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ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ在特应性皮炎中的表达及其靶基因预测
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（重庆市第一人民医院皮肤病与性病科，重庆４０００１１）

　　摘　要：目的　 检测特应性皮炎（ＡＤ）患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ的表达情况，并对其进行潜在靶基

因预测。方法　选择２０１１年１０月至２０１２年２月该院门诊皮肤科ＡＤ患者８例为观察组，与观察组年龄和性别相匹配的健康体

检者６例为对照组。提取分离所有受试者ＰＢＭＣ中的ｍｉＲＮＡ，采用实时荧光定量ＰＣＲ法，检测 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ的表达水平，运

用ｍｉＲａｎｄａ、ＰｉｃＴａｒ和ＴｅｒｇｅｔＳｃａｎ等靶基因预测分析软件等生物信息学方法，筛选其潜在靶基因。结果　与对照组比较，ｍｉＲＮＡ

１４２５ｐ在观察组患者ＰＢＭＣ中的表达水平上调（犘＜０．０５），预测到交集靶基因有３９个，涉及到信号转导、细胞凋亡、细胞分化等。

结论　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ在 ＡＤ患者ＰＢＭＣ中高表达，可能通过调控其下游靶基因在ＡＤ发病中起着重要作用。
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　　特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）是一种慢性复发性、

瘙痒性、炎症性皮肤疾病。多自婴儿期起病，病情迁延反复。

其病因及发病机制还未完全清楚，目前考虑为一种多基因病，

涉及环境、基因及免疫之间的相互作用。近年来，一类新型微

ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）分子在医学学科的研究中备受

关注，其为一类长度大约为２０～２５个核苷酸小分子ＲＮＡ，分

布广泛。据推测，ｍｉＲＮＡｓ可负反馈调节人类约１／３基因编码

的ｍＲＮＡ
［１］。ｍｉＲＮＡ可通过两种机制致使特定基因的沉默，

对机体生长、发育及各种疾病尤其是肿瘤的发生和发展具有重

要的调节功能。研究ｍｉＲＮＡ以及其生物学功能，特别研究其

对肿瘤的负反馈调节的作用，是生命医学研究的最新方向之

一。近年来，运用基因芯片与高通量测序技术，已筛选出多种

与疾病相关 ｍｉＲＮＡ，证实了 ｍｉＲＮＡ与人类重大疾病（如肿

瘤、神经系统疾病、免疫性疾病等）的发生、发展存在相关性［２］。

目前尚少有相关的文献资料关于 ＡＤ患者外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣ）中ｍｉＲＮＡ的研究。本研究初步探索ＡＤ患者ＰＢＭＣ

中ｍｉＲＮＡ的变化，并进行生物信息学分析预测其靶基因，旨

在为研究ＡＤ的分子调控机制提供实验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１０月至２０１２年２月本院皮肤

科门诊ＡＤ患者８例（观察组），其中男２例，女６例；年龄３～

１６岁，平均（８．０±３．８）岁。入选标准：（１）符合 Ｈａｎｉｆｉｎ＆Ｒａｊ

ｋａＡＤ诊断标准；（２）３～１６岁患者；（３）病程１年以上，每年缓

解期小于３个月者。排除标准：血液常规及肝、肾功能检查有

严重异常的患者；患有传染病、精神疾病、血液疾病、肿瘤、结缔

组织病、糖尿病、心脏病等系统疾病者；近１个月内系统使用糖

皮质激素药物或免疫抑制剂者。选择同期年龄、性别与观察组

相匹配的健康体检儿童６例为对照组。

１．２　方法

１．２．１　主要实验试剂　ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡ提取分离试剂盒（离
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心柱型）、ｍｉＲＮＡｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、ｍｉＲＮＡ荧光定量

检测试剂盒、ｍｉＲＮＡ１４２５Ｐ和ｈａｓＵ６检测引物均购天根生

化科技有限公司。

１．２．２　ＰＢＭＣ分离及 ｍｉＲＮＡ的提取分离　Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度

离心法分离ＰＢＭＣ；ｍｉＲＮＡ的提取分离，按试剂盒操作说明书

提取分离ｍｉＲＮＡ，而后进行纯度和浓度的检测。

１．２．３　逆转录合成ｍｉＲＮＡｃＤＮＡ第一链　首先进行ｍｉＲＮＡ

３′末端加尾处理，所得的Ｐｏｌｙ（Ａ）反应液，取２μＬ配制ｃＤＮＡ

反应体系进行下一步ｃＤＮＡ第一链合成，所得的ｃＤＮＡ第一

链置－２０℃保存。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）　采用ＳＹＢＲＧｒｅ

ｅｎＩ嵌合法，以Ｕ６为内参照进行实时荧光定量。本实验采用

逆转录产物１０倍稀释法建立标准曲线
［３］，每种浓度设２个平

行复孔。按照上述ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ条件，对前期制备的各样本

的逆转录产物进行ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ检测。每个ｍｉＲＮＡ做１次

ＰＣＲ，每个样本均做３个平行复孔，取其平均值分析。

１．２．５　数据处理　首先计算所有标本 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ和 Ｕ６

的３个重复孔的平均ＣＴ值，将其作为每个样本的实际ＣＴ值，

将同一样本ｍｉＲＮＡ１４２５ｐＣＴ值减去其相应Ｕ６的ＣＴ值，获

得△ＣＴ值，在所有ＰＢＭＣ样本的△ＣＴ值中选择最大值△ＣＴ

（ｍａｘ）作为衡量的标准，用其它样本的△ＣＴ 值减去△ＣＴ

（ｍａｘ），得到每一个样本的△△ＣＴ值，最后求得每一个样本的

相对表达量２－△△ＣＴ。

１．２．６　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ靶基因预测　应用 ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲＤＢ、

ＰｉｃＴａｒ、ｍｉＲＷａｌｋ、ＲＮＡ２２、Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测，选取至少５

种计算方法均能预测到的基因作为其潜在靶基因。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行统计

分析，所有数据均进行正态性检验。正态分布的计量资料以

狓±狊表示，相对表达量比较采用狋检验。以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增曲线及融解曲线　采

用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ嵌合法检测 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ的表达，在所有

的样本中均能得到良好的扩增。ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ和内参 Ｕ６扩

增效率基本一致（Ｓ值差绝对值小于０．１），可以用２－△△ＣＴ计

算相对表达量。各样本融解曲线呈单峰，说明扩增无二聚体形

成，扩增产物单一，见图１、２。

图１　　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ扩增曲线

２．２　两组ＰＢＭＣｓ中 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ表达水平比较　 ｍｉＲ

ＮＡ１４２５ｐ在观察组患者ＰＢＭＣ中的相对表达量为（７２．１６±

２０．９４），在对照组ＰＢＭＣ中的相对表达量为（１８．７９±１３．１９），

ＡＤ患者的ＰＢＭＣｓ中 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ表达均上调，其表达水

平与对照组比较，差异有统计学意义（犘＝０．０２）。

２．３　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ靶基因预测　５或６个数据库同时预测出靶

基因 数 目 为 ３９个，其 中 包 括：ＭＡＧＩ２、ＭＡＲＣＨ６、ＩＧＦ２ＢＰ３、

ＤＣＢＬＤ２、ＣＰＥＢ２、ＡＤＰＲＨ、ＺＮＦ５６９、ＳＨ３Ｄ１９、ＨＩＰＫ１、ＣＥＮＴＢ２、

ＳＧＭＳ１、ＳＡＣＳ、ＨＮＲＰＨ３、ＬＲＰ２、ＭＹＣＮ、ＯＴＸ２、ＰＣＤＨ９、ＰＣＴＫ２、

ＬＲＰ１Ｂ、ＡＴＧ１６Ｌ１、ＢＴＢＤ７、ＣＸＣＲ７等。结合ＧｅｎＢａｎｋ数据库得到

相关靶基因的信息，它们参与细胞周期、信号转导、细胞凋亡、细

胞分化等各个方面的调控。

图２　　ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ融解曲线

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡ己成为细胞生物学、基因遗传学以及临床学科等

领域的研究热点。其通过ｍＲＮＡ的降解或序列特异性抑制来

调控基因表达，参与细胞发育、增殖、分化与凋亡等一系列的重

要生物学进程［４］。ｍｉＲＮＡ参与正常免疫系统发育的调控
［５］和

慢性炎症性疾病的发病过程［６］，机体细胞在接收到内源性或外

源性信号后，ｍｉＲＮＡ可出现相应表达，其作为机体对内外环境

变化后一种早期反应，参与了固有免疫应答过程。

ｍｉＲＮＡ１４２位于人类１７号染色体上，有２个亚单位：

ｍｉＲＮＡ１４２３ｐ和 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ。成熟 ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ单链

序列为：５′ＣＡＵＡＡＡＧＵＡＧＡＡＡＧＣＡＣＵＡＣ３′。ｍｉＲＮＡ１４２

在造血干细胞的分化中具重要作用。ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ在 Ｔ细

胞中有明显的表达，Ｗｕ等
［７］用基因芯片技术检测了初始Ｔ细

胞、效应性Ｔ细胞和记忆性Ｔ细胞中ｍｉＲＮＡｓ的表达，发现并

证实了ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ等在效应性Ｔ细胞中表达下调，而在初

始Ｔ细胞和记忆性Ｔ细胞中表达上调。Ｌａｎｄｇｒａｆ等
［８］研究亦

表明，ｍｉＲＮＡ１４２在外周血ＣＤ８＋Ｔ细胞中表达上升。Ａｎ

ｎｏｎｉ等
［９］研究发现，ｍｉＲＮＡ１４２可能通过调控抗原在抗原提

呈细胞中的表达，诱导抗原特异性调节性Ｔ细胞的产生，从而

使机体产生免疫耐受。Ｎａｋａｍａｃｈｉ等
［１０］研究发现，相对于骨

性关节炎患者，ｍｉＲＮＡ１４２在类风湿性关节炎患者的胶原纤

维中表达上调。２０１０年，Ｓｏｎｋｏｌｙ等
［６］研究了 ＡＤ患者皮损中

ｍｉＲＮＡ的表达，发现与健康对照组相比，ＡＤ患者皮损中共有

４４个ｍｉＲＮＡ差异性表达，其中１０个 ｍｉＲＮＡ上调表达，包括

ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ，ｍｉＲＮＡ１４２３ｐ。本研究表明，与健康人相比，

ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ在ＡＤ患者ＰＢＭＣ中表达上调，与Ｓｏｎｋｏｌｙ等
［６］

关于ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ在ＡＤ患者皮损的研究结果相一致。

目前关于ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ的相关报道较少，其在 ＡＤ的发

病过程的作用还不清楚。本研究通过生物信息学技术查找到

ｍｉＲＮＡ１４２５ｐ可与多个基因３′ＵＴＲ相结合，下一步需要对

其可能的靶基因进行实验验证，从而为ＡＤ的靶基因治疗等提

供新的依据。
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细胞、巨噬细胞和纤维细胞产生多种促炎介质 ＴＮＦα、ＩＬ１、

ＩＬ６、ＩＬ８、单核细胞趋化蛋白１、一氧化氮合酶２、金属蛋白

酶、生长调节因子α和化学增活素以诱导炎症。当前的研究显

示，ＩＬ１７广泛参与免疫应答及机体的炎症，在靶组织和血清

中的高表达与移植排斥反应、自身免疫病、感染及肿瘤等疾病

的发生、发展密切相关［１２１５］。在肠道菌群紊乱的影响下，抵抗

致病原的能力逐步下降，ＩＬ６、ＩＬ１７介导肠道炎症及免疫，ＩＬ

６、ＩＬ１７水平逐渐升高。本文观察组ＩＬ６、ＩＬ１７表达水平低

于对照组，可见应用双歧杆菌四联活菌片有效改善了肠道内的

菌群失调，使肠道内微生态平衡恢复正常。

综上所述，双歧杆菌四联活菌片联合用药治疗小儿非感染

性腹泻疗效显著，有效提高了治愈率，缩短了止泻时间和痊愈

时间，其血清中ＩＬ６、ＩＬ１７表达水平恢复正常相对更快，而且

服用方便，无明显不良反应，适宜应用于临床。
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