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摘　 要　 本研究通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用考察 ＰＣＢｓ 的基因毒性， 探讨 ＰＣＢｓ 致动脉粥样硬化可能的分

子机制．研究使用 ８ 周龄 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠，腹腔注射 ＰＣＢｓ 混合物 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４（５５ ｍｇ·ｋｇ－１体重），暴露 ６ 周后获取

其肝脏，提取总 ＲＮＡ，获取 ｃＤＮＡ 或对 ＲＮＡ 去磷酸化及特征标记．采用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｍｏｕｓｅ Ｇｅｎｏｍｅ
４３０ ２．０ 基因芯片和 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍｏｕｓｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ａｒｒａｙ 芯片，分析 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露前后 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ 的差异

表达情况．随后，结合 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ｍＲＮＡ 芯片平台，使用 ＩＰＡ 软件分析差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ，揭示

Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露对基因调控网络和信号通路的影响．研究结果显示，Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后有 １８ 个差异表达的

ｍｉＲＮＡｓ 能够靶向调控 １１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ，二者可共同影响糖代谢、脂代谢、细胞死亡、分子运输等生

物学功能．进一步考察与动脉粥样硬化发生发展密切相关的糖代谢、脂代谢网络调控，发现 ｍｉＲＮＡ⁃２２、
ｌｅｔ⁃７ｆａｍｉｌｙ、ｍｉＲＮＡ⁃１５ａ ／ ｂ，以及靶基因 ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲγ 辅助激活因子 １α 和 Ｆｏｘｏ１，在 ＰＣＢｓ 暴露致动脉粥样硬

化发生发展的糖脂代谢异常中发挥了重要作用．
关键词　 ＰＣＢｓ， ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ， 动脉粥样硬化， 基因芯片．
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Ｍａｌｅ ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ ｏｆ ８ ｗｅｅｋｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ （ ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＰＣＢｓ，
５５ ｍｇ·ｋｇ－１ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ） ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｆｏｕｒ ｔｉｍｅｓ ｏｖｅｒ ｓｉｘ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｄｕｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４． ｃＤＮＡ ａｎｄ
ｔｈｅ ＲＮＡ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｇｅｎｅ ａｒｒａｙｓ ｗｉｔｈ Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｍｏｕｓｅ Ｇｅｎｏｍｅ ４３０ ２．０ ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ ａｎｄ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍｏｕｓｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ａｒｒａｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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ｔｈｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍＲＮＡｓ ａｎｄ ｍｉＲＮＡｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １８ ｍｉＲＮＡｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ １１０ ｍＲＮＡｓ ａｆｔｅｒ Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｈｅｍ ｃｏｕｌｄ
ｍｏｄｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ



　 １０ 期 黄风尘等：ＰＣＢｓ 暴露 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 调控网络研究 １７６９　

ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲＮＡ⁃２２， ｌｅｔ⁃７ ｆａｍｉｌｙ， ｍｉＲＮＡ⁃
１５ａ ／ ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲα， ＰＰＡＲγ⁃ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α ａｎｄ Ｆｏｘｏ１ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＣＢ， ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ， ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．

ｍｉＲＮＡ 是在进化上高度保守的非编码小分子单链 ＲＮＡ，约有 ２２ 个碱基，在基因表达调控中发挥至

关重要的作用，越来越多的证据表明 ｍｉＲＮＡｓ 几乎参与了生物体所有的生理和病理过程［１］ ．大多数

ｍｉＲＮＡｓ 能够以完全配对或非完全配对的方式与其靶向 ｍＲＮＡｓ 的 ３′非编码区结合，引起 ｍＲＮＡｓ 降解

或抑制其翻译过程［２］ ．因此，ｍｉＲＮＡｓ 可以负向调控靶 ｍＲＮＡｓ 的表达，ｍｉＲＮＡ 能够调节多个基因，使其成

为基因的潜在管理者．已有证据显示，生物体内 １０％—３０％的基因表达是由 ｍｉＲＮＡｓ 调控的［３］ ．研究 ｍｉＲＮＡ
和 ｍＲＮＡ 的相互作用关系可以揭示一些重大疾病的病理原因，特别是在癌症和心血管疾病领域［４⁃６］ ．

心血管疾病是中国导致成人死亡的首要原因［７］，而动脉粥样硬化是引起心血管疾病的重要原因．动
脉粥样硬化以血管内皮损伤和脂质代谢紊乱为特征，由遗传和环境因素，包括饮食、污染等之间复杂的

相互作用所引起．持久性有机污染物（Ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｏｌｌｕｔａｎｔｓ， ＰＯＰｓ）是指在环境中具有持久性、生物

富集性、半挥发性，可通过各种环境介质对生物体健康产生危害的有机化合物．研究表明 ＰＯＰｓ 可通过在

环境中长距离的运输至未被使用和生产的地方，影响到全球的人体健康［８］，乃至极地区域［９］ ．多氯联苯

类化合物（Ｐｏｌｙｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄ Ｂｉｐｈｅｎｙｌｓ， ＰＣＢｓ），作为 ＰＯＰｓ 中重要的一类，在各种环境介质以及人体组织

中都有较高的含量［１０］ ．越来越多的研究表明，ＰＣＢｓ 暴露能导致动脉粥样硬化的发展［１１⁃１３］ ．随着中国人口

的快速增长，化学杀虫剂和化肥总量的使用也显著增加，导致 ＰＯＰｓ 的污染也随之增加．此外，随着经济

的快速发展，电气、电子设备的回收已经成为中国 ＰＣＢｓ 的主要释放源［１４］ ．有研究表明，ＰＯＰｓ 污染水平

的增加与心血管疾病影响因子，如高血压，肥胖和糖尿病等的关系密切［１５⁃１６］ ．因此，ＰＯＰｓ 在国内的广泛

污染很有可能是导致动脉粥样硬化形成和心血管疾病死亡的重要原因．
已有的流行病学研究表明，ＰＣＢｓ 暴露能够导致人体的心血管疾病．如一项研究发现，暴露在 ＰＣＢｓ

污染 ５ 年以上的瑞典电容器制造业工人中，心血管疾病的死亡率明显增加［１７］ ．住在含有 ＰＣＢｓ 废品站附

近的人群，心血管疾病发病风险因素明显增加，如糖尿病［１１］、高血压［１３］、冠心病和心肌梗塞［１８］等．此外，
ＰＣＢｓ 具有影响脂肪酸代谢，加速某些脂肪酸的促动脉粥样硬化的特性［１９］ ．有证据表明 ＰＣＢｓ 暴露能够

影响葡萄糖和脂肪生成的酶，从而导致血浆和组织中脂质的改变［２０⁃２２］ ．此外，越来越多的研究表明暴露

环境污染物和 ｍｉＲＮＡ 异常有显著的关联性［２３］ ．如生活在污染地区的孕妇，其血液中总 ＰＣＢｓ 的含量与

ｍｉＲ⁃１９１ 的表达水平呈正相关［２４］ ．Ｚｈｕ 等的研究显示，在 Ｐ１９ 细胞向心肌细胞分化过程中，ｍｉＲＮＡｓ 在调

节 ＰＣＢｓ 的影响上发挥了重要的作用［２５］ ． 因此，ＰＣＢｓ 暴露可导致心血管疾病，但是 ｍｉＲＮＡｓ 在 ＰＣＢｓ 诱

导的动脉粥样硬化中的作用还很不清楚．
Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 作为商业化的 ＰＣＢｓ 混合物已经生产近 ５０ 年，尽管现在已不再生产，但还广泛存在于

全球环境中．肝脏在糖尿病、代谢综合征和动脉粥样硬化的发生发展中起重要作用，而且肝脏被认为是

环境毒物的重要靶器官，Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 也被证实具有肝毒性及可引起脂肪肝等疾病［２６⁃２８］ ．此外，基因芯片

的表达数据能够帮助发现环境污染物诱导的特定 ｍｉＲＮＡｓ，并提供新型生物监测与防御策略的新思路．
本文使用 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 为 ＰＣＢｓ 混合物的代表物，ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠为动脉粥样硬化的研究模型，考察

Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏中与动脉粥样硬化发生相关的 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ 差异表达及网络

调控．拟通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用考察 ＰＣＢｓ 的基因毒性，探讨 ＰＣＢｓ 致动脉粥样硬化的分子机制．

１　 材料和方法

１．１　 动物实验

８ 周龄纯合子雄性 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠从北京大学实验动物中心购得．ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠被饲养在无菌、温度恒

定、１２ ｈ 昼夜交替的环境下．小鼠被随机分为 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 处理组和对照组，每组 ６ 只小鼠，喂养啮齿动物

标准颗粒食物和纯净水．将 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 标准品溶解在玉米油中达到指定的浓度，按照 ５５ ｍｇ·ｋｇ－１体重的
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剂量，通过腹腔注射暴露给 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠．Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 分 ４ 次暴露，在第一周注射前两次，每次注射之间

相隔 ３ ｄ，后两次注射在 ６ 周暴露实验的第四周．暴露实验结束时，处理组和对照组的 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠需饥

饿过夜．随后，按照标准方法对实验小鼠进行麻醉、获取组织．肝脏组织在获取后，立即称重并储存在液

氮中，然后将冷冻的组织保存在－８０ ℃冰箱中用于后续分析．所有动物实验操作都是在动物保健和使用

委员会的批准下进行，并且遵循美国国立卫生研究院实验动物的保护和使用（ＳＣＸＫ ２００８—０００５）．　
１．２　 ＲＮＡ 提取

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ） 提取 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 处理组和对照组 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏中的

总 ＲＮＡ．用 ＤＮａｓｅ Ｉ 在 ３７ ℃ 消化 １５ ｍｉｎ 以去除残留 ＤＮＡ，然后用 ＲＮｅａｓｙ 试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ， Ｈｉｌｄｅｎ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）纯化得到．ＲＮＡ 的浓度和质量通过分光光度计和 １％甲醛变性凝胶电泳测定．核糖体 ２８Ｓ 和

１８Ｓ 的亮带比值大于 １．５ 被认为可以用于芯片杂交实验．对于 ｍｉＲＮＡ 芯片，用 ｍｉｒＶａｎａ ｍｉＲＮＡ 分离试剂

盒 （Ａｍｂｉｏｎ， Ａｕｓｔｉｎ， ＴＸ， ＵＳＡ）分离总 ＲＮＡ 中的 ｍｉＲＮＡ，用于 ｍｉＲＮＡ 芯片实验．
１．３　 芯片杂交和数据分析

１．３．１　 ｍＲＮＡ 芯片杂交和数据分析

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｍｏｕｓｅ Ｇｅｎｏｍｅ ４３０ ２．０ 基因芯片用于检测 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 处理组和对照组中

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的基因表达情况．每个实验组做 ３ 个独立的生物学重复．Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｍｏｕｓｅ
Ｇｅｎｏｍｅ ４３０ ２．０ Ａｒｒａｙ 包涵 ４５０００ 个探针检测小鼠中 ３４０００ 个基因．芯片杂交、数据采集以及数据分析由

北京博奥生物有限公司完成． １００ ｎｇ 总 ＲＮＡ 用于 ｃＤＮＡ 的合成，并且用 ＧｅｎｅＣｈｉｐ ＩＶＴ 标记试剂盒

（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）在 ｃＤＮＡ 上标记生物素．１５ μｇ 片段化的 ｃＤＮＡ 以及 ｏｌｉｇｏ Ｂ２ 对照和真核杂交控制（ｂｉｏＢ、
ｂｉｏＣ、ｂｉｏＤ、ｃｒｅ），根据操作指导在 ４５ ℃条件下杂交 １６ ｈ （Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ Ｏｖｅｎ ６４０）．杂
交后的基因芯片经洗涤后，用 ＳＡＰＥ （ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎｏｎａｎ） 染色，最后用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 基因芯片扫

描仪 ３０００ ７Ｇ 进行扫描．
使用 ＡＧＣＣ 软件（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｃｏｍｍａｎｄ Ｃｏｎｓｏｌｅ Ｓｏｆｔｗａｒｅ， ＴＧＣＣ） 将芯片的荧光信号扫描图

像保存成．ＤＡＴ 文件以待分析．过滤掉缺失的数值，将剩下的数值进行分析，芯片数据用 ＲＭＡ 算法［２９］ 进

行标准化处理．ＳＡＭ 算法 （Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ， ＳＡＭ） 用于确定差异表达的基因，ＳＡＭ 算

法通过计算特定基因的 ｔ⁃ｔｅｓｔ 和发现错误率 （Ｆａｌｓｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｒａｔｅ， ＦＤＲ），从而确定在统计上显著差异

表达的基因．为了筛选差异表达的基因，设定差异表达倍数变化＞１．５ 或＜－１．５，ＦＤＲ 值（ｑ⁃ｖａｌｕｅ） ＜５％的

基因为具有显著的差异表达．
１．３．２　 ｍｉＲＮＡ 芯片杂交和数据分析

用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍｏｕｓｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ａｒｒａｙ 基因芯片检测 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 处理组和对照组中 ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠肝脏

ｍｉＲＮＡｓ 的表达情况．每个实验组做 ３ 个独立的生物学重复．芯片包含 １０７９ 个成熟的小鼠 ｍｉＲＮＡｓ 探针，
所有的探针信息都是基于 Ｓａｎｇｅｒ ｍｉＲＢａｓｅ Ｒ１８． ０ 数据库建立，并包含 ４７ 个小鼠病毒 ｍｉＲＮＡｓ．每个

ｍｉＲＮＡ 探针检测重复 ３０ 次．此外，芯片上还含有 ２１６４ 个控制探针．芯片实验的操作步骤根据操作指

南［３０⁃３１］进行．简单来讲，１００ ｎｇ 总 ＲＮＡ 去磷酸化，被标记上 ｐＣｐ⁃Ｃｙ３，经纯化后与 ｍｉＲＮＡ 芯片做杂交．
Ａｇｉｌｅｎｔ 芯片扫描仪将收集信号，用 Ａｇｉｌｅｎｔ 特征提取软件 （ Ａｇｉｌｅｎｔ ｆｅａｔｕｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖｅｒｓｉｏｎ
１０ １０） 进行后续分析．ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ 软件被用来对分析 ｍｉＲＮＡ 芯片数据汇总，标准化和质量控制．为了筛

选差异表达的基因，设定差异表达倍数变化＞１．５ 或＜－１．５，Ｐ 值＜０．０５ 的 ｍｉＲＮＡｓ 具有显著的差异表达．
１．４　 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测

经上述步骤筛选的差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 数据导入 ＩＰＡ （Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ Ｓｙｓｔｅｍｓ， Ｉｎｃ） 软件中，在 ＩＰＡ 软件

中，使用 ｍｉＲＮＡ 靶基因筛选功能预测差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因．ＩＰＡ 软件整合了 ＴａｒＢａｓｅ，ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和

ｍｉＲｅｃｏｒｄｓ ３ 个靶基因预测数据库来对 ｍｉＲＮＡ 的靶基因进行预测．为了保证预测结果的可靠性，只有实

验验证的结果以及高度预测的结果才被选中做后续分析．基于 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 之间的负向调控关系，
只有 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的表达值呈负相关才被选中分析其内在联系．
１．５　 ＰＣＢｓ 暴露后 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用关系

基于 ｍｉＲＮＡ 可以负向调控 ｍＲＮＡ 靶基因的假设，将差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 整合在一起．首
先，ＩＰＡ 所预测 ｍｉＲＮＡｓ 的靶 ｍＲＮＡｓ 在 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ｍＲＮＡ 芯片平台做筛查．然后，对 ｍｉＲＮＡｓ 以及 ｍＲＮＡｓ



　 １０ 期 黄风尘等：ＰＣＢｓ 暴露 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 调控网络研究 １７７１　

差异表达的一致性做筛选，保留 ｍｉＲＮＡ 和其靶 ｍＲＮＡ 在相反方向上差异表达的数据．将所筛选的

ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 数据用热图直观表示．
１．６　 ＩＰＡ 基因调控网络和信号通路分析

ＩＰＡ 软件用于对差异表达的 ｍＲＮＡｓ 及其相关联的 ｍｉＲＮＡｓ 做生物学注释，ＩＰＡ 可以识别差异表达

的基因所涉及特定的细胞途径和过程．将 ｍＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ 差异表达的芯片数据分别导入 ＩＰＡ，核心分

析，能快速得出差异表达基因影响的信号代谢通路、分子网络和生物学过程，预测所涉及的疾病并计算

相应的 Ｐ 值．

２　 结果与讨论

２．１　 ＰＣＢｓ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ｍＲＮＡｓ 表达谱

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｍｏｕｓｅ Ｇｅｎｏｍｅ ４３０ ２．０ 用于检测经 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的

ｍＲＮＡｓ 表达情况．用 ＳＡＭ 算法对芯片结果进行分析，表达倍数变化＞１．５ 或＜－１．５，且 Ｐ 值＜０．０５ 的

ｍＲＮＡｓ 被认为具有显著性的差异表达．结果显示，经 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露有 ４１０ 个差异表达的基因，其中

１５７ 个基因上调，２５３ 个基因下调．其中过氧化物酶体 α （ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α，
ＰＰＡＲα）下调 １．６４ 倍，过氧化物酶体 γ 辅助激活因子 １α （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １α， ＰＰＡＲγＣ１Ａ）上调 １．７０ 倍，叉头转录因子 Ｏ１（Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１， Ｆｏｘｏ１）下调 １．５８ 倍．

ＩＰＡ 生物信息软件用来预测经 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后差异表达的 ｍＲＮＡｓ 所涉及的生物学通路，结果

见表 １．从表 １ 可见，Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ４１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ 所影响的分子及

细胞功能有脂质代谢、糖代谢、分子运输、小分子生化及细胞死亡和生存等 ５ 大生物学功能．

表 １　 ＩＰＡ 预测经 ＰＣＢ 暴露下差异表达的 ｍＲＮＡｓ 所影响的 ５ 个主要生物学功能

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｐ ｆｉｖｅ ｂｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＩＰＡ ｔｏ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＰＣＢ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ
分子和细胞功能 脂代谢 分子运输 小分子生化 细胞死亡和生存 糖代谢

涉及基因数 ９６ １０９ １１２ １４５ ６４

Ｐ 值
５．５０×１０－１４—
６．５７×１０－３ 　

５．５０×１０－１４—
６．６３×１０－３ 　

５．５０×１０－１４—
６．５７×１０－３ 　

７．７２×１０－１３—
６．８３×１０－３ 　

９．０４×１０－１０—
６．６３×１０－３ 　

２．２　 ＰＣＢｓ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ｍｉＲＮＡｓ 表达谱

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍｏｕｓｅ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｒｒａｙ 基因芯片检测经 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏的 ｍｉＲＮＡｓ 表

达情况，表达倍数变化＞１．５ 或＜－１．５，且 Ｐ 值＜０．０５ 的 ｍｉＲＮＡｓ 被认为具有显著差异表达．结果显示，经
Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后，有 ２２ 个 ｍｉＲＮＡｓ 的表达发生显著变化，其中 １４ 个 ｍｉＲＮＡｓ 上调，８ 个 ｍｉＲＮＡｓ 下调，
如图 １ 所示．其中 ｍｉＲ⁃１２２ 上调 １．７１ 倍，ｌｅｔ⁃７ｆａｍｉｌｙ 中 ７ 个成员 ｌｅｔ⁃７ａ、ｌｅｔ⁃７ｂ、ｌｅｔ⁃７ｃ、ｌｅｔ⁃７ｄ、ｌｅｔ⁃７ｆ、ｌｅｔ⁃７ｇ、
ｌｅｔ⁃ ７ｉ 均有 １．６３ 到 １．８４ 倍的上调，ｍｉＲＮＡ⁃１５ａ 上调 １．５７ 倍，ｍｉＲＮＡ⁃１５ｂ 上调 １ ８２ 倍．

图 １　 ＰＣＢ 暴露后差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ
Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ａｆｔｅｒ ＰＣＢ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
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２．３　 ＰＣＢｓ 暴露后 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用关系

　 　 在筛选出４１０个差异表达的ｍＲＮＡｓ以及２２个ｍｉＲＮＡｓ的基础上，通过预测ｍｉＲＮＡｓ的靶基因，将

图 ２　 差异表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 相互作用热图

Ｆｉｇ．２　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃
ｍＲＮＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

差异表达的 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ 联系在一起． 基于

ｍｉＲＮＡ 负向调控 ｍＲＮＡ 靶基因的理论，ｍｉＲＮＡｓ 和

ｍＲＮＡｓ 在相反方向上差异表达的数据被筛选．由于

４１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ 中没有 ｍｉＲ⁃ ３９６３、ｍｉＲ⁃
３９６８、ｍｉＲ⁃５７４ 和 ｍｉＲ⁃ ４６６ｉ 的靶 ｍＲＮＡｓ，所以，最后

共有 １８ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 与 １１０ 个差异表达的

ｍＲＮＡｓ 通过 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡｓ 的负向调控作用联系起

来．这些 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用数据通过热图表示，
见图 ２．

此外，将这 １８ 个 ｍｉＲＮＡｓ 和 １１０ 个 ｍＲＮＡｓ 相互

作用数据导入 ＩＰＡ 生物信息工具，预测 ｍｉＲＮＡｓ 靶向

的 ｍＲＮＡｓ 所涉及的生物学功能，结果见表 ２．从表 ２
中可见，ｍｉＲＮＡｓ 靶向的 ｍＲＮＡ 所影响的分子及细胞

功能有细胞死亡与生存、糖代谢、分子运输、脂代谢

和小分子生化．
２． ４ 　 ＰＣＢｓ 暴露后糖、脂代谢相关的 ｍＲＮＡｓ 和

ｍｉＲＮＡｓ 调控网络

由以上结果可知，ｍＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 相互作用下，
Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠肝脏中有 １８ 个差异

表达的 ｍｉＲＮＡｓ 靶向调控 １１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ．这 １１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ 所涉及的生物学功能

包括糖代谢和脂代谢．糖、脂代谢与动脉粥样硬化具有密切关系，为了进一步研究 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 网络调

控在动脉粥样硬化中的作用，将 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后的 ｍＲＮＡｓ 芯片结果中与糖、脂代谢相关的基因筛选

出来，并结合差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，利用 ＩＰＡ 软件做基因调控网络分析，可得到图 ３．从图 ３ 中可看出，参
与糖、脂代谢调节的 ｍｉＲＮＡｓ 有 ｌｅｔ⁃７ ｆａｍｉｌｙ、ｍｉＲ⁃９２ａ、ｍｉＲ⁃４９４⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１０７⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃１５ａ ／ ｂ⁃５ｐ
和 ｍｉＲ⁃２２，重要的基因则有 ＰＰＡＲα、Ｐｋａ、 ＰＰＡＲγＣ１Ａ 和 Ｆｏｘｏ１．

表 ２　 ＩＰＡ 预测经 ＰＣＢ 暴露下差异表达的 ｍｉＲＮＡ 的靶 ｍＲＮＡｓ 所影响的 ５ 个主要生物学功能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｐ ｆｉｖｅ ｂｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＩＰＡ ｔｏ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＰＣＢ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ
分子和细胞功能 涉及基因数 Ｐ 值

细胞死亡和生存 ５２ ５．５３×１０－７—９．０３×１０－３

糖代谢 ２４ １．００×１０－６—９．４９×１０－３

分子运输 ３７ １．００×１０－６—９．４３×１０－３

脂代谢 ３１ １．３９×１０－６—１．０３×１０－２

小分子生化 ３８ １．３９×１０－６—１．０３×１０－２

ＰＰＡＲα 在与 ｍＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡｓ 糖脂代谢相关调控网络中发挥重要作用，ＰＰＡＲα 调节众多脂质代谢

和脂蛋白相关基因的表达，如 ＦＡＤＳ２、ＣＤ３６ 等．ＰＰＡＲα 基因在肝脏中表达丰富，并在调控肝脏脂代谢中

发挥重要作用．ＰＰＡＲα 的低表达会减弱脂质吸收和脂肪酸氧化，导致脂代谢的失调以及高血脂症［３２⁃３３］ ．
而 ＰＰＡＲα 是 ｍｉＲ⁃２２、ｍｉＲ⁃１５ａ ／ ｂ 和 ｌｅｔ⁃ ７ｉ ｆａｍｉｌｙ 调控的靶基因．前人实验证据已显示 ＰＰＡＲα 是 ｍｉＲ⁃ ２２
的靶基因［３４］；并且 ｍｉＲ⁃２２ 的过表达会导致肝细胞中脂质的积累［３５］ ．此外，ｍｉＲ⁃ ２２ 还靶向磷脂转运蛋白

（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＰＬＴＰ），而 ＰＬＴＰ 在参与脂质的运输过程中起重要作用．ｍｉＲ⁃１５ｂ 在高脂质

导致的非酒精性脂肪肝中高表达，并被作为分子靶标［３６］ ．ｍｉＲ⁃１５ｂ 的另一靶基因 ＣＲＥＢ 调控转录激活因

子 ３ （ＣＲＥＢ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ ３， ＣＲＴＣ３） 在脂类分解、脂肪酸氧化中发挥了重要作

用［３７⁃３８］ ． Ｌｅｔ⁃ ７ｆａｍｉｌｙ 则能够调节葡萄糖代谢的各个方面［３９］，而且 ｌｅｔ⁃ ７ｆａｍｉｌｙ 还可调控脂肪酸脱氢酶 ２
（ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ２，ＦＡＤＳ２），在非饱和脂肪酸的生物合成中至关重要［４０］ ．
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图 ３　 ＰＣＢ 暴露后糖脂代谢相关 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ 调控网络

Ｆｉｇ．３　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｓｕｇａｒ ｏｒ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｆｔｅｒ ＰＣＢ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

　 　 此外，ＰＰＡＲγＣ１Ａ 是与细胞能量代谢相关的核受体的转录共激活因子，能够调节线粒体的生物合成

和功能［４１］ ．ＰＰＡＲγＣ１Ａ 能够通过调节 ＨＮＦ４Ａ、ＬＰＬ、ＰＰＡＲα、ＭＥＦ２Ｃ 和 ＰＰＡＲγ 影响氧化代谢、脂肪生成和

糖异生［４２］ ．因此，ＰＰＡＲγＣ１Ａ 被发现与胰岛素抵抗，脂质氧化和肥胖密切相关［４３⁃４４］ ．研究发现，ｍｉＲ⁃ ２９ａ
在糖尿病小鼠肝脏中高表达；并且 ｍｉＲ⁃２９ａ 在原代肝细胞和肝脏中的过量表达，能检测到 ＰＰＡＲγＣ１Ａ 蛋

白表达量下降，反之亦然，说明 ＰＰＡＲγＣ１Ａ 是 ｍｉＲ⁃ ２９ａ 调控的一个靶基因．此外，在原代肝细胞中

ＰＰＡＲγＣ１Ａ 的过表达也会增加 ｍｉＲ⁃２９ａ 的表达［４５］ ．Ｆｏｘｏ１ 是胰岛素信号通路和葡萄糖信号通路的重要转

录调节者［４６］ ．越来越多地研究表明，Ｆｏｘｏ１ 在调节肝脂质平衡中发挥重要作用，Ｆｏｘｏ１ 功能异常与高血糖

和高甘油三脂密切相关［４７］ ．ｍｉＲ⁃１０７ 在肥胖小鼠中高表达，并且 ｍｉＲ⁃１０７ 在调控葡萄糖稳态和胰岛素敏

感性方面发挥重要作用［４８］ ．研究发现，Ｆｏｘｏ１ 表达水平受到 ｍｉＲ⁃１０７ 的负向调控［４９］ ．

３　 结论

通过本研究发现，Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠 ６ 周后，能显著引起其肝脏中 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ 的

表达变化，其中有 ４１０ 个 ｍＲＮＡｓ 和 ２２ 个 ｍｉＲＮＡｓ 差异表达．基于 ｍｉＲＮＡｓ 负向调控 ｍＲＮＡｓ 原则，将
１８ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 与 １１０ 个差异表达的 ｍＲＮＡｓ 联系起来．进一步使用 ＩＰＡ 软件分析生物学功能

和通路，结果显示，Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露后肝脏中差异表达的 ｍＲＮＡｓ 所影响主要的生物学功能包括糖代

谢、脂代谢等，而糖代谢、脂代谢在动脉粥样硬化发生发展过程发挥了重要作用．与糖代谢、脂代谢密切

关联的 ｍｉＲＮＡｓ 有 ｌｅｔ⁃ ７ ｆａｍｉｌｙ、 ｍｉＲ－９２ａ、 ｍｉＲ⁃ ４９４⁃ ３ｐ、 ｍｉＲ⁃ １０７⁃ ３ｐ、 ｍｉＲ⁃ ２９ａ⁃ ３ｐ、 ｍｉＲ⁃ １５ａ ／ ｂ⁃ ５ｐ 和

ｍｉＲ⁃２２，重要的基因则有 ＰＰＡＲα、 Ｐｋａ、 ＰＰＡＲγＣ１Ａ 和 Ｆｏｘｏ１．本研究结果显示，ＰＣＢｓ 暴露能显著影响与
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糖代谢和脂代谢密切相关 ｍＲＮＡｓ 和 ｍｉＲＮＡｓ．因此，ｍｉＲＮＡｓ 可能在调节与动脉粥样硬化发生发展密切

相关的糖代谢、脂代谢异常的靶基因中发挥重要作用．
总而言之，本研究首次利用了 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 基因芯片的研究方法来探讨 ＰＣＢｓ 暴露诱导动脉粥

样硬化发生发展的潜在分子机制．重点从 ｍｉＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 的相互作用网络调控为切入点，找到了

Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４ 暴露 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠后，肝脏中主要差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 和其靶向调控的 ｍＲＮＡｓ．并结合生物

学功能的变化，发现一些重要的 ｍｉＲＮＡｓ 和潜在的靶基因在 ＰＣＢｓ 暴露后的糖代谢和脂质代谢异常中发

挥了重要作用，该工作的完成为进一步从体内外考察具体的分子调控机制提供了重要的导向．
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