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血清 ｍｉＲ－７１１、ｍｉＲ－２０３对阿尔茨
海默病的诊断效能评估

于　明　钱胜男　徐宇浩　孟　洁

摘　要　目的　探讨 ｍｉＲ－７１１、ｍｉＲ－２０３在阿尔茨海默病（ＡＤ）患者血清中的表达水平及其临床意义。方法　收集 １８例

正常对照（ＮＣ）、１８例遗忘型轻度认知障碍（ａＭＣＩ）和 １８例阿尔茨海默病（ＡＤＤ）患者的血清学标本，采用荧光定量 ＰＣＲ技术检

测血清中 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３的表达水平，分析两者与 ＭｏＣＡ评分的相关性，并应用 ＲＯＣ曲线和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型评价血清

ｍｉＲ－７１１及 ｍｉＲ－２０３在 ａＭＣＩ和 ＡＤＤ中的诊断价值。结果　血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３在 ＡＤＤ患者中表达均明显增高（Ｐ＝

０．０００）；ａＭＣＩ组血清 ｍｉＲ－７１１表达与正常对照组比较有明显增高（Ｐ＜０．０１）、与 ＡＤＤ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；

ａＭＣＩ组血清 ｍｉＲ－２０３表达与 ＡＤＤ组比较是减低的（Ｐ＜０．０１）、与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。相关性分析显示

血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３表达与 ＭｏＣＡ评分均呈负相关（ｒ＝－０．５２，Ｐ＝０．０００；ｒ＝－０．４９，Ｐ＝０．０００）。血清 ｍｉＲ－７１１用于

诊断 ａＭＣＩ时，ＡＵＣ为 ０．８１２；血清 ｍｉＲ－２０３用于区分 ａＭＣＩ及 ＡＤＤ时，ＡＵＣ为 ０．７１８；血清 ｍｉＲ－７１１及 ｍｉＲ－２０３用于诊断

ＡＤＤ时，ＡＵＣ分别为 ０．８７５、０．８８９，两者联合检测 ＡＤＤ时，ＡＵＣ为 ０．９４８。结论　血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３可能成为诊断 ＡＤ

的潜在生物学标志物。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是老年 人发生痴呆的首要病因，给家庭和社会带来了严重的

负担
［１］
。轻度认知障碍（ｍｉｌｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，

ＭＣＩ）是未发展到痴呆的过渡阶段［２］
。其中，以记忆

损害为主要表现的遗忘型轻度认知功能障碍（ａｍｎｅｓ
ｔｉｃｍｉｌｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ａＭＣＩ）是结局易发展为
ＡＤ源性痴呆或 ＡＤ痴呆（ＡＤ－ｄｅｍｅｎｔｉａ，ＡＤＤ）的高

·６３１·
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风险 ＭＣＩ类型，可认为是 ＡＤ病程发展的早期阶
段

［３］
。因此对 ａＭＣＩ和 ＡＤ患者进行早期识别和干预

至关重要。然而，ＡＤ和 ａＭＣＩ作为以认知功能障碍
为主要表现的疾病，其诊断过程中过度依赖量表评

分，主观性较强，现仍缺乏高效便捷的客观指标应用

于诊断。目前血清 ｍｉＲＮＡ以简单、无创、迅速等优点
广泛应用于多种疾病的诊断和监测。已有诸多研究

显示 ｍｉＲＮＡｓ在神经系统发育和高级脑功能的生理
中起着重要作用，并参与了神经变性疾病的病理机

制
［４～６］

。ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３作为参与神经细胞
凋亡的两个关键分子，已有研究应用于脑损伤的诊

疗，然而在 ＡＤ患者中的应用尚未见报道［７，８］
。本研

究通过检测 ａＭＣＩ及 ＡＤＤ患者血清中 ｍｉＲ－７１１和
ｍｉＲ－２０３的表达，评价两者对 ａＭＣＩ、ＡＤＤ诊断价值。

资料与方法

１．一般资料收集：采用病例对照研究，收集 １８例
健康志愿者作为正常对照组（ＮＣ），并选取 ２０１８年
１１月 ～２０１９年５月在江苏大学附属医院神经内科就
诊的 １８例 ａＭＣＩ、１８例 ＡＤＤ患者作为研究对象。所
有研究对象均由专业的神经内科医生进行临床诊断

及认知功能评估，并行血液学检查排除肝脏、肾功能

障碍、甲状腺、血清梅毒和 ＨＩＶ抗体及肿瘤标志物阳
性的受试者。所有受试者均签署知情同意书。本研

究经江苏大学附属医院医学伦理学委员会审查批准。

２．纳入标准：ａＭＣＩ组纳入标准：①根据国际工作
组在 ２００３年提出的 ＭＣＩ诊断及分类标准［９］

和 Ｐｅ
ｔｅｒｓｅｎ提出的 ａＭＣＩ诊断标准［１０］

：可通过患者的病史

资料、知情人讲述或临床医生观察发现的以记忆力减

退为主诉的认知功能障碍，其他认知领域保持相对完

整；记忆损害超出了患者年龄和教育背景的正常功能

范围，但不足以诊断为痴呆；日常生活能力不受影响；

②临床痴呆评定量表（ＣＤＲ）评分０．５分；③头颅 ＣＴ／
ＭＲ除外脑血管病、占位及其他异常信号。ＡＤＤ组纳
入标准：①２０１１年美国神经病学、语言障碍和卒中研
究所 －ＡＤ及相关疾病协会（ＮＩＮＣＤＳ－ＡＤＲＤＡ）提
出的诊断标准中的“很可能的 ＡＤ痴呆”［１１］；②排除
帕金森、路易体痴呆等其他原因所致的痴呆；③ＣＤＲ
评分≥１分；④头颅 ＣＴ／ＭＲ有双侧颞叶内侧萎缩的
证据，支持 ＡＤ的诊断，且除外脑血管病、占位及其他
异常信号。ＮＣ组纳入标准：①年龄和性别与病例组
完全匹配；②日常生活功能良好；③ＣＤＲ评分 ０分，
认知功能正常；④直系亲属中无痴呆患者；⑤头颅
ＣＴ／ＭＲ及神经系统检查无异常。

３．排除标准：严重精神疾病、肿瘤、风湿免疫性疾
病、血液系统疾病、严重的肝脏、肾功能不全、其他神

经系统疾病、脑器质性疾病和颅脑外伤等。

４．血清样本收集：所有研究对象均在清晨空腹状
态下使用促凝管采集 ４～５ｍｌ静脉血，置于 ４℃冰箱
保存 ２ｈ后，于 ４℃离心机以 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，
收集上清液进行 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３表达水平测
定。

５．引物设计及合成：采用茎环法进行引物合成，
所有引物均由上海生物工程技术有限公司设计合成。

荧光定量 ＰＣＲ引物序列如下：ｍｉＲ－７１１：上游引物
５′－ＣＧＧＧＧＡＣＣＣＡＧＧＡＧＡ－３′；下游引物 ５′－ＡＧＴ
ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ－３′。ｍｉＲ－２０３ｂ－５ｐ：上游
引物５′－ＧＣＧＣＧＴＡＧＴＧＧＴＣＣＴＡＡＡＣＡＴ－３′；下游引
物５′－ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ－３′。

６．ＲＮＡ提取及定量检测：首先参照 ｍｉＲＮＡ提取
试剂盒的指示，提取血清中总 ｍｉＲＮＡ，并使用分光光
度仪检测 ＲＮＡ浓度和纯度；然后用 ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔｇＤＮＡ
ＲｅｍｏｖａｌｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ｂｙｓｔｅｍ－ｌｏｏｐ）对 ＲＮＡ
进行反转录反应；继之进行荧光定量 ＰＣＲ反应：按照
ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（ＬｏｗＲＯＸ）试剂盒说明配置 ５０μｌ
的反应体系，以 Ｕ６作为内参基因，按照三步法反应
程序进行 ＰＣＲ反应，预变性（９５℃ １０ｍｉｎ）、变性
（９５℃ １０ｓ）、退火（５８℃ ３０ｓ）、延伸（７２℃ ３２ｓ），共 ３５
个循环；最后用溶解曲线（９５℃ １５ｓ、６０℃ １ｍｉｎ、９５℃
１５ｓ、６０℃ １５ｓ）检测特异性。按照 ２－ΔΔＣｔ算法计算相
对定量表达分析。

７．神经心理学测试：由神经科医生采用 ＭｏＣＡ和
ＣＤＲ量表对所有受试者在安静环境中进行认知功能
评估。

８．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ２５．０及 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５软件对数据进行统计分析及作图。计数资料
用率（％）表示，采用 χ２检验；呈正态分布的计量资料
采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）来表示。多组间比较采用
单因素方差分析，事后分析（ｐｏｓｔ－ｈｏｃａｎａｌｙｓｉｓ）中，
满足方差齐性的用 ＬＳＤ检验方法，而方差不齐时采
用 Ｔａｍｈａｎｅ检验。使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ系数对两变量之间
的相关性进行评估。采用受试者操作特征曲线

（ＲＯＣ）及曲线下面积（ＡＵＣ）分析 ｍｉＲ－７１１和ｍｉＲ－
２０３的诊断价值；建立 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型预测两者联
合应用对 ＡＤ的诊断价值。选取敏感度及特异性差
异最小而辨别能力最大时的数值为最佳临界值，以

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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结　　果
１．３组受试者临床资料比较：３组在年龄、性别、

受教育年限方面比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５，
表１），具有可比性；３组危险因素比较差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。３组 ＣＤＲ和 ＭｏＣＡ评分两两比较
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 ＮＣ组比较，
ａＭＣＩ组和 ＡＤ组的 ＭｏＣＡ评分均降低，而 ＣＤＲ评分
均升高。

表 １　３组受检者的一般资料［ｘ±ｓ，ｎ（％）］

项目
正常对照组

（ｎ＝１８）

遗忘型轻度认知

障碍组（ｎ＝１８）

阿尔茨海默病

痴呆组（ｎ＝１８）

Ｐ
遗忘型轻度认知障碍组 阿尔茨海默病痴呆组

年龄（岁） ７１．３３±６．６７ ７１．６１±９．８２ ７２．９４±１０．２７ ０．７６ ０．７５
性别（男性／女性） １０／８ １１／７ ８／１０ ０．７４ ０．５１
受教育程度（年） ８．８３±４．３０ ８．８８±３．０１ ８．３３±４．３１ ０．９７ ０．７０
危险因素

　高血压病 １２（６６．６７） ８（４４．４４） ８（４４．４４） ０．１８ ０．１８
　糖尿病 １３（７２．２２） １５（８３．３３） １１（６１．１１） ０．６９ ０．７３
　同型半胱氨酸 １６（８８．８９） １５（８３．３３） １３（７２．２２） １．００ ０．４０
　维生素 Ｂ１２ １８（１００．００） １６（８８．８９） １４（７７．７８） ０．４９ ０．１０
　甘油三酯（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．３９±０．５８ １．５８±１．００ １．２７±０．４８ ０．３９ ０．５７
　胆固醇（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．３０±０．７８ ４．７６±１．６３ ４．４６±０．６９ ０．７２ ０．８０
ＭｏＣＡ评分（分） ２７．６１±１．０４ ２１．０６±２．３４ １６．１１±４．５７ ＜０．０１ ＜０．０１
ＣＤＲ评分（分） ０．００±０．００ ０．５０±０．００ ２．０６±０．８０ ＜０．０１ ＜０．０１

　　２．３组血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３相对表达量
的比较：３组间 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３相对表达量差
异有统计学意义（Ｆ＝１２．２８，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝１２．２０，
Ｐ＝０．０００）。事后分析发现，与 ＮＣ组比较，ａＭＣＩ和
ＡＤＤ组血清 ｍｉＲ－７１１表达均增加（Ｐ＜０．０１、Ｐ＝
００００），且在 ＡＤＤ组中表达增加更明显；ａＭＣＩ和
ＡＤＤ组血清 ｍｉＲ－７１１表达比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５，图１）。与 ＮＣ组比较，ＡＤＤ组血清 ｍｉＲ－
２０３表达增加（Ｐ＝０．０００）、ａＭＣＩ组血清 ｍｉＲ－２０３表
达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡＤＤ组血清 ｍｉＲ－
２０３表达较 ａＭＣＩ组增加更加明显（Ｐ＜０．０１，图２）。

图 １　血清中 ｍｉＲ－７１１在 ３组中的相对表达水平
Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

３．血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３相对表达量与认
知功能的关系：Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析表明，血清
ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３相对表达量与 ＭｏＣＡ评分呈

图 ２　血清中 ｍｉＲ－２０３在 ３组中的相对表达水平
Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

　

负相关（ｒ＝－０．５２，Ｐ＝０．０００；ｒ＝－０．４９，Ｐ＝０．０００，
图３）。

图 ３　ｍｉＲ－７１１、ｍｉＲ－２０３与 ＭｏＣＡ评分的相关性
　

４．血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３对 ａＭＣＩ诊断价
值的 ＲＯＣ分析：应用 ＲＯＣ曲线评价血清 ｍｉＲ－７１１
用于诊断 ａＭＣＩ时，曲线下面积（ＡＵＣ）为０．８１２（９５％
ＣＩ：０．６６９～０．９５４，Ｐ＜０．０１，图 ４），具有一定的诊断
价值；其诊断临界值为 １．６２６时，特异性为 ７２２％，
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敏感度为８８．９％。血清 ｍｉＲ－２０３用于鉴别 ａＭＣＩ及
ＡＤＤ时，ＡＵＣ为 ０．７１８（９５％ＣＩ：０．５５１～０８８４，Ｐ＜
０．０５，图５），具有一定的鉴别诊断价值；其诊断临界
值为１．９６５时，特异性为７２．２％，敏感度为６１．１％。

图 ４　ｍｉＲ－７１１对诊断遗忘型轻度认知障碍的 ＲＯＣ曲线
　

图 ５　ｍｉＲ－２０３对鉴别遗忘型轻度认知障碍和

ＡＤＤ的 ＲＯＣ曲线
　
５．血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３对 ＡＤＤ诊断价

值的 ＲＯＣ分析：单独检测血清中 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－
２０３表达水平对 ＡＤＤ患者的诊断有很高的价值，且
两者联合诊断价值更高（Ｐ＝０．０００，图６）。检测血清
ｍｉＲ－７１１水平用于诊断 ＡＤＤ时，ＡＵＣ为 ０．８７５
（９５％ＣＩ：０．７６３～０．９８７，Ｐ＜０．０１），具有一定诊断价
值；其诊断临界值为 ０．５３６时，特异性为 ８８．９％，敏
感度为７７．８％。检测血清 ｍｉＲ－２０３水平用于诊断
ＡＤＤ时，ＡＵＣ为 ０．８８９（９５％ＣＩ：０．７７６～１．０００，Ｐ＜
０．０１），诊断价值较高；其诊断临界值为 ０．７１５时，特
异性为１００％，敏感度为 ６６．７％。运用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归
模型构建血清 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３联合诊断的
ＲＯＣ曲线分析显示，ＡＵＣ为 ０．９４８（９５％ＣＩ：０．８７１～
１．０００，Ｐ＝０．０００）；当诊断临界值为 ０．４６时，特异性
为９４．４％，敏感度为９４．４％。

图 ６　血清 ｍｉＲ－７１１、ｍｉＲ－２０３对 ＡＤＤ

单独及联合诊断的 ＲＯＣ曲线
　

讨　　论
ＡＤ是隐匿起病、进行性发展的神经退行性疾

病，因高发生率和巨大的社会经济负担成为亟待解决

的问题。近１０余年来对 ＡＤ的发展过程已有了深入
了解，目前国际公认的 ＡＤ的 ３个阶段包括无症状持
续发展的临床前阶段、ＡＤ源性的 ＭＣＩ阶段以及终末
的 ＡＤ痴呆阶段。ａＭＣＩ作为广义的 ＭＣＩ中常见的类
型，较其他 ＭＣＩ更易向 ＡＤＤ转化，认为是 ＡＤＤ的临
床高危阶段

［１２］
。目前认知障碍性疾病的诊断和鉴别

以临床症状、神经心理学量表、神经影像学为主，

ＮＩＡ－ＡＡ也提出了脑脊液 Ａβ４２和 ｔａｕ蛋白等生物学

标志物，但都有一定的局限性
［１０］
。作为可早期识别

和诊断认知障碍性疾病的非侵入性、廉价、高效的生

物学标志物，血清 ｍｉＲＮＡ成为目前痴呆领域研究的
热点

［１３］
。

研究发现，ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ和 ｍｉＲ－５４５－３ｐ在
ＡＤ患者血清中表达水平明显高于 ＭＣＩ和 ＮＣ组，可

作为早期诊断 ＡＤ的标志物［１４］
。Ｈｉｌｌ等［１５］

研究发现

ＡＤ患者外周血中 ｍｉＲ－２９、ｍｉＲ－１０７、ｍｉＲ－１８１及
ｍｉＲ－１４６存在着差异性表达，可能参与了 ＡＤ的发
病机制，但目前尚无达成一致的高特异性的血清诊断

标志物。相关研究发现认知障碍疾病的发病机制与

多种因素相关，包括神经细胞凋亡、氧化应激、线粒体

及突触损伤等，ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３曾证明可作为
创伤性脑损伤的潜在生物学标志物，但在认知障碍疾

病中尚无研究，检测两者在血清中的表达水平可能为

ａＭＣＩ和 ＡＤＤ的诊断提供一定的应用价值［１６］
。

本研究发现，ａＭＣＩ和 ＡＤＤ组中血清 ｍｉＲ－７１１
表达均较 ＮＣ组增加，以 ＡＤＤ组增加更明显；但 ａＭＣＩ
和 ＡＤＤ组的血清 ｍｉＲ－７１１表达差异无统计学意义。
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相关性分析表明，ｍｉＲ－７１１表达水平与 ＭｏＣＡ评分
呈负相关，可见 ｍｉＲ－７１１可作为评估认知功能障碍
程度的指标。另外，ＲＯＣ曲线分析显示，ｍｉＲ－７１１对
ＡＤＤ及 ａＭＣＩ的诊断具有一定的应用价值。在 ＡＤ
的临床前阶段，虽然患者未出现明显的认知功能改变

或仅有轻微受损，但是体内的病理学改变已经出

现
［１７］
。随着认知功能受损的加重，病理标志物的变

化可能更加显著，更易被检出。本研究表明，虽然

ａＭＣＩ患者认知功能减退不明显，但 ｍｉＲ－７１１在体内
的表达量已发生改变，故可将 ｍｉＲ－７１１作为 ａＭＣＩ
初筛标志物。已有研究发现，在控制性脑皮质撞击模

型中，小鼠脑损伤后３ｈ就可检测到海马中 ｍｉＲ－７１１
表达水平上调；而海马与认知功能密切相关，推测本

研究中血清 ｍｉＲ－７１１的早期改变可能与海马早期
受损机制相关。另外，通过 ＫＥＧＧ等通路分析以及靶
向因子等实验证实，ｍｉＲ－７１１可靶向抑制 ＡＫＴ诱导
神经细胞凋亡，同时也参与氧化应激通路，这可能与

认知障碍性疾病的机制相关
［７］
。

本研究还发现，ＡＤＤ组血清 ｍｉＲ－２０３表达较
ＮＣ组及 ａＭＣＩ组均增高，但 ａＭＣＩ组血清 ｍｉＲ－２０３
表达与 ＮＣ组比较差异无统计学意义。因此，ｍｉＲ－
２０３虽然不能发现早期的认知功能障碍，但监测血清
ｍｉＲ－２０３的表达水平可能能够反映认知障碍的损害
程度。实验证明，在原代培养的小鼠皮质神经元中，

过表达 ｍｉＲ－２０３导致细胞凋亡增加，同时神经变性
相关突触表达也下调

［１８］
。因此，ｍｉＲ－２０３可能通过

参与突触的丢失机制导致认知功能减退。另外，ＲＯＣ
曲线分析表明 ｍｉＲ－２０３对 ＡＤ有一定的诊断价值，
且 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３二者联合检测时 ＡＵＣ最
大，ＡＤ的诊断效能也得到了进一步提升。

综上所述，本研究检测了 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３
在认知障碍性疾病患者血清中的表达，提示两者有望

成为疾病诊断的血清学标志物，具有一定的推广及应

用潜力。但是，本研究中血清样本量少，也未对 ａＭＣＩ
患者进行随访观察其转归情况，因此后期需要扩大样

本量进行多中心的临床实验及完善随访研究。此外，

本实验组后期还将通过构造细胞及动物模型进一步

探索 ｍｉＲ－７１１和 ｍｉＲ－２０３参与认知障碍性疾病发
生、发展的分子机制，旨在对疾病的筛查、预防及治疗

提供新靶点。
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