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【摘要】　目的　本研究拟从ｃｉｒｃＲＮＡ为切入点，利用ＲＮＡｓｅｑ技术从１３三体综合征患者和产检正常

的孕妇脐带血中筛选出差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ，为１３三体综合征患者的诊断和治疗提供基础性研究。

方法　选择在２０１７年１月１日至２０１８年１月１日期间深圳市人民医院确诊为１３三体综合征患者和一

名产检结果正常的孕妇作为研究对象，使用ＲＮＡｓｅｑ技术检测出差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ，进行组间的差

异分析，并对ｃｉｒｃＲＮＡ吸附相关的微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）进行预测和分析。结果　通过与健康对照组分

析可得到，共有８００５个差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ具有统计学上的意义，其中表达上调的ｃｉｒｃＲＮＡ有４２７５

个，表达下调的ｃｉｒｃＲＮＡ有３７３０个，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２４７３是位于１３号染色体上表达最上调的ｃｉｒｃＲＮＡ，与

８种ｍｉＲＮＡ相互作用。结论　１３三体综合征患者脐带血与健康对照组的脐带血之间存在差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２４７３有可能成为１３三体综合征诊断和治疗的生物标志物。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡ；１３ｔｒｉｓｏｍｙｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＲＮＡｓｅｑＢｉｏｍａｒｋｅｒｓ

　　１３三体综合征，又名为Ｐａｔａｕ综合征，最早在

１９６０年由 ＫｌａｕｓＰａｔａｕ所报道
［１］。１３三体综合征

发生的主要原因是由于双亲之一的生殖细胞在减数

分裂时不分裂所导致［２］。１３三体综合征在新生儿

中的发病率约为１／１００００～２００００
［３］，而且预后很

差，９０％的新生儿在６个月内死亡，仅有５％的患儿

能够活过１０岁
［４］。其中，１３三体综合征的发生与

孕妇的高龄密切相关。至今，１３三体综合征尚未有

根治的方法，其复杂的发病机制一直未能阐明，找到

可靠的生物标志物对Ｐａｔａｕ综合征患者及时诊断和

治疗显得尤为重要。

１３三体综合征的发生和发展与非编码 ＲＮＡ

的异常表达密切相关。约有９８％的人类基因组是

非编码ＲＮＡ，这表明它们对生理和病理具有非常重

要的作用［５］。ｃｉｒｃＲＮＡ是一类在哺乳动物中广泛表

达的非编码ＲＮＡ，具有不编码蛋白质却能同时调控

体内多个基因的功能。ｃｉｒｃＲＮＡ有着结构稳定、序

列保守性高、丰度高和组织特异性高的特点［６］。

基因芯片一直以来都是研究转录组学的最重要

的工具。但是，基因芯片及技术有着固有的缺陷［７］。

近些来随着高通量测序技术的迅猛发展，特别是

ＲＮＡｓｅｑ技术出现，俨然成为了转录组学研究最具

有革命性的工具。与基因芯片相比，ＲＮＡｓｅｑ技术

不仅可以获得所有ＲＮＡ丰富的、准确性较高的转

录本，而且对差异表达的基因具有定量更准确、检测

范围更广、分析更加可靠的优势［８１０］。ＲＮＡｓｅｑ技

术在肿瘤的研究中被广泛的运用，而在１３三体综

合征中研究却尚未提及。本研究拟从ｃｉｒｃＲＮＡ为

切入点，采用ＲＮＡｓｅｑ技术获得１３三体综合征患

者和健康对照组之间差异性表达的ｃｉｒｃＲＮＡ，并对

差异性表达的ｃｉｒｃＲＮＡ进行生物信息学分析，并从

ｃｉｒｃＲＮＡ靶向吸附的 ｍｉＲＮＡ预测中找到参与１３

三体综合征机制的ｃｉｒｃＲＮＡ。

１　材料和方法

１．１　研究对象　本研究获得了深圳市人民医院伦

理委员会批准，并且按照赫尔辛基宣言进行。选取

２０１７年１月１日至２０１８年１月１日在深圳市人民

医院确诊为１３三体综合征患者和一名产检正常的

志愿者为研究对象。分别抽取患者和健康对照组的

脐带血０．５ｍｌ，置于８０℃的液氮中保存。研究对

象染色体核型图如下（图１、２）

图１　健康对照组染色体模型分析图

图２　ＰＳ患者染色体模型分析图

１．２　ＲＮＡ的提取和检测使用 Ｔｒｉｚｏｌ提取 ＲＮＡ。

用琼脂糖凝胶来分析样品ＲＮＡ完整性以及是否存

在 ＤＮＡ 污染。用 ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏ

ｔｏｍｅｔｅｒ检测 ＲＮＡ 纯度（ＯＤ２６０／２８０及 ＯＤ２６０／

２３０比值），使用Ｑｕｂｉｔ２．０Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ对ＲＮＡ 浓

度精确定量，用Ａｇｌｌｅｎｔ２１００ｂｉｃａｎａｌｙｚｅｒ精确检测

侧ＲＮＡ完整性。

１．３　文库构建及测序建库起始 ＲＮＡ 为ｔｏｔａｌＲ

ＮＡ，总量大于１ｕｇ。通过Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集带有

ｐｏｌｙＡ 尾的 ｍＲＮＡ，随后在 ＮＥＢＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ中用二价离子将得到的ｍＲＮＡ随机打断，以

片段化的 ｍＲＮＡ随机打断，以片段化的 ｍＲＮＡ为

模板，随机寡核核苷酸为引物，在 ＭＭｕＬｖ逆转录

酶体系中合成ｃＤＮＡ第一条链，随后用ＲＮａｓｅＨ降
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解ＤＮＡ 链，并在 ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ体系下，以

ｄＮＴＰｓ为原料合成ｃＤＮＡ第二条链，纯化后的双链

ｃＤＮＡ经过末端修复，加 Ａ尾并连接测序接头，用

ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化ＰＣＲ产物，最终获得文库。

文库构建完成后，先使用 Ｑｕｂｉｔ２．０Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ

进行初步定量，稀释文库至１．５ｎｇ／μｌ，随后用Ａｇｉ

ｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对文库的ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ进行检

测，ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ符合预期后，ｑＲＴＰＣＲ对文库有效

浓度进行准确定量（文库有效浓度高于２ｎＭ），以保

证文库质量。文库检测合格后，使用Ｉｌｌｕｍｉａ高通量

测序平台（ＨｉＳｅｑ／ＭｉＳｅｑ）进行测序。

１．４　测序数据分析由于测序获得的原始数据中包

含少量带有测序接头或测序质量较低的ｒｅａｄｓ。为

了保证数据分析的质量及可靠性，需要对原始数据

进行过滤。主要去除带接头的ｒｅａｄｓ，去除含 Ｎ的

ｒｅａｄｓ、去除低质量ｒｅａｄｓ。同时对ｃｌｅａｎｄａｔａ进行

Ｑ２０、Ｑ３０和ＧＣ含量计算。后续所有分析均是基

于ｃｌｅａｎｄａｔａ进行的高质量分析。我们使用 ＨＩ

ＳＡＴ２Ｖ．２．０．５构建参考基因组的索引，并使用 ＨＩ

ＳＡＴ２Ｖ．２．０．５将配对末端ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参照组对

比。最后使用ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ用于计算映射到每个

基因的读数。然后根据基因的长度计算每个基因的

ＦＰＫＭ，并计算映射到该基因的读数。

１．５　差异表达基因的筛选应用ＤＥｓｅｑ２Ｒ软件进行

两个比较组合之间的差异表达分析，并用ＴＰＭ 进

行表达量的归一化处理。在不同样本组差异表达

ＲＮＡ检测中，将Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞２且犘＜０．０５作为

筛选的标准。

２　结果与分析

２．１　差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ分析通过使用ＲＮＡｓｅｑ

技术比较１３三体综合征患者和健康对照组可知，

共有９０３９个差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ，其中有８００５个

差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ具有统计学上的意义（｜ｌｏｇ２

ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ｜＞２，犘＜０．０５）。表达上调的ｃｉｒｃＲＮＡ

有４２７５个，表达下调的ｃｉｒｃＲＮＡ有３７３０个，差异

表达ｃｉｒｃＲＮＡ火山图（图３）。差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ

大部分属于内含子，只有少数属于外显子。

图３　ｃｉｒｃＲＮＡ火山图

２．２　ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析对差异表达的８００５个

ｃｉｒｃＲＮＡ进行ＧＯ分析和ＫＥＧＧ分析。ＧＯ富集分

析主要在细胞代谢、代谢过程、细胞内大分子代谢生

物过程中富集；在细胞内细胞器部分、细胞内、细胞

器细胞组成过程中富集；而在分子结合方面，主要在

ＲＮＡ结合上富集（图４）。ＫＥＧＧ分析差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ主要在子官内膜癌、肾细胞癌、ＲＮＡ降解、

细胞周期富集（图５）。

图４　来源基固ＧＯ富集图

８
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图５　来源基固ＫＥＧＧ富集图

２．３　对差异倍数前十的ｃｉｒｃＲＮＡ分析从差异表达

的ｃｉｒｃＲＮＡ筛选出表达上调前十的ｃｉｒｃＲＮＡ和表

达下调前十的ｃｉｒｃＲＮＡ进行分析，发现差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ主要分布在染色体１６上，且大部分属于内

含子和外显子内含子ｃｉｒｃＲＮＡ（表１／２）其中ｈｓａ＿

ｃｉｒｃ＿０００２４７３是位于１３号染色体上表达最上调的

ｃｉｒｃＲＮＡ，和８种ｍｉＲＮＡ相互作用（ｈａｓｍｉＲ４８６

３ｐ、ｈａｓｍｉＲ１３０ａ３ｐ、ｈａｓｍｉＲ３２０Ｃ、ｈａｓｍｉＲ１７

３ｐ、ｈａｓｍｉＲ３２０ｂ、ｈａｓｍｉＲ４２３６、ｈａｓｍｉＲ３２０ａ、

ｈａｓｍｉＲ１９７３ｐ）。

３　讨论

１３三体综合征染色体变异疾病中比较常见的

形式之一，它的发生和发展与非编码ＲＮＡ的异常

表达密切相关。近些年来，大量的ｃｉｒｃＲＮＡ 的发

现，引起了越来越多学者们的重视，ｃｉｒｃＲＮＡ的功能

研究也成为了新的热点。有研究报道，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿

０００４０１８和ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５９８６在ＨＣＣ（肝癌）的表达

水平显著降低［１１，１２］。ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２０５９在胃癌组织

中的表达显著下调［１３］。Ｌｉ等
［１４］发现ｃｉｒｃＨＩＰＫ３的

表达水平在膀胱癌组织中显著下调。尽管ｃｉｒ

ｃＲＮＡ在肿瘤中的研究取得了一定的进展，但在１３

三体综合征的作用尚未提及。

本研究通过ＲＮＡｓｅｑ技术得到１３三体综合征

患者和健康对照组差异性表达的ｃｉｒｃＲＮＡ。其中共

有９０３９个ｃｉｒｃＲＮＡ差异性表达，８００５个ｃｉｒｃＲＮＡ

具有统计学上的意义。表达上调的ｃｉｒｃＲＮＡ共有４２７５个，

表１　差异表达量上调１０个ｃｉｒｃＲＮＡ

ｃｉｒｃＲＮＡ名称 染色体定位 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ ｃｉｒｃＲＮＡ类型 基因定位

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿０００２７３３ ｃｈｒ１１ １４．１７１ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＨＢＧ１；ＨＢＧ２；ＨＢＧ３

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００３７７ ｃｈｒ１２ １０．６０８ ｉｎｔｒｏｎ ＴＡＳ２Ｒ１４

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿００２８６６１ ｃｈｒ６ ９．９３３３ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＴＵＢＢ２Ａ；ＴＵＢＢ２Ｂ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５１５２ ｃｈｒ１６ ９．７６０４ ｉｎｔｒｏｎ ＵＳＰ７

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２６５ ｃｈｒ１２ ８．９７９１ ｉｎｔｒｏｎ ＫＮＴＣ１

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８１７９０ ｃｈｒ７ ８．９７９１ ｉｎｔｒｏｎ ＲＥＬＮ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４５９ ｃｈｒ９ ８．９３３３ ｉｎｔｒｏｎ ＧＮＡＱ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８４６７７ ｃｈｒ８ ８．７８６４ ｉｎｔｒｏｎ ＣＳＰＰ１

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４３４４ ｃｈｒ１６ ８．７３４ ｉｎｔｒｏｎ ＵＳＰ７

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２４７３ ｃｈｒ１３ ８．５６４ ｉｎｔｒｏｎ ＤＮＡＪＣ３

表２　差异表达量下调１０个ｃｉｒｃＲＮＡ

ｃｉｒｃＲＮＡ名称 染色体定位 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ ｃｉｒｃＲＮＡ类型 基因定位

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿０００２７５２ ｃｈｒ１１ １２．６６１ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＨＢＧ２

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１５５１ ｃｈｒ５ ９．１４５６ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＲＡＲＳ

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿０００９０７７ ｃｈｒ１６ ９．０４６１ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＨＢＡ２；ＨＢＡ１；ＨＢＭ

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿０００９５６６ ｃｈｒ１６ ９，０４６１ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＰＡＰＤ５

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１９５３ ｃｈｒＹ ８．９９３６ ｉｎｔｒｏｎ ＺＦＹ

ｈｇ３８＿ｃｉｒｃ＿０００８３７７ ｃｈｒ１５ ８．８８２６ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＤＥＮＮＤ４Ａ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００１０４４５ ｃｈｒ１ ８．６９８２ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＨＰ１ＢＰ３

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００３７１５ ｃｈｒ９ ８．６３１１ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ ＵＢＱＬＮ１

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１２０ ｃｈｒ１ ８．５６０７ ｉｎｔｒｏｎ ＭＡＮ１Ａ２

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０２４ ｃｈｒＹ ８．４８６７ ｅｘｏｎ －

９
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表达下调的ｃｉｒｃＲＮＡ共有３７３０个，同时也对差异

性表达的ｃｉｒｃＲＮＡ进行了ＧＯ和ＫＥＧＧ分析。ＧＯ

富集分析主要在细胞代谢、代谢过程、细胞内大分子

代谢生物过程中富集；在细胞内细胞器部分、细胞

内、细胞器细胞组成过程中富集；而在分子结合方

面，主要在ＲＮＡ结合上富集。ＫＥＧＧ分析差异表

达的ｃｉｒｃＲＮＡ主要在子官内膜癌、肾细胞癌、ＲＮＡ

降解、细胞周期富集。

同时，我们对差异倍数前十的ｃｉｒｃＲＮＡ进行分

析。我们发现ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２４７３是我们研究中在

１３号染色体上表达最上调的ｃｉｒｃＲＮＡ，与８种ｍｉＲ

ＮＡ相互作用（ｈａｓｍｉＲ４８６３ｐ、ｈａｓｍｉＲ１３０ａ３ｐ、

ｈａｓｍｉＲ３２０Ｃ、ｈａｓｍｉＲ１７３ｐ、ｈａｓｍｉＲ３２０ｂ、ｈａｓ

ｍｉＲ４２３６、ｈａｓｍｉＲ３２０ａ、ｈａｓｍｉＲ１９７３ｐ）。研究

证实，ｈａｓｍｉＲ４８６３ｐ在习惯性流产的孕妇中表达

显著降低［１５］，我们推测这可能与１３三体综合征流

产有一定的联系。ｈａｓｍｉＲ１３０ａ３ｐ在冠心病中表

达显著失调［１６］，ｈａｓｍｉＲ３２０家族包括（ｈａｓｍｉＲ

３２０ａ、ｈａｓｍｉＲ３２０ｂ、ｈａｓｍｉＲ３２０ｃ）均与乳腺癌、宫

颈癌等女性高发疾病有关［１７，１８］。我们推测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ

＿０００２４７３和其靶向吸附相关的 ｍｉＲＮＡ参与调控

１３三体综合征的发生和发展。目前来说，关于ｃｉｒ

ｃＲＮＡ在１３三体综合征的研究还在起步阶段，ｃｉｒ

ｃＲＮＡ在１３三体综合征的功能分析尚未完善，同时

由于本次研究样本量不足，仅用了一个ＲＮＡｓｅｑ的

数据集进行分析，所研究的结果是基于生物学信息

分析，研究的结论尚未得到验证，这需要我们在后期

的实验中继续探索。

综上所述，本研究通过 ＲＮＡｓｅｑ技术得到了

１３三体综合征患者脐带血差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ，并

推测出ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２４７３有可能成为１３三体综合

征新型的生物标志物，为１３三体综合征的诊断和

治疗提供了新的思路。
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ＭｉｓｃａｒｒｉａｇｅＰａｔｉｅｎｔｓａｎｄＵｔｅｒｉｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｈｅｓｅ Ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｓｄｕｒｉｎｇＥａｒｌｙＰｒｅｇｎａｎｃｙｉｎＭｉｃｅ［Ｊ］．ＧｙｎｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ

Ｉｎｖｅｓｔ，２０１６，８１（２）：１１２１１７．

［１６］　ＰａｎＲＹ，ＬｉｕＰ，ＺｈｏｕＨＴ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｓｐｒｏｍｏｔｅ

ＴＲＰＭ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｈｓａｍｉＲ１３０ａ３ｐｉｎｃｏｒｏｎａｒｙ

ａｒｔｅｒｙｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１７，８（３６）：６０２８０

６０２９０．

［１７］　ＺｈａｎｇＴ，ＺｏｕＰ，ＷａｎｇＴ，ｅｔａｌ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ

３２０ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇＭｃｌ１ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｕｍｏｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１６，

３７（７）：８９３１８９４０．

［１８］　ＷａｎｇＷ，ＹａｎｇＪ，ＸｉａｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｓａ

ｍｉＲ３２０ＩｓＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＷｉｔｈＩｎｖａｓｉｏｎａｎｄＭｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆＯｖａｒｉ

ａｎＣａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１７，１１８（１１）：３６５４３６６１．

（收稿日期：２０１９０１１１）

编辑：宋文颖
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