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【摘要】目的 通过生物信息学方法分析重型颅脑损伤（sTBI）病人外周血微小RNA（miRNA）的靶基因及功能。方法 从GEO
数据库中检索获取 sTBI病人和对照组外周血的基因芯片数据，应用生物信息学方法筛选差异表达的miRNA，并进行靶基因预

测和生物学功能及信号通路分析，构建miRNA及靶基因的调控网络。结果 检索得到芯片GSE21854，筛选得到145个差异表达

的miRNA，预测得到靶基因共580个。这些靶基因的功能主要为细胞增殖负性调控、转换生长因子β受体信号通路负性调控等，

主要分布在Ras信号通路、转换生长因子β信号通路等。miRNA及靶基因的调控网络图显示hsa-miR-125a-5p、hsa-miR-760、
hsa-miR-217、hsa-miR-199a-3p、hsa-miR-543是调控核心。结论 sTBI病人外周血存在差异性表达的miRNA，hsa-miR-125a-
5p、hsa-miR-760、hsa-miR-217、hsa-miR-199a-3p、hsa-miR-543与 sTBI的进展密切相关。
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【Abstract】Objective To study the target genes and their functions of microRNA (miRNA ) in the peripheral blood in the patients
with severe traumatic brain injury (sTBI) by bioinformatics analysis. Methods The microarray data of the patients with sTBI were
retrieved from GEO database, and the miRNAs with differential expression were screened by bioinformatics tools. Then the target genes
of miRNAs with differential expression were analyzed. Gene ontology and signal path way analysis were performed in the target genes．
miRNAs and their targeted genes networks were established. Results The data were obtained from GSE21854 and 145 differential
expressed miRNAs were screened out. A total of 580 target genes of screened miRNA were obtained. The functions of these target genes
mainly included negative regulation of cell proliferation, negative regulation of transforming growth factor β receptor signaling pathway
and so on. The miRNA and their targeted genes networks analysis revealed that hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-760, hsa-miR-217, hsa-
miR-199a-3p and hsa-miR-543 were the key genes. Conclusions The differential expressed miRNAs exist in the peripheral blood in
the patients with sTBI and hsa-miR- 125a- 5p, hsa-miR- 760, hsa-miR- 217, hsa-miR- 199a- 3p and hsa-miR- 543 are closely
associated with the progression of sTBI．
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● 论论 著著 ●

颅脑损伤（traumatic brain injury，TBI）病死率、致

残率高，特别是重型 TBI（severe TBI，sTBI）[1]。研究

表明多种基因参与 sTBI的病理生理过程[2]，因此，了

解这些基因的作用对 sTBI的治疗具有指导意义。

微小RNA（microRNA，miRNA）能够抑制靶点mRNA
的翻译 [3]，并且可以作为一些疾病的生物学标记 [4]。

最近的研究表明，外周血miRNA在损伤后表达升高
[5]。本文通过检索GEO数据库，检索与TBI相关的外

周血的基因芯片报告[6]，但这些研究只对芯片数据集

进行差异表达分析。为深入挖掘这些数据的价值，

我们使用RStudio与BioConductor软件，利用生物信

息学方法筛选出差异表达的miRNA，并进行靶基因

预测，再对预测结果进行生物学功能和信号通路富

集分析，最后对差异表达的miRNA及靶基因构建调

控网络，揭示与 sTBI密切相关的miRNA及功能。

1 资料与方法

1.1 数据来源 从GEO数据库（https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/）检索 sTBI 病人 miRNA 的表达芯片数

据。数据集需要满足 3个要求：①数据集系全基因

组miRNA表达芯片；②包含有 sTBI病人与正常对

照；③数据包含原始数据或标准化后的数据。
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1.2 差异表达miRNA的筛选 在RStudio软件（3.5.3
版本）环境下，应用 Bioconductor（3.9版本）中 limma
软件包对芯片数据进行背景校正、标准化和 log2转
换。以P<0.05和倍性变化>1.5倍为阈值进行筛选。

1.3 miRNA靶基因预测分析 分别利用miRanda网
站（http://www.microrna.org/microrna/home.do）和 Tar⁃
getScan 网站（http://www.targetscan.org/vert_72/）对差

异表达miRNA进行靶基因预测分析，再取对结果交

集进行后续分析。

1.4 生物学功能分析和信号通路分析 将差异表达

的miRNA提交至DAIVD（https://david.ncifcrf.gov/）网

站进行生物学功能（GeneOntology，GO）分析。利用

京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes，KEGG）网站（https://www.kegg.
jp/）对靶基因进行信号通路分析。

1.5 miRNA与靶基因的调控分析 利用miRWalk（版

本 3.0）网站（http://mirwalk.umm.uni- heidelberg.de/）
miRNAs模块中Graph功能进行分析 [7]，得到具有核

心调控作用的miRNA与靶基因的相互作用网络，通

过节点之间的连通度表示该节点的重要程度。

2 结 果

2.1 GSE 芯片数据特征 检索 GEO 数据库，得到

GSE21854芯片数据集，该芯片用于检测 sTBI病人外

周血miRNA表达水平。本文共收集20个样本，sTBI
病人和健康对照组外周血样本各 10 个，其采用

LC_MRA- 1001_miRHuman_13.0_090309 平台。 10
例 sTBI中，男 8例，女 2例；年龄 16~40岁，平均 25
岁，中位年龄23岁；采样时间为伤后（68±8）h。健康

对照组男 8例，女 2例；年龄 18~41岁，平均 26.8岁，

中位年龄23.5岁。

2.2 差异表达miRNA检测 利用RStudio软件分析，

经 log2校正和质量控制后，筛去不达标样本结果，得

到 145个差异表达miRNA，其中上调 79个，下调 66
个。前 5个差异表达miRNA分别为：hsa-miR-574-
3p上调，hsa-miR-574-5p上调，hsa-miR-1246上调，

hsa-miR-605下调，hsa-miR-145*上调。

2.3 miRNA靶基因预测 对差异表达的miRNA分别

经过 TargetScan、miRanda网站进行预测，对预测结

果取交集后共得到580个靶基因。见表1。
2.4 miRNA靶基因功能分析和信号通路分析 对580
个靶基因进行功能分析发现，功能主要集中在细胞

增殖负性调控、转换生长因子β受体信号通路负性调

控等。见表2。

2.5 miRNA靶基因信号通路分析 对580个靶基因经

KEGG数据库进行信号通路分析发现，信号通路主

要分布在Ras信号通路、转换生长因子β信号通路

等。见表3。
2.6 miRNA与靶基因网络调控分析 通过构建差异

表达miRNA与靶基因之间的靶向调控关系建立互

作网络。结果显示 hsa-miR-125a-5p、hsa-miR-
760、hsa-miR-217、hsa-miR-199a-3p、hsa-miR-543
是调控核心。

3 讨 论

sTBI病死率超过20%，一半以上病人预后不良[8，

9]。这与 sTBI的发病过程有关，不仅是机械外力造成

的急性原发性损伤，还包括后续的继发性损伤，包括

神经元死亡、血脑屏障破坏以及神经功能紊乱等。

鉴于急性原发性损伤难以预料和控制，因此目前的

Entrez代号
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基因标记

GPR153
H6PD

SZRD1

IFFO2
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描述

人G蛋白偶联受体153，mRNA
人己糖-6-磷酸脱氢酶，转录

变异体X3，mRNA
人 SUZ RNA 结合域包含 1 蛋

白，转录变异体1，mRNA
人中间丝家族孤啡肽 2蛋白，

转录变异体X1，mRNA
人线粒体内膜组装系统 1 蛋

白，转录变异体5，mRNA

表1 重型颅脑损伤外周血miRNA中差异表达靶基因

GO编号

GO:0008285
GO:0030512
GO:0006198
GO:0031054
GO:0045740

生物学功能

细胞增殖负性调控

转换生长因子β受体信号通路负性调控

环磷酸腺苷分解代谢

前体miRNA处理

DNA复制的正性调控

表2 重型颅脑损伤外周血miRNA中差异表达靶基因的

生物学功能

通路编号

hsa04014
hsa04350
hsa05214
hsa04218
hsa04070

信号通路

Ras信号通路

转换生长因子β信号通路

肿瘤信号通路

细胞衰老

磷脂酰肌醇信号通路

表 3 重型颅脑损伤外周血miRNA中差异表达靶基因的

信号通路
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研究主要集中探索继发性损伤的机制[10]。

在大脑发育过程中，miRNA影响脑发育进程[11]，

参与突触形成及神经元发生、分化、成熟等过程[12]。

研究表明小鼠 sTBI后脑组织miRNA的表达水平发

生改变[13]，并且参与伤后炎症反应、神经元凋亡、认

知功能障碍等进程 [10]。但在临床工作中，检测病人

脑组织miRNA不仅存在技术困难，还可能给病人带

来更大的伤害。最近的研究发现 sTBI病人脑脊液

和血液miRNA也发生改变[6，14]。我们检索GEO数据

库 sTBI病人外周血基因芯片数据，通过Rstudio软件

分析得出 145个差异表达的miRNA，依据预设标准

得到miRNA上调79个、下调66个；通过生物信息学

方法筛选得出 580个靶基因，进一步的生物学功能

和信号通路分析表明这些靶基因主要集中在细胞增

殖负性调控、转换生长因子β受体信号通路负性调控

等，信号通路主要分布在Ras信号通路、转换生长因

子β信号通路等；通过构建差异表达miRNA-靶基因

调控网络显示 hsa-miR-125a- 5p、hsa-miR-760、
hsa-miR-217、hsa-miR-199a-3p、hsa-miR-543是调

控网络的核心。既往研究发现轻、中型 TBI病人血

清 hsa-miR-199a-3p水平升高 [14]，这提示 hsa-miR-
199a-3p可能与TBI损伤程度相关。

值得注意的是，sTBI病人常合并颌面外伤，可能

会对分析结果带来影响，有研究表明miRNA能将

sTBI病人与单纯颌面外伤病人进行区分[6]。除此之

外，sTBI病人中GCS评分 3~5分与 6~8分病人的治

疗预后差异悬殊，而且病人可能合并其他系统疾病，

也可能对分析结果带来影响。既往有研究发现同一

miRNA在轻型TBI和 sTBI病人表现出相反的变化趋

势 [6]，这些证据表明miRNA在疾病的诊疗中既有潜

力，亦存在一定的限制，需要在今后的研究中深入探

索，加以鉴别。

综上所述，本文利用生物信息学方法筛选出

sTBI病人外周血差异表达miRNA，进一步分析得出

这些miRNA的靶基因，以及靶基因的生物学功能和

信号通路，并从中找出具有核心调控作用的

miRNA，为后续的探索提供了依据和基础，也为了解

sTBI的发病机制和治疗提供了新的方向。
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