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青少年肥胖非酒精性脂肪肝患者血清外泌体
源性miRNA表达谱的初步研究*

章建伟,吴若雅,潘海滔

浙江省绍兴市妇幼保健院儿保科,浙江绍兴
 

312000

  摘 要:目的 分析非酒精性脂肪肝(NAFLD)与单纯肥胖对照者血清外泌体微小RNA(miRNA)
 

表达谱

的差异,为筛选外泌体源性 miRNA作为NAFLD早期诊断标记物提供依据。方法 选择5例NAFLD患者

(NAFLD组)和5例单纯肥胖患者(对照组),采集外周血血清,使用高通量测序方法测定外泌体源性 miRNA
表达谱,并通过实时荧光定量PCR验证部分差异性表达的 miRNA,预测靶基因及功能分析。结果 NAFLD
组与对照组相比差异表达的外泌体源性miRNA共30种(P<0.05),当倍比值>2且P<0.05的差异性 miR-
NA有9种,其中5种表达上调(miR-122-5p,miR-3591-3p,miR-335-5p,let-7g-3p和 miR-27a-5p),4种表达下

调(miR-6753-3p,miR-129-2-3p,miR-6760-5p,miR-6516);对 miR-122-5p、miR-335-5p、miR-27a-5p进行实时

荧光定量PCR,结果与测序结果一致。差异表达 miRNA的功能分析结果提示涉及葡萄糖稳态、脂质代谢、肝

脏发育等。结论 NAFLD组血清外泌体源性miRNA表达谱与对照组有明显差异,miR-122-5p、miR-335-5p、
miR-27a-5p可能参与了NAFLD的发病机制,可以作为NAFLD早期诊断的标记物。

关键词:非酒精性脂肪肝;
 

 外泌体; microRNA; 高通量测序
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  非酒精性脂肪肝(NAFLD)为除饮酒和其他病理

因素外引起过多脂肪在肝脏堆积导致的慢性疾病,是
常见的慢性肝病[1],容易发生在肥胖患者中,可增加

心血管病的发生率[2]。据报道,65%~85%的肥胖患

者易发生NAFLD[3],其机制尚未完全了解。近年来,
研究发现外泌体微小RNA(miRNA)在NAFLD发病

机制中发挥重要作用[4]。外泌体是一种运载 miR-
NAs

 

等重要分子的微小囊泡,发挥细胞间联络作用。
肝脏细胞,尤其是肝细胞和胆管上皮细胞,既可释放

外泌体,又是肝脏内源性外泌体和其他器官细胞来源

的外泌体作用的靶细胞。miRNAs为非编码单链

RNA分子,参与脂肪细胞分化、肝脏脂肪酸和胆固醇

代谢、胰岛素抵抗、线粒体损伤等过程的调节。有研

究发现小鼠脂肪组织巨噬细胞的外泌体 miRNAs可

以增加胰岛素抵抗[5]。另一项研究也表明外泌体

miRNAs可作为病毒性肝炎、酒精性脂肪肝、NAFLD
和肝细胞癌的潜在生物标记物,外泌体 miRNAs或蛋

白的表达随着 NAFLD的进展改变[6]。因此监测外

泌体 miRNAs对探索NAFLD的发病机制具有重要

意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料 经绍兴市妇幼保健院伦理委员会批
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准,收集2019年7-12月来本院儿童内分泌科就诊

并收住入院的NAFLD患者5例(男3例,女2例)作
为NAFLD组,根据性别、年龄配对5例单纯肥胖患

者作为对照组。本研究获得受试者家属知情同意并

签署知情同意书。10例研究对象年龄10~13岁。青

少年NAFLD的诊断标准:参照中华医学会儿科分会

内分泌学组于2018年发布的专家共识[7]中彩色超声

诊断标准。肥胖判断体质量指数(BMI)标准基于中

国儿童的生长发育标准[8]。
1.2 方法 所有患者均为住院患者,均于上午7点

采集外周血5
 

mL,提取血清。采用外泌体提取试剂

盒提取法提取外泌体,试剂盒由SBI公司提供。对提

取的外泌体使用总RNA提取法提取总RNA,用微量

核酸蛋白浓度测定仪(美国 Thermo公司)测定标本

总RNA浓度和纯度。miRNA表达谱测序在每个标

本总RNA的3'端和5'端添加RNA
 

接头,PCR富集

8%
 

PAGE胶片段分选,根据Qubit定量结果,按数据

比例混合文库,进行桥式PCR扩增,簇生长,在Illu-
mina测序平台(美国Illumina公司)进行

 

2×150
 

bp
测序。计算两组样品间各 miRNA

 

的差异倍数,把当

倍值设定1.5倍作为区别两组间差异表达阈值,筛选

当倍比值>2.0且P<0.05的差异性 miRNA。测序

过程由上海英拜生物科技有限公司完成。实时荧光

定量PCR对显著差异表达 miRNA进行验证。通过

TargetScan、miRDB、miRanda靶基因预测软件,对差

异表达miRNA进行靶基因预测。应用DAVID数据

库对预测的靶基因进行GO功能富集分析。利用超

几何分布方法进行统计分析,计算出最为显著的功

能,并以P<0.05作为显著富集基因的阈值。
2 结  果

2.1 miRNA
 

表达谱结果通过高通量测序 成功构

建NAFLD组和对照组血清外泌体源性miRNA
 

表达

谱,共筛选出表达差异较高(>1.5倍)的已知 miR-
NA30种,见表1。其中5种 miRNA(miR-122-5p,
miR-3591-3p,miR-335-5p,let-7g-3p和 miR-27a-5p)
较对照组差异表达且显著升高2.0倍以上,4种 miR-
NA(miR-6753-3p,miR-129-2-3p,miR-6760-5p,miR-
6516)较对照组差异表达且显著降低2.0倍以上,差

异均有统计学意义(P<0.01),见表2。
2.2 显著差异表达miRNA的实时荧光定量PCR验

证 为验证高通量测序结果的准确性,选取3个

miRNA(miR-122-5p、miR-335-5p、miR-27a-5p)在两

组标本中进行验证,两组标本中 miRNA的实时荧光

定量PCR结果与高通量测序结果一致,见图1。
2.3 预测的靶基因及其GO功能富集分析 预测的

差异表达miRNA的靶基因的生物学功能比较广泛,
包括葡萄糖稳态、脂质代谢、肝脏发育。大多数显著

富集的GO过程集中于调节葡萄糖稳态、脂质代谢、
肝脏发育等病理生理功能,见表3。以P<0.05为显

著富集基因的阈值。
表1  30种差异表达的 miRNA

miRNA 表达类型
差异表达

倍数
miRNA 表达类型

差异表达

倍数

miR-122-5p 表达上调 2.58
 

miR-6516 表达下调 2.19
 

miR-335-5p 表达上调 2.03
 

miR-6753-3p 表达下调 2.54
 

miR-744-3p 表达上调 2.06
 

miR-4685-5p 表达下调 2.62
 

miR-27a-5p 表达上调 2.16
 

miR-6760-5p 表达下调 2.65
 

miR-3591-3p 表达上调 2.58
 

miR-4756-3p 表达下调 2.71
 

miR-196a-3p 表达上调 3.63
 

miR-3937 表达下调 2.72
 

miR-128-2-5p 表达上调 3.89
 

miR-4793-5p 表达下调 2.77
 

miR-6853-5p 表达上调 3.92
 

miR-2681-3p 表达下调 2.81
 

miR-4509 表达上调 4.09
 

miR-6779-3p 表达下调 2.96
 

let-7g-3p 表达上调 4.86
 

miR-448 表达下调 3.05
 

miR-1247-3p 表达下调 1.54
 

miR-129-2-3p 表达下调 3.56
 

miR-4701-5p 表达下调 1.57
 

miR-6778-5p 表达下调 3.67
 

miR-3936 表达下调 1.59
 

miR-6764-3p 表达下调 3.77
 

miR-137 表达下调 2.11
 

miR-3670 表达下调 4.06
 

miR-6806-3p 表达下调 2.12
 

miR-887-5p 表达下调 4.51
 

表2  NAFLD组较对照组显著差异表达的 miRNA

miRNA 表达类型 差异表达倍数 P
miR-122-5p 表达上调 2.58 0.000

 

1
miR-3591-3p 表达上调 2.58 0.000

 

1
miR-335-5p 表达上调 2.03 0.000

 

2
let-7g-3p 表达上调 4.86 0.000

 

2
miR-27a-5p 表达上调 2.16 0.001

 

0
miR-6753-3p 表达下调 2.54 0.000

 

1
miR-129-2-3p 表达下调 3.56 0.000

 

2
miR-6760-5p 表达下调 2.65 0.000

 

6
miR-6516 表达下调 2.19 0.006

 

0

图1  miR-122-5p、miR-335-5p、miR-27a-5p在不同组别的表达验证
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表3  差异表达的 miRNA预测的靶基因GO功能富集分析

GO序号 条目
 

P

GO:0008286 insulin
 

receptor
 

signaling
 

pathway(胰岛素受体信号通路) 0.000
 

01

GO:0016055 Wnt
 

signaling
 

pathway(Wnt信号通路) 0.000
 

01

GO:0001889 liver
 

development(肝脏发育) 0.000
 

01

GO:0006184 GTP
 

catabolic
 

process
 

(GTP分解代谢过程) 0.000
 

01

GO:0042593 glucose
 

homeostasis(葡萄糖稳态) 0.000
 

01

GO:0046856 phosphatidylinositol
 

dephosphorylation(磷脂酰肌醇去磷酸化) 0.005

GO:0045719 negative
 

regulation
 

of
 

glycogen
 

biosynthetic
 

process(糖原生物合成过程的负调控) 0.008

GO:0006112 energy
 

reserve
 

metabolic
 

process(能量储备代谢过程) 0.080

GO:0006629 lipid
 

metabolic
 

process(脂质代谢过程) 0.010

GO:0006665 sphingolipid
 

metabolic
 

process(鞘脂代谢过程) 0.010

GO:2000505 regulation
 

of
 

energy
 

homeostasis(能量稳态调节) 0.018

GO:0045444 fat
 

cell
 

differentiation(脂肪细胞分化) 0.019

3 讨  论

  青少年NAFLD发病率较高,达3%~10%,成年

后并发症较多,如肝硬化、2型糖尿病、代谢综合征和

心血管疾病等。青少年NAFLD发生机制尚不明确,
“多次打击”学说被大多数学者推荐[9],包括高胰岛素

血症和胰岛素抵抗引起单纯肝脏细胞脂肪变性,游离

脂肪酸脂毒性作用、氧化应激、线粒体功能障碍等激

活相关炎性细胞因子致肝细胞坏死,引起非酒精性脂

肪性肝炎,激活肝星状细胞合成大量细胞外基质进一

步发生肝纤维化。miRNAs作为一种基因表达的调

控因子,在肥胖、NAFLD、动脉粥样硬化和糖尿病等

代谢疾病的发生、发展中起重要作用,在肝脏疾病中

作用更为明显。已有众多研究提示 miRNAs
 

参与

NAFLD病理生理的调控[10-11],主要表现在脂肪细胞

分化、肝脏脂肪酸和胆固醇代谢、胰岛素抵抗、线粒体

损伤等过程的调控。外泌体是一种细胞特殊小分子

如miRNA的运输载体,肝脏细胞既可释放外泌体,又
是肝脏内源性外泌体和其他器官细胞来源的外泌体

作用的靶细胞。
miR-122是肝脏中表达量最丰富的 miRNA,参

与三酰甘油、胆固醇、游离脂肪酸的代谢。普遍认为,
miR-122与脂肪肝发病密切相关。本项目中笔者发

现NAFLD患者血清外泌体源性 miR-122-5p表达显

著增加。SALVOZA等[12]也发现NAFLD
 

患者的血

清miR-122水 平 明 显 高 于 健 康 对 照 组,而 CSAK
等[13]在饮食诱导的脂肪性肝炎大鼠中发现肝脏组织

miR-122降低。因此,本研究推测肝脏组织 miR-122
表达降低参与了非酒精性脂肪性肝炎相关肝纤维化

的发生,其他组织分泌 miR-122,并由外泌体携带至

肝脏代偿以保护肝脏。
miR-27是一种与脂质代谢相关性最高的 miR-

NA。有研究表明在人类和啮齿类动物脂肪细胞脂质

代谢中miR-27a过度表达可以加速脂肪释放、三酰甘

油水解,释放出更多的游离脂肪酸,肝脏游离脂肪酸

的超负荷是导致脂肪肝变性的重要原因[14]。研究证

实miR-27基因家族在成脂分化过程中表达下调,过
表达 miR-27会特异性抑制脂肪细胞的形成,而不影

响肌源性分化[15]。此外,还发现 miR-27可与过氧化

物酶体增殖物激活受体γ(PPARγ)结合并影响其表

达,调节脂质分解以及合成代谢效率,miR-27a可能在

肥胖NAFLD的病理发展中发挥作用。此外,有研究

发现,miR-335在肥胖小鼠的白色脂肪组织和肝脏中

表达上调,这可能与肥胖的病理生理机制相关[16]。在

饮食诱导小鼠NAFLD的肝脏中发现 miR-335-5p上

调,而miR-21有所降低,这些miR-335的靶标分子在

调控脂类和碳水化合物代谢、信号传导以及凋亡中都

有重要作用,这对饮食引起肥胖、脂肪肝、肝纤维化甚

至肝硬化的发生、发展具有重要作用[17]。
综上所述,青少年NAFLD患者血清差异性表达

的miRNA可能与疾病的发病机制有关,但仍需深入

研究,miR-122-5p、miR-335-5p、miR-27a-5p可能可以

作为肥胖NAFLD早期诊断的标记物。
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  摘 要:目的 探讨红细胞平均体积(MCV)对 XN-2000血液分析仪电阻抗法(PLT-I)和荧光染色法

(PLT-F)计数患者血小板结果的影响。方法 采用Sysmex
 

XN-2000血液分析仪对286例患者抗凝血分别用

PLT-I和PLT-F进行血小板计数,计数结果根据 MCV大小分为3组,A组:MCV<72
 

fL,B组:72
 

fL≤MCV
≤82

 

fL,C组:MCV>82
 

fL;将两种方法检测的血小板结果进行统计学分析。结果 A组PLT-I和PLT-F两

种方法计数结果差异有统计学意义(P<0.05),B组和C组这两种方法计数结果差异均无统计学意义(P<
0.05)。结论 临床进行血常规血小板计数检测时,MCV越大,PLT-I和PLT-F二者计数结果差异越不明显,
MCV<72

 

fL时,PLT-I和PLT-F血小板计数结果有明显差异,提示 MCV<72
 

fL时采用PLT-F对血小板计

数结果进行复检,可有效避免小红细胞导致的血小板计数假性增高。
关键词:XN-2000全自动血细胞分析仪; 血小板计数; 电阻抗法; 荧光染色法
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  血细胞分析仪是临床检验应用最为普遍的仪器,
具有快速、重复性好等特点,为临床提供准确、有效的

血细胞参数[1]。血小板计数检测是临床血细胞计数

检验中的一项重要的分析指标,对多种临床疾病的诊

断及治疗具有重要意义,并且与疾病的发展和预后密

切相关[2-6]。而临床血小板检测中易受溶血、脂血、红
细胞碎片等因素影响导致血小板计数假性减低和假

性增高[7]。Sysmex公司XN-2000血细胞分析仪可采

用电阻抗法(PLT-I)和荧光染色法(PLT-F)对血小板

进行计数分析,其中PLT-I具有快速、重复性好等特

点,但易受小红细胞和红细胞碎片的影响;PLT-F应

用血小板特异性染料结合流式细胞术进行血小板计

数,对非血小板颗粒具有较强的抗干扰能力。本次研

究分析不同范围 MCV这两种方法计数血小板结果的

差异,并结合直方图及散点图,对其准确性及干扰因

素进行分析,为实验室准确检测血小板 计 数 提 供

依据。
1 资料与方法

1.1 标本来源 随机收集本院门诊、住院患者及体

检者286份标本,根据 MCV结果分为3组:A组124
例,MCV<72

 

fL;B组62例,72
 

fL≤MCV≤82
 

fL;C
组106例,MCV>82

 

fL。
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