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  摘 要:目的 探索精神分裂症患者外周血中 mRNA/微小核糖核酸(miRNA)网络综合分析。方法 纳

入2022年12月至2023年2月就诊于该院的精神分裂患者6例作为实验组,志愿者4例作为对照组。收集两

组人群血液样本,采用RNA-seq技术检测 mRNA及 miRNA的表达水平。最后利用基因表达综合数据库中

GSE145554基因集进行生物信息学验证分析。结果 与对照组相比,实验组中共分析出差异mRNA
 

2
 

133个,
其中包括上调 mRNA

 

1
 

410个,下调 mRNA
 

723个;差异 miRNA
 

150个,其中包括上调 miRNA
 

72个,下调

miRNA
 

78个。京都基因与基因组百科全书和基因本体论富集的生物学过程和信号途径主要包括哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白(mTOR)信号通路、磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)-丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(AKT)信号通路、坏死

性凋亡及内质网中的蛋白质加工信号通路等。结论 PI3K-AKT、mTOR、坏死性凋亡及内质网中的蛋白质加

工信号通路参与精神分裂的发生发展过程,为阐明精神分裂症的预防、诊断及治疗提供新的研究方向。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

comprehensive
 

analysis
 

of
 

mRNA/microRNA
 

(miRNA)
 

networks
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
  

patients
 

with
  

schizophrenia.Methods A
 

total
 

of
 

6
 

schizophrenic
 

patients
 

treated
 

in
 

a
 

hos-
pital

 

from
 

December
 

2022
 

to
 

February
 

2023
 

were
 

included
 

as
 

the
 

experimental
 

group
 

and
 

4
 

volunteers
 

as
 

the
 

control
 

group.Blood
 

samples
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

miRNA
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

RNA-seq
 

technique.Finally,the
 

gene
 

set
 

GSE145554
 

in
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

was
 

used
 

for
 

bioinformatics
 

verification
 

analysis.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,a
 

total
 

of
 

2
 

133
 

mRNA
 

differences
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

experimental
 

group,including
 

1
 

410
 

mRNA
 

up-regulated
 

and
 

723
 

mRNA
 

down-regulated.There
 

were
 

150
 

differential
 

miRNAs,including
 

72
 

up-regulated
 

miRNAs
 

and
 

78
 

down-regula-
ted

 

miRNAs.Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

and
 

Gene
 

Ontology
 

enrichment
 

biological
 

processes
 

and
 

signaling
 

pathways
 

mainly
 

include
 

mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

signaling
 

pathway,phos-
phatidylinositide

 

3-kinases
 

(PI3K)-serine/threonine-protein
 

kinase
 

(AKT)
 

signaling
 

pathway,necroptosis,and
 

protein
 

processing
 

in
 

the
 

endoplasmic
 

reticulum
 

endoplasmic
 

reticulum
 

signaling
 

pathways
 

etc.Conclusion 
PI3K-AKT,mTOR,necroptosis

 

and
 

protein
 

processing
 

in
 

endoplasmic
 

reticulum
 

signaling
 

pathways
 

are
 

in-
volved

 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

schizophrenia,and
 

provide
 

a
 

new
 

research
 

direction
 

for
 

the
 

pre-
vention,diagnosis

 

and
 

treatment
 

of
 

schizophrenia.
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  精神分裂症是一种影响全球约1%人口的功能性

精神病性障碍的疾病,随着人口基数及生活工作压力

的增长,患病率呈增长趋势[1]。患者长期住院且痊愈

率较低,患病后还会缩短平均寿命,对于家庭的经济

及幸福度造成严重影响[2]。患者若及时接受治疗和

心理干预后能够达到治愈状态,没有得到适当治疗的

患者最终可能会出现虚弱和残疾[3]。因此,早期诊断

的重要性不容忽视。然而,目前对精神分裂症的诊断
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主要基于典型综合征的表现、病史和临床观察,这在

很大程度上取决于医生的判断和经验,缺少标准化的

病理学标准或可检测的生物标志物[4-5]。mRNA是直

接指导蛋白质生物合成的模板,参与基因表达中的信

息传递过程,而微小核糖核酸(miRNA)可通过调节

mRNA的翻译或稳定性,参与细胞增殖、凋亡、分化、
免疫等过程发挥细胞功能[6]。miRNA参与各种疾病

如癌症、心血管疾病和代谢疾病[7-9]。关于精神类疾

病的研究中,在脑脊液和脑组织中 miRNA均显著变

化,也证明其参与了精神分裂症等神经类疾病的变

化[10-12]。然而,脑组织由于取样受限,对于疾病早期

诊断有较大挑战,而外周血采样简单、感染风险低等

特点,也使得研究者的重心转向了外周血的 miR-
NA[13]。目前关于精神分裂症的研究主要聚焦于生物

标志物与 mRNA/miRNA网络构建等,但精神分裂

症致病机制的复杂性,仍需不断填补研究的空白窗

口[14-17]。本 研 究 旨 在 探 索 精 神 分 裂 症 mRNA 与

miRNA的表达情况,筛选特征生物标志物并可视化

致病通路,为精神分裂症的早期诊断及治疗提供循证

依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年12月至2023年2月于

呼伦贝尔市第三人民医院就诊的6例精神分裂症患

者作为实验组,年龄42~59岁,平均(49.83±5.91)
岁,男3例,女3例;4例志愿者作为对照组,年龄

29~36岁,平均(31.00±3.37)岁,男2例,女2例。
排除患有严重医学疾病、其他神经精神疾病、脑结构

疾病、脑外伤、既往连续使用非法药物或运动障碍的

患者。对照组无精神疾病或精神障碍家族史,且在过

去3个月内无输血史,所有参与者均符合纳入和排除

标准。本研究方案经过呼伦贝尔市第三人民医院伦

理委员会批准,所有患者在入组前签订书面知情同

意书。
1.2 总RNA的提取 受试者清晨空腹获得7.5

 

mL
全血于特殊采血管PAXgene

 

Blood
 

RNA
 

Tube(BD
公司,美国),取血后静止30

 

min,至于-20
 

℃冰箱冷

冻24
 

h。从样品中提取总RNA,利用Nanodrop
 

2000
对所提RNA的浓度和纯度进行检测,琼脂糖凝胶电

泳检 测 RNA 完 整 性,Agilent
 

2100测 定 RNA 完

整值。
1.3 cDNA文库构建及测序 RNA样品检测合格

后,从总RNA样品中利用Ribo-off
 

rRNA
 

depletion
 

kit(诺唯赞,中国南京)试剂盒去除rRNA。随后向富

集得到的RNA中加入Fragmentation
 

buffer
 

将RNA
打断成小片段,以片段化的RNA为模板,加入6

 

nt随

机引物逆转录合成
 

cDNA第1条链,再加入缓冲液、
dNTPs(dNTP中的dTTP用dUTP取代)、DNA

 

聚

合酶Ⅰ和RNase
 

H合成cDNA第2条链。合成的双

链cDNA经纯化、末端修复、并在DNA片段的末端加

入腺嘌呤碱基、连接测序接头处理后,用尿嘧啶特异

性切除试剂酶解含有 U 的cDNA第2条链并进行

PCR富集,最后用 AMPure
 

XP
 

beads纯化PCR产

物,得到 最 终 的 链 特 异 性 文 库。使 用 Small
 

RNA
 

Sample
 

Pre
 

Kit构建文库。利用Small
 

RNA的3'及
5'端特殊结构(5'端有完整的磷酸基团,3'端有羟基),
以总RNA为起始样品,直接将Small

 

RNA两端加上

接头,然后逆转录合成cDNA。随后经过PCR扩增,
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离目标DNA片段,切胶回收

得到的即为cDNA文库。检测方法:(1)使用 Qubit
 

2.0进行准确定量;(2)使用Agilent
 

2100对文库大小

进行检测,文库大小符合预期后才可进行上机测序。
库检合格后,把不同文库按照有效浓度及目标下机数

据量的需求混合在一起进行Illumina测序。
1.4 差异基因分析 首先对所有样本的基因表达值

(FPKM值)进行主成分分析(PCA),使用差异基因火

山图展示不同比较组合差异转录本的整体分布情况,
从样本表达差异倍数的对数值和差异的显著性两个

维度进行评估,对差异转录本进行筛选。筛选阈值默

认设置为差异有统计学意义(P<0.05),mRNA和

miRNA的表达水平通过计算FPKM 值来确定。此

外,DESeq
 

R软件包用于评估符合阈值P<0.05和

样本表达差异倍数的绝对值≥1的 mRNA、miRNA
的差异表达,通过R

 

ggplot2软件包生成火山图及聚

类热图。
1.5 基因本体论(GO)和基因组百科全书(KEGG)
信号通路分析 GO分析基于3个注释的本体论,包
括对分子功能(MF)、细胞组分(CC)和生物过程(BP)
的探索,这些功能来源于差异表达 mRNA和 miRNA
靶向基因。同时,进行了京都基因和KEGG分析,以
评估差异表达基因的生物学功能和富集途径。GO和

KEGG分析是通过 Metascape(https://metascape.
org/gp/index.html)在线数据库分析得到的,并利用

R
 

ggplot2进行可视化处理。
1.6 基于基因表达综合(GEO)数据库的生物信息学

验 证  基 于 GEO 数 据 库 获 得 实 验 组 数 据 集

“GSE145554”选取数据集来源名称中“女性浅表神经

元精神分裂症”分类的对照组和实验组,每组10个样

本,利用在线分析软件GEO2R进行分析,根据的对数

值和差异显著性 P 值获得差异基因,对样本进行

PCA及GO和KEGG分析。
1.7 构建 mRNA/miRNA网络 根据测序结果的

样本表达差异倍数对所得的前10个RNA进行排序,
根据基因编号和转录本编号获 得 mRNA 的 相 应

miRNA,利用Cytoscape软件分别绘制上调和下调的

mRNA/miRNA网络。
2 结  果

2.1 PCA 使用PCA 对实验组和对照组样本的

mRNA和miRNA的表达矩阵进行分析,不同样本之
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间的表达谱不同,见图1、2。

图1  mRNA
 

的PCA分析图

图2  miRNA的PCA分析图

2.2 mRNA测序分析结果 测序所得的差异 mR-
NA绘制火山图,与对照组相比,共有2

 

133个mRNA
在实验组中显著差异表达,其中1

 

410个 mRNA上

调,723个 mRNA下调,见图3。表1中汇总了前10
个差 异 基 因。对 上 调 及 下 调 的 差 异 mRNA 进 行

KEGG富集分析,同时对整体差异 mRNA进行 GO
分析,

 

KEGG通路分析显示,差异上调和下调的 mR-
NA的KEGG富集结果在以下通路中富集,包括磷脂

酰肌 醇 3-激 酶 (PI3K)-丝 氨 酸/苏 氨 酸 蛋 白 激 酶

(AKT)信号通路、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)
信号通路、坏死性凋亡及内质网中的蛋白质加工信号

通路等。GO 分析富集的3个过程包括BP、CC和

MF过程,其中主要涉及代谢、基因表达、细胞器功能

及核糖核酸功能和Ca2+黏着蛋白等,见图4、5。

图3  mRNA基因表达火山图

图4  差异表达 mRNA
 

GO富集分析

图5  差异表达 mRNA
 

KEGG富集分析

2.3 miRNA测序分析结果 与对照组相比,共有

150个miRNA在实验组中显著差异表达,其中72个

miRNA上调,78个 miRNA 下调,如图6火山图所

示,表2中显示了10个差异 miRNA。为了进一步阐

明差异
 

miRNA的生物学功能,对差异 miRNA
 

进行

于GO和KEGG通路分析。GO分析结果列举每个

过程的前10个,分别包括BP过程、CC过程和
 

MF过

程,主要涉及生物调控、细胞发育调控、DNA结合转
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录因子活性及聚合酶Ⅱ特异性。此外,KEGG通路分

析显示,差异miRNA在多种通路中富集,包括细胞生

长与死亡、Janus激酶/信号转导和转录激活因子信号

通路、坏死凋亡、鞘脂信号通路、mTOR信号通路等,
涉及到神经系统的通路有多巴胺能突触、神经营养素

信号通路及逆行内源性大麻素信号通路,见图7、8。
2.4 miRNA和 mRNA的联合分析 根据 mRNA
的分析结果,确定了mRNA与miRNA的相互作用关

系。下调真核翻译起始因子2α激酶2(EIF2AK2)、生
长因子受体结合蛋白10(GRB10)、蛋白二硫键异构酶

(P4HB)、结节性硬化症蛋白复合体2(TSC2)、真核翻

译起始因子4B(EIF4B)分别对应145、43、36、308、14
个 miRNA。上 调 甘 露 糖 基 寡 糖 类 葡 糖 苷 酶

(MOGS)、信号转导和转录激活因子5A(STAT5)、钙
联接蛋白(CANX)、红细胞膜蛋白带4.1(EPB41)、核
糖体蛋白S6

 

激酶B1(RKS6KB1)分别对应103、25、
5、76、32个 miRNA,基因之间的交集 miRNA,进一

步说明精神分裂症的发病机制及过程的复杂性。基

于 筛 选 标 准 P <0.05,将 mRNA、miRNA 和

GSE145554富集的通路进行Venn交集分析,共得到

79条重叠通路,79条通路中有4条通路与 mRNA富

集的通路重叠,并且这4条通路与表1、2中所列出的

mRNA与miRNA存在相关性。

图6  miRNA基因表达火山图

表1  前10个差异 mRNA

转录本编号 基因编号 基因名称 对照组读段数 实验组读段数 差异倍数对数值 P 变化趋势

NST00000681516 ENSG00000055332
真核翻译起始因子2α
激酶2

2.611
 

922 0.000
 

000 -27.517
 

60 2.44×10-19 下降

ENST00000398812 ENSG00000106070
生长因子受体结合蛋

白
 

10
0.222

 

852 0.000
 

000 -23.174
 

90 3.77×10-14 下降

ENST00000576390 ENSG00000185624 蛋白二硫键异构酶 0.253
 

054 0.000
 

000 -22.380
 

80 2.75×10-13 下降

ENST00000568454 ENSG00000103197
结节性硬化症蛋白复

合体2
1.462

 

262 0.000
 

138 -11.197
 

10 1.11×10-4 下降

ENST00000262056 ENSG00000063046 真核翻译起始因子
 

4B 153.459
 

800 112.044
 

200 -0.335
 

94 9.80×10-5 下降

ENST00000409065 ENSG00000115275
甘露糖基寡糖类葡糖

苷酶
0.000

 

000 0.410
 

105 21.942
 

33 1.95×10-12 上升

ENST00000506654 ENSG00000127022 钙联接蛋白 0.000
 

000 0.419
 

987 22.395
 

73 6.75×10-13 上升

ENST00000443572 ENSG00000108443
核糖体蛋白S6

 

激酶

B1
0.000

 

000 0.829
 

000 22.494
 

54 5.34×10-13 上升

ENST00000588868 ENSG00000126561
信号转导和转录激活

因子
 

5A
0.000

 

000 1.507
 

888 24.264
 

22 6.96×10-15 上升

ENST00000343067 ENSG00000159023 红细胞膜蛋白带4.1 0.000
 

000 21.071
 

750 28.680
 

76 3.49×10-20 上升

表2  前10个差异 miRNA

miRNA名称 对照组读段数 实验组读段数 差异倍数对数值
 

P 变化趋势

hsa-miR-144-3p 3
 

099.239
 

348
 

000 786.611
 

669
 

000 -1.978
 

300
 

000 2.328
 

8×10-9 下降

hsa-miR-590-3p 19.741
 

731
 

720 2.330
 

127
 

289 -3.005
 

100
 

000 1.200
 

8×10-7 下降

hsa-miR-16-5p 64
 

939.490
 

940
 

000 24
 

303.255
 

400
 

000 -1.418
 

000
 

000 7.013
 

9×10-7 下降

novel_493 4.083
 

498
 

000 0.575
 

448
 

000 -2.715
 

100
 

000 4.726
 

3×10-2 下降

novel_617 115.653
 

100
 

000 46.668
 

250
 

000 -1.309
 

800
 

000 2.999
 

0×10-3 下降

hsa-miR-129-1-3p 52.305
 

555
 

800 109.010
 

300
 

000 1.060
 

600
 

000 1.067
 

4×10-2 上升

hsa-miR-210-5p 24.686
 

658
 

400 50.861
 

120
 

000 1.039
 

300
 

000 7.490
 

0×10-4 上升

hsa-miR-7109-3p 1.154
 

273
 

931 5.189
 

444
 

000 2.132
 

100
 

000 2.197
 

5×10-2 上升

hsa-miR-1273h-3p 71.354
 

791
 

340 148.244
 

200
 

000 1.060
 

900
 

000 1.037
 

0×10-3 上升

novel_105 20.992
 

487
 

350 53.694
 

390
 

000 1.343
 

600
 

000 2.140
 

0×10-4 上升
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2.5 基于GEO数据库的验证 基于GEO2R在线

分析获得数据集的差异基因及数据表达谱,进行差异

基因分析,共得到P<0.05的差异基因165个,其中

上调基因86个,下调基因79个。基于差异基因GO
的BP、CC和 MF过程主要涉及酰胺、肽、磷脂、rRNA
及对照组RNA的代谢、连接酶的活动等,见图9、10。

图7  差异表达 miRNA
 

KEGG富集分析

图8  差异表达 miRNA
 

GO富集分析

  注:图中红色表示P<0.05,差异显著表达基因,绿色表示差异表

达不显著基因。

图9  GSE145554数据库基因表达火山图

图10  GSE145554数据库GO富集分析

3 讨  论

  精神分裂症是一种严重的精神疾病,具有遗传

性,后天的环境因素、自身免疫性疾病、炎症及基因突

变同样在精神分裂症中起到决定性作用[18-19]。现阶

段研究发现,由于免疫障碍、代谢紊乱和基因受损导

致病变的分子机制仍需要挖掘[20]。mRNA和 miR-
NA作为重要的调控信号在疾病的发生发展过程中扮

演着重要角色,有望成为精神疾病的生物标志物,其
所调控的分子信号途径也有潜力成为治疗精神分裂

症的重要靶标[17]。
PI3K-AKT信号通路是细胞内信号转导途径,响

应细胞外信号,调节多种细胞功能,例如代谢、增殖

等[21]。涉及的关键基因是PI3K、AKT、TSC2,它与

多个通路存在直接 连 接,如 mTOR 信 号 通 路[22]。
PI3K通常在生理状态下被细胞外信号激活,参与精

神分裂症发病,可促进 AKT 同细胞膜融合,后使

AKT继续被磷酸化而激活,而 AKT又参与细胞凋

亡、细胞增殖等,在转录及细胞迁移中起着关键作用,
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之后的信号级联反应主要由其进行调节[23-24]。通路

中涉及的TSC2是PI3K-AKT的下游效应,AKT的

激活会抑制TSC2的表达,而TSC2又是mTOR信号

的上游调控因子[25]。研究者通过酶联免疫吸附试验

法靶向检测了PI3K、AKT水平,结果表明,与对照组

相比,实验组血清中的PI3K和
 

AKT均呈现不同程

度的变化,卡尔加里精神分裂症抑郁量表和短冲动行

为量表显示量表评分与PI3K呈负相关,也进一步验

证了PI3K在精神分裂症的诊断能力[26]。
mTOR信号通路主要存在于外周组织及中枢神

经系统,参与调控一系列生理过程,除了参与细胞增

殖等过程外,还参与神经元蛋白合成及突触可塑性等

方面,主要调控记忆的形成和巩固[27-28]。mTOR信号

通路中涉及的涵盖的基因mTOR、RPS6KB1、EIF4B、
EPB41、GRB10等。mTOR是一种非典型丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶,为磷脂酰肌醇激酶相关激酶家族成

员[29],当细胞外环境发生变化时,mTOR通过激活下

游效应蛋白RPS6KB1参与调节细胞生长、分化增殖

及蛋白合成等过程。S6K1的激活可以通过磷酸化的

S6核糖体蛋白,促进细胞增殖和蛋白质合成[30]。已

有研究表明mTOR基因的缺失会导致端脑缺失或者

胚胎早期死亡,而过度激活可能会导致大脑发育异

常[31-32]。本研究涉及的EIF4B是PI3K/AKT/mTOR
通路的底物,在细胞中的活化受磷酸化状态决定,在神

经元中,可与调节性脑细胞质RNA结合,抑制神经元

中的翻译起始过程。神经元受到刺激后,蛋白磷酸酶

2A可以去除EIF4B位点磷酸化,降低脑细胞质RNA
与EIF4B的结合能力,进而促进翻译起始[33]。

miRNA作为参与调节下游基因翻译过程而发挥

生物学功能的信号,在脑发育和神经可塑性中的重要

性已经被证实,参与了精神分裂症神经精神疾病的病

理生理过程[34-35]。研究表明,miR-144-3p的异常表达

与阿尔兹海默症、老年痴呆症和帕金森症等精神类疾

病均有不同程度的相关性[36-37]。PAN
 

等[38]等研究证

明,淫羊藿苷可通过调节 miR-144-3p的表达从而影

响精神分裂症大鼠海马体中PI3K、AKT、ATP1B2的

表达进而影响 mTOR信号通路,这与本研究富集的

分析结果一致。LIU等[39]研究结果表明,miR-210与

生命过程息息相关,如线粒体代谢、细胞周期调控。
综上所述,精神分裂症患者与健康人群之间的

miRNA、mRNA表达存在差异,通过mRNA/miRNA
网络的分析,hsa-miR-144-3p、hsa-miR-210-5p等调控

PI3K、AKT、mTOR、EIF4B、TSC2等基因,最终富集

于mTOR及PI3K-AKT通路,为精神分裂症疾病的

诊断、治疗提供新的视觉和理论基础。精神分裂症

miRNA、mRNA及信号通路的发现为精神分裂症的

研究奠定了基础。
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