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差异表达微RNA作为多囊卵巢综合征生物标志物的研究
王昱欢1，2，丁奕岑1，蔡瑶雨1，康亚妮1
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［摘要］目的·探索可作为多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，PCOS）生物标志物的微RNA （microRNA，miRNA）及其在

PCOS发病机制中的生物学意义。方法·选取上海交通大学医学院附属仁济医院 2019年 1月—10月收治的 5例 PCOS患者为观察组，

另选取5例体检健康女性作为对照组。采集2组的颗粒细胞，用TRIzol法从中提取RNA，利用TruSeq Small RNA Library Prep试剂盒构

建miRNA-seq文库，文库质检合格后用NextSeq500进行高通量测序，对测序结果进行生物信息学数据分析。采用RT-qPCR实验检验

候选miRNA标志物是否存在差异表达。结果·分析获得颗粒细胞中 20条差异表达miRNA （均P<0.05），其中miR-196a-5p、miR-10a-

5p和miR-451a表达显著上调，miR-877-5p和miR-2355-5p表达显著下调，这些差异表达miRNA及其靶基因可能参与PCOS发生发展的

转录调控机制。结论·差异表达miRNA具有作为PCOS生物标志物的潜能，并参与PCOS的发生发展。
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Study on differentially expressed microRNA as a biomarker of polycystic ovary syndrome
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[Abstract] Objective·To explore microRNAs (miRNAs) as biomarkers of polycystic ovary syndrome (PCOS) and the biological significance in the

pathogenesis of PCOS. Methods·Five patients with PCOS from January 2019 to October 2019 in Renji Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of

Medicine were selected as the observation group, and 5 healthy women were selected as the control group. Granulosa cells from 2 groups were collected and

RNA was extracted by TRIzol method. TruSeq Small RNA Library Prep Kit was used to construct miRNA-Seq library. After the quality inspection of the

library, NextSeq500 was used for high-throughput sequencing. Bioinformatics data analysis was performed on the sequencing results. RT-qPCR was used to

verify the differential expression of candidate miRNA markers. Results·We finally got 20 differentially expressed miRNAs (all P<0.05). Among them,

miR-196a-5p, miR-10a-5p and miR-451a were significantly up-regulated, while miR-877-5p and miR-2355-5p were significantly down-regulated. These

differentially expressed miRNAs and their target genes may be involved in the transcriptional regulation mechanism of PCOS occurrence and development.

Conclusion·Differentially expressed miRNAs have potential as PCOS biomarkers and are involved in the occurrence and development of PCOS.

[Key words] microRNA (miRNA); biomarker; polycystic ovary syndrome; gene expression; target gene

多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，PCOS）

是育龄女性最常见的一种内分泌失调性疾病，以慢性无

排卵 （排卵功能紊乱或丧失） 和高雄激素血症为特征，

主要临床表现为月经周期不规律、不孕、多毛和痤疮。

几乎半数以上的肥胖女性患有PCOS，不仅导致近期和远

期的生活质量下降，还会增加癌症、心脑血管疾病的发

生风险。50%~70% PCOS 患者的生殖功能障碍且内分泌

代谢紊乱［1］。

微 RNA （microRNAs，miRNAs） 是长度为 18~25 nt

的非编码小RNA，通过与靶mRNA的 3′UTR区互补序列

结合，抑制其翻译或诱导其降解，从而抑制基因表达，

参与多种疾病的调节，如糖尿病、胰岛素抵抗、炎症疾

病和癌症等。研究［2］表明，miRNA可能通过在 PCOS患

者的血液、卵泡液及颗粒细胞中异常表达，来调节生殖、

激素分泌和代谢、细胞增殖和凋亡、卵巢卵泡发育相关

基因，从而发挥其生物学功能，参与PCOS疾病的发生发

展机制。国内外相关研究［3］ 证明 miR-21 及 miR-93 在

PCOS患者中表达水平异常，这可能与 PCOS高雄激素表

型的发病机制相关，这表明 miRNA 的表达水平与 PCOS

的发病有密切的关联性，是调节PCOS及其相关疾病的潜
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在生物标志物。

随着对PCOS检测技术和相关分子机制研究的不断深

入，基于高通量测序技术筛选PCOS相关易感基因及诊断

标志物的研究也在深入展开［4］。本研究基于高通量测序

的miRNA-seq技术，从全基因组范围筛选出可作为PCOS

生物标志物的 miRNA，为阐明 PCOS 的发病机制、探求

诊断新靶点提供新的思路。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取上海交通大学医学院附属仁济医院2019年1月—

10月收治的 5例PCOS患者作为观察组，入选标准：符合

PCOS的诊断标准，并经B超、生化检验及临床症状确诊。

另选取 5例体检健康的女性作为对照组。样本收集和临床

信息采集均符合医院伦理委员会要求。2组对象的性别、

年龄、病程等基本资料差异无统计学意义，具有可比性。

1.2 检测方法

采集2组对象的颗粒细胞，用TRIzol法分离颗粒细胞

中的总 RNA。使用 Nanodrop One超微量分光光度计对分

离得到的总RNA进行定量，之后用琼脂糖凝胶电泳检测

RNA的完整性，保证提取得到的总RNA质量较好；质检

合 格 后 按 照 TruSeq Small RNA Library Prep 试 剂 盒

（Illumina 公司，美国） 说明书步骤进行 miRNA-seq 文库

构建，利用 Qubit定量和 2100生物分析仪（Agilent公司，

美 国） 进 行 文 库 质 量 鉴 定 ； 文 库 质 检 合 格 后 用

NextSeq500 （Illumina公司，美国）进行高通量测序；获

得测序结果的原始数据后对其进行数据分析。采用 RT-

qPCR实验检测转录组测序结果的可靠性，同时检验候选

miRNA标志物是否确实存在差异表达。

1.3 数据分析

miRNA-seq 测序后获得原始数据（raw reads），经过

过滤去接头，去污染、比对参考基因组，得到干净数据

（clean reads）进行后续的信息分析，包括以下步骤。

（1） 使用 Cutadapt （version 3.4） 程序去掉原始下机

数据中的接头序列。

（2）使用 Trimmomatic （version 0.39）程序去掉低质

量序列，得到 clean reads。

（3） 使用 FastQC （version 0.11.9） 程序统计 clean

reads的数据量，保留15~35 nt的片段进行后续分析。

（4） 使用 bowti2 （version 2.1.） 程序将 clean reads 比

对到参考基因组上，用 miRDeep2 （version 2.0.1.2）工具

进行novel miRNA的预测。

（5）使用bowti2（version 2.1.）程序将 clean reads比对

到miRBase（version 22.1）中的known miRNA数据库上。

（6）使用 edgeR、DESeq2和 limma 3种方法进行基因

表达差异性分析，并对差异表达 miRNA 进行靶基因

预测。

（7）使用 clusterProfiler （release 3.13）进行基因本体

数据库（Gene Ontology，GO）和京都基因和基因组百科

全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）富集分析。

1.4 RT-qPCR验证

设计合成 miRNA 的引物 （表 1），使用 PrimeScript™
RT试剂Kit （RR037，TAKARA）进行逆转录，逆转录后

利用合成的引物进行 qPCR，实验重复 3次，再利用Excel

对实验所获得的 Ct 值进行计算，得出每个 miRNA 的

2
− ΔΔCT，利用 Graph Pad Prism 7 进行作图及差异分析，进

一步明确可用于PCOS诊断的生物标志物。

2 结果

2.1 基因表达差异分析及靶基因预测

本研究对 5 对样本的测序数据进行初步的质量评估

后，对测序结果进行过滤、分类，并计算了miRNA的表

达量，得到了 5对样本中 1 191条miRNA的表达量。我们

进一步分别使用 edgeR 包、DESeq2 包和 limma 包，对 1

191 条 miRNA 进行基因表达差异性分析，对三大 R 包的

差异分析结果取交集，最终得到了 20条表达量差异具有

统计学意义的miRNA（图 1A），其中包括 hsa-miR-188-3p

等 11条表达上调miRNA和 hsa-miR-2355-5p等 9条表达下

调miRNA （图 1B）。随后，我们对差异表达的miRNA进

行了层次聚类分析，分析了PCOS患者与正常女性的颗粒

细胞中miRNA表达的模式差异与相似性，便于推测未知

基因的功能或已知基因的新功能（图1C）。

表1 miRNA引物序列（5′→3′）

Tab 1 miRNA primer sequence（5′→3′）

Primer

miRNA

hsa-miR-196a-5p

hsa-miR-10a-5p

hsa-miR-451a

hsa-miR-877-5p

hsa-miR-2355-5p

Adaptor

Sequence 5′→3′

GGGTAGGTAGTTTCATGTT

GGGTACAGTATAGATGA

GGGAAACCGTTACCATTAC

GGGGTAGAGGAGATGGC

GGGATCCCCAGATACAAT

GATCGTCGGACTGTAGAACT
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Note：A. Intersection of edgeR, DESeq2 and limma analysis. B. Volcano map of differential analysis. C. Hierarchical clustering heatmap of miRNA with differential

expression.

图1 miRNA差异分析的结果

Fig 1 Results of miRNA differential analysis
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2.2 靶基因预测及功能富集分析

通过对 20 条差异表达 miRNA 进一步筛选，选取 P<

0.02 的 13 条 miRNA 和表达量差异倍数超过 8 倍的 11 条

miRNA，取两者交集，获得了 9条 miRNA作为候选生物

标志物，其中 hsa-miR-10a-5p、hsa-miR-1299、hsa-miR-

4440、hsa-miR-451a、hsa-miR-196a-5p 和 hsa-miR-188-3p

为表达上调基因，hsa-miR-2355-5p、hsa-miR-6509-5p 和

hsa-miR-877-5p为表达下调基因。

为了探究差异表达 miRNA 在 PCOS 颗粒细胞中的调

控作用，分别使用数据库mirDB和TargetScan对这 9条候

选生物标志物 miRNA 进行靶基因预测，并将 2个数据库

的靶基因预测结果取交集，得到最终的靶基因预测结果。

随后，使用 ClusterProfiler 包对靶基因进行了 GO 富集分

析和 KEGG富集分析，进一步探究显著差异表达 miRNA

在 PCOS发病机制中的生物学意义。根据GO富集分析结

果表明，候选生物标志物miRNA的靶基因集合富集于上

皮细胞增殖及其调节、细胞黏附的正调控、腺发育等，

其中主要集中于上皮细胞增殖的调节（图 2A）。KEGG富

集分析结果表明，差异表达miRNA的靶基因主要富集于

T细胞受体信号通路、类固醇激素生物合成、调节多功能

干细胞信号通路、泌乳素信号通路和视黄醇代谢等通路

（图2B）。

Note：A. GO enrichment analysis. B. KEGG enrichment analysis.

图2 靶基因的功能富集分析结果

Fig 2 Results of functional enrichment analysis of target genes
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2.3 RT-qPCR实验验证

基于miRNA-Seq数据处理后得到的基因表达信息，在

显著性差异表达的miRNA中随机挑选5个基因（3个上调，

2 个下调，即 miR-196a-5p、miR-877-5p、miR-2355-5p、

miR-10a-5p和miR-451a）设计引物，然后利用qRT-PCR实

验对PCOS组与对照组临床样本进行了检测验证。结果如

图3所示，5个miRNA的qRT-PCR结果与测序数据分析结

果高度一致，说明转录组测序结果的可靠性。同时，miR-

196a-5p （P=0.005）、miR-10a-5p （P=0.009）、miR-877-5p

（P=0.002）、 miR-2355-5p （P=0.008）、 miR-451a （P=

0.041），5条miRNA的表达差异均具有统计学意义，表明

这5条miRNA具有作为PCOS生物标志物的潜能。

3 讨论

PCOS是育龄妇女常见的内分泌系统疾病，是引起不

孕不育的主要原因。临床上针对PCOS的诊断依然依赖于

其诊断标准，与PCOS相关的易感基因及诊断生物标志物

仍有待研究。研究［3，5-7］表明，多种 miRNA参与了 PCOS

疾病的发生和发展过程。miRNA的异常表达被认为可能

参与PCOS的基本病理生理过程，包括细胞增殖、胰岛素

抵抗、雌激素分泌、雄激素生成和细胞凋亡等［2］。本研

究利用基于高通量测序的 miRNA （miRNA-seq） 技术，

通过生物信息学方法筛选分析了与 PCOS 有关的 miRNA

作为生物标志物。经分析证明颗粒细胞中 miR-196a-5p、

miR-877-5p、miR-2355-5p、miR-10a-5p 和 miR-451a 表达

差异具有统计学意义，RT-qPCR 实验结果表明筛选出的

miRNA具有作为PCOS生物标志物的潜能。

miR-196a-5p 是一种新报道的与多种肿瘤相关的

miRNA［8-10］。Zhao 等［11］的研究发现，miR-196a-5p 会被

长链非编码 RNA （long noncoding RNA，lncRNA） GAS5

直接靶向调控，从而抑制卵巢癌的发展。PCOS是一种复

杂的内分泌疾病，患有PCOS的女性新陈代谢和激素环境

改变可能会增加其罹患某些类型癌症的风险。而一些研

究与统计调查发现，在某些患有PCOS的女性中，卵巢癌

的发病率也可能上升［12-13］，PCOS患者与卵巢癌患者之间

也存在一些相同的症状，如月经不调、少经等。但PCOS

与卵巢癌之间的关联非常复杂，目前尚不清楚［14-15］。

关于 miR-877-5p 的研究目前主要集中在肿瘤领域，

而其与PCOS疾病的相关性还有待研究。Yan等［16］发现，

miR-877-5p通过靶向CDK14抑制细胞生长、迁移和侵袭，

在肝细胞癌细胞中起到抑癌作用。正常情况下，女性每

个月卵巢有 1~2个卵泡发育成熟、排卵，之后形成黄体，

卵泡闭锁，而PCOS患者的卵泡不能发育成熟，卵巢内聚

积多个小的卵泡，所以卵巢呈现多囊改变。Yan等［16］的

研究发现 miR-877-5p 可以通过靶向 CDK14 抑制细胞生

长，但CDK14是否会影响卵巢中卵泡的发育还有待研究。

目前关于miR-2355-5p的研究较少。现有的一些研究

表明，miR-2355-5p不仅与癌症的发展相关［17-18］，还与慢

性疾病的发生相关。 Iacomino 等［19］ 发现了 3 条循环

miRNA有作为肥胖和相关代谢紊乱的新型生物标志物的

可能性，miR-2355-5p便是其中 1条；而肥胖和相关代谢

紊乱也是 PCOS 患者可能出现的症状，这预示着 miR-

2355-5p也具有作为PCOS诊断生物标志物的潜能。

Wang 等［20］发现 miR-10a-5p 在卵巢癌患者的血浆中

显著过表达，可以作为卵巢癌非侵入性诊断生物标志物；

而Guo等［21］发现miR-10a-5p的基因组扩增和低表达促进

卵巢癌细胞的增殖和侵袭。这些研究表明 miR-10a-5p 与

卵巢癌的发生发展有关，预示了miR-10a-5p与PCOS之间

可能存在联系。此外，有研究［22］ 表明，miR-10a-5p 的

mRNA 基因靶标与结缔组织增殖显著相关，猪卵泡中的

miR-10a-5p 可 以 调 节 结 缔 组 织 生 长 因 子 （connective

tissue growth factor，CTGF）［23］，而 CTGF 在 PCOS 的卵

泡发育障碍及排卵障碍过程中发挥重要作用，可能和胰

岛素样生长因子 1 （insulin-like growth factor 1， IGF-1）

协同作用促使 PCOS 发生［24］。这些证据表明，miR-10a-

5p可能参与了PCOS的发生发展。

miR-451a 被认为在多种肿瘤中发挥作用。在宫颈癌

中，有研究［25］表明 miR-451a 在宫颈癌样本中下调，并

可能通过调节PI3K–Akt信号通路和EREG参与宫颈癌的

发生发展，但一些研究［12］表明 PCOS与宫颈癌之间并不

存在明显关联。此外，Díaz等［26］针对患有PCOS的 31例

青春期女孩展开了PCOS诊断生物标志物的研究，他们发

现 miR-451a 对于诊断 PCOS 具有 100％的敏感度和特异

Note：①P=0.005, ②P=0.009, ③P=0.041, ④P=0.002, ⑤P=0.008.

图3 利用RT-qPCR实验验证5个miRNA候选生物标志物的基因表达结果

Fig 3 RT-qPCR validation of 5 miRNA candidate markers
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度，可以作为青春期PCOS诊断和治疗的生物标志物。

总结以上讨论内容，我们发现 miR-196a-5p 和 miR-

10a-5p 均与卵巢癌的发病相关，且 miR-10a-5p 可通过调

控 CTGF 促使 PCOS 发生，miR-2355-5p 和 miR-451a 都具

有作为 PCOS 及其相关复杂疾病的诊断生物标志物的潜

能，而 miR-877-5p也可能与 PCOS的发生发展有关。GO

和KEGG富集分析结果表明，miR-196a-5p、miR-877-5p、

miR-10a-5p和miR-451a与细胞的生长、增殖和凋亡有关，

miR-2355-5p 则与激素分泌与代谢紊乱相关，miR-196a-

5p、miR-877-5p、miR-2355-5p、miR-10a-5p 和 miR-451a

均可能通过影响相关基因的表达，参与信号通路的调控，

从而影响PCOS的发生发展。

研究表明，过量的雄激素会引起 PCOS 的发生［27］，

而视黄醇会引起氧化应激 （oxi-dation stress，OS） 水平

的 失 衡 ， 从 而 产 生 过 多 的 活 性 氧 （reactive oxygen

species，ROS） 自由基，并最终导致胰岛素抵抗［28-31］。

胰岛素会增强人体内黄体生成素 （luteinizing hormone，

LH）对雄激素分泌过程的刺激作用［32-33］，促使雄激素水

平升高并产生一系列PCOS表型。在本研究中，我们发现

miR-2355-5p 的靶基因 DHRS4 和 DHRS4L2 通过视黄醇代

谢通路引起 OS 失衡，间接导致雄激素水平增加与 PCOS

的发生；我们还发现miR-188-3p/MAPK13、miR-196a-5p/

NRAS 和 miR-4440/GSK3B 均通过催乳素信号通路促进胰

岛素分泌，导致体内LH水平上升并最终产生PCOS表型。

我们对本研究所发现的PCOS疾病发生发展的转录调控机

制进行了总结，见图4。

本研究利用基于高通量测序的 miRNA-seq 技术，从

全基因组范围进行了颗粒细胞 miRNA 作为 PCOS 疾病生

物标志物的研究，建立了 PCOS 疾病 miRNA 表达谱，并

通过计算预测与实验验证分析了特异性差异表达的

miRNA 及其靶基因，证明了颗粒细胞中 miR-196a-5p、

miR-877-5p、miR-2355-5p、miR-10a-5p 和 miR-451a 具有

作为 PCOS 生物标志物的潜能。通过对差异表达 miRNA

的靶基因进行功能富集分析，在全基因组水平初步探索

了 PCOS 疾病的发生机制，探究了 miRNA 在 PCOS 发病

机制中的生物学意义，总结出了PCOS疾病发生发展的转

录调控机制，为阐明PCOS的发病机制、探求诊断新靶点

提供了研究思路和理论依据。
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