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摘要： 目的　 筛选 ＨＢＶ 相关肝脏纤维化患者血清中差异表达的 ｍｉＲＮＡ，并分析该类差异表达的 ｍｉＲＮＡ 在 ＨＢＶ 相关肝纤维

化进展过程中的作用。 方法　 选择 ２０１９ 年 ３ 月至 ２０２０ 年 ３ 月于新乡医学院第三附属医院确诊为肝纤维化患者 ７０ 例（包括

乙肝患者 ３５ 例，非乙肝患者 ３５ 例），另收集 ３５ 例体检健康者作为健康人对照组。 收集各研究对象年龄、性别、血清学指标等

临床资料。 深度测序分析血清 ｍｉＲＮＡ 的表达水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证候选表达差异显著的 ｍｉＲＮＡ 在各组中的表达水平。 通过

ｍｉＲｒｏｒ ２．０ 数据库预测 ｍｉＲＮＡ 的靶基因，采用 ＤＡＶＩＤ ｖ６．７ 软件进行 ＧＯ 分析。 结果　 与健康人对照组和非乙肝组相比，乙肝

组中 ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ（Ｐ ＝ ２． ７５ × １０－２ ）、ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ（Ｐ ＝ ４． ５７ × １０－２ ） 和 ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ（Ｐ ＝ １． ２８ × １０－３ ） 的表达水平显著下调，而

ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ的表达水平显著上调（Ｐ＝ ５．９２×１０－３）。 ＧＯ 分析结果表明，上述差异表达的 ｍｉＲＮＡ 所对应的靶基因主要涉及的生

物学过程包括细胞的生长、维持和信号转导。 结论　 ＨＢＶ 相关肝纤维化患者血清中 ｍｉＲＮＡ 的表达具有特异性，且与 ＨＢＶ 相

关肝纤维化过程关系密切。
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　 　 慢性乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是严重影响人

类生命健康的疾病，而肝纤维化是乙肝最为显著的

特征之一［１］。 肝纤维化的早期诊断和持续随访对

于预防肝硬化和终末期肝病至关重要。 非创性血

清学指标对于预测疾病进展具有重要的意义。 研

究表明，在 ＨＢＶ 相关的肝纤维化过程中，多伴随着

微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ）表达量的改变［２］。

ｍｉＲＮＡ 有望成为 ＨＢＶ 相关肝纤维化的生物学标志

物［３］。 本研究旨在检测 ＨＢＶ 相关肝纤维化患者血清

中差异表达的 ｍｉＲＮＡ，初步探讨该类差异表达的

ｍｉＲＮＡ在 ＨＢＶ 相关肝纤维化进展过程中的作用机制。

１　 材料和方法

１．１　 研究对象　 选择 ２０１９ 年 ３ 月至 ２０２０ 年 ３ 月
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于新乡医学院第三附属医院感染科经组织活检诊

断为肝纤维化（Ｓ２～ Ｓ３ 期）的患者 ７０ 例作为研究对

象，其中包括乙肝患者 ３５ 例［男 １５ 例，女 ２０ 例，年
龄（４６．２７±１８．６２）岁］，非乙肝患者（除乙肝外的慢

性肝病所致的肝纤维化患者）３５ 例［男 １８ 例，女 １７
例，年龄（４０．５９±１４．７７）岁］，纳入标准：６ 个月内未

经核苷（酸）类抗病毒治疗且至少间隔 ３ 个月的 ２
次丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）检测超过参考值上限

的 ２ 倍；组织活检诊断为纤维化 Ｓ２～ Ｓ３ 期。 乙肝纳

入：符合《慢性乙型肝炎防治指南 ２０１０ 年更新版》
中的诊断标准［４］。 排除标准：（１）感染人类免疫缺

陷病毒的患者；（２）由其他病因（包括丙型肝炎病

毒感染、丙型肝炎病毒感染、药物摄入、酒精摄入、
自身免疫性肝炎等）造成肝损伤的患者；（３）有严

重系统性疾病者；（４）怀孕和哺乳者。 收集同期体

检健康者 ３５ 例作为健康人对照组，男 ２１ 例，女 １４
例，年龄（４７．４５±１２．５１）岁。 本研究通过新乡医学

院第三附属医院医学伦理委员会审核批准（批准文

号：２０１９０６０１），各研究对象均签署知情同意书。
１．２　 标本采集 　 取上述肝纤维化患者治疗前（健
康者于体检时采集）的空腹外周血标本 １０ ｍＬ，经
２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，分离血清，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，完全清除细胞碎片。 将血清收集于含

ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 的抗凝管中，置于－８０ ℃保存。
１．３　 主要仪器及试剂 　 ＴｒｕＳｅｑ 小 ＲＮＡ 样品制备

试剂盒（ ＴｒｕＳｅｑ Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ，美国

Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司），ＴＲＩｚｏｌ ＬＳ 试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司），ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ 逆转录试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），
ｍｉＲＮＡ ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试剂盒（上海生工公司），胶
回收试剂盒（北京天根公司）。 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃２０００分
光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）， Ａｇｉｌｅｎｔ 生

物分析仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司），Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＧＡ ＩＩｘ 测序

仪（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司），Ｑｕｂｉｔ ２．０ 荧光定量仪、Ｅ⁃Ｇｅｌ
Ｉｍａｇｅｒ 凝胶成像系统（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）。
１．４　 血清中总 ＲＮＡ 提取　 取上述各研究对象的血

清标本 ６ ｍＬ，采用 ＴＲＩｚｏｌ ＬＳ 试剂提取血清总

ＲＮＡ。 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃２０００ 分光光度计检测并

分析 ＲＮＡ 的纯度及浓度，取吸光度 Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ ＞
２．０、Ａ２３０ ｎｍ ／ Ａ２６０ ｎｍ＞１．８ 的样本，置于－８０ ℃保存。
１．５　 文库构建、测序及分析　 按照 ＴｒｕＳｅｑ 小 ＲＮＡ
样品制备试剂盒说明书进行文库构建。 通过两步

法将 ＲＮＡ ３′接头和 ５′接头连接至 ｍｉＲＮＡ。 通过

ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ 逆转录试剂盒合成单链 ｃＤＮＡ，对样本进

行 ＰＣＲ 扩增，通过胶回收试剂盒回收目的片段，即

得到 ｍｉＲＮＡ 文库。 取 １ μＬ 产物上样至 Ａｇｉｌｅｎｔ 生

物分析仪，采用 Ｑｕｂｉｔ ２．０ 荧光定量仪分析样本的大

小、纯度和浓度。 文库质量控制的标准：将质量值

低的序列去掉；去除未知碱基含量超过 １０％的序

列；去除无接头的序列；去除＜１８ ｂｐ 或＞３０ ｂｐ 的序

列。 以差异倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）表示两样本间表

达量的比值。 在差异表达 ｍｉＲＮＡ 检测过程中，使
用∣ ｌｏｇ２（ＦＣ）∣≥１ 且 ＦＤＲ≤０．１ 作为筛选标准。
１．６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测血清中 ｍｉＲＮＡ 的表达 　 参考

ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ 逆转录试剂盒说明书将总 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ，ｃＤＮＡ 产物置于－８０ ℃ 保存。 按照 ｍｉＲＮＡ
ｑＰＣＲ 说明书对 ｍｉＲＮＡ 进行相对定量，根据 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中 Ｕ６ （ ＮＲ ＿ ００４３９４． １ ）、 ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ （ ＮＲ ＿
０２９５８３．１）、ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ（ＮＲ＿０３０２２４．１） 、ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ
（ＮＲ＿０２９５０７．１） 基因的序列号，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
５．０ 软件设计引物，并送上海生工公司合成。 Ｕ６ 上

游引物序列：５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′，下游引

物序列：５′⁃ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′，目的产

物长度 ７７ ｂｐ；ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ 上游引物序列：５′⁃ＧＣＧＡ
ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＣＡＣＴ⁃３′，下游引物序列：５′⁃ＴＧＧＴＧＴ
ＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣ⁃３′，目的产物长度 ６７ ｂｐ；ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ
上游引物序列：５′⁃ＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣ⁃３′，下
游引物序列：５′⁃ＧＴＧＣＡＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ⁃３′，目的产物

长度 ７３ ｂｐ；ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ 上游引物序列：５′⁃ＧＧＧＧＧ
ＣＡＧＡＴＡＧＡＣＧＣＴ⁃３′，下游引物序列：５′⁃ＴＧＣＡＣＧＡ
ＡＣＴＣＴＡＴＣＴＣ⁃３′，目的产物长度 ６４ ｂｐ；ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ
上游引物序列：５′⁃ＧＧＧＡＴＴＣＴＣＣＣＣＣＴＧＣＣ⁃３′，下游

引物序列：５′⁃ＡＡＧＡＧＡＧＴＡＣＣＧＧＣ⁃３′，目的产物长度

７３ ｂｐ。 ＰＣＲ 总反应体系为 ５０ μＬ，包括 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
上、下游引物各 ０．５ μＬ，２×ｍｉＲＮＡ ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ
１０ μＬ，１ μＬ ｃＤＮＡ，１ μＬ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ （Ｈ），
无菌 ｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应参数：
９５ ℃预变性 ２０ ｓ；９５ ℃ 变性 ５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 取扩增

产物 ２ μＬ，经 ２０ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，并用 Ｅ⁃Ｇｅｌ
Ｉｍａｇｅｒ 凝胶成像系统扫描并拍照。 结果以 ２－△△Ｃｔ

法表示。
１．７　 ｍｉＲＮＡ 靶基因生物信息学分析　 通过数据库

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲａｎｄａ 相结合预测 ｍｉＲＮＡｓ 的靶基

因。 然后，基于数据库将所有的靶基因进行 ＧＯ
（Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ）注释，筛选出靶基因富集的显著性

ＧＯ。 最后基于 ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）数据库对靶基因进行注释。
１．８　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进行数据分
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析。 正态分布的数据以 ｘ±ｓ 表示。 采用 ＡＮＯＶＡ 检

验分析多组间差异表达的 ｍｉＲＮＡ，计算 ＦＤＲ 并采

用多重比较，对 Ｐ 值进行校正，选择 ＦＤＲ＜０．１ 的

ｍｉＲＮＡ 用于后续分析。 方差不齐时应用 Ｋｒｕｓｈｋａｌ⁃
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验。 以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 各组研究对象的临床病理参数　 乙肝组与健康

人对照组、乙肝组与非乙肝组临床病理参数（包括性

别、年龄、血液生化指标等）的比较结果见表 １。

表 １　 乙肝组、健康人对照组和非乙肝组的临床病理参数比较（ｘ±ｓ）

参数 健康人对照组（ｎ＝ ３５） 非乙肝组（ｎ＝ ３５） 乙肝组（ｎ＝ ３５） Ｆ Ｐ 值

性别（男 ／ 女） ２１ ／ １４ １８ ／ １７ １５ ／ ２０ １．１６ ０．６０９
年龄（岁） ４７．４５±１２．５１ ４０．５９±１４．７７ ４６．２７±１８．６２ ３．２７ ０．９４３
ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） １２．５５±３．２８ ４５．３３±３１．６７ ５１．２４±３６．７８ ０．６８ ０．０３３
ＡＳＴ（Ｕ ／ Ｌ） １６．００±３．１９ ５１．２８±１８．７１ ６２．９５±２２．７３ ２．１１ ０．０１６
ＴＢｉｌ（μｍｏｌ ／ Ｌ） １２．７８±７．４３ １３．９５±６．４ １４．７５±８．２０ ２．０４ ０．６０４
ＤＢｉｌ（μｍｏｌ ／ Ｌ） ５．６５±２．８７ ５．９２±４．３２ ６．１２±３．２９ ０．７３ ０．２９４
ＡＬＰ（ｇ ／ Ｌ） — ７６．１２±１１．２９ ８１．２９±１９．５３ １．２９ ０．００２
ＧＧＴ（Ｕ ／ Ｌ） — ３２．９５±１０．０２ ３３．４７±１１．８９ ２．３４ ０．３８２
ＨＢＶ ＤＮＡ ｌｏｇ１０ ＩＵ ／ ｍＬ — — ５．６５±１．５７ — —

２．２　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 的聚类分析 　 根据 ｍｉＲＮＡ
表达 ＦＣ 和 Ｐ 值分析结果表明，与健康人对照组相

比，在乙肝组中有 ５３ 个表达差异的ｍｉＲＮＡ，其中表

达上调的 ｍｉＲＮＡ 有 ３０ 个（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５），表达下

调的 ｍｉＲＮＡ 有 ２３ 个（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５）。 与非乙肝

组相比，在乙肝组中有 ２３ 个显著性表达 ｍｉＲＮＡ，其
中表达上调的 ｍｉＲＮＡ 有 １４ 个（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５），表
达下调的 ｍｉＲＮＡ 有 ９ 个（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５）。 与健康人

对照组和非乙肝组相比，ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ、
ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ 在乙肝组中的表达差异最

为显著（表 ２）。

表 ２　 乙肝组中表达显著性差异的 ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ ＦＣａ ＦＣｂ Ｆ Ｐ 值

表达下调

　 ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ ３．２９３ ４５４ ５ ３．７２０ ６０７ １ １．１０７ ２．６６×１０－５

　 ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ ２３．４９６ ２０３ ２ ２．０００ ４１２ ５ ０．９４５ ２．２５×１０－６

　 ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ ４．００４ ９２２ ２ ２．５７８ ８５２ １ ２．０４４ ２．０７×１０－５

表达上调

　 ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ １５．０３９ ５６８ １ ３．０５０ ８１１ ２ ０．８４９ ８．２８×１０－７

　 　 注：ａ，与健康人对照组比较；ｂ，与非乙肝组比较。

２．３　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 的鉴定结果 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结

果表明，ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ 的

表达 水 平 在 乙 肝 组 中 显 著 上 调 （ Ｐ ＜ ０． ０１ ），
ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ的表达水平在乙肝组中显著下调（Ｐ＜
０．０１）。 与健康人对照组和非乙肝组相比，乙肝组

中 ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ 显著下

调，ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ 显著上调（表 ３）。

　 　 表 ３　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 在健康人对照组、非乙肝组和

乙肝组中的表达（ｘ±ｓ）

ｍｉＲＮＡ
健康人

对照组
非乙肝组 乙肝组 Ｆ Ｐ 值

ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ ０．８２±０．０５ ０．６２±０．０３ ０．１５±０．０１ ２．５５４ ２．７５×１０－２

ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ ０．５５±０．０２ ０．４６±０．０１ ０．０９±０．０１ １．０９２ ４．５７×１０－２

ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ ０．７８±０．０４ ０．６９±０．０２ ０．１８±０．０１ ３．５３３ １．２８×１０－３

ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ ０．１３±０．０２ ０．２５±０．０１ ０．９４±０．０３ ０．４８７ ５．９２×１０－３

２．４　 ｍｉＲＮＡ 靶基因和 ＧＯ 注释　 肝纤维化组差异

表达 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ、
ｍｉＲ⁃１３９⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃１２７３ｇ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃３９６０）
的潜在靶基因共 ５９ 个（表 ４）。 上述差异表达的

ｍｉＲＮＡ 所对应的靶基因主要涉及的生物学过程包

括细胞的生长、维持和信号转导等（表 ５）。
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表 ４　 肝纤维化组差异表达 ｍｉＲＮＡ 的潜在靶基因

基因号 描述 ｍｉＲＩＳ∗ Ｐ 值

ＮＭ＿０００５２２ 同源盒 Ａ１３（ＨＯＸＡ１３），ｍＲＮＡ。 ０．２０１ ６８１ １．７５×１０－２

ＮＭ＿００１０１２３２０ 锌指蛋白 ３０２（ＺＮＦ３０２），转录变体 ０．２０１ ６８１ １．３４×１０－２

ＮＭ＿００１０１４８０９ 塌陷反应中介蛋白 １（ＣＲＭＰ１） ０．２０１ ６８１ ２．３１×１０－２

ＮＭ＿００１０２０８２５ 核受体亚家族 ３，Ｃ 组，成员 １ ０．２０１ ６８１ ２．３６×１０－２

ＮＭ＿００１０２９９９７ 锌指蛋白 １８１（ＺＮＦ１８１），转录变体 ０．３０２ ５２１ ６．５４×１０－３

ＮＭ＿００１１２６１０３ Ｒａｃ ＧＴＰａｓｅ 激活蛋白 １（ＲＡＣＧＡＰ１），转录本 ０．２０１ ６８１ ３．２２×１０－２

ＮＭ＿００１１３５１４６ 溶质载体家族 ３９（锌转运体），成员 ８ ０．２７３ １０９ ２．０９×１０－２

ＮＭ＿００１１３５８６３ 染色体 １２ 开放阅读框 ７２（Ｃ１２ｏｒｆ７２） ０．２０１ ６８１ １．６２×１０－２

ＮＭ＿００１１３６５０１ 锌指蛋白 ８４４（ＺＮＦ８４４） ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ２．４３×１０－３

ＮＭ＿００１１４５００７ 粘液蛋白 ７，分泌（ＭＵＣ７），转录变体 ２，ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．３３×１０－２

ＮＭ＿００１１４５６６５ 锌指蛋白 １８１（ＺＮＦ１８１），转录变体 ０．３０２ ５２１ ６．５４×１０－３

ＮＭ＿００１１６１６５６ Ｖ⁃ｍｙｂ 成髓细胞病病毒致癌基因同源物（禽类） ０．２０１ ６８１ ２．３４×１０－２

ＮＭ＿００１９７５ 烯醇化酶 ２（γ，神经元）（ＥＮＯ２）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．２１×１０－２

ＮＭ＿００２０９５ 一般转录因子 ＩＩＥ，多肽 ２ ０．２０１ ６８１ ４．６８×１０－３

ＮＭ＿００２６９９ ＰＯＵ 第 ３ 类同源盒 １（ＰＯＵ３Ｆ１）， ｍＲＮＡ ０．２７３ １０９ ２．３９×１０－２

ＮＭ＿００３６７７ 密度调节蛋白（ＤＥＮＲ），ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ２．５８×１０－３

ＮＭ＿００３８６２ 成纤维细胞生长因子 １８（ＦＧＦ１８） ｍＲＮＡ ０．２７３ １０９ ４．５２×１０－４

ＮＭ＿００４４９２ 一般转录因子 ＩＩＡ， ２，１２ｋｄａ （ＧＴＦ２Ａ２） ０．２０１ ６８１ １．１５×１０－２

ＮＭ＿００４５３９ 天冬酰胺⁃ ｔｒｎａ 合成酶（ＮＡＲＳ）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ９．６６×１０－３

ＮＭ＿００４６４２ 周期蛋白依赖性激酶 ２ 相关蛋白 １ ０．２０１ ６８１ ５．３８×１０－３

ＮＭ＿００４７５２ 胶质细胞缺失同源物 ２（果蝇）（ＧＣＭ２） ０．２０１ ６８１ ４．５７×１０－３

ＮＭ＿００７２８２ 环指蛋白 １３（ＲＮＦ１３），转录变体 １ ０．２０１ ６８１ １．３２×１０－２

ＮＭ＿０１２３１９ 溶质载体家族 ３９（锌转运体），成员 ６ ０．２０１ ６８１ １．６４×１０－２

ＮＭ＿０１３２５１ 速激蛋白 ３（ＴＡＣ３）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．１８×１０－３

ＮＭ＿０１３２７７ Ｒａｃ ＧＴＰａｓｅ 激活蛋白 １（ＲＡＣＧＡＰ１），转录本 ０．２０１ ６８１ ３．２２×１０－２

ＮＭ＿０１４４０９ ｔａｆ５ 样 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ， ｐ３００ ／ ｃｂｐ 相关 ０．２７３ １０９ １．７２×１０－２

ＮＭ＿０１５１５３ ＰＨＤ 指蛋白 ３（ＰＨＦ３）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．１０×１０－２

ＮＭ＿０１６２５０ ＮＤＲＧ 家族成员 ２（ＮＤＲＧ２），转录变体 ２ ０．２０１ ６８１ ９．６６×１０－３

ＮＭ＿０１６２８４ ＣＣＲ４⁃ＮＯＴ 转录复合物，亚基 １（ＣＮＯＴ１） ０．２０１ ６８１ ３．１７×１０－３

ＮＭ＿０１８０６４ ａｋｉｒｉｎ ２（ＡＫＩＲＩＮ２）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ３．５５×１０－３

ＮＭ＿０１８２４８ ｎｅｉ 核酸内切酶 ８ 样 ３（大肠杆菌）（ＮＥＩＬ３）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．１８×１０－３

ＮＭ＿０１８４０７ 溶酶体蛋白跨膜 ４ β（ＬＡＰＴＭ４Ｂ） ０．２０１ ６８１ ２．０９×１０－２

ＮＭ＿０１８４４３ 锌指蛋白 ３０２（ＺＮＦ３０２），转录变体 ０．２０１ ６８１ １．３３×１０－２

ＮＭ＿０１９５５６ 含有 １（ＭＯＳＰＤ１） ｍＲＮＡ 的运动精子结构域 ０．２０１ ６８１ １．００×１０－２

ＮＭ＿０２２１４９ 黑色素瘤抗原家族 Ｆ， １（ＭＡＧＥＦ１）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ８．４０×１０－３

ＮＭ＿０２２１５４ 溶质载体家族 ３９（锌转运体），成员 ８ ０．２７３ １０９ ２．０９×１０－２

ＮＭ＿０２４０９３ 染色体 ２ 开放阅读框 ４９（Ｃ２ｏｒｆ４９）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ４．４７×１０－４

ＮＭ＿０２４５８７ 跨膜蛋白 ５３（ＴＭＥＭ５３）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．３０×１０－２

ＮＭ＿０３１４７３ 鞭毛内运输 ８１ 同系物（衣藻） ０．２０１ ６８１ ３．５１×１０－３

ＮＭ＿０３２１３９ ＶＰＳ９ 域（ＡＮＫＲＤ２７） ０．２０１ ６８１ ２．０４×１０－２

ＮＭ＿０３２４９１ 调节因子 Ｘ， ４（ＨＬＡ Ⅱ类） ０．２０１ ６８１ ２．３１×１０－２

ＮＭ＿０８０６７７ 动力蛋白，轻链，ＬＣ８⁃ｔｙｐｅ ２（ＤＹＮＬＬ２）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．５１×１０－２

ＮＭ＿１５２２９１ 黏液蛋白 ７，分泌（ＭＵＣ７），转录变体 ３，ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ １．３３×１０－２

ＮＭ＿１５２４４６ 染色体 １４ 开放阅读框 １４５（Ｃ１４ｏｒｆ１４５） ０．２０１ ６８１ １．６４×１０－２

ＮＭ＿１５２４５３ 跨膜和线圈结构域 ５Ａ（ＴＭＣＯ５Ａ） ０．２０１ ６８１ １．０２×１０－３

ＮＭ＿１５２５４０ ｓｅｃ１ 家族结构域 ２（ＳＣＦＤ２）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ７．６５×１０－３

ＮＭ＿１７３８０２ 染色体 １２ 开放阅读框 ７２（Ｃ１２ｏｒｆ７２） ０．２０１ ６８１ １．６２×１０－２

ＮＭ＿１７３８０６ 染色体 １６ 开放阅读框 ６５（Ｃ１６ｏｒｆ６５）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ２．２７×１０－３

ＮＭ＿１７５８３９ 精胺氧化酶（ＳＭＯＸ），转录变体 １，ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ２．７７×１０－３

ＮＭ＿１８３３８１ 环指蛋白 １３（ＲＮＦ１３），转录变体 ４ ０．２０１ ６８１ １．３２×１０－２

ＮＭ＿２０１５３５ ＮＤＲＧ 家族成员 ２（ＮＤＲＧ２），转录变体 １ ０．２０１ ６８１ ９．６６×１０－３

ＮＭ＿２０７４３５ 染色体 １２ 开放阅读框 ７６（Ｃ１２ｏｒｆ７６）， ｍＲＮＡ ０．２０１ ６８１ ２．７９×１０－２
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表 ５　 差异表达的 ｍｉＲＮＡ 靶基因的功能

靶基因功能 ｎ ％ Ｐ 值

ＲＮＡ 代谢过程的正调控 １１ ２３．９ ６．４×１０－３

细胞大分子生物合成过程 ９ １９．６ １．３×１０－２

转录， ＤＮＡ 模板 １９ ４１．３ １．９×１０－２

核酸模板转录的调控 １５ ３２．６ ２．３×１０－２

转录的正调控，ＤＮＡ 模板 １５ ３２．６ ２．４×１０－２

核酸转录的正调控 １５ ３２．６ ２．６×１０－２

含碱基化合物代谢过程 ８ １７．４ ３．１×１０－２

ＲＮＡ 代谢过程的调控 ８ １７．４ ３．１×１０－２

ＲＮＡ 生物合成过程的正调控 ９ １９．６ ３．１×１０－２

ＲＮＡ 代谢过程 ８ １７．４ ３．３×１０－２

正调控氮化合物代谢过程 １５ ３２．６ ３．４×１０－２

核糖核酸生物合成的过程 １７ ３７．０ ４．２×１０－２

细胞锌离子稳态 ９ １９．６ ４．３×１０－２

锌离子跨膜转运 １５ ３２．６ ４．４×１０－２

ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的转录调控 ２ ４．３ ５．１×１０－２

锌离子体内平衡 ９ １９．６ ５．２×１０－２

锌离子输运 １５ ３２．６ ５．２×１０－２

ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的转录起始 ２ ４．３ ５．３×１０－２

细胞器的组装 ２ ４．３ ５．８×１０－２

含碱基化合物代谢过程的调控 ３ ６．５ ６．０×１０－２

细胞生物合成过程的正调控 ８ １７．４ ６．９×１０－２

基因表达调控 ８ １７．４ ８．５×１０－２

含碱基化合物的生物合成过程 ８ １７．４ ９．３×１０－２

３　 讨论

　 　 肝纤维化的早期诊断和持续随访对于预防肝

硬化和终末期肝病至关重要。 临床上常用的诊断

方法———肝活检是一种有创性的手术，具有很大的

局限性，因此，迫切需要一种新的诊断方法。 既往

研究证实了循环 ｍｉＲＮＡｓ 可作为肝纤维化疾病进

展的生物学标志物［５］。 另有学者在 ＨＢＶ 感染患者

Ｓ１～ Ｓ４ 期组中检测到 １４０ 个 ｍｉＲＮＡ，其中有 １２ 个

ｍｉＲＮＡ 在各个阶段均有差异表达［６］。
在本研究中纳入了 ７５ 例肝纤维素化患者，其

中包括了 ３５ 例非乙肝患者和 ３５ 例乙肝患者，同时

以 ３５ 例健康者作为对照。 采用高通量测序对 ＨＢＶ
相关纤维化差异表达的 ｍｉＲＮＡ 进行了筛选。 发现

与健康人对照组相比，在乙肝组中有 ５３ 个表达具

有显著性差异的 ｍｉＲＮＡ，其中表达上调的 ｍｉＲＮＡ
有 ３０ 个，表达下调的有 ２３ 个。 与非乙肝组相比，
在乙肝组中有 ２３ 个显著性表达的 ｍｉＲＮＡ，其中表

达上调的 ｍｉＲＮＡ 有 １４ 个，表达下调的 ｍｉＲＮＡ 有 ９
个。 笔者选取乙肝组中表达差异最为显著的

ｍｉＲ⁃５０５⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃５００ａ⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃３３ａ⁃５ｐ
进行进一步分析。 通过 ＧＯ 分析发现，差异基因主

要涉及生物学过程、细胞组分以及分子功能。 但本

研究报道的差异表达的 ｍｉＲＮＡ 通过转导通路参与

肝纤维化的发生、发展，但具体机制仍需进一步验

证。 部分 ｍｉＲＮＡ 已有相关研究报道。 例如，ｍｉＲ⁃
５０５⁃３ｐ 可以通过上调趋化因子受体，在高胆固醇血

症中发挥了重要作用［７］。 ｍｉＲ⁃１９７⁃３ｐ 在肺癌患者

血浆中表达异常，有望成为肺癌的标志物［８］。 然

而，这些 ｍｉＲＮＡ 是否与 ＨＢＶ 相关肝纤维化有关，
仍需要进一步的实验验证。

综上所述，本研究结果表明，表达差异显著的

ｍｉＲＮＡ 可能作为 ＨＢＶ 相关肝纤维化的临床标志

物。 然而，本研究分析的样本量有限，结果还不足

以确定 ｍｉＲＮＡ 的表达与 ＨＢＶ 相关肝纤维化之间

的关系存在一定的规律，但对于研究 ＨＢＶ 相关肝

纤维化的发生以及临床上早期诊断和预防研究具

有重要的参考价值，血清中 ｍｉＲＮＡ 的含量或可作

为肝纤维化的诊断和预后生物学标志物。
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