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先天性心脏病新生儿血浆circRNAs芯片数据的生物信息学分析*
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  摘 要:目的 利用高通量检测技术探讨新生儿先天性心脏病(CHD)的发病机制。方法 将CHD新生儿

血清与正常健康新生儿血清各3份进行配对分析,用微阵列探针进行环状RNA(circRNAs)检测。结果 共检

测到1
 

711个circRNAs,其中差异表达的
 

circRNAs
 

375个,在CHD新生儿血清中表达上调的circRNAs
 

115
个,下调的

 

circRNAs
 

260个(FDR
 

>2,P<0.05)。通过美国Arraystar公司的微小RNA(miRNA)结合位点

预测软件,该研究对每个差异表达的circRNA预测5个高匹配值的 miRNA结合位点,375个差异表达的cir-
cRNAs预测结合了

 

1
 

546个miRNAs对14个 miRNAs的靶基因进行信号通路分析,其中富集总分位于前3
位的通路局灶性黏连、肌动蛋白细胞骨架调节、血管平滑肌收缩均与CHD的病理相关。通过hsa_circ_091419/

miR-145/mRNA的网络图构建,该研究预测CHD相关的靶基因其34个,包括hsa-miR-145-3p的靶基因IT-
GB8。结论 CHD的发病机制可能与circRNA和miRNA的上调或下调及circRNA-miRNA的共表达密切相

关,具体涉及多种途径和多种细胞分子生物学过程的调控。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

neuborns
 

with
 

congenital
 

heart
 

disease
 

(CHD)
 

by
 

high-throughput
 

detection
 

technology.Methods In
 

this
 

study,the
 

serum
 

of
 

CHD
 

newborns
 

(n=3)
 

was
 

paired
 

with
 

that
 

of
 

healthy
 

newborns
 

(n=3).circular
 

RNA
 

(circRNAs)
 

were
 

detected
 

by
 

microarray
 

probe.
Results A

 

total
 

of
 

1
 

711
 

circRNAs
 

were
 

found,among
 

which
 

375
 

were
 

differentially
 

expressed.115
 

were
 

up-
regulated

 

and
 

260
 

were
 

down-regulated
 

in
 

CHD
 

group
 

(FDR>2,P<0.05).By
 

using
 

the
 

microRNA
 

(miR-
NA)

 

binding
 

site
 

prediction
 

software
 

of
 

Arraystar
 

company,five
 

miRNA
 

binding
 

sites
 

with
 

high
 

matching
 

val-
ue

 

for
 

each
 

differentially
 

expressed
 

circRNA
 

were
 

predicted.The
 

prediction
 

of
 

375
 

differentially
 

expressed
 

cir-
cRNAs

 

combined
 

1
 

546
 

miRNAs.The
 

target
 

genes
 

of
 

14
 

miRNAs
 

were
 

analyzed
 

for
 

signal
 

pathways.Among
 

them,the
 

pathways
 

with
 

the
 

top
 

three
 

enriched
 

total
 

scores
 

were
 

focal
 

adhesion,actin
 

cytoskeleton
 

regulation
 

and
 

vascular
 

smooth
 

muscle
 

contraction,which
 

were
 

all
 

related
 

to
 

the
 

pathology
 

of
 

CHD.Through
 

hsa_circ_

091419/mir-145/mRNA
 

network
 

construction,the
 

study
 

predicted
 

34
 

CHD
 

related
 

target
 

genes,including
 

the
 

target
 

gene
 

ITGB8
 

of
 

hsa-miR-145-3p.Conclusion The
 

pathogenesis
 

of
 

CHD
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

up-
regulation

 

or
 

down-regulation
 

of
 

circRNA
 

and
 

miRNA
 

or
 

the
 

co-expression
 

of
 

cirRNA-miRNA,which
 

involves
 

the
 

regulation
 

of
 

multiple
 

pathways
 

and
 

cellular
 

and
 

molecular
 

biological
 

processes.
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  先天性心脏病(CHD)指出生时即存在的心血管

结构或功能异常,其发病率在各类出生缺陷疾病中占

首位,是中国大城市5岁以下儿童的首要死因。出生

后严重CHD易导致新生儿因呼吸或循环衰竭而死

亡,存活者常继发心、肺及脑等重要器官损伤而导致

生长发育及智力发展障碍[1-2]。该病严重威胁婴幼儿

生命和健康,给社会和家庭带来了沉重负担,是一类

急待解决的优生优育难题。环状RNA(circRNAs)是
一种在哺乳动物细胞中发现的新型非编码RNA,具
有疾病特异性、组织特异性和时序特异性,随着现代

科学技术的发展,其调控功能越来越被人们重视[3]。

circRNAs在CHD发生、发展中发挥着重要作用,有
望成为一种新的潜在的CHD诊疗生物标志物或治疗

靶点[4]。本研究通过人类circRNA 基因芯片检测

CHD新生儿和健康体检新生儿血浆中的circRNAs
表达谱,分析差异表达的circRNAs,利用生物信息学

方法构建新生儿 CHD 的circRNA-miRNA-mRNA
的调控网络,揭示miRNA表达调控机制,探讨新生儿

CHD的可能发病机制,为预防新生儿CHD发生、发
展提供新的理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究采用病例对照研究设计来进

行CHD新生儿血浆中circRNA芯片数据的生物信

息学分析。经常州市儿童医院伦理委员会批准和签

署知情同意书,本研究收集2020年在常州市儿童医

院新生儿科收治的经超声心动图确诊的CHD患儿及

同期健康新生儿血浆标本各13例,为去除非研究目

的相关因素干扰,13例CHD新生儿均经遗传学基因

筛查排除遗传性疾病。
 

其中3例CHD患儿标本和3
例健康新生儿标本送上海康成生物工程有限公司进

行血浆中的circRNA进行检测,剩余标本用于验证芯

片结果的可靠性。

1.2 方法

1.2.1 芯片分析 应用Arraystar
 

circRNA基因芯

片(上海康成生物工程有限公司)对3例CHD新生儿

及3例健康新生儿血浆标本中的circRNA进行检测。

1.2.2 circRNA的鉴定及注释 根据已有研究关于

circRNA结构特征及剪接序列特征,采取以下措施进

行circRNA 鉴定:(1)splice
 

sites两端是 GU/AG;

mismatch≤2;(2)Back-spliced
 

junctions
 

reads≥2;
(3)two

 

splice
 

sites≤100
 

kb。基于circRNA在基因

组中的位置关系及与蛋白编码基因的关系,对筛选获

得的circRNA 进 行 注 释,主 要 分 为 两 个 部 分,cir-
cRNA位 置 关 系 分 类 及 circRNA 功 能 注 释。cir-
cRNA分类注释主要依据circRNA在基因组中基因

位点关系进行注释,分为5类,即intronic
 

circRNA、

exonic
 

circRNA、antisense
 

circRNA、senseoverlaping
 

circRNA及intergenic
 

circRNA。circRNA功能注释

是基于circRNA形成机制,主要依据circRNA对应

的circRNA-hosting
 

gene功能进行circRNA 的 GO
注释及KEGG注释。

1.2.3 差异基因的筛选 将原始数据导入SAM 软

件分析,采用t检验计算P 值,以P<0.05为差异有

统计学意义。对芯片原始结果用R软件包进行标准

化和数据分析。通过P 值/FDR筛选组间差异表达

circRNAs(FDR>2.0,P<0.05)。将数据导入Pusa-
men1.10和Cluster

 

3.0
 

软件进行系统聚类分析,软
件输出聚类图及火山图来显示新生儿CHD血清中差

异circRNAs的情况。

1.2.4 基因本体分析和信号通路分析 将差异表达

基因导入DAVID和Pathway
 

Studio
 

5.0分析软件,
计算分类种类、每个种类的基因数及P 值等内容,并
且根据P 值大小依次输出。Fisher确切概率法检验

两个小数据分类的关联,P 值表示GO富集差异表达

基因的意义,P 值越低,差异性越大(P<0.05)。借

助KEGG数据库对CHD差异表达基因进行研究。

1.2.5 circRNA/miRNA 结 合 位 点 分 析  每 个

FDR>2 的 circRNA 均 用 美 国 Arraystar公 司 的

miRNA结合位点预测软件预测5个高匹 配 值 的

miRNA结合位点。通过部分序列互补分析circRNA
结合的miRNA,形成cirRNA-miRNA关系网络图。

 

1.2.6 miRNA靶基因预测 利用 GCBI网站(ht-
tp://www.targetscan.org)进行 micRNA的靶基因

预测。

1.2.7 应用Cytoscape软件构建网络图 构建每个

FDR>2的circRNA与之预测结合的前5位高匹配

值的 miRNA的CircRNA/miRNA网络图;构建前5
位的miRNA至少有一个是文献报道与CHD相关的

miRNA的circRNA/miRNA网络图;通过靶基因预

测与参考文献结合选取结合CHD相关的 miRNA数

目最多的hsa_circRNA_091419,来构建circRNA/

miRNA或
 

circRNA/miRNA/mRNA
 

网络图。

1.3 统计学处理 以CircRNA芯片结果为基础,采
用SPSS20.0统计软件进行数据处理及统计分析,采

·4602· 检验医学与临床2022年8月第19卷第15期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2022,Vol.19,No.15



用t检验,筛选出组间FDR>2的基因为表达显著上

调基因,所有差异性基因均满足P<0.05。同时将所

有差异性表达基因导入R
 

软件包后,得出GO分析和

信号通路分析结果。

2 结  果

2.1 CHD新生儿血浆标本中差异表达circRNAs谱

的表达特征 将CHD新生儿血清(n=3)与正常健康

新生儿血清(n=3)进行配对分析,用微阵列探针共检

测得到1
 

711个circRNAs,其中差异表达的
 

circR-
NAs

 

375个,在CHD新生儿血清中表达上调的cir-
cRNAs

 

115个,下调的circRNAs
 

260个(FDR>2,

P<0.05)。
 

2.2 差异表达circRNAs的验证 为保证芯片结果的

准确可靠性,从差异表达前20条circRNAs中随机选取

5条circRNAs(hsa-circ-091419、hsa-circ-402458、hsa-
circ-406494、hsa-circ-016545、hsa-circ-102016),采 用

实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)对10对标本

(10例CHD新生儿血浆和10例健康新生儿血浆)中
的该5条circRNAs水平进行检测,结果以 GAPDH
为内参进行标定。相对表达量通过扩增产物所需的

循环 次 数 Ct值 计 算,应 用2-ΔΔCt 法,其 中 ΔCt=
Ct标本-CtGAPDH。结果显示,PCR的折叠变化与芯片

结果虽有所不同,但其表达的趋势与芯片相同,说明

两种方法结果的一致性良好,表明芯片结果是可靠

的,可以用于后续的研究,结果见图1。

  注:A~E分别为CHD组与对照组hsa-circ-406494、hsa-circ-402458、hsa-circ-102016、hsa-circ-091419、hsa-circ-016545
 

circ
 

RNAs相对表达

量,*表示P<0.001。

图1  5条差异表达circRNAs的验证

2.3 circRNA/miRNA的结合位点分析 circRNA
具有miRNA的分子海绵作用,通过作用于疾病相关

的miRNA,影响疾病的发生、发展。通过美国Array-
star公司的miRNA结合位点预测软件,对每个差异

表达的circRNA预测5个高匹配值的 miRNA结合

位点。375 个 差 异 表 达 的 circRNAs预 测 结 合 了

1
 

546个miRNAs,其中包括14个CHD相关的 miR-
NAs。

2.4 信号通路及circRNA/miRNA相互作用的网络

构建 对差异表达的14个miRNAs的靶基因进行信

号通路分析,结果显示富集总分排名前3位的通路局

灶性黏连、肌动蛋白细胞骨架调节、血管平滑肌收缩

均与CHD 的病理相关。在这14个 CHD 相关的

miRNAs中,对应结合了
 

24个circRNAs,有的 miR-

NA不止结合一个circRNA,如hsa-miR-208-a-5p;而
一个circRNA也结合了多个 miRNA,其中hsa_cir-
cRNA_102410结合了5个 miRNA,包括

 

hsa-miR-
92a-1-5p、hsa-miR-92b-5p、hsa-miR-612、hsa-miR-
181d-3p、hsa-miR-890。通过hsa_circ_091419/miR-
145/mRNA的网络图构建,预测的CHD相关靶基因

34个,包括hsa-miR-145-3p的靶基因ITGB8。

3 讨  论

CHD是胚胎发育过程中最为常见的出生缺陷之

一,在活产新生儿中发病率为4‰~5‰,是婴幼儿期

非感染死亡的首位病因[1]。研究人员认为CHD的发

生、发展与基因突变等遗传因素密切相关,但具体发

病机制仍不清楚。目前,诊断胎儿CHD没有金标准,
只能依赖超声心动图,虽然其诊断特异度高,但其漏
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诊率却相当高。
心脏发育异常是一个涉及多因素共同作用的复

杂过程,其病理机制至今尚不清楚。从基因水平看,

CHD的发生、发展与 Nkx2-5、GATA4、SRF等基因

在不同时空通过Notch、Wnt等信号通路进行调控及

相互作用有关[4-5]。分子生物学为理解CHD的发生、
发展提供了线索和依据,目前的研究仅限于发现

CHD差异表达的基因,但对这些基因差异表达的上

游调控机制研究甚少。随着高通量检测技术的成熟

和转录组学的发展,有研究表明,微小 RNA(miR-
NA)、长链非编码RNA(lncRNA)和circRNAs等非

编码RNA可参与细胞生长、分化调控及细胞增殖与

凋亡等生物学过程,在心脏发育中发挥重要作用[6-8]。
高通量的筛查手段,如circRNAs芯片或测序技

术使研究疾病中circRNAs的差异表达成为可能,为
后续circRNAs功能研究或生物标志物筛选提供了极

大的便利,circRNAs及其相关结合蛋白的转录、表
达、结构和调控的异常,可能是肿瘤、心血管疾病等多

种疾病发生、发展的重要原因。

circRNAs主要通过竞争性吸附 miRNA、调控剪

接或转录过程及调节RNA结合蛋白等形式来影响生

理过程,如组织发育、胰岛素分泌和衰老,且参与了心

血管病变、心脏成纤维细胞、心肌肥大、神经系统疾病

及癌症等病理过程[9]。circRNAs因自身闭合结构对

核酸酶不敏感,要比线性RNA更为稳定,可作为潜在

的诊断心血管疾病和癌症的生物标志物[3,10]。
 

许多心血管疾病和冠状动脉疾病都与circRNAs
有关。有研究表明,敲除CIRCDHCR24可以减轻血

管平滑肌细胞的增殖、迁移和表型转换,从而预防血

管阻 塞 性 狭 窄[11]。circMGAT1可 通 过 调 节 miR-
34a/YAP1轴,抑制细胞凋亡,促进细胞增殖,为冠心

病的治疗提供靶点[12]。有研究结果表明,miR-22-3p
的缺失再现了circMap3k5对血管平滑肌细胞的抗增

殖作用[13-14]。在SMC特异性Tet2基因敲除小鼠中,

Tet2的缺失消除了circMap3k5介导的血管平滑肌细

胞的抗增殖作用。circMAP3K5是 TET2介导的血

管平 滑 肌 细 胞 分 化 的 主 要 调 控 因 子。靶 向 circ-
MAP3K5/miR-22-3p/TET2轴可能提供了一个潜在

的内膜增生相关疾病的治疗策略,包括再狭窄和动脉

粥样硬化[13]。文献报道,circRNA-miRNA网络的作

用对冠心病具有重要影响,如心肌肥厚、心肌纤维化

和心力衰竭[14]。中药也具有抗动脉粥样硬化、抑制凋

亡、保护心肌和心肌细胞等作用,可通过调节 miR-
NAs促进细胞生长和保护血管系统[15]。

本研 究 采 用 Arraystar
 

circRNA 基 因 芯 片 对

CHD新生儿及健康新生儿血清中circRNAs进行筛

查,旨在寻找众多基因在表达上的差异性和相似性规

律,找出在CHD发病中起重要作用的基因或通路。
以circRNAs表达谱芯片结果为基础筛选出表达显著

上调和显著下调的circRNAs,通过生物信息学手段

进一步分析得出差异circRNAs线性基因GO分析,
以美国 Arraystar公司的 miRNA 结合位点预测软

件,对每个差异表达的circRNAs预测5个高匹配值

的miRNA结合位点,375个差异表达的circRNAs预

测结合了1
 

546个miRNAs,其中包括14个CHD相

关 的 miRNAs,hsa-miR-145-3p、hsa-miR-499-a-3p、

hsa-miR-208-a-5p、hsa-miR-199-a-5p等已被证实参与

CHD的相关病理过程[16-19]。应用KEGG数据库对差

异表达circRNAs进行功能预测,同时对可能与CHD
相关的miRNAs进行生物信号通路分析,最后,以结

合CHD 相 关 miRNAs数 目 最 多 的 hsa-circRNA-
091419为 例,应 用 Cytoscape软 件 构 建 了 hsa-cir-
cRNA-091419/miR-145/mRNA 的网络图。已有 文

献报道,miR-145-5p在冠心病患者中低表达,其过度

表达 可 通 过 抑 制 Smad4 有 效 减 轻 H/R 诱 导 的

CMEC损伤[16]。提示hsa-circRNA-091419通过作用

海绵吸附miR-145,作用于其靶基因ITGB8来影响心

肌标志物心钠素、心肌肌钙蛋白Ⅰ的表达,从而影响

心肌的发育。
本研究仍有一定的局限性,本研究仅通过生物信

息学预测hsa_circ_091419可能在心脏发育过程中发

挥作用,但没有通过试验进行验证,其与靶基因IT-
GB8及吸附标靶 miR-145之间的关系也需要进一步

的验证。
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