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　　摘　要：　目的　应用ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱芯片技术，选取临床明确诊断的变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）及
变应性鼻炎罹患哮喘（ａｓｔｈｍａ，ＡＳ）患者相应血浆，分析变应性鼻炎患者罹患哮喘后血浆ｍｉｃｒｏＲＮＡ的差异性表达。
方法　选取ＡＲ及ＡＲ＋ＡＳ各３例，使用ｍｉＲＣＵＲＹＬＮＡＴＭ芯片，筛选出两组患者血浆中差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ并
进行聚类分析；最后通过生物信息学分析预测其靶基因。结果　与ＡＲ组相比较，ＡＲ＋ＡＳ组差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ
共有９个，其中表达下调的有４个，表达上调的有５个。靶基因预测显示，以黏附连接、Ｗｎｔ和ＭＡＰＫ信号传导通路靶
基因的差异表达最为显著。结论　通过ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片发现的相关差异性表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，有可能成为ＡＲ患者罹
患ＡＳ的易感性生物标志物及临床可能的治疗靶点，但是尚需要进一步靶基因验证及功能学分析。
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　　２１世纪以来，全球约四分之一的人群患有变应
性疾病，其中变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）就影
响到了全世界的１０％～２５％人口［１］。ＡＲ被认为是

哮喘（ａｓｔｈｍａ，ＡＳ）发生的独立危险因素、发展的重
要中间环节。因此，就 ＡＳ的防治管理而言，ＡＲ与
ＡＳ间的关联研究具有重要意义。研究发现 Ｔｈ２关
联的特异性ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ２１）能够调节 Ｔｈ０细胞
向Ｔｈ２细胞转化［２］，而ＡＲ和ＡＳ均为局部组织Ｔｈ２
类趋化因子及其受体为主的应答。因此 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
在变应性呼吸道炎症性疾病中的作用引起了人们的
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极大兴趣。作为前期的探讨性研究，我们小样本检

测了血浆ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱在ＡＲ患者罹患ＡＳ的改
变，为进一步大样本量观察研究提供证据。

１　材料与方法

１．１　临床资料
研究对象包括患有 ＡＲ的对照组（ＡＲ组）和新

发ＡＳ的ＡＲ患者组成的实验组（ＡＲ＋ＡＳ组），每组
各３例患者。６例患者中，男、女各３例。ＡＲ组男
２例，女１例；年龄２２～４８岁。ＡＲ＋ＡＳ组，男１例，
女２例；年龄 ２０～４０岁。ＡＲ的诊断遵循 ＡＲＩＡ
（２００８年）［３］，应包括典型的过敏症状病史（鼻漏、
喷嚏、鼻塞、鼻痒）并皮肤点刺试验阳性。ＡＳ的诊断
参照ＡＲＩＡ（２００８年），符合２００８年中华医学会呼吸
病学会制定的支气管哮喘防治指南诊断标准［４］：

①反复发作咳嗽、喘息、胸闷、气急；②发作时双肺有
弥漫性或散在的哮鸣音，呼气相延长；③支气管运动
试验或激发试验阳性，支气管舒张试验阳性；④经治
疗上述症状可缓解或自行缓解。

两组研究对象除了目标疾患外，应排除伴

ＣＯＰＤ、间质性肺炎等明确的其他类型慢性呼吸系统
疾病病史；合并其他系统（如心血管、代谢、免疫、神

经、泌尿及血液等）严重疾患并影响本研究正常进行；

有鼻肿瘤、鼻外伤史、鼻中隔明显偏曲、已经确诊的鼻

窦炎；有急慢性上或下呼吸道感染者；体温超过３７．５℃
或血象异常（白细胞计数＞１０×１０９／Ｌ或＜４×１０９／Ｌ）。
１．２　样本采集

静脉血 ５ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝，２～７℃静置 １０～
３０ｍｉｎ，２０００～４０００ｒｐｍ低温离心３～１０ｍｉｎ，血浆
取出，－７０℃冷冻保存备用。
１．３　血浆ｍｉｃｒＲＮＡ表达谱分析

采用第 ７代 ＥｘｉｑｏｎｍｉＲＣＵＲＹＬＮＡＴＭ芯片
（Ｖ１１．０），该芯片包含有３１００个ｍｉｃｒｏＲＮＡ探针，涵
盖了ｍｉＲＢａｓｅ１８．０中所有的人类、小鼠和大鼠的ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡｓ及所有相关的病毒 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，并且包含有
ｍｉＲＢａｓｅ没有的２５个ｍｉＲＰｌｕｓＴＭ人类ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ探针。
１．３．１　ＲＮＡ的提取　２００μｌ血浆 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，紫外吸收测定法检测总 ＲＮＡ，以 Ａ２６０／Ａ２８０
在１．８～２．１的标本进行逆转录。
１．３．２　ｍｉｃｒｏＲＮＡ标记与芯片杂交　采用 ｍｉＲＣＵ
ＲＹＴＭＡｒｒａｙＰｏｗｅｒ标记试剂盒（Ｅｘｉｑｏｎ），按说明将
盒内试剂与样本 ＲＮＡ混合均匀、孵育，反应充分后
加入标记缓冲液、标记酶和荧光标记物（Ｈｙ３ＴＭ），再

行孵育后，加入杂交缓冲液及核酸酶释放缓冲液。

将载玻片和芯片按说明组合后放入热压缩袋，使加

热收缩后注入备好的杂交液，旋转孵育过夜。次日

以配套缓冲液冲洗后进行芯片扫描。

１．３．３　ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片扫描与分析　采用ＡｘｏｎＧｅ
ｎｅＰｉｘ４０００Ｂ芯片扫描仪获取芯片的荧光强度，使用
ＧｅｎｅＰｉｘｐｒｏＶ６．０生物芯片扫描分析仪进行数据分
析及统计处理，数据差异显著性分析采用 Ｖｏｌｃａｎｏ
Ｐｌｏｔｆｉｌｔｅｒｉｎｇ和 ＰＡＭ（ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｉｃｒｏａｒ
ｒａｙｓ）结合完成；再采用ＭＥＶ（Ｖ４．６，Ｔｉｇｅｒ）对筛选出
的ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行聚类分析。根据表达水平定义高
表达和低表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，筛选出在 ＡＲ组和 ＡＲ
＋ＡＳ组血浆中差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）。
１．３．４　靶基因预测及基因功能分析　采用 ｍｉｒ
ｂａｓｅ，ｍｉｒａｎｄａ和ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ３个数据库的预测信息，
取３个数据库重叠部分作为预测的靶基因，进行通
路分析和初步基因功能分类（基因功能分析网站：

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ）。

２　结果

２．１　ＭｉｃｒｏＲＮＡ在ＡＲ与ＡＲ＋ＡＳ中的差异表达
荧光强度数据标准化后，将 ＡＲ组和 ＡＲ＋ＡＳ

组数据相比，计算出各 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的差异倍数，筛选
出上调与下调的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ。差异倍数 ＞２视为明
显上调，差异倍数＜０．５为明显下调，结果见图１和
表１。ＡＲ＋ＡＳ组较ＡＲ组，经ｔ检验（Ｐ＜０．０５）后，
结果显示４个ｍｉｃｒｏＲＮＡ下调，５个ｍｉｃｒｏＲＮＡ上调。
２．２　靶基因预测

分析在不同预测网站上均出现的靶基因，缩小

靶基因范围。经分析，ｈｓａｌｅｔ７ｃ的靶基因有１０１个，
ｈｓａｍｉＲ２００ｂ３ｐ有１９４个，其他 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ均不能
同时出现在所有３个预测网站。

经富集后获得有显著意义的信号传导通路分别

见图２。其中可以看出，黏合连接、Ｗｎｔ和ＭＡＰＫ信
号传导通路与ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ明显相关，提示黏合连接、
Ｗｎｔ和ＭＡＰＫ信号传导通路在 ＡＲ发展到 ＡＳ过程
中起到了重要的作用。

３　讨论

变应性鼻炎（ＡＲ）是耳鼻咽喉常见的变应性疾
病，其发病受遗传和环境的双重影响［５６］，是一种复

杂的多基因遗传性疾病，且发病率呈逐年上升的趋

·７１·
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表１　ＡＲ＋ＡＳ组较ＡＲ组差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ Ｆｏｌｄ Ｐ
ｈｓａｍｉＲ２００ｂ３ｐ ０．４８ ０．００６
ｈｓａｍｉＲ４７８２３ｐ ０．２５ ０．０３０
ｈｓａｌｅｔ７ｃ ０．４１ ０．００４
ｈｓａｍｉＲ３６１２ ０．３３ ０．００７
ｈｓａｍｉＲ３３５３ｐ ２．１５ ０．０２７
ｈｓａｍｉＲ３０２ａ３ｐ ４．１３ ０．０１３
ｈｓａｍｉＲ３６７３ ３．５６ ０．０４８
ｈｓａｍｉＲ５４８ａｎ ２．１１ ０．０５０
ｈｓａｍｉＲ２０５３ｐ ２．０９ ０．００８
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图１　ＡＲ＋ＡＳ组较ＡＲ组差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ聚类分析
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图２　信号传导通路预测　Ａ：上调ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶基因的可能信号传导通路；Ｂ：下调ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶基因的可能信号传导通路

势，已成为严重危害全球健康的问题之一。国内学

者采用ＡＲＩＡ指南推荐的ＡＲ诊断标准在全国１１个
城市进行调查，发现我国各城市的 ＡＲ患病率在
１０％～２４％［７］。ＡＲ虽不危及生命，但显著影响患
者的生活质量。同时，ＡＲ与 ＡＳ一起构成了世界上
影响儿童的两大疾病。调查显示，４０％的 ＡＲ患者
能够发展成为 ＡＳ，同时，８０％的 ＡＳ患者同时患有
ＡＲ［３］。“Ｏｎｅａｉｒｗａｙ，ｏｎｅｄｉｓｅａｓｅ”［８］，ＡＲ被认为是
ＡＳ的发病独立危险因素、发展的重要环节。

ＡＲ和ＡＳ属Ｉ型变态反应性疾病。当特应型个
体吸入变应原后，抗原递呈细胞对变应原摄取及加

工处理递呈给初始ＣＤ４＋Ｔ细胞，初始ＣＤ４＋Ｔ细胞
在ＩＬ４等的刺激下分化为 Ｔｈ２细胞，Ｔｈ２细胞分泌
细胞因子（如 ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＬ１３等）、刺激 Ｂ淋巴细
胞活化，合成特异性ＩｇＥ并释放，与肥大细胞和嗜碱
性粒细胞等表面的 ＩｇＥ受体结合，使气道黏膜处于
致敏状态。当相同的变应原再次进入体内时，与

ＩｇＥ结合，使细胞释放以组胺为主的多种活性介质，
导致包括Ｔｈ２细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱
性粒细胞等炎症细胞的浸润，加重局部病变。细胞

释放的生物胺、前列腺素和白三烯等物质，刺激感觉

神经末梢，同时兴奋胆碱能神经使腺体分泌增加，并

可引起毛细血管扩张、通透性增加、血浆渗出，继而

引起 ＡＲ和 ＡＳ的临床症状。总之，ＡＲ和 ＡＳ是大
量炎性细胞、细胞因子及酶类等协同作用于鼻和气

管黏膜产生的。当前研究主要集中 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫
失衡、Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１３细胞等炎症细胞及细胞因子
上，对于基因表达调控方面的研究少有涉及，难以从

遗传学角度阐述ＡＲ继发ＡＳ复杂的发病机制，需要
用新的视角来探讨气道炎性疾病的发生及发展。

ＲＮＡ测序技术的快速发展使我们对于包括非
编码ＲＮＡ在内的转录组有了快速广泛的认识。Ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ作为一类由约１９～２５个核苷酸组成单链非
编码ＲＮＡ分子，通过结合靶 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ阻止蛋
白质翻译或引起ｍＲＮＡ降解，从而能影响诸如细胞
增殖、分化、凋亡、应激和免疫应答等生命进程多个

环节［９１０］。异常 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达已被证明与多种疾
病的发生发展相关联［１１１２］，是具有潜在价值的诊断

和预后的标志物［１３１５］。鉴于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类非常
特殊的能够调节转录组的分子，单一的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
能够同时作用于上百个基因，能够介导基因 －环境
相互作用下的表观遗传学机制，ｍｉｃｒｏＲＮＡ很有可能
在ＡＲ患者罹患ＡＳ中发挥着关键的但是目前尚未
探讨的作用［１６］。更为重要的是，研究发现Ｔｈ２关联
的特异性ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ２１）能够调节 Ｔｈ０细胞向
Ｔｈ２转化［２］，而ＡＲ和ＡＳ均为局部组织Ｔｈ２类趋化
因子及其受体为主的应答，因此 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在变应
性呼吸道炎症性疾病中的作用引起了人们的极大兴

趣。我们对 ＡＲ和 ＡＲ＋ＡＳ患者血浆 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表
达谱的初步筛查发现了 ＡＲ＋ＡＳ组患者共有９个
·８１·
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ｍｉｃｒｏＲＮＡ差异表达，其中５个表达上调、４个表达
下调。所有这些差异表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ均未在 ＡＲ
或ＡＳ关联文献中被报道。对这些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行
通路分析发现，以黏附连接、Ｗｎｔ和 丝裂原激活的
蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）
信号传导通路靶基因的差异表达最为显著。

黏附连接作为血管内皮细胞间重要的连接之

一，与内皮细胞共同构成屏障，阻止血浆大分子蛋白

从血液进入组织。最近的研究表明，构成黏附连接

结构的钙粘蛋白 ＥＣ１在血管内皮过滤大分子物质
过程中起到关键作用［１７］。但是黏附连接与 ＡＲ或
ＡＳ的关联报道则很少。有报道利用 ＤＮＡ芯片对
ＡＳ患者外周血基因表达检测表明，Ｗｎｔ５ａ表达上
调，提示了Ｗｎｔ与 ＡＳ间的潜在的关联［１４］。促分裂

原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）（包括 ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ）信
号传导通路在细胞的生长和分化的调节及细胞对细

胞因子和应激的控制中扮演了重要角色［１８］。最近

的研究显示哮喘小鼠肺内 ＥＲＫ活性显著高于一般
正常小鼠［１９］；在 ＯＶＡ诱导的小鼠和豚鼠肺内嗜酸
性粒细胞性炎症能够被 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂有效抑
制［２０］；ＪＮＫ也显示了与 ＩｇＥ转换的关联［２１］。因此，

ＭＡＰＫ信号传导通路是变应性疾病中重要的通道。
虽然我们的结果得到部分文献的支持，但由于

受经费、研究周期等因素制约，未能进行相应靶基因

验证及相关的功能学分析。需在后续的研究中进一

步扩大样本量、验证相关靶基因并予以功能学分析。
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