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原发性干燥综合征患者外周血环状 ＲNA 表达谱研究
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【摘 要】目的: 探讨原发性干燥综合征 ( pSS) 患者外周血环状 ＲNA ( circＲNA) 的差异性表达及其与发病机制的相关性。
方法: 首先对 4 例 pSS 患者及 4 例健康对照者外周血的 circＲNA 采用 circＲNA 芯片进行筛查，然后使用 Gene Spring 软件对实

验数据进行归一化及后续处理，通过 Fold Change 和 P 值筛选，对比两组间 circＲNA 表达的差异性并对差异性进行生物学分

析。结果: circＲNA 芯片筛查结果提示: 病例组和对照组之间有 437 个 circＲNA 差异具有统计学意义，其中上调 circＲNA 365
个、下调 circＲNA 72 个。通过对这 437 个 circＲNA 相关基因进行基因本体论( GO) 和通路( Pathway) 分析，结果显示: GO 分析

表明这些基因主要参与生物调节、细胞组分、代谢及酶活性的调节等，KEGG Pathway 分析表明这些基因主要参与氨基酸的降

解与合成。并对具有差异性表达的 circＲNA 靶 miＲNA 进行预测，预测结果发现其中有 1 个 circＲNA( hsa-circＲNA12807-10) 中

的 1 个 miＲNA( hsa-miＲ-181a-5p) 在有关文献中得到了验证。结论: pSS 患者外周血中具有多个差异性表达 circＲNA，同时这些

差异性表达的 circＲNA 可能与 pSS 的发病机制有关。
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Expression of circＲNA in the peripheral blood of patients with primary Sjogren's syndrome

ZHU Hong，LUO Yunxia，ZHOU Yan，YANG Yashan
Department of Ｒheumatology，General Hospital of Ningxia Medical University，Yinchuan 750004，China

【Abstract】Objective: To investigate the role of circＲNA in the pathogenesis of primary Sjogren's syndrome( pSS) ． Methods: The circＲNA microarray was
performed to screen the circＲNA in the peripheral blood from 4 patients with pSS and another 4 healthy controls． The experimental data were normalized
and processed by Gene Spring software． The Fold Change and P-value were used to compare the circＲNA expression between groups，and the expression
difference was analyzed by bioinformatics． Ｒesults: Microarray indicated significant difference between the case group and control group in a total of 437
circＲNAs，in which 365 were up-regulated，and 72 down-regulated． Analysis by gene ontology( GO) and KEGG pathway showed that these genes were
mainly involved in the regulation of biological regulation，cell composition，metabolism and enzyme activity as well as in the degradation and synthesis of
amino acids． Differentially expressed circＲNA target miＲNAs were further predicted，and one of miＲNAs( hsa-miＲ-181a-5p) targeted by a circＲNA( hsa-
circＲNA12807-10) was confirmed in the literature． Conclusion: Several circＲNAs are differentially expressed in the peripheral blood of patients with pSS，

suggesting that these differentially expressed genes may be involved in the pathogenesis of pSS．
【Key words】pSS; circＲNA; target gene; biological analysis

原 发 性 干 燥 综 合 征 ( primary Sjogren' s syn-
drome，pSS) 是一种以侵犯外分泌腺为主的弥漫性结

缔组织病，其特异性抗体有抗核抗体 ( anti-nuclear
antibody，ANA) 、抗 SSA 抗体及抗 SSB 抗体，pSS 患

者中抗 SSA /Ｒo 抗体和抗 SSB /La 抗体的阳性率分

别为 75%和 40%［1］，灵敏度较低。pSS 的发病机制

尚未明确，大多数学者认为感染、遗传、内分泌等多

因素共同参与了本病的发生和进展; 同时，易感人群

感染某些病毒后通过分子模拟机制也可诱发该自身

免疫反应。目前，有学者通过引入全基因组关联分

析研究( GWAS) 发现 pSS 具有多个易感基因［2］，因

此，pSS 的发病可能与遗传因素密切相关。近年来，

环状 ＲNA( circＲNA) 已成为 ＲNA 领域研究的最新

热点，它是一类通过特殊剪切机制形成的并能在真

核细胞中广泛表达的具有闭合环状结构的非编码

ＲNA。研究表明，circＲNA 通过与疾病关联的微小

ＲNA( miＲNA) 相互作用，在肿瘤、炎症、神经退行性

等疾病的发生发展中发挥着重要的调控作用［3－4］。
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目前，有关 circＲNA 参与调控 pSS 进程的研究报道

较少，本文旨在探讨 pSS 的 circＲNA 谱是否存在差

异表达，为进一步探讨 circＲNA 在 pSS 发病机制中

的作用提供依据。

1 资料与方法

1．1 临床资料 纳入标准: 病例组为宁夏医科大学

总医院风湿科 2017 年住院患者，均符合 2002 年

pSS 国际分类 ( 诊断) 标准，其中女性 3 例，男性 1
例，年龄 27 ～ 52 岁。对照组为本院同期健康体检

者，均为女性，年龄 22～29 岁。排除标准: 合并其他

自身免疫性疾病、感染及器质性病变的患者。以上

病例均获得患者的知情同意及宁夏医科大学总医院

伦理委员会的批准( 2017-053) 。
1．2 血样的采集和处理 EDTA 抗凝管采集受试者

静脉全血 10 mL 混匀，采用百泰克裂解 buffer( TＲI-
pure LS Ｒeagent ) 裂 解 处 理，充 分 混 匀 后 存 放 于
－80℃冰箱中保存。
1．3 circＲNA 芯片筛查 首先对受试者的全血进行

ＲNA 提取，并对提取的 ＲNA 进行质控管理，按照试

剂盒操作说明，对每份受试样本的总 ＲNA 采用随机

引物扩增，反转录为荧光标记的 cＲNA，然后在 cir-
cＲNA 芯片上进行杂交、洗片、扫描。采用 Feature

Extraction 提数软件预处理分析，然后采用 GeneSpri-
ng GX 软件计算基因表达的差异性及统计学差异

性。差异倍数( Fold Change，FC) ≥2．0 为表达具有

差异性，P＜0．05 为差异具有统计学意义。
1．4 生物学分析 通过 miＲanda 软件预测 miＲNA
可能结合的 circＲNA，对差异的 circＲNA 对应的线

性 mＲNA 转 录 本 进 行 基 因 本 体 论 ( GO ) 和 通 路

( Pathway) 分 析。采 用 miＲNAWalk 2． 0 在 线 预 测

miＲNA 靶 基 因 ( 网 址: http: / / zmf． umm． uni-heidel-
berg．de /apps /zmf /mirwalk2 /mir-mir-self．html) 。
1．5 统计分析 采用 SPSS 17．0 统计软件对数据进

行分析。计量资料用均数±标准差表示，两组间差

异性比较用两独立样本 t 检验; P＜0．05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2．1 病例组与对照组 circＲNA 表达谱比较 病例

组与对照组共检测到 157 778 个 circＲNA 靶点。通

过比较发现 437 个 circＲNAs 表达具有差异性( FC≥
2．0，P＜0．05) ，其中上调 circＲNA 365 个，下调 cir-
cＲNA 72 个。表 1、2 分别总结了其 FC 值排序前 10
个上调和下调的 circＲNA、FC 值、P 值、所在染色体、
circＲNA 所在链、涉及的基因、结合 miＲNA 数量。

表 1 通过倍数变化( FC) 选择前十位 pSS 患者外周血中上调的 circＲNA 的表达改变

circＲNA
差异倍数变化

( FC)
t P 所在染色体

circＲNA

所在链

涉及的

基因

结合 miＲNA

数量
hsa_circ_0129312 5．015 8 6．788 0．000 5 chr5 + IPO11 27
hsa_circ_0140744 4．029 0 5．959 0．001 0 chrY + USP9Y 42
hsa_circ_15004-6 3．577 0 3．769 0．009 3 chr7 － MICALL2 100
hsa_circ_0077860 3．555 2 4．737 0．003 2 chr6 + ENPP1 2
hsa_circ_11242-1 3．541 7 2．572 0．042 2 chr16 － FANCA 100
hsa_circ_0098539 3．341 4 2．933 0．026 2 chr12 － CNTN1 4
hsa_circ_5462-6 3．330 0 3．966 0．007 4 chr3 + KAT2B 94
hsa_circ_0004887 3．327 0 4．182 0．005 8 chr20 － AUＲKA 23
hsa_circ_0118905 3．318 3 3．272 0．017 0 chr2 + ZDBF2 83
hsa_circ_0071537 3．303 6 3．187 0．018 9 chr4 + PＲIMPOL 26

表 2 通过倍数变化( FC) 选择前十位 pSS 患者外周血中下调的 circＲNA 的表达改变

circＲNA
差异倍数变化

( FC)
t P 所在染色体

circＲNA

所在链

涉及的

基因

结合 miＲNA

数量
hsa_circ_0117844 4．098 3 3．037 0．022 9 chr2 + SLC4A10 19
hsa_circ_0117845 3．961 6 2．745 0．033 5 chr2 + SLC4A10 25
hsa_circ_0117829 3．910 7 3．778 0．009 2 chr2 + SLC4A10 100
hsa_circ_0117836 3．427 6 3．007 0．023 8 chr2 + SLC4A10 64
hsa_circ_0117832 3．229 7 3．367 0．015 1 chr2 + SLC4A10 100
hsa_circ_0081953 3．009 5 3．760 0．009 4 chr7 － NＲCAM 16
hsa_circ_0117835 2．894 7 3．147 0．019 9 chr2 + SLC4A10 90
hsa_circ_0126481 2．819 5 2．472 0．048 3 chr4 － GNPDA2 100
hsa_circ_12807-10 2．774 4 2．809 0．030 8 chr2 － CALCＲL 27
hsa_circ_0133007 2．745 9 2．500 0．046 5 chr7 － NＲCAM 17
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2．2 染色体中 circＲNA 的异常表达 将具有差异

性表达的 circＲNA 进行分类。结果表明: 这些 cir-
cＲNAs 广泛分布于所有染色体，其中包括性染色体。
pSS 患者中上调的 circＲNAs 约 10．14%来自染色体

1( chr 1) 、7．95%来自 chr 2，而来自其他染色体的上

调 circＲNA 的百分比均＜7% ( 图 1) 。表达下调的

circＲNA 的前 3 个染色体分别为 chr 2( 22．2%) 、chr
1( 15．28%) 、chr 12( 13．89%) ( 图 2) 。

图 1 表达上调的 circＲNAs 染色体分布

图 2 表达下调的 circＲNAs 染色体分布

2．3 circＲNA( hsa-circＲNA12807-10) 的作用靶 miＲ-
NA( hsa-miＲ-181a-5p) -mＲNA /基因相互作用网络预

测 依据 circＲNA 与其作用靶 miＲNA 结合的紧密

程度及种子序列配对碱基的多少，将每个 circＲNA
预测出靶 miＲNA。其中表达下调的前十位 circＲNA
有 1 个 circＲNA( hsa-circＲNA12807-10) 的预测结果

中有 1 个 miＲNA ( hsa-miＲ-181a-5p) 与有关文献中

报道的结果一致。

3 讨论

circＲNA 是 ＲNA 在剪切过程中产生的主要由

外显子和( 或) 内含子组成的闭合环状 ＲNA 分子，

广泛存在于真核细胞中，其在真核转录组中具有相

对无阻碍的框架［5］，具有很强的稳定性、物种保护

及细胞和组织的特异性［6］。circＲNA 可在转录或转

录后通过结合 miＲNA 或其他分子［7－8］调控基因的

表达 水 平。研 究 发 现: circＲNA 能 够 竞 争 性 结 合

miＲNA，降低 miＲNA 对其作用靶的抑制，即 miＲNA
的海绵作用，进而调控 miＲNA 的功能［9］。因此，cir-
cＲNA 可能成为新的生物标志物和治疗靶点［10］。

近年来对 circＲNA 的研究已成为热点，但对于

circＲNA 在 pSS 发病机制中的作用研究尚少。本研

究中，我们利用 circＲNA 微阵列获得病例组及对照

组的 circＲNA 表达谱，其中病例组外周血中具有统

计学差异，上调和下调 circＲNAs 分别有 365 个和 72
个，产生这些差异性表达的 circＲNA 的基因广泛分

布于包括性染色体在内的所有染色体中。同时，病

例组中下调的 circＲNA 主要从 chr 2( 22．2%) 、chr 1
( 15．28%) 及 chr 12 ( 13． 89%) 转录，而上调的 cir-
cＲNA 在染色体中的分布相对比较均匀。因此，染

色体中 circＲNA 的分布状态可能与其参与的生物过

程有关，因为 circＲNA 的序列在很大程度上决定了

它所结合目标，所以 circＲNA 可能与 pSS 的发病机

制有关。
circＲNA-miＲNA-mＲNA 调控轴中的海绵 miＲ-

NA 如 ciＲS-7、CDＲ1as 是 circＲNA 的公认功能之一。
目前，大量研究已经证实 miＲNAs 参与生物体的生

长、发 育、衰 老、凋 亡 的 调 控 及 遗 传 背 景 的 稳

定［11－12］，并广泛应用于多种疾病领域研究。本研究

对 circＲNA 产生的相关基因进一步做了生物信息学

分析。使用 miＲanda 软件预测 miＲNA 可能结合的

circＲNA，对具有统计学差异性的 circＲNA 相关线性

miＲNA 转录体进行 GO 和 Pathway 分析。GO 生物

学过程提示: 这些基因主要参与生物调节过程、细胞

组分、代谢及酶活性调节等; KEGG Pathway 分析提

示: circＲNA 主要参与氨基酸的降解及合成。值得

注意 的 是 预 测 过 程 中 发 现: circＲNA 中 有 一 个 靶

miＲNA( hsa-miＲ-181a-5p) 曾在文献中有过报道［13］，

即其在 pSS 患者血清中呈现上调，且与 ANA 的滴度

表现为正相关。miＲ-181a 参与 T、B 细胞发育及 T
细胞的活化、分化［14］，然而在研究过程中发现其预

测的上游调节子 hsa-circＲNA12807-10 却在 pSS 中

下调，这意味着它可能会使 miＲNA-181a-5p 海绵化，

影响 T、B 细胞的生物学过程。因此我们对 circＲNA
( hsa-circＲNA12807-10 ) 在 circＲNA ( hsa-circＲNA
12807-10 ) -miＲNA ( hsa-miＲ-181a-5p ) -mＲNA /基 因

相互作用网络中的地位进行了预测。推测它可能通

过影响靶 miＲNA 的活性或者竞争结合靶 miＲNA 来

调节 miＲNA 与靶 mＲNA 或者靶基因的作用。
本研究主要通过分析 pSS 中 circＲNA 表达谱的

差异性，为阐明 pSS 的发生、发展机制，寻找新的临

床诊断标志物提供新思路。但仍需进一步的实验验

证，具体可通过观察 circＲNA 吸附特定 miＲNA 进而

对 mＲNA 表达的影响，结合 circＲNA 与 mＲNA 表达

谱联合分析，探讨 circＲNA、miＲNA、mＲNA 三者之间

的关系及 miＲNA 海绵作用机制，进而明确 pSS 中

circＲNA 的功能。
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节肢动物线粒体控制区一般有较高的 AT 含

量，作为复制起点的识别信号 poly-T /A 和形成潜在

的茎环结构等［10］。伯氏嗜木螨 LNＲ 的 AT 含量高，

且形成多个潜在的茎环结构。因此，我们推测伯氏

嗜木螨线粒体 LNＲ 为其线粒体基因组的控制区。
本研究测序获得伯氏嗜木螨线粒体基因组全序列，

为推动蜱螨分子系统学的研究提供了基础信息。
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