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环状ＲＮＡ在孕妇１８三体综合征的鉴定与分析

邹耀霜１，２　晏强
２
　眭维国

２
　欧明林

２
　陈洁晶

２
　汤冬娥

３
　赵鑫

３
　廖秋燕

３
　戴勇

３

（１．广西师范大学生命科学学院，广西 桂林５４１００４；

２．解放军第一八一医院 肾脏科、全军器官移植与透析治疗中心、

广西代谢性疾病研究重点实验室，广西 桂林５４１００２；

３．暨南大学第二临床医学院深圳市人民医院 临床医学研究中心，广东 深圳５１８０２０）

【摘要】　目的　环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种可以调节基因的共价闭合非编码ＲＮＡ，主要

在真核生物中表达。有证据表明，ｃｉｒｃＲＮＡ具有组织细胞特异性表达，并与之生理发育和各种疾病相

关。１８三体综合征（１８ｔｒｉｓｏｍｙｓｙｎｄｒｏｍｅ）的侵入性产前筛查对胎儿健康和母亲造成一定的健康风险，

因此，创建新的无创产前筛查，寻找１８三体综合征产前诊断的标志物十分重要。方法　本研究通过母

血进行全基因组测序，选择性分析１８三体综合征孕妇血清中ｃｉｒｃＲＮＡ差异性表达。结果　共有１３２７８

个ｃｉｒｃＲＮＡ差异性表达，包括５００７个上调，８２７１个下调。结论　研究发现ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６４９在１８三体

综合征和正常人对比表达差异显著，可能成为１８三体综合征潜在的产前诊断的标志物。
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　　环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓ，ｃｉｒｃＲＮＡｓ）是一类

通过反向剪接（ｂａｃｋｓｐｌｉｃｅ）方式形成的非编码

ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ），大量存在于生

物中［１，２］。１９７６年首次在类病毒中发现了环状

ＲＮＡ分子的形成
［３］。２０世纪９０年代初期，发现

ｃｉｒｃＲＮＡ是由许多基因的转录产生的，如肿瘤抑

制基因 ＤＣＣ，原癌基因ｅｓｔ１和睾丸Ｓｒｙ
［４，５］。然

而，这些ｃｉｒｃＲＮＡ通常被认为是低丰度的，可能

代表拼接错误。ｃｉｒｃＲＮＡ在不同物种中具有保守

性，而且存在组织表达差异，可以作为竞争性内

源ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）结合 ｍｉＲＮＡ，阻断 ｍｉＲＮＡ 对

靶基因的抑制作用，具有开发疾病新型诊断与治
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疗方法的巨大潜力［６，７］。最近，由于高通量 ＲＮＡ

测序和新的计算方法的发展，已经在各种细胞系

和不同物种中成功鉴定了大量的ｃｉｒｃＲＮＡ。近来

人们使用全基因组测序学方法来研究人类三体

征（包括１３三体、１８三体和２１三体综合征），以

鉴定这些特定非整倍性条件中的每一个的基因

表达特征。染色体畸变与产前期和婴儿早期的

显著发病率和死亡率有关［８］。１８三体综合征又

称为爱德华综合征（Ｅｄｗａｒｄｓｓｙｎｄｒｏｍｅ），是常见

的染色体三体征，是由于人类１８号染色体增多１

条造成的染色体畸变，此类患儿临床特征差异

大，可从重度先天畸形到近似正常，严重的临床

特征为神经系统发育受阻、脸部异常、生长较慢、

骨骼反常、心脏和肾脏畸形等［９］。由于１８三体

综合征患儿在胎儿期即存在较高的自然流产率，

故新生儿１８三体综合征的患病率为１／８０００～１／

６０００
［１０］，不能适应社会生活和缺乏正常劳动能

力，对家庭及社会造成经济压力。因此，探索新

的无创性产前筛查诊断指标和方法具有非常重

要的临床意义和商业价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１６年期间在１８１医院和深圳市

人民医院产前筛查提示胎儿异常高风险，以及就诊

于优生遗传门诊具有产前诊断指征为１８三体综合

征的２位孕妇的外周血以及脐带血为实验组，对照

组为正常的相同孕周的孕妇外周血和脐带血，年龄

３０～４０岁，孕周２８周和３２周，混合血样提取ＲＮＡ

进行全基因组测序。

１．２　实验方法　孕妇了解穿刺存在的危险后并签

署知情同意书，在Ｂ超引导下行脐带穿刺抽取胎儿

脐血１～２ｍｌ，分析血红蛋白成份鉴定为脐血后，按

常规方法培养制片，加１ｍｌ血液接种于培养基，

３７℃培养７２小时，加秋水仙素，滴低渗液破碎细胞，

加固定液固定离心，去上清加１ｍｌ成悬浮液，滴片，

显微镜下观察进行核型分析。常规计数３０个分裂

相，手绘分析４个核型。如遇异常核型则分析计数

５０个核型以上。

１．３　测序方法　取诊断为怀有１８三体综合征

胎儿的母亲的外周血用Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＲＮＡ，每个

样品总量为５个样品总量作为ＲＮＡ样品制备的

材料，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ分光光度计（Ｎａｎｏ

ｄｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）测定分离的

ＲＮＡ样品的纯度和产量。使用 ＨｉＳｅｑＰＥＣｌｕｓｔｅｒ

Ｋｉｔｖ４ｃＢｏｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）根据制造商的说明在ｃＢｏｔ

簇生成系统上进行索引编码样品的聚类。簇生

成后，在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００平台上对文库制备

物进行测序。

２　结果

通过对比图１和图２，发现图１第１８号多出１

条染色体，经染色体核型分析图１诊断为１８三体综

合征，图２核型分析母亲的外周血核型图。测序得

到的原始数据经过删除、过滤低质量数据之后，获得

了有效数据。对比图３和图４可以看出，两组主要

的基因类型主要分布在编码蛋白质上，其他的无明

显变化。值得注意的是，ｌｉｎｃＲＮＡ对比正常组有上

升０．２％，在唐氏综合征中鉴定出大量ｌｎｃＲＮＡｓ差

异表达，与蛋白质编码基因相比，ｌｎｃＲＮＡ表达显著

增强（ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验，犘＜０．０５），表明

ｌｎｃＲＮＡｓ在唐氏综合征中发挥更重要的作用
［１１］。

ｌｉｎｃＲＮＡ的升高（如图４）是否与１８三体综合征的

ｃｅＲＮＡ的网络调控有关系？值得进一步探索。反

义 ＲＮＡ 可通过与靶位序列互补而与之结合的

ＲＮＡ，或者直接阻止靶序列功能，或改变靶部位构

象而影响其功能［１２］。ｍｉｓｃＲＮＡ具有多种功能，包

括一些类似酶的催化，参与ＲＮＡ的形成过程，这些

小ＲＮＡ中的一些也可能作为开关，开启和关闭基

因，破坏ｍＲＮＡ来沉默基因
［１３］。

图１　１８三体综合征胎儿脐带血染色体核型分析
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图２　１８三体综合征孕妇外周血染色体核型分析

图３　怀有１８三体综合征的孕妇母血在已知基因类型的分布

情况图（位图）

图４　正常孕妇母血在已知基因类型的分布情况图（位图）

　　图３、图４结果文件说明，在已知基因类型的分

布情况。采用ＨＴＳｅｑ或Ｈｉｓａｔ２软件对该物种样品不

同已知基因类型进行覆盖度分析，使用的模型为维恩

图（ｕｎｉｏｎ）。根据表达量统计样品中各类型基因的的

表达分布，得到ｒｅａｄｓ在已知基因类型上的分布情况。

在ｃｉｒｃＲＮＡ的生物成因中，有几种被提出的模

型，包括剪接的依赖循环路径（图５）。１８三体样本的

环状ＲＮＡ的总数比正常对照组多，大概是１．３倍，由

图５可知，ｃｉｒｃＲＮＡ来源ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ占６３．２０％，比正

常人的３８．８０％多，正常人的ｃｉｒｃＲＮＡ来自外显子占

４１．９０％，而１８三体征样本才占２．３０％，这与环状

ＲＮＡ绝大多数来源于外显子，少部分由内含子直接

环化形成的特征有关。

图５　样本的ｃｉｒｃＲＮＡ的来源

注：ｅｘｏｎ：环状ＲＮＡ位于已知基因的某一个外显子内，其序列由

ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ之间的所有碱基构成；ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ：环状ＲＮＡ位于已知

基因的之间，其序列由ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ之间的所有碱基构成；ｉｎｔｒｏｎ：

环状ＲＮＡ位于已知基因的某一个内含子内，其序列由ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ

之间的所有碱基构成

　　图５统计了样本的ｃｉｒｃＲＮＡ的来源：ｃｉｒｃＲＮＡ

可以来源于ｅｘｏｎ或ｉｎｔｒｏｎ的剪接。

所有ｃｉｒｃＲＮＡ的差异分析结果显示（图６），样本和

对照组ｃｉｒｃＲＮＡ差异性表达共有１３２７８个，其中包括

５００７个上调，８２７１个下调。从中筛选出ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ＿

ｃｈａｎｇｅ）差异系数大于或者等于５的共有７７１８个，差异

系数最大（１０．８２６）的为ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿００２８６７９，以及ｈｓａ＿

ｃｉｒｃ＿０００５１５２、ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿００２８６６１、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６４９与

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００３５７０等也有明显的差异表达。

图６　实验组与对照组的差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ
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３　讨论

研究表明ｈｓａｃｉｒｃ０００１６４９在胃癌（ＧＣ）、肝癌

（ＨＣＣ）中显著差异表达，并可能成为诊断ＧＣ的新

的潜在生物标志物［１４１６］。ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６４９在１８

三体综合征与对照组中的显着差异性表达上调具有

非常重要的意义，极有可能为１８三体产前诊断的

潜在生物标记物。此外，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６４９被认为

可能具有包含 ｍｉＲ１２８３、ｍｉＲ４３１０、ｍｉＲ１８２３ｐ、

ｍｉＲ８８８３ｐ、ｍｉＲ４５０２、ｍｉＲ６８１１５ｐ、ｍｉＲ６５１１ｂ５ｐ

和ｍｉＲ１９７２的作用
［１７］。值得注意的是，１８三体细

胞（包括干细胞和祖细胞）的增殖速率受损［１８，１９］，这

可能部分与怀孕早期的流产有关，１８三体征胎儿的

流产率高达７２％
［２０，２１］。大鼠差异表达基因的比较

分析，基于通路的富集分析显示，１８三体性显示

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径失调，细胞周期Ｇ２／ＭＤＮＡ损伤

检查点调节以及细胞死亡和存活，如以及抑制上游

调节剂ＴＰ５３
［２２］。通过基因组富集分析和双聚类，

我们还发现大多数差异表达ｌｎｃＲＮＡ与线粒体功能

密切相关。目前对环状ＲＮＡ功能的研究主要集中

在竞争性内源性ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）上。ｃｉｒｃＲＮＡ影响

转录后调控的功能主要通过被当做海绵吸附

ｍｉＲＮＡ来实现的
［２３］。

我们使用了全基因组测序的方法选择性分析了

怀有１８三体综合征的孕妇的外周血中ｃｉｒｃＲＮＡ的

差异性表达，对１８三体综合征和正常细胞增殖控

制中的作用，涉及增殖控制和细胞凋亡的过程对三

体征息息相关。值得注意的是，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６４９

的表达在１８三体与对照组的比对显著上升，极有

可能是１８三体综合征的产前诊断标记物，可能与

１８三体综合征的激活体系相关，为无创性的１８三

体产前诊断提供一定的依据。ＫｏｉｄｅＫ等
［２４］比较

了孕１８三体母细胞和整倍体胎儿的羊水中的无细

胞胎儿ＲＮＡ的全球ＧＥ（基因表达），并发现在１８

三体样品中与细胞死亡网络相关的基因被下调。越

来越多的证据表明组蛋白乙酰化参与染色质重塑，

进而影响生物学过程，包括细胞凋亡［２５］。

１８三体综合征的检测仍然是产前筛查的主要

目的，ｃｉｒｃＲＮＡ是一个长期被忽略的ＲＮＡ种类，最

近在新兴的非编码ＲＮＡ家族中得到了关注。新一

代测序和生物信息学技术的进步已经揭示了人类细

胞中的一万多个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ。虽然大多数这些

ｃｉｒｃＲＮＡ的调节和功能仍然难以捉摸，但是研究开

始探索它们的作用以及某些ｃｉｒｃＲＮＡ的临床意义。

此外，许多ｃｉｒｃＲＮＡ在癌症和正常组织之间差异表

达，表明这些ｃｉｒｃＲＮＡ可能在癌症中具有潜在功能

和临床相关性。然而，ｃｉｒｃＲＮＡ在产前诊断中的研

究尚处于起步阶段，关于它们的生物发生，调节和功

能还有许多尚未解答的问题。而ｃｉｒｃＲＮＡ的作用

机制还远未完全了解。ｃｉｒｃＲＮＡ可能在多个水平上

调节基因表达。由于大部分的ｃｉｒｃＲＮＡ是由前体

ｍＲＮＡｓ产生的，主要被加工成成熟的ｍＲＮＡ，因此

ｃｉｒｃＲＮＡｓ与其宿主基因之间是否存在不同的调控

和功能是一个值得探讨的课题。此外，这一领域为

产前诊断和环状ＲＮＡ治疗开辟了新的可能性。
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