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摘要：目的 探讨外周血环状RNA-circDLGAP4在冠心病中的表达水平及临床意义。方法 采用RT-qPCR法检测142例冠心病（CAD）患者和169例健康对照人群外周血白细胞circDLGAP4的表达水平；利用Logistic回归、Spearman相关以及多元线性回归模型分析circDLGAP4与冠心病之间的联系；应用氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）处理人单核巨噬细胞，构建动脉粥样硬化泡沫细胞模型，检测不同时间段circDLGAP4表达变化。结果 与健康人对照组相比，CAD患者外周血白细胞中circDLGAP4的表达水平明显降低（P=0.019）；circDLGAP4的相对表达量2-ΔCt每增加1个单位，CAD发病风险降低41.6%（调整后OR=0.584，95% CI：0.394~0.866，P=0.007），且与糖尿病史呈负相关（β=-0.182，P=0.030）；在单核巨噬细胞泡沫化进程中，随ox-LDL处理时间增加，circDLGAP4表达水平逐渐降低。结论  在冠心病患者外周血白细胞以及单核巨噬细胞泡沫化进程中，circDLGAP4的表达水平明显降低，并与糖尿病发病史负相关，可能作为保护因素在冠心病的病理生理进程中发挥作用。
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The possible protective role of circDLGAP4 in peripheral blood in coronary heart disease 
LI Menglana,b, HE Siyinga,b, RONG Jialinga,b, LIANG Binga,b, ZHANG Xiaokanga,b, ZHENG Fanga,b (a.Center for Gene Diagnosis, b. Core Lab,Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, Hubei, China)	
Abstract: Objective To investigate the expression and clinical significance of  circDLGAP4 in coronary heart disease（CAD）. Methods The relative expression level of circDLGAP4 in the peripheral blood leukocytes (PBLs) from 142 CAD patients and 169 controls were detected by real-time PCR. Logistic regression, Spearman correlation and multivariate regression analysis were used to investigate the correlation of circDLGAP4 with CAD. THP-1 macrophages were treated with oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) to construct an atherosclerotic foam cell model, circDLGAP4 mRNA levels were detected at different time points. Results The mRNA expression of circDLGAP4 in PBLs of CAD patients was significantly decreased compared to controls (P=0.019). With a unit (2-ΔCt) increase of circDLGAP4 expression, the risk of CAD occurrence reduced by 41.6% (adjusted OR=0.584, 95% CI: 0.394~0.866, P=0.007). And circDLGAP4 was negatively correlated with T2DM history (β=-0.182，P=0.030). The level of circDLGAP4 in ox-LDL-treated THP-1 macrophages was decreased in a time-dependent manner. Conclusion The expression of circDLGAP4 was significantly decreased in PBLs of CAD patients and THP-1 macrophages-derived foam cells, and might be a protective factor in the pathophysiology of CAD.
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冠状动脉粥样硬化性心脏病(CAD)，有年轻化和发病率升高的趋势，将持续成为全球疾病预防工作的重点[1]。动脉粥样硬化是CAD发生发展的基础，泡沫细胞的出现是动脉粥样硬化的特征性病理学改变[2]。环状RNA（circRNA）作为一种新型非编码RNA，已成为疾病研究领域的新热点。circRNA不含3’及5’端，呈共价闭合环状结构，能够耐受核酸外切酶的消化，具有较高的稳定性，广泛存在于细胞内外[3-4]。circRNA可由外泌体输送至血液，在一些诊断复杂或不易获取病理组织的疾病中，通过外周血检测circRNA，是研究疾病病理生理进程的新途径[5]。本研究检测了CAD患者与健康人群的外周血白细胞以及单核巨噬细胞泡沫化进程中circDLGAP4的表达水平变化，以期探索其在CAD中可能发挥的作用。
1 材料和方法
1.1 研究对象 收集2016年11月至2018年3月就诊于武汉大学中南医院的CAD患者142例为病例组，男118例，女24例，年龄（59.0±11.5）岁。所选取的患者均符合CAD的临床诊断标准。排除标准：（1）心脏疾病，包括先天性心脏病、心肌桥、心肌梗死或严重非冠状动脉性心血管疾病；（2）系统性急慢性感染或炎症性疾病；（3）恶性肿瘤；（4）自身免疫性疾病；（5）肝肾功能不全等。对照组为同期在体检中心体检健康者169例，男148例，女21例，年龄（61.0±8.9）岁。病例组和对照组的年龄和性别差异均无统计学意义，具有可比性。收集所有研究对象下列临床资料：年龄、性别、身体质量指数、吸烟史、高血压史、糖尿病史、高血脂病史。本研究经武汉中南医院医学伦理学委员会批准，且均经研究对象知情同意。
1.2 主要仪器与试剂 低温离心机(中国湘仪集团)；CFX96荧光定量PCR仪、普通PCR仪(美国Bio-Rad公司)， Nanodrop 2000C分光光度计（Thermo公司）。逆转录试剂盒(日本Toyobo公司)；Trizol试剂(日本TaKaRa公司)；荧光定量PCR引物(擎科生物公司)；UhraSYBR Green Mixture(康为世纪公司)；佛波酯（碧云天生物公司）；ox-LDL(奕元生物公司)；胎牛血清、青霉素、链霉素、RPMI1640培养基（Gibco公司）。
1.3 标本采集  收集各研究对象2 mL EDTA-K2抗凝全血（CAD患者于入院48 h内采集，体检健康者于体检时采集）。4 ℃ 3 000×g离心10 min后收集血细胞，4 ℃条件下裂解红细胞(血细胞：裂解液=1：3) 30 min，4 ℃ 12 000×g离心10 min收集白细胞，加入1 mL Trizol试剂轻轻吹打混匀，置于－80℃保存。
1.4 细胞培养与处理 人单核细胞（THP-1）购于中国典型培养物保藏中心(武汉大学)，将其置于含10%胎牛血清、20 U/mL青霉素和20 µg/mL链霉素的RPMI1640培养基中，于5% CO2培养箱37 ℃条件下静置培养。THP-1经10 ng/µL佛波酯温育24 h后分化为巨噬细胞，更换培养基并加入终浓度为80 mg/L 的ox-LDL，分别培养12 h、24 h、48 h诱导形成泡沫细胞，油红O染色鉴定。 
1.5 总RNA提取与cDNA合成  用Trizol试剂提取细胞总RNA。Nanodrop 2000C分光光度计检测RNA的纯度和浓度。样本浓度为100～500 ng/µL，吸光度（A260/280 nm）在1.9～2.1间的为合格样本。按照逆转录试剂盒说明书操作合成cDNA，置于－80 ℃保存。
1.6 RT-PCR检测 引物由中国擎科生物公司采用设计Primer Premier 5.0软件设计并合成。GenBank中circDLAGP4的序列号为NM_183006，以GAPDH作为内参基因。引物序列见表1。荧光定量PCR反应体系为20 µL，包括SYBR Green RT-qPCR专用预混液(SYBR Green Master Mix)10 µL，10 µmol/L上、下游引物各1.0 µL，cDNA 2.0 µL，ddH2O 6.0 µL。循环参数: 95 ℃ 变性5 min;95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72℃ 30 s，45个循环。由荧光定量PCR仪附带Bio-Rad CFX manager软件于81.5 ℃收集荧光信号并进行熔解曲线分析。每个cDNA样本设置2个复孔，保证复孔间Ct值相差小于0.5，取均值。采用2-ΔCt法计算相对表达水平。公式:ΔCt=Ct (circDLGAP4)－Ct (GAPDH)。
	表1 引物序列及产物片段大小

	基因
	引物序列
	退火温度（℃）
	产物长度（bp）

	circDLGAP4
	正向：5'-CGAGACGGCTACTGGTTCCT-3'
	60
	139

	
	反向：5'-GGTGGCGGGGTCTTCTTATAC-3'
	
	

	GAPDH
	正向：5'-TGTTGCCATCAATGACCCCTT-3'
	60
	202

	
	反向：5'-CTCCACGACGTACTCAGCG-3'
	
	



1.7 统计学分析  采用SPSS 17.0及Graghpad Prism 6.0软件对数据进行统计分析。Shapiro-Wilk检验数据是否符合正态分布。连续性资料用均数±标准差表示，分类资料用四分位数表示。独立样本t检验用于两组正态分布的连续性变量的比较，卡方检验用于检验分类资料。Kruskal-Wallis H检验用于分析非正态分布资料。Logistic回归/Spearman秩相关以及多元线性回归用于分析circDLGAP4与CAD之间的关系。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 CAD患者和对照人群临床资料比较两组人群的年龄、性别无统计学差异（P>0.05）。与对照组相比，CAD患者BMI水平以及吸烟史、高血压、糖尿病以及高血脂患病率较高(P<0.05)。见表2。
	表2 各研究对象的基本资料

	参数
	CAD组
	对照组
	t/χ2
	P 

	年龄（岁）
	59.0±11.5
	61.0±8.9
	1.867
	0.063

	男性
	118（83.1%）
	148（87.6%）
	1.249
	0.332

	BMI
	25.2±4.0
	24.0±2.9
	-2.901
	0.004

	吸烟史
	91（64.1%）
	52（30.7%）
	34.481
	<0.01

	高血压史
	85（59.9%）
	50（29.6%）
	28.788
	<0.01

	糖尿病史
	32（22.5%）
	9（5.3%）
	19.968
	<0.01

	高血脂史
	11（7.1%）
	0
	13.572
	<0.01



2.2 circDLGAP4在CAD中表达水平  与对照组相比，circDLGAP4在CAD组的表达水平明显下降(t=7.245, P=0.019)。利用单变量和多元Logistic 回归进一步评估circDLGAP4是否可以作为 CAD 发生的独立影响因素，结果发现在调整年龄、性别、BMI、吸烟史、高血压史、糖尿病史、高血脂史后，随着 circDLGAP4的相对表达水平2-ΔCt值每增加1，CAD发生风险降低41.6%（调整后OR=0.584，95%CI：0.394~0.866， P=0.007）。提示circDLGAP4可能是CAD的潜在保护性因素。见表3。
	表3 circDLGAP4作为CAD独立影响因素的Logistic回归分析

	参数
	OR
	95% CI
	P 

	
	
	下限
	上限
	

	单变量分析
	0.683
	0.507
	0.921
	0.012

	模型1
	0.665
	0.488
	0.907
	0.010

	模型2
	0.572
	0.403
	0.813
	0.002

	模型3
	0.584
	0.394
	0.866
	0.007


注：模型1包括年龄、性别；模型2包括年龄、性别、BMI、吸烟史；模型3包括年龄、性别、BMI、吸烟史、高血压史、糖尿病史、高血脂史。
[bookmark: OLE_LINK2]2.3 circDLGAP4与CAD风险因素相关性 Spearman相关分析结果显示，在 CAD 病例中，circDLGAP4的表达水平吸烟（r=0.202, P=0.016）以及糖尿病史存在相关性 (r=-0.182, P=0.031)。利用多元线性回归模型校正年龄、性别、BMI、吸烟、高血压以及高血脂混杂因素后，circDLGAP4与吸烟史的相关性消失（P=0.451），仍与糖尿病史呈负相关关系(β=-0.182，P=0.030)。见表4。
	表4 circDLGAP4与CAD风险因素相关性

	参数
	Spearman相关
	多元线性回归

	
	r
	P 
	β
	P 

	年龄
	-0.061
	0.469
	-0.025
	0.765

	性别
	-0.127
	0.133
	-0.138
	0.102

	BMI
	0.001
	0.986
	-0.021
	0.804

	吸烟史
	0.202
	0.016
	0.056
	0.451

	高血压史
	-0.041
	0.627
	0.068
	0.421

	糖尿病史
	-0.182
	0.031
	-0.182
	0.030

	高血脂史
	0.027
	0.747
	-0.002
	0.977



2.4  THP-1巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立  经PMA处理THP-1 24 h后，可见细胞呈梭型贴壁生长，部分伸出伪足，表明THP-1已经分化为巨噬细胞。Ox-LDL与单核巨噬细胞共同温育并经油红O染色后，显微镜下可观察到细胞质内有大量红色脂质颗粒存在，符合泡沫细胞形态特点，表明泡沫化模型构建成功，见图1。
[image: ]
图1镜下（40×）THP-1单核巨噬细胞（左）及泡沫细胞（右）

2.5单核巨噬细胞泡沫化进程中circDLGAP4的表达变化  分别检测了ox-LDL处理巨噬细胞12 h，24 h，48 h时的circDLGAP4表达水平变化，结果显示，circDLGAP4的表达水平随ox-LDL处理时间的增加而逐渐降低，各时间点的统计学结果分别为t=8.51, P=0.014; t=9.03, P=0.008; t=4.74, P=0.003，差异均有统计学意义。见图2。
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图2 巨噬细胞泡沫化进程中circDLGAP4表达随时间变化情况
3 讨论
CAD是一种多因素复杂性疾病，其较高的发病率及死亡率对社会经济造成了巨大的负担。circRNA作为一类特殊的非编码RNA，与多种疾病如CAD、高血压、白血病等发生发展密切相关[5-8]。例如，Holdt等[9]通过生物信息学分析以及功能学实验发现circANRIL能够调控核糖体RNA的成熟过程，发挥动脉粥样硬化的保护作用。因此，circRNA作为一种新型的分子标志物，有望为心血管疾病的治疗提供新的依据。
circDLGAP4由Discs大同源物关联蛋白家族DLGAP4基因8、9、10外显子反向剪接而成[10]。在本研究中初步探究了circDLGAP4在CAD患者外周血白细胞以及单核巨噬细胞泡沫化进程表达水平的变化及其潜在的临床意义。结果表明，与健康人对照组相比，CAD组circDLGAP4表达水平明显降低（P<0.05），circDLGAP4的相对表达水平2-ΔCt值每增加1，CAD的发病风险降低41.6%（调整后OR=0.584），提示circDLGAP4可作为CAD的独立影响因素。Spearman相关分析经逐步多元线性回归模型校正年龄、性别、高血压等混杂因素后的结果显示，circDLGAP4和糖尿病史呈负相关。而糖尿病作为CAD发病的风险因素之一，长期高糖刺激能够损伤血管内皮细胞，使血脂沉积在内皮下，逐渐形成斑块，引起冠状动脉管腔狭窄或阻塞[11]。OR值小于1以及与糖尿病史呈负相关，表明circDLGAP4表达水平增高可能是CAD的保护性因素。
动脉粥样硬化发生的细胞学基础是血管内皮细胞损伤以及血液中的单核巨噬细胞、平滑肌细胞的迁移和增殖。我们发现circDLGAP4在单核巨噬细胞泡沫化进程中表达降低，且随ox-LDL处理的时间增加而逐渐降低（P均＜0.05），提示下调表达的circDLGAP4与CAD的发病进程密切相关，具体机制有待进一步研究。Bai等[10]研究发现，circDLGAP4上具有miR-143结合位点，可作为内源性miR-143的海绵而发挥调控作用。过表达circDLGAP4能够缓解miR-143所致的缺血性损伤，有效减少小鼠大脑中动脉的梗死面积。既往研究表明，miR-143参与了CAD重要的生物学过程。例如，Federica等[12]发现，miR-143缺失能够降低小鼠动脉粥样硬化斑块的大小和巨噬细胞的浸润。Mariana等[13]研究表明，miR-143在CAD尤其是ST段抬高性心梗患者的外周血单核细胞中表达水平较健康人群明显升高，且与炎症标志物C反应蛋白呈正相关。基于以上研究，我们推测circDLGAP4可能是通过调控miR-143的表达从而影响下游靶基因而参与CAD的发病进程。
本实验的不足之处在于目前只检测了外周血circDLGAP4的表达水平，其在CAD患者组织中的表达情况如何，还需加以研究明确。circDLAGP4是否能够通过调控miR-143的表达影响下游靶基因，进而参与CAD的致病过程则是下一步实验研究的重点。综上所述，本研究发现circDLGAP4在CAD患者的外周血白细胞以及单核细胞泡沫化进程中表达水平明显降低，可能作为保护性因素参与了CAD的发病过程。
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