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血清外泌体源性 ｍｉｃｒｏＲＮＡ对类风湿性关节炎的诊断意义
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［摘　要］　目的　探讨血清外泌体源性 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｅｘｏｍｉＲ）２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ诊断类风湿性关节炎
（ＲＡ）的价值。方法　提取１２４例ＲＡ患者（ＲＡ组）和１００例健康体检者（对照组）的血清外泌体。实时荧光定量ＰＣＲ法检测２组
患者血清中ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平。用受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线分析血清外泌体 ｅｘｏｍｉＲ诊
断ＲＡ的价值；Ｐｅａｒｓｏｎ法分析ｅｘｏｍｉＲ与２８个关节疾病活动度评分（ＤＡＳ２８）、红细胞沉降率（ＥＳＲ）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）的相关性；比
较不同活动度ＲＡ患者血清ｅｘｏｍｉＲ表达水平。结果　与对照组比较，ＲＡ组患者血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平较
高，而ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平较低（Ｐ＜０．０５）。ＲＯＣ曲线结果显示，血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ诊断
ＲＡ的曲线下面积（ＡＵＣ）分别为０．７０３、０．８２４、０．７３６，灵敏度分别为９４．８９％、９６．２３％、９３．０１％，特异度分别为７５．０１％、８５．８８％、
８２．１４％；三者联合检测的ＡＵＣ为 ０．８８９，灵敏度为９７．２３％，特异度为９０．１２％。血清ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ与ＤＡＳ２８、ＥＳＲ、
ＣＲＰ均呈正相关（Ｐ＜０．０５）；ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ与ＤＡＳ２８、ＥＳＲ、ＣＲＰ均呈负相关（Ｐ＜０．０５）。单因素分析结果显示，不同疾病活动度
ＲＡ患者的ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），疾病活动度越高，
ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平越高，而 ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平越低。结论　血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和
ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ对ＲＡ的诊断有较高价值，可以评估疾病活动度。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
慢性炎症性自身免疫性疾病，致残率较高［１］。其病理

改变以关节滑膜炎症性增生、软骨及骨质不可逆性破

坏为特征。早期诊断和治疗是缓解 ＲＡ病情进展、改
善预后的关键。目前临床上诊断 ＲＡ主要依靠临床表
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现及影像学检查，缺乏灵敏度及特异度高的实验室指

标［２］。外泌体按照大小可以分为三类：外泌体（直径

２０～１５０ｎｍ）、微囊泡（直径１００～１０００ｎｍ）及凋亡小
体（直径 ＞５００ｎｍ），含有蛋白质、脂质、微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）、环状ＲＮＡ等多种物质，可参与多种
生物学过程［３］。其中ｍｉＲ是一类长度为２０～２４个核
苷酸的ＲＮＡ，可靶向调控下游基因，影响各种病理生
理过程，进而参与多种疾病的发生发展［４］。ｍｉＲ在外
泌体中稳定存在，可以随着体循环被远处或邻近细胞

所摄取，在多种疾病的诊断及病情评估中有重要价值，

例如癌症［５］、糖尿病［６］和神经退行性疾病［７］等。研究发

现，外周血外泌体源性ｍｉＲ（ｅｘｏｍｉＲ）对ＲＡ的早期诊断
有一定价值［８］。ｍｉＲ２４３ｐ、ｍｉＲ１２５ａ５ｐ和ｍｉＲ１４４３ｐ
既往已经被报道在ＲＡ关节液、滑膜组织及滑膜成纤维
细胞中异常表达［９１１］。外周血外泌体中 ｍｉＲ２４３ｐ、
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｍｉＲ１４４３ｐ的检测及其意义既往未见
报道。本研究检测 ＲＡ患 者 血 清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达，旨在寻找 ＲＡ
的早期诊断标志物，为临床提供参考。

１　资料与方法

１．１　临床资料
选取２０２０年１２月至２０２２年１月本院收治的ＲＡ

患者 １２４例（ＲＡ组），其中男 ５２例，女 ７２例；年龄
３８～７２岁，平均（５４．１９±３．２５）岁；ＢＭＩ为（２１．５６±
２．１９）ｋｇ／ｍ２。另选取同期本院健康体检中心收取的
健康体检者１００例（对照组），其中男４１例，女５９例；
年龄３５～６５岁，平均（５３．１１±４．０１）岁；ＢＭＩ为（２２．０３±
２．３１）ｋｇ／ｍ２。２组患者性别、年龄和 ＢＭＩ比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＲＡ组患者纳入标准：
①ＲＡ的诊断符合《２０１８中国类风湿关节炎诊疗指
南》［１２］；②年龄≥１８岁；③资料完整。排除标准：①肿
瘤；②急慢性感染；③免疫缺陷；④代谢性疾病。
１．２　方法
１．２．１　血清外泌体的分离和鉴定　　采集受试者肘
静脉血，离心后分离血清。用 ＥＸＯＱ５ＴＭ１血清外泌
体试剂盒（北京博迈斯科技发展有限公司）提取外泌

体，用磷钨酸（北京中镜科仪技术有限公司）对外泌体

进行染色。用ＪＥＭ２１００Ｆ透射电子显微镜（上海研酷
检测中心）观察颗粒形态。

１．２．２　蛋白印迹法检测外泌体表面标志物 ＴＳＧ１０１
及 ＣＤ６３［１３］表达　　用外泌体总蛋白提取试剂盒
（上海贝博生物科技公司）提取总蛋白，用 ＢＣＡ试剂
盒（上海一研生物科技有限公司）检测蛋白浓度，

１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，用半干转移法将蛋
白转至 ＰＶＤＦ膜上。随后用５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，
加入ＴＳＧ１０１一抗（１∶１００００）、ＣＤ６３一抗（１∶１０００），
４℃过夜孵育，次日去除一抗，用 ＴＢＳＴ洗涤３次后加
入二抗（１∶１０００），封闭１ｈ，抗体均购自美国Ｓｉｇａｍ公
司。采用ＥＣＬ发光仪进行蛋白成像。
１．２．３　外泌体浓度检测　　用英国 ＮａｎｏｓｉｇｈｔＮＳ３００
纳米粒度仪检测外泌体颗粒浓度，将样品稀释１００００倍，
阈值为５。
１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ法检测２组ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平　　用
ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。通过反转录获取 ｃＤＮＡ，随后
用荧光定量试剂盒（上海宇玫博生物科技有限公司）

进行检测，操作步骤按照试剂盒说明书进行，用２△△Ｃｔ

法计算ｍｉＲ相对表达量。引物序列：ｍｉＲ２４３ｐ上游
为５’ＧＧＣＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧＧＡＧＡＴＧ３，下游为５ＴＧＴ
ＧＡＴＴＣＡＡＧＴＴＧＧＧＧＴＣＡ３；ｍｉＲ１２５ａ５ｐ上游为 ５
ＡＧＣＡＴＡＡＴＡＣＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣ３，下 游 为 ５
ＡＡＡＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＡＣＴＣＴＣＴＣＡＣ３；ｍｉＲ１４４３ｐ上游
为 ５ＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＴ３，下游为 ５
ＡＴＡＡＣＣＴＴＧＧＧＣＴＴＧＴＣＴＴＴＣＡ３。
１．２．５　ＲＡ组红细胞沉降率（ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ，ＥＳＲ）和Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）检测
　　用免疫酶化学发光仪（法国梅里埃公司）检测
ＥＳＲ和ＣＲＰ，ＥＳＲ的检测用魏氏法［１４］，ＣＲＰ的检测用
免疫比浊法。

１．２．６　病情活动度评分　　２８个关节疾病活动度评
分（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅｉｎ２８ｊｏｉｎｔｓ，ＤＡＳ２８）［１５］：
２．６分以下为疾病缓解，２．６～３．２分为低活动度；
＞３．２～５．１分为中度活动度；５．１分以上为高活动度。
比较不同活动度ＲＡ患者血清ｅｘｏｍｉＲ表达水平。
１．３　统计学方法

用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件处理数据。计量资料以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方
差分析，组内两两比较用 ＬＳＤｔ检验；２组间比较用独
立样本 ｔ检验。Ｐｅａｒｓｏｎ法分析 ｅｘｏｍｉＲ与 ＤＡＳ２８、
ＥＳＲ、ＣＲＰ的相关性。用受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒ
ａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线分析血清 ｅｘｏｍｉＲ诊断
ＲＡ的价值，计算曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）、
灵敏度和特异度。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血清外泌体鉴定
透射显微镜下观察外泌体直径为 ３０～５１３ｎｍ；
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Ｎａｎｏｓｉｇｈｔ检测显示，外泌体平均粒径为１５９．５ｎｍ，总
浓度为２．６１×１０１１个颗粒／ｍＬ；蛋白印迹法检测到外

泌体标志物ＴＳＧ１０１及 ＣＤ６３（图１），说明样品中含有
大量外泌体颗粒，且具有外泌体特性。

ａ：透射电子显微镜观察外泌体（箭头所指为外泌体）；ｂ：Ｎａｎｏｓｉｇｈｔ检测外泌体浓度及粒径分布；ｃ：蛋白印迹法检测外泌体标志物
ＴＳＧ１０１及ＣＤ６３

图１　血清外泌体鉴定

２．２　２组患者血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和
ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平比较

　　与对照组比较，ＲＡ组患者血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和
ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平较高，而 ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达
水平较低（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　２组患者血清ｅｘｏｍｉＲ表达水平比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ
ＲＡ组 １２４ １．３４±０．５７ ０．６７±０．１３ １．４６±０．３５
对照组 １００ ０．８１±０．１７ １．１９±０．２０ ０．８７±０．１４
ｔ ９．８３１ ２２．４５０ １５．８５９
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．３　血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ
１４４３ｐ诊断ＲＡ的价值

　　ＲＯＣ曲线分析结果显示，血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ诊断 ＲＡ的 ＡＵＣ分
别为 ０．７０３、０．８２４、０．７３６，灵敏度分别为 ９４．８９％、
９６．２３％、９３．０１％，特异度分别为 ７５．０１％、８５．８８％、
８２．１４％。三者联合检测诊断ＲＡ的ＡＵＣ为 ０．８８９，灵

敏度为９７．２３％，特异度为９０．１２％，见图２。
２．４　血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ

１４４３ｐ与ＲＡ疾病活动度的关系
　　血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ与 ＤＡＳ２８、
ＥＳＲ、ＣＲＰ均呈正相关（Ｐ＜０．０５）；ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ与
ＤＡＳ２８、ＥＳＲ、ＣＲＰ均呈负相关（Ｐ＜０．０５），见表２。单
因素分析结果显示，不同疾病活动度 ＲＡ患者的
ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水
平比较，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），疾病活动
度越高，ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平越
高，而 ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平越低，见表３。
表２　血清ｅｘｏｍｉＲ与ＤＡＳ２８评分、ＥＳＲ、ＣＲＰ的相关性分析（ｒ值）

ｅｘｏｍｉＲ ＤＡＳ２８评分 ＥＳＲ ＣＲＰ

ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ ０．２６９ ０．２１０ ０．３８５

ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ －０．３５２ －０．３３５ －０．４３１

ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ ０．３００ ０．３４１ ０．２８７

：Ｐ＜０．０５
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图２　血清ｅｘｏｍｉＲ诊断ＲＡ的ＲＯＣ曲线
表３　血清ｅｘｏｍｉＲ与疾病活动度的关系（ｘ±ｓ）

疾病活动度 ｎ ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ
缓解 ２５ ０．９１±０．１８ ０．８３±０．２５ ０．６９±０．１０
低活动度 ２６ １．０１±０．３２ ０．７４±０．１９ ０．８２±０．２１
中度活动度 ４５ １．３１±０．４０ ０．６５±０．２３ ０．９０±０．２２
高活动度 ２８ １．５９±０．５７ ０．４７±０．１８ １．０１±０．３２
Ｆ ８．２３１ １９．００３ １２．８７４
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

３　讨论

ＲＡ是一种慢性炎症性自身免疫性疾病，随着病
情进展，可导致关节畸形和功能障碍，因此早期诊断显

得尤为重要［１］。当前临床上仍缺乏高灵敏度和特异

度的实验室检查指标，主要依靠临床表现及影像学检

查，然而部分患者就诊时已出现不可逆的关节损

伤［１６］。外泌体在 ＲＡ发生发展中的作用近年来备受
关注。外泌体是一种囊泡体，可以由所有细胞分泌，存

在于血液、尿液和脑脊液等多种体液组织中［１７］。外泌

体中含有非常多的生物活性物质，例如蛋白质和非编

码ＲＮＡ等重要的遗传物质，这些物质可以通过循环转
移到靶细胞而发挥作用［１８］。有研究显示，外泌体可以

参与发育、免疫炎症损伤、组织修复等病理生理过程，

外泌体来源的淀粉样蛋白、瓜氨酸蛋白、非编码 ＲＮＡ
对ＲＡ的诊断和治疗有较高的应用价值［１９］。

ｍｉＲ是单链非编码 ＲＮＡ，可作用于靶基因，抑制
其翻译或者促使其降解，起到转录后基因沉默作用。

ｍｉＲ分子较为稳定，并且特异度较高，成为研究 ＲＡ生
物学标志物的热点。ｍｉＲ占所有外泌体的５０％以上，
ｅｘｏｍｉＲ为ＲＡ的早期诊断提供了较好的思路［２０］。有

研究发现，ＲＡ患者血浆ｅｘｏｍｉＲ１４６ａ５ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１５５５ｐ
均高于健康人群，并且 ＲＡ活动期患者高于稳定期患
者［２１］。本研究检测了 ＲＡ患者血清中 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平。ｍｉＲ２４３ｐ

是近年来新发现的一种非编码ＲＮＡ，在骨关节炎［２２］和

癌症［２３］等疾病中异常表达。有研究发现，ｍｉＲ２４３ｐ与
免疫炎症损伤有关，在ＲＡ患者血浆中表达水平升高，
对ＲＡ的诊断有一定价值［２４２５］。ｍｉＲ１２５ａ５ｐ与细胞
增殖、分化和凋亡密切相关，参与免疫炎症信号通路的

应答，调节免疫细胞分化［２６］。有研究显示，ＲＡ患者血
浆中 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达水平降低［２５］。ｍｉＲ１４４３ｐ
可通过ＢＭＰ２／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进 ＲＡ患者软骨
损伤［１１］。本研究也发现，与对照组比较，ＲＡ组患者血
清ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平较高，而
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平较低。提示 ｍｉＲ２４３ｐ、
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ和ｍｉＲ１４４３ｐ可通过调节免疫炎症而影
响ＲＡ进展。

本研究首次分析了血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ
１２５ａ５ｐ和ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ诊断ＲＡ的价值，结果显示，
血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ
诊断ＲＡ的ＡＵＣ分别为０．７０３、０．８２４、０．７３６，灵敏度
分别为 ９４．８９％、９６．２３％、９３．０１％，特异度分别为
７５．０１％、８５．８８％、８２．１４％；三者联合检测可将 ＡＵＣ
提高至０．８８９，灵敏度提高至９７．２３％，特异度提高至
９０．１２％。提示血清ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和
ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ三者联合诊断 ＲＡ的价值较高。在 ＲＡ
疾病活动度方面，血清 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ
均与 ＤＡＳ２８、ＥＳＲ、ＣＲＰ呈正相关；ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ与
ＤＡＳ２８、ＥＳＲ、ＣＲＰ均呈负相关；且 ＲＡ疾病活动度越
高，ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平越高，而
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平越低。提示 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ、
ｅｘｏｍｉＲ１２５ａ５ｐ和 ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ对 ＲＡ的诊断和病
情评估有较高价值。

综上所述，ＲＡ患者血清中 ｅｘｏｍｉＲ２４３ｐ和
ｅｘｏｍｉＲ１４４３ｐ表达水平较健康人群高，而 ｅｘｏｍｉＲ
１２５ａ５ｐ表达水平较低；三者联合检测对 ＲＡ的诊断有
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较高价值，并且可以评估疾病活动度。然而本研究也

存在一些局限性，未检测ＲＡ患者治疗前后 ｅｘｏｍｉＲ表
达水平的变化，也未探讨 ｅｘｏｍｉＲ在 ＲＡ中的作用机
制。未来需要开展体内外研究，分析 ｅｘｏｍｉＲ影响 ＲＡ
的生物学机制。
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