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病毒性心肌炎患者外周血miR-31
与Th22细胞水平的相关性分析

陈策*,彭建军,赵博,樊永燕

(首都医科大学附属北京世纪坛医院心内科,北京
 

100038)

【摘要】 目的 检测病毒性心肌炎(VMC)患者外周血中微小RNA-31(miR-31)、辅助型T
 

22(Th22)细胞及其白介素-

22(IL-22)的变化,探讨 miR-31与Th22细胞水平的相关性。 方法 从2020年1月到2021年6月期间本院收治的

VMC患者中选取125例作为 VMC组,根据心功能指标
 

(LVEF)划分为轻度组(52例)、中度组(52例)和重度组(21
例),对照组为125名健康志愿者;收集外周血样本5

 

ml并分离单个核细胞,实时荧光定量(qRT-PCR)技术检测外周血

中 miR-31的表达水平,流式细胞仪检测Th22细胞水平,酶联免疫吸附实验检测IL-22表达水平,分析比较对照组与

VMC组及不同病情组之间 miR-31、Th22细胞及IL-22的表达水平的差异;分析 VMC组外周血 miR-31表达水平分别

与Th22细胞水平、IL-22水平之间,及Th22细胞水平与IL-22水平之间的相关性。 结果 与对照组[(1.00±0.00)、
(0.78±0.22)%、(21.69±3.50)pg/mL]相比,VMC组外周血中 miR-31表达水平(1.45±0.32)、Th22细胞水平[(2.02
±0.55)%]及IL-22[(33.34±7.44)pg/mL]水平升高(P<0.05);不同病情组 VMC患者间外周血 miR-31[(1.35±
0.27)、(1.47±0.32)、(1.63±0.36)]、Th22细胞[(1.80±0.42)%、(2.02±0.51)%、(2.55±0.57)%]及IL-22的表达

水平[(30.95±6.98)pg/mL、(33.96±7.00)pg/mL、(37.75±7.61)pg/mL]比较,差异均具有统计学意义(P<0.05),且
重度组>中度组>轻度组;VMC组外周血 miR-31、Th22细胞水平与IL-22表达水平均呈显著正相关(r=0.599,P<
0.05;r=0.635,P<0.05);VMC组外周血 miR-31表达水平与Th22细胞水平呈显著正相关(r=0.613,P<0.05)。 
结论 VMC患者外周血的miR-31、Th22细胞及IL-22表达水平均显著升高,miR-31可能通过影响Th22介导的免疫调

控在VMC的发生发展中起关键作用。
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【Abstract】 Objective To
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

microRNA-31
 

(miR-31),helper
 

T
 

22
 

(Th22)
 

cells
 

and
 

interleukin-22
 

(IL-22)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

(VMC),and
 

to
 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-31
 

and
 

Th22
 

cell
 

level. Methods From
 

January
 

2020
 

to
 

June
 

2021,125
 

patients
 

with
 

VMC
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

VMC
 

group.
 

According
 

to
 

the
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF),they
 

were
 

grouped
 

into
 

mild
 

group
 

(52
 

cases),

moderate
 

group
 

(52
 

cases)
 

and
 

the
 

severe
 

group
 

(21
 

cases),and
 

the
 

control
 

group
 

included
 

125
 

healthy
 

volunteers.
 

5
 

ml
 

of
 

peripheral
 

blood
 

sample
 

was
 

collected
 

and
 

mononuclear
 

cells
 

were
 

isolated,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-31
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

(qRT-PCR)
 

technology.
 

Th22
 

cell
 

level
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,the
 

expression
 

level
 

of
 

IL-22
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,the
 

differences
 

in
 

the
 

ex-

pression
 

levels
 

of
 

miR-31,Th22
 

cells
 

and
 

IL-22
 

between
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

VMC
 

group
 

and
 

different
 

disease
 

groups
 

were
 

analyzed
 

and
 

compared;the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-31
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

VMC
 

group
 

and
 

the
 

level
 

of
 

Th22
 

cells,IL-22,and
 

the
 

level
 

of
 

Th22
 

cells
 

and
 

IL-22
 

were
 

analyzed. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

[(1.00±0.00),(0.78±0.22)
 

%,(21.69±3.50)
 

pg/mL],the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-31
 

(1.45±
0.32)

 

,Th22
 

cells
 

[(2.02±0.55)
 

%]
 

and
 

IL-22
 

[(33.34±7.44)
 

pg/mL]
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

VMC
 

group
 

were
 

in-
creased

 

(P<0.05);there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-31
 

[(1.35±0.27),
(1.47±0.32),(1.63±0.36)

 

],Th22
 

cells
 

[(1.80±0.42)
 

%,(2.02±0.51)
 

%,(2.55±0.57)
 

%]
 

and
 

IL-22
 

[(30.95±
6.98)

 

pg/mL,(33.96±7.00)
 

pg/mL,(37.75±7.61)
 

pg/mL]
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

VMC
 

patients
 

in
 

different
 

disease
 

groups
 

(P<0.05),and
 

the
 

severe
 

group>moderate
 

group>mild
 

group;the
 

levels
 

of
 

miR-31
 

and
 

Th22
 

cells
 

in
 

peripheral
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blood
 

of
 

VMC
 

group
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

of
 

IL-22
 

(r=0.599,P<0.05;r=0.635,P<0.05);

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-31
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

VMC
 

group
 

was
 

obviously
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

level
 

of
 

Th22
 

cells
 

(r=0.613,P<0.05). Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-31,Th22
 

cells
 

and
 

IL-22
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

VMC
 

patients
 

were
 

obviously
 

increased.
 

MiR-31
 

may
 

play
 

a
 

key
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

VMC
 

by
 

affecting
 

Th22-mediated
 

immune
 

regulation.
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  病毒性心肌炎(viral
 

myocarditis,VMC)是一种由

病毒感染及相关自身免疫性疾病引起的非缺血性炎症

性疾病,占心肌炎的绝大部分[1]。流行病学研究表明,

VMC的发病率估计为10~22/10万,呈上升趋势,现
已成为继冠心病之后的常见心血管疾病,主要发生在

儿童和40岁以下的成人[2-3]。目前尚无准确的无创检

查诊断和特异性治疗药物,VMC的治疗仍存在局限

性,因此,迫切需要在VMC中寻找客观和无创的分子

生物标志物。近年来的研究显示,失调的CD4+
 

T细

胞和miRNA在心肌炎的发病机制中都发挥着关键作

用[4]。辅助型T22(Helper
 

T
 

22,Th22)细胞是最近新

发现的产生白细胞介素-22(interleukin-22,IL-22)的

CD4+
 

T细胞亚群,参与调节许多病毒感染性疾病的

病理过程,在多种疾病如自身免疫性疾病及恶性肿瘤

的进 展 中 起 关 键 作 用[5]。微 小 RNA(MicroRNA,

miRNA)是内源性非编码小 RNA分子,可在转录后

微调其靶基因,是T细胞分化和功能的重要参与者,
其表达失调是多种免疫病理疾病的病因或介导因

子[4]。miR-31为miRNA家族的重要组成成员,最近

被认为是T细胞和机体炎症反应的重要调控因子[6]。
一些研究已经发现 miR-31对Th22细胞分化的调节

作用[7]。然而在VMC的发病机制中miR-31对Th22
细胞的作用鲜为人知,因此,本研究测定了外周血中

miR-31水平、IL-22表达水平和Th22细胞水平,目的

是确定VMC患者中miR-31与Th22细胞的相关性。

材料与方法

1 资料

从2020年1月到2021年6月期间本院收治的

VMC患者中选取125例作为 VMC组,包括75例男

性和50例女性,年龄在20~69岁之间。根据心功能

指标
 

(Left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF)划分

为52例轻度组(LVEF>50%),52例中度组(LVEF
在40%~49%)和21例重度组(LVEF<40%)。纳入

标准:10天内出现以下至少一种症状:胸痛、呼吸困

难、新发或恶化的心力衰竭、严重心律失常或晕厥;肌
钙蛋白水平升高;心电图、超声心动图和心脏磁共振成

像异常;入院前的近3个月内有发热性感染。排除标

准:患有冠状动脉疾病、肌炎或肾功能衰竭的患者;既

往诊断为心肌病或有心肌病家族史;自身免疫性疾病;
心源性休克、先天性心脏病、扩张型或肥厚型心肌病;
与心肌炎无关的心律失常;之前使用糖皮质激素或免

疫抑制剂治疗。对照组为125名年龄、性别与 VMC
组无明显差异的健康志愿者,包括72例男性和53例

女性,年龄在20~69岁之间。该研究方案得到了本院

科学与伦理委员会和医院管理部门的批准,所有参与

者都签署了知情同意书。

2 方法

2.1 样本采集与保存 收集 VMC患者和对照组受

试者外周全血样本5
 

ml,并用肝素抗凝,通过密度梯

度离心分离新鲜外周血单个核细胞,并储存在-80
 

℃。

2.2 外周血miR-31和IL-22表达水平检测 实时荧

光定量(real-time
 

quantitative
 

PCR,qRT-PCR)法检

测miR-31的表达水平。根据说明书,用TRIzol试剂

(货号:15596026,
 

)从单个核细胞中提取总RNA,使
用逆转录试剂盒(货号:FSQ-201,上海

 

)将RNA转录

为cDNA。使用SYBR
 

Premix
 

ExTaqTM
 

II试剂(货
号:DRR081A,大连宝生物科技有限公司)和LightCy-
cler

 

480
 

Real-Time
 

PCR系统(上海普迪生物技术有

限公司)检测 miR-31的表达水平,具体操作参照试剂

盒说明书。U6用作 miR-31的内参基因,qRT-PCR
引物序列如下:miR-31-F:5-CAGGCAAGATGCTG-
GCATAGC-3; miR-31-R: 5-TGGTGTCGTG-
GAGTCG-3;U6-F:5-CTCGCTTCGGCAGCACA-
3,U6-R:5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3。每

组每个样品测量3个重复,以2-ΔΔCt计算miR-31的相

对表 达 量。使 用 人 IL-22 酶 联 免 疫 吸 附 试 剂 盒

(SEKH-0033,
 

)测定外周血IL-22水平。

2.3 外周血Th22细胞水平检测 在无菌条件下将

单个核细胞接种于包含RPMI-1640培养基的培养板

中,并使用以下抗体通过流式细胞术进行评估:抗人

CD4单 抗 (货 号:ab133616)和IL-22 单 抗 (货 号:

ab227033,美国
 

司),细胞在4
 

℃黑暗中孵育30
 

min,
然后洗涤细胞,重悬于PBS中,并通过流式细胞仪(型
号:BD

 

FACSCanto
 

II,美国BD公司)检测Th22细胞

水平。

3 统计学分析

所有数据均采用SPSS
 

22.0进行分析。计量数据
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表示为平均值±误差(x±s),计数数据表示为例;t或

卡方检验(χ2)用于分析 VMC组和对照组之间的差

异;单因素方差分析用于分析不同病情组之间的差异;
相关系数用于分析VMC组外周血 miR-31表达水平

与Th22细胞水平、IL-22水平之间,及 Th22细胞水

平与IL-22水平之间的相关性。P<0.05被认为差异

具有统计学意义。

结 果

1 VMC组和对照组临床特征

VMC组患者的心率、C反应蛋白和肌钙蛋白I水

平分别为[(76.40±8.05)bpm、(5.02±0.45)ng/ml、
(7.94±1.08)pg/mL]显著高于对照组的[(67.00±
5.20)bpm、(1.07±0.30)ng/ml、(1.62±0.32)pg/

mL],LVEF[(48.15±8.22)%]显著低于对照组的

[(59.10±7.45)%](P<0.05),而VMC组与对照组

在年龄[(32.45±7.03)岁、(33.02±6.14)岁]、性别

[(男/女)75/50、72/53]和BMI[(26.56±3.55)kg/

m2、(25.69±3.39)kg/m2]方面没有显著差异(P>
0.05)。

2 VMC组和对照组外周血 miR-31、Th22细胞及IL-
22的表达水平

VMC组外周血中 miR-31表达水平、Th22细胞

水平及IL-22水平分别为[(1.45±0.32)、(2.02±
0.55)%、(33.34±7.44)pg/mL]显著高于对照组的

[(1.00±0.00)、(0.78±0.22)%、(21.69±3.50)pg/

mL](P<0.05)。

3 不同病情组 miR-31、Th22细胞及IL-22的表达水

平

轻度组、中度组与重度组 VMC患者间外周血

miR-31[(1.35±0.27)、(1.47±0.32)、(1.63±
0.36)]、Th22 细 胞 [(1.80±0.42)%、(2.02±
0.51)%、(2.55±0.57)%]及IL-22[(30.95±6.98)

pg/mL、(33.96±7.00)pg/mL、(37.75±7.61)pg/

mL]的表达水平比较,差异均具有统计学意义(P<
0.05),其中,重度组>中度组>轻度组。

4 VMC组外周血miR-31、Th22细胞与IL-22表达水

平的相关性

VMC组外周血 miR-31、Th22细胞水平与IL-22
表达水平均呈显著正相关(r=0.599,P<0.05;r=
0.635,P<0.05),见图1。

5 VMC组外周血 miR-31表达水平与Th22细胞的

相关性

VMC组外周血miR-31表达水平与Th22细胞水

平呈显著正相关(r=0.613,P<0.05),见图2。

图
 

1 VMC组外周血 miR-31、Th22细胞水平
与IL-22水平的相关性分析

Fig.1 Correlation
 

Analysis
 

of
 

miR-31,Th22
 

cell
 

levels
 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

VMC
 

group

图
 

2 VMC组外周血 miR-31表达水平与Th22细胞的相关性分析

Fig.2 Correlation
 

Analysis
 

between
 

miR-31
 

expression
 

level
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

th22
 

cells
 

in
 

VMC
 

group
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讨 论

心肌炎的临床表现多种多样,有症状和体征不明

确的无症状状态,也有病毒和免疫细胞对心肌的严重

破坏,导致心源性休克和心律失常,其中,VMC是导

致年轻人扩张型心肌病和猝死的主要因素,持续性

VMC患者预后较差[8]。目前国内外尚无针对 VMC
准确的临床治疗方法,因此,迫切需要新的靶点来改善

疾病的预后。
大量研究显示,CD4+T细胞分化异常在VMC的

发病机制中起重要作用[4]。Th22细胞是一种新的

CD4+
 

T细胞亚群,主要通过IL-22介导生物学效应,
是机体炎症反应放大的重要环节,先前的研究表明

Th22细胞通过产生IL-22等促炎细胞因子,与各种自

身免疫性疾病相关的病理状况之间存在关系。此外,
有研究在

 

的外周血中观察到Th22细胞水平及IL-22
浓度升高,其水平升高与疾病的发生和疾病严重程度

相关,具有评估预后的价值[9-11]。一项涉及冠心病患

者的临床研究检查了外周血中Th22细胞和IL-22水

平,结果表明,冠心病患者外周血中Th22细胞比例和

IL-22水平显著增加[7]。另外一项研究表明,Th22细

胞通过促进IL-22而加重动脉粥样硬化的发展[12]。
有研究评估了外周血Th22细胞和IL-22在 VMC中

的作用,发现Th22细胞和IL-22水平在VMC患者中

升高,同时对病情严重程度有一定预测价值,提示表明

VMC的发生可能与Th22细胞活化有关[13]。本研究

显示,VMC患者外周血中Th22细胞和IL-22水平高

于对照组,并且重度组显著高于重度组,重度组显著高

于轻度组,该结果与之前的研究一致,证实了外周血

Th22细胞与VMC的发生发展密切相关,此外,Th22
细胞和IL-22水平呈正相关,提示Th22细胞参与调节

机体的免疫功能。
一些研究表明,miRNA的异常表达或突变与许

多心肌病的发生、发展密切相关,是心脏病学生物治疗

研究领域的新焦点,几乎参与心脏生理学和病理学的

所有方面,并参与心肌炎的病因和发病机制[14]。大量

研究报道了 miR-31参与多种自身免疫性疾病和炎性

反应的发生、发展及治疗[15]。有学者在急性心肌梗死

并心力衰竭患者血清、冠心病患者外周血中发现 miR-
31水平升高,提示 miR-31在心血管疾病的发病机制

中发挥作用[7,16]。本研究显示在VMC患者中miR-31
表达上调,与 VMC的发病机制有关。进一步的研究

发现,miR-31表达水平与 VMC的病情有关,随着

VMC病情的加重,miR-31表达水平也明显升高,并且

miR-31与IL-22表达水平呈正相关,提示 miR-31可

能与IL-22共同影响,参与VMC的发生过程。

调节性T细胞功能分化失调可造成机体免疫功

能异常活化,从而引起 VMC病情加重,而 miR-31具

有调节免疫细胞的功能,之前有研究显示,miR-31能

够参与CD4+
 

T细胞活化的调节[17]。值得注意的是,
当从冠心病患者外周血中分离出的CD4+

 

T细胞转染

miR-31模拟物时,显著促进向 Th22细胞的分化,加
速了IL-22的分泌,miR-31可能参与Th22细胞的调

节分化[7]。本研究显示,VMC患者外周血中 miR-31
表达水平与Th22细胞水平呈正相关,可能参与Th22
介导的免疫调控,初步表明 miR-31可能通过调节

Th22细胞分化在VMC的病理过程中起关键作用,然
而具体的功能机制仍需要进行下一步研究。

综上所述,本研究中 VMC患者外周血的 miR-
31、Th22细胞及IL-22表达水平均显著升高,miR-31
可能通过影响Th22介导的免疫调控在VMC的发生

发展中起关键作用,为临床寻找治疗靶点提供了新的

思路。
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