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　　［摘要］　目的　筛选并分析烟雾病ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）表达谱，探讨其可能的发病机制。方法　采用基因芯片检测１０
例烟雾病患者和１０例正常对照血清，获得ｍｉＲＮＡ差异表达谱，用ＲＴＰＣＲ进行结果验证。通过目标预测程序ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ进

行预测并得到差异表达的ｍｉＲＮＡｓ。进一步通过基因本体论（ＧＯ）分析与通路分析诠释关键信号通路和可能参与烟雾病发病

机制的ｍｉＲＮＡｓ。结果　根据基因芯片结果，发现有９４个差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，其中上调５０个，下调４４个，若干个重要的
ｍｉＲＮＡ家族亦同时被检测到。ＲＴＰＣＲ验证了ｍｉＲＮＡ１０６ｂ、ｍｉＲＮＡ１３０ａ、ｍｉＲＮＡ１２６、ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ的差异表达，证明基

因芯片筛查可靠。通路分析表明富集程度最高的是ｍＴＯＲ信号通路，具有１６个潜在功能靶点。结论　利用基因芯片初步
筛选出烟雾病患者血清ｍｉＲＮＡ表达谱；生物信息学分析提示ｍＴＯＲ信号通路可能与烟雾病发病相关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（３）：２７７２８１］

　　烟雾病，即ｍｏｙａｍｏｙａ病，是一种以双侧颈内动

脉及其末端大分支进行性狭窄甚至闭塞，颅底出现

异常增生的烟雾样血管为特征的少见脑血管疾

病［１］。烟雾病的发病率在东亚地区最高，发病机制

长期不明［２３］。ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是通过连接

在特定ＲＮＡ的３′端非编码区（３′ＵＴＲｓ）调控基因
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表达的一些非编码短链 ＲＮＡｓ。ＭｉＲＮＡ的表达具

特征性，已被用来诊断疾病并作为预后判断的标记

物［４５］，如 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１５５、ｍｉＲＮＡ１９６ａ及

ｍｉＲＮＡ２１０已被证实与胰腺肿瘤相关，在胰腺癌患

者血浆中的表达水平升高［６］。与基于靶组织的生物

标记物不同，血清ｍｉＲＮＡｓ可以作为一种潜在、独立

的预测系统来诊断不同的疾病。本研究采用 ｍｉＲ

ＮＡ芯片筛选烟雾病患者血清中差异表达的 ｍｉＲ

ＮＡｓ，在通过ｍｉＲＮＡＲＴＰＣＲ验证、确保结果可靠

性的前提下进行生物信息学分析，以筛选与烟雾病

发病相关的信号通路及参与信号调控的ｍｉＲＮＡｓ。

１　材料和方法

１．１　血清制备与 ｍｉＲＮＡ提取　１０例烟雾病患者

以及１０例正常对照组血样分别收集于第二军医大

学长海医院神经外科和健康体检部。烟雾病组中男

５例、女５例，年龄２２～５１岁，平均（３４．４０±１０．２９）

岁；对照组中男６例、女４例，年龄２５～３７岁，平均

（２９．５０±３．３８）岁，两组性别、年龄差异无统计学意

义。所有入选者均为汉族，均签署知情同意书，并通

过医院伦理委员会审查。采用干管采血，每位入选

者取５ｍＬ 静脉血，在３０ｍｉｎ内高速离心分离

（１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，再１３８００×ｇ离心１５ｍｉｎ）

获得血清。１０例烟雾病患者和１０例正常对照的血

清分别混合后进行 ｍｉＲＮＡ 测定。用 ＴＲＩｚｏｌ试剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）使血清变性，然后用

Ｑｉａｇｅｎ ｍｉＲＮｅａｓｙ ＭｉｎｉＫｉｔ （Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，

ＣＡ）进行ＲＮＡ采集和纯化。用同源烟雾组及对照

组血清样本进行ＲＴＰＣＲ的ｍｉＲＮＡ验证。

１．２　ＭｉＲＮＡ基因芯片　采用安捷伦的人８×６０Ｋ
基因芯片对混合血清进行３次独立实验。用安捷伦

２１００生物分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＳａｎｔａＣｌａｒａ，ＵＳＡ）检查

验证总ＲＮＡ的完整性。首先合成ｃＤＮＡ和生物素

偶联的ｃＲＮＡ，然后将它们与芯片阵列杂交。通过

安捷伦Ｇ２５６５ＢＡ基因芯片检测系统和安捷伦特征

抽取软件获取数据结果。以ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ１２．０软件

规范探针强度。差异表达ｍｉＲＮＡｓ的标准为差异倍

数大于２倍。

１．３　实时 ＲＴＰＣＲ验证　用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ和ｓｙｎ

ｔｈｅｔｉｃＣ实时ＰＣＲ定量分析目标 ｍｉＲＮＡｓ。Ｅｌｅｇａｎｓ

ｍｉＲＮＡ（ｃｅｌｍｉＲＮＡ３９）用于加入标准对照［７］。首先，

来自血清的较小ＲＮＡ通过使用 ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡＲＴＫｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）生成ｃＤＮＡ。然后，使用ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００Ａ

ＰＣＲ仪进行实时ＰＣＲ检测。ＰＣＲ扩增反应的正向引

物分别为（５′端 到３′端）ｍｉＲＮＡ１０６ｂ：ＧＣＣＣＴＡ

ＡＡＧＴＧＣＴＧＡＣＡＧＴＧＣＡＧＡＴ；ｍｉＲＮＡ１４０３ｐ：

ＣＣＴＡＣＣＡＣＡＧＧＧＴＡＧ ＡＡＣＣＡＣＧＧ；ｍｉＲＮＡ

１３０ａ：ＣＡＧＣＡＧＴＧＣＡＡＴ ＧＴＴＡＡＡＡＧＧＧＣＡ

Ｔ；ｍｉＲＮＡ１２６：ＧＣＣ ＴＣＧ ＴＡＣ ＣＧＴ ＧＡＧ ＴＡＡ

ＴＡＡ ＴＧＣ Ｇ；ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ：ＡＣＡ ＧＧＴ ＧＡＧ

ＧＴＴＣＴＴＧＧＧＡＧＣＣ。通用反向引物由 ｍｉＳｃｒｉｐｔ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）提供。

１．４　生物信息学分析　通过靶标预测程序 （Ｔａｒ

ｇｅｔＳｃａｎ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）得到的计算
机辅助算法预测差异表达的ｍｉＲＮＡ靶标。为筛选差

异表达的ｍｉＲＮＡ的潜在功能性靶标，本研究定义了

靶基因应为不少于１２个差异表达的ｍｉＲＮＡｓ参与调

控的基因。潜在的功能靶基因列表设定为测试资料

组作富集分析。通过使用注释、可视化和整合探索工

具（ＤＡＶＩＤ，ｈｔｔｐ：／／ｄａｖｉｄ．ａｂｃｃ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）作功能

性诠释（Ｐ＜０．０５），完成基因本体论（ＧＯ）和通路分

析（ｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓ）工具功能注释。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件（ＳＰＳＳ，

Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ）进行χ
２检验及Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。所有

实验结果均用珚ｘ±ｓ表示。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　烟雾病患者的一般资料及血生化指标　烟雾

病组的一般临床资料见表１，烟雾病组和对照组的临

床血生化实验室诊断指标检验结果见表２。

表１　１０例烟雾病患者临床资料

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｏｆ１０ＭＭＤｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｎｏ． Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ＩｎｉｔｉａｌＣＴｏｒ
ＭＲｉｍａｇｅｆｉｎｄｉｎｇｓ

Ｓｕｚｕｋｉｓｔａｇｅ
Ｒｉｇｈｔ Ｌｅｆｔ

１ ＩＶＨ Ｒｉｇｈｔｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｒｅｇｉｏｎ ５ ４
２ Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ Ｌｅｆｔｆｒｏｎｔａｌｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ ３ ２
３ ＴＩＡ Ｌａｃｕｎａｅ ３ ３
４ ＴＩＡ Ｎｏｒｍａｌ ３ ２
５ ＴＩＡ Ｎｏｒｍａｌ ２ ３
６ ＴＩＡ Ｌａｃｕｎａｅ ３ ４
７ Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ Ｒｉｇｈｔｔｅｍｐｅｒａｌｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ ４ ４
８ ＴＩＡ Ｎｏｒｍａｌ ３ ２
９ ＩＶＨ Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ ４ ３
１０ ＴＩＡ Ｌａｃｕｎａｅ １ ２

　 ＭＭＤ： Ｍｏｙａｍｏｙａ ｄｉｓｅａｓｅ；ＣＴ：Ｃｏｍｐｕｔｅｒｉｚｅｄｔｏｍｏ

ｇｒａｐｈｙ；ＭＲ：Ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ；ＩＶＨ：Ｉｎｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ＴＩＡ：Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｉｓｃｈｅｍｉｃａｔｔａｃｋ

　　经统计学分析，烟雾病患者的总胆红素和总胆
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固醇及低密度脂蛋白水平较对照组高，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），但均在正常范围内。

表２　烟雾病组及对照组血生化指标检验结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｌｏｏｄｇａｓａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＭＭＤｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ ＭＭＤ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｐ

ＷＢＣ（×１０９，Ｌ－１） ７．７３±２．１４ ７．０１±１．８３ ０．４２２
ＲＢＣ（×１０１２，Ｌ－１） ４．２２±０．４４ ４．５０±０．７４ ０．３２９
ＧＬＵｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５．２５±０．６５ ４．９１±０．８５ ０．３３２
Ｋ＋ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４．０６±０．１９ ４．４１±０．８３ ０．２１２
Ｎａ＋ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１４２．００±２．９１ １４１．３０±３．９６ ０．６５７
ＡＬＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ２８．１０±３０．１１ １５．４２±１２．４７ ０．２３３
ＡＳＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） １３．２５±１８．５６ １７．６１±９．６８ ０．４４６
ＴＢｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０．２５±３．７５ ６．１０±３．４７ ０．０１９
ＤＢｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ３．８０±１．６７ ２．９２±１．３７ ０．２０５
ＴＣｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４．２７±０．３６ ３．２０±０．７８ ０．００１
ＴＧｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．８２±０．３１ ０．９６±０．０７ ０．０８７
ＨＤＬｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １．０５±０．２１ １．０３±０．０９ ０．７９７
ＬＤＬｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２．５４±０．３４ ２．０８±０．５５ ０．０３８

　ＭＭＤ：Ｍｏｙａｍｏｙａｄｉｓｅａｓｅ；ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＲＢＣ：

Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＧＬＵ：Ｇｌｕｃｏｓｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；

ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅｔｒａｎｓａｒｎｉｎａｓｅ；ＴＢ：Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＤＢ：Ｄｉｒｅｃｔ

ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；ＨＤＬ：

Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＬＤＬ：Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　烟雾病患者血清ｍｉＲＮＡ异常表达　为了研究

ｍｉＲＮＡｓ在烟雾病中的作用机制，通过基因芯片测

定了两份混合血清样本中ｍｉＲＮＡ表达谱，以差异倍

数大于２倍为标准，结果发现９４种差异表达的ｍｉＲ

ＮＡｓ。其中５０个 ｍｉＲＮＡｓ上调（表３），４４个下调

（表４）。与此同时，若干在肿瘤发生发展过程中密切

相关的ｍｉＲＮＡ家族和种群亦在 ＭＭＤ患者中检测

到，如 Ｌｅｔ７族群（ｌｅｔ７ａ，ｌｅｔ７ｂ，ｌｅｔ７ｃ，ｌｅｔ７ｇ，ｌｅｔ

７ｉ）、ｍｉＲＮＡ１７族群以及ｍｉＲＮＡ１５／１６族群。

２．３　ＲＴＰＣＲ 验证血清 ｍｉＲＮＡ１０６ｂ、ｍｉＲＮＡ

１３０ａ、ｍｉＲＮＡ１２６、ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ 表 达 　 通 过

Ｐｕｂｍｅｄ数据库信息检索，并结合差异倍数较大的原

则锁定５个血管生成相关的ｍｉＲＮＡｓ，包括ｍｉＲＮＡ

１０６ｂ［８］、ｍｉＲＮＡ１４０３ｐ［９］、ｍｉＲＮＡ１３０ａ［１０］、ｍｉＲ

ＮＡ１２６［１１］、ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ［１２］，在独立的１０份烟

雾病样本和１０例对照组样本进行血清 ｍｉＲＮＡｓ的

定量ＲＴＰＣＲ检测。如图１所示，烟雾病患者血清

中 ｍｉＲＮＡ１０６ｂ、ｍｉＲＮＡ１３０ａ、ｍｉＲＮＡ１２６ 上 调

（Ｐ＜０．０５），而 ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ下调（Ｐ＜０．０５）。目

标ｍｉＲＮＡｓ的 ＲＴＰＣＲ验证率高（４／５），验证结果

表明血清ｍｉＲＮＡ表达谱结果较为可靠。

表３　烟雾病患者血清中表达上调的ｍｉＲＮＡｓ

Ｔａｂ３　ＵｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｉＲＮＡｓｉｎｍｏｙａｍｏｙａｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ

ＭｉＲＮＡ Ｆｏｌｄ ＭｉＲＮＡ Ｆｏｌｄ

ＭｉＲＮＡ１０６ｂ ２４７．８ ＭｉＲＮＡ１５１３ｐ ３２．３
ＭｉＲＮＡ１４０３ｐ １４５．７ ＭｉＲＮＡ３６１５ｐ ３２．３
ＭｉＲＮＡ３２０ｄ １４１．３ ＭｉＲＮＡ１２７４ｂ ２９．６
ＭｉＲＮＡ２９ｃ １３８．１ ＭｉＲＮＡ１４６ａ ２８．７
ＭｉＲＮＡ１２６ １３８．０ ＭｉＲＮＡ１０３ ２８．５
ＭｉＲＮＡ１４２３ｐ １３０．７ ＭｉＲＮＡ１０１ ２８．５
Ｌｅｔ７ｉ １２１．２ ＭｉＲＮＡ２９ａ ２６．７
ＭｉＲＮＡ３２０ｅ １１４．３ ＭｉＲＮＡ１４５ ２６．６
ＭｉＲＮＡ１２２ １０１．１ ＭｉＲＮＡ８７７ １９．４
ＭｉＲＮＡ１３０ａ ９８．５ ＭｉＲＮＡ１４４ １６．９
ＭｉＲＮＡ１９ａ ９７．４ ＭｉＲＮＡ１９１ １３．３
ＭｉＲＮＡ１０７ ６９．４ ＭｉＲＮＡ１９ｂ １１．９
ＭｉＲＮＡ１２９０ ６７．０ ＭｉＲＮＡ４５１ ９．３
ＭｉＲＮＡ１５ｂ ６１．１ ＭｉＲＮＡ１６ ７．２
ＭｉＲＮＡ３０ａ ５８．０ ＭｉＲＮＡ３２０ｂ ５．０
ＭｉＲＮＡ１１８３ ５５．９ ＭｉＲＮＡ２５ ４．６
ＭｉＲＮＡ１５ａ ４６．６ ＭｉＲＮＡ２２ ４．５
ＭｉＲＮＡ１８５ ４１．０ ＭｉＲＮＡ２１ ３．５
ＭｉＲＮＡ３３８３ｐ ４１．０ Ｌｅｔ７ｂ ３．４
Ｌｅｔ７ｃ ４０．３ ＭｉＲＮＡ７２０ ３．２
ＭｉＲＮＡ４２８６ ３９．１ ＭｉＲＮＡ２６ａ ２．９
Ｌｅｔ７ｇ ３７．９ ＭｉＲＮＡ２３ａ ２．７
ＭｉＲＮＡ４８３３ｐ ３６．３ ＭｉＲＮＡ９２ａ ２．５
Ｌｅｔ７ａ ３４．１ ＭｉＲＮＡ４８６５ｐ ２．５
ＭｉＲＮＡ２０ａ ３３．８ ＭｉＲＮＡ３０ｅ ２．２

表４　烟雾病患者血清中表达下调的ｍｉＲＮＡｓ

Ｔａｂ４　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｉＲＮＡｓｉｎｍｏｙａｍｏｙａｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ

ＭｉＲＮＡ Ｆｏｌｄ ＭｉＲＮＡ Ｆｏｌｄ

ＭｉＲＮＡ３６４８ －２０７ ＭｉＲＮＡ２２７８ －３０．９
ＭｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ －１３３ ＭｉＲＮＡ３６５２ －２７．８
ＭｉＲＮＡ４２９９ －１２４ ＭｉＲＮＡ３６４６ －２６．８
ＭｉＲＮＡ１２２４５ｐ －９７．８ ＭｉＲＮＡ１３０５ －２４．７
ＭｉＲＮＡ３６９２ －８１．６ ＭｉＲＮＡ５９５ －１９．０
ＭｉＲＮＡ３２ －８１．５ ＭｉＲＮＡ３０ｃ１ －１６．７
ＭｉＲＮＡ３１９８ －７６．９ ＭｉＲＮＡ７６９３ｐ －１５．２
ＭｉＲＮＡ３１５６ －７５．６ ＭｉＲＮＡ３７１５ｐ －５．２
ＭｉＲＮＡ１４６９ －７２．６ ＭｉＲＮＡ４２５７ －３．９
ＭｉＲＮＡ１１８２ －７１．９ ＭｉＲＮＡ３１９５ －３．５
ＭｉＲＮＡ５５７ －６７．６ ＭｉＲＮＡ７６５ －３．０
ＭｉＲＮＡ１２２６ －５９．８ ＭｉＲＮＡ３２０２ －２．８
ＭｉＲＮＡ６０１ －５９．５ ＭｉＲＮＡ５７５ －２．８
ＭｉＲＮＡ３１４９ －５９．３ ＭｉＲＮＡ３６７９５ｐ －２．８
ＭｉＲＮＡ４３１３ －５７．８ ＭｉＲＮＡ１４７１ －２．４
ＭｉＲＮＡ３９４５ －５３．６ ＭｉＲＮＡ４２７１ －２．４
ＭｉＲＮＡ２０２ －５２．６ ＭｉＲＮＡ４２３５ｐ －２．３
ＭｉＲＮＡ３１８０５ｐ －５１．１ ＭｉＲＮＡ４８３５ｐ －２．２
ＭｉＲＮＡ５１４ｂ５ｐ －４８．３ ＭｉＲＮＡ３１８８ －２．２
ＭｉＲＮＡ１８７ －４７．１ ＭｉＲＮＡ５７４５ｐ －２．１
ＭｉＲＮＡ３６０５５ｐ －４２．４ ＭｉＲＮＡ４２９８ －２．１
ＭｉＲＮＡ７１１ －３５．１ ＭｉＲＮＡ１９７ －２．０
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２．４　差异表达ｍｉＲＮＡ的潜在功能性靶基因　由于

ｍｉＲＮＡｓ通过调控靶基因发挥作用，下一步就是确

定异常表达ｍｉＲＮＡｓ的潜在功能性靶基因。通过搜

寻目标预测系统以及界定潜在功能靶点，筛选出

１９８９个可能参与烟雾病发病机制的潜在功能靶点。

通过ＧＯ分析生物学过程后揭示了这些差异表达的

血清ｍｉＲＮＡｓ在代谢、转录和信号转导中富集。排

名前十的生物学过程见表５。

图１　ＲＴＰＣＲ验证差异表达的ｍｉＲＮＡｓ

Ｆｉｇ１　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉＲＮＡｓｂｙＲＴＰＣＲ

ＭＭＤ：Ｍｏｙａｍｏｙａｄｉｓｅａｓｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

表５　１９８９个潜在功能靶点中排名前十的生物学过程

Ｔａｂ５　Ｔｏｐ１０ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

ｆｏｒ１９８９ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｔａｒｇｅｔｓ

Ｔｅｒｍ Ｃｏｕｎｔ Ｐｖａｌｕｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ １１６ １．００Ｅ－０８
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ １５０ １．９７Ｅ－０７
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ １５０ １．９７Ｅ－０７
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３３８ ４．４９Ｅ－０７
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ １２５ １．１９Ｅ－０６
Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ ６５ １．２５Ｅ－０６

　ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ２７８ １．６１Ｅ－０６
Ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｃａｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ １１２ ７．９５Ｅ－０６
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｐｅｐｔｉｄｅｈｏｒｍｏｎｅｓｔｉｍｕｌｕｓ ３５ １．１８Ｅ－０５
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎｓｕｌｉｎｓｔｉｍｕｌｕｓ ２６ １．８１Ｅ－０５

２．５　潜在功能靶点中浓度富集通路　通路分析提

示１８个不同的信号转导通路与靶基因相对应（表

６）。富集程度最大的是 ｍＴＯＲ信号转导通路，具有

１６种潜在功能靶点。血清中的多种间质蛋白酶、细

胞因子和血管新生因子与烟雾病的发病机制有关，

包括基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、单核细胞趋化蛋

白１（ＭＣＰ１）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血小板

源性生长因子（ＰＤＧＦ）等［１３］。这些细胞因子可以被

丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号和 ＶＥＧＦ信号

调控，而这两者又与ｍＴＯＲ信号通路有密切关联。

表６　１９８９个潜在功能靶点中浓度富集的通路

Ｔａｂ６　Ｅｎｒｉｃｈｅｄｐａｔｈｗａｙｓ

ｆｏｒ１９８９ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｔａｒｇｅｔｓ

Ｔｅｒｍ Ｃｏｕｎｔ Ｐｖａｌｕｅ

ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １６ ８．０５Ｅ－０５
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ２８ ２．４７Ｅ－０４
Ａｄｈｅｒｅｎｓｊｕｎｃｔｉｏｎ １９ ３．１４Ｅ－０４
Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ ３３ ７．２６Ｅ－０４
Ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ ３５ ８．３５Ｅ－０４
Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２２ ０．００１４１９
Ｏｏｃｙｔｅｍｅｉｏｓｉｓ ２１ ０．００４１５８
Ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｏｄｉｕｍｒｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ １１ ０．００４８６８
Ａｘｏｎｇｕｉｄａｎｃｅ ２３ ０．００６０５１
Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ １７ ０．００７８８５
ＥｒｂＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １７ ０．００８８２２
Ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎ １７ ０．０１０９６２
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ３２ ０．０１５６３
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ ７ ０．０１５８８６
ＴＧＦβｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １６ ０．０１９４８３
Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２０ ０．０２９８６９
Ｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ １３ ０．０３２５２７
Ｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２１ ０．０３６２１９

３　讨　论

　　大量的数据表明，血清 ｍｉＲＮＡｓ可以作为多种

疾病的生物学标记检测指标［４５］。然而，目前为止尚

无针对血清ｍｉＲＮＡｓ与烟雾病的相关报道。本研究

首次将全基因组芯片技术应用于烟雾病患者血清中

ｍｉＲＮＡｓ的检测，结果发现９４个差异表达的 ｍｉＲ

ＮＡｓ，其中 ｍｉＲＮＡ１０６ｂ、ｍｉＲＮＡ１３０ａ、ｍｉＲＮＡ１２６
和ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ尤为值得关注。近年来有报道

表明，人类循环血中ｍｉＲＮＡ１２６可作为急性心肌梗

死（ＡＭＩ）的潜在重要标记物［７］。与健康对照组相

比，ＡＭＩ患者发病初期血浆 ｍｉＲＮＡ１２６下调与心

肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）水平的升高密切相关［７］。更值

得关注的是 ｍｉＲＮＡ１２５ａ，因为无论是体外还是在

体研究，均证明原发性肝癌中 ｍｉＲＮＡ１２５ａ的上调

可以显著地抑制血管内皮生长因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）和

基质金属蛋白酶１１（ＭＭＰ１１）的表达［１４］。因此，本

研究发现的这些异常表达的ｍｉＲＮＡｓ值得后续进一

步研究。

　　烟雾病血清ｍｉＲＮＡｓ的具体调控机制及功能目

前尚不明确。Ｓｋｏｇ等［１５］报道 ｍｉＲＮＡｓ被运输到微

泡中，并致使受体细胞基因沉默，微泡中的成胶质细

胞瘤衍生的ＲＮＡ具有一定的功能性，可被吸收入脑
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微血管内皮细胞（ＨＢＭＶＥＣ）并发挥作用。同样，烟

雾病患者血清中异常表达的ｍｉＲＮＡｓ也可能通过血

管内皮细胞调节与烟雾病相关的重要基因。

　　目前暂无烟雾病信号转导通路相关研究。本研

究通过生物信息学分析，发现若干可能与烟雾病相

关的信号转导通路，其中 ｍＴＯＲ信号通路尤其值得

关注。已知 ｍＴＯＲ信号通路通过多种途径发挥重

要作用，包括血管生成、细胞迁移和血管新生与再

生，ｍＴＯＲ信号通路失活也会抑制内皮再生和血管

新生。因此，ｍＴＯＲ信号通路在烟雾病中的角色值

得深入研究。

　　综上所述，本研究表明烟雾病患者血清中 ｍｉＲ

ＮＡｓ有明显差异表达，其中 ｍｉＲＮＡ１０６ｂ、ｍｉＲＮＡ

１３０ａ、ｍｉＲＮＡ１２６及 ｍｉＲＮＡ１２５ａ３ｐ值得关注；通

过生物信息学分析寻找出若干可能与烟雾病相关的

信号转导通路，其中ｍＴＯＲ信号通路值得关注。
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