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　　[摘要]　目的:通过生物信息学方法构建冠心病患者血液外泌体中的竞争性内源 RNA(ceRNA)调控网络,
探讨其发病机制。方法:在exoRbase数据库中下载冠心病患者和正常对照的血液外泌体测序数据,通过 R语言

分别对外泌体中 mRNA、长链非编码 RNA(lncRNA)、环状 RNA(circRNA)的表达谱作差异表达分析,使用 Tar-
getScan和 miRanda数据库共同预测和差异表达 mRNA 结合的微小 RNA(miRNA),使用 miRcode数据库预测

与差异表达lncRNA结合的 miRNA,使用starBase数据库预测与差异表达circRNA 结合的 miRNA。对3组

miRNA两两取交集,保留与差异表达 mRNA、lncRNA、circRNA 两者及以上均结合的 miRNA,构建ceRNA 网

络,使用Cytoscape软件可视化,并对差异表达基因进行 GO 富集和 KEGG通路分析。结果:冠心病患者外周血

外泌体中差异表达 mRNA为569种,差异表达lncRNA为1408种,差异表达circRNA为282种。其中与差异表

达 mRNA相结合的 miRNA有178种,与差异表达lncRNA结合的 miRNA有207种,与差异表达circRNA结合

的 miRNA有328种,两两取交集,共保留120个共有的 miRNA成功构建ceRNA网络,GO分析的结果主要富集

在磷酸化、去磷酸化和脂质磷酸化等功能,KEGG分析的结果主要富集在甘油脂代谢和甘油磷脂代谢通路。结

论:本研究成功构建冠心病患者血液外泌体中的ceRNA调控网络,为冠心病的诊断治疗提供新靶点。
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Abstract　Objective:WeaimedtoconstructthecompetitiveendogenousRNAnetworkinperipheralbloodex-
osomeofpatientswithcoronaryheartdisease,andexploreitspathogenesis.Methods:Theperipheralbloodexo-
somesequencingdataofpatientswithcoronaryheartdiseaseandnormalcontrolsweredownloadedfromexoRbase
database,andthedifferentialexpressionprofilesofmRNA,longnon-codingRNA(lncRNA)andcircularRNA
(circRNA)inexosomewereanalyzedbyRlanguage.ThemicroRNA(miRNA),combinedwithmRNAanddif-
ferentiallyexpressedmRNAwaspredictedbyTargetScanandmiRandadatabase,andthemiRNAcombinedwith
differentiallyexpressedlncRNA waspredictedbymiRcodedatabase.StarBasedatabasewasusedtopredictthe
miRNAcombinedwithdifferentiallyexpressedcircRNA.ThreegroupsofmiRNAswereselectedandintersected,

andthemiRNA,combinedwithdifferentiallyexpressedmRNA,lncRNAandcircRNAwasretainedtoconstruct
ceRNAnetwork.Cytoscapesoftwarewasusedtovisualizethedifferentiallyexpressedgenes,andthedifferentially
expressedgeneswereenrichedbyGOandanalyzedbyKEGGpathway.Results:Intheperipheralbloodexosome
ofpatientswithcoronaryheartdisease,therewere569kindsofdifferentiallyexpressedmRNA,1408kindsofdif-
ferentiallyexpressedlncRNAand282kindsofdifferentiallyexpressedcircRNA.Amongthem,thereare178spe-
ciesofmiRNAsboundtodifferentiallyexpressedmRNA,207speciesofmiRNAboundtodifferentiallyexpressed
lncRNA,328speciesofmiRNAboundtodifferentiallyexpressedcircRNA,andatotalof120commonmiRNA
areretainedtosuccessfullyconstructceRNAnetwork.TheresultsofGOanalysisaremainlyenrichedinphospho-
rylation,dephosphorylationandlipidphosphorylation,whiletheresultsofKEGGanalysisaremainlyconcentrated
inglycerolmetabolismandglycerolphospholipidmetabolismpathway.Conclusion:Inthisstudy,wesuccessfully
constructedtheceRNAnetworkinthebloodexosomeofpatientswithcoronaryheartdisease,whichprovidesa
newtargetforthediagnosisandtreatmentofcoronaryheartdisease.
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　　冠心病是一种多危险因素导致,发病机制复杂

的慢性疾病,是全球病死率最高的疾病之一[1]。据

世界卫生组织官网最新报道,全球每年有1790万

人死于心血管疾病,其中估计740万人死于冠心

病[2]。目前我国冠心病患者达1100万,死亡率达

113/10万,且自2012年以来继续呈增加态势[3-4]。
因此,探究冠心病诊断和治疗的潜在新靶点具有重

要的意义。外泌体是一种具有脂质双层膜结构,直
径40~100nm,能被大多数细胞分泌的微小膜

泡[5]。外泌体通过将其包含的生物活性物质(如
DNA、mRNA、miRNA等)转移到受体细胞或激活

靶细胞中的信号传导途径来发挥细胞间通讯的关

键功能,具有较高的临床治疗和诊断价值[6]。近年

来发现非编码的 RNA(lncRNA、miRNA 等)在正

常的生理功能和病理生理的调控中发挥着重要的

作用[7]。Salmena等[8]提出了竞争性内源 RNA 假

说,miRNA通过结合 mRNA调控其表达,lncRNA
或者circRNA通过竞争吸附 miRNA影响 miRNA
的功能,但在冠心病外周血外泌体中ceRNA 的调

控机制并不清楚。本研究通过对exoRbase数据库

中冠心病患者和正常对照的血液外泌体测序数据

进行重新分析,发现 mRNA、lncRNA 及circRNA
差异表达谱,并构建内源性竞争 RNA(ceRNA)网
络,为探索冠心病诊断和治疗的新靶点提供理论

依据。
1　材料与方法

1.1　 数据下载及筛选差异表达的 mRNA、ln-
cRNA、circRNA

在exoRbase数据库[9]中下载冠心病患者和正

常对照的血液外泌体测序数据,同时也在exoR-
base中下载相应的基因注释文件。后整合相应的

表达谱矩阵,使用基因注释文献对circRNA 进行

注释。冠心病患者血液外泌体作为实验组,正常人

血液外泌体作为对照,分别对外泌体中 mRNA、ln-
cRNA、circRNA 的表达谱作差异表达分析,差异

表达的筛选阈值为|log2FC|>1且校正后的P<
0.05。
1.2　相互作用 miRNA 的预测及ceRNA 网络的

构建

使用 TargetScan和 miRanda数据库共同预测

和差异表达 mRNA结合的 miRNA 以得到更高置

信度地与差异 mRNA 结合的 miRNA。再使用

miRcode数据库预测与差异表达lncRNA 结合的

miRNA,然后使用starBase数据库预测与差异表

达circRNA结合的 miRNA。最后对3组 miRNA
预测结果两两取交集,保留与差异表达 mRNA、ln-
cRNA、circRNA 两者及以上均结合的 miRNA,并
提取相应的相互作用情况以构建ceRNA 网络,使
用Cytoscape(版本3.8.0)对ceRNA 网络进行可

视化。
1.3　差异 mRNA的 GO和 KEGG通路富集分析

使用R包“org.Hs.eg.db”将差异表达 mRNA
由genesymbol转换成 entrezID,后 使 用 R 包

“clusterProfiler”、“org.Hs.eg.db”、“enrichplot”
和“ggplot2”对 差 异 表 达 mRNA 进 行 GO 和

KEGG的富集分析并进行可视化,以探索差异表达

mRNA可能起到的潜在作用或影响的潜在通路。
1.4　统计学处理

使用Perl编程语言来整理数据,使用 R 语言

(版本4.0.2)做数据分析及绘图,采用 FDR 的方

式校正P 值,显著性均以校正后的P 值<0.05为

差异有统计学意义。
2　结果

2.1　数据下载及差异分析

从exoRbase数据库中分别下载正常人群外泌

体的测序数据(n=32)和冠心病患者外周血外泌体

的测序数据(n=6)。将其整合到一起输出为 mR-
NA表达谱、lncRNA 表达谱和circRNA 表达谱3
个矩阵后,分别对 mRNA、lncRNA 和circRNA 进

行差异分析,筛选出差异表达 mRNA(n=569),差
异表达lncRNA(n=1408),差异表达circRNA(n
=282),其中最显著差异表达的 mRNA、lncRNA、
circRNA各10个及其相关信息(表1)。
2.2　miRNA的预测及ceRNA网络的构建

使用 TargetScan和 miRanda数据库共同预测

到与 差 异 表 达 mRNA 相 结 合 的 miRNA(n=
178),使用 miRcode数据库预测与差异表达ln-
cRNA结合的 miRNA(n=207),使用starBase数

据库预测与差异表达circRNA 结合的 miRNA(n
=328),两两取交集,共保留120个共有的 miRNA
用以构建ceRNA网络,后提取相互作用网络并使

用Cytoscape对其可视化(图1)。
2.3　差异表达基因的 GO富集分析

将ceRNA网络中的差异表达 mRNA 转换为

entrezID后,分别对差异基因集进行 GO和 KEGG
富集分析,GO 的结果主要富集在磷酸化、去磷酸

化和脂质磷酸化等功能(图2),KEGG的结果主要

富集在甘油脂代谢和甘油磷脂代谢通路(图3)。
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表1　差异表达基因

Table1　Genesexpresseddifferentially

基因名
正常人群外泌体

平均表达量

冠心病人群血液

外泌体平均表达量
Log2FC 校正P 值 基因类型

ERBIN 507.4294 0 -Inf <0.001 mRNA
SLF1 44.62932 0 -Inf <0.001 mRNA
ARHGAP45 187.6971 0 -Inf <0.001 mRNA
GRK3 141.9045 0 -Inf <0.001 mRNA
NRDC 181.2407 0 -Inf <0.001 mRNA
HIST2H3C 1.636204 7.946865 2.28 0.005093 mRNA
DEFA1B 3.503547 16.13279 2.20 0.000931 mRNA
ZBED1 2.08979 8.587357 2.04 0.01317 mRNA
NPR2 1.180513 4.327858 1.87 0.011565 mRNA
SLC25A6 33.76564 100.6248 1.58 <0.001 mRNA
SNHG14 16.99033 0 -Inf <0.001 lncRNA
AC007969.5 79.94025 0 -Inf <0.001 lncRNA
AC098614.2 11.05981 0 -Inf <0.001 lncRNA
AC007238.1 7.48212 0 -Inf <0.001 lncRNA
ABALON 36.00941 0 -Inf <0.001 lncRNA
HMGN2P41 0 58.0944 Inf 0.00273 lncRNA
HSPA8P8 0 4.416692 Inf 0.028494 lncRNA
NUDT4P2 1.149769 3.639293 1.662314 0.027115 lncRNA
TPM3P8 0.55449 1.64265 1.567332 0.000113 lncRNA
RPL21P119 5.763147 12.76442 1.147199 <0.001 lncRNA
hsa_circ_0075796 1049.540844 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0000982 820.5722813 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0001072 672.5109375 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0000842 440.217 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0000160 378.4016563 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0006760 148.4425625 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0008817 1675.509625 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0007587 220.974375 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0001603 189.6912813 0 -Inf <0.001 circRNA
hsa_circ_0000997 432.9673125 0 -Inf <0.001 circRNA

　　注:Inf指冠心病组/正常对照组的比值为0,取log后值变为∞。

注:蓝色结点为 mRNA,粉色节点为 miRNA,绿色节点为lncRNA,红色节点为circRNA,蓝色连接线表示 miRNA作用

于 mRNA,红色连接线表示 miRNA作用于circRNA,绿色连接线表示 miRNA作用于lncRNA。
图1　冠心病血液外泌体与正常血液外泌体差异表达基因的ceRNA网络

Figure1　TheceRNAnetworkofgenesexpresseddifferentiallyinbloodexosomesbetweencoronaryheartdiseaseandnormal
patients
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图2　差异 mRNA的GO富集分析

Figure2　GOenrichmentanalysisofdifferentialmRNA

图3　差异 mRNA的KEGG富集分析

Figure3　KEGGenrichmentanalysisofdifferentialmRNA

3　讨论

冠心病是全球病死率最高的疾病之一,寻找冠

心病新的诊断与治疗的靶点成为亟待解决的问题。
外泌体由于富含生物活性分子,包括 DNA、mR-
NA、miRNA和蛋白质等,成为近年来研究的热点。
外泌体通过转移它们的生物活性组分,来发挥细胞

间通讯的关键功能,具有重大的研究价值[10]。有

研究表明急性ST段抬高型心肌梗死患者、稳定型

心绞痛患者和健康成年人外周血中外泌体所含有

的 miRNA表达有显著差异,其中部分特异性的

miRNA与心血管疾病的发生发展有着密切的关

系[11]。而近年来,ceRNA假说作为一种解释 RNA
间相互作用的新机制,正逐渐进入我们的视野,各
种非编码RNA作为ceRNA 也成为针对多种疾病

的一大研究热点[12]。miRNA 作为一个转录后调

控的重要因子,其活性可被lncRNA通过“海绵”吸
附的方式调控ceRNA。lncRNA 或circRNA 作为

ceRNA竞争性地与 miRNA 结合从而影响 miR-
NA导致的基因沉默,从而调节编码基因的蛋白质

水平,参与靶基因的表达调控[13]。大量前沿研究

表明,ceRNA调控网络广泛参与调控动脉粥样硬

化发生的各个阶段[14]。但在冠心病外周血外泌体

中ceRNA的调控机制仍有待进一步探究。
本研究利用exoRbase数据库分析正常人群外

泌体和冠心病患者外周血外泌体的测序数据。共

筛选出差异表达 mRNA569个,差异表达lncRNA
1408个,差异表达circRNA282个。同时构建了

以120个共有的 miRNA 为基础的ceRNA 网络。
通过构建的ceRNA,在既可以通过数据库查询相

互作用关系的同时,也能确定这些基因是否是冠心

病的差异基因,使分析结果更为准确。通过对差异

基因集进行 GO 和 KEGG 富集分析,我们发现这

些差异表达的 mRNA 主要与2个信号通路相关。
磷酸化、去磷酸化和脂质磷酸化等功能以及甘油脂

代谢和甘油磷脂代谢通路。
蛋白质结构调节的方式较多,其中最为重要和

普遍的是可逆磷酸化修饰,即蛋白质特定位点(如
丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸等含有羟基的氨基酸)通
过添加或去除磷酸基团而影响蛋白质的活性。蛋

白质的磷酸化与去磷酸化参与多种疾病的病理生

理过程,其中包括动脉粥样硬化。血管内皮细胞是

血液和所有组织间的重要界面,内皮细胞活性和功

能衰 退 是 诱 发 动 脉 粥 样 硬 化 的 条 件 之 一[15]。
VEGF-AKT是经典的促内皮细胞增殖与存活,抑
制细胞凋亡、促进血管新生的信号通路[16]。AKT
本身的磷酸化和去磷酸化,以及其介导eNOS磷酸

化、血管松弛和血管生成在动脉粥样硬化病理过程

中起重要作用[17]。PPARγ是一种配体激活型转

录因子,可调控肥胖、脂代谢紊乱、糖尿病、胰岛素

抵抗等多种与动脉粥样硬化发生相关的危险因

素[18]。有研究表明 PPARγ的磷酸化可诱导巨噬

细胞内脂质代谢紊乱,最终导致泡沫细胞形成[19]。
脂质代谢异常是冠心病的独立危险因素之一[20]。
本研究也发现冠心病患者血液外泌体ceRNA网络

中差异的 mRNA在甘油脂代谢和甘油磷脂代谢通

路起到非常重要的作用。这与以往的一些报道是

相似的。一项基于全基因组单核苷酸多态性数据

的研究表明,多种途径可能参与了冠心病的基本分

子过程,如心肌收缩、甘油脂代谢和糖胺聚糖的生

物合成等[21]。DelasFuentes等[22]对另一个独立

的 GWAS数据集进行了基于路径的分析,发现甘

油脂代谢途径与冠心病显著相关。此外,还有研究

发现血清甘油三酯(甘油三酯是甘油脂代谢的关键

元素)水平可以作为冠心病风险的有效预测因

子[23]。最近的数据表明,除了胆固醇和甘油三酯

等已确定的脂类风险因素外,甘油磷脂和鞘脂也有

助于动脉粥样硬化的发生[24]。冠心病患者血浆中

各种甘油磷脂和鞘磷脂含量也显著降低[25]。
此外,研究者也关注到冠心病患者发病过程中
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的ceRNA网络,他们分离提取冠心病患者和正常

人群的外周血中的circRNA,并对其进行测序和生

物信息学的分析,最后发现2283个显著下调的cir-
cRNA和85个显著上调的circRNA,并由此进行

验证和ceRNA网络的构建[26]。然而,该做法并未

明确circRNA的来源,本研究结果则明确了所有

的差异分析来源均为外周血的外泌体,使得研究更

加严谨。Kang等[27]也根据 GEO数据库中的基因

芯片数据进行了相关的差异表达生物信息学分析,
随后进行ceRNA网络的预测和构建,研究思路与

本研究相似,但是多个芯片的数据来源所致的异质

性一定程度上也会影响研究结果的准确性。Liang
等[28]在2017年的一项研究也很有趣,他们通过对

奶牛的肝脏组织进行测序,然后分析早期泌乳阶段

奶牛和泌乳高峰期奶牛的肝脏组织差异表达编码

RNA和非编码RNA,构建出ceRNA网络,并且发

现该ceRNA网络主要影响脂代谢,从而影响牛乳

脂的合成。无独有偶,Huang等[29]在非酒精性脂

肪肝小鼠动物模型中发现lncRNA MEG3通过与

LRP6竞争性结合 miR-21,从而调控脂代谢,诱导

了细胞内脂质的蓄积。
本研究有一定的局限性,首先,纳入的样本数

量有限,这可 能 导 致 筛 选 的 circRNA、lncRNA、
miRNA和 mRNA的数量有所偏差,所分析的生物

学过程也有所缺失;其次,本研究仅采用生物信息

学方法进行初步探索,有待进一步的实验进行

验证。
综上所述,冠心病是一种由多种因素导致的心

血管疾病,发病机制复杂。本研究通过分析冠心病

患者血液外泌体中circRNA、lncRNA、miRNA 和

mRNA表达差异,成功地构建相关的ceRNA 调控

网络,同时揭示了差异表达的 mRNA 富集在磷酸

化、去磷酸化和脂质磷酸化以及甘油脂代谢和甘油

磷脂代谢等通路来参与冠心病的发病过程,为冠心

病的作用机理研究提供了新的思路,为其诊断和治

疗提供了潜在的靶点。然而,未来还需要进一步的

实验研究来验证和探索其具体作用机制。
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ACS患者血浆纤维蛋白原与冠状动脉病变
严重程度的关系∗
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　　[摘要]　目的:探讨急性冠状动脉综合征(ACS)患者血浆纤维蛋白原(fibrinogen,FIB)水平与冠状动脉(冠
脉)病变严重程度的关系。方法:选择2018-11-01—2019-11-01就诊于西安交通大学第一附属医院心血管内科诊

断为 ACS的患者1106例(病例组),以及294例冠脉造影正常的患者(对照组)。应用 Gensini评分和冠脉病变支

数等评估冠脉病变的严重程度,采用 VonClauss法检测血浆FIB。按照 ACS患者FIB水平的三分位数,分为 T1
组(FIB≤2.83g/L)、T2组(2.83g/L<FIB<3.48g/L)、T3组(FIB≥3.48g/L);按照冠脉病变支数,分为单支

病变组、双支病变组、3支病变组;按照 Gensini评分的三分位数,分为轻度狭窄组、中度狭窄组、重度狭窄组;按照

ACS的临床类型,分为不稳定型心绞痛组(UA组)、非ST段抬高型心肌梗死组(NSTEMI组)、ST段抬高型心肌

梗死组(STEMI组)。分析各组血浆 FIB水平及其特点;采用 Spearman相关分析法分析血浆 FIB水平与冠脉

Gensini评分、冠脉病变支数的关系;进一步行多因素Logistic回归分析评估血浆FIB水平与 ACS患者高 Gensini
评分的关系。结果:①病例组患者血浆 FIB水平明显高于对照组[(3.28±1.02)g/L∶(2.98±0.65)g/L,P<
0.01];②Gensini评分 T3组>T2组>T1组(均P<0.05),T3组冠脉病变支数明显多于 T2组、T1组[分别为

(2.27±0.82)支、(2.05±0.84)支和(1.94±0.86)支,均P<0.05],T3组、T2组冠脉狭窄≥75%患者比例明显

高于 T1组[分别为82.6%、78.7%和69.8%,均P<0.05];③FIB水平3支病变组>双支病变组>单支病变组

(均P<0.05),重度狭窄组FIB水平>中度狭窄组>轻度狭窄组(均P<0.05),STEMI组和 NSTEMI组FIB水

平高于 UA组[分别为(3.47±1.56)g/L、(3.51±0.96)g/L和(3.15±0.71)g/L,P<0.01];④Spearman相关

性分析显示,ACS患者血浆 FIB水平与 Gensini评分(rs=0.201,P<0.001)、冠脉病变支数(rs=0.171,P<
0.001)存在正相关;多因素Logistic回归分析在调整了混杂因素后显示,FIB是 ACS患者高 Gensini评分的危险

因素之一(OR=1.38,95%CI1.20~1.60,P<0.001)。结论:ACS患者血浆FIB水平与 Gensini评分、冠脉病变

支数呈正相关,是评估冠脉病变严重程度的危险因素之一。
[关键词]　急性冠状动脉综合征;纤维蛋白原;Gensini评分
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