取 10 μl 血
清加入 50 μl 生物素标记的抗肌钙蛋白 I（TnI）单克

隆抗体和 50 μl三联吡啶钌标记的抗TnI单克隆抗体，

37 ℃下孵育 9 min 后加入 20 μ1 链霉素标记包被的微

粒子，37 ℃下孵育 9 min 后经电化学发光分析仪自动检

测；血清 cTnI 水平参考范围为 0~0.09 μg/L。
1.4.4　酶联免疫吸附试验（ELISA）　采用 ELISA 检
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测血清肌酸激酶同工酶（CK-MB）水平，具体步骤如

下：加入 250 μ1 生物素标记的抗 CK-MB 单克隆抗体，

置于 37 ℃水浴 3 min，加入 10 μl 待测血清混匀后置

于 37 ℃水浴 10 min，加入 50 μ1 三联吡啶钌标记的抗

CK-MB 单克隆抗体，5 min 内连续监测吸光度变化，由

生化分析仪微电脑计算并输出 CK-MB 值；血清 CK-MB
水平参考范围为 0~24 U/L。
1.5　观察指标　比较两组儿童外周血 miRNA-216a
表达量及血清 cTnI、CK-MB 水平，记录观察组患儿

住院时间及急性生理学及慢性健康状况评分系统Ⅱ

（APACHE Ⅱ）评分。

1.6　统计学方法　采用 SPSS 20.0 统计学软件包进行

数据处理，计量资料以（x±s）表示，组间比较采用

两独立样本 t 检验；计数资料分析采用 χ2 检验；外周

血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿住院时间、

APACHE Ⅱ评分及血清 cTnI、CK-MB 水平的相关性分

析采用 Pearson 相关分析；绘制受试者工作特征（ROC）
曲线以评价外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、
CK-MB 水平对小儿病毒性心肌炎的诊断价值，并计算

曲线下面积（AUC），AUC 越大提示诊断价值越高。以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、CK-MB
水平　观察组患儿外周血 miRNA-216a 表达量及血清

cTnI、CK-MB 水平高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05，见表 1）。

2.2　相关性分析　观察组患儿住院时间为（12.1±5.2）d，
APACHE Ⅱ评分为（6.1±3.5）分。Pearson 相关分析结

果显示，外周血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患

儿住院时间（r=0.409）、APACHE Ⅱ评分（r=0.607）
及血清 cTnI（r=0.491）、CK-MB（r=0.472）水平呈正

相关（P<0.05，见图 1）。

2.3　诊断价值　ROC 曲线显示，外周血 miRNA-216a
表达量诊断小儿病毒性心肌炎的 AUC 为 0.662，血清

cTnI 水平为 0.705，血清 CK-MB 水平为 0.678，见表 2、
图 2。

表 1　两组儿童外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、CK-MB 水
平比较（x±s）
Table 1　Comparison of peripheral blood miRNA-216a expression 
quantity，serum levels of cTnI and CK-MB between the two groups

组别 例数 miRNA-216a
（×104 copies/ml）

cTnI
（μg/L）

CK-MB
（U/L）

对照组 30 0.91±0.05 0.09±0.03 7±2

观察组 30 2.34±0.89 0.35±0.07 20±4

t 值 8.787 18.699 16.143

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：miRNA-216a= 微小 RNA-216a，cTnI= 心肌肌钙蛋白 I，CK-
MB= 肌酸激酶同工酶

 
表 2　外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、CK-MB 水平对小儿
病毒性心肌炎的诊断价值
Table 2　Diagnostic value of peripheral blood miRNA-216a expression 
quantity，serum levels of cTnI and CK-MB in diagnosing viral myocarditis 
in children

指标 AUC 最佳截断值 灵敏度 特异度 Youden 指数

miRNA-216a 0.662 1.6×104 copies/ml 0.726 0.584 0.310

cTnI 0.705 0.20 μg/L 0.712 0.695 0.327

CK-MB 0.678 12 U/L 0.672 0.660 0.332

注：AUC= 曲线下面积

3　讨论

小儿病毒性心肌炎的具体发病机制尚未完全明确，

主要涉及自由基调节系统和免疫系统等［5］，且患儿病

变病程、范围及感染病毒类型不同则全身症状不同，多

数患儿经积极治疗可痊愈［6］。既往研究表明，病毒性

心肌炎患儿病毒感染早期多无自觉症状，心电图检查显

示室性期前收缩、房性期前收缩、ST-T 段改变等，感

染数周后心电图检查显示正常或遗留心律失常［7］；轻

症自限型 - 病毒感染患儿感染 1~3 周后出现心肌、轻微

注：miRNA-216a= 微小 RNA-216a，APACHE Ⅱ = 急性生理学及慢性健康状况评分系统Ⅱ，cTnI= 心肌肌钙蛋白 I，CK-MB= 肌酸激酶同工酶

图 1　外周血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿住院时间、APACHE Ⅱ评分及血清 cTnI、CK-MB 水平相关性的散点图
Figure 1　Scatter plot for correlations of peripheral blood miRNA-216a expression quantity with hospital stays，APACHE Ⅱ score，serum levels of cTnI 
and CK-MB in children with viral myocarditis
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心前区不适症状，少数患儿出现心力衰竭和心脏扩大症

状，治疗后可逐渐恢复正常［8］；但部分急性重症型 -
病毒感染患儿感染 1~2 周后会出现心悸、胸痛、气促等

症状，并伴有奔马律、心动过速、心力衰竭，严重者甚
至出现心源性休克［6，9］。病毒性心肌炎患儿若得不到
及时、有效治疗则可能导致弥漫性心肌间质性炎性浸润、
心脏局造性炎性浸润、心肌坏死、纤维蛋白溶解及心血
管疾病等，且随着患儿年龄增长，该疾病可成为患儿猝
死的主要诱因之一［10］。因此，临床应积极采取有效措
施以减轻病毒性心肌炎患儿心肌损伤［5］。

miRNAs 为内源性非编码 RNA，可通过干扰信使
RNA 而参与机体多种生理活动，并在多种疾病的发生、
发展过程中发挥重要作用。miRNAs 广泛存在于血液和
组织中，循环系统中 miRNAs 包被于脂蛋白或脂质内，
因此不易被 RNA 酶分解，可作为疾病的生物学标志
物［11］。WANG 等［12］研究表明，许多 miRNAs 在肾癌
组织中表达异常，因此临床可通过调控靶基因表达而
发挥抑癌基因或癌基因的生物学作用。SHU 等［13］研究
结果显示，miRNA-216a 具有胰腺特异性，其在胰腺中
的表达是其他组织中最高表达水平的数百倍。此外，
miRNA-216a 还具有介导药物、表观遗传学干预等治疗
作用，进而对心脏和心血管具有保护作用［14］。

cTnI 是心肌细胞中的特有收缩蛋白，在钙离子参
与下可调控收缩蛋白的舒缩活动，但心肌细胞膜完整时
其无法透过细胞膜而进入血液循环，心肌细胞损伤后细
胞膜完整性受损，cTnI 可从心肌细胞内释放并进入血
液循环，导致血清 cTnI 水平升高并维持 5~10 d［15］。
因此，血液 cTnI 水平可作为心肌细胞损伤的特异性标
志物，有助于评估病毒性心肌炎患儿病情严重程度。
CK-MB 主要分布于心肌，是临床常用的心肌损伤特异
及敏感性标志物，心肌损伤后 2~12 h 血清 CK-MB 水平

急剧升高并维持 2~3 d［16］，但其恢复正常的时间较快，

因此诊断窗口期较短、漏诊率较高。本研究结果显示，

观察组患儿外周血 miRNA-216a 表达量及血清 cTnI、
CK-MB 水平高于对照组，提示病毒性心肌炎患儿存在

心肌损伤；进一步行 Pearson 相关分析结果显示，外周

血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿住院时间、

APACHE Ⅱ评分及血清 cTnI、CK-MB 水平呈正相关，

提示外周血 miRNA-216a 表达量与病毒性心肌炎患儿病

情严重程度及心肌损伤程度有关。本研究结果还显示，

外周血 miRNA-216a 表达量诊断小儿病毒性心肌炎的

AUC 为 0.662，血清 cTnI 水平为 0.705，血清 CK-MB 水

平为 0.678，提示外周血 miRNA-216a 表达量对小儿病

毒性心肌炎的诊断价值与血清 cTnI、CK-MB 水平相似。

综上所述，外周血 miRNA-216a 表达量与小儿病毒

性心肌炎及其病情严重程度、心肌损伤程度有关，且其

对小儿病毒性心肌炎的诊断价值与血清 cTnI、CK-MB
水平相似；但本研究为单中心研究，且样本量较小，结

果结论有待扩大样本量、联合多中心进一步证实。

作者贡献：施帅进行文章的构思与设计，负责撰写

论文；孙超宇进行研究的实施与可行性分析，对文章整

体负责，监督管理；赵佳进行数据收集、整理、分析，

结果分析与解释；白晓鹏进行论文的修订；李学奇负责

文章的质量控制及审校。
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