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目的
!

探讨原发性胆汁性肝硬化"

#B-

%患者外周血单个核细胞"

#B"-

%中差异表达的长链非编

码
,@A

"

67[,@A

%在
#B-

发病中的作用&方法
!

利用
066WT&7L

高通量测序技术检测
;

例健康人和
;

例
#B-

患者外周血
#B"-

中
67[,@A

与
T,@A

的表达水平!筛选差异表达的
67[,@A

与
T,@A

&对差异表达的

T,@A

进行基因本体"

3G

%功能分析(信号转导通路富集分析"

%+33

分析%及蛋白互作网络分析!寻找与
#B-

相关的
T,@A

&靶基因
-&Y1

和
?KL7Y1

分析预测
67[,@A

和
T,@A

的关系!寻找与
#B-

相关的
67[,@A

!并通

过实时荧光定量
#-,

进行验证"采用
9;

例健康人和
9;

例
#B-

患者%&结果
!

共检测到差异表达的
T,@A

;!:4
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个上调和
989;

个下调%!差异表达的
67[,@A(!'

个"

4'(

个上调和
4:<

个下调%&

3G

与
%+33

分析发现!差异表达的
T,@A

与炎症(免疫活性(代谢及
?-,

信号通路(核因子
1

)

B

"

@.1

)

B

%信号通路(趋化因

子信号通路等相关&其中早期生长反应因子
!

"

+3,!

%参与了炎症(免疫细胞活化(

?-,

信号通路等!可能与

#B-

的发生相关&

-&Y1

分析发现
67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

对
+3,!

具有靶向调控作用!其可能参与
#B-

的发生&实时荧光定量
#-,

结果显示
67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

与
+3,!

在
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患者
#B"-

中的表达

水平较对照组分别高出
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的发生&
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原发性胆汁性肝硬化!
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#B-

#是一种渐进性发展的慢性自身免疫性肝脏疾

病&以肝脏汇管区淋巴细胞浸润'胆管上皮细胞特异

性损伤及血清中出现高滴度抗线粒体抗体为特征)

!

*

(

好发于中年女性&起病隐匿且病程长(其病因尚不完

全清楚&可能与遗传易感性及环境等因素有关(熊去

氧胆酸!

WKYI\$Ia

]

1[ZI6&[L[&\

&

P5-A

#是目前唯一被

美国肝病学会 !

AAC/5

#'食品药品监督管理局

!

.5A

#批准的用于治疗
#B-

的有效药物)

9

*

&但仍有

患者治疗效果欠佳&最终需要肝脏移植(

长链非编码
,@A

!

6I7

J

7I71[I\&7

J

,@A

&

671

[,@A

#是指一类核苷酸超过
9==

个碱基'不编码蛋白

质的功能性非编码
,@A

分子)

4

*

(研究表明&

67[,@A

可通过表观遗传修饰与转录调控'转录后加工'翻译

调控等多种机制&在细胞生命活动中发挥重要作用(

其功能失调时与肿瘤'系统性红斑狼疮!

C/+

#和类风

湿等)

:1'

*疾病的发生'发展都有着密切的关系(近年

来关于
67[,@A

的研究发展迅猛&但也只是冰山一

角&绝大部分
67[,@A

的功能仍然未知(

67[,@A

关

于
#B-

的研究则更是鲜有报道&现有的研究也是采

用基因芯片的方法)

(

*

(而基因芯片的假阳性率很高&

也不能发现新的转录本(因此&本研究采用
066WT&7L

高通量测序技术&检测并分析
#B-

患者和健康对照

外周血单个核细胞中
67[,@A

的表达差异&为
#B-

的

研究提供新的方向(

D
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资料与方法

DDD

!

一般资料
!

收集
9=!(

年
8*!9

月就诊于贵州

省人民医院的
#B-

患者
4=

例!

#B-

组#&男
9

例'女

98

例&平均年龄!

;=D9=g!=D<:

#岁(另选取同期于贵

州省人民医院健康体检中心受检的
4=

例健康者!对

照组#&男
9

例'女
98

例&平均年龄!

;:D==g!!D':

#

岁(两组间年龄与性别分布比较&差异无统计学意义

!

"

$

=D=;

#(本研究经医院伦理委员会审查通过

!

9=!(!=<

#&且所有患者均知情同意(纳入标准$参照

9==<

年
AAC/5

推荐的诊断标准)

9

*

(排除标准$系统

性疾病引起的肝脏病变'自身免疫性疾病'药物和胆

道梗阻等引起的肝脏病变等(

DD!

!

材料与试剂
!

反转录试剂盒及
CNB,3K$$7

"

试剂盒购自大连
?L%L,L

公司%

#-,

引物由上海生工

生物工程有限公司合成%

dPB0?,@A ACCAN %0?

购自美国
07̀&XKI

J

$7

公司%

,&UI1R$KI

?"

"L

J

7$X&[%&X

!

+

S

&[$7XK$

#购自美国
@+B

公司%

,@A'===#&[I[Z&

S

购自美国
A

J

&6$7X

公司%

67[,@A

测序'图像采集'数

据分析等由北京博奥晶典生物技术有限公司完成(

DD"

!

方法

DD"DD

!

#B"-

的收集
!

采集
#B-

患者与对照组外

周静脉血
4

%

;T/

&

4;==K

"

T&7

离心
!=T&7

&收集血

浆于
*8=f

冻存备用(通过
.&[I66

分离法分离
#B1

"-

&并加
!T/?K&VI6

冻存在
*8=f

备用(

DD"D!

!

总
,@A

的提取'

,@A

文库建立及测序
!

?K1

&VI6

法提取总
,@A

&

dPB0?,@AACCAN%0?

对起

始的总
,@A

进行准确定量&

,&UI1R$KI

?"

"L

J

7$X&[

%&X

!

+

S

&[$7XK$

#对总
,@A

中
K,@A

进行分离去除&

,@A'===#&[I[Z&

S

对去除
K,@A

的总
,@A

进行质

控&构建好去除
K,@A

的质控转录组测序文库后上机

进行
,@A1Y$

h

(

DD"D"

!

测序结果的处理和分析
!

采用
@3Cd-

软件

对原始数据进行过滤和统计(

-W__

h

WL7

和
-W__7IKT

软件进行表达水平分析&

J

$IT$XK&[

方法对基因的表

达进行标准化(差异
,@A

的筛选标准$

(

6I

J

9

.-

(#

!

且
"

"

=D=;

&即
#B-

组比对照组表达变化在
9

倍以上

且
"

"

=D=;

(对筛选出的差异
,@A

做层次聚类分

析(基因本体!

3G

#功能分析与信号转导通路富集分

析!

%+33

分析#对差异表达
T,@A

的功能属性及生

物学途径进行富集分析&显著富集是指
"

"

=D=;

(根

据差异表达基因'

3G

分析及
%+33

分析的结果进行

蛋白互作分析(经靶基因
-&Y1

分析和
?KL7Y1

分析预

测可能与
#B-

相关的
67[,@A

(

DD"D#

!

实时荧光定量
#-,

验证差异
,@A

的表达水

平
!

选取
#B-

患者与健康对照各
4=

例&经
,@A

"

5@A

"蛋白共提取试剂盒严格按照试剂说明书提取

#B"-

中的
,@A

&并用
7I7\KI

S

检测
,@A

的浓度和

纯度(根据
3$7$BL7M

设计引物&序列见表
!

(采用

CNB,3K$$7

染料&通过
9

1

**

-X法分析目的基因的表达

水平(每个样品做
4

个复孔&扩增条件$

<;f 4=Y

&

<;f;Y

&

'=f4:Y

&

:=

个循环(

DD#
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统计学处理
!

采用
C#CC9=D=

统计软件进行统

计分析&计量资料以
NgK

表示&方差齐采用两独立样

本
B

检验&若方差不齐采用
Bc

检验%计数资料采用百分

率表示(以
"

"
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为差异有统计学意义(
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和
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引物

目的基因 引物 产物长度!

U

S

#

67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

正向$

;c1-A-?3A3--AA33?A?-3314c !49

反向$

;c1-3??A33?3A3-?3-A-A3314c

+3,!

正向$

;c1A-A3?33-AA-A--??3?3314c !(9

反向$

;c133A-?3-?3?-3??33A?3314c

3A#5O

正向$

;c1-A33A33-A??3-?3A?3A?14c !48

反向$

;c13AA33-?3333-?-A???14c

!!

+3,!

$早期生长反应因子
!

%

3A#5O

$

41

磷酸甘油醛脱氢酶

图
!

!!

总
,@A

质检结果图

!!

A

'

B

$分别为差异表达
T,@A

与
67[,@A

的火山图%

-

'

5

$分别为差异表达
T,@A

与
67[,@A

的聚类分析图%红色$上调%绿色$下调&黑色$无

差异

图
9

!!

差异表达
,@A

的火山图与聚类分析图

!

!

结
!!

果

!DD

!

总
,@A

质检结果
!

用于转录组测序的
!=

个

,@A

样品&

,@A

总量大于或等于
;

+

J

&

9'=7T

与
98=

7T

处吸光度比值!

)

9'=

"

98=

#在
!D8

%

9D!

范围内(甲醛

变性胶和
A

J

&6$7X9!==

电泳检测结果显示&电泳条带清

晰&

K,@A

比值!

98Y

"

!8Y

#

#

!D;i!D=

%

,0@

#

(

(受检

的所有
,@A

样品基本符合
066WT&7L,@A1C$

h

样品建

库的实验要求&对照组以
59

和
54

为例&实验组以
?!

和
?9

为例&见图
!

(

!D!

!

差异表达
,@A

聚类分析
!

根据筛选标准

!

(

6I

J

9.-

(#

!

且
"

"

=D=;

#&差异的
T,@A

共
;!:4

个!

94!8

个上调和
989;

个下调#&差异的
67[,@A

共

(!'

个!

4'(

个上调和
4:<

个下调#(差异表达
,@A

的火山图与聚类分析图&见图
9

(

!D"

!

3G

功能分析
!

差异基因在
3G

功能分析$其中

B&I6I

J

&[L6#KI[$YY

富集到
49!4

个
X$KT

'

-$66-IT

S

I1

7$7X

富集到
94=

个
X$KT

&以及
"I6$[W6LK.W7[X&I7

富

集到
4;:

个
X$KT

(共富集到的
4(<(

个
X$KT

中多数

与炎症'免疫活性及代谢等功能有关(差异基因和背

景基因在
3G

功能分析的每个二级条目上的分布情

况&见图
4

(

!D#

!

%+33

分析
!

共显著富集到
44

个
X$KT

&在
IK1

J

L7&YTL6Y

]

YX$T

中富集到与免疫系统相关信号通路

有
?-,

信号通路'趋化因子信号通路等(在
+7̀&1

KI7T$7XL607_IKTLX&I7#KI[$YY&7

J

中富集到了与免疫

相关的信号通路有核因子
1

)

B

!

@.1

)

B

#信号通路'丝

裂原活化蛋白激酶!

"A#%

#信号通路'

L̂M1C?A?

信

号通路'肿瘤坏死因子!

?@.

#信号通路等&见图
:

(

!;!!

重庆医学
9=!<

年
:

月第
:8

卷第
(

期



图
4

!!

3G

二级频率图

图
:

!!

差异基因
%+33

通路分类示意图

!!

A

$差异表达的蛋白互作网络总图%

B

$

+3,0

及其相关调控基因互作网络图

图
;

!!

蛋白互作网络图

!D$

!

蛋白互作分析与靶基因预测
!

蛋白互作分析发 现早期生长反应因子
!

!

+3,!

#是差异
T,@A

中唯一

9;!!

重庆医学
9=!<

年
:

月第
:8

卷第
(

期



的转录因子&且与白细胞介素!

0/

#

1!

,

'

0/1'

'

0/19

等炎

性因子及
"A#%!4

'叉头蛋白
4

!

.GHG4

#等相互作

用&见图
;

(另外&靶基因
-&Y1

分析预测到
67[,@A

@G@OCA?9;=:;!D!

对
+3,!

具有靶向调控作用(

!DH

!

67[,@A @G@OCA?9;=:;!D!

与
+3,!

表达情

况
!

#B-

组患者
#B"-

中
67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

与
+3,!

表达分别为对照组的
(D9'

'

4D<!

倍&差异均

有统计学意义!

"

"

=D=;

#&见图
'

(

!!

A

$

67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

%

B

$

+3,!

图
'

!!

67[,@A

和
+3,!

的相对表达情况

"

!

讨
!!

论

!!

#B-

是一种以免疫介导的肝内小胆管渐进性破

坏'慢性胆汁淤积为特征的肝脏疾病)

!

*

(

9=!;

年被更

名为原发性胆汁性胆管炎&这更准确地反映了绝大多

数患者的疾病自然史)

8

*

(目前
#B-

的发病机制尚不

完全清楚&较为公认的假说是在遗传及环境等因素相

互作用下&机体免疫耐受屏障破坏而引发
#B-

(可见

#B-

具体发病机制有待于继续探索(

67[,@A

是指一类核苷酸超过
9==

个碱基'不编

码蛋白质的功能性非编码
,@A

分子(研究发现异常

表达的
67[,@A

参与了多种疾病的发生&如
#-A4

是

一个前列腺癌特异表达的
67[,@A

&在前列腺癌患者

尿液中异常升高&已经用于临床前列腺癌诊断)

:

*

(

671

[,@A3AC;

'

6&7[=;<(

和
67[15-

等在
C/+

患者血浆

中高表达&有望成为
C/+

新的诊断标志物)

;

*

(可见&

疾病中差异表达的
67[,@A

有可能成为疾病的诊断

标志物和潜在的药物治疗靶点(本研究通过高通量

测序技术&筛选
#B-

患者外周血
#B"-

中差异表达

的
67[,@A

&寻找可能与
#B-

发病相关且特异的
671

[,@A

(

研究显示&共富集到差异表达的
67[,@A(!'

个&

差异表达的
T,@A ;!:4

个(

3G

功能分析与

%+33

分析发现&显著差异表达的
T,@A

与炎症'免

疫活性'代谢等功能及多种免疫信号通路相关!如

?-,

'

@.1

)

B

和
L̂M1C?A?

等信号通路#(免疫细胞

及免疫相关信号通路!如
?-,

信号通路#的异常激活

都可能是参与
#B-

发病的原因之一)

<

*

(其中&差异表

达基因
+3,!

与免疫细胞增殖'分化有关&其激活与

否受
?-,

信号通路的影响)

!=

*

(因此笔者猜想
+3,!

可能与
#B-

发病相关(而且蛋白互作分析发现&

+3,!

与
0/1!

,

'

0/19

'

0/1'

和
.GHG4

等相互作用(

.GHG4

可以与
.GH#4

结合导致机体调节性
?

淋巴

细胞!

?K$

J

#数量异常)

!!

*

&进而打破体内免疫平衡促进

自身免疫性疾病的发生(

0/1!

,

'

0/19

'

0/1'

等炎性因

子也都与
#B-

的发病相关)

!91!4

*

(另外&有研究发现

+3,!

可以直接与辅助性
?

淋巴细胞
!

!

?Z!

#细胞特

异性的转录因子
?1U$X

的启动子区结合&促进
?1U$X

转录&进而促进
?Z!

细胞增殖及干扰素
1

&

!

0.@1

&

#的

大量释放)

!=

*

(而
%AQA?A

等)

!:

*发现
0.@1

&

的缺失

极大地抑制了胆管炎的发展&说明
?Z!

介导的免疫炎

性反应在致
#B-

肝脏病变过程中具有重要作用(

?Z!

"

?Z9

比例失衡是
#B-

主要发病机制之一)

!;

*

(

可见&

+3,!

可能是通过影响
?Z!

"

?Z9

比例&以及与

多种炎性因子的相互作用来参与
#B-

的发生(

靶基因预测结果发现&

67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

在
+3,!

基因上游
:9<(U

S

左右的位置处以
-&Y

调控

!

A7X&Y$7Y$

#的方式对
+3,!

进行调控(而且&通过

@G@-G5+

数据库确定
@G@OCA?9;=:;!D!

确实为
671

[,@A

(因此笔者推测&

67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

可能是通过调控
+3,!

的表达来参与
#B-

的发生&

其在
#B-

中发挥的作用有待于进一步的探讨(实时

荧光定量
#-,

发现&

67[,@A @G@OCA?9;=:;!D!

与
+3,!

在
#B-

患者
#B"-

中的表达水平较对照组

分别高出
(D9'

'

4D<!

倍&与测序结果一致(该结果进

一步证实
67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

与
+3,!

在

#B-

患者中存在明显的差异&有望成为
#B-

的诊断

标志物和药物治疗靶点候选者之一(另外&本研究还

发现了许多显著差异表达的
67[,@A

&如
H/G-

,

====!'

上调了
9!D9(

倍&

H/G-

,

!!(!4(

上调了
!<D99

倍&

H/G-

,

=(9':(

下调了
99D94

倍&

H/G-

,

=4<:';

下调了

!:D49

倍(这些
67[,@A

在
#B-

中均未见报道&但是它

们在
#B-

组中的表达差异非常显著&可能对
#B-

的发

生'发展有着重要的调控作用&在后续的研究中值得进

一步的挖掘(

综上所述&本研究发现了很多差异表达的
671

[,@A

&并经文献找到可能与
#B-

发病相关的
T,1

@A

&猜想与之相关的
67[,@A

可能也与
#B-

的发生

相关(本实验发现了
+3,!

及对其有靶向调控作用

的
67[,@A @G@OCA?9;=:;!D!

(在后续的实验中

将进一步探讨
67[,@A@G@OCA?9;=:;!D!

在
#B-

发病机制中的作用&期望为以后
#B-

的诊断和治疗提

供新思路(
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