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摘要 研究环状 ＲNA 在重度子痫前期患者胎盘组织与正常

胎盘组织中表达的差异性。选取重度子痫前期( sPE) 患者、
正常妊娠孕妇的胎盘组织各 3 例，应用高通量测序技术检测

两组样本中环状 ＲNA 的表达情况，使用 miＲanda 软件对筛

选出的环状 ＲNA 进行 miＲNA 靶基因预测。有 3 007 个环状

ＲNA 在实验组与对照组中均有表达，其中差异表达的环状

ＲNA 共有 89 个，包含 44 个上调基因和 45 个下调基因。多

数筛选出的差异表达环状 ＲNA 具有 has-let-7、miＲ-100、miＲ-
101、miＲ-103 家族成员的结合位点。研究表明胎盘组织中

环状 ＲNA 的表达失调可能参与了 sPE 的发生发展过程。
关键词 环状 ＲNA; 高通量测序技术; 重度子痫前期; 胎盘;

差异表达

中图分类号 Ｒ-331; Ｒ 714． 259
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2020) 05 － 0804 － 04
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2020． 05． 030

子痫前期( preeclampsia，PE) 是以新发高血压、
蛋白尿为主要临床表现、全身小动脉痉挛为主要病

理特点的妊娠期特有疾病，可导致母婴死亡率和发

病率 增 加，其 发 病 机 制 尚 未 完 全 明 确，已 有 的 研

究［1］表明是多种因素共同作用的结果。其中，胎盘

异常在 PE 发病机制中起重要作用这一观点已被普

遍接受。胎盘具有物质合成、交换、代谢以及防御功

能，在维持妊娠过程发挥着重要作用。当胎盘功能

出现异常时，如螺旋动脉血管重铸不足引起的胎盘

“浅着床”; 或胎盘源性生理物质分泌调节异常，引

起新陈代谢、炎性反应、血管生成的调控失调等，都

可促使 PE 的发生［2］。

环状 ＲNA( circＲNA) 是一种特殊类型的非编码

ＲNA，广 泛 存 在 于 生 物 体。不 同 于 传 统 的 线 性

ＲNA，circＲNA 来源于“反向剪接”过程，形成了既

不具有极性也不具有多聚腺苷酸尾的从 5＇到 3＇端的

共价闭环结构［3］，这使得它比线性 ＲNA 更稳定。
circＲNA 在不同个体具有高度的组织特异性、细胞

特异性，并有稳定的表达水平。此外，除少数 cir-
cＲNA 外，其中大多数在物种之间具有高度保守的

序列［4］。这些特征使 circＲNA 的异常表达有潜在的

介导某些特殊疾病发生的可能性。circＲNA 可能通

过以下 5 种方式发挥其生物学功能: miＲNA 海绵、
作为翻译模板、调控基因转录、与 ＲNA 结合蛋白作

用、螯合蛋白质［4 － 5］。circＲNA 与人类多种疾病的

发病机制有密切关系，但有关 circＲNA 对 PE 作用的

研究较少。因此，该研究检测了 sPE 胎盘 circＲNA
的表达水平并预测了这些 circＲNA 的靶 miＲNA，想

由此提供一种新的研究 PE 发病机制和检测手段的

途径。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 本研究纳入的 6 例胎盘组织来自

于昆明医科大学第一附属医院分娩的单胎初产妇，

其中 sPE 患者 3 例( 实验组) ; 正常妊娠妇女 3 例

( 对照组) 。sPE 组纳入标准: 符合 sPE 诊断标准:

sPE 定义为轻度 PE 和一个或多个以下其他不良特

征的综合: ① 收缩压≥21. 33 kPa 和( 或) 舒张压≥
14. 67 kPa; ② 蛋 白 尿≥5 g /24 h 或 随 机 蛋 白 尿

( ) ; ③ 其他临床上的妊娠综合征( 包括脑神经症

状、乳酸脱氢酶 ＞ 600 IU /U，天冬氨酸转氨酶或丙氨

酸转氨酶 ＞ 70 IU /U，血小板数量 ＜ 100 × 109 个细

胞 /L 等) 。对照组纳入标准: 符合正常妊娠诊断标

准: ① 妊娠经过顺利; ② 血压 ＜ 18. 67 /12 kPa; ③
无蛋白尿。排除标准: 排除合并心血管疾病、肝肾疾

病、糖尿病、急慢性感染性疾病及胎儿染色体异常或

发育畸形等妊娠合并症病史。每位患者被告知胎盘

用途，并签署知情同意。
1． 2 方法
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1． 2． 1 标本采集 顺产胎盘娩出后，在胎盘母体面

和胎儿面无钙化区和出血点的部位采集数块面积约
1 cm ×1 cm ×1 cm 的胎盘组织，并在生理盐水中反

复漂洗去除血污，干纱布吸除水分后加入 ＲNA later
－ 80 ℃的冰箱保存，准备进行组织中的 ＲNA 提取。
1． 2． 2 circＲNA-seq 检测 按 TＲIzoI 说明书提取胎

盘组织总 ＲNA。采用 ＲNA 完整性和纯度检测合格

的 ＲNA，通过去除 rＲNA，合成双链 DNA，末端修复、
连接测序接头，片段选择、降解第二链 cDNA，PCＲ
富集、文库质检等过程，再对富集的 cDNA 进行高通

量测序。对测序质量合格的 circＲNA 进行鉴定，将

测序序列数目( read count) ≥2 的候选 circＲNA 作

为鉴定的 circＲNA。接着对候选 circＲNA 进行差异

表达分析，circＲNA 差异表达的输入数据为 circＲNA
表达水平分析中得到的 readcount 数据。从差异倍

数和校正后的显著水平两个水平进行评估，对差异

circＲNA 进行筛选。
1． 2． 3 靶基因预测 利用 miＲanda 软件对筛选获

得的差异性 circＲNA 进行下游 miＲNA 预测。
1． 3 统计学处理 采用 Illumina Casava 1. 8 版本测

序平台对原始数据进行测序，使用 find_circ 软件鉴

定 circＲNA 和 TPM 进 行 表 达 量 归 一 化 处 理，用

DEGseq 进行 circＲNA 差异分析。差异 circＲNA 筛

选默认筛选条件为: qvalue ＜ 0. 01 ＆＆ | log2 ( fold-
change) | ＞ 1。

2 结果

2． 1 circＲNA 在子痫前期患者胎盘中的表达情况

共检测出12 000个 circＲNA，其中有3 007个在对

照组和实验组中均有表达( 图 1 ) 。比较这3 007个

circＲNA，发现 89 个差异性表达的 circＲNA，其中上

调的 circＲNA 有 44 个，下调的 circＲNA 有 45 个( 图

2) 。上调和下调的 circＲNA 差异倍数在 5 倍以上的

图 1 circＲNA 的维恩图

图 2 差异性表达 circＲNA 聚类图

红色代表上调基因; 蓝色代表下调基因; C: 对照组; P: 实验组

分别为 4 个、10 个。表 1 列出了上调和下调倍数最

明显的十个基因的基本信息。

表 1 上调 /下调倍数前十的差异性表达 circＲNA

基因名
实验组

readcount

对照组

readcount

log2Fold

Change
pval

hsa_circ_0004383 1 154． 530 000 0 10． 772 7． 77E －12
hsa_circ_0004366 34． 363 100 0 6． 439 1 0． 000 459
hsa_circ_0004449 9． 756 834 0 5． 117 3 0． 007 974
hsa_circ_0004692 8． 510 636 0 5． 034 0． 009 055
hsa_circ_0009370 7． 798 573 0 4． 949 6 0． 010 514
hsa_circ_0001741 7． 196 243 0 4． 854 0． 012 510
hsa_circ_0004376 7． 018 374 0 4． 796 9 0． 013 922
hsa_circ_0004447 104． 349 500 0 4． 780 3 0． 020 453
hsa_circ_0005168 190． 133 500 0 4． 750 9 0． 021 561
hsa_circ_0009433 6． 398 984 0 4． 703 6 0． 016 292
hsa_circ_0005094 0 29． 295 610 － 6． 041 6 0． 001 194
hsa_circ_0004860 0 17． 446 890 － 5． 892 2 0． 001 202
hsa_circ_0001775 0 13． 128 410 － 5． 562 5 0． 002 607
hsa_circ_0000645 0 10． 198 050 － 5． 276 5 0． 004 827
hsa_circ_0005093 0 13． 192 010 － 5． 274 4 0． 005 730
hsa_circ_0004912 0 9． 993 283 － 5． 257 1 0． 005 011
hsa_circ_0010079 0 12． 418 540 － 5． 218 4 0． 006 360
hsa_circ_0000294 0 9． 484 965 － 5． 195 7 0． 005 689
hsa_circ_0008810 0 11． 340 480 － 5． 126 5 0． 007 558
hsa_circ_0009801 0 8． 375 546 － 5． 044 8 0． 007 726

2． 2 circＲNA 靶基因预测结果 在筛选出的 89 个

circＲNA 中，发现有 75 个 circＲNA 具有 has-let-7 家

族成员的结合位点，与 miＲ-100、miＲ-101、miＲ-103
家族成员有结合位点的 circＲNA 个数分别是 49、53
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和 65 个。与这 4 种 miＲNA 均有合位点的 circＲNA
有 40 个。其 中，hsa _ circ _ 0004383、hsa _ circ _
0000294、hsa_circ_0000645、hsa_circ_0010783、hsa_
circ_0011179、hsa_circ_0011828、hsa_circ_0011962
这七个差异性表达在 5 倍以上的 circＲNA 与这四种

miＲNA 皆有结合位点( 图 3) 。

图 3 差异性表达在 5 倍以上的 circＲNA 与其靶 miＲNA 的网络图

红色( 圆形) : circＲNA; 黄色( 三角形) : miＲNA

3 讨论

PE 是孕产妇常见的特有疾病，严重威胁母婴健

康，目前缺乏精准的检测标准，因此，深入研究 PE
的发病机制，找到能实现早期诊断及有效治疗的分

子靶标有着重要意义。CircＲNA 的报道［4］从 1990
年代初开始，由于技术水平的制约，近几年才成为研

究热点。CircＲNA 可通过多种方式发挥其生物学功

能，而了解较全面的是其能够作为 miＲNA 海绵竞争

内源性 ＲNA，从而参与疾病的发病机制中。有研究

小组提出并验证了心脏相关的 circＲNA 可作为内源

性 miＲ-223 海绵来抑制 miＲ-223 活性，促进心肌细

胞肥大与凋亡，或作为 miＲ-7a 海绵，通过降低 miＲ-
7a 的活性和提高 miＲ-7a 靶标的表达来促进心肌梗

死的发展，从而参与心血管疾病的发生［5 － 6］。Wang
et al［7］发现 circＲNA 可抑制 miＲ-7 导致其不能诱导

任何胰腺 β 细胞增殖，从而引起糖尿病发生。此

外，circＲNA 还与肿瘤、神经系统疾病、肝炎等疾病

的发生有关［8］。

然而，有关 circＲNA 在妇产科疾病中的作用研

究甚少。此次研究分析了 circＲNA 在 PE 患者和正

常妊娠妇女胎盘组织中的表达水平，发现 44 个 cir-
cＲNA 在实验组中高表达，45 个 circＲNA 低表达。
这 89 个 circＲNA 中有 75 个 circＲNA 与 has-let-7 家

族成员有结合位点，且大多数还可以和 miＲ-100 或

miＲ-101、miＲ-103 家族成员结合。
Let-7 是一种低氧反应型 miＲNA，在缺氧条件

下，let-7 的表达增加，通过相关的调控通路，调节机

体的适应能力，维持机体正常的生理状态。Let-7 与

内皮细胞的很多生物学过程密切相关，如促进炎症

反应发生、抑制细胞免疫应答，增强内皮通透性影响

血管形成，参与细胞增殖与凋亡、调节脂质代谢［9］，

还可通过调控Ⅲ型转化生长因子-β 受体 3 来影响

细胞的迁移和侵袭能力［10］。Let-7 在 PE 患者胎盘

中高表达，上调的 Let-7 可以通过靶向调控 ephrin-
B2 /Eph 受体 B4 系统影响滋养细胞侵袭过程，从而

加速 PE 进程［11］，说明 let-7 家族成员在 PE 中的异

常表达可能与 PE 的病理过程存在一定相关性。
有研究［12 － 13］ 显示 miＲ-100、miＲ-101、miＲ-103

在 PE 患者胎盘组织中表达水平低于正常妊娠妇

女。MiＲ-100 被认为是一种新型上皮 － 间质转化诱

导物，可诱导上皮 － 间质转化过程，但它又能抑制

肿瘤 发 生、迁 移 和 侵 袭。如 miＲ-100 通 过 靶 向

HOXA1 抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭［14］。MiＲ-100-
5p 可以通过环氧化酶 2 抑制血管生成［15］。此外，

Cao et al［16］发现 miＲ-100 可通过靶向 CXCＲ7 抑制

癌细胞增殖。PE 过程中伴随着胎盘滋养细胞凋亡

数的增加，有研究表明干扰 miＲ-101 表达后凋亡细

胞数量显著增加。进一步实验发现 miＲ-101 在内质

网应激期间参与调节一些凋亡蛋白，通过在 PE 中

靶向内质网蛋白 44 来调节滋养层 HTＲ-8 / SVneo
细胞的凋亡过程［13］。MiＲ-103 是一种原癌基因，过

表达的 miＲ-103a 通过下调 p57 来激活 mTOＲ 通路，

进而促进细胞的增殖、迁移、侵袭并抑制凋亡［17］。
因此，circＲNA 可能通过与 let-7、miＲ-100、miＲ-

101 以及 miＲ-103 结合，抑制其生物学功能，从而参

与到 PE 的发病机制中。但是，circＲNA 如何通过调

控 miＲNA 来影响 PE 的发生发展，其具体机制还有

待进一步的研究。当然，此次研究也存在很多不足

之处。① 实验样本量过少，代表性不够，后续研究

还需扩大样本量来加以论证; ② 样本来自同一地
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区，可能有地域性差异。
综上所述，胎盘组织 circＲNA 表达的失调可能

与 PE 发病和病理生理过程有关。本研究为深入了

解 PE 的发病机理提供了新的线索，并为改善 PE 的

预防与诊疗水平提供了理论与实验依据。
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Analysis of differently expressed circＲNA in placental tissue
of severe preeclampsia by ＲNA sequencing

Zhou Zhiyi1，2，Li Xiaojuan1，Jiang Guoqing1，et al
( 1Dept of Obstetrics，The First Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming 650032;

2West China-Guang’an Hospital，Sichuan University，Guang’an 638500)

Abstract To investigate the expression difference of circＲNA in placentas between normal pregnant women and
patients with severe preeclampsia ( sPE) ． Placental tissues were obtained from three pregnant women with sPE and
three normal pregnant women． The expression of circＲNA in the two groups was detected by ＲNA-seq technique a-
nalysis． The miＲNA targets of circＲNAs were predicted using miＲanda software． There were 3 007 circＲNAs ex-
pressed in both the experimental group and the control group． Among them，89 circＲNAs were differentially ex-
pressed，including 44 up-regulated genes and 45 down-regulated genes． Most of these differentially expressed cir-
cＲNAs had binding sites for has-let-7，miＲ-100，miＲ-101，and miＲ-103 family members． The results indicate that
these dys-regulation of circＲNA in placental tissue may be involved in the pathogenesis and pathophysiology of sPE．
Key words circＲNA; ＲNA-seq; severe preeclampsia; placenta; differential expression
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