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【摘 要】目的:预测并分析 miＲ-201-3p的靶基因。方法:利用 miＲanda、miＲDB、miＲWalk和 Targetscan等 4 个数据库在线预测
miＲ-201-3p的靶基因，对获得的靶基因用 Cytoscape软件中的 BiNGO 插件进行 Gene Ontology( GO) 分类及 KEGG 数据库的信
号转导通路富集分析。结果:共预测获得 1082 个靶基因。经 GO 分析这些靶基因后，共得到涉及 245 条生物学进程，主要包
括细胞进程、生物学调节和生物学进程调节等; 分子功能包括蛋白质异源二聚体活化和 I-SMAD 蛋白结合等。KEGG 富集分
析发现这些靶基因主要参与 MAPK信号通路、T细胞受体信号通路、Wnt信号通路、趋化因子信号通路等与炎症有关的信号通
路。结论:成功预测了 miＲ-201-3p的靶基因，部分靶基因可能参与了哮喘气道炎症和气道重塑。
【关键词】miＲ-201-3p;靶基因;生物信息学;哮喘;炎症;气道重塑

【中图号】Ｒ 562． 25 【文献标识码】A
【DOI】10． 3969 / j． issn． 1002-0217． 2015． 06． 001

Prediction and bioinformatics analysis of the targets of miＲ-201-3p related to asthma

ZHOU Pingping，YIN Kang，WU Luyi，HUANG Dandan，JIN Wenjie，MA Zhida，JIANG Yuxin
Department of Physiology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To predict and analyze the molecular targets of miＲ-201-3p． Methods: Target gene miＲ-201-3p was predicted through the online da-

tabases of miＲanda，miＲDB，miＲWalk and Targetscan． Then the predicted targets were further analyzed by BiNGO plugin for Gene Ontology( GO) and da-

tabase of KEGG for signal transduction pathway enrichment． Ｒesults: Totally，1082 target genes were obtained． GO analysis demonstrated that these targets

were involved in 245 biological processes，primarily including cellular process，biological regulation，regulation of biological process and otherwise． The mo-

lecular function mainly comprised protein heterodimerization activity and I-SMAD binding，and enrichment analysis by KEGG database indicated that these

target genes were functionally involved in signal pathways in MAPK，T cell receptor，Wnt and chemokine as well as inflammation． Conclusion:We success-

fully predicted the target genes of miＲ-201-3p，some of which may be involved in airway inflammation and remodeling during asthma attack．

【Key words】miＲ-201-3p; target genes; bioinformatics; asthma; inflammation; airway remodeling

支气管哮喘( 简称哮喘) 是以持续气道炎症、气
道高反应性和气道重塑为主要特征的慢性呼吸道疾

病，症状主要表现为反复发作性喘息、胸闷、咳嗽，其
发病率高达 29． 1% ～ 32． 2%［1］。哮喘发病受遗传
及环境双重因素影响，发病机制主要是 CD4 + T 细
胞亚群 Th1 /Th2 失衡，特别是偏向于 Th2 分化所
致，其他 CD4 + T 细胞亚群 Th17 及调节性 T 细胞
( Treg) 也参与了该病发生［3］。其病理特征为气道嗜
酸粒细胞、T细胞、肥大细胞、中性粒细胞等长期浸
润，异常的 Th2 细胞应答及其所分泌细胞因子产生

的级联效应，最终导致气道慢性炎症。Th2 细胞分
泌的 IL-4、IL-5、IL-9 和 IL-13 与嗜酸粒细胞浸润、气
道高反应性、高水平 IgE 等密切相关［2 － 3］。哮喘气
道的慢性炎症及重塑最终可导致不可逆性气流受限

及对激素治疗的无反应［4］。
miＲNA是一类长约为 19 ～ 25 个核苷酸的小分

子 ＲNA。主要通过结合靶基因 mＲNA 的 3'端非翻
译区( 3'-untranslated region，UTＲ) ，参与对靶基因的
转录后调节［5］。近年来发现，某些 miＲNAs 如 miＲ-
126、miＲ-145、let-7 等可以调节哮喘气道炎症，分别
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表现出促炎、抗炎或对炎症的双重作用。通过调控
这些 miＲNAs的表达以减轻哮喘的气道炎症，或将
成为哮喘治疗的新方法及研究新热点。前期实验
中，本课题组按文献［6］报道的方法成功构建了过
敏性哮喘小鼠模型，制备了哮喘模型小鼠的单个脾

细胞后，用免疫磁珠分选了其 CD4 + T 细胞，提取其
总 ＲNA并用 microＲNA芯片检测了 miＲNA表达谱。
与对照组相比，哮喘模型小鼠的 CD4 + T 细胞中共
有 12 种 miＲNAs表达升高，如 miＲ-201-3p 等( 结果
尚未发表) 。该结果提示，这些 miＲNAs可能参与了
哮喘的发病过程，尤其是对 CD4 + T 细胞的调控作
用。本研究拟通过生物信息学方法预测 miＲ-201-3p
的潜在靶基因，并对这些靶基因进行 Gene Ontology
( GO) 基因分类以及 KEGG 信号通路富集，以期探
究 miＲ-201-3p在哮喘发病过程中对 CD4 + T 细胞可
能的调控作用。

1 材料与方法
1． 1 靶基因预测 分别用 miＲanda ( http: / /www．
microrna． org / ) 、miＲDB ( http: / /www． mirdb． org / ) 、
miＲWalk ( http: / /www． umm． uni-heidelberg． de / ) 和
Targetscan( http: / /www． targetscan． org / ) 4 个数据库
在线预测 miＲ-201-3p的靶基因，并对获得的靶基因
在 4 个数据库中的分布情况构建 Venn图。
1． 2 靶基因的 GO分类 对 1． 1 中获得的靶基因，
剔除仅出现于 2 个或 2 个以下数据库的靶基因，剩
下的靶基因用于后续分析。运用软件 Cytoscape
( 2． 8． 1 版) 中的功能插件 BiNGO( 2． 44 版) 进行 GO
分类并绘图。选择物种“Mus musculus”，以 Benjami-
ni ＆ Hochberg's FDＲ correction 进行多重检验，P ＜
0． 01为显著性阈值。
1． 3 靶基因的 KEGG信号通路分析 利用 DAVID
v6． 7 网站 ( http: / /david． abcc． ncifcrf． gov / ) 中的
KEGG( Kyoto encyclopedia of Genes and Genomes) 数
据库，以“Mus musculus”为研究背景，P ＜ 0． 05 为显
著性阈值，对用于 GO 分类的靶基因进行信号通路
富集分析。

2 结果
2． 1 预测靶基因 在 miＲanda、miＲDB、miＲWalk
和 Targetscan 4 个数据库中共预测获得 5201 个潜在
靶基因，这些靶基因在这 4 个数据库的分布如图 1

所示。由图 1 可知，在 3 个及 3 个以上数据库同时
出现的靶点共计 1082 个靶基因。

图 1 miＲ-201-3p 靶基因在 miＲanda、miＲDB、miＲWalk 和
Targetscan数据库中的分布
Fig 1 The distribution of target genes of miＲ-201-3p in miＲan-
da，miＲDB，miＲWalk and Targetscan databases

2． 2 Cytoscape的 GO分析
2． 2． 1 生物学进程分析 对获得的 miＲ-201-3p 的
1082 个靶基因进行 GO分类，结果表明:共有 963 个
靶基因涉及 245 条生物学进程( 图 2，P ＜ 0． 01 ) ，其
中生物学进程中包含的靶基因数量排在前 4 位的分
别为细胞进程 ( cellular process，62． 5% ) 、生物学调
节( biological regulation，45． 8% ) 、生物学进程的调
节( regulation of biological process，43． 7% ) 和细胞进
程的调节( regulation of cellular process，41． 1% ) 。其
他的生物学进程见表 1( 仅列出前 20 项) 。
2． 2． 2 分子功能分析 对 1082 个靶基因进行分子
功能分析的结果表明，这些靶基因的功能包括结合

( binding ) 、蛋白结合 ( protein binding ) 、催化活性
( catalytic activity) 等，这些分子功能的关联关系见
图 3。
2． 3 KEGG 信号通路 对 1082 个靶基因进行
KEGG信号通路富集的结果表明: 这些靶基因隶属
于 30 条信号通路( 表 2) ，其中与炎症相关的信号通
路主要包括MAPK、Wnt、趋化因子、TGF-β、T细胞受
体、胰岛素信号、VEGF 信号通路等( P ＜ 0． 01) 。其
中，有 27 个靶基因出现于 MAPK 信号通路中，如
MAP3K7、TＲAF2、MAPKAPK2、GNA12 和 MAX 等
( 图 4 ) ; 16 个靶基因出现于 Wnt 信号通路中，如
APC2、PPP2Ｒ5D、WNT3A和 F2D5 等( 图 5) ;而 T细
胞受体信号通路中富集了 PDK1、TＲP53 和 ＲAF1 等
12 个基因( 图 6) 。
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表 1 miＲ-201-3p靶基因的生物学进程结果
Tab 1 Biological process of predicted target genes of miＲ-201-3p

GO编号功能注释 P值 校正 P值 基因数量( % ) 基因

9987 cellular process 0． 001 0． 071 602 /963 ( 62． 5) STK38，NUAK1，CASK，PTPN21，LATS2，MAP3K7等

8152 metabolic process 0． 001 0． 071 421 /963 ( 43． 7) STK38，NUAK1，CASK，PTPN21，LATS2，MAP3K7，CCNE1等

44237 cellular metabolic process 0． 000 0． 034 370 /963 ( 38． 4) SEC24A，AP4E1，CHMP4B，VPS54，CASK，CLTC，SYNGＲ1等

65007 biological regulation 0． 044 0． 519 442 /963 ( 45． 8) ADCY1，ADCY7，STK38，PLEKHM1，GNA12，ITPKB，ＲAD9等

44238 primary metabolic process 0． 000 0． 036 377 /963 ( 39． 1) SEC24A，AP4E1，CHMP4B，VPS54，CASK，CLTC，SYNGＲ1等

50789 regulation of biological process 0． 000 0． 041 417 /963 ( 43． 3) SEC24A，AP4E1，CHMP4B，VPS54，CASK，CLTC，SYNGＲ1等

43170 macromolecule metabolic process 0． 008 0． 251 313 /963 ( 32． 5) STK38，NUAK1，CASK，LATS2，MAP3K7，CCNE1，PSKH1，PAK2等

50794 regulation of cellular process 0． 003 0． 168 396 /963 ( 41． 1) STK38，NUAK1，CASK，LATS2，MAP3K7，CCNE1，PSKH1，PAK2等

44260 cellular macromolecule metabolic process 0． 008 0． 249 286 /963 ( 29． 6) BAP1，SENP5，SENP6，ZYG11B，LNPEP，WWP2，ＲNF149，DHCＲ24等

32502 edvelopmental process 0． 007 0． 246 233 /963 ( 24． 1) ZXDC，CASK，PAX3，GLI3，，MEN1，ZFP91，FGF1等

48731 system development 0． 000 0． 009 190 /963 ( 19． 7) ABCA7，CPLX3，CPLX2，CD209A，STX7，SEC24A，AP4E1，EXOC8等

48856 anatomical structure development 0． 007 0． 252 201 /963 ( 20． 8) ELF2，ABLIM3，ONECUT2，PＲＲX1，CASK，NUFIP1，PAX3等

7275 multicellular organismal development 0． 064 0． 600 216 /963 ( 22． 4) SLC5A3，SＲI，KCNJ15，KCNC1，SLC9A6，SLC39A11，GABＲB3等

19222 regulation of metabolic process 0． 001 0． 061 228 /963 ( 23． 6) DLC1，ST8SIA1，PＲＲX1，BAP1，PAX3，SOX9，TIMP2，GLI3等

31323 regulation of cellular metabolic process 0． 020 0． 357 214 /963 ( 22． 2) DEＲL1，BAP1，EDEM3，SENP5，UBE2Ｒ2，SENP6，ZYG11B等

80090 regulation of primary metabolic process 0． 007 0． 248 206 /963 ( 21． 3) TＲAF2，DEＲL1，BAP1，EDEM3，SENP5，UBE2Ｒ2，SENP6等

51179 localization 0． 003 0． 146 207 /963 ( 21． 4) ABLIM3，ONECUT2，ZXDC，CASK，NUFIP1，PAX3等

48518 positive regulation of biological process 0． 005 0． 197 159 /963 ( 16． 5) ABLIM3，ONECUT2，ZXDC，CASK，NUFIP1，PAX3，SOX9等

60255 regulation of macromolecule metabolic process 0． 019 0． 343 193 /963 ( 20． 0) ABLIM3，ONECUT2，ZXDC，NUFIP1，PAX3，SOX9等

48522 positive regulation of cellular process 0． 020 0． 360 147 /963 ( 15． 2) DLC1，NＲP2，DCBLD2，PCDHB13，CDH1，NEO1，PCDHB11 等

图 2 miＲ-201-3p靶基因的生物学进程图
Fig 2 Biological process of the predicted target genes of miＲ-201-3p
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图 3 miＲ-201-3p靶基因的分子功能图
Fig 3 Molecular function of the predicted target genes of miＲ-201-3p

表 2 miＲ-201-3p预测靶基因的 KEGG信号通路富集分析结果
Tab 2 Pathway enrichment of the predicted target genes of miＲ-201-3p

功能注释 基因数量( % ) P值 校正 P值 基因

Pathways in cancer 30( 10． 0) 0． 003 0． 071 TＲAF1，TＲAF2，APC2，WNT3A，CDH1，GLI3，MAX等
MAPK signaling pathway 27( 9． 0) 0． 001 0． 067 TＲAF2，EＲK，BMK1，MAPKAPK2，p38，MAX，等
Axon guidance 20( 6． 6) 0． 000 0． 007 GNAI3，LIMK2，PLXNA2，ABLIM3，PPP3Ｒ1，CXCL12 等
Calcium signaling pathway 19( 6． 3) 0． 011 0． 173 ADCY1，SLC8A1，PTGEＲ3，TACＲ3，CCKBＲ，ADCY7，等
Ｒegulation of actin cytoskeleton 19( 6． 3) 0． 034 0． 264 GIT1，APC2，LIMK2，GNA12，ITGA1，ＲAF1，ABI2 等
Wnt signaling pathway 16( 5． 3) 0． 011 0． 160 TＲP53，APC2，PPP2Ｒ5D，WNT3A，PPP3Ｒ1，SMAD4 等
Neurotrophin signaling pathway 15( 5． 0) 0． 008 0． 143 PDK1，TＲP53，ＲAF1，MAPK11，MAPKAPK2，PTPN11 等
Chemokine signaling pathway 15( 5． 0) 0． 094 0． 458 ADCY1，GNAI3，ADCY7，ＲAF1，CXCL12，STAT3 等
Insulin signaling pathway 14( 4． 7) 0． 028 0． 234 PＲKAB2，ＲAF1，ACACB，PPP1CC，PCK1，G6PC等
Adherens junction 13( 4． 3) 0． 001 0． 040 TGFBＲ1，TGFBＲ2，SMAD4，CDH1，CTNNA1，IQGAP1 等
Chronic myeloid leukemia 12( 4． 0) 0． 002 0． 071 TＲP53，CBLB，CＲKL，KＲAS，TGFBＲ1，MAPK3，TGFBＲ2，等
T cell receptor signaling pathway 12( 4． 0) 0． 044 0． 316 PDK1，MAP3K7，CBLB，KＲAS，PAK2，MAP3K8，MAPK3 等
Tight junction 12( 4． 0) 0． 094 0． 448 ACTG1，TJP1，GNAI3，KＲAS，MAGI1，VAPA，CASK等
Adipocytokine signaling pathway 11( 3． 7) 0． 002 0． 072 TＲAF2，G6PC，CD36，ＲXＲA，PＲKAB2，ACACB，ACSL4 等
Progesterone-mediated oocyte maturation 11( 3． 7) 0． 013 0． 171 ADCY1，GNAI3，KＲAS，ADCY7，ANAPC4，MAPK3，等
Colorectal cancer 11( 3． 7) 0． 014 0． 169 TＲP53，KＲAS，APC2，BCL2，TGFBＲ1，MAPK3，TGFBＲ2 等
ErbB signaling pathway 11( 3． 7) 0． 015 0． 169 CBLB，CＲKL，KＲAS，EＲEG，PAK2，MAPK3，ＲAF1 等
Oocyte meiosis 11( 3． 7) 0． 077 0． 418 CCNE1，ADCY1，ADCY7，PPP2Ｒ5D，ANAPC4，MAPK3 等
Small cell lung cancer 9( 3． 0) 0． 075 0． 423 TＲAF1，TＲP53，CCNE1，TＲAF2，MAX，ＲXＲA，BCL2 等
Prostate cancer 9( 3． 0) 0． 097 0． 446 TＲP53，CCNE1，KＲAS，CＲEB3，BCL2，MAPK3，ＲAF1 等
Endometrial cancer 8( 2． 7) 0． 018 0． 174 TＲP53，KＲAS，APC2，MAPK3，ＲAF1，CDH1，CTNNA1 等
Ｒenal cell carcinoma 8( 2． 7) 0． 071 0． 422 CＲKL，KＲAS，PAK2，ETS1，MAPK3，ＲAF1，PAK1，PTPN11
Long-term potentiation 8( 2． 7) 0． 072 0． 422 GＲM5，ADCY1，KＲAS，GＲIN2B，MAPK3，PPP3Ｒ1，ＲAF1 等
Pancreatic cancer 8( 2． 7) 0． 081 0． 421 TＲP53，KＲAS，TGFBＲ1，MAPK3，TGFBＲ2，SMAD4，等
Glycosphingolipid biosynthesis 6( 2． 0) 0． 007 0． 151 B4GALT1，FUT9，ST3GAL4，B3GALT5，ST8SIA1，B3GNT2
Thyroid cancer 6( 2． 0) 0． 016 0． 170 TＲP53，ＲET，KＲAS，ＲXＲA，MAPK3，CDH1
Tryptophan metabolism 6( 2． 0) 0． 056 0． 371 CYP1B1，MAOA，HAAO，WAＲS2，OGDH，ALDH3A2
Dorso-ventral axis formation 5( 1． 7) 0． 026 0． 229 NOTCH3，KＲAS，ETS1，ETS2，MAPK3
Propanoate metabolism 5( 1． 7) 0． 069 0． 423 ALDH6A1，ACSS1，ABAT，ACACB，ALDH3A2
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图 4 miＲ-201-3p靶基因在 MAPK信号通路图中的分布
Fig 4 Distribution of the predicted target genes of miＲ-201-3p in MAPK signaling pathway

图 5 miＲ-201-3p靶基因在 WNT信号通路图中的分布
Fig 5 Distribution of the predicted target genes of miＲ-201-3p in WNT signaling pathway
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图 6 miＲ-201-3p靶基因在 T细胞受体信号通路图中的分布
Fig 6 Distribution of the predicted target genes of miＲ-201-3p in T cell receptor signaling pathway

3 讨论
哮喘为临床常见疾病，其发病率逐年升高［1］。

miＲNA在哮喘的发生发展中发挥重要的作用。Mos-
chos等［7］发现，细菌脂多糖 ( LPS) 诱导了炎性肺组
织中 miＲNA 表达谱的改变。miＲNAs 在 CD4 + T 细
胞分化发育过程中起着重要的调控作用，如 miＲ-
155 可抑制转录因子 c-Maf的表达，下调 miＲ-155 可
促进 IL-4、IL-5 和 IL-13 等 Th2 型细胞因子分泌，同
时降低了 B和 T细胞反应［8］。Zhang 等［9］研究表明
过敏性哮喘患者外周血 CD4 + T 细胞中 miＲ-155 表
达下调，其表达水平与哮喘严重程度相关，提示

miＲNA调控 CD4 + T细胞分化在哮喘中发挥重要作
用。前期实验发现，miＲ-201-3p 在哮喘模型的小鼠
脾 CD4 + T细胞中表达升高，提示该 miＲNA 可能参
与了哮喘发病过程中 CD4 + T细胞功能的调节。

miＲNA 通过对靶基因进行转录后的表达调控，
在多种生理、病理过程中发挥重要作用。Tomankova
等［10］研究表明，miＲNA在哮喘、肺癌、肺纤维化等肺
部疾病中表达异常，其可通过多条信号转导通路参

与气道重塑等病理生理过程。本研究应用 miＲan-
da、miＲDB、miＲWalk 和 Targetscan 4 个数据库对
miＲ-201-3p的潜在靶基因预测后，共获得了 5201 个

潜在靶基因，其中有 1082 个靶基因同时出现在 3 个
和 3 个以上数据库。进一步对这 1082 个靶基因进
行 GO分类后，发现这些靶基因的分子功能主要是
蛋白结合、催化活性等。KEGG 信号通路富集结果
发现，这些靶基因主要存在于与炎症有关的信号通

路如 MAPK、Wnt、趋化因子、TGF-β、胰岛素信号、T
细胞受体信号通路 ( T cell receptor signaling path-
way) 、VEGF信号通路等。
本研究获得的 T 细胞受体信号通路基因包括

PDK1、MAP3K7、CBLB、KＲAS、PAK2 等。Park 等［11］

将 T细胞的 PDK1 基因敲除后发现 TCＲ-CD28 信号
无法诱导活化 NF-κB 或蛋白激酶 C-θ 的磷酸化，说
明 PDK1 对整合 TCＲ 和 CD28 之间的信号至关重
要。KＲAS 原癌基因是细胞增殖的重要调节因
子［12］，研究表明，let-7 ( 一种 miＲNA ) 可通过结合
KＲAS 的 3' UTＲ进而抑制 KＲAS的表达，从而抑制非
小细胞肺癌的发生［13］。miＲ-201-3p的靶基因 PDK1
和 KＲAS在哮喘发病过程中是否通过该信号通路发
挥作用有待于进一步研究。
经典的 MAPK 通路( MAP kinase pathway) 主要

包括细胞外信号调节激酶( EＲK) 信号通路、c-Jun N
端激酶( JNK) /应激活化蛋白( SAPK) 信号通路、p38
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MAPK信号通路和 EＲK5 /大丝裂素活化蛋白激酶
( BMK1) 信号通路，参与了细胞运动、凋亡、分化及
生长增殖等多种生理过程。研究证实 p38 MAPK 和
EＲK是烟草烟雾诱发气道炎症和肺气肿的重要信
号通路［14］。Shin等研究发现褪黑素可减弱 EＲK 通
路磷酸化从而有效抑制由 LPS或吸烟导致的气道炎
症［15］。Wan等证实分泌球蛋白( SCGB32A) 可限制
EＲK和 JNK通路的磷酸化，从而减轻由 LPS 所致的
气道炎症［16］。这些 MAＲK 信号通路既高度特异又
存在一定的交叉。p38 和 BMK1 在 TNF-α 诱导 c-
jun转录的调控中具有协同作用。p38 和 BMK1 可
分别上调 MEF2A和 MEF2D的转录活性。TNF-α通
过激活 p38 和 BMK1，使 MEF2A 和 MEF2D 磷酸化，
从而诱导 MEF2A /MEF2D 异源二聚体形成，这在
TNF-α诱导的 c-jun 基因转录表达调控中起着重要
的作用［17］。本研究发现，TＲAF2、EＲK、BMK1、MAP-
KAPK2、MAP3K、MAX等 27 个分子富集于 MAPK通
路( 图 4) ，这说明 miＲ-201-3p 可能通过该通路参与
了哮喘发病过程中对 CD4 + T细胞的调节作用。
正常生理状态下，干细胞中 β-catenin 主要通过

启动经典的 Wnt /β-catenin 通路激活下游基因［18］;
而在低氧时，低氧诱导因子 1α ( HIF-1α) 也促进 β-
catenin活性以调节 Wnt /β-catenin 信号通路［19］。应
用 DNA微阵列方法发现在支气管哮喘患者外周血
中的Wnt 5a显著升高［20］。本研究也发现有 16 个靶
基因富集于 Wnt /β-catenin 信号通路 ( 图 5 ) ，提示
miＲ-201-3p可能通过该信号通路诱发哮喘的发生。
总之，本研究预测了 miＲ-201-3p 的靶基因及可

能涉及的信号通路，这些信号通路在以往研究中已

被证实参与了气道炎症与气道重塑等病理生理过

程。但 miＲ-201-3p 是否在炎症和气道重塑中也通
过这些通路进行调节尚需进一步的实验验证。
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