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摘要：目的 探讨血清miR⁃3614⁃5p在妊娠期肝内胆汁淤积症（ICP）诊断中的应用。方法 采用临床对照回顾性研究方法。

选取南京医科大学附属无锡妇幼保健院2017年11至2018年10月就诊的79例 ICP病人，同时按随机数字表法选取同期79例

正常孕妇作为健康对照。采用实时荧光定量PCR（qPCR）法检测血清miR⁃3614⁃5p水平，并分析miR⁃3614⁃5p与临床资料的关

系，进行相关性及受试者工作特征曲线（ROC）分析，评价miR⁃3614⁃5p在 ICP诊断中的临床应用价值。结果 ICP病人血清

miR⁃3614⁃5p相对表达量［ΔCT：9.893（8.635，10.166）］明显高于对照组［ΔCT：10.841（10.256，11.987）］，差异有统计学意义（P＜

0.05）。ICP组中miR⁃3614⁃5p和TBA水平呈显著正相关（r＝0.311，P＜0.001），血清miR⁃3614⁃5p在 ICP组中的ROC曲线下面积

（AUC）、灵敏度和特异度分别为0.864、79.0%和83.0%。结论 血清miR⁃3614⁃5p可能成为 ICP诊断的新型分子靶标。
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Abstract：Objective To investigate the application of serum miR⁃3614⁃5p in the diagnosis of intrahepatic cholestasis of pregnan⁃
cy（ICP）.Methods A clinical controlled retrospective study was used.79 patients with ICP，admitted in The Affiliated Wuxi Ma⁃
temity and Child Health Care Hospital of Nanjing Medical University from November 2017 to October 2018 as 79 healthy pregnant
women，were selected by random number table.Serum miR⁃3614⁃5p levels were measured by qPCR，and the relationship between
miR⁃3614⁃5p and clinical data were analyzed.Correlation and receiver operating characteristic curve（ROC）analysis were per⁃
formed to evaluate clinical application value of miR⁃3614⁃5p in diagnosis of ICP.Results The relative expression of serum miR⁃
3614 ⁃ 5p in ICP patients［ΔCT：9.893（8.635，10.166）］was significantly higher than that in the control group［ΔCT：10.841
（10.256，11.987）］，the difference was statistically significant（P＜0.05）.There was a significant positive correlation between miR⁃
3614⁃5p and TBA levels in the ICP group（r＝0.311，P＜0.001）.The area under the ROC curve（AUC），sensitivity，and specificity
of serum miR⁃3614⁃5p in the ICP group were 0.864、79.0% and 83.0%，respectively.Conclusion Serum miR⁃3614⁃5p may be a
novel molecular target for ICP diagnosis.
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妊娠期肝内胆汁淤积症（ICP）是一种妊娠期特

有的以皮肤瘙痒和黄疸为主要临床症状的疾病，其

在中国的发生率约为 4%~10%［1］。ICP会引起较高

的早产率以及胎儿窘迫、新生儿死亡等情况［2⁃3］。目

前为止，ICP的发病原因尚不十分清楚。总胆汁酸

（TBA）是现阶段诊断 ICP的主要指标，但其仍有不

足［4］。寻找一个能够及时准确诊断 ICP的靶标是当

前 ICP治疗与监测的方向。

微小RNA（microRNA，miRNA）是长度为 18~23
nt的非编码RNA序列，可参与多种生物学过程。血

清miRNA已被报道为妊娠并发症的诊断和预后生

物标志物，如妊娠糖尿病和先兆子痫［5⁃6］。本课题组

前期分析了 ICP的血清miRNA谱并验证了部分差

异表达miRNA［7］。本研究拟通过检测 ICP病人血清

miR⁃3614⁃5p的表达并与临床和生化参数进行相关

分析，来探讨血清miR⁃3614⁃5p作为诊断 ICP的候选

生物标志物的诊断价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 采集 2017年 11月至 2018年 10月

于南京医科大学附属无锡妇幼保健院妇产科就诊
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的 ICP孕妇 79例，均符合中华医学会制订的 ICP诊

疗指南的标准（2015版）［8］。同时按随机数字表法选

取就诊的健康孕妇 79例。要求各型肝炎病毒标志

物均为阴性，无心、肝、肾功能异常，无临床急性或

慢性疾病症状，未接受任何药物治疗。收集新鲜血

液标本，且标本收集前均未做过任何治疗。本研究

符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》的相关要求。

1.2 主要试剂与设备 RNA提取试剂盒（北京百泰

克）；Prime Script TM RTⅡ逆转录试剂盒（TaKaRa，
大连宝生物）；SYBR Premix Ex TaqⅡ扩增试剂盒

（TaKaRa，大连宝生物）；PCR引物（上海生工生物工

程有限公司）；ABI 7500 Fast 荧光定量 PCR 仪器

（ABI，美国）；UV⁃1900紫外分光光度计（日本岛津）；

Gel Doc XR+凝胶成像仪（Bio⁃Rad，美国）；XH600电

泳仪（上海昕慧）。

1.3 RNA提取及 miRNA表达检测 血清 miR ⁃
3614⁃5p检测采用实时荧光定量PCR（qPCR）法。分

别留存两组病人静脉血样本 5 mL，1 000 r/min离心

10 min，将上层血清转移至无酶管再以10 000 r/min
离心 10 min吸取上层血清于无酶管－80 ℃冻存备

用，按照试剂说明书，提取总RNA逆转录生成cDNA。

以miR⁃16作为内参，采用相对定量2−ΔΔCT法计算两组

标本miR⁃3614⁃5p水平［8］，以ΔCT值表示其相对表达

量水平，ΔCT值越低，其相对表达量越高。引物均由

上海生工生物工程有限公司合成。引物序列：miR⁃
16 正向：5′ ⁃GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG⁃
TATTCGCACTGGATACGACcgccaa ⁃ 3′ ，反 向 ：5′ ⁃
GCTTGTAGCAGCACGTAAATATTG⁃3′ ；miR⁃3614⁃
5p 正向：5′ ⁃GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG⁃
TATTCGCACTGGATACGACctgaag ⁃ 3′ ，反 向 ：5′
TACTAAATCGGGCAGCCTTCAG ⁃ 3′ 。采用 SYBR
Premix ExTaqII 试剂盒检测每个扩增循环后 SYBR
Green荧光信号水平，总反应体系20 μL，反应条件：

95 ℃、10 min预变性；95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，40个

循环。实验重复3次。

1.4 统计学方法 使用SPSS 22.0统计软件对数据

进行处理分析。数据不满足正态分布，以M（P25，P75）

表示，组间差异分析采用Mann⁃Whiney U非参数检

验法。对 ICP组与对照组结果绘制受试者工作曲线

（ROC），ROC曲线下面积（AUC）的比较采用Hanley⁃
McNeil非参数检验法。以P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 ICP组与对照组生化指标以及临床参数的比

较 ICP组在年龄，孕周上与对照组差异无统计学

意义（P＞0.05），在生化指标TBA、丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平上均差

异有统计学意义（P＜0.05），见表1。
表1 两组孕妇生化指标以及临床参数的比较/M（P25，P75）

临床参数

年龄/岁
孕周/周
TBA/(μmol/L)
ALT/(IU/L)
AST/(IU/L)

ICP组

29.4(24.3,32.4)
38.9(38.3,39.4)
82.2(45.9,108.8)

132.9(52.9,199.5)
107.5(48.2,160.8)

对照组

24.8(22.6,27.6)
39.2(38.7,39.7)
4.6(3.1,6.1)

13.9(8.1,21.1)
17.2(12.1,21.5)

Z值

-1.389
-1.793
-8.716
-6.734
-4.374

P值

0.17
0.07
0.01
0.02
0.03

注：ICP为妊娠期肝内胆汁淤积症，TBA为总胆汁酸，ALT为丙

氨酸氨基转移酶，AST为天冬氨酸氨基转移酶

2.2 ICP病人血清miR⁃3614⁃5p的表达水平及与

TBA相关性 qPCR检测结果显示，79例 ICP病人

血清miR⁃3614⁃5p的相对表达量［ΔCT：9.893（8.635，
10.166）］较对照组［ΔCT：10.841（10.256，11.987）］增

加，差异有统计学意义（Z＝6.00，P＝0.001）。且血

清miR⁃3614⁃5p表达水平与TBA呈正相关（r＝0.311，
P＜0.001），见图1。
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图1 妊娠期肝内胆汁淤积症（ICP）病人中miR⁃3614⁃5p
与总胆汁酸（TBA）的相关性

2.3 ICP病人血清miR⁃3614⁃5p ROC曲线分析

血清miRNA⁃1182在 ICP组中AUC、灵敏度、特异度

分别为0.864、79.0%和83.0%，见图2。
3 讨论

ICP是一种特发于妊娠中晚期，以出现瘙痒及

黄疸为主要临床症状的疾病，它对母体的影响主要

表现在顽固性瘙痒和易于产后出血而导致产妇死

亡率增加，对胎儿的影响更甚，可导致早产、胎粪污

染、新生儿窒息、新生儿死亡、新生儿神经系统后遗

症等［9］。目前，ICP的发病原因及发病机制尚不明

确，大量的流行病学研究以及临床观察实验室研究

认为可能与遗传、激素、基因突变、营养和环境因素
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注：ROC曲线下面积（AUC）为0.864；95%CI：0.810~0.918
图2 妊娠期肝内胆汁淤积症（ICP）病人血清miR⁃3614⁃5p

受试者工作特征曲线（ROC）
有关。ICP的诊断也没有统一标准，中华医学会制

订的 ICP诊疗指南（2015版）指出 TBA是目前诊断

和检测 ICP 的主要指标，但皇家妇产科医师学会

（RCOG）指南并不十分认同［8］。ICP既难以预料又

无法准确监测，带给广大产科工作者巨大困惑的同

时，也给孕产妇及家属带来极大的精神创伤，因此

极易引起医疗纠纷。选取更灵敏和特异的指标对

ICP 病人尽早进行诊断以及改善预后具有显著的

意义。

microRNAs 是一类内源性的短序列非编码小

分子，大量研究表明其在细胞分化、增殖和生长，细

胞凋亡，血管生成，炎症等生理和病理过程中起着

重要作用［10］。血清miRNA表达稳定并易于检测，

是一种非常有前景的诊断标志物［11］。自 2008 年

Chim研究组首次提出循环miRNA可作为妊娠相关

并发症的生物标志物起，大量的miRNAs被鉴定并

成为妊娠疾病的生物标志物［5⁃6］。本研究在前期

ICP血清miRNA谱的基础上，挑选miR⁃3614⁃5p进

行临床验证，发现其在 ICP 病人中较对照组高表

达，且差异有统计学意义，在 ICP孕妇组ROC曲线

下AUC、灵敏度、特异度分别为 0.864、79%和 83%，

提示miR⁃3614⁃5p是诊断和评估 ICP病人的理想标

志物之一。

众所周知，血清TBA是胆固醇被肝脏分解后进

入肝肠循环出现的物质，其代谢情况与肝脏功能障

碍、实质损伤关系密切。孕中晚期雌激素波动幅度

大，胆盐代谢障碍，影响肝细胞功能，进而血清TBA

异常升高、肝功能指标异常，这也是血清 TBA用于

检测 ICP的原理［12］。但miR⁃3614⁃5p与 ICP的相关

研究还是空白。但在生物信息学分析中，我们发现

miR⁃3614⁃5p主要调控的功能有脂质磷酸化、细胞

黏附、细胞凋亡、蛋白激酶结合等，可能参与MAPK
信号通路，代谢途径，Wnt信号通路等生物过程［7］。

尤其是MAPK信号通路与脂类代谢密切相关，而脂

类代谢是已明确的 ICP发病机制之一。据此我们推

测miR⁃3614⁃5p在 ICP发病过程中也发挥了一定的

功能作用，这还需要进一步的实验研究。

综上所述，本研究验证了 ICP病人血清中高表

达的 miR⁃3614⁃5p，可作为检测 ICP 的一种新型靶

标，具有一定的临床应用价值。
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