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１型糖尿病小鼠心肌组织ｍｉＲ１４２３ｐ的

ｌｎｃＲＮＡ和ｃｉｒｃＲＮＡ靶标分析

孟哲颖　胡兵　陈翠　曹洪丽　王静怡　申锷

　　【摘要】　目的：利用生物信息学对１型糖尿病小鼠心肌组织中微小ＲＮＡ（ｍｉＲ）１４２３ｐ

进行长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）和环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）靶标预测。　方法：２２只Ｃ５７

小鼠随机分为糖尿病模型组（狀＝１５）和对照组（狀＝７），糖尿病模型组小鼠经腹腔一次性

注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）建立１型糖尿病小鼠模型，对照组注射柠檬酸缓冲液。建模８周

后终止实验，检测左室质量指数（ＬＶＷＩ）和心脏功能，ＨＥ染色结合定量分析软件检测心

肌细胞大小；通过ｍｉＲＮＡ表达谱芯片技术甄别ｍｉＲＮＡｓ的差异性，ｑＲＴＰＣＲ确定差异

表达；采用微小ＲＮＡ靶标分析软件ｍｉＲａｎｄａ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ进行靶标预测，对预测到的

ｃｉｒｃＲＮＡ宿主基因（ｈｏｓｔｇｅｎｅ）进行基因功能聚类解析。　结果：（１）糖尿病模型组心肌组

织中ｍｉＲ１４２３ｐ表达显著降低；（２）在高严谨条件下，用ｍｉＲａｎｄａ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ能够同

时预测到ｍｉＲ１４２３ｐ的靶标ｌｎｃＲＮＡ有３５个、ｃｉｒｃＲＮＡ有１４个；（３）宿主基因功能预测

显示ｍｉＲ１４２３ｐ参与糖代谢相关的信号通路。　结论：ｍｉＲ１４２３ｐ可能通过调控部分

ｌｎｃＲＮＡ和ｃｉｒｃＲＮＡ，参与糖尿病心肌病的发生。
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　　糖尿病心肌病是指发生于糖尿病患者，同时又

不同于高血压心脏病、动脉粥样硬化心脏病、心脏

瓣膜病等心脏病的心肌病变［１］。糖尿病心肌病的主

要的危害是常引起突发的心脏死亡。该病的病理

改变主要表现为心肌细胞凋亡、心肌细胞肥大、心

肌间质纤维化等［２］。糖尿病患者心血管发病率较非

糖尿病者高２～３倍，非缺血性心力衰竭是糖尿病患

者最主要的死亡原因，因此探索糖尿病心肌病发生

发展的分子机制以及治疗靶点意义重大。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是约含２２个

核苷酸的高度保守的内源性非编码ＲＮＡ，它通过与

靶基因的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）互补配对来调控靶

基因的表达，１个ｍｉＲＮＡ可以调控数个甚至上百

个长链ＲＮＡ的表达
［３］。我们前期建立了稳定的

１型糖尿病Ｃ５７小鼠模型，利用基因芯片技术筛选

糖尿病小鼠心肌组织中ｍｉＲＮＡｓ的差异表达谱，并

经实时定量ＰＣＲ发现ｍｉＲ１４２３ｐ表达下调
［４］。但

ｍｉＲ１４２３ｐ在糖尿病心肌病的发生机制中起的作

用还有待研究。本研究采用生物信息学方法预测

ｍｉＲ１４２３ｐ与长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）和环状

ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）的结合位点，探索在糖尿病心肌病

发生机制中ｍｉＲ１４２３ｐ对两类ＲＮＡ的调控作用，

以期为临床治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　动物及分组

２２只８周龄雄性Ｃ５７小鼠，体质量２３～２５ｇ。

随机分为糖尿病模型组（狀＝１５）和对照组（狀＝７）。

Ｃ５７小鼠由中国科学院上海实验动物中心提供，动

物生产许可证和使用许可证号码分别为ＳＣＸＫ（沪）

２００７０００５和ＳＣＸＫ（沪）２００６００１０。

１．２　主要试剂和仪器

链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）、ＴＲＩｚｏｌ试剂

（Ｓｉｇｍａ，美国）；小动物用高分辨超声仪（Ｖｅｖｏ２１００，

ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司，加拿大）；ＴａｑＭａｎ＠ＭｉｃｒｏＲＮＡ

Ａｓｓａｙｓ、ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ，美国）；荧光

标记、芯片杂交及结果检测在北京奥博生物公司实

验室完成；ＬｕｘＳｃａｎ１０Ｋ／Ａ 双通道激光扫描仪、

ＬｕｘＳｃａｎ３．０图像分析软件、基因芯片显著性分析

（ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ，ＳＡＭ）软件

（ＳＡＭ３．０２）由北京博奥公司提供。

１．３　方法

１．３．１　建立１型糖尿病小鼠模型　Ｃ５７小鼠单次

腹腔注射ＳＴＺ（１５０ｍｇ／ｋｇ）制备ｌ型糖尿病动物模

型。注射ＳＴＺ４８ｈ后，以ＯｎｅｔｏｕｃｈⅡ血糖仪检测

尾静脉血，随机血糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ即认为建模成

功［５］。对照组小鼠单次腹腔注射等量柠檬酸缓

冲液。

１．３．２　心脏功能检测　建模８周后，对小鼠行超声

心动图测量，按照高分辨小动物超声成像系统的操

作说明操作。采用１．５％戊巴比妥钠０．１ｍＬ／２０ｇ

腹腔注射麻醉小鼠，然后将小鼠置于３７℃恒温垫

上，用４个电极连接其四肢末端并固定。仰卧略向

左倾斜位固定小鼠，获取胸骨旁短轴切面Ｍ型超声

图像，测量以下指标：（１）左室射血分数（ＬＶＥＦ）和

左室短轴缩短率（ＦＳ）；（２）左室质量指数（ＬＶＷＩ），

小鼠处死前后分别称量体质量和左室质量，

ＬＶＷＩ＝左室质量／体质量。

１．３．３　心肌组织学检测　剪去小鼠心脏的心房、

右室及大血管组织，取左室心肌组织，用１０％ＰＢＳ

中性甲醛固定液固定，脱水、清洗、石蜡包埋后制成

切片，ＨＥ染色后光学显微镜观察心肌细胞形态学

改变；摄片并结合ＱＬＡＢ图像分析软件（Ｌｅｉｃａ，德

国）定量测量心肌细胞面积。

１．３．４　靶标预测　分别使用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ｍｉＲａｎｄａ

软件对 ｍｉＲＮＡ１４２３ｐ进行ｌｎｃＲＮＡ和ｃｉｒｃＲＮＡ

的靶标预测。对两种软件预测出的靶基因分别按

照每种软件的评分标准进行筛选。ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软

件根据种子区（ｓｅｅｄｒｅｇｉｏｎ）原则，将ｍｉＲＮＡ５′端的

第２～８位碱基与目标分子的一段７ｎｔ序列进行完

成互补配对，同时结合偏好特点进行评分，得出综

合预测结果。ｍｉＲａｎｄａ算法以碱基互补（如Ａ＝Ｕ，

Ｇ＝Ｃ等）构建打分矩阵，允许Ｇ＝Ｕ错配，为体现
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ｍｉＲＮＡ３′端和５′端与靶基因作用过程中的不对称

性，软件给出了ｓｃａｌｅ参数。ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ算法中去

除 ｃｏｎｔｅｘｔｓｃｏｒｅｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅ ＜５０ 的 靶 基 因，

ｍｉＲａｎｄａ算法中去除最大自由能（ｍａｘｅｎｅｒｇｙ）＞

－１０的靶基因。最后取此两种软件的交集作为差

异ｍｉＲＮＡ的最终靶基因。高严谨筛查条件设定为

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ＿ｓｃｏｒｅ≥９０，ｍｉｒａｎｄａ＿Ｅｎｅｒｇｙ≤－４０。

１．４　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计量资

料用均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差

分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组小鼠生存率、心脏功能及心肌组织学改变

模型组与对照组小鼠生存率分别为８６．７％

（１３／１５）和１００％（７／７），两组间比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。超声心动图检查结果显示，与对

照组相比，模型组小鼠ＬＶＷＩ增加，ＬＶＥＦ和左室

ＦＳ减小（犘＜０．０５，见表１）；心肌组织学检查结果显

示，与对照组相比，模型组小鼠心肌细胞肥大、排列

紊乱、细胞核增大并深染（图１）；定量分析表明，模

型组小鼠心肌细胞面积（３８９±１９）μｍ
２明显大于对

照组（２００±１４）μｍ
２，犘＜０．０５。

表１　各组小鼠生存率及心脏功能改变

　组别 生存率／％ ＬＶＭＩ ＬＶＥＦ／％ ＦＳ／％

对照组 １００（７／７） ３．８０±０．０７ ８１．３８±３．０４ ５０．８６±３．８６

模型组 ８６．７（１３／１５）（１） ４．８３±０．１０（１） ５６．０３±２．８１（１） ２９．３１±３．１９（１）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５

注：Ａ为对照组，Ａ２为Ａ１局部放大；Ｂ为模型组，Ｂ２为Ｂ１局部放大

图１　小鼠心肌细胞形态改变

２．２　１型糖尿病小鼠心肌组织 ｍｉＲ１４２３ｐ表达

改变

前期实验利用基因芯片技术筛选糖尿病小鼠

心肌组织中ｍｉＲＮＡｓ的差异表达谱，并经实时定量

ＰＣＲ验证发现糖尿病小鼠心肌组织中１７个差异表

达的 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｍｉＲ７００、

ｍｉＲ２４、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ２２１、ｍｉＲ４９９３ｐ、ｍｉＲ２０８、

ｍｉＲ７０５表达上调，ｍｉＲ１４２３ｐ、ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ１８２、

ｍｉＲ１、ｍｉＲ３７３、ｍｉＲ１４３、ｍｉＲ２０ａ、ｍｉＲ２２０ｂ表达

下调。与对照组（１．５８±０．２９）相比，糖尿病小鼠心

肌组织中ｍｉＲ１４２３ｐｍＲＮＡ相对表达水平明显下

调（０．３３±０．１８对１．５±０．２９，犘＜０．０５），提示ｍｉＲ

１４２３ｐ与糖尿病心肌病发生相关。

２．３　ｍｉＲ１４２３ｐ的ｌｎｃＲＮＡ靶标和ｃｉｒｃＲＮＡ靶标

分析

软件预测到的ｍｉＲＮＡ的靶分子常常有很多，

而多个软件同时预测能够提高靶分子的成功率。

这里我们选用常见的ｍｉＲａｎｄａ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件

来同时预测 ｍｉＲ１４２３ｐ的靶基因，我们预测到

８７７个ｌｎｃＲＮＡ靶标分子和２２３个ｃｉｒｃＲＮＡ靶标分

子。这么多数量的分子对将来的验证带来了极大

的困难。为了使实验验证更加具有的可行性和方
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便性，我们提高了软件预测指标的标准，在设定高

严谨筛查条件下，预测ｌｎｃＲＮＡ靶标和ｃｉｒｃＲＮＡ靶

标分子分别有 ３５ 个（ＥＮＳＭＵＳＴ０００００１９１３０９、

１９４５００、１８９１１１、１９１４８７、１９１９７４、１９５４８２、１８９３９７、

１９４７８４、１８６４５７、１８７８２２、１８５６１９、１８６９０１、１９２１６９、

１８９００３、１８８７３２、１９２８２０、１９００３４、１９０８２８、１９２３０８、

１８９４７３、１９０５５９、１８９８０３、１９１１２９、１９５６６１、１９５８７１、

１９１４４２、１８６５０２、１９５４５２、１８７７０３、１９４６６２、２０４２７４、

１８９７９６、１８９１２３、１９２６９７、１９２５８３）和１４个（ｍｍｕ＿

ｃｉｒｃ ＿０００２０８３、００００４５０、０００２５５４、０００１４６０、

０００１５６０、０００１８００、０００１８０１、０００２２８１、００００６１４、

００００８８８、００００９１１、０００３７２９、００００８２７、０００３８６５）。

２．４　ｍｉＲ１４２３ｐ的ｃｉｒｃＲＮＡ靶标相关宿主基因功

能分析

由于我们预测的ｌｎｃＲＮＡ分子没有转录本信息

作为背景参考，不能分析其可能的功能。对于

ｃｉｒｃＲＮＡ，我们可以根据其宿主基因的相关功能通

路来进行功能预测，从而，可以为进一步的研究指

明方向。我们采用ＧＯ分析，发现靶标ｃｉｒｃＲＮＡ可

能在细胞质、质膜、细胞核、高尔基体、内质网、外泌

体等细胞结构中发挥重要作用，可能参与代谢、氧

化还原、Ｎｏｔｃｈ信号通路、酶催化、蛋白加工、蛋白糖

基化、小ＲＮＡ出核、脂肪酸Ｂ氧化、糖原加工等生

物学过程，具有与金属离子结合、与钙离子结合、氧

化还原酶活性、异构酶活性、甘露糖苷酶活性、视黄

醛脱氢酶、茚满醇脱氢酶、糖苷键水解酶等分子功

能。这表明ｍｉＲ１４２３ｐ能调控多种生物学过程，可

能与心肌病的发生有一定的相关性，尚有待实验进

一步证实。

进一步用ＫＥＧＧ对靶标ｃｉｒｃＲＮＡ进行宿主基

因功能分析，发现ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００１４６０通过宿主基

因Ａｋｒ１ｂ８，参与果糖和甘露糖代谢、半乳糖代谢、戊

糖与葡萄糖酸酯转换、甘油酯代谢；ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿

０００１８００和 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００１８０１通过宿主基因

Ａｐｈ１ｂ，参与阿尔茨海默病和 Ｎｏｔｃｈ信号通路；

ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００２２８１通过宿主基因Ｍａｎ１ａ，参与糖原

生物合成和内质网蛋白加工。上述ｃｉｒｃＲＮＡ是否

通过行使这些功能参与心肌病的发展，还有待后续

实验证明。

３　讨论

糖尿病心肌病的机制非常复杂，可能与钙离子

稳态受损、肾素血管紧张素系统激活、活性氧增加

所致氧化应激、线粒体功能受损、心肌糖脂及能量

代谢异常等有关［６７］。

ｍｉＲＮＡ在人类基因中虽然仅占３％，但是控制

着近３０％的基因表达，既参与调节组织器官的形

成、细胞增殖、代谢、造血等生理过程［８］，也在各种疾

病尤其是心血管疾病的发生和发展过程中发挥重

要作用［９］。研究发现，ｍｉＲＮＡ参与调控运动所致

的生理性左心室肥厚，其调控机制与病理性左心室

肥厚并无差异，提示ｍｉＲＮＡ可能在转录水平调控

致心肌细胞肥大的关键基因的表达［１０］。我们前期

实验利用基因芯片技术筛选糖尿病小鼠心肌组织

中ｍｉＲＮＡ的差异表达谱，发现ｍｉＲ１４２３ｐ表达下

调，也说明ｍｉＲ１４２３ｐ可能与糖尿病心肌病发生有

关联。

ＬｎｃＲＮＡ是长度＞２００ 个核苷酸的非编码

ＲＮＡ
［１１］，用以区别小的非编码ＲＮＡ

［１１１２］。已证明

ｌｎｃＲＮＡ可参与调控细胞内多种生物学过程
［１３］，但

其他分子功能还有待揭示。本研究预测出

ｍｉＲ１４２３ｐ最有可能调控的ｌｎｃＲＮＡ有３５个，但由

于这些靶分子未知功能，所以关于其是否参与心肌

病还有待验证。

ＣｉｒｃＲＮＡ是２０１２年才发现的一类不具有５′帽

子和３′ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，由共价键连接的环状ＲＮＡ结

构，绝大部分功能当前未知，推测其功能可能与其

来源相关的宿主基因相关。ｃｉｒｃＲＮＡ可参与心肌

病的发生［１４１５］。本研究预测ｍｉＲ１４２３ｐ最有可能

调控的ｃｉｒｃＲＮＡ有１４个，根据其宿主基因ＧＯ和

ＫＥＧＧ分析推测其功能，着重关注与糖尿病相关的

代谢通路，为进一步的实证研究指明了方向。
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发表学术论文“五不准”

　　１．不准由“第三方”代写论文。科技工作者应自己完成论文撰写，坚决抵制“第三方”提供论文代写服务。

２．不准由“第三方”代投论文。科技工作者应学习、掌握学术期刊投稿程序，亲自完成提交论文、回应评审意见的全过程，

坚决抵制“第三方”提供论文代投服务。

３．不准由“第三方”对论文内容进行修改。论文作者委托“第三方”进行论文语言润色，应基于作者完成的论文原稿，且仅

限于对语言表达方式的完善，坚决抵制以语言润色的名义修改论文的实质内容。

４．不准提供虚假同行评审人信息。科技工作者在学术期刊发表论文如需推荐同行评审人，应确保所提供的评审人姓名、

联系方式等信息真实可靠，坚决抵制同行评审环节的任何弄虚作假行为。

５．不准违反论文署名规范。所有论文署名作者应事先审阅并同意署名发表论文，并对论文内容负有知情同意的责任；论

文起草人必须事先征求署名作者对论文全文的意见并征得其署名同意。论文署名的每一位作者都必须对论文有实质性学术

贡献，坚决抵制无实质性学术贡献者在论文上署名。

本“五不准”中所述“第三方”指除作者和期刊以外的任何机构和个人；“论文代写”指论文署名作者未亲自完成论文撰写而

由他人代理的行为；“论文代投”指论文署名作者未亲自完成提交论文、回应评审意见等全过程而由他人代理的行为。
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