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血浆hsa-let-7b-5p与hsa-miR-494-3p水平对高脂

血症性急性胰腺炎的影响及相关机制的研究

江松,何洪卫,饶雷平,周国庆,黄永川,刘文松,郑起

(上海市第六人民医院金山分院肝胆外科,上海 201599)

摘 要:目的 研究血浆hsa-let-7b-5p和hsa-miR-494-3p在高脂血症性急性胰腺炎(HLAP)中的作用及机制。方法 
收集2024年11月至2025年8月于上海市第六人民医院金山分院就诊的HLAP患者、急性胆源性胰腺炎(ABP)患者及

正常对照组(NC)血浆,通过 miRNA芯片测序,分析 HLAP患者血浆 miRNA表达差异,通过孟德尔随机化分析相关

miRNA与 HLAP之间的因果关系,RT-qPCR验证两种 miRNA在各组中的表达,最后通过靶基因预测和功能富集分析

两种 miRNA参与 HLAP发病机制的潜在调控通路。结果 芯片测序与RT-qPCR实验证实,血浆hsa-let-7b-5p及hsa-
miR-494-3p在 HLAP组表达显著上调。孟德尔随机化分析发现hsa-let-7b-5p与 HLAP的风险存在关联。功能富集分

析表明,与NC组相比,ABP患者中上调的 miRNA与炎症反应相关,而 HLAP组的炎症激活程度更高,其中hsa-let-7b-
5p参与炎症和脂质调节,hsa-miR-494-3p参与脂质代谢过程。结论 本研究发现 HLAP患者血浆中hsa-let-7b-5p和

hsa-miR-494-3p水平与 HLAP的风险具有相关性,并提供了初步遗传流行病学参考。然而纳入样本数量有限,下一步

仍需更多样本予以验证。
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Effectsofplasmahsa-let-7b-5pandhsa-miR-494-3plevelson
hyperlipidemicacutepancreatitisandtheirunderlyingmechanisms

JIANGSong,HEHongwei,RAOLeiping,ZHOUGuoqing,

HUANGYongchuan,LIU Wensong,ZHENGQi

(DepartmentofHepatobiliarySurgery,JinshanBranchofShanghai
SixthPeople’sHospital,Shanghai201599,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetherolesandmechanismsofplasmahsa-let-7b-5pandhsa-miR-494-
3pinhyperlipidemicacutepancreatitis(HLAP). Methods Plasmasampleswerecollectedfrom HLAPpa-
tients,acutebiliarypancreatitis(ABP)patients,andnormalcontrols(NC)whoattendedJinshanBranchof
ShanghaiSixthPeople’sHospitalbetweenNovember2024andAugust2025.miRNAmicroarraysequencing
wasperformedtoanalyzedifferentiallyexpressedplasmamiRNAsinHLAPpatients.Mendelianrandomization
analysiswasconductedtoexplorethecausalrelationshipsbetweenrelatedmiRNAsandHLAP.RT-qPCRwas
usedtovalidatetheexpressionofthetwomiRNAsinallgroups.Finally,targetgenepredictionandfunctional
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enrichmentanalysiswereperformedtoidentifypotentialregulatorypathwaysofthetwomiRNAsinvolvedin
thepathogenesisofHLAP. Results MicroarraysequencingandRT-qPCRexperimentsconfirmedthatplas-
mahsa-let-7b-5pandhsa-miR-494-3pweresignificantlyupregulatedintheHLAPgroup.Mendelianrandomiza-
tionanalysisrevealedanassociationbetweenhsa-let-7b-5pandtheriskofHLAP.Functionalenrichmentanaly-
sisshowedthat,comparedwiththeNCgroup,upregulatedmiRNAsinABPpatientswereassociatedwiththe
inflammatoryresponse,whereastheHLAPgroupexhibitedahigherdegreeofinflammatoryactivation.Specif-
ically,hsa-let-7b-5pwasinvolvedininflammationandlipidregulation,whilehsa-miR-494-3pparticipatedin
lipidmetabolism. Conclusion Plasmalevelsofhsa-let-7b-5pandhsa-miR-494-3pinHLAPpatientsareasso-
ciatedwiththeriskofHLAP,providingpreliminarygeneticepidemiologicalreference.However,thesample
sizewaslimited,andfurthervalidationwithlargersamplesiswarranted.
  Keywords: hyperlipidemicacutepancreatitis;microRNAs;Mendelianrandomizationanalysis;hsa-let-

7b-5p;hsa-miR-494-3p

  急性胰腺炎是临床最常见的急腹症之一,是胰腺

组织的自体消化[1]。该疾病以水肿、出血、坏死和器官

功能障碍为特征,典型表现为急性腹痛、腹胀、恶心、呕
吐等[1]。高脂血症定义为空腹血清甘油三酯升高

>1.7mmol/L,可促进急性胰腺炎的发生并影响其严

重程度[2]。高脂血症性急性胰腺炎(hyperlipidemica-
cutepancreatitis,HLAP)是由甘油三酯水平升高引起

的胰 腺 炎 症。随 着 生 活 方 式 和 饮 食 模 式 的 改 变,

HLAP近年来显著增加,在中国约占急性胰腺炎病例

的23.9%,是仅次于胆源性胰腺炎的第二大病因[3-4]。
尽管进行了广泛研究,HLAP的分子机制仍不清楚。
游离脂肪酸毒性假说是最被接受的 HLAP致病机

制[2,5],但其无法解释HLAP的分子基础,这需要进一

步的机制研究。

MicroRNA(miRNA)是一种非编码小 RNA,参
与多种生物过程的调控,已被确认为参与急性胰腺炎

分子 机 制 的 重 要 调 控[6-7]。研 究 表 明,miRNA 在

HLAP中发挥重要调控作用。例如 HLAP患者血清

miR-372水平随疾病进展而升高[8];miR-214-3p可加

剧HLAP诱导的肾损伤[9];miR-192-5p/TXNIP轴通

过NLRP3/Caspase-1通路促进HLAP的焦亡和炎症

激活[10]。尽管这些研究提示 miRNA参与 HLAP进

展,但hsa-let-7b-5p和hsa-miR-494-3p与 HLAP的

关系目前仍不清楚,其介导高脂血症所致胰腺损伤的

具体分子机制,特别是从遗传学和因果关系角度仍不

明确。本研究通过整合miRNA测序与孟德尔随机化

(MR)分析,筛选可能与HLAP存在因果关联的 miR-
NA,进一步验证这些 miRNA的表达模式,预测其靶

基因,并构建miRNA-mRNA调控网络以探究 HLAP
的分子通路。

1 资料和方法

1.1 一般资料 收集2024年11月至2025年8月于

上海第六人民医院金山分院肝胆胰外科住院的急性胰

腺炎患者血浆。分为 HLAP组(n=10)和非 HLAP
组[急 性 胆 源 性 胰 腺 炎(acutebiliarypancreatitis,

ABP),n=10]。此外,还招募了接受医院常规体检的

高脂血症患者(Hyp)和正常受试者(NC)作为对照组,
每组各10人。急性胰腺炎的诊断标准如下:①符合急

性胰腺炎的腹痛;②血清淀粉酶和/或脂肪酶水平至少

为正常值上限的3倍;③具有急性胰腺炎特征的影像

学表现。当上述标准中至少两项满足时,即可确诊为

急性胰腺炎。所有受试者均从外周静脉采集血样,分
离血清用于后续实验。所有受试者在参与研究前均签

署书面知情同意书。本研究经上海市第六人民医院金

山分院医学伦理委员会批准(批准号:jszxyy202412)。

1.2 纳入与排除标准 HLAP患者的纳入标准如

下:①符合急性胰腺炎的诊断;②血清甘油三酯水平≥
11.3mmol/L,或在5.65~11.3mmol/L之间且血清

呈乳糜色。Hyp组血清甘油三酯浓度≥2.3mmol/

L,排除自身免疫性疾病、肿瘤、心血管疾病等。各组

排除标准:①恶性肿瘤;②妊娠;③自身免疫性疾病;④
心血管或脑血管疾病;⑤精神障碍;⑥患者在住院期间

终止治疗、转院或死亡。

1.3 RNA提取 按照制造商说明书,使用TRIzol试

剂(Invitrogen生物科技公司,批号:10296028)从血浆

样本中提取总RNA。采用 NanoDropND-1000分光

光度计测定RNA含量及纯度,同时通过Agilent2100
生物分析仪或变性凝胶电泳评估RNA完整性。

1.4 miRNA测序分析 对3组样本进行 miRNA测

序分析[11],取100ng总RNA的3’端,使用3UT4多

核苷酸激酶(T4PNK)在37℃下反应40min进行去

磷酸化,去除磷酸基团(P)和环磷酸基团(cP),生成

3’-OH末端。反应在70℃终止5min后立即冰浴冷

却。随后加入7μL二甲基亚砜(DMSO),将RNA在

100℃变性3min并快速冷却。通过将RNA末端在

16℃下与28μL反应体系(含连接酶缓冲液、牛血清
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白蛋白、50mMpCp-Cy3及15UT4RNA连接酶)孵
育过夜进行标记。将标记后的RNA与22.5μL2×
安捷伦杂交缓冲液混合至总体积45μL,100℃加热5
min后迅速冰浴冷却,随后在55℃下与微阵列杂交

20h。杂交完成后,载玻片依次在含0.005% Triton
X-102的6×SSC溶液中洗涤10min,在含0.005%
TritonX-102的0.1×SSC溶液中洗涤5min(室温条

件下),最后使用安捷伦G2505C微阵列扫描仪进行扫

描。阵列图像处理采用 AgilentFeatureExtraction
software(版本11.0.1.1)完成,基于倍数变化(|fold
change|>1.5)和P <0.05筛选差异表达 miRNA,
并使用R软件生成层次聚类图、散点图和火山图。

1.5 miRNA靶基因预测、功能富集分析 miRNA
的靶标mRNA通过两种独立算法进行预测。miRan-
da算法采用预测得分≥150且最小自由能<-20
kcal/mol的阈值,RNAhybrid算法则使用最小自由能

截断值<-25kcal/mol,最终仅保留两种算法共同识

别的靶基因作为预测的miRNA靶标。随后基于京都

基因与基因组百科全书(KEGG)进行通路富集分析。

miRNA-靶基因相互作用网络通过Cytoscape软件进

行可视化呈现。

1.6 孟德尔随机化分析

1.6.1 数据来源 通过 miRecords、miRTarBase、

TarBase数据库预测miRNA靶基因,发现hsa-let-7b-
5p的靶基因包括CDK6、BCL7A、CDC25A、CDC34、

CCND1和 HMGA2,而hsa-miR-494-3p在3个数据

库中无交集靶基因。在孟德尔随机化分析中使用了两

类主要数据来源。血液来源的顺式表达数量性状位点

(cis-eQTL)数据来自eQTLGen联盟(https://eqtl-
gen.org/),该联盟对31684名欧洲血统个体的全血

样本进行了大规模荟萃分析。HLAP的GWAS数据

采用FinnGen数据库(https://www.finngen.fi/en),
包含8446例 HLAP病例和437418例欧洲血统对照。
暴露数据和结局数据不存在人群重叠。

1.6.2 孟德尔随机化(MR)分析 在 MR分析中,首
先依据严格标准筛选遗传工具变量(IVs)。采用全基

因组显著性阈值P <5×10-8,筛选与eQTL显著相

关的单核苷酸多态性位点(SNP)。为确保所选SNP
之间相互独立,进行连锁不平衡的去除,阈值设定为

r2 <0.001且遗传距离>1Mb。去除弱工具变量:通
过公式F=β2/SE2 计算F统计量,为降低弱工具变量

导致的偏倚,剔除F 统计量<10的IVs。两样本 MR
分析使用TwoSampleMR包完成,并以随机效应的逆

方差加权法(IVW)作为主要分析方法。因果效应以

比值比(OR )及其95%置信区间(CI)表示。为检验

结果的稳健性,开展了敏感性分析:采用Cochran’sQ

检验评估工具变量间的异质性,P<0.05视为存在显

著异质 性;通 过 MR-Egger回 归 截 距 检 验 及 MR-
PRESSO全局检验评估水平多效性,其中 MR-PRES-
SO还用于识别并剔除离群变异。此外,进行了逐一

剔除(leave-one-out)分析,依次移除每个SNP并重新

计算效应值,以评估单个变异对总体因果估计的影响。

1.7 Real-timequantitativePCR (RT-qPCR) 总

RNA使用 M-MuLV逆转录酶(P7040L,Enzymatics
公司)在RNase抑制剂(Y9240L,Enzymatics公司)和

2.5mMdNTP混合液(HyTestLtd.)存在下逆转录

为互补DNA。定量PCR采用2×PCR预混液(AS-
Mr-006-5,Arraystar公司)在 QuantStudioTM5实时

荧光定量PCR系统(AppliedBiosystems公司)上进

行,扩增条件按制造商说明书设置。相对基因表达水

平通过2-ΔΔCt法结合相应内参计算得出。本研究使用

的引物序列见表1。

表1 RT-qPCR分析引物序列

Primernames Primersequences(5’to3’)

U6-F GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT
U6-R CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT
hsa-miR-494-3p-F GGGGTGAAACATACACGGGA
hsa-miR-494-3p-R GTGCGTGTCGTGGAGTCG
hsa-let-7b-5p-F GGGGGGTGAGGTAGTAGGTTG
hsa-let-7b-5p-R GTGCGTGTCGTGGAGTCG

1.8 统计学方法 所有统计分析均采用 GraphPad
Prism8.0软件完成,正态分析计量资料数据以(췍x±
s)表示。采用单因素方差分析比较多组数据,P <
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HLAP患者血浆 miRNA 表达谱的差异 在

ABP组与NC组比较中,发现8个 miRNA存在差异

表达,其中7个在ABP组中显著上调,1个显著下调

(见图1A)。功能富集分析显示,这7个上调 miRNA
的靶基因主要参与炎症相关通路,如“MAPK 信号传

导”、“吞噬作用”等(见图1B)。为深入理解高脂血症

如何影响胰腺炎患者的miRNA表达,对 HLAP组与

ABP组进行了对比分析(见图1C)。与ABP组相比,

HLAP组存在173个差异表达 miRNA,其中65个显

著上调,108个显著下调。除炎症信号通路富集外,这

65个上调 miRNA的靶基因还富集于多种内分泌相

关信号通路、吞噬作用、细胞生理与代谢相关信号通路

(见图1D)。这些结果表明,高脂血症相关的 miRNA
上调不仅可能影响炎症反应,还可能调控内分泌、代谢

系统等。以NC组为参照,HLAP组与NC组的比较

鉴定 出190个 差 异 表 达 的 miRNA,其 中73个 在
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HLAP组中显著上调,117个显著下调(见图1E)。功

能分析表明这73个上调 miRNA的靶基因主要参与

炎症与感染相关通路、神经退行性疾病相关通路等(见
图1F)。

注:A为火山图显示通过 miRNA测序分析在ABP患者与NC患者差异表达的 miRNA;B为ABP组相对于

NC组上调 miRNA预测靶基因的功能富集分析;C为火山图显示 HLAP组与ABP组间通过 miRNA测

序分析差异表达的 miRNA;D为 HLAP组与ABP组相比,上调 miRNA预测靶基因的功能富集分析;

E为火山图显示 HLAP组与NC组间通过 miRNA测序分析差异表达的 miRNA;F为 HLAP组相对

于NC组上调 miRNA预测靶基因的功能富集分析。红色和蓝色点代表两组比较间显著上调和

显著下调的 miRNA(虚线阈值对应|FC|≥1.5且P<0.05)。

图1 HLAP患者血浆 miRNA表达谱富集分析

2.2 miRNA对 HLAP的影响 对6个靶基因进行

MR 分 析(包 括 CDK6、BCL7A、CDC25A、CDC34、

CCND1和 HMGA2),结果发现CDC34与急性胰腺炎

存在因果关系。IVW、Weightedmedian以及 Weigh-
tedmode方法的结果 OR 值均>1,表明CDC34与高

脂血症性胰腺炎之间存在关联。随后进行了异质性和

水平多效性检验,P 值分别为0.197、0.646,表明不存

在异质性和水平多效性,增强了结果的可靠性(见图

2、图3)。

2.3 miRNA测序分析的 RT-qPCR验证 在 miR-
NA测序数据中,与 NC组和 ABP组相比,HLAP组

中hsa-let-7b-5p和hsa-miR-494-3p的表达均显著上

调(见图1C和图1E)。RT-qPCR检测的hsa-let-7b-
5p和hsa-miR-494-3p表达模式与测序数据一致,提示

HLAP组中这些基因的表达水平显著高于 NC组和

ABP组(见图4)。hsa-miR-494-3p在 ABP组中的表

达显著高于NC组;高脂血症组中hsa-miR-494-3p的

表达较NC组显著上调。
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图2 hsa-let-7b-5p的靶基因CDC34与 HLAP的孟德尔随机化结果

注:A为CDC34的 MR森林图;B为 MR分析的散点图;C为 MR分析的漏斗图;

D为 MRleave-one-out(逐一剔除)敏感性分析。

图3 CDC34与 HLAP的双样本孟德尔随机化分析结果

注:A为hsa-let-7b-5p的 miRNA表达,F=5.954,

P=0.0021;B为hsa-miR-494-3p的 miRNA
表达,F=11.400,P<0.001。

图4 差异表达 miRNA的RT-qPCR验证

2.4 HLAP相关 miRNA的靶基因预测与通路富集

 通过RNAhybrid,分别鉴定出hsa-let-7b-5p和hsa-
miR-494-3p的靶基因数量 分 别 为427个 和21个。

hsa-let-7b-5p被预测为特异性靶向ITK和ICOS,这
两种分子在 T 细胞介导的炎症反应中均起关键作

用[12-13]。对hsa-let-7b-5p靶基因的功能富集分析显

示,其参与炎症、脂质代谢等相关通路,包括JAK-
STAT信号通路(P =0.012,FDR=0.048)、脂肪细

胞因子信号通路(P =0.01,FDR=0.04),见图5A,
提示其在免疫反应和脂质代谢调控中具有双重作用。
相比之下,hsa-miR-494-3p的预测靶标主要富集于
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p53信号通路(P=0.001,FDR=0.04)(见图5B),其
是细胞内调控DNA损伤修复、细胞周期、凋亡、衰老

的核心通路。

图5 hsa-let-7b-5p(A)和hsa-miR-494-3p(B)预测靶基因的KEGG通路富集分析

3 讨论

与其他类型的急性胰腺炎相比,HLAP的特点是

炎症反应更重,并发症更多,器官衰竭的发生率更高以

及住院时间更长等[14]。本研究系统分析了 HLAP、

ABP患者及NC组的血浆 miRNA表达谱,发现ABP
会重塑miRNA图谱,而高脂血症则进一步改变该图

谱,尤其对炎症反应产生显著影响。研究鉴定出关键

miRNA(包 括 hsa-let-7b-5p、hsa-miR-494-3p),这 些

miRNA与HLAP发病及进展相关,并参与炎症反应、
脂质代谢以及神经递质信号传导。脂质不仅是细胞膜

的能量来源和结构成分,还作为信号分子参与调控炎

症通路[15]。脂质代谢紊乱会通过改变免疫细胞行为,
促进 HLAP的促炎特性,从而引发炎症[14,16]。血浆

miRNA测序分析表明,高脂血症会改变急性胰腺炎的

miRNA表达谱,这些变化与炎症反应密切相关。研究

结果提示,高脂血症相关的 miRNA失调可能通过脂

质代谢紊乱与异常炎症反应的相互作用,参与 HLAP
的发病机制。

近年来,miR-494-3p作为炎症反应和代谢过程的

调控因子,在多种疾病中受到越来越多的关注。例如,

miR-494-3p通过靶向CMPK2抑制细胞凋亡和炎症反

应,并抑制NLRP3活化,从而减轻急性肺损伤[17]。在

动脉粥样硬化模型中,抑制 miR-494-3p可减少促炎性

M1型巨噬细胞极化,并通过激活 Wnt信号通路增强

抗炎性 M2型极化[18]。此外,miR-494-3p通过靶向

SOCS6加剧高糖诱导的肾上皮功能障碍,从而促进纤

维化和凋亡过程[19]。在代谢性疾病中,相关研究提示

miR-494-3p水平是2型糖尿病关键调节因子,可作为

早期生物标志物[20]。本研究中,RT-qPCR验证证实

与NC组和ABP组相比,HLAP组中hsa-miR-494-3p
显著上调,且在高脂血症受试者中其表达进一步升高,
表明高脂血症和急性胰腺炎均对其产生影响。尽管从

遗传学角度没有强有力的证据支持hsa-miR-494-3p

是HLAP致病原因,但靶基因预测及通路富集分析提

示存在21种靶基因及相关通路,如p53信号通路,提
示相关靶基因可能通过该通路调控细胞内DNA 损伤

修复、凋亡等过程,进而参与 HLAP发病机制。研究

显示,let-7b-5p在急性胰腺炎中表达显著上调,在高脂

血症与急性胰腺炎之间扮演枢纽基因作用[21]。let-7b-
5p已被证实参与协调代谢与炎症过程,最新研究表明

其在脂质调节和免疫调控中具有重要作用。例如,let-
7b-5p可激活 M1型巨噬细胞,从而调节其介导的免疫

应答[22],并通过与长链非编码RNA(lncRNA)的竞争

性结合调控调节性 T细胞(Treg)分化[23]。let-7b-5p
的过表达可促进肝细胞中脂肪酸的转运,并抑制类脂

肪细胞的产热作用[24],这表明其在脂质代谢和免疫调

控中具有双重功能。此外,研究显示let-7b-5p在代谢

性疾病相关,如2型糖尿病[25]。与这些研究结果一

致,本研究显示let-7b-5p靶基因在“JAK-STAT 信号

通路”和“脂肪细胞因子信号通路”中富集,其中脂肪细

胞因子信号通路中富集的基因(包括AKT2、IRS2和

PRKAB2)均被报道可调节炎症反应[26-28],这揭示了

代谢失调与异常免疫激活之间的潜在关联。
本研究初步发现hsa-let-7b-5p特异性靶向ICOS

和ITK作用于 HLAP发展。ICOS是一个与免疫微

环境相关的基因,相关研究显示,miR-27a-3p通过抑

制ICOS可以改变肿瘤微环境[29]。而ITK是一种在

T细胞、自然杀伤细胞和肥大细胞中表达的非受体酪

氨酸激酶,它在调节T细胞受体和Fc受体引发的信

号转导中起着至关重要的作用。CHOIYJ等[30]研究

发现 miR-155的过表达抑制了ITK的表达并缓解了

炎症。然而本研究存在不足之处,首先,受临床样本收

集难度、标本完整性及研究周期所限,纳入样本数目有

限。再者,本研究发现了 hsa-let-7b-5p和 hsa-miR-
494-3p与高脂血症之间的关系及推测了相关靶基因,
后续仍需细胞功能实验及靶基因验证予以进一步证
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实。
总之,本研究确定了在 HLAP中具有潜在因果作

用的关键miRNA,并证实高脂血症会加剧急性胰腺炎

的免疫失调,hsa-let-7b-5p和hsa-miR-494-3p与疾病

风险增加相关。
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