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高通量测序技术筛选铝矿区认知障碍老年人群

外周血circRNAs的差异表达谱及分析
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摘 要:目的 通过高通量测序技术筛选铝致认知障碍人群和正常人血液中差异表达的环状RNA(circRNA),以探讨

circRNA在铝致认知障碍中的作用。方法 运用简易智力状态检查量表(mimi-mentalstateexamination,MMSE)判断

铝矿区老年人群认知水平,采集血液并测定血铝含量,选取高血铝水平认知正常人群为对照组(NC组),高血铝水平认知

功能障碍人群为实验组(CI组),基于高通量测序技术获得差异表达的circRNA,运用生物信息学方法对上调最显著的

circRNA可能结合的微小RNA(miRNA)及其可能参与铝致认知障碍的调控通路进行预估。结果 研究人员共收集十

二个老年人的血液样品,其中3例高血铝认知正常,3例高血铝认知障碍,共筛查出差异表达的circRNA539个,其中在

CI组上调最突出的四种circRNA,依次为novel_circ_000349、novel_circ_004316、novel_circ_011663、novel_circ_017724,

对其中结合匹配值最高的16个 miRNA家族位点进行了分析,GO分析显示这些靶基因与转录调控、神经元的生长发育

及神经系统的发展相关,KEGG分析表明其与多条认知功能障碍通路有关。结论 本研究筛选到的circRNA以及与之

结合的 miRNA可能与铝致认知障碍的发生发展相关,可以此为靶点进行后续相关的研究,并为铝致认知障碍发病机制

提供基础信息。
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ScreeningandanalysisofthedifferentialexpressionprofileofcircRNAsin
peripheralbloodofelderlypeoplewithcognitiveimpairmentinaluminum

miningareasviahigh-throughputsequencingtechnology
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  Abstract: Objective ToscreenthedifferentiallyexpressedcircRNAinthebloodofpeoplewithalumi-
num-inducedcognitiveimpairmentandhealthypeoplebyhigh-throughputsequencingtechnology,soastoex-
ploretheroleofcircRNAinaluminum-inducedcognitiveimpairment. Methods Thesimplemimi-mental
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stateexamination(MMSE)wasusedtoevaluatethecognitivelevelofelderlypeopleinthealuminummining
area,andtheirbloodwascollectedtohavethealuminumcontentdetected.Peoplewithhighbloodaluminum
levelandnormalcognitionwereselectedasthecontrolgroup(NCgroup),andthosewithhighbloodaluminum
levelandcognitivedysfunctionwereselectedastheexperimentalgroup(CIgroup).Differentiallyexpressed
circRNAswereobtainedbyhigh-throughputsequencing.Bioinformaticmethodswereemployedtoevaluatethe
microRNA(miRNA)thatmaybindtothemostup-regulatedcircRNAsandtheregulatorypathwaysthatmay
beinvolvedinaluminum-inducedcognitiveimpairment. Results Theresearcherscollectedbloodsamples
from12elderlypeople,including3casesofhyperaluminemiawithnormalcognitionand3casesofhyperalumi-
nemiawithcognitiveimpairment.Atotalof539differentiallyexpressedcircRNAswerescreened,amongwhich
novel_circ_000349,novel_circ_004316,novel_circ_011663,andnovel_circ_017724werethefourmostsignifi-
cantlyup-regulatedintheCIgroup.16miRNAfamilylociwiththehighestbindingmatchingvaluewereana-
lyzed.GOanalysisshowedthatthesetargetgeneswererelatedtotranscriptionregulation,thegrowthandde-
velopmentofneurons,aswellasthedevelopmentofthenervoussystem.KEGGanalysisshowedthatthey
wererelatedtomultiplepathwaysofcognitivedysfunction. Conclusion ThecircRNAsscreenedoutinthis
studyandthemiRNAscombinedwiththemmayberelatedtotheoccurrenceanddevelopmentofaluminium-in-
ducedcognitiveimpairment.Theycanbeusedasthetargetsforsubsequentrelevantstudiesandprovidebasic
informationforthepathogenesisofaluminium-inducedcognitiveimpairment.
  Keywords: high-throughputnucleotidesequenceanalysis;aluminum;cognitiveimpairment;RNA,cir-

cular;computationalbiology

  研究发现[1-3],铝进入人体后会在体内不断积累,
主要在脑内蓄存并通过神经递质、信使分子、激酶等,
其对神经系统产生慢性毒性作用,导致神经退行性疾

病的发生。随着我国西部大开发的进展,广西铝矿的

开发扩建不断进行,矿区人民高铝暴露的压力日渐增

大。以往的调查发现,与正常地区老年人相比,铝矿区

内老年人发铝及饮用水中铝含量显著升高、简易智力

状态检查量表(mimi-mentalstateexamination,MM-
SE)评分显著降低,提示高铝环境可能是矿区内老年

人认知功能下降、罹患阿尔兹海默症的危险环境诱因

之一[4]。因此,探寻铝致认知障碍早期诊断的生物标

志物对于预防疾病以及控制疾病加重至关重要。

circRNA是一种非编码RNA,主要特点是具有共

价链的尾端,在不同生物中存在着保守度和组织结构

的不同。因为特殊的分子结构使得它对核酸酶并不敏

感,也使得其比线性的RNA结构更加复杂安全[5],因
此,这些独特优势使得circRNA作为疾病诊断与治疗

的新型靶点成为可能。circRNAs的重要在于它能够

成为miRNA海绵,通过控制 miRNA家族活动而控

制靶基因的传递[6-7],对各种生物过程具有调节特性。
研究表明circRNA在神经系统中大量存在并动态表

达,其与神经系统疾病发生发展密切相关[8]。然而,国
内外关于circRNA在铝致认知障碍人群血液中的表

达变化少有研究。基于此,本实验采用了高通量测序

技术检测在较高血铝浓度下的认知障碍以及在意识正

常患者血浆中不同表达的circRNA,以及采用了生物

信息学技术检测由明显不同的circRNA调控的 miR-
NA和mRNA,对寻找高铝致认知功能障碍的生物标

志物提出了一条新途径,并为circRNA调节通路研究

提供了必要的实验依据。

1 材料与方法

1.1 血液样本 以往的研究发现,广西铝矿区内饮用

水的铝含量远大于国家制定的标准200μg/L,其中,
在铝矿区内的平果县饮用水的铝浓度显著高于非铝矿

区[4]。基于此,以广西铝矿主产区平果县60岁以上老

年人群作为研究对象,通过 MMSE评分判定认知能

力,并测定血铝含量,同时采集每户的日常饮用水,测
定铝浓度。所有受试者均签署知情同意书。

1.2 主要实验仪器及试剂 Trizol试剂(Thermo
Fisher,12183555);QiaQuickPCR试剂盒(QIAGEN,

28106);实时荧光定量 PCR 仪(Roche,LightCycler
96)。

1.3 circRNA的提取和测序 用TRizol方法获得的

样本总RNA后,先除去核糖体 RNA,再用 RnaseR
酶分解非环状RNA。向已制备的circRNA中添加了

fragmentationbuffer,使之断开形成短片段,然后再以

断开 后 的 circRNA 为 模 版,加 随 机 引 物 (random
primer)形成cDNA的第一链,再加缓冲液、dNTPs、

RNaseh和DNApolymeraseI组成的cDNA二链,加
以QiaQuickPCR测定试剂盒,纯化后再用EB缓冲液

洗脱并经尾端修复、加A碱基,加定序连接,最后用琼

脂多糖凝胶电泳法收集目的大小基因,加以PCR扩
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增,就这样完成了文库制备功能,而构建后的文库可用

IlluminaHiSeQTM2500进行检测。

1.4 circRNA信息分析 获得序列的信息之后,首先

对其加以检测,从而获得高优质序列(highquality
cleanreads)。各个样本的高优质序列与参照遗传组

依次通过分TopHat对照,得出各个样本的对照结果。
从结果中提取 UnmappedReads(未比对到指定的参

照遗传组上的Reads),随后再截取每一个 Unmapped
Reads的末端,从而获得高 AnchorsReads。将 An-
chorsReads重复一次对照到同一基因体上,将所获得

的对照数据提供给find_circ软件以识别circRNA并

完成circRNA计算,包括统计 Reads类型、circRNA
类型、circRNA分布等。

1.5 差异表达circRNA的筛选 在检测不同的表达

circRNA过程中,以|log2(FC)|≥1、P<0.05为主要

筛选水准。差别倍数(foldchange,FC)代表了各组间

表现量的百分比。从NC组、CI组中可以找到共同差

异表达的circRNA,并展开后续的分析。

1.6 数据库预测与circRNA结合的 miRNA及 mR-
NA CircRNA分子中存在着大量的 miRNA融合位

点,这 种 内 源 竞 争 性 RNA(competingendogenous
RNAs,ceRNA)在胞内发挥 miRNA“海绵”(miRNA
sponge)的功能,并通过竞争性消除miRNA对其 mR-
NA的抑制作用,上调 mRNA的表达量,从而在一定

程度上对目标基因进行了控制。使用RNAhybrid数

据库对与circRNA结合的 miRNA进行预测分析,构
建网络图,并运用 MirTarBase在线数据库预测出分

析miRNA调控的mRNA。

1.7 靶基因生物信息学分析 利用David6.8数据

库可 以 对 靶 基 因 组 实 现 GO(GeneOntology)和

KEGG(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes)
的富集与解析,选择标识符为ENSEMBL_GENE_ID,
列表类型为GeneList。按P 值排序,列出P <0.05
的GO功能族和KEGG信号通路。

2 结果

2.1 铝矿区老年人群血铝含量较高,MMSE评分较

低 初步评分得到6例认知障碍和6例对照人群的血

样本,以血铝水平>3.900μg/L为标准,筛选得到3
例高血铝认知障碍和3例高血铝认知正常样本。如表

1所示。

表1 认知障碍组与对照组 MMSE评分、发铝、饮水铝及血铝含量

年龄/岁 性别 文盲0小学1 MMSE/分 发铝/(μg·g-1) 血铝/(μg·L-1) 水铝/(μg·L-1)

85 女 0 4 34.68 5.11 208.58
61 男 0 17 47.83 4.45 727.88
74 女 0 10 43.04 5.18 478.44
78 男 0 6 51.64 2.60 640.88
68 女 0 14 37.54 1.01 511.41
82 男 1 3 55.58 2.38 1061.91
60 女 0 19 39.45 4.82 502.41
64 女 0 19 35.23 4.10 219.36
60 男 1 26 22.33 3.92 527.82
60 女 0 19 37.84 1.70 146.38
68 男 0 19 18.74 1.39 501.92
67 男 1 22 26.66 1.05 155.51

2.2 circRNA鉴定及来源统计 通过Illumina高通

量测序,比对到已知circRNA8400个,预测到新的

circRNA16591个。将它和参考基因体进行了序列比

对,结果表明大多数基因组都在同一外显子上(见图

1A、图1B);计算circRNA在各个染色体上的情况,在
所有染色体上都有散布,但大多数聚集在第1、2、3号

染色体上(见图1C、图1D);对各样本中circRNA大小

进行分布统计(见图1E、图1F),对各样本的Reads值

和参照基因组的比对效率在99.73%~99.97%不等,
如果数据利用率结果正常,则所选的参照基因组就可

以适应未来的大数据分析需要。

2.3 circRNA的差异表达分析 CI组与NC组差异

表达的circRNA有539个,其中表达上调的有182个,
表达下调的有357个,见图2,筛选条件为P <0.05,

|log2FC|>1。红色表示上升的circRNA,蓝色表示下

降的circRNA,灰色的点表示无差异表达的circRNA。

2.4 circRNA在染色体定位及基因定位 分析发现,
在CI组升高最为显著的前4位circRNA分别是novel
_circ_000349、novel_circ_004316、novel_circ_011663、

novel_circ_017724,其染色体定位及基因定位见表2。
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注:A.已存在circRNA染色体分布,B.新预测circRNA染色体分布,C.已存在circRNA长度分布,

D.新预测circRNA长度分布,E.已存在circRNA类型分布,F.新预测circRNA类型分布。

图1 已存在和新预测circRNA统计图

图2 CI组与NC组差异表达的circRNA火山图

2.5 circRNA靶基因预测及生物信息学分析 cir-
cRNA基因分子中具有 miRNA的融合位置,成为内

源竞争性 RNA(competingendogenousRNAs,ceR-
NA)在 胞 内 充 分 发 挥 miRNA“海 绵”(miRNA
sponge)的功能,通过竞争性地消除 miRNA对其 mR-
NA的控制,上调 mRNA的数量,进而在转录水平上

对mRNA进行调控。本课题中对上述4个circRNA
使用RNAhybrid数据库进行预测分析,分别找到与之

结合位点匹配度较高的4个靶向 miRNA,见表3。

MirTarBase在线数据库预测出分析 miRNA调控的

mRNA共1283个,对这1283个mRNA进行生物信

息学分析,以期深入了解circRNA在铝致认知障碍中

的潜在功能。GO分析结果表明,在BP方面,其主要

和转录调节、神经元的成长、神经的发展以及蛋白质磷

酸化相关;在CC方面,其主要出现于细胞核、胞液当

中;在 MF方面,其和蛋白质的融合、RNA融合、ATP
融合、RNA整合酶Ⅱ与核心启动子以及近端区序列与

特异性DNA的融合等有关,这些途径都与铝致认知

障碍的发生与发展密切相关。通过 KEGG分析富集

的分子通路中,靶基因显著丰富于甲状腺激素信息通

道、P53信息通道、TGF-β信息通道等,与细胞周期、慢
性粒细胞白血病、中小细胞肺癌、非小细胞肺癌、膀胱

癌、甲状腺癌等有关,如图3所示,这说明这些差异表

达的circRNA很可能与相应 miRNA结合,像“海绵”
吸附miRNA,使miRNA无法与 mRNA结合,进而共

同参与细胞调控机制,影响mRNA的表达。
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表2 基因定位及染色体定位

GeneID 起源基因 起源染色体 circRNA种类 新预测/已存在RNA

novel_circ_000349 ENSG00000048991 chr2:135602500-135632001 annot_exons novel
novel_circ_004316 ENSG00000133195 chr17:72924415-72925830 intronic novel
novel_circ_011663 ENSG00000169946 chr8:105419144-105444381 annot_exons hsa_circ_0003380
novel_circ_017724 ENSG00000131023 chr6:149679875-149680457 one_exon novel

表3 与circRNA结合位点匹配度较高的 miRNA

GeneID miRNA

novel_circ_000349 has-miR-188-3p has-miR-141-5p has-miR-197-3p has-miR-20B-3p
novel_circ_004316 has-miR-3606-5p has-miR-205-3p has-miR-193A-3p has-miR-4293
novel_circ_011663 has-miR-670-3p has-miR-548L has-miR-620 has-miR-656-5p
novel_circ_017724 has-miR-6731-3p has-miR-499b-5p has-miR-1285-3p has-miR-3187-5p

注:A~C.miRNA靶基因的GO富集分析(P<0.05),D.miRNA靶基因的KEGG通路富集分析(P<0.05)。

图3 miRNA相关的靶基因的富集分析

3 讨论

铝可增加血脑屏障的渗透性,促进其进一步进入

脑组织,研究发现,铝诱导的神经毒性涉及多种途径,
如炎症、氧化应激、DNA损伤和线粒体功能障碍,大脑

中铝的积累会导致认知功能障碍[9-12],铝致认知障碍

涉及多条信号通路,如铝通过激活ddx3x-nlrp3介导

的焦亡信号通路而损害认知功能[9],铝通过细胞外调

节蛋白激酶(ERK)通路导致学习记忆缺陷[13]。铝诱

导认知障碍的相关信号通路还有许多,探索铝致认知

障碍作用机制的具体信号通路,对于预防及延缓疾病

的发展意义重大。
作为非编码RNA家族的一个特殊成员,circRNA

在不同器官或组织中的差异表达,特别是在神经系统

中丰富且动态表达,表明其在神经系统疾病的发病和

进展中发挥重要作用[14]。如circHomer1通过抑制

Bbc3的表达来调节甲基苯丙胺 (METH)诱导的神经

元损伤[15],circSLC8A1调节 miR-128功能和活性,影
响帕金森病的发展[16],circDLGAP4过表达通过海绵

化miR-503-3p升高 NEGR1来缓解氧-葡萄糖剥夺

诱导的神经元损伤[17],circRNANF1-419通过结合蛋

白Dynamin-1和AP2B1增强自噬以改善老年性痴呆

症等相关疾病和症状[18]。但尚未有关于circRNA在

铝致认知障碍中的报道,其在铝致认知障碍中的调节

机制还有待进一步挖掘。
本实验首先获得了高血铝条件下不同认知水平老

年人群的circRNA差异表达谱。结果显示有539个

circRNA呈现相反趋势表达,选取在认知障碍组升高

最为显著的4个circRNA用于后续分析。为深入研

究这些不同表达的circRNA的生物功能,本文中对与

不同表达的circRNA相匹配值较高的miRNA结合位
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点进行了预测,并对靶基因进行了GO和KEGG富集

分析,其结论包含有神经元的生长发育、周围神经系统

的发展、对神经元的正向调控等生物学过程,还有

TGF-β信息通道、p53信息通道、甲状腺激素等信息通

道,有研究表明[19-20],p53通道和TGF-β1等信息通道

与阿尔茨海默症的共同发生发展有关,大量临床证据

表明甲状腺功能的异常与认知损害等有关[21]。这些

均与神经退行性疾病相关,提示预测到的circRNA可

能参与铝致认知障碍的进程。
综上所述,本实验选择广西铝矿区老年人群作为

研究对象,选择高血铝认知障碍人群作为实验组,高血

铝认知正常人群作为对照组,并获得了circRNA差异

表达谱,结果显示共有539个circRNA差异表达,选
择在认知障碍组上升最显著的4个circRNA作为分

析对象,为了进一步探索这些差异性表达的circRNA
的生物学功能,对差异表达的circRNA的16个匹配

值最高的miRNA下游的靶基因进行了预估,并通过

生物信息学途径探索了其在铝致认知障碍发生发展中

可能参与的调控通路。该试验具有一定的限制性,由
于纳入的研究样品范围较小,因此有助于未来在更大

的研究样品区域中验证不同基因的circRNA,并研究

circRNA靶基因与通路之间的互作关联,以便于进一

步探讨铝致认知障碍的早期诊断标志物及其发生机

理,寻求可能的诊断靶点。
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