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[摘　 要] 　 目的　 探索靶向于过氧化体增殖物激活型受体 γ(ＰＰＡＲγ)的 ｍｉＲＮＡꎬ在这些 ｍｉＲＮＡ 中寻找与支架内

再狭窄( ＩＳＲ)密切相关的 ｍｉＲＮＡꎬ并初步探索其临床意义ꎮ 方法　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 及其插件构建 ｍｉＲＮＡ 与 ＰＰＡＲγ
的作用网络ꎬ筛选出靶向 ＰＰＡＲγ 的关键 ｍｉＲＮＡꎮ 利用实时荧光定量聚合酶链反应(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)检测这部分

ｍｉＲＮＡ 在 ＩＳＲ 人群中的表达差异ꎬ再通过 ＲＯＣ 曲线评估 ｍｉＲＮＡ 对 ＩＳＲ 患者的临床识别能力ꎮ 结果　 通过生物信

息学分析发现ꎬｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 对 ＰＰＡＲγ 的调控作用较强ꎻ而 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 则能调控该网络中更多的基因ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 发现 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ 在 ＩＳＲ 组较 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组存在差异性表达(Ｐ<０.０５)ꎮ ＲＯＣ 曲线分析发现ꎬｍｉＲ￣２７ａ
对 ＩＳＲ 具有一定的临床识别能力(ＡＵＣ ＝ ０.８８４ꎬ９５％ ＣＩ ０.７６８~ １.００ꎬＰ<０.００１)ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ
是靶向于 ＰＰＡＲγ 的主要 ｍｉＲＮＡꎬｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ 在 ＩＳＲ 中差异性表达ꎬｍｉＲ￣２７ａ 可能对识别 ＩＳＲ 患者具有

一定的临床意义ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ５４２.２ [文献标识码] 　 Ａ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ＰＰＡＲγ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ￣
ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ
ＺＨＡＮＧ Ｓｈａｏ￣Ｈｕｉ１ꎬ３ꎬ ＺＨＡＯ Ｙｏｎｇ￣Ｌｉａｎｇ２ꎬ ＷＥＩ Ｇｕａｎｇ￣Ｈｅ１ꎬ ＬＩＵ Ｌｉ￣Ｘｉｎ１ꎬ３ꎬ ＹＡＮＧ Ｇｕｏ￣Ｌｉａｎｇ１ꎬ ＧＡＯ Ｚｈｅｎ￣Ｃａｉ１ꎬ ＬＩＮ
Ｙｕｅ￣Ｄｏｎｇ１ꎬ３ꎬ ＧＵＯ Ｙｉｎｇ１ꎬ３

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉａｃ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ３. Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｉｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃａｒｄｉａｃ
Ｄｉｓｅａｓｅ Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２７２０２９ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎻ　 Ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓꎻ　 ｍｉＲＮＡꎻ　 ＰＰＡＲγꎻ　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
γ(ＰＰＡＲγ)ꎬ ａｎｄ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ( ＩＳＲ).　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｌｕｇ￣ｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｂｕｉｌｄ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ￣ＰＰＡＲ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｏｕｔ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｍｉＲＮＡｓ
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　 　 随着技术的进步ꎬ冠状动脉内支架置入治疗已

经成为冠心病的常规治疗手段ꎬ 但支架内再狭窄

(ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓꎬＩＳＲ)是影响这类患者预后的主

要因 素ꎮ 过 氧 化 体 增 殖 物 激 活 型 受 体 γ (
ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒγꎬ ＰＰＡＲγ)
是人体糖脂代谢、炎症反应、细胞增殖分化和血栓

２８５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



形成的重要调节基因ꎬ目前研究发现ꎬＰＰＡＲγ 表达

下调可能导致 ＩＳＲ [１]ꎻ而本课题组前期研究则发现

ＰＰＡＲγ 激动剂吡格列酮能够减少 ＩＳＲ 的发生[２]ꎮ
但目前 ＰＰＡＲγ 和 ＩＳＲ 的相关研究仍较少ꎬ其具体机

制尚不明确ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡꎬ ｍｉＲ)是一类转录

后调控基因表达的非编码短链 ＲＮＡꎬ已有大量证据

表明其在心血管系统有特异的表达谱并且广泛参

与了心血管疾病的发病过程[３]ꎮ 因此ꎬ本研究主要

致力于在 ｍｉＲＮＡ 水平探讨 ＰＰＡＲγ 参与 ＩＳＲ 的可能

机制ꎮ 将利用生物信息学分析工具反向预测靶向

ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡꎬ在这些 ｍｉＲＮＡ 中寻找与 ＩＳＲ 密

切相关的 ｍｉＲＮＡꎬ为 ＰＰＡＲγ 在 ＩＳＲ 中的研究奠定

基础ꎬ为进一步研究以 ｍｉＲＮＡ 为靶点的药物提供理

论依据ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 生物信息学分析靶向 ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡ
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｙｔｏｓｃａｐｅ. ｏｒｇ / ) 是一个

开源的系统生物学网络分析软件[４]ꎬ它在生物学层

面主要是利用强大的数据库(ＤＮＡ、蛋白质等)整合

分子间和高通量基因间相互作用的网络ꎬ并将整合

结果以图形化展示ꎮ 为了适应快速发展的附加的

计算分析和其他功能ꎬ它可以通过插件进行扩展

( ｈｔｔｐ: / / ａｐｐｓ. ｃｙｔｏｓｃａｐｅ. ｏｒｇ / )ꎮ 本 研 究 利 用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 及其插件构建 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的调控网

络ꎬ可以将靶向 ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡ 及其关系以图形

化展示ꎬ这大大缩小了研究的搜索范围ꎬ为下一步

的生物实验进行了初步筛选ꎬ减少了生物实验的盲

目性ꎮ 在此基础上ꎬ再通过实时荧光定量聚合酶链

反应 ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ)检测筛选出来的 ｍｉＲＮＡꎬ以观察其在 ＩＳＲ 人

群中的表达差异ꎮ
１.２　 研究对象

２０１４ 年 １ 月至 ２０１５ 年 １２ 月在济宁医学院附属

医院心内科住院的冠脉支架置入后患者 ３６ 例ꎬ根据

术后 ６~１２ 月复查冠状动脉造影术(ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉ￣
ｏｇｒａｐｈｙꎬＣＡＧ)结果分为支架内再狭窄组( ＩＳＲ 组ꎬ
ｎ＝ １６)和非支架内再狭窄组( ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组ꎬｎ ＝ ２０)ꎮ
纳入标准:首次接受冠状动脉介入治疗ꎻ置入雷帕

霉素洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)ꎮ 排除标准:排除植入

其它支架的患者、再狭窄部位发生支架断裂的患

者、既往有急性心肌梗死史、冠脉支架治疗史或冠

状动 脉 搭 桥 术 ( ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｂｙｐａｓｓ ｇｒａｆｔｉｎｇꎬ

ＣＡＢＧ)手术史以及失随访的患者ꎻ排除合并恶性肿

瘤、免疫疾病、创伤、感染、肝肾衰竭、服用免疫抑制

剂、细胞毒性药物、激素替代治疗的患者ꎮ 收集年

龄和性别与 ＩＳＲ 组相匹配的本院同期健康体检者

２０ 例作为对照组( ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬｎ ＝ ２０)ꎮ 所有受试者

均签署知情同意书ꎬ并经过本院医学伦理委员会

批准ꎮ
１.３　 治疗及随访

１.３.１　 围手术期治疗　 　 所有入选患者术中均使用

静脉肝素和雷帕霉素洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)置入治

疗ꎬ于术前 ２４ ｈ 内给予肠溶阿司匹林 ３００ ｍｇ 和氯吡

格雷 ３００ ｍｇ 口服ꎬ术后给予肠溶阿司匹林 １００ ｍｇ 和

氯吡格雷 ７５ ｍｇ 维持治疗 １ 年ꎮ 所有入选患者于住

院后采集空腹肘静脉化验检测一般生化指标ꎮ
１.３.２　 冠脉支架置入方法 　 　 经桡动脉(或股动

脉)行冠状动脉造影术(ＣＡＧ)ꎬ通过定量计算机分

析法(ＱＣＡ)测量冠脉血管的内径ꎬ根据病变情况及

冠脉开口情况选择指引导管ꎬ标准技术置入雷帕霉

素药物洗脱支架(爱立ꎬＴｉｖｏｌｉ)ꎮ ＩＳＲ 判定标准:冠脉

支架置入术后的第 １２ 个月行 ＣＡＧꎬ以冠脉支架内

或支架两端 ５ ｍｍ 内狭窄≥５０％为 ＩＳＲ 的判定标准ꎬ
定义 ＩＳＲ 的参照血管为 ＩＳＲ 远端正常血管ꎬ再血管

化事件及冠脉造影资料保存做进一步分析ꎮ
１.４　 实时荧光定量聚合酶链反应

１.４.１　 血浆标本采集及处理 　 　 所有研究对象于

入院当天即刻采集肘静脉血 ３ ｍＬ 于 ＥＤＴＡ 管中ꎬ血
标本均于 ３ ｈ 内处理ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｍꎬ１０ ｍｉｎꎬ分离血浆

置于－８０℃下冷冻保存ꎬ留待后续检测ꎮ
１. ４. ２ 　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定 量 检 测 ｍｉＲＮＡ 　 　 用

Ｔｉａｎｇｅｎ(北京天根生化科技有限公司)试剂盒ꎮ 用

ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 提 取 分 离 试 剂 盒 分 离 血 浆 总

ｍｉＲＮＡꎬ根据 Ａ２６０ / Ａ２８０比值确定样品总 ＲＮＡ 纯度和

浓度ꎮ 用 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒

采用加尾法对成熟 ｍｉＲＮＡ 进行逆转录ꎬ最终生成

ｍｉＲＮＡ 对应的 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 用 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 荧

光定量检测试剂盒(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 荧

光定量检测 ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎮ 以 Ｕ６ 为内参基

因进行结果的归一化ꎻ以 ２－△△Ｃｔ表示目的 ｍｉＲＮＡ 的

相对表达量ꎮ 用扩增曲线、溶解曲线分析来检测

ＰＣＲ 产物的特异性ꎮ 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件ꎬ根据

ｍｉＲＮＡ 引物设计原则ꎬ设计引物见表 １ꎮ ＡＢＩ ７５００
ＰＣＲ 仪的程序设置:１ × ( ９４℃ ２ ｍｉｎ)ꎻ４０ × ( ９４℃
２０ ｓꎬ６０℃ ３４ ｓ)ꎮ 所有步骤均按照试剂盒操作说明

进行ꎮ
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表 １. 设计的 ｍｉＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 双向引物序列 Ｔｍ

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＦＰ　 ＣＧＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＧＣＴＴＣＣＴＧＴ
ＲＰ　 ＣＴＧＣＴＧＣＡＧＧＴＧＴＴＴＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＧＧＣＡ ６０℃

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ｂ￣３ｐ ＦＰ　 ＣＧＣＡＡＧＣＴＴＣＡＧＧＴＧＣＡＴＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴ
ＲＰ　 ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＧＧＴＣＡＡＧＴＧＧＴＣＴＣＴＣＡＴＣＣ ６０℃

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ａ￣３ｐ ＦＰ　 ＧＧＧＧＣＡＧＴＧＣＡＡＴＧＴＴＡＡＡＡ
ＲＰ　 ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ ６０℃

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ｂ￣３ｐ ＦＰ　 ＴＣＣＡＧＧＴＣＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧＣＣＴＡ
ＲＰ　 ＣＣＣＴＣＡＡＣＡＧＡＧＧＡＡＴＧＧＡＴＡＣ ６０℃

Ｕ６ ＦＰ　 ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ
ＲＰ　 ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ ６０℃

１.５　 统计学处理

使用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行统计分析ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
结果相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ法表示(ＣＴ 值比较法)ꎮ
连续变量均进行正态分布检验ꎬ并以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用

独立样本 ｔ 检验ꎻ对于等级资料、非正态分布的资

料ꎬ采用秩和检验ꎮ 不连续变量用计数和相关百分

数表示ꎬ用 Ｐｅａｒｓｏｎ Ｃｈｉｓｑｕａｒｅ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ Ｐ 检验ꎮ
通过计算 ＲＯＣ 曲线下面积(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅꎬＡＵＣ)
评估预测方法的优劣ꎮ Ｐ<０.０５ 为有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组患者的基线特征的比较

ＩＳＲ 组和 ｎｏ￣ＩＳＲ 组随访复查冠脉造影的时间比

较无显著性差异(９.１３±１.４９ 月 比 ９.４０±１􀆰 ５６ 月ꎬＰ>
０.０５)ꎮ 患者临床特点上ꎬＩＳＲ 组不稳定型心绞痛比

率低于 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组(Ｐ<０.００１)ꎻ但 ＩＳＲ 组非 ＳＴ 抬高

型心肌梗死比率高于 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 冠脉病

变特点上 ＩＳＲ 组与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组无显著性差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 两组的介入手术成功率均为 １００％(表 ２)ꎮ
典型 ＩＳＲ 患者的冠脉造影图像见图 １ꎮ

表 ２. 患者的基线资料

Ｔａｂｌｅ ２. Ｂａｓｅｌｉｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ

基线变量 ＩＳＲ 组 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组 Ｐ 值

ｎ １６ ２０
年龄(岁) ６２.０±６.８３ ６１.０±６.３４ ０.８７６
男性[例(％)] １０(６２.５０) １３(６５.００) ０.７２３
不稳定型心绞痛[例(％)] １０(６２.５０) １４(８５.００) <０.００１
急性非 ＳＴ 抬高型心肌梗死[例(％)] ４(２５.００) ４(２０.００) ０.００６
急性 ＳＴ 抬高型心肌梗死[例(％)] ２(１２.５０) ２(１０.００) ０.５３２
高血压病[例(％)] １１(６８.７５) １３(６５.００) ０.１２８
２ 型糖尿病[例(％)] １１(６８.７５) １４(７０.００) ０.６５７
高脂血症[例(％)] ６(３７.５０) ８(４０.００) ０.３９２
体质指数(ｋｇ / ｍ２) ２８.３±２.３ ２７.７±４.１ ０.７８４
冠脉病变位置[例(％)]
　 单支病变 ９(５６.２５) １１(５５.００) ０.６５８
　 双支病变 ４(２５.００) ６(３０.００) ０.０９４
　 三支病变 ２(１２.５０) ２(１０.００) ０.７３５
支架直径(ｍｍ) ３.１１±０.３４ ３.２５±０.６３ ０.８２２
支架长度(ｍｍ) ２２.２３±６.４５ １９.１６±５.６６ ０.２８７
支架释放最大压力(ａｔｍ) １５.７０±３.１８ １４.０６±２.７３ ０.６２５
后扩张[例(％)] ３(１８.７５) ３(１５.００) ０.１６５
介入手术成功[例(％)] １６(１００.００) ２０(１００.００) １

４８５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



图 １. ＩＳＲ 患者的冠脉造影图像　 　 白色箭头为发生 ＩＳＲ 的

位置ꎮ Ａ 为右冠近中段支架内再狭窄 ９０％ꎬ前向血流 ＴＩＭＩ
Ⅲ级(投照体位 ＬＡＯ ４３.９６ / ＣＡＵ ３􀆰 ５９)ꎮ Ｂ 为前降支近段可

见支架影ꎬ自开口闭塞ꎬ前向血流 ＴＩＭＩ ０ 级(投照体位 ＲＡＯ
６.２０ / ＣＡＵ ３９􀆰 ００)ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎ￣ｓｔｅｎｔ
ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ

２.２　 生物信息学分析靶向 ＰＰＡＲγ ｍｉＲＮＡ 的结果

利 用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６. ２、 ＤＩＡＮＡ、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ. ｏｒｇ、
ＰｉｃＴａｒ 和 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 等 ５ 个靶基因数据库预测靶

向 ＰＰＡＲγ ｍｉＲＮＡꎬ取这 ５ 个靶基因预测软件结果的

交集作为靶向 ＰＰＡＲγ 预测 ｍｉＲＮＡ(阳性预测≥２ 的

８ 个 ｍｉＲＮＡꎻ表 ３)ꎮ 其中 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 数据库主要是

通过人工收集的有实验支持的 ｍｉＲＮＡ 的靶标[５]ꎬ也
就是说ꎬ表 ３ 中的 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ、ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 均是经过

前人 的 生 物 学 实 验 验 证 过 的 靶 向 ＰＰＡＲγ 的

ｍｉＲＮＡꎬ其它的 ｍｉＲＮＡ 是软件预测的结果ꎬ尚未经

过实验验证ꎮ
为了进一步明确这 ８ 个 ｍｉＲＮＡ 及靶基因的作

用关系ꎬ本研究利用系统生物学网络结构分析软件

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 及其插件 ＣｙＴａｒｇｅｔＬｉｎｋｅｒ[６]构建 ｍｉＲＮＡ 与

靶基因的调控网络ꎬ并以图形化展示ꎮ 将这 ８ 个

ｍｉＲＮＡ 输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅꎬ软件搜索 ７ 个靶基因数据库

( ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、 ｍｉｒｂａｓｅ、 ｍｉｒｔａｒｂａｓｅ、 ｍｉｃｒｏｃｏｓｍ、 ｅｎｃｏｄｅ￣
ｄｉｓｔａｌ、ｅｎｃｏｄｅ￣ｐｒｏｘｉｍａｌ、ｔｆｅ￣ｈｓａ)ꎬ这 ８ 个 ｍｉＲＮＡ 共发

现 ７８０ 个靶基因(Ｏｖｅｒｌａｐ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ＝ ２)(图 ２)ꎮ
利用图论的方法对 ＩＳＲ 相关调控网络中的

ｍｉＲＮＡ 和 Ｇｅｎｅ 在该网络中的地位进行评价:用度

(ｄｅｇｒｅｅ)来衡量 ｍｉＲＮＡ 所能调控 Ｇｅｎｅ 的数量ꎬ度
越大表示 ｍｉＲＮＡ 所能调控的 Ｇｅｎｅ 数量越多ꎮ 由于

本研究目的是评价与 ＰＰＡＲγ 调控关系较强的 ｍｉＲ￣
ＮＡꎬ也就是说ꎬ在网络中寻找较粗的连接线ꎬ因此用

边介数(ｅｄｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎｅｓｓ)来评价 ｍｉＲＮＡ 对 Ｇｅｎｅ 的

调控强度ꎬ边介数越大表示 ｍｉＲＮＡ 对 Ｇｅｎｅ 的调控

强度越高ꎮ 通过表 ４ 可以看出ꎬ在该 ｍｉＲＮＡ￣Ｇｅｎｅ
网络中ꎬｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 对 ＰＰＡＲγ 的调控作用较强ꎻ而
ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 则能调控网络中更多数量的基因ꎮ 在

上述结果的基础上ꎬ结合文献检索ꎬ本研究最终选

择 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 作为 ＩＳＲ 的候选相关

ｍｉＲＮＡꎬ并进一步通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测明确其表

达差异ꎬ以评估其临床意义ꎮ

表 ３. 靶向 ＰＰＡＲγ的 ｍｉＲＮＡ 预测结果

Ｔａｂｌｅ ３. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ＰＰＡＲγ

ｍｉＲＮＡ Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ Ｒｅｌｅａｓｅ ６.２ ＤＩＡＮＡ ｍｉｃｒｏＲＮＡ.ｏｒｇ ＰｉｃＴａｒ ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 预测阳性的数据库(个)

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ｂ￣３ｐ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ａ￣３ｐ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ｂ￣３ｐ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２８ ＋ ＋ ＋ ３

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０１ａ ＋ ＋ ＋ ３

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０１ｂ ＋ ＋ ＋ ３

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣４５４￣３ｐ ＋ ＋ ２
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图 ２. ＰＰＡＲγ相关 ｍｉＲＮＡ 及靶基因的网络关系图　 　 椭圆为 ｍｉＲＮＡ(红色)ꎬ其余为 Ｇｅｎｅꎬ连接线为 ｍｉＲＮＡ 与 Ｇｅｎｅ 的调控

关系ꎮ 较大椭圆为该 ｍｉＲＮＡ 能够调控更多个 Ｇｅｎｅꎬ较大字体 Ｇｅｎｅ 名称为其被更多的 ｍｉＲＮＡ 调控ꎻ较粗连接线为 ｍｉＲＮＡ 与

Ｇｅｎｅ 之间调控关系更强ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＰＰＡＲγ

表 ４. ｍｉＲＮＡ 在 ＰＰＡＲγ基因调控网络中的地位

Ｔａｂｌｅ ４. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＰＰＡＲγ

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 边介数 度 接近中心性

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ４１.６６０３９３１２ ２６ ０.４４９４３８２
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ｂ￣３ｐ ４１.６６０３９３１２ ２０ ０.４４９４３８２
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ａ￣３ｐ ２７.９２５７３２４９ ５０ ０.６５５７３７７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１３０ｂ￣３ｐ ２７.９２５７３２４９ ７６ ０.６５５７３７７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０１ａ￣３ｐ ２７.９２５７３２４９ ４２ ０.６５５７３７７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０１ｂ￣３ｐ ２７.９２５７３２４９ ３９ ０.６５５７３７７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣４５４￣３ｐ ２７.９２５７３２４９ ４１ ０.６５５７３７７
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２８ ２７.２１０３３３５６ １６ ０.４５９７７０１１

２.３　 各组 ｍｉＲＮＡ 相对表达量的比较

通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣
１３０ａ / ｂ ４ 个成熟 ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎮ 每个样本设

定 ３ 个复孔ꎬ取其平均值为检测结果ꎬ为尽量减小逆

转录反应及样品间差异ꎬ以 Ｕ６ 为内参基因来进行

归一化处理ꎬ以 ２－△△Ｃｔ表示目的 ｍｉＲＮＡ 的相对表达

量ꎮ 与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较ꎬｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ 在

ＩＳＲ 组表达差异(图 ３、表 ５ꎻＰ<０.０５)ꎮ

图 ３. ｍｉＲＮＡ 和 Ｕ６ 的 ＰＣＲ 熔解曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ＰＣＲ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ａｎｄ Ｕ６

６８５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



表 ５. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ的相对表达量(２－△△Ｃｔꎬｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ５. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ(２－△△Ｃｔꎬ ｘ±ｓ)

分　 组 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组 ＩＳＲ 组

ｍｉＲ￣２７ａ １.０５２±０.０８８ １.６３０±０.１７３ ２.９８６±０.２００ａ

ｍｉＲ￣２７ｂ １.０６９±０.１２３ １.６３８±０.１４７ ２.２３４±０.２４５ａ

ｍｉＲ￣１３０ａ １.０４３±０.０９１ １.１７２±０.１１０ １.５８２±０.１９７ａ

ｍｉＲ￣１３０ｂ ０.９７９±０.０９１ １.２７７±０.１０５ １.２３８±０.１２４
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组比较ꎮ

２.４　 ４ 个 ｍｉＲＮＡ 对 ＩＳＲ 患者的识别能力评估

为了进一步比较 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 对

ＩＳＲ 预测的能力ꎬ进行了 ＲＯＣ 曲线分析ꎬ结果显示ꎬ

ｍｉＲ￣２７ａ 的 ＡＵＣ ＝ ０.８８４ꎬ９５％ ＣＩ(０.７６８ꎬ１.０００)ꎬＰ<
０.００１ꎬ有统计学意义ꎻｍｉＲ￣２７ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 的

ＡＵＣ 无统计学意义(Ｐ>０.０５)(表 ６ꎬ图 ４)ꎮ

表 ６. ４ 个 ｍｉＲＮＡ 对 ＩＳＲ 预测能力的比较(ＲＯＣ 曲线)
Ｔａｂｌｅ ６. Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ
ｆｏｕｒ ｍｉＲＮＡ ｔｏ ＩＳＲ (ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ)

ｍｉＲＮＡ ＲＯＣ 曲线
下面积(ＡＵＣ) 标准误 ９５％ ＣＩ Ｐ 值

ｍｉＲ￣２７ａ ０.８８４ ０.０６ ０.７６８ １.０００ <０.００１
ｍｉＲ￣２７ｂ ０.６８１ ０.０９４ ０.４９７ ０.８６５ ０.０６５
ｍｉＲ￣１３０ａ ０.６８１ ０.０９４ ０.５００ ０.８６５ ０.０６５
ｍｉＲ￣１３０ｂ ０.５１１ ０.０９９ ０.３１５ ０.７１０ ０.９１１

图 ４. ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 对 ＩＳＲ 的预测能力评价

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ ａｎｄ ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ ｏｎ ＩＳＲ

３　 讨　 论

近年来核受体家族(ＰＰＡＲ 等)在代谢性疾病领

域受到广泛的关注ꎬ核受体 ＰＰＡＲ 激动剂一直被认

为是在临床上调脂降糖的希望ꎮ ＰＰＡＲα 激动剂￣苯
氧芳酸类(非诺贝特等)降脂药和 ＰＰＡＲγ 激动剂￣
噻唑烷二酮类(吡格列酮等)降糖药是较早用于临

床的人工合成配体激动剂ꎮ 噻唑烷二酮类( ｔｈｉａｚｏ￣
ｌｉｄｉｎｅｄｉｏｎｅｓꎬ ＴＺＤｓ)药物主要是直接作用于 ＰＰＡＲγ
受体ꎬ增加胰岛细胞活性和促进糖代谢ꎻ而 ｍｉＲＮＡ
可以调控 ＰＰＡＲγ 的表达ꎮ 因此从理论上讲ꎬｍｉＲＮＡ
可能影响 ＴＺＤｓ 的临床疗效ꎮ 但有研究发现 ＴＺＤｓ
也能调控 ｍｉＲＮＡ 的表达ꎬ如 Ｙｅ 等[７] 发现吡格列酮

能够下调 ｍｉＲ￣２９ａ 和 ｍｉＲ￣２９ｃ 水平ꎬ而 ＧＷ９６６２(选
择性的 ＰＰＡＲγ 阻滞剂)能够阻断吡格列酮的这种

调控作用ꎮ 可见 ｍｉＲ￣２９ａ 和 ｍｉＲ￣２９ｃ 处于 ＴＺＤｓ 和

ＰＰＡＲγ 的下游ꎮ 考虑到 ｍｉＲＮＡ 在机体中作用的广

泛性ꎬ猜测 ｍｉＲＮＡ 可能在 ＴＺＤｓ 激动 ＰＰＡＲγ 受体过

程的上、下游均有参与ꎬ只是上下游是由不同的

ｍｉＲＮＡ 参与罢了ꎮ 显然核受体激动剂与 ｍｉＲＮＡ 之

间的相互关系还需要更多研究来阐明[８]ꎮ

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 是长约 ２２ 个碱基的非编码 ＲＮＡꎬ它
通过 与 靶 ｍＲＮＡ 的 ３′￣非 翻 译 区 ( ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎｓꎬＵＴＲ)碱基相配对结合ꎬ而实现对靶 ｍＲＮＡ
的翻译抑制或切割降解ꎮ 目前研究发现每个

ｍｉＲＮＡ 往往调控上百个靶基因ꎬ而每个靶基因往往

受上百个 ｍｉＲＮＡ 的调控ꎮ 如何从中鉴别出真正的

靶基因并明确其机制是 ｍｉＲＮＡ 领域的核心问题ꎮ
由于 ｍｉＲＮＡ 及靶基因的数量极为庞大ꎬ单纯生物学

实验的方法难以实现ꎬ而依据已经证实的 ｍｉＲＮＡ 及

靶基因序列之间的相互作用规律ꎬ可以通过计算机

来实现对 ｍｉＲＮＡ 和靶基因的功能预测ꎬ可以大大减

少生物学实验的次数ꎬ节省时间和成本ꎮ 靶基因预

测软件一般是依据不同的算法和参数来进行预测ꎬ
因此会预测出不同的 ｍｉＲＮＡ 结合位点ꎮ 显然ꎬ联合

几个靶基因预测软件并取其交集ꎬ能够使预测的结

果更加全面和准确[９]ꎮ 本研究利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＤＩ￣
ＡＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ.ｏｒｇ、ＰｉｃＴａｒ 和 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 等 ５ 个靶

基因数据库预测了靶向 ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡꎬ取这 ５
个数据库的交集作为靶向 ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡꎮ 进一

步生物信息网络分析发现ꎬ在该调控网络中ꎬｍｉＲ￣
２７ａ / ｂ 对 ＰＰＡＲγ 的调控作用较强ꎻ而 ｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ
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则能对该网络中多数的基因都有调控作用ꎬ其调控

作用可能更加宽泛ꎮ 因此ꎬｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ /
ｂ 可能在 ＰＰＡＲγ 的功能调控上占有主导地位ꎮ 结

合文献和本课题组之前的研究结论ꎬＰＰＡＲγ 表达下

调可能导致 ＩＳＲꎮ 因此推断ꎬ若某个 ｍｉＲＮＡ 能够调

控 ＰＰＡＲγ 的表达ꎬ则有可能其在 ＩＳＲ 患者中也存在

差异性表达ꎮ 而通过进一步 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测证

实了这个猜测:ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 和 ｍｉＲ￣１３０ａ 在 ＩＳＲ 患者

外周血较 ｎｏｎ￣ＩＳＲ 组存在差异性表达ꎬ这说明它们

可能参与了 ＩＳＲ 的发病过程ꎮ
ｍｉＲ￣２７ 家族包括 ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２７ｂ 两个亚

型ꎬ两者只相差一个核苷酸ꎬ但两个 ｍｉＲＮＡ 处于染

色体的不同位置ꎬ且来源于不同的转录体ꎬ决定了

ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２７ｂ 的功能具有相互独立性ꎮ 目前

研究发现 ｍｉＲ￣２７ 家族在心血管疾病、能量代谢及肿

瘤等方面有显著的调控作用[１０]ꎮ 在心管疾病方面ꎬ
ＰＰＡＲγ 是 ｍｉＲ￣２７ 的靶标ꎬｍｉＲ￣２７ｂ 在脂肪细胞分

化中下调ꎬ直接靶向 ＰＰＡＲγ 调控脂肪分化ꎬ也可导

致心肌肥大和功能障碍[１１￣１２]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１３] 研究发

现ꎬ在巨噬细胞中 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 可与 ＡＴＰ 结合盒转运

体 Ａ１( ＡＴＰ￣ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)
靶向结合ꎬ剂量和时间依赖性地抑制 ＡＢＣＡ１ 的表

达ꎬ进而增加细胞内脂滴和胆固醇蓄积ꎬ抑制细胞

内胆固醇流出ꎬ从而促进动脉粥样硬化发生ꎮ ｍｉＲ￣
２７ａ / ｂ 除直接作用外ꎬ还可靶向沉默 ＡＢＣＡ１ 上游的

ＰＰＡＲγ 和肝 Ｘ 受体 α( ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ αꎬ ＬＸＲα)
基因ꎬ达到促进动脉粥样硬化的目的[１１]ꎬ这是以

ＰＰＡＲγ→ＬＸＲα→ＡＢＣＡ１ 通路的形式来实现的[１４]ꎮ
ｍｉＲ￣２７ 在血管的生成中也起着重要的作用ꎮ ｍｉＲ￣
２７ 能够通过标靶 ＳＰＲＹ２ 和 Ｓｅｍａ６Ａ 蛋白来诱导血

管形成ꎬ而抑制 ｍｉＲ￣２７ 将抑制体外血管形成和体内

视网膜血管的发育ꎮ ｍｉＲ￣２７ａ 还可以通过调控内皮

细胞间连接来控制血管的完整性[１５￣１６]ꎮ 这些研究

都表明 ｍｉＲ￣２７ 参与了动脉硬化、血管新生、血管发

育以及损伤修复的过程ꎬ而这些过程正是 ＩＳＲ 的病

理过程ꎮ 与之相对应的是ꎬ在本研究确实发现 ＩＳＲ
的患者外周血中 ｍｉＲ￣２７ａ / ｂ 存在差异性表达ꎮ 通过

进一步 ＲＯＣ 曲线分析发现ꎬｍｉＲ￣２７ａ 对 ＩＳＲ 患者具

有一定的临床识别能力 [ ＡＵＣ ＝ ０. ８８４ꎬ ９５％ ＣＩ
(０􀆰 ７６８ꎬ１.００)ꎬＰ<０.０１]ꎮ 这表明 ｍｉＲ￣２７ａ 可能在

ＩＳＲ 患者中具有一定的临床诊断价值ꎮ
ｍｉＲ￣１３０ 家族包括 ｍｉＲ￣１３０ａ 和 ｍｉＲ￣１３０ｂꎬ近年

来研究发现 ｍｉＲ￣１３０ 家族的异常表达与肿瘤密切相

关[１７]ꎮ 但也有研究报道 ｍｉＲ￣１３０ａ 与脂质代谢密切

相关[１８]ꎬｍｉＲ￣１３０ａ 具有抑制胆固醇流出ꎬ促进巨噬

细胞内脂质蓄积和泡沫细胞形成的作用[１９]ꎬｍｉＲ￣
１３０ａ 在外周动脉性疾病的患者中表达明显升

高[２０]ꎮ 但 ｍｉＲ￣１３０ｂ 抑制其靶基因 ＰＰＡＲγ 的作用

可能与肿瘤有关[２１]ꎮ 在本研究中ꎬｍｉＲ￣１３０ａ / ｂ 二

者未显示出在 ＩＳＲ 患者中的诊断价值ꎬ这与其他文

献报道的结果也是相近的ꎮ
虽然本研究的结论与前人研究结果相似ꎬ但是

仍存在诸多不足ꎮ 本研究对靶向 ＰＰＡＲγ 的 ｍｉＲＮＡ
功能分析主要是基于生物信息学的理论推测ꎬ其原

因主要是 ｍｉＲＮＡ 调控网络十分复杂ꎬ难以单纯靠生

物学实验的方法来验证ꎻ由于生物信息学方法本身

的局限性ꎬ无论实验证实还是生物信息学预测的靶

基因ꎬ假阳性 /假阴性率都很高ꎬ这有可能造成后续

研究的偏倚ꎮ 另外ꎬ这是一个单中心研究ꎬ样本量

少ꎬ可能存在病例的选择性偏倚而导致结论不准

确ꎬ这需要通过大规模临床试验来进一步证实ꎬ因
此 ｍｉＲＮＡ 在 ＩＳＲ 中对靶基因的真实调控机制目前

并不明确ꎮ 但本研究仍然为进一步的研究提供了

一定的基础和方向ꎬ相信随着更深入研究的开展ꎬ
ｍｉＲＮＡ 在 ＩＳＲ 中的作用机制会更加明确ꎬ从而使其

在 ＩＳＲ 的早期诊断和基因治疗中发挥应有的作用ꎮ
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