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循环外泌体miR-485-3p和STYX表达与早发
冠心病发病的相关性研究*

王 凡1,2,李庆勇2△,刘宇捷2,骆静彩1,2,苏金玲2,丁同文2,孙 琦2

(1.新乡医学院研究生院,河南新乡
 

453003;2.新乡医学院附属濮阳市人民医院,河南濮阳
 

457000)

  [摘要] 目的 研究循环外泌体miR-485-3p和丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸结合蛋白(STYX)表达与早发冠心

病发病风险的相关性。方法 选取2023年8-12月于新乡医学院附属濮阳市人民医院住院并经冠状动脉造

影或CT血管造影(CTA)确诊的早发冠心病患者50例作为研究组,另外选取同期经检查排除冠心病诊断的患

者50例作为对照组,收集两组患者的一般临床资料,检测血浆外泌体 miR-485-3p、STYX水平。采用Gensini
评分评估研究组患者的冠状动脉病变程度。采用Spearman相关分析研究血浆外泌体miR-485-3p、STYX与低

密度脂蛋白(LDL)、Gensini评分的关系。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析血浆外泌体 miR-485-3p、
STYX对早发冠心病的诊断价值。采用多因素logistic回归确定早发冠心病的独立危险因素。结果 与对照

组比较,研究组冠心病家族史、吸烟史、LDL、血浆外泌体 miR-485-3p水平均升高,血浆STYX水平降低,差异

有统计学意义(P<0.05);Spearman相关分析显示,miR-485-3p与LDL(r=0.546)、Gensini评分(r=0.485)
呈正相关,与STYX(r=-0.576)呈 负 相 关(P<0.05);STYX与 LDL(r=-0.389)、Gensini评 分(r=
-0.531)呈负相关(P<0.05)。ROC曲线显示,miR-485-3p、STYX及两者联合诊断早发冠心病的曲线下面积

分别为0.821(95%CI:0.736~0.906)、0.850(95%CI:0.772~0.927)、0.899(95%CI:0.837~0.960)。
结论 在早发冠心病中,循环外泌体miR-485-3p表达上调,STYX表达下调,两者与冠状动脉病变程度密切相

关,可作为诊断早发冠心病的潜在生物学标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

circulating
 

exosome
 

miR-485-3p
 

and
 

STYX
 

with
 

the
 

risk
 

of
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease.Methods A
 

total
 

of
 

50
 

inpatients
 

with
 

early
 

onset
 

coronary
 

heart
 

disease
 

diagnosed
 

by
 

coronary
 

angiography
 

or
 

CT
 

angiography
 

(CTA)
 

in
 

Af-
filiated

 

Puyang
 

Municipal
 

People’s
 

Hospital
 

of
 

Xinxiang
 

Medical
 

College
 

from
 

August
 

to
 

December
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

group
 

and
 

50
 

patients
 

with
 

excluded
 

coronary
 

artery
 

disease
 

by
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

included
 

in
 

the
 

control
 

group.The
 

general
 

clinical
 

data
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

collected,the
 

plasma
 

exosome
 

miR-485-3p
 

and
 

STYX
 

levels
 

were
 

detected.The
 

degree
 

of
 

coronary
 

arterial
 

lesions
 

in
 

the
 

pa-
tients

 

of
 

the
 

study
 

group
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

Gensini
 

score.The
 

Spearman
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

plasma
 

exosome
 

miR-485-3p
 

and
 

STYX
 

with
 

LDL
 

and
 

Gensini
 

score.The
 

re-
ceiver

 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

plasma
 

exosome
 

miR-
485-3p

 

and
 

STYX
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease.The
 

multivariate
 

logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

family
 

history
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease,smoking
 

history,LDL
 

and
 

plasma
 

exo-
some

 

miR-485-3p
 

level
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

increased,the
 

plasma
 

STYX
 

level
 

was
 

decreased
 

and
 

the
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differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);the
 

Spearman
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-485-
3p

 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

LDL
 

(r=0.546)
 

and
 

Gensini
 

score
 

(r=0.485),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

STYX
 

(r=-0.576).STYX
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

LDL
 

(r=-0.389)
 

and
 

Gensini
 

score
 

(r=
-0.531).The

 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

miR-485-3p,STYX
 

and
 

their
 

combination
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease
 

was
 

0.821
 

(95%CI:0.736-0.906),0.850
 

(95%CI:
0.772-0.927)

 

and
 

0.899
 

(95%CI:0.837-0.960)
 

respectively.Conclusion The
 

expression
 

of
 

circulating
 

exosome
 

miR-485-3p
 

in
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease
 

is
 

up-regulated
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

STYX
 

is
 

down-
regulated,the

 

both
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

degree
 

of
 

coronary
 

artery
 

lesion,which
 

could
 

be
 

used
 

as
 

the
 

po-
tential

 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

premature
 

coronary
 

heart
 

disease.
[Key

 

words] premature
 

coronary
 

heart
 

disease;exosomal
 

miRNA-485-3p;STYX;Gensini
 

scoring

  在我国居民疾病死亡构成比中,心血管疾病常年

占据首位,其中又以冠心病最为常见[1-2]。近年来,冠
心病的诊疗技术得到快速发展,大多数患者能够获得

有效治疗,但有关冠心病发病风险预测、早期诊断等

方面仍存在诸多难题。早发冠心病是冠心病的一种

特殊形式,是指男性<55岁、女性<65岁发生冠心

病[3],此类患者无论是社会负担或是心理负担均高于

晚发冠心病者。冠状动脉造影是诊断冠心病的“金标

准”,但该操作属于有创操作,存在血管损伤、造影剂

过敏等风险,且费用较高,患者接受度低,难以普遍用

于冠心病的早期筛查。既往研究显示,异常的脂代谢

促进动脉粥样硬化的发生、发展,与冠心病的发生、发
展密切相关[4-6],但其结果正常亦无法排除冠心病,因
此探寻更加及时有效的诊疗标志物十分必要。近年

来,分子生物学的发展及基因检测技术的成熟为早发

冠心病的早期检测提供了新的思路和方法。研究发

现,外泌体微RNA(micro
 

RNA,miRNA)参与心血管

疾病 及 肿 瘤 的 发 生、发 展[7-9]。D’ALESSANDRA
等[10]发现,血浆 miR-485-3p在冠心病患者中的表达

增加;刘谦等[11]指出,血浆丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸结

合蛋 白 (serine/threonine/tyrosine
 

interacting
 

pro-
tein,STYX)低表达是冠心病发生的独立危险因素;
在宫 颈 癌 患 者 中,血 浆 miR-485-3p 可 靶 向 调 节

STYX基因,促进肿瘤细胞的生长和发展[12]。但循环

外泌体miR-485-3p、STYX在早发冠心病患者中是否

具有某种关联,两者对早发冠心病发病及冠状动脉中

重度病变的预测是否具有一定意义,目前尚缺乏相关

研究。因此,本研究拟观察血浆外泌体 miR-485-3p、
STYX对早发冠心病及其病变复杂程度的诊断价值,
为早发冠心病的预测、诊断及治疗提供更多参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2023年8-12月新乡医学院附属濮阳市人

民医院收治经冠状动脉造影或冠状动脉CT血管造影

(CT
 

angiography,CTA)确诊的冠心病患者50例作

为研究组,另选取同期入院并排除冠心病及其他系统

疾病的健康体检者50例作为对照组。收集研究对象

的性别、年龄、BMI、既往史、个人史、家族史等基本信

息及实验室资料。研究组纳入标准:冠心病的诊断符

合世界卫生组织关于《缺血性心脏病的命名和诊断标

准》,且经冠状动脉造影或冠状动脉CTA证实至少1
支冠状动脉狭窄≥50%。对照组纳入标准:经冠状动

脉造影或冠状动脉CTA检查排除冠心病及其他系统

疾病。排除标准:(1)合并感染、恶性肿瘤、血液系统

疾病、自身免疫性疾病、严重肝肾功能不全、急性脑血

管病等其他系统疾病;(2)患有先天性心脏病、心力衰

竭、心律失常;(3)既往有心肌梗死、冠状动脉支架植

入术或冠状动脉搭桥术史。本研究已获得新乡医学

院附属濮阳市人民医院伦理委员会批准(审批号:
IEC-2024-EA-06),所有入组患者知情同意。
1.2 仪器与试剂

Hieff
 

Quick
 

exosome
 

isolation
 

kit外泌体提取试

剂盒(翌圣生物科技有限公司)、SuperScript
 

Ⅲ逆转录

试剂盒(美国Invitrogen公司)、UltraPure
 

Agarose
(美国Invitrogen公司)、SYBR

 

qPCR
 

mix(美国In-
vitrogen公司)、TRIzol试剂(美国Invitrogen公司)、
台式高速冷冻离心机(美国Thermo

 

Fisher
 

Scientific
公司)、荧光定量PCR仪(美国ABI公司)、电泳仪[伯
乐生命医学产品(上海)有限公司]、凝胶成像仪[伯乐

生命医学产品(上海)有限公司]。
1.3 方法

1.3.1 血清脂代谢指标检测

所有患者入院次日清晨空腹状态下抽取肘正中

静脉血5
 

mL,采用ELISA测定甘油三酯(triglycer-
ide,TG)、总胆固醇(total

 

cholesterol,TC)、低密度脂

蛋白(low-density
 

lipoprotein,LDL)、高密度脂蛋白

(high-density
 

lipoprotein,HDL)。
1.3.2 血浆外泌体miR-485-3p及STYX的检测

所有患者入院次日于清晨空腹状态下抽取肘正

中静脉血,置于乙二胺四乙酸抗凝管内,1
 

h内离心,
分离血浆后置于干燥EP管,保存于-80

 

℃冰箱内待

检。采用 Hieff
 

Quick
 

exosome
 

isolation
 

kit外泌体

提取试剂盒,按照说明书提取血浆外泌体;采用TR-
Izol试剂提取外泌体中的总RNA,用SuperScript

 

Ⅲ
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逆转录试剂盒合成cDNA链。miR-485-3p以 U6作

为标准内参,STYX以Actin作为标准内参,进行实时

荧光定量PCR检测,反应条件为:95
 

℃
 

10
 

s,58
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,共40个循环,使用2-ΔΔCt法表示miR-
485-3p和STYX的相对表达水平。引物序列见表1。

表1  引物序列

项目 方向 引物序列(5'-3')

U6 正向 CAG
 

CAC
 

ATA
 

TAC
 

TAA
 

AAT
 

TGG
 

AAC
 

G

反向 ACG
 

AAT
 

TTG
 

CGT
 

GTC
 

ATC
 

C

miR-485-3p 正向 CTC
 

AAC
 

TGG
 

TGT
 

CGT
 

GGA

反向 TCG
 

GCA
 

GGG
 

TCA
 

TAC
 

ACG
 

GCT
 

CTC

Actin 正向 TCC
 

TCC
 

TGA
 

GCG
 

CAA
 

GTA
 

CTC
 

C

反向 CAT
 

ACT
 

CCT
 

GCT
 

TGC
 

TGA
 

TCC
 

AC

STYX 正向 AAT
 

ATG
 

AAG
 

CCA
 

TCT
 

ACC
 

TAG
 

C

反向 TTC
 

ATG
 

TGT
 

TCT
 

CTT
 

CAA
 

ACT
 

GC

1.3.3 Gensini评分

采用Gensini评分评估入组患者冠状动脉狭窄程

度。根据冠状动脉病变部位确定系数:左主干为5.0,
左前降支或回旋支近段为2.5,左前降支中段为1.5;
左前降支远段、左回旋支中、远段、右冠状动脉为1.0,
其余小分支为0.5。根据冠状动脉狭窄程度确定分

数:无狭窄为0分,狭窄≤25%记1分,狭窄>25%~
50%记2分,狭 窄>50%~70%记4分,狭 窄>
75%~90%记8分,狭窄>90%记16分,全闭塞记32
分。各冠状动脉病变部位系数与狭窄程度得分的乘

积之和即为Gensini评分[13]。
1.4 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据分析。满足正态分

布和方差齐性检验的计量资料,以x±s表示,组间比

较采用t检验。不符合正态分布和方差齐性的计量

资料以M(Q1,Q3)表示,组间比较采用秩和检验。计

数资料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验。
采用Spearman相关分析研究血清外泌体 miR-485-
3p、STYX、LDL、Gensini评分的相关性,多因素logis-
tic回归确定早发冠心病的独立危险因素。采用受试

者工作特征(receiver
 

operating
 

characteristic,ROC)
曲线分析血清外泌体miR-485-3p、STYX对早发冠心

病的诊断价值。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组患者一般资料比较

两组患者性别、年龄、BMI、高血压史、糖尿病、饮
酒方面比较,差异无统计学意义(P>0.05);研究组吸

烟、冠心病家族史占比高于对照组,差异有统计学意

义(P<0.05),见表2。
表2  两组研究对象一般资料比较

项目
研究组

(n=50)
对照组

(n=50)
χ2/t P

性别[n(%)] 0.050 0.830

 男 34(68.0) 33(66.0)

 女 16(32.0) 17(34.0)

年龄(x±s,岁) 48.60±7.40 47.50±7.61 0.730 0.466

BMI(x±s,kg/m2) 25.93±2.91 26.11±3.42 -0.290 0.777

高血压史[n(%)] 25(50.0) 27(54.0) 0.160 0.689

糖尿病[n(%)] 11(22.0) 11(22.0) <0.001>0.999

吸烟[n(%)] 21(42.0) 11(22.0) 4.596 0.032

饮酒[n(%)] 24(48.0) 16(32.0) 2.670 0.102

冠心病家族史[n(%)] 10(20.0) 3(6.0) 4.332 0.037

2.2 两组患者实验室指标及Gensini评分比较

与对照组比较,研究组患者LDL水平、miR-485-
3p水平、Gensini评分升高,STYX水平降低,差异有

统计学意义(P<0.05);两组TG、TC、HDL水平比较

差异无统计学意义(P>0.05),见表3。

表3  两组患者检验指标及Gensini评分比较

项目 研究组(n=50) 对照组(n=50) Z/t P

TG[M(Q1,Q3),mmol/L] 2.02(1.48,3.13) 1.75(1.24,2.90) -1.169 0.243

TC(x±s,mmol/L) 4.92±1.30 4.54±1.02 1.617 0.109

HDL(x±s,mmol/L) 1.04±0.25 1.05±0.27 -0.130 0.894

LDL(x±s,mmol/L) 2.96±0.87 2.07±0.66 5.777 <0.001

miR-485-3p[M(Q1,Q3)] 1.65(1.24,2.07) 0.91(0.69,1.14) -5.533 <0.001

STYX[M(Q1,Q3)] 0.61(0.33,0.83) 1.16(0.97,1.59) -6.026 <0.001

Gensini评分[M(Q1,Q3),分] 41.00(29.75,52.50) 0(0,2.00) -8.750 <0.001

2.3 研究组血浆外泌体 miR-485-3p、STYX、LDL、

Gensini评分的相关性分析

miR-485-3p与STYX呈负相关,与LDL、Gensi-

ni评分呈正相关(P<0.05);STYX与LDL、Gensini
评分呈负相关(P<0.05);LDL与Gensini评分呈正

相关(P<0.05),见表4。
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2.4 miRNA-485-3p、STYX对 早 发 冠 心 病 的 诊 断

价值

miR-485-3p、STYX及两者联合诊断早发冠心病

的曲 线 下 面 积 分 别 为 0.821(95%CI:0.736~
0.906)、0.850(95%CI:0.772~0.927)、0.899(95%
CI:0.837~0.960),见表5。

表4  研究组 miR-485-3p、STYX、LDL、

   Gensini评分的相关性分析(r)

项目 miR-485-3p STYX LDL

STYX -0.576a

LDL 0.546a -0.389a

Gensini评分 0.485a -0.531a 0.348a

  a:P<0.05。

2.5 影响早发冠心病的多因素logistic回归分析

以是否发生早发冠心病为因变量(赋值:早发冠

心病=1,无早发冠心病=0),将上述各个危险因素作

为自变量(LDL、miR-485-3p及STYX以实际值进行

赋值;吸烟=1,不吸烟=0;有冠心病家族史=1,无冠

心病家族史=0)进行多因素logistic回归分析。结果

显示,高水平miR-485-3p、高水平LDL、吸烟、冠心病

家族史为早发冠心病的独立危险因素,高水平STYX

是早发冠心病的独立保护因素,见表6。
表5  miRNA-485-3p、STYX对早发冠心病的

   诊断价值

项目
曲线下

面积
95%CI

最佳截

断值
灵敏度 特异度

miR-485-3p 0.821 0.736~0.906 1.215 0.82 0.82

STYX 0.850 0.772~0.927 0.960 0.78 0.88

两者联合 0.899 0.837~0.960 0.445 0.86 0.82

  因STYX与早发冠心病呈负相关,采用1/STYX形式表示。

图1  miR-485-3p、STYX及两者联合诊断的ROC曲线

表6  影响早发冠心病发病的多因素logistic回归分析

项目 B SE Wald OR 95%CI P

miR-485-3p 2.543 0.804 9.999 12.717 2.629~61.505 0.002

STYX -3.578 0.929 14.837 0.028 0.005~0.173 <0.001

LDL 0.968 0.464 4.350 2.632 1.060~6.537 0.037
吸烟史 1.946 0.760 6.555 6.997 1.578~31.027 0.010
冠心病家族史 2.814 1.175 5.733 16.671 1.666~166.799 0.017

3 讨  论

  近年来,我国冠心病患者呈低龄化趋势[14],早发

冠心病逐渐受到广泛关注,其发病受遗传因素与环境

因素共同影响。外泌体是直径为40~100
 

nm的双层

脂质膜囊泡,内含多种分子,包括蛋白质、脂质、DNA
和miRNA等[15-16]。研究表明,外泌体与血管生物学

改变和功能异常密切相关,提示外泌体可能参与血管

老化的过程[17]。有研究指出,miRNAs的表达可能作

为亚临床动脉粥样硬化疾病到急性冠状动脉综合征

等冠心病不同阶段的诊断和预后标志物[10]。而外泌

体的脂质双层可保护 miRNA免受体液的酶促降解,
导致相对较长时间且表达稳定[18]。SORRENTINO
等[19]研究结果显示,循环外泌体中的 miRNA与动脉

粥样硬化的严重程度密切相关,具有强大的诊断潜

力。STYX存在于介导酪氨酸磷酸化作用的蛋白质

中,与细胞的增殖、分化、迁移、黏附和凋亡等生命活

动密切相关[20]。目前,有关STYX的研究大多集中

在肿瘤方面[21-23],缺乏对冠心病患者STYX表达方面

的研究。
本研究对50例早发冠心病患者和50例健康患

者临床资料进行分析,发现研究组LDL水平、冠心病

家族 史 及 吸 烟 者 占 比 较 高,与 既 往 研 究 结 果 一

致[24-25]。对血浆外泌体miR-485-3p及STYX进行检

测,发现早发冠心病患者血浆外泌体 miR-485-3p、

STYX水平分别呈高表达、低表达。有关 miR-485-3p
在冠心病及动脉粥样硬化中的表达情况,存在不同研

究结论。LIN等[25]进行动物实验发现,来源于巨噬细

胞的 miR-485-3p可能与动脉粥样硬化的发展呈负相

关;LIU等[26]发现在冠状动脉粥样硬化患者中,来源

于心外膜脂肪组织的外泌体 miR-485-3p水平降低。
然而,这些发现可能并不矛盾,因为miRNA来源于不

同类型的细胞(巨噬细胞、血管平滑肌细胞和内皮细

胞)或组织(血管)。miRNA在不同细胞中的不同作

用值得进一步探索。
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本研究结果显示,在早发冠心病患者中,血浆外

泌体 miR-485-3p与LDL水平、Gensini评分呈正相

关,与血浆外泌体STYX水平呈负相关,STYX水平

与LDL水平、Gensini评分呈负相关,推测血浆外泌

体miR-485-3p、STYX影响动脉粥样硬化发生的途径

之一可能是通过脂质代谢,但仍需更进一步的临床研

究及体外实验来解释外泌体 miR-485-3p和STYX在

早发冠心病发生、发展中的潜在机制。多因素logistic
回归分析结果显示血浆外泌体高水平 miR-485-3p是

早发冠心病的独立危险因素,血浆外泌体高水平

STYX是早发冠心病的独立保护因素。ROC曲线显

示,miR-485-3p、STYX对早发冠心病具有较高的诊

断效能。由于条件的限制,本研究尚存在一定的局限

性,研究的样本量相对较小,且对入组患者的预后情

况的随访暂未完成,未来将进一步扩大样本量,并对

入组患者进行随访,以进一步验证血浆外泌体 miR-
485-3p及STYX在早发冠心病过程中的作用。

综上所述,血浆外泌体 miR-485-3p和STYX表

达在早发冠心病发病过程中可能发挥重要调控作用,

miR-485-3p、STYX对早发冠心病的诊断价值较高,
可为临床预防和诊断早发冠心病,以及对冠状动脉病

变严重程度的判断提供一定的参考价值。
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