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　　摘　要：　目的　本研究旨在探讨ｌｎｃＲＮＡ介导的 ｃｅＲＮＡ网络在变应性鼻炎（ＡＲ）病理生理过程中的作用及
其在程序性细胞死亡（ＰＣＤ）中的潜在调控功能。方法　纳入ＡＲ患者与正常人，取全血进行ＲＮＡ测序分析，筛选
差异表达的ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ用于构建基于ｃｅＲＮＡ理论的ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络。采用基因本
体（ＧＯ）和ＫＥＧＧ富集分析来预测ｃｅＲＮＡ网络中ｍＲＮＡ的潜在生物学功能。随后，将差异表达的ｍＲＮＡ与ＰＣＤ相
关基因相互取交集，并依据交集ｍＲＮＡ构建新的 ｃｅＲＮＡ网络，同时对 ｃｅＲＮＡ网络中 ｍＲＮＡ进行靶器官定位网络
分析。结果　基于生物信息学分析，共提取５个ｌｎｃＲＮＡ、４个ｍｉＲＮＡ和４６个ｍＲＮＡ，构建ＡＲ中ｌｎｃＲＮＡ介导的上
调及下调的ｃｅＲＮＡ网络。功能富集分析显示其在“钙信号通路”、“ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路”及“ＥＲＫ１和ＥＲＫ２级联”
等中显著富集。并对 ＡＣ００８３９４．１及人类组织相容性白细胞抗原复合物 Ｐ５（ＨＣＰ５）２个 ｌｎｃＲＮＡ构建 ＰＣＤ相关
ｃｅＲＮＡ调控网络。在对ｃｅＲＮＡ网络中ｍＲＮＡ进行靶器官定位分析中发现，它们多在神经免疫相关器官中表达。
结论　本研究构建了ＡＲ中新的ｃｅＲＮＡ网络，初步探索了ＨＣＰ５介导的 ｃｅＲＮＡ网络可能通过影响细胞凋亡对 ＡＲ
发挥作用。为ＡＲ发病机制的研究提供了新的见解和潜在的研究方案。
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　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是耳鼻咽喉
科常见疾病之一，属于机体免疫系统疾病。然而其发

病机制的研究仍有不明之处，导致其诊断及针对性治

疗存在一定的困难。因此，我们迫切的需要进一步研

究，并且对ＡＲ的生物学机制有更深入的了解。非编
码ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ），包括 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、长链非
编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）和环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ），在表观
遗传学、转录调控和转录后调控中发挥重要作用［１］。

越来越多的研究表明ｌｎｃＲＮＡ广泛参与ＡＲ的发生发
展过程。ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ所形成的内源竞争
ＲＮＡ（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ）调控网络在
免疫疾病中已有广泛研究。然而，ｃｅＲＮＡ网络与ＡＲ
的发生发展之间的关系仍不清楚。

Ｚｈａｎｇ等［２］研究表明ＦＯＸＤ３ＡＳ１在ＡＲ患者鼻
黏膜中下调，其抑制鼻黏膜上皮细胞（ｎａｓａｌｍｕｃｏｓａ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＮＥＣ）中白细胞介素２５（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
２５，ＩＬ２５）的表达和分泌，从而调节 ＡＲ中的辅助性
Ｔ淋巴细胞 ２（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，Ｔｈ２）的功能。
然而，也有证据表明 ｌｎｃＲＮＡ不独立发挥调节功能，
而通过与某些ｎｃＲＮＡ竞争性结合相互作用，构建动
态的调节网络，这以前被称为竞争。ｃｅＲＮＡ网络被
认为是解释转录后调控的重要机制［３］。有学者［４］

研究发现在ＡＲ患者的鼻黏膜组织和 ＩＬ１３处理的
ＮＥＣ中ＬＩＮＣ００６３２表达下调，并负调节ｍｉＲ４９８，从
而降低其靶基因白介素１受体拮抗剂（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１
ｒｅｃｅｐｔｅｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ＩＬ１ＲＮ）的表达，以此来调节巨噬
细胞集落刺激因子、嗜酸性粒细胞趋化因子等的表

达。然而 ＡＲ的研究不仅限于此，考虑到程序性细
胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）在 ＡＲ中的重
要作用，我们根据构建的 ｃｅＲＮＡ网络进一步对 ＡＲ
的调控机制进行探讨。

本研究选取 ＡＲ患者与正常人全血样本进行
ＲＮＡ测序，构建 ｌｎｃＲＮＡ介导的 ｃｅＲＮＡ网络，对网
络中的 ｍＲＮＡ进行基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和
ＫＥＧＧ功能富集分析。然后，我们将 ｃｅＲＮＡ网络中
差异表达的 ｍＲＮＡ与 ＰＣＤ相关的基因进行交互作
用，并构建ｌｎｃＲＮＡ介导的ｃｅＲＮＡ网络中的 ＰＣＤ相
关调控网络，分析相关基因的靶器官定位。该研究

进一步深入挖掘 ＡＲ发病的新的分子机制，特别是
ｌｎｃＲＮＡ介导的ｃｅＲＮＡ调控网络与程序性死亡之间
的相互作用。

１　材料和方法

ｌｎｃＲＮＡ介导的 ｃｅＲＮＡ网络（ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡ
ｍＲＮＡ）的构建及相关 ＰＣＤ基因分析流程如图 １

所示。
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图１　ｃｅＲＮＡ网络的构建与分析流程图　注：ＡＲ（变应性鼻
炎）；ＧＯ（基因本体）。下同。

１．１　患者和样本收集
１．１．１　一般资料　本研究纳入４例ＡＲ患者，其中
男１例，女 ３例；平均年龄 ２９．３岁，平均病程
２．４年。对照组 ４例，男 ２例，女 ２例；平均年龄
３０．３岁。两组均于２０２１年３月—２０２１年４月就诊
于北京中医药大学东方医院耳鼻咽喉科门诊，８例
患者均久居于北京市。所有对照组均为变应原特异

性ＩｇＥ阴性。研究对象均进行常规检查及静脉血采
集，所有的血液样本都取自肘部静脉。该研究所用

标本通过北京中医药大学东方医院伦理委员会批

准，并征得患者知情同意。

１．１．２　纳入及排除标准　纳入标准：①年龄１８～
５５岁；②符合国内《变应性鼻炎诊断和治疗指南》
（２０１５年）中制定的ＡＲ诊断标准［５］；③免疫印迹法
进行的血清变应原特异性ＩｇＥ（ｓｐｅｃｉｆｉｃＩｇＥ，ｓＩｇＥ）检
测阳性，主要对尘螨、动物皮屑、蟑螂或霉菌过敏；

④ＡＲ病史≥１年；⑤同意参与本研究并签署知情同
意书者。同时符合以上５条者方可纳入。

排除标准：①近２周内患呼吸道感染或急性鼻
窦炎；②慢性鼻窦炎病史或影像学显示鼻窦炎；鼻腔
手术史或鼻腔器质性病变；③近３个月曾接受过西
药抗过敏治疗、中药治疗，可能影响本临床研究的观

察治疗测定者；④合并全身免疫系统疾病、严重呼吸
系统疾病、血液循环系统疾病、造血系统疾病者；

⑤恶性肿瘤患者；⑥精神病患者；⑦妊娠期妇女；符
合上述任意一条者均不能入组。

１．１．３　全血样本采集和保存　应用 ＰＡＸｇｅｎｅ血液
ＲＮＡ管（ｐｒｅａｎａｇｅｎ，Ｖｅｎｌｏ，荷兰）采集全血２．５ｍＬ，
ＰＡＸｇｅｎｅ采血管内含能够稳定体内基因转录性状的
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抗凝剂以避免 ＲＮＡ快速降解，稳定细胞内 ＲＮＡ。
将ＰＡＸｇｅｎｅ试管小心倒置８～１０次，可确保管内保
护剂和血液充分混合均匀，在室温下放置２ｈ后，大
体积干冰运输至深圳微科盟科技集团有限公司实验

室进行检测，以减少ＲＮＡ降解。
１．２　ＲＮＡ测序分析
１．２．１　全血总ＲＮＡ提取　在ＲＮＡ提取前，从干冰
中取出试管后，室温解冻并在孵育２ｈ。ＲＮＡ纯化
按照ＰＡＸｇｅｎｅ血液 ＲＮＡ试剂盒手册中的方案进
行。利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ技术公司，威
尔明顿，ＤＥ，美国）对所提 ＲＮＡ的浓度和纯度进行
检测，琼脂糖凝胶电泳测 ＲＮＡ完整性，电泳图片显
示３条清晰的条带（２８ｓ／１８ｓ／５ｓ），ＲＮＡ完整性良
好。Ｑｕｂｉｔ测定浓度。单次建库要求 ＲＮＡ总量
≥１ｕｇ，浓 度 ≥ １００ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／２８０≥ １．８，
ＯＤ２６０／２３０≥１．０。
１．２．２　ＲＮＡ测序实验　测序实验采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＴｒｕｓｅｑＴＭＲＮＡｓａｍｐｌｅｐｒｅｐＫｉｔ方法进行链特异文
库构建，包括去除 ｒＲＮＡ，ＲＮＡ片段化，反转成 ｃＤ
ＮＡ，连接ａｄａｐｔｏｒ即在双链的 ｃＤＮＡ在３’末端加上
一个 Ａ碱基，连接 Ｙ字形的接头，ＵＮＧ酶消化 ｃＤ
ＮＡ二链，文库富集即 ＰＣＲ扩增，纯化得到最终文
库，并由ｉｌｌｕｍｉｎａ平台上机测序。ｌｎｃＲＮＡ是一类转
录本长度超过２００ｎｔ，不编码 ｌｎｃＲＮＡ的ＲＮＡ分子。
我们基于转录组拼接结果，根据 ｌｎｃＲＮＡ的结构特
点以及不编码 ｌｎｃＲＮＡ的功能特点，设置一系列严
格的筛选条件，将筛选所得 ｌｎｃＲＮＡ进行后续分析。
使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅｅＢ软件对 ｌｎｃＲＮＡ的转录本进行定
量分析，得到各样本的转录本ｒｅａｄｃｏｕｎｔ及ＦＰＫＭ信
息。同时对测序结果中的 ｍＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ进行定
量分析，得到ｒｅａｄｃｏｕｎｔ及ＦＰＫＭ值。
１．３　筛选差异表达ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ

采用Ｒ软件中的“ＤＥＳｅｑ２”软件包，对ＡＲ患者
与对照组之间的 ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ进行差
异表达分析。用Ｐ＜０．０５和｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１作为基因
表达显著性差异的筛选阈值。通过使用 Ｒ软件中
的“ｇｇｐｌｏｔ２”、“ｐｈｅａｔｍａｐ”和“ｇｇｒｅｐｅｌ”软件包生成热
图和火山图来进行差异基因的可视化。

１．４　ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ网络的构建
ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ网络基于ｃｅＲＮＡ假设构

建：①应用 ｍｉＲｍａｐ，ｍｉＲａｎｄａ，ｍｉＲＤＢ，ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
和ＭｉｔａｒＢａｓｅ数据库提取ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ的相互作用
信息，应用 ＳｔａｒＢａｓｅ数据库提取 ｍｉＲＮＡｌｎｃＲＮＡ相
互作用的信息；②如果 ｌｎｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ都被同一

个ｍｉＲＮＡ靶向，并且该ｍｉＲＮＡ与ｌｎｃＲＮＡ及ｍＲＮＡ
表达负相关，则该 ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ组被确定
为共表达竞争三联体，故构建相应的 ｃｅＲＮＡ调控网
络。应用ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．１软件对 ｃｅＲＮＡ调控网络
进行可视化。

１．５　ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析
对上述步骤中得到的 ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ

进行潜在的生物学功能富集分析。ＧＯ富集分析分
为分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）、生物过程（ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）和细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ＣＣ）３个部分；ＫＥＧＧ分析是应用ＫＥＧＧ（京都基因和
基因组百科全书）数据库进行 ｍＲＮＡ相关通路的富
集分析，利用Ｒ软件中的“ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ”包预测ｃｅＲ
ＮＡ网络中的ｍＲＮＡ潜在的生物学功能。Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。ＫＥＧＧ分析应用 Ｒ软件中
“ＧＯｐｌｏｔ”包筛选 ＧＯ中３个部分的前２０个基因集
绘制柱状图进行可视化；并筛选具有显著差异的

ＫＥＧＧ基因集进行圈图绘制。
１．６　ｃｅＲＮＡ网络中ＰＣＤ相关基因的筛选

首先 ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ）中与ＰＣＤ相关的基因，包括“程序性细胞死亡”、
“细胞凋亡”、“细胞焦亡”相关基因。然后，将ｃｅＲＮＡ
网络中差异表达的 ｍＲＮＡ与 ＰＣＤ、细胞凋亡和细胞
焦亡相关的基因相互取交集。结果通过在线工具

Ｖｅｎｎｙ２．１．０（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．ｃｎｂ．ｃｓｉｃ．ｅｓ／ｔｏｏｌｓ／ｖｅｎ
ｎｙ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）生成的Ｖｅｎｎｙ图进行可视化。
１．７　ＰＣＤ相关基因的ｃｅＲＮＡ网络构建

依据 ｃｅＲＮＡ假设构建 ＰＣＤ相关 ｌｎｃＲＮＡｍｉＲ
ＮＡｍＲＮＡ网络，并应用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．１软件对
ｃｅＲＮＡ调控网络进行可视化。
１．８　ｃｅＲＮＡ网络中ｍＲＮＡ与靶器官网络的构建

ＡＲ作为免疫系统疾病其发病机制尚有不明之
处，可能有多个组织和器官参与疾病的发生进展。因

此，应用ＢｉｏＧＰＳ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｇｐｓ．ｏｒｇ）在器官
组织水平上检测每个ｍＲＮＡ的表达谱信息［６］。该数

据库提供了通过微阵列分析直接测量基因表达而获

得的基因表达数据［７］。我们首先得到８４个器官和组
织中每个ｍＲＮＡ表达的分布数据，然后计算每个组织
中每个 ｍＲＮＡ的平均值和所有组织中的总体平均
值［８］。最后，提取 ｍＲＮＡ表达量高于总体平均值的
相关器官和组织中的前１４个靶器官与 ｍＲＮＡ通过
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．１建立ｍＲＮＡ靶器官定位网络。
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２　结果

２．１　差异表达的ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ及ｍＲＮＡ的鉴定
对ＡＲ组及对照组全血样本测序，并对已知序

列的 ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ进行定量分析，以
Ｐ＜０．０５和｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１为阈值筛选差异表达的 ｌｎ
ｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ。共鉴定出２００个差异表达
ｌｎｃＲＮＡ（９８个上调，１０２个下调）；２０１个差异表达
ｍＲＮＡ（９２个上调，１０９个下调）；１４个差异表达
ｍｉＲＮＡ（７个上调，７个下调）。差异表达的ｌｎｃＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的热图和火山图如图２所示。
２．２　ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ间ｃｅＲＮＡ网络的分析

我们根据碱基序列和表达水平分别预测了 ｌｎ

ｃＲＮＡｍｉＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ对。基于 ｃｅＲＮＡ网
络构建思路，在 ｌｎｃＲＮＡ介导的上调 ｃｅＲＮＡ网络中
鉴定出４对ｍｉＲＮＡｌｎｃＲＮＡ和２２对ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ，
包括 ３个 ｌｎｃＲＮＡ节点、２个 ｍｉＲＮＡ节点和 ２２个
ｍＲＮＡ节点；在 ｌｎｃＲＮＡ介导的下调 ｃｅＲＮＡ网络中
鉴定出３对ｍｉＲＮＡｌｎｃＲＮＡ和２４对ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ，
２个ｌｎｃＲＮＡ节点、２个 ｍｉＲＮＡ节点和２４个 ｍＲＮＡ
节点。见图３。
２．３　ｃｅＲＮＡ网络中差异表达ｍＲＮＡ功能富集分析

为了进一步探索ｌｎｃＲＮＡ介导的ｃｅＲＮＡ网络相
关的潜在功能，应用 Ｒ中的“ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ”对 ｃｅＲ
ＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ进行功能富集分析。ＧＯ分析
结果将显著富集（Ｐ＜０．０５）的前２０个ＧＯ条目绘制
成柱状图（图４Ａ）。结果表明，参与ｃｅＲＮＡ网络中
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图２　差异表达的ｌｎｃＲＮＡ、ｍＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ的火山图和聚类热图　Ａ：差异表达ｌｎｃＲＮＡ火山图；Ｂ：差异表达ｍＲＮＡ火山图；
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图３　ｌｎｃＲＮＡ介导的ｃｅＲＮＡ调控网络的构建　Ａ：ｌｎｃＲＮＡ介导的上调ｃｅＲＮＡ网络；Ｂ：ｌｎｃＲＮＡ介导的下调 ｃｅＲＮＡ网络　　
注：绿色表示ＬｎｃＲＮＡ上调，红色表示ＬｎｃＲＮＡ下调；淡黄色表示 ｍｉＲＮＡ下调，紫色代表 ｍｉＲＮＡ上调；蓝色代表 ｍＲＮＡ上调，
橘黄色代表ｍＲＮＡ下调。
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的差异表达 ｍＲＮＡ尤其富集于 ＧＯ：００５１９２４（钙离
子转运的调节）；ＧＯ：００７０３７２（ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２级联
的调节）；ＧＯ：００７０３７１（ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２级联）；ＧＯ：
００１４０６５（磷脂酰肌醇 ３－激酶信号传导）等生物学
进程中。ＧＯ：００１６３２３（基底外侧质膜）；ＧＯ：
００１６３２４（顶端质膜）；ＧＯ：００３１２５３（细胞投射膜）等
细胞成分中。ＧＯ：００１６６５１［作用于 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ的氧
化还原酶活性］；ＧＯ：０１４０３７５（免疫受体活性）；ＧＯ：
０００５１７８（整合素结合）等分子功能。见图４Ｂ。另外
ＫＥＧＧ通路分析表明，ｃｅＲＮＡ网络中ｍＲＮＡ的功能主
要富集于ｈｓａ０４５１０（粘附斑激酶通路）；ｈｓａ０５２３５（在
癌症中ＰＤＬ１的表达和ＰＤ１检查点通路）；ｈｓａ０４０２０
（钙信号通路）；ｈｓａ０４６１１（血小板活化通路）；
ｈｓａ０４１５１（ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路）；ｈｓａ０４０２２（ｃＧＭＰＰＫＧ
信号通路）；ｈｓａ０４６２１（ＮＯＤ样受体信号通路）；
ｈｓａ０４０６０（细胞因子与受体间相互作用）；ｈｓａ０４０８０
（神经活性配体－受体相互作用）。见图４Ｃ。

２．４　ｃｅＲＮＡ网络中 ＰＣＤ相关基因的鉴定及 ＰＣＤ
相关基因的ｃｅＲＮＡ网络分析

我们将ｃｅＲＮＡ网络中的４６个差异表达的 ｍＲ
ＮＡ与ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库中检索到１４００４个自噬相关
基因相互作用，鉴定出ｃｅＲＮＡ网络中存在２５个自噬
相关基因，于１３４７３个ＰＣＤ相关基因相互作用，共获
得２５个交集基因；与１８４个焦亡相关基因相互作用，
鉴定出１个交集基因（图５）。然后，我们对构建了
ＡＣ００８３９４．１及人类组织相容性白细胞抗原复合物Ｐ５
（ｈｕｍａｎｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎｃｏｍｐｌｅ
Ｐ５，ＨＣＰ５）２个ｌｎｃＲＮＡ所介导的ｃｅＲＮＡ调控网络，
探索其对ＰＣＤ的调控作用，结果如图６所示。
２．５　ｃｅＲＮＡ网络中ｍＲＮＡ与靶器官定位网络分析

基因表达数据是基于 Ｂ和 ＧＰＳ数据库中的基
因表达芯片分析所得。在查找相关 ｍＲＮＡ在
ＢｉｏＧＰＳ数据库的表达谱中，ＮＡＮＯＧＰ８和 ＣＤ２４７没
有ｍＲＮＡ表达谱。故我们分析了４４个ｍＲＮＡ靶蛋

!

"

#

$
%
&
'

!

(
)
*
+
$
,
(
%
-
.

"

/

0

1

2

3

4
5

#

3
3
2
3
6
0
1

4
5

#

3
3
3
7
8
9
6

4
5

#

3
3
3
7
8
9
9

4
5

#

3
3
8
3
:
2
7

4
5

#

3
3
2
3
6
0
2

4
5

#

3
3
9
3
2
0
1

4
5

#

3
3
9
3
2
0
3

4
5

#

3
3
3
2
6
6
7

4
5

#

3
3
0
8
1
9
6

4
5

#

3
3
9
7
7
;
6

4
5

#

3
3
0
8
2
8
3

4
5

#

3
3
2
;
3
6
8

4
5

#

3
3
3
0
3
2
:

4
5

#

3
3
8
2
9
1
;

4
5

#

3
3
7
3
0
7
1

4
5

#

3
3
7
3
0
7
2

4
5

#

3
3
3
6
:
2
6

4
5

#

3
3
7
3
:
0
:

4
5

#

3
3
7
1
8
2
2

4
5

#

3
3
2
3
9
8
9

4
5

#

3
3
0
8
2
3
1

4
5

#

3
3
0
1
;
1
6

4
5

#

3
3
3
8
9
2
1

4
5

#

3
3
3
8
9
3
2

4
5

#

3
3
3
2
6
6
9

4
5

#

3
3
;
;
:
8
0

4
5

#

3
3
2
9
:
9
7

4
5

#

3
3
2
6
0
1
;

4
5

#

3
3
;
8
2
7
7

4
5

#

3
3
2
6
0
1
0

4
5

#

3
3
0
0
6
8
8

4
5

#

3
3
0
3
;
0
3

4
5

#

3
3
0
2
8
:
:

4
5

#

3
3
0
0
6
;
6

4
5

#

3
3
;
0
6
8
6

4
5

#

3
3
;
1
6
1
1

4
5

#

3
3
0
0
6
;
0

4
5

#

3
3
3
1
3
:
3

4
5

#

3
3
0
2
9
3
2

4
5

#

3
3
0
2
1
8
0

4
5

#

3
3
3
;
7
2
;

4
5

#

3
3
2
9
2
9
9

4
5

#

3
3
3
;
7
2
0

4
5

#

3
3
3
0
7
7
9

4
5

#

3
3
3
;
9
8
;

4
5

#

3
3
2
6
6
8
2

4
5

#

3
3
2
6
8
9
7

4
5

#

3
3
9
7
2
2
3

4
5

#

3
3
3
;
:
9
6

4
5

#

3
2
;
3
0
7
8

4
5

#

3
3
3
8
2
7
:

4
5

#

3
3
2
9
9
3
0

4
5

#

3
3
0
2
9
9
6

4
5

#

3
3
2
6
6
6
:

4
5

#

3
3
3
;
;
0
8

4
5

#

3
3
3
;
6
1
9

4
5

#

3
3
3
:
3
:
2

4
5

#

3
3
3
;
6
1
3

4
5

#

3
3
2
6
1
9
:

4
5

#

3
3
;
1
8
7
:

4

5

#

3

3

3

8

2

7

:

4

5

#

3

3

8

2

9

1

;

4

5

#

3

3

7

3

0

7

1

4
5

#

3
3
7
3
0
7
2

4

5

#

3

3

2

;

3

6

8

4

5

#

3

3

2

6

0

1

0

4

5

#

3

3

2

6

0

1

;

4

5

#

3

3

0

2

1

8

0

4

5

#

3

3

2

6

6

8

2

4

5

#

3

2

;

3

0

7

8

图４　ｃｅＲＮＡ网络中差异表达ｍＲＮＡ的功能富集分析　Ａ：ｃｅＲＮＡ网络中差异表达ｍＲＮＡ的ＧＯ分析　注：ＢＰ（生物过程）；ＣＣ
（细胞成分）；ＭＦ（分子功能）。Ｘ轴：各ＧＯ条目；Ｙ轴：校正过的Ｐ值（Ｐ＜０．０５表示显著富集）。红色表示在ＡＲ中该ＧＯ生物
学功能更有可能上调，蓝色表示更有可能下调。Ｂ：筛选可能具有临床意义且显著富集的１０个ＧＯ条目绘制圈图　注：蓝色点代
表下调基因，红色点代表上调基因；内圈条状的高度代表富集基因的数目；内圈条状的颜色：红色表示在ＡＲ中该ＧＯ生物学功能
更有可能上调，蓝色表示更有可能下调。Ｃ：筛选可能具有临床意义且显著富集的９个ＫＥＧＧ通路绘制圈图，用于展示基因的差
异倍数与富集到的ＫＥＧＧ通路间的隶属关系　注：左侧代表基因，其中红色上调基因，蓝色代表下调基因；右侧代表９个ＫＥＧＧ
通路。
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白在８４个组织和器官中的表达谱，选取前１４个靶
器官与相应的ｍＲＮＡ构建ｍＲＮＡ靶器官定位网路，
１４个靶器官包括小脑、颞叶、松果体、下丘脑、背根
神经节、骨髓、ＣＤ３４＋等以神经免疫系统为主的相关
组织器官。网络中包含３２个节点和３２８条边。大
多数靶标同时在多个器官和组织中高表达，表明这

些器官与 ＰＣＤ相关 ｃｅＲＮＡ网络密切相关，提示其
相关作用机制可能与神经、免疫等功能相关。见

图７。

３　讨论

ＡＲ是一种复杂的疾病，随着空气质量日益恶
化，人们生活工作压力的增加及饮食不规律等原因，

使得患病人数逐年增加，且部分患者伴发哮喘等下

呼吸道疾病，严重影响生活质量［９］。虽然常年性

ＡＲ患者较少存在生存问题，但疾病所产生的附加
影响，如对情绪、睡眠及经济成本的影响仍值得我们

去研究。然而，ＡＲ的分子机制尚不清楚，这为疾病

的早期诊断及针对性治疗带来困难。

为了更好地认识 ＡＲ的发病机制和发现潜在的
生物标志物，本研究利用转录组测序技术对其进行

了定量和全面的分析，包括编码和非编码转录组。

结果显示，常年性 ＡＲ患者与正常人中 ｍｉＲＮＡ、ｌｎ
ｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的表达模式存在显著差异，而
ＤＥｍｉＲＮＡ、ＤＥｌｎｃＲＮＡ和 ＤＥｍＲＮＡ的动态变化也存
在显著差异。近年来，ｎｃＲＮＡ被发现与广泛的生物
调节功能相关［１０］。然而，本研究获得的 ＤＥｌｎｃＲＮＡ
大多功能未知，这主要是由于对它们的研究较少。

因此，我们构建了常年性 ＡＲ由 ｌｎｃＲＮＡ介导的
ｃｅＲＮＡ调控网络。基于ｃｅＲＮＡ理论构建了２个 ｌｎ
ｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络，包括 ５个 ｌｎｃＲＮＡ、
４个ｍｉＲＮＡ和４６个 ｍＲＮＡ。ｌｎｃＲＮＡＡＣ００４８３２．１、
ＡＣ００８３９４．１、ＴＤＲＧ１、ＨＣＰ５和 ＣＨＬ１ＡＳ１均首次在
ＡＲ患者外周血中被鉴定为差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ。
ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析表明，参与 ｃｅＲＮＡ网络的
ＤＥｍＲＮＡ在“钙离子转运的调节”、“ＰＩ３ＫＡｋｔ通
路”和“免疫受体活性”等中显著富集。在ｃｅＲＮＡ
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图６　ＰＣＤ相关基因ｃｅＲＮＡ调控网络的构建　Ａ：ｌｎｃＲＮＡ介导的下调ｃｅＲＮＡ网络；Ｂ：ｌｎｃＲＮＡ介导的上调ｃｅＲＮＡ网络　注：
黄色表示ｌｎｃＲＮＡ下调，红色表示ｌｎｃＲＮＡ上调；浅蓝色表示 ｍｉＲＮＡ上调，橘黄色代表 ｍｉＲＮＡ下调；紫色代表 ｍＲＮＡ下调，绿
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网络与ＰＣＤ相关基因相互作用后，鉴定到２０个 ｌｎ
ｃＲＮＡ介导的ｃｅＲＮＡ调控通路。另外，将鉴定到的
ｃｅＲＮＡ网络中的ｍＲＮＡ进行靶器官定位分析发现，
大多数靶标在神经免疫系统为主的相关组织器官中

表达。

在上述ｃｅＲＮＡ调控通路中，有几个枢纽节点已
被证明在ＡＲ及相关免疫细胞中发挥关键作用。人
类主要组织相容性复合体（ｈｕｍａｎｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔ
ｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ），也被称为人类白细胞抗原
（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ），覆盖人类基因组的
０．１３％，跨越６号染色体短臂６ｐ２１位置，该区域包
含超过２５０个注释基因和假基因［１１］，ｌｎＲＮＡＨＣＰ５
基因位于６ｐ２１．３３区域中，人白细胞抗原 ＨＬＡＩ类
β区域内的 ＥＲＶ１６元件中［１２］。在一项关于 ＨＣＰ５
与转录因子相互作用的研究中，Ｗａｒｎｅｒ等［１３］通过敲

除ＮＦκＢ１基因失活的研究中发现，ＨＣＰ５、ＮＯＤ２和
ＩＬ８与细胞活力下降密切相关。同时 ＮＦκＢ１（位
于ｃｈｒ４上）调控他一些ＭＨＣ基因的表达，从而影响
多种生物学功能，包括与炎症疾病相关的错误激活、

不适当的免疫细胞发育和细胞生长延迟。且它可以

独立于大多数基因被激活或抑制。另外在探讨细胞

因子对ＨＣＰ５表达的影响时发现，在外周血单核细
胞中ＩＬ１０能够下调 ＨＣＰ５的表达［１４］，而 ＩＬ１０在
ＡＲ中低表达［１５］，故推测ＨＣＰ５可能在ＡＲ中表达增
高，这与本研究结果一致。

目前对于 ＨＣＰ５通过 ｃｅＲＮＡ机制发挥作用的
研究主要集中在肿瘤研究中，Ｃｈｅｎｇ等［１６］在结直肠

癌的研究中，应用荧光素酶报告基因分析，结果表明

ｍｉＲ１３９５ｐ是 ＨＣＰ５的直接靶点，ＨＣＰ５通过激活
ＺＥＢ１并与 ｍｉＲ１３９５ｐ相互作用，参与上皮 －间充
质转化。Ｚｈａｎｇ等［１７］研究发现ＨＣＰ５通过靶向ｍｉＲ
１４０５ｐ／ＩＧＦ１Ｒ通路促进透明细胞肾细胞癌的增殖
和转移，ＨＣＰ５作为一种相互竞争的内源性ＲＮＡ，通
过在ｃｃＲＣＣ中海绵化 ｍｉＲ１４０５ｐ来调节 ＩＧＦ１Ｒ的
表达。如在肺腺癌的研究中发现蛋白编码基因

ＣＴＳＳ、ＦＧＬ２和 ＰＤＬ２，ｍｉＲ１０６ｂ５ｐ和 ｍｉＲ１７５ｂ及
ｌｎｃＲＮＡＨＣＰ５形成了调控网络，从而 ＨＣＰ５通过与
免疫检查点基因 ＰＤＬ２和抑制癌变的治疗靶点
ＦＧＬ２竞争，参与了肺癌的发生过程［１８］。ＨＣＰ５通过
海绵化ｍｉＲ２２３ｐ、ｍｉＲ１８６５ｐ和 ｍｉＲ２１６ａ５ｐ发挥
ｃｅＲＮＡ功能，激活 ＳＴ６ＧＡＬ２，调节滤泡性甲状腺癌
细胞的增殖、迁移、侵袭性和血管生成能力，从而促

进滤泡性甲状腺癌进展［１９］。

ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍｉＲＮＡ是重要的节点，Ｚｈｏｕ

等［２０］通过ｑＲＴＰＣＲ检测患者和小鼠鼻黏膜中ｍｉＲ
３１的表达水平发现在ＡＲ患者中ｍｉＲ３１水平升高。
ｅ爧ｍｅｃｉ等［２１］对鼻息肉组织与邻近的正常鼻黏膜相

比，发现鼻息肉组织中 ｍｉＲ３１的平均水平升高，且
在气道上皮细胞中高表达［２２］。另有 ｍｉＲ３１对免疫
细胞作用机制的研究，用 ｍｉＲ３１转染 ＣＤ４＋Ｔ细胞
可降低ＩＬ２和 ＩＬ４的表达水平［２３］，上述在 ＡＲ及
气道炎症中对于ｍｉＲ３１的研究结果，与本研究结果
相同。在花粉季节期间和之外获取ＳＡＲ患者ＣＤ４＋

Ｔ细胞，使用微阵列分析发现 ｍｉＲ１３９为差异表达
的ｍｉＲＮＡ，结合共表达分析结果显示 ｍｉＲ１３９可能
通过调节 ＦＯＳ和 ＪＵＮ影响 ＳＡＲ［２４］。另外，来自季
节性ＡＲ患者的 ＣＤ４＋Ｔ细胞，应用芯片分析，结果
提示ｍｉＲ１３９３ｐ和 ｍｉＲ２２３可以发挥互补作用，靶
向改变 Ｔｈ２细胞功能，影响 Ｔｈ２细胞因子的释
放［２５］。既往对于ｍｉＲ１４０的研究发现，在 ＡＲ患者
鼻黏膜中应用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｌｎｃＧＡＳ５、其靶基因
ｍｉＲ２１和ｍｉＲ１４０及干扰素γ、ＩＬ２、ＩＬ４和 ＩＬ１０，
结果显示在 ＡＲ患者中 ｌｎｃＧＡＳ５升高，而 ｍｉＲ２１
和ｍｉＲ１４０显著下调，干扰素γ和ＩＬ２与ｌｎｃＧＡＳ５
呈正相，结果提示ｍｉＲ１４０与ＡＲ的疾病风险、症状
严重程度和 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡相关［２６］。该研究结果与

本研究不同，可能为选取检测组织样本不同，使得

ｍｉＲ１４０的表达存在差异，更需要进一步的验证。
ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ是最终发挥效应的主

要节点，既往研究发现，血栓素 Ａ２受体 （ｔｈｒｏｍｂｏｘ
ａｎｅＡ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＢＸＡ２Ｒ）是与慢性气道炎症有关
的基因。多项研究都提示 ＴＢＸＡ２Ｒ与呼吸道疾病
哮喘间存在密切关系［２７２８］，且 ＴＢＸＡ２Ｒ中的
ｒｓ８１１３２３２ＳＮＰ位点与哮喘儿童鼻炎之间存在关
联［２９］。ＮＯＳ３缺失导致卵清蛋白致敏小鼠出现中等
强度的气道高反应。除了气道反应性的差异，在气

道炎症程度、卵清蛋白特异性 ＩｇＥ水平方面没有差
异［３０］。

为了进一步探讨ＡＲ中差异表达的ｍＲＮＡ生物
学功能，我们对 ｃｅＲＮＡ中４６个差异表达 ｍＲＮＡ进
行了ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路分析，我们发现这些 ｍＲＮＡ
在“钙信号通路”和“ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路”中显著
富集，这与之前的观点一致。免疫细胞中的钙信号

通路参与细胞分化，基因转录和效应器功能的调节。

细胞内钙离子水平（Ｃａ２＋）的增加是由于免疫感受
器的参与，例如Ｔ细胞受体，Ｂ细胞受体和Ｆｃ受体，
以及趋化因子和共刺激受体。诱导淋巴细胞中细胞

内Ｃａ２＋水平增加的主要途径是通过储存操作的钙
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进入和钙释放激活的钙通道［３１］。肥大细胞通过释

放组胺和炎症因子在ＡＲ的过敏性炎症中起关键作
用，这一过程称为脱颗粒［３２］，蛋白激酶 Ｃ激活和胞
质Ｃａ２＋浓度升高的水平这两种途径可能共同激活
肥大脱颗粒作用，故胞质Ｃａ２＋浓度增加对肥大细胞
脱颗粒有重要意义［３３］。Ｎｉａｎ等［３４］在研究过敏原激

发的ＮＥＣ与ＡＲ中肥大细胞脱颗粒之间的关联时
发现，ＩＬ３３及其受体ＳＴ２的表达在ＮＥＣ中升高；同
时在肥大细胞中ＩＬ３３降低了ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１
水平，增加了ｐ６２水平，表明ＬＡＤ２细胞的自噬受到
抑制，并验证了ＩＬ３３是通过ＳＴ２／ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ介导
的自噬来促进 ＡＲ中肥大细胞的脱颗粒。此外，构
建的ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ在“ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２级
联”中显著富集。ＥＲＫ２／ＥＲＫ１（也被称为 ｐ４２／
ｐ４４ＭＡＰＫ，正式命名为ＭＡＰＫ１和３），是两种细胞外
信号调节激酶（ＥＲＫ）的异构体，属于丝裂原活化蛋
白激酶家族成员［３５］。Ｑｉｎ等［３６］研究发现 ＡＲ患者
血清中ＩＬ３６和 Ｔｈ１７细胞因子（ＩＬ１７和 ＩＬ２３）的
表达显著上调。而 ＩＬ３６α可通过介导 ＥＲＫ和
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，显著增加 Ｔｈ１７细胞的转录因子
ＲＯＲγｔ的表达，并上调 ＰＢＭＣｓ对 ＩＬ１７和 ＩＬ２３的
产生。且 ＩＬ１７和 ＩＬ２３可以促进 ＩＬ３６α的产生，
形成一个正反馈回路，从而对 ＡＲ发挥调控作用。
另外有研究称Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＥＲＫ通路可诱导细胞凋亡，
其作用机制包括调节 Ｂｃｌ２蛋白家族控制细胞色素
ｃ的释放及促进 ｃａｓｐａｓｅ８信号传导和激活等［３７］。

因此，我们有理由假设，新构建的 ｃｅＲＮＡ网络可能
通过调节 Ｃａ２＋转运在免疫细胞及细胞因子相互作
用在ＡＲ中发挥作用。

基于对ｃｅＲＮＡ网络中 ｍＲＮＡ生物学功能的分
析，结果提示相关机制与自噬及凋亡存在一定联系，

故我们将４６个 ｍＲＮＡ与 ＰＣＤ相关基因相互取交
集，探究特征性ＰＣＤ在调节 ＡＲ中发挥的作用。细
胞死亡根据可控性分为 ＰＣＤ和非 ＰＣＤ两大类。炎
症的发生多于ＰＣＤ相关，但近年来的研究显示多种
细胞死亡也受到程序性控制，多种ＰＣＤ也与炎症发
生相关。ＰＣＤ包括凋亡、自噬、坏死性凋亡、焦亡、
铁死亡及细胞衰老等形式［３８］。在我们的研究中发

现ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ主要与凋亡关系密切。
凋亡在形态上会出现细胞皱缩、染色质凝集、凋亡小

体形成和细胞骨架解离等特征。线粒体凋亡途径受

控于ＢＣＬ２蛋白家族，死亡受体途径受死亡受体的
介导。而线粒体凋亡在特定条件下对炎症［３９］和天

然免疫［４０］产生影响。既往研究发现，凋亡与 ＡＲ相

关，包括对中性粒细胞凋亡［４１］、嗜酸性粒细胞［４２］、

嗜碱性粒细胞［４３］和鼻上皮细胞凋亡［４４］等与 ＡＲ发
生间关系的研究。ＨＣＰ５与 ｍｉＲ３６１９５ｐ相互作用
以调节胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）细胞的凋亡［４５］。新

构建的ｃｅＲＮＡ网络中的ｍＲＮＡ，如巨噬细胞凋亡抑
制剂又称 ＣＤ５Ｌ，主要由巨噬细胞分泌，其可在炎症
反应和免疫抑制相关病理过程中重要发挥作用［４６］，

故我们推测 ＨＣＰ５可能通过 ｃｅＲＮＡ机制调节细胞
凋亡从而对 ＡＲ产生影响。最后，我们将新构建的
ｃｅＲＮＡ中的ｍＲＮＡ进行靶器官定位网路分析，显示
ｍＲＮＡ主要在神经免疫系统为主的相关组织器官中
表达，提示与神经、免疫等功能有关。

本研究通过 ＲＮＡ测序确定了来自 ＡＲ组及对
照组中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ数据，
并构建了 ｃｅＲＮＡ网络，初步探索出 ＨＣＰ５介导的
ｃｅＲＮＡ网络可能通过影响细胞凋亡对 ＡＲ发挥作
用。研究仍存在一些局限性，首先选取的样本量较

少，可能会影响结果的质量，且暂未对测序结果进行

相关表达量及功能验证，进一步研究应扩大样本量

并进行相关试验验证。其次，研究选取外周血成分

相对复杂，结合既往研究，未来可针对相关免疫细胞

进行筛选和验证。这些实验可能有助于了解 ＡＲ的
病理机制，帮助寻找ＡＲ治疗的潜在药物靶点。
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