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摘要:为了解循环 microRNA在早期糖尿病肾病(Diabeticnephropathy,DN)发病机制中的作用,该文采用芯片筛

查结合real-timePCR检测早期糖尿病肾病患者循环 microRNA差异表达谱,同时应用生物信息学方法预测差异

表达谱 microRNA的靶基因.结果表明:芯片筛查出49个 microRNA在DN中呈差异表达,其中信号值在两组中

均大于1000的 microRNA有22个,17个上调,5个下调.选择其中差异倍数大于2的5个 microRNA进行real-

timePCR验证,结果与芯片结果一致,分别为let-7a,let-7d,let-7f和 miR-363在DN中低表达,miR-4429在DN
中高表达.同时,应用生物信息学技术预测了5个 microRNA的靶基因,主要涉及细胞代谢过程调控、生长因子

反应和细胞增殖等的相关基因.DN差异表达谱的建立为探寻 microRNA发病中的作用以及DN的早期诊治提供

了新的思路.
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微小RNA(MicroRNA,miRNA)是一类21~23个核苷酸的非编码小RNA分子,可通过与靶基因

mRNA的特定位点结合,调控基因的表达.研究发现,miRNA参与肿瘤、内分泌疾病等多种疾病.我们

的前期研究发现,miRNA在糖尿病肾病模型小鼠中参与疾病的发生发展[1-2].然而,在人体中 miRNA
与DN的关系如何至今未见明确报道.血液中存在循环 miRNA,其具有疾病特异性、组织特异性和较高

稳定性的特点,能被稳定检出[3-4].循环 miRNA由Lawrie等[5]于2008年首次报道,他们在弥漫性大B
细胞淋巴瘤患者血清中发现 miR-21显著增高.此后研究者开始在肿瘤等多种疾病中将循环 miRNA作

为新型生物标记物进行研究,发现循环 miRNA在前列腺癌[6]、胰腺癌[7]、胃癌[8]等多种肿瘤、心肌

梗死[9]、败血症[10]等疾病中有显著变化,但循环 miRNA与DN的研究,国内外未见相关报道.本研

究采用糖尿病肾病、单纯性糖尿病患者及正常健康人为研究对象,采用芯片和real-timePCR建立了

早期DN差异表达谱,其中let-7a,let-7d,let-7f和 miR-363在DN中低表达,miR-4429在DN中高表

达.同时,应用生物信息学技术预测和分析DN差异表达谱的靶基因,为早期DN发生的机制研究提

供新的方向和实验室基础.

1 材料与方法

1.1 材 料

收集2011年6月-2012年8月重庆医科大学第一附属医院内分泌科患者清晨空腹静脉血,排除肝脏、心
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脏、免疫系统、泌尿系统感染等其他肾脏疾病,且符合1999年世界卫生组织的糖尿病诊断标准.在274例2型

糖尿病患者中选出年龄、性别及患病年限均匹配的20例糖尿病肾病患者和20例糖尿病非肾病患者.具体分组

如下:①DN组:尿白蛋白排泄率(urinaryalbuminexcretionrate,UAER)在20~200μg/min的糖尿病肾病患

者;②DM组:UAER<20μg/min的糖尿病非肾病患者;③CON组:另收集2011年6月-2012年8月重庆

医科大学附一院健康体检者20例作为正常对照组,与病例组在年龄、性别及居住区域上均同质,其中DN组

与DM组各选3例配对,进行后续芯片检测.
1.2 芯片检测

YM-100微离心滤器将3对DN组和DM 组血清提取2~5μg小 RNA(<300nt)用polyA聚合

酶扩展3末端形成polyA尾,然后把一个寡核苷酸标记连接到ployA尾上用于荧光染色.通过微循

环泵在Paraflomicrofludic芯片上进行杂交,过夜.在 microfludic芯片上,每个检测探针由一个化学修

饰核苷酸编码的片段互补地结合到靶 miRNA或其他RNA,聚乙二醇的分隔片段促使编码片段从底

物中分离出来,检测探针是原位PCR化学合成,杂交解链温度的平衡由探针的化学修饰调节完成.杂
交反应在34℃ 下用100L6xSSPEbuffer(包含25%甲醛胺)平衡.此后,用tag-specificCy3和Cy5染

料进行荧光标记,用激光扫描器收集杂交的图像.扣除背景,用LOWESS滤器规范信号后,根据专业

软件分析数据.对于2个颜色的实验值,按两组检测信号的比率及p 值和t检验值计算.(此部分在美

国休斯顿LCScience实验室完成).
1.3 real-timePCR检测

应用血液 RNA提取试剂盒(北京天根)提取 RNA,按照说明书操作.采用 Hairpin-itTM miRNAs
qPCRQuantitationKit试剂盒(上海吉玛),进行逆转录和定量检测.逆转录引物由上海吉玛公司提供,以

U6为内参.逆转录反应体系为:dNTP(10mM)0.75μL,5×ReverseTranscriptionBuffer4μL,MMLV
ReverseTranscriptase(200U/μL)0.2μL,MiR-RTprimers(1μM)1.2μL,RNA2ng,RNA-freeH2O补

足至20μL体系.逆转录反应条件为:26℃30min,42℃30min,85℃10min,4℃放置.采用SYBR
法进行定量检测,定量PCR反应体积为20μL,包括2×Real-timePCRmix10μL(含SYBRGreen),
引物(5μM)0.4μL,miRNART产物2μL,TaqDNApolymerase(5U/μL)0.2μL,H2O7.4μL.每个

检验指标做3个复孔.反应条件为:95℃3min,95℃12s,62℃40s,40个循环.最终数据用

2-ΔΔCT公式分析[11].
1.4 生物信息学分析

从PicTar[12],TargetScan[13],MiRanda[14]的网站下载miRNA靶基因预测数据,搜索差异表达miRNAs的

预测靶基因.PicTar采用最保守级别(哺乳动物、鸡、鱼)的预测数据.TargetScan采用保守miRNA家族的保守

位点预测数据.MiRanda采用 mirSVR分值不超过-0.1的保守 miRNA的预测数据.对于每一个差异表达

miRNA,选取从3个数据来源均预测到转录本.最后,从转录本找到对应的基因作为预测的靶基因.
应用Cytoscape[15]的插件BiNGO[16],对预测到的靶基因做基因本体(GeneOntology,GO)过度表达

(overrepresentation)分析.从GeneOntologyConsortium[17]的网站下载基因本体和人类基因组GO注释的

数据.其中,基因本体采用最基本的版本(go-basic.obo),过度表达分析采用超几何测试和Bonferroni校

正,并且以全基因组为参考进行分析.
1.5 统计学分析

应用SPSS17.0软件进行统计学分析,实验数据以x±s表示,两组组间比较采用t检验,两组以上的

组间比较采用单因素方差分析,p<0.05认为差异有统计学意义.

2 结果与分析

2.1 研究对象的临床特征

DN组、DM组和CON组的临床特征如表1所示.各组年龄、性别均匹配,DN组和DM组患糖尿病年

限匹配.DN组与DM组餐后血糖及HbAlc均高于CON组,DN组UAER高于DM组.
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表1 研究对象的临床病理特征(x±s)

DN(n=20) DM(n=20) CON(n=20)

年龄(年) 52.2±5.1 51.4±4.6 50.3±5.7
性别 男 10 10 10
   女 10 10 10

糖尿病史(年) 6.3±3.9 5.5±3.2 -
餐后血糖/(mmol·L-1) 14.4±3.2a 13.5±2.8a 5.7±0.5
UAER/(μg·min-1) 168.2±20.7b <20 -
HbA1c/(mmol·L-1) 9.5±2.5 8.3±2.6 -

  注:a:p<0.01,与CON组比较;b:p<0.01,与 DM 组比较.

2.2 microRNA芯片检测结果

由于在DN的发生中,患病年限相同的糖尿病患者有的发生糖尿病肾病,有的却不发生.因此,本研

究选择早期DN患者为疾病组,与之相配对的患糖尿病年限相同而无DN发生的糖尿病患者为对照组,
进行芯片检测.来自样本总RNA经小RNA分离后,分别用Cy3和Cy5标记,然后同 miRNA芯片杂交.
每张芯片由多个重复区域组成.每个区域的 miRNA探针序列信息来自于SangermiRBaseRelease数据库

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/).使用Genepix4000B对杂交后的芯片进行图像扫描,结果

如图1所示.p 值<0.05的显著性差异表达的 miRNA有49个,其中35个miRNAs在DN组呈高表达,

14个miRNAs在DN组呈低表达,差异倍数为1.18~4.66.在这49个miRNAs中有5个miRNAs在早期

DN组和对照组的表达量信号值均大于1000,且差异显著(两组差异大于2倍),在早期DN组和对照组的

表达量信号值均较高,提示可靠性、可重复性较好;差异显著表明与DN关系密切.这5个 miRNAs分别

为let-7a,let-7d,let-7f和miR-363在DN中低表达,miR-4429在DN中高表达.

图1 早期DN患者及对照循环 microRNA芯片检测
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2.3 Real-timePCR结果

为进一步验证microRNA在DN中的差异表达谱,本研究对DN,DM和CON三组人群进行let-7a,let-
7d,let-7f,miR-363和miR-4429的real-timePCR检测.结果显示,let-7a,let-7d,let-7f,miR-363在DN组

呈下调趋势,miR-4429在DN组呈上调趋势(图2),提示定量PCR结果与芯片结果趋势一致,表明芯片结

果是可靠的.

*:p<0.05,与CON组相比;**:p<0.01,与CON组相比;#:p<0.05,与DM组相比;##:p<0.01,与DM组相比.

图2 real-timePCR检测DN相关 microRNAs表达

2.4 差异表达miRNAs靶基因预测以及靶基因的GO分析结果

选择早期DN差异表达谱5个 microRNAs(let-7a,let-7d,let-7f,miR-363和 miR-4429)进行靶基因预

测,搜索PicTar,TargetScan和 MiRanda的靶基因预测数据,预测它们可能与DN相关的靶基因.为了减

少假阳性,选取从3个数据来源均预测到转录本,再从转录本找到对应的基因作为预测的靶基因.由于从

Miranda没有预测到miR-4429的靶基因,所以对miR-4429只考虑TargetScan和PicTar的预测结果.如表

2所示,let-7a预测靶基因29个,let-7d预测靶基因26个,let-7f预测靶基因30个,miR-363预测靶基因

45个,miR-4429预测靶基因12个.
表2 靶基因预测结果

miRNA 靶     基     因

let-7a

A2BP1,CHD7,COL1A1,COL1A2,COL24A1,CPEB2,CPEB3,CPEB4,DLC1,DUSP1,FAM189A1,

FIGN,FOXP2,GDF6,HMGA2,IGDCC3,MAP3K1,MAPK6,MEIS2,MYCN,NID2,PRTG,RBMS1,

RNF165,SYNCRIP,THBS1,TRIM71,USP6,WASL

let-7d

A2BP1,CHD7,COL1A2,COL24A1,CPEB2,CPEB3,CPEB4,DUSP1,FAM189A1,FIGN,FOXP2,GDF6,

HMGA2,IGDCC3,MAP3K1,MAPK6,MEIS2,MYCN,NID2,PRTG,RBMS1,RNF165,SYNCRIP,TH-

BS1,TRIM71,WASL

let-7f

A2BP1,CHD7,COL1A1,COL1A2,COL24A1,CPEB2,CPEB3,CPEB4,DUSP1,FAM189A1,FIGN,

FOXP2,GDF6,HMGA2,IGDCC3,MAP3K1,MAPK6,MEIS2,MYCN,NID2,NLK,PRTG,RBMS1,

RNF165,RNF44,SYNCRIP,THBS1,TRIM71,USP6,WASL

miR-363

ARRDC3,BCL11A,CBFA2T3,CIC,CPEB2,CPEB3,CPEB4,CXXC5,DAB2IP,DSCAML1,EIF4G2,

FBXO33,FBXW7,FMR1,FNDC3B,FXR1,FZD10,GLRA1,GRAMD1B,HAND2,HIVEP1,IRS2,JAR-

ID2,MYCBP2,NFIB,NIPBL,PCDH10,PCDH9,PPP1R12A,QSER1,RNF38,RNF44,SERTAD2,

SMAD7,SNAP91,SNX13,SORL1,SOX11,SOX4,TOB1,TRIO,WASL,ZEB2,ZFHX4,ZNF238

miR-4429
AGFG1,AUTS2,FIGN,GSPT1,KIAA2022,MAGI1,ONECUT1,RAP1A,RBPJ,RUNX1T1,SRRM1,

ZFHX4
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  同时,将这5个 miRNAs的81个预测靶基因合并到一起进行 GO过度表达分析,分别对3个 GO

namespace(biologicalprocess,cellularcomponent,molecularfunction)进行研究,p 值的界限设置为0.05.
结果发现,73个基因在3个namespace里都被注释,2个基因在biologicalprocess和cellularcomponent里

被注释,1个基因在biologicalprocess和molecularfunction里被注释,2个基因仅在cellularcomponent里

被注释,2个基因仅在molecularfunction里被注释,只有1个基因(QSER1)没有在任何一个namespace里

被注释(图3).结果提示,这些预测靶基因无论在细胞组分还是分子功能中与生物学过程都关系密切.在对

预测靶基因3个GOnamespace的深入研究中发现,靶基因与cellularcomponents中细胞核等4类细胞组

分,与molecularfunction中RNA聚合酶Ⅱ启动子区域序列特异性DNA转录因子活性等13种分子功能,

以及biologicalprocess中细胞代谢、系统发育、干细胞增殖等104个生物学过程均相关.由于细胞代谢、干

细胞增殖和生长因子反应与DN关系密切,进一步将这3个生物学过程涉及的预测靶基因和DN差异表达

microRNA进行整合(表3).

在每个namespace里被注释的基因数量,虚线代表biological_process,细线代表cellular_component,粗线代表molecular_function.

图3 预测靶基因GO分析

表3 GO分析结果

GOterm GOnamespace p 值 基因 miRNA

细胞代谢

(GO:31323)
Biologicalprocess 3.7174E-8

DLC1,CPEB2,CPEB3,GDF6,SORL1,SYN-

CRIP,ZEB2,CBFA2T3,SERTAD2,DAB2IP,

IRS2,MAGI1,SOX11,FMR1,RUNX1T1,

HMGA2, ARRDC3, MYCN, EIF4G2,

ZNF238,COL1A1, WASL,SNX13,USP6,

ONECUT1,AGFG1,SOX4,CIC,TRIM71,

MYCBP2,FBXW7,NIPBL,CHD7,MEIS2,

HAND2, MAP3K1, BCL11A, PPP1R12A,

THBS1, SMAD7, JARID2, NLK, TRIO,

FOXP2, FXR1, ZFHX4, FZD10, DUSP1,

A2BP1, RAP1A, HIVEP1, RBPJ, NFIB,

TOB1

let-7a,let-7d,let-

7f,miR-363,miR-

4429

干细胞增殖

(GO:72091)
Biologicalprocess 5.8797E-3

IRS2,SOX11,HMGA2,NFIB,FOXP2,MY-

CN

let-7a,let-7d,let-

7f,miR-363

生长因子反应

(GO:70848)
Biologicalprocess 2.8110E-2

IRS2, DAB2IP, MEIS2, SMAD7, NLK,

MAP3K1, COL1A2, RAP1A, TRIO,

COL1A1,THBS1,TRIM71

let-7a,let-7d,let-

7f,miR-363,miR-

4429
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3 讨 论

microRNA是一类非编码的小RNA分子,有5端磷酸基和3端羟基,定位于RNA前体的3端或5端.
自第1个miRNA分子在线虫中被发现以来[18],迄今为止已在包括人类、果蝇、植物等多种生物物种中鉴

别出超过万种miRNA分子.目前越来越多的研究表明,miRNA通过与靶基因的相互作用,调控着人类至

少1/3基因的表达,在生理和病理过程中均具有重要作用[19].
生物芯片(biochip)技术作为20世纪90年代初发展起来的新技术,具有高通量、高集成、微型

化、连续化和自动化等特点.目前芯片技术已经成熟运用到mRNA水平基因表达检测上,是检测细胞

或组织 miRNA表达谱的理想方法.由于RNA分子易于降解,循环RNA的含量一般降低,因此制约

了RNA分子作为生物标志物的应用.然而循环 microRNA却具有组织特异性和高稳定性,由此推测

miRNA可能是一个理想的疾病检测生物学标志物.在不同的疾病中建立特异的循环 miRNA指纹谱,
对疾病的早期诊断具有价值.虽然循环 miRNA在体液中的存在量高低不等,但完全可以采用基因扩

增技术进行检测[20].
本实验通过miRNA芯片检测DN组和对照组miRNA差异表达谱,DN组和对照组的49个循环miR-

NAs表达有显著性差异(p<0.05),其中35个miRNAs在DN组呈高表达,14个 miRNAs在DN组呈低

表达,差异倍数为1.1~4.66.结合real-timePCR,本研究发现5个miRNAs在DN中呈差异表达,分别是

let-7a,let-7d,let-7f和miR-363在DN中低表达,miR-4429在DN中高表达.由此提示部分循环 miRNAs
在DN患者中存在差异表达,可能参与了DN发生的分子机制.上述研究结果与国外学者在糖尿病及其并

发症同miRNAs相关的结论有一致性.研究发现hsa-miR-657通过靶向人IGF2R基因对2型糖尿病的发展

产生影响[21];包括miR-29a,miR-29b和miR-29c的miR-29家族在2型糖尿病中发挥一定的作用[22];过

度表达miR-375可以抑制小鼠胰腺β细胞的胰岛素分泌,导致糖尿病的发生[23];miR-133通过抑制ERG
基因钾离子通道,促进糖尿病心脏病变的发生[24].因此,miRNAs确实在糖尿病及其并发症中发挥作用.
在miRNAs与DN关系的研究中,Kato等[25]发现miR-192在DN中显著增高;Wang等[26]通过对高低糖

培养的人肾小球系膜细胞进行芯片检测,发现高表达miR-377可引起糖尿病肾病纤维粘连蛋白的增加,从

而对糖尿病肾病产生作用.本课题组的前期研究也发现 miR-21和 miR-451可通过靶向调控基因的信号途

径参与DN小鼠肾小球系膜细胞增殖[1-2].以上均提示 miRNAs可能是参与调控DN的重要分子.但同样

在DN中,具体的DN相关miRNAs却有差异,提示miRNAs的表达可能与miRNAs的种属特异性、种族

特异性、组织特异性、发育阶段特异性有关,因此将人类疾病的研究回归到人体上,同时在疾病不同的发

展阶段进行相关miRNAs研究十分必要.
miRNAs通过对靶基因的表达调控而发挥作用,因此我们对在早期DN差异表达谱的5个microRNAs

进行靶点预测,以期进一步认识其与早期DN的关系.结果表明let-7a共筛选出29个基因,let-7d共筛选

出26个基因,let-7f共筛选出30个基因,miR-363共筛选出45个基因,miR-4429共筛选出12个基因.这
些miRNAs作用靶点广泛,涉及细胞代谢、干细胞增殖和生长因子反应的相关基因,而其中胰岛素受体底

物2基因(insulinreceptorsubstrate2,IRS2)、丝裂原活化蛋白激酶的激酶基因(mitogen-activatedprotein
kinasekinasekinase1,MAP3K1)、SMAD7(mothersagainstdecapentaplegichomolog7)、Ⅰ型胶原α2链

基因(collagentypeI2,COL1A2)等均是与糖尿病及糖尿病肾病关系密切的基因,由此提示 miRNAs的靶

基因预测为深入研究miRNAs在早期DN发生中的机制提供重要线索.
本实验对早期2型糖尿病肾病患者循环 microRNA进行初步筛查,结合real-timePCR,建立了由在

DN中低表达的let-7a,let-7d,let-7f,miR-363和在DN中高表达的 miR-4429组成的早期DN循环 microR-
NA差异表达谱.通过靶基因预测显示,DN差异表达的循环microRNAs的靶点作用广泛,涉及细胞代谢、
细胞增殖、生长因子反应等,为深入研究其在早期DN中的作用奠定了基础,但 miRNAs与基因间的调控

网络十分复杂,其在早期2型糖尿病肾病的具体分子机制还有大量的工作需要完成.
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AStudyontheDifferentialExpressionProfilingof
CirculatingMicroRNAsinDiabeticNephropathy

PENG Rui1, ZHA He2, ZHOU Ji2,
PENGHui-min3, ZHANG Zheng2

1.DepartmentofBioinformatics,ChongqingMedicalUniversity,Chongqing400016,China;

2.DepartmentofCellBiologyandMedicalGenetics,ChongqingMedicalUniversity,Chongqing400016,China;

3.DepartmentofExperimentalTeachingCenter,ChongqingMedicalUniversity,Chongqing400016,China

Abstract:Objective:ToexplorethecirculatingmicroRNA (miRNA)differentialexpressionprofilebe-
tweendiabeticnephropathy(DN)patientsandtheircontrols,andtoprovideevidencethatmiRNAsarein-
volvedinthemolecularpathogenesisofDN.Methods:miRNAarrayandreal-timePCRwereusedtotest
theexpressionofcirculatingmiRNAsinearlyDNpatients.Thetargetgeneswerepredictedbybioinforma-
ticsmethods.Results:miRNAarrayresultsshowedthat49miRNAsweredifferentiallyexpressedinDN,

ofwhich22hadhighsignalvalue(>1000),with17up-regulatedand5down-regulated.FivemiRNAs
withhighfoldchange(>2)werechosentobetestedbyreal-timePCR,andthedataofmiRNAarraywas
confirmedbyreal-timePCR.Datashowedlet-7a,let-7d,let-7fandmiR-363weredown-regulated,while
miR-4429wasup-regulatedinDN.Moreover,thetargetgeneswerepredicted,includingDNrelatedgenes
incellularmetabolicprocess,growthfactorresponseandcellproliferation,bybioinformaticstechnology.
Conclusion:SomemiRNAswereexpresseddifferentiallybetweenDNpatientsandthecontrol,suggesting
thattheymaybeinvolvedinthepathogenesisofearlyDN.
Keywords:diabeticnephropathy;microRNA;expressionprofile
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