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[摘　 要] 　 目的　 发生在 microRNA 基因前体或成熟序列或靶基因 3′非翻译区结合位点的单核苷酸多态性(SNP)
可能通过影响 microRNA 对靶基因的识别调控过程,参与许多疾病如肿瘤、神经系统疾病、肌肥大、心血管疾病等的

发生发展过程。 本研究采用生物信息学技术分析位于 miR-499a-3p 种子序列第 4 位的 SNP rs386585341 A>G 可能

影响生物学过程及信号通路。 方法　 应用 RNAfold 数据库预测 rs386585341 A>G 是否影响 pre-miR-499a 的二级结

构,分别构建 pre-miR-499a-A 和 pre-miR-499a-G 过表达质粒检测 rs386585341 A>G 是否影响成熟 miR-499a 的表

达,利用基因表达谱芯片和生物信息学分析 rs386585341 A>G 对 miR-499a-3p 功能的影响,取差异基因表达谱和

TargetScan 靶基因交集,分析 rs386585341 不同等位点 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 靶基因差异。 结果 　
rs386585341 A>G 不影响 pre-miR-499a 的二级结构,也不影响成熟 miR-499a-5p 和 miR-499a-3p 的表达水平,但影响

成熟 miR-499a-3p 调控的靶基因网络。 取差异表达基因(DEG)谱行 GO 和 pathway 分析,发现 miR-499a-3p-A 和

miR-499a-3p-G 展示不同的生物学功能,miR-499a-3p-A 的下游基因网络主要富集在免疫调控方面,而 miR-499a-3p-
G 的下游基因网络主要富集在血管新生方面;下调表达基因和 TargetScan 靶基因交集分析得到 4 个 miR-499a-3p-A
直接靶基因(Spry2、Pcnx、Ndufa5 及 Tcf7l2),而未能得到 miR-499a-3p-G 直接靶基因,提示 miR-499a-3p 种子区域第

4 号位由 A 转换成 G 后,调控靶基因方式可能由促进靶基因 mRNA 的降解转换为仅抑制靶基因的蛋白翻译。 结论

rs386585341 A>G 可能通过影响 miR-499a-3p 下游调控网络在免疫和血管新生方面发挥功能。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 Single nucleotide polymorphisms (SNP) occurring in the precursor or mature sequences of mi-
croRNA or in their binding sites on 3′ untranslated region of target genes may participate in the occurrence and development
of many diseases, such as tumor, nervous system diseases, muscle hypertrophy, cardiovascular diseases and so on. 　 In
this study, bioinformatics technology was used to analyze the biological processes and signal pathways that may be affected
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by SNP rs386585341 A>G located at the fourth position of miR-499a-3p seed sequence. 　 　 Methods　 RNAfold database
was used to predict whether rs386585341 A>G would affect the secondary structure of pre-miR-499a. 　 Pre-miR-499a-A
and pre-miR-499a-G overexpression plasmids were constructed respectively to detect whether rs386585341 A>G would
affect the expression of mature miR-499a. 　 Gene expression microarray and bioinformatics were used to analyze the effect
of rs386585341 A>G on the function of miR-499a-3p, then take the intersection of differential gene expression profile and
TargetScan target gene, and analyze the divergence of target genes of miR-499a-3p with different alleles of rs386585341A>G.
Results　 rs386585341 A>G did not affect the secondary structure of pre-miR-499a, nor the expression levels of mature
miR-499a-5p and miR-499a-3p, but affected the target gene network regulated by mature miR-499a-3p. 　 The results of
GO and pathway analysis of differentially expressed genes (DEG) showed that miR-499a-3p-A and miR-499a-3p-G showed
different biological functions. 　 The downstream gene network of miR-499a-3p-A was mainly enriched in immune
regulation, while the downstream gene network of miR-499a-3p-G was mainly enriched in angiogenesis. 　 The 4 target
genes of miR-499a-3p-A including Spry2, Pcnx, Ndufa5 and Tcf7l2, were obtained by intersect analysis of down-regulated
genes and TargetScan target genes, but the direct target genes of miR-499a-3p-G were not obtained. 　 It indicated that after
the miR-499a-3p seed region fourth was converted from A to G by rs386585341, the target gene formula of miR-499a-3p
could be transformed from the degradation of target gene mRNA to the protein translation that only inhibits target genes.
Conclusion　 rs386585341 A>G may play important roles in immune differentiation and angiogenesis by affecting the down-
stream network of miR-499a-3p.

　 　 微小 RNA(microRNA,miRNA)是长度约 20 ~
24 bp 的非编码 RNA,其 5′端第 2 ~ 7 个核苷酸(种
子序列)通过与 mRNA 3′非编码区(3′ untranslated
region,3′UTR)序列完全互补识别靶基因进入 RNA
诱导沉默复合物 (RNA induced silencing complex,
RISC),诱导靶基因 mRNA 降解和 /或翻译抑制,是
细胞内一种重要的在转录后水平调控基因表达的

方式[1]。 miRNA 分布广泛,参与细胞基因组上 30%
编码基因的转录后调控,涉及体内一系列的复杂生

物学过程。 因此,研究 miRNA 的功能及作用机制有

重要意义,已成为生物医学领域中一个重要的研究

方向。
遗传变异包括从单个核苷酸引起的变异到染

色体异常。 随着大规模全基因组扫描技术的发展,
遗传标记单核苷酸多态性(single nucleotide polymor-
phism,SNP)被发现可通过调控基因表达引起个体

在生理、药理和病理上的表现差异,导致个体对疾

病不同的易感性,与许多疾病都存在显著的相关

性[2-3]。 但以往多数研究主要关注的是位于编码基

因序列上的 SNP 与疾病的关系。 近年越来越多的

研究表明,发生在基因 3′UTR 的 SNP 与人类疾病密

切相关,其分子机制在于它位于 miRNA 参与转录后

调控的结合位点[4-5],结合 miRNA 的作用方式,提示

miRNA 基因内的 SNP 和靶基因 mRNA 与 miRNA 结

合位点序列的 SNP 可能通过影响基因的转录后调

控参与人类疾病的发生发展进程。 SNP 可以发生

在 miRNA 基因的任何地方,如编码成熟 miRNA、
pre-miRNA 或 pri-miRNA 基因组的 DNA 序列中[6]。

其中发生在成熟 miRNA 种子区域(第 2 ~ 7 位核苷

酸)的 SNP 可能会导致生成新的 miRNA 或影响

miRNA 与靶基因结合,减弱 miRNA 对靶基因的抑

制效应,使其生物学功能发生改变。 可见,miRNA
碱基序列的完整和精确对 miRNA 的剪切成熟和功

能行使都至关重要。 因此,研究位于 miRNA 序列上

的 SNP 具有重要的潜在生物学意义。
pre-miR-499a 基因序列在哺乳动物中高度保

守,其转录后被剪切形成 miR-499a-5p 和 miR-499a-
3p 发挥功能,miR-499a-5p 已被报道在心肌和肿瘤

中具有抗凋亡作用[7-9],但 miR-499a-3p 的功能尚不

清楚。 有研究发现 miR-499a-3p 水平在不稳定型心

绞痛患者血清中增高[10],但其升高的效应和机制不

详。 rs386585341 是一个位于 hsa-miR-499a-3p 种子

区域第 4 位的 SNP,其是否参与了人类心血管疾病

的发生发展目前尚未有探讨,探索其对 hsa-miR-
499a 剪切和 miR-499a-3p 功能的影响将有助于找到

其潜在关联的疾病,为可能与 rs386585341 相关疾

病的精准医疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

人胚肾 293T 细胞(HEK293 细胞)和大鼠心肌

细胞系(H9c2)购自美国 ATCC 细胞库;成熟 miR-
499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 购自上海吉玛生物科

技有限公司;pSilencer 4. 1-CMV neo 载体购自 In-
vitrogen 公 司; 转 染 试 剂 Lipofectamine2000 购 自
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Thermo Fisher Scientific 公司;荧光定量 PCR 仪购自

瑞士 Roche 公司;cDNA 合成[Hifair􀳏 Ⅲ 1st Strand
cDNA Synthesis Kit( gDNA digester plus)]和荧光定

量试剂(Hifair􀳏 qPCR SYBR􀳏 Green Master Mix)
购于上海翊圣生物科技有限公司。
1. 2 　 hsa-pre-miR-499a rs386585341 位点不同基因

型过表达载体的构建

根据人源 pre-miR-499a 基因的序列及 rs386585341
多态性位点的序列,分别合成携带等位基因 A 和 G
的 pre-miR-499a 及其 5′和 3′侧翼区域(50 bp)的

222 bp DNA 片段,插入到 pSilencer 4. 1-CMV neo 载

体 BamHⅠ和 Hand Ⅲ位点,构建 has-pre-miR-499a
基因 rs386585341 A 和 G 位点的过表达载体,分别

标记为 pS4. 1-pre-miR-499a-A、pS4. 1-pre-miR-499a-
G,测序验证两种过表达载体的序列正确且区别仅

在 SNP 位点。
1. 3　 细胞转染

取对数生长期 HEK293 细胞,以 2×105 个 / 皿接

种至 6 cm 细胞培养皿,置于 37 ℃、5% CO2 的细胞

培养箱培养。 随机将细胞分为对照组、pS4. 1-pre-
miR-499a-A 组、pS4. 1-pre-miR-499a-G 组,当细胞生

长汇合 70% 以上时,按 Lipofectamine2000 说明,分别

转染 3 ng pS4. 1-pre-miR-499a-A、 pS4. 1-pre-miR-
499a-G 质粒,对照组除无质粒外其他操作同步,置
于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱继续培养,8 h 后更

换新的培养基,继续培养 24 h 后收集细胞,Trizol 法
提取 RNA。 取对数生长期 H9c2 细胞,以 3×105 个 / 皿
接种至 6 cm 细胞培养皿,置于 37 ℃、5% CO2 的细

胞培养箱培养。 随机将细胞分为 miRNA-NC 组

(CON 组)、miR-499a-3p-A 组、miR-499a-3p-G 组,当
细胞生长汇合 70% 以上时,按 Lipofectamine2000 说

明,分别转染 40 nmol / L miRNA-NC、miR-499a-3p-
A、miR-499a-3p-G,置于 37℃、5% CO2 的细胞培养

箱继续培养,8 h 后更换新的培养基,继续培养 36 h
后收集细胞,Trizol 法提取 RNA。
1. 4　 实时荧光定量 PCR 检测 miR-499a-5p 和 miR-
499a-3p 表达水平

使用 Trizol 法提取总 RNA 后,按 Hifair􀳏 Ⅲ 1st
Strand cDNA Synthesis Kit(gDNA digester plus)说明

书步骤,先去除 gDNA(在 RNase-free 离心管中加入

3 μL 5 × gDNA digester Mix、1 μg Total RNA,补充

RNase-free ddH2O 至 15 μL,42 ℃处理 2 min),再将

待测 RNA 反转录成 cDNA。 反转录体系:15 μL 上

一步的反应液、2 μL 10 ×Hifair 􀳏 Ⅲ Super Buffer、

1 μL Hifair􀳏 Ⅲ RT Enzyme Mix、1 μL 反转录引物

(50 μmol / L),补充 RNase-free ddH2O 至 20 μL。 反

应程序:25 ℃、5 min,55 ℃、15 min,85 ℃、5 min。
反转录完毕后储存在 - 20 ℃ 冰箱中备用。 以此

cDNA 为模板,用Hifair􀳏 qPCR SYBR􀳏 Green Master
Mix 进行实时荧光定量 PCR。 反应体系:10 μL 2 ×
Hieff􀳏 qPCR SYBR Green Master Mix 5、0. 4 μL For-
ward Primer ( 10 μmol / L)、 0. 4 μL Reverse Primer
(10 μmol / L)、1 μL 模板 cDNA,补充无菌超纯水至

20 μL。 PCR 程序:95 ℃、5 min,95 ℃、10 s,60 ℃、
30 s, 40 个 循 环。 以 U6 为 内 参, 2-ΔΔCt 值 表 示

miRNA 的相对表达水平。 实验重复 3 次。 miR-
499a-5p 反转录引物序列为 5′-GTCGTATCCAGT-
GCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGA
CAAACATC-3′,qPCR 正向引物序列为 5′-CTTGCA
GTGATGTTTGTCG-3′,反向引物序列为 5′-CTGAG-
GTGCTGTGCGTGA-3′;miR-499a-3p 反转录引物序

列 为 5′-GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTGCACTGGATACGACAGCACAG-3′, qPCR 正

向引物序列为 5′-AAGTCTGTGCTGTCGTATCC-3′,反
向引物序列为 5′-CTGAGGTGCTGTGCGTGA-3′;U6
正 向 引 物 序 列 为 5′-GCTTCGGCAGCACATATA
CTAA-3′,反向引物序列为 5′-AACGCTTCACGAATT
TGCGT-3′。
1. 5　 表达谱芯片实验及数据分析

细胞分别转染 miRNA-NC、miR-499a-3p-A、miR-
499a-3p-G 到时间点后,按操作规程提取细胞总

RNA,紫外线分光光度计测定样本 RNA 在 230 nm、
260 nm 和 280 nm 处的吸光度(absorbance,A)值,得
到其 A260 nm/ 280 nm 值、A260 nm/ 230 nm 值,以计算样本浓度

并评估纯度;并使用琼脂糖凝胶电泳检测样本 RNA
的纯度及完整性。 RNA 反转录生成 cDNA,Cy3 标

记 cDNA;基因芯片杂交与洗涤;共聚焦扫描 Phalanx
表达谱芯片结果,原始数据用 Command Console
Software 4. 0 读取,质控合格的数据归一化处理采用

Gene Spring Software 11. 0 以 RMA 法计算。 差异基

因筛选标准为上调或下调倍数变化值≥2. 0 且 P≤
0. 05。 实验由上海卓立生物科技有限公司完成。 各

组之 间 的 差 异 表 达 基 因 ( differentially expressed
genes,DEG) 使用在线数据分析和可视化平台

http: / / www. bioinformatics. com. cn 行 GO 功能和

KEGG 信号通路富集分析。 该平台依据 GO 分析网

站和 DAⅥD 数据库对基因集进行功能富集分析,依
据 KEGG 数据库进行信号通路富集分析,得到基因

集在 GO 类别上的高频率注释及 P <0. 05 的信号
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通路。
1. 6　 miR-499a-3p-A、miR-499a-3p-G 靶基因预测

从 http: / / www. targetscan. org / cgi-bin / targetscan /
data_download. cgi? db = vert_50 下载 TargetScan 软

件,将解压后的文件利用 xftp 传到服务器 xshell 使
用,根据 miR-499a-3p-A、miR-499a-3p-G 不同的种子

区域序列,分别获得其潜在调控的靶基因列表。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件对数据进行分析,数据以

x±s 表示,组间两两比较采用 LSD-t 检验,以 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 rs386585341 A>G 不影响成熟 miR-499a-5p 和
miR-499a-3p 的表达

从 Gene 数据库调取 hsa-pre-miR-499a 的 DNA

序列,使用 RNAfold 预测 rs386585341 A>G 是否影

响 hsa-pre-miR-499a 的二级结构。 如图 1A 所示,
rs386585341 A>G 并不影响 hsa-pre-miR-499a 的二

级结构, has-pre-miR-499a-A 和 has-pre-miR-499a-G
的最低自由能也没有显著差异。 分别构建含

rs140486571>A 或>G 位点的过表达 hsa-pre-miR-499a
的载体 pS4. 1-pre-miR-499a-A 和 pS4. 1-pre-miR-499a-
G,取 3 ng 使用转染试剂 lipofectamine2000 分别转入

汇合度长到 70%的 HEK293T 细胞中,8 h 后更换新

鲜培养基,继续培养 24 h,Trizol 法提取 RNA,经实

时荧光定量 PCR 分别检测 miR-499a-5p 和 miR-
499a-3p 在 对 照 组、 pS4. 1-pre-miR-499a-A 组 和

pS4. 1-pre-miR-499a-G 组的表达水平。 结果显示,
miR-499a-5p 在 pS4. 1-pre-miR-499a-A 组和 pS4. 1-
pre-miR-499a-G 组的表达水平无明显差异, miR-
499a-3p 的表达同样无明显差异(图 1B)。

图 1. rs386585341 不影响 miR-499a 的剪切成熟

Figure 1. rs386585341 did not affect the shear and maturation of miR-499a
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2. 2　 rs386585341 A>G 影响成熟 miR-499a-3p 调控

的下游基因网络

miRNA 主要通过其 5′端第 2 ~ 7 位种子区域序

列识别靶基因,而 rs386585341 A>G 位于miR-499a-3p
编码序列 5′端第 4 位,为验证 rs386585341 A>G 是否

影响 miR-499a-3p 的功能,40 nmol / L 的 miR-499a-3p-
A 和miR-499a-3p-G 分别使用 lipofectamine2000 转入汇

合度长到 70%的 H9c2 细胞中,8 h 后更换新鲜培养

基,继续培养 36 h,Trizol 法提取 RNA,送上海卓立

生物科技有限公司行基因表达谱芯片检测。 结果

显示,rs386585341 A>G 对成熟 miR-499a-3p 的下游

基因表达谱有显著影响(图 2A)。 与对照组 mimic-
NC(CON)相比,miR-499a-3p-A 组有 26 个基因表达

上调, 35 个基因表达下调; miR-499a-3p-G 组有

33 个基因表达上调,134 个基因表达下调。 miR-
499a-3p-G 组与 miR-499a-3p-A 组相比,基因表达谱

同样有显著变化,其中 66 个基因表达上调,125 个

基因表达下调(图 2B 和 2C)。

图 2. 基因表达谱芯片检测 rs386585341 A>G 对 miR-499a-3p 下游调控基因表达的影响

Figure 2. The effect of rs386585341 A>G on the expression of downstream regulatory genes of
miR-499a-3p was detected by gene expression profiling chip

2. 3　 差异表达基因经 GO 功能和 KEGG 信号通路

分析预测 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 的潜在

功能

与对照组相比,miR-499a-3p-A 组差异基因 GO
功能主要富集在对外界刺激反应的积极调节、单核

细胞趋化性的正调控、ERK1 和 ERK2 级联反应通

路、一氧化氮代谢过程的正调控(P<0. 05;图 3A)。
与对照组相比,miR-499a-3p-G 组差异基因 GO 功能

主要富集在血管生成、肽酰酪氨酸磷酸化及血管发

育的正调控等生物学过程和功能上 ( P < 0. 05;
图 3B)。 对差异基因集进行 KEGG 信号通路富集分

析,结果显示,miR-499a-3p-A 组差异基因富集在类

风湿性关节炎、阿米巴病、疟疾、利什曼病、吞噬体、
白细胞经内皮迁移、造血细胞系、金黄色葡萄球菌

感染、FcγR 介导吞噬作用、细胞黏附分子等通路中

(P <0. 05),而 miR-499a-3p-G 组差异基因富集在

RNA 降解、造血细胞系、类风湿性关节炎、阿米巴病

四条通路中(P<0. 05;图 3C 和 3D)。
2. 4　 差异表达基因 GO 功能和 KEGG 信号通路分

析 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 的功能差别

GO 功能富集分析发现,miR-499a-3p-A 组与

miR-499a-3p-G 组差异表达基因主要富集在对病毒

的防御反应、RNA 聚合酶Ⅲ对转录的调控、细胞对

α 干扰素的反应、负离子转运的负调控、蛋白多糖生
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物合成过程等生物学过程和功能上 ( P < 0. 05;
图 4A)。 KEGG 信号通路富集分析发现,miR-499a-
3p-A 组与 miR-499a-3p-G 组差异基因主要富集在糖

胺聚糖生物合成硫酸肝素 /肝素、糖胺聚糖生物合

成硫酸软骨素 /硫酸皮肤素、半乳糖代谢、白细胞经

内皮迁移、大肠癌、丙型肝炎、PPAR 信号通路等方

面(P<0. 05;图 4B)。

图 3. GO 功能和 KEGG 通路富集分析 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 的差异调控基因

Figure 3. GO function and KEGG pathway enrichment analysis of different expressed genes regulated by
miR-499a-3p-A and miR-499a-3p-G
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图 4. GO 功能和 KEGG 信号通路富集分析 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 之间差异调控基因

Figure 4. GO function and KEGG signal pathway enrichment analysis of different regulated genes
between miR-499a-3p-A and miR-499a-3p-G

2. 5 　 下调表达基因与预测靶基因进行交集分析

miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 靶基因

为分析 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 下游

直接靶基因,将 TargetScan 软件 7. 1 本地化,分别输

入 miR-499a-3p-A 和 miR-499a-3p-G 5′端第 2 ~ 7 位

种子区域序列预测靶基因,得到 miR-499a-3p-A 和

miR-499a-3p-G 的潜在靶基因列表。 miRNA 促进靶

基因 mRNA 降解或抑制其翻译,为获得 miR-499a-
3p-A 靶基因,将 miR-499a-3p-A 与对照组相比下调

的基因集、miR-499a-3p-A 与 miR-499a-3p-G 组相比

下调的基因集和 TargetScan 预测得到的 miR-499a-
3p-A 靶基因集三集取交集,结果发现 Spry2( sprouty
RTK signaling antagonist 2 )、 Pcnx1 ( pecanex 1 )、
Ndufa5 ( NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit
A5)和 Tcf7l2(transcription factor 7 like 2)等 4 个基

因。 同样,将 miR-499a-3p-G 与对照组相比下调的

基因集、miR-499a-3p-G 与 miR-499a-3p-A 组相比下

调的基因集和 TargetScan 预测得到的 miR-499a-3p-
G 靶基因集三集取交集,未得到任何基因,这可能是

因为 miR-499a-3p-G 对其靶基因的调控方式并不是

促进 mRNA 降解而是抑制蛋白的翻译。 综上可见,
rs386585341 A>G 基因的转换使 miR-499a-3p 的功

能发生了显著改变(图 5)。

3　 讨　 论

SNP 是由单个核苷酸的变异所引起的一种

DNA 序列多态性,在疾病发生、抗药性或药物过敏

反应中扮演着极其重要的角色,已逐步成为疾病分

子诊断、临床检验、新药研发的重要手段[11-12]。 自

miRNA、lncRNA 等非编码基因的生物学功能在哺乳

动物细胞中被描述以来,位于其序列上的 SNP 功能

研究也逐渐受到重视[13-14],但仍有许多 miRNA 及其
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图 5. 韦恩图示 miR-499a-3p-A(A)和 miR-499a-3p-G(B)下调基因与 Targetscan 预测靶基因交集

Figure 5. Taking an interaction of down-regulated genes (DRG) and predicted target genes (PTG) to
screening out target genes of miR-499a-3p-A (A) and miR-499a-3p-G (B)

序列上 SNP 的潜在功能未被定义。 pre-miR-499a 是

一个在哺乳动物中序列十分保守的非编码基因,其
在细胞内经剪切后可生成 miR-499a-5p 和 miR-
499a-3p 两个成熟的 miRNA。 目前有关 miR-499a-
5p 的生物学功能已有诸多研究,主要报道的是其在

心肌中的抗凋亡作用,但 miR-499a-3p 的生物学功

能尚不完全清楚。 rs386585341 A > G 位于 miR-
499a-3p 种子序列 5′第 4 号位点,其是否会影响

miR-499a-3p 的生物学功能尚不知。 一个 miRNA 的

表达或序列发生变化后,可以通过其直接靶基因引

起下游一系列基因级联网络的变化,使其功能研究

比较复杂,所以通过结合比较基因组学实验结果和

靶基因预测工具,对 miRNA 进行潜在的功能分析,
对确定 miRNA 的研究方向并指导生物实验尤为重

要。 本研究通过分析携带 rs386585341 A>G 不同位

点的 miR-499a-3p 的基因表达谱差异,结合 GO、
KEGG 功能分析及靶基因预测,探索 miR-499a-3p
的生物学功能及 rs386585341 A>G 可能参与调控的

生理病理方向。
miR-499a-5p 在心肌中的抗凋亡功能早年就已

获得广泛的关注,但与其一起产生的 miR-499a-3p
的相关研究还非常少。 本研究在大鼠心肌细胞中

过表达 miR-499a-3p,行基因表达谱芯片检测,GO
功能和 KEGG 通路分析其功能,结果并没有发现

miR-499a-3p 在心肌中的抗凋亡功能,提示 miR-
499a-3p 可能与 miR-499a-5p 有不同的功能。 内皮

细胞和血管平滑肌细胞的增殖和迁移是动脉粥样

硬化的重要过程[15-18]。 最近有研究显示,miR-135b-
5p 和 miR-499a-3p 在动脉粥样硬化患者血清中的水

平升高,两者可通过抑制MEF2C 表达共同促进内皮

细胞和血管平滑肌细胞增殖和迁移,在调节心血管

系统的细胞表型中起着重要作用[19]。 另有研究显

示,在血管内皮细胞过表达 miR-499a-3p 能通过抑

制 ADAM10 的表达进而抑制细胞迁移和增殖并诱

导细胞凋亡[20]。 本研究结果显示,miR-499a-3p-G 调

控的基因主要富集在血管新生和血管发育,同样提示

miR-499a-3p 会在血管生成发育相关细胞中有重要调

控作用;rs386585341 A>G 有可能与血管新生和发育

相关疾病密切相关,为下一步研究 rs386585341 A>G
在疾病中的角色指明了方向,有望为动脉粥样硬化等

血管相关疾病找到新的个性化的诊断和治疗靶点。
miRNA 可能同时调控多个靶基因起作用,单纯

仅依靠软件预测筛选靶基因对 miRNA 功能研究有

很大的局限性。 本研究通过基因表达谱差异基因

结合 TargetScan 软件预测靶基因集,取交集双重保

证了靶基因筛选的可靠性。 本研究发现 miR-499a-
3p-A 的靶基因可能有 Spry2、Pcnx1、Ndufa5 和 Tcf7l2,
其中 Ndufa5 是线粒体氧化磷酸化复合物Ⅰ的核编码

结构亚单位[21],提示 miR-499a-3p-A 可能参与线粒体

氧化磷酸化活力的调控过程;而 rs386585341 A>G 碱

基转化导致 miR-499a-3p-G 不再靶向 miR-499a-3p-
A 的靶基因,使得 miR-499a-3p-G 具备与 miR-499a-
3p-A 不同的生物学功能,基因表达谱的 GO 和

KEGG 分析也印证了这一点。 本研究对进一步研究

miR-499a-3p 及 rs386585341 在心血管疾病发生中

的作用具有指导意义,也为研究 SNP 在人类疾病中

的作用及个性化精准治疗提供了新的思路。
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