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SHH 激活型髓母细胞瘤中 miRNA 表达失调的分子机制
朱 颖， 隋 怡， 唐玉杰

上海交通大学基础医学院组织胚胎学与遗传发育学系，上海  200025

［摘要］ 目的·探究 miRNA 表达失调在 SHH 激活型髓母细胞瘤 （sonic hedgehog-activated subtype medulloblastoma，SHH-

MB）中的作用，并比较裸鼠皮下同种异体移植模型与实体瘤患者的失调miRNA的相关特征。方法·使用鼠源SHH-MB细

胞系 （SmoWT 和 SMB56） 建立裸鼠皮下同种异体移植模型。每种模型被随机分为以平滑蛋白受体抑制剂 （smoothened 

inhibitor，SMOi） GDC-0449 灌胃处理的实验组、以二甲基亚砜 （dimethyl sulfoxide，DMSO） 灌胃的对照组，并收取这

4组裸鼠的肿瘤样本。采集出生后 7 d （P7）及 60 d （P60）的正常裸鼠的小脑组织作为 P7正常小脑、P60正常小脑组。参

照肿瘤样本，收取GDC-0449灌胃处理的 P7正常裸鼠的小脑组织（P7小脑给药组）以及DMSO灌胃处理的 P7正常裸鼠的

小脑组织 （P7 小脑对照组）。分别采用 mRNA 测序 （mRNA sequencing， mRNA-seq） 和 miRNA 测序 （microRNA 

sequencing，miRNA-seq）获得以上 8组样本的mRNA和miRNA表达数据并进行样本表达谱相关性分析。通过差异表达分

析系统解析：① 鼠源 SHH-MB 模型的肿瘤核心转录组特征。② 正常小脑发育相关的转录组特征。③ 肿瘤及发育小脑中

Hedgehog （Hh）通路依赖和非Hh通路依赖的转录组特征。利用miRDB、TargetScan与miRTarBase数据库并结合mRNA差

异表达结果，预测关键差异 miRNA 的靶基因。通过京都基因与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG）富集分析，解析靶基因涉及的核心信号通路。针对在 P7发育小脑中鉴定到的 Hh通路依赖的 miR-204-

5p，进行靶基因预测与靶基因 KEGG 通路富集分析。最后，搜集 R2 与基因表达综合数据库 （Gene Expression Omnibus，

GEO）中 SHH-MB 患者肿瘤及健康对照小脑的 mRNA 与 miRNA 表达数据，通过差异表达分析与韦恩分析评估差异表达

miRNAs/mRNAs调控关系在人与小鼠之间的保守性。结果·样本mRNA表达谱相关性分析显示，SmoWT对照组与SMB56

对照组的mRNA表达谱相似性较高；2个对照组与 P7正常小脑组的相似性高于 P60正常小脑组，而GDC-0449处理未显著

改变这 2个对照组的整体转录组特征。miRNA表达谱相关性分析结果与mRNA层面类似。SmoWT对照组、SMB56对照组

与P7正常小脑、P60正常小脑组的差异表达分析鉴定出 2个对照组中共同显著上调的 95个miRNA、下调的 126个miRNA；

其中 50个上调 miRNA 和 38个下调 miRNA 在 P7与 P60正常小脑比较中同向表达。通过 SmoWT实验组与 SmoWT对照组、

SMB56实验组与SMB56对照组的差异表达分析，鉴定出各模型中Hh通路与非Hh通路依赖的miRNA。韦恩分析显示，Hh

通路依赖的miRNA（占差异miRNA总数的10%~20%）在模型间重叠极少；非Hh通路依赖的miRNA则在模型间高度保守。

Hh 通路依赖的差异表达 miRNA 的靶基因的 KEGG 通路富集结果显示，其富集于磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B 信号通路

（phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B pathway，PI3K/AKT）、磷脂酶 D （phospholipase D，PLD）、RAS/丝裂原活化蛋

白激酶信号通路（RAS/mitogen-activated protein kinase pathway，RAS/MAPK）和DNA复制（DNA replication）通路。通过

比较P7小脑给药组与P7小脑对照组，鉴定出P7小脑中 7个Hh通路激活和 1个Hh通路抑制的miRNA，285个Hh通路激活

和 72个Hh通路抑制的mRNA。miR-204-5p的靶基因富集于细胞周期通路。SHH-MB患者肿瘤与健康小脑对照样本的差异

表达分析鉴定出 22个人鼠保守的miRNA，其靶基因富集于环磷腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）和细胞周期

通路等。结论·鼠源SHH-MB模型表现出广泛的miRNA表达失调，但SMOi处理仅对其中小部分失调miRNA有逆转作用，

提示Hh通路对miRNA失调的影响有限，并且仅有非Hh通路依赖的失调miRNA在 2个鼠源模型之间表现出部分重叠。此

外，SHH-MB鼠源模型与实体瘤患者来源的肿瘤有保守的失调miRNA特征。
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[Abstract]  Objective·To investigate the role of miRNA expression dysregulation in sonic hedgehog-activated subtype 
medulloblastoma (SHH-MB), and to compare the dysregulated miRNA features between subcutaneous xenograft models in nude 
mice and patients with solid tumors. Methods·Mouse SHH-MB cell lines (SmoWT and SMB56) were used to establish 
subcutaneous xenograft models in nude mice. For each model, mice were randomly divided into groups treated with the smoothened 
inhibitor (SMOi) GDC-0449 (SmoWT experimental group and SMB56 experimental group) or dimethyl sulfoxide (DMSO) 
(SmoWT control group and SMB56 control group), and tumor samples from these 4 groups were collected. Cerebellar tissues from 
normal P7 (postnatal day 7) and P60 nude mice were collected as controls (P7 normal cerebellum group and P60 normal cerebellum 
group). Following the same procedure, cerebellar tissues were also collected from P7 normal nude mice treated with GDC-0449 (P7 
cerebellum treatment group) or DMSO (P7 cerebellum control group). mRNA sequencing (mRNA-seq) and microRNA sequencing 
(miRNA-seq) were performed on these eight sample groups to obtain mRNA and miRNA expression profiles. Subsequently, 
differential expression analysis was systematically employed to elucidate: ① the core transcriptomic features of tumors in mouse 
SHH-MB models; ② transcriptomic features associated with normal cerebellar development; ③ Hedgehog (Hh)-dependent and Hh-
independent transcriptomic features in both tumors and developing cerebellum. Target genes of key differentially expressed miRNAs 
were predicted by integrating data from the miRDB, TargetScan, and miRTarBase databases, combined with mRNA differential 
expression results. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis was then performed to 
identify core signaling pathways involving these target genes. Specifically, for the Hh-dependent miRNA miR-204-5p identified in 
the P7 developing cerebellum, target genes were predicted and subjected to KEGG pathway enrichment analysis. Finally, mRNA 
and miRNA expression profiles from SHH-MB patient tumors and healthy control cerebella were obtained from the R2 and Gene 
Expression Omnibus (GEO). Conservation of differentially expressed miRNAs/mRNAs and their regulatory relationships between 
humans and mice was then systematically assessed through differential expression and Venn analysis. Results·Analysis of mRNA 
expression profile correlations revealed a high correlation between the SmoWT control and SMB56 control groups. Both tumor 
control groups showed higher correlation with the P7 normal cerebellum group than with the P60 normal cerebellum group. 
Treatment with GDC-0449 did not significantly alter the overall transcriptomic profiles of either control group. The miRNA 
expression profile correlation results were consistent with those observed in the mRNA profiles. Differential expression analysis 
comparing the SmoWT control and SMB56 control groups with the P7 and P60 normal cerebellum groups identified 95 commonly 
upregulated and 126 commonly downregulated miRNAs in the two control groups. Among these, 50 upregulated and 38 
downregulated miRNAs showed the same expression trends in the P7 and P60 normal cerebellum comparison. Differential 
expression analysis between the SmoWT experimental and control groups and between the SMB56 experimental and control groups 
identified Hh-dependent and Hh-independent differentially expressed miRNAs in each model. Venn diagram showed that the Hh-
dependent miRNAs (accounting for 10%-20% of all differentially expressed miRNAs) showed minimal overlap between mouse 
SHH-MB models, whereas Hh-independent miRNAs were highly conserved across models. KEGG pathway enrichment analysis of 
the target genes of Hh-dependent differentially expressed miRNAs showed significant enrichment in the phosphoinositide 3-kinase/
protein kinase B (PI3K/AKT) pathway, phospholipase D (PLD) pathway, RAS/mitogen-activated protein kinase (RAS/MAPK) 
pathway, and DNA replication pathways. Comparison between the P7 cerebellum treatment group and the P7 cerebellum control 
group identified 7 miRNAs and 285 mRNAs whose expression was promoted by the Hh pathway, and 1 miRNA and 72 mRNAs 
whose expression was inhibited by the Hh pathway in the P7 cerebellum. The target genes of miR-204-5p were enriched in the cell 
cycle pathway. Differential expression analysis of SHH-MB patient tumors vs healthy cerebellar controls identified 22 conserved 
human‑mouse miRNAs, with their target genes enriched in the cyclic adenosine monophosphate (cAMP) signaling pathway and the 
cell cycle pathway. Conclusion·Mouse SHH-MB models exhibit extensive miRNA expression dysregulation. However, SMOi 
treatment reverses only a small subset of these dysregulated miRNAs, indicating a limited effect of the Hh pathway on miRNA 
dysregulation. Only Hh-independent dysregulated miRNAs show partial overlap between mouse SHH-MB models. Furthermore, 
there are conserved dysregulated miRNA features between mouse SHH-MB models and patients with solid tumors.
[Key words] sonic hedgehog-activated subtype medulloblastoma (SHH-MB); Hedgehog pathway; miRNA expression 
dysregulation; cerebellar development

髓母细胞瘤 （medulloblastoma，MB） 是最常见

的儿童恶性脑肿瘤之一，约占所有儿童脑肿瘤的

20%［1-2］。根据分子特征该细胞瘤主要被分为 4 种亚

型，即 WNT 激活型 （WNT-activated，WNT）、SHH

激活型（sonic hedgehog-activated，SHH）、3型（Group 

3，G3） 和 4 型 （Group 4，G4）［3-4］；其中，SHH 激

活型约占总病例的 30%［5］。研究［6-8］显示 SHH 激活

型髓母细胞瘤（sonic hedgehog-activated medulloblastoma，
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SHH-MB） 的关键分子特征是 Hedgehog （Hh） 通路

的异常激活，常由 PTCH1 （patched 1） 或 SUFU

（suppressor of fused） 基因的失活性突变、平滑蛋白

（smoothened，SMO）基因的激活性突变，以及 GLI2

（GLI family zinc finger 2） 基因的扩增或转录激活等

事件驱动。

Hh 通路在小脑发育不同阶段的动态调控至关重

要。以小鼠小脑为例：出生后第 7日（P7）的小脑处

于快速发育阶段，富集了大量Hh通路激活的颗粒神经

元前体细胞 （granule neuron precursor，GNP）；而在

P60分化成熟的小脑中富集的是Hh通路沉默的颗粒神

经元 （granule neuron，GN）。同时，Hh 通路也是

SHH-MB的重要的治疗靶点。多种靶向 Hh通路的正

调控因子——SMO 的抑制剂 （smoothened inhibitor，

SMOi） 药物，如维莫德吉 （vismodegib，研发代码

GDC-0449）、 索 尼 德 吉 （sonidegib， 研 发 代 码

LDE225） 和 格 拉 德 吉 （glasdegib， 研 发 代 码 PF-

04449913）已获得美国FDA批准并进入针对SHH-MB

的临床试验［9-10］。但其原发性和获得性耐药严重限制

了 SMOi 药物的疗效；原发性耐药常由 SUFU 失活、

GLI2或MYCN （N-myc）扩增等机制导致，获得性耐

药常由 SMO突变、GLI2扩增、旁通路激活［如RAS/

丝裂原活化蛋白激酶 （RAS/mitogen-activated protein 

kinase，RAS/MAPK）信号通路、磷脂酰肌醇 3激酶/

蛋白激酶 B （phosphoinositide 3-kinase/protein kinase 

B，PI3K/AKT）信号通路等］导致［11-15］。因此，亟需

探索新的分子机制和治疗靶点，以突破这一耐药瓶颈。

近年来，表观遗传学研究揭示了Hh通路在多层次

上受到转录与转录后调控。DNA/RNA修饰、组蛋白

修饰、染色质重塑及微小RNA（microRNA，miRNA）

均可调节 Hh 通路活性，并影响肿瘤的发生与发

展［16-17］。部分表观遗传抑制剂，如溴结构域和末端外

翻抑制剂 （bromodomain and extra-terminal inhibitor，

BETi）、组蛋白去乙酰化酶抑制剂（histone deacetylase 

inhibitor，HDACi）、细胞周期依赖性激酶 7 抑制剂

（cyclin-dependent kinase 7 inhibitor，CDK7i） 和促核

染 色 质 转 录 因 子 抑 制 剂 （facilitates chromatin 

transcription inhibitor，FACTi） 等均已被证实能够阻

断Hh通路并克服SMOi的耐药［18-21］。

miRNA 是一类长度约 22 个核苷酸的非编码

RNA， 可 通 过 与 靶 mRNA 的 3′非 翻 译 区 （3′ 

untranslated region，3′UTR） 结合介导转录后调控，

在肿瘤的发生发展中发挥双重作用［22-30］。已有研究

报道，miR-125b、miR-324-5p和miR-326在 SHH-MB

中表达下调，并作为 Hh 通路的抑癌因子发挥作

用［31-33］，miR-17/92基因簇在 SHH-MB中显著高表达

并发挥促癌作用［34-35］。然而，目前关于Hh通路依赖

的 miRNA 表达调控在 SHH-MB中的作用与机制尚缺

乏系统阐释，且人源与鼠源模型之间的 miRNA 特征

和功能差异尚未得到深入比较。基于此，本研究通过

生物信息学分析，系统解析 SHH-MB 中的 miRNA-

mRNA 调控网络，并探讨人源和鼠源的 SHH-MB 组

织中 miRNA-mRNA调控网络的保守性，为后续进行

功能验证与靶向测试提供参考。

1　对象与方法

1.1　实验动物、细胞

BALB/c雌性裸鼠 6～8周龄，购自上海灵畅生物

科技有限公司，动物生产许可证为 SCXK （沪）

2023-0003，体质量为 20~25 g。所有裸鼠饲养于上海

交通大学医学院实验动物中心的标准笼中，使用许可

证为 SCXK （沪） 2023-0041。于 25 ℃、湿度 50%~

60%、12 h 明暗交替、噪声<60 dB 条件下进行饲养，

裸鼠自由进食、饮水。

本研究使用了 2 个 Hh 通路自激活的鼠源 SHH-

MB 细胞系 （SmoWT 和 SMB56），SmoWT （基因型

为 Trp53-/- Ptch+/-） 受赠于斯隆 -凯特林癌症研究所

C. Rudin 教授，SMB56 （基因型为 Ptch+/-）受赠于丹

娜-法伯癌症研究院Rosalind A. Segal教授。

1.2　主要试剂与仪器

高糖 DMEM 培养基（上海源培生物科技股份有

限公司），Neurobasal-A 培养基、DMEM/F-12培养基

［含 HEPES （4-羟乙基哌嗪乙磺酸）］、B27 补充剂、

青霉素-链霉素混合液、TrypLE™ Express酶（Gibco，

美国），无血清细胞冻存液（苏州新赛美生物科技有限

公司），TRIzol™试剂（Invitrogen，美国），脱氧核糖核

酸酶Ⅰ （deoxyribonuclease I，DNase I）（Worthington，

美国），Matrigel®基质胶（Corning，美国），生物安全

柜、细胞培养箱（Thermo Fisher，美国）。

1.3　实验方法

1.3.1　细胞培养　于 37 ℃、含 5% CO2的恒温培养

箱中，采用 Neurobasal-A 培养基培养 SmoWT 细胞，
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采用 DMEM/F-12 培养基 （含 HEPES） 培养 SMB56

细胞，同时向上述培养基中添加 2% B27补充剂和 1%

青霉素-链霉素混合液。该 2 种细胞均为悬浮培养，

传代周期为 7 d；第 4 日时按 50% 体积补充新鲜培养

基继续培养，第 7 日时使用 TrypLE™ Express 酶进行

消化，以将细胞团块解离为单细胞悬液用于传代，并

在消化的同时加入 DNase I以降低细胞黏附。待消化

完 成 后 ， 向 其 中 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate 

buffered saline，PBS）以终止反应，所有消化步骤均

在37 ℃恒温摇床上进行。

1.3.2　miRNA 合成和功能相关基因的肿瘤依赖性分

析　为探究 miRNA 合成与功能通路是否在肿瘤中发

生全面失调，本研究对已发表的CRISPR-Cas9文库筛

选数据［36］ 开展如下分析：首先，对 SmoWT 和

SMB56 细胞在体外培养、裸鼠皮下生长条件（即为

筛选条件）下的筛选结果行韦恩分析，鉴定出在上述

条件下均依赖的基因。接着，为量化 miRNA 合成和

功能相关基因 （Drosha、 Dgcr8、 Ago2、 Dicer1 和

Tarbp2）的依赖性强弱，从上述文库筛选数据中提取

其稳健秩聚合得分 （robust rank aggregation score，

RRA score），并进行排序、可视化处理。最后，为验

证 Drosha、Dgcr8 的 RRA score并非由个别 sgRNA 的

脱靶效应导致，本研究进一步提取Drosha与Dgcr8的

每条单链向导 RNA （single-guide RNA，sgRNA） 在

筛选前后的测序读数，并进行可视化处理。

1.3.3　鼠源 SHH-MB 肿瘤和小脑组织样本的制备与

测序　分别构建SmoWT和SMB56裸鼠皮下同种异体

移植模型。具体步骤如下：将 1.5×106 个 SmoWT 或

SMB56 细胞注射到裸鼠背部，待肿瘤体积达到

1 000 mm³时进行灌胃给药；将每种模型的裸鼠随机

分为 2组，一组接受 1 000 mg/kg剂量 GDC-0449 （以

下分别称为 SmoWT 实验组、SMB56 实验组），另一

组 接 受 等 浓 度 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl sulfoxide，

DMSO）溶液作为对照（以下分别称为 SmoWT对照

组、SMB56对照组）；于上午、下午各给药 1次，共

计给药 4次后终止实验，并采集该 4组的移植肿瘤样

本（以下简称“肿瘤样本”）。同时，为获得不同发

育阶段的正常小脑转录本基线，收取未经任何处理的

P7 和 P60 正常裸鼠的小脑组织作为对照（记为 P7 正

常小脑组、P60正常小脑组）。为探究Hh通路对正常

发育小脑的作用，另取 P7正常裸鼠，随机分为 2组，

分别以与前述实验相同方案的GDC-0449 （P7小脑给

药组） 或 DMSO （P7 小脑对照组） 进行灌胃处理，

给药结束后收取小脑组织。

采用 TRIzol™试剂裂解并保存上述 8 组样本，送

至上海美吉生物公司分别进行RNA抽提及针对poly-A 

mRNA的建库、测序以获得mRNA-seq数据，以及进

行 RNA 抽提及针对 small RNA 建库、测序以获得

miRNA-seq 数据。本实验中，每个处理条件均设置

2个生物学重复（即 2只裸鼠），且每只裸鼠的组织样

本独立进行处理与分析。

1.3.4　mRNA-seq原始测序数据处理与转录组特征分

析　利用TrimGalore工具对每个样本的原始测序数据

进行接头类型检测和去除，而后使用STAR工具将序

列比对至参考基因组GRCm38，再利用RSEM工具获

得每个基因的表达量（counts、FPKMs和TPMs）。为

评估生物学重复间的一致性以及不同组别样本间的表

达谱相似性，使用 R 软件（v4.4.2）计算两两样本基

因表达谱（TPMs）之间的Spearman相关系数。

基于基因的表达值（counts），使用 DESeq2包进

行多组差异表达分析，筛选阈值为 adjust.P<0.05 且

|log2FC|>1。具体如下。

（1） 肿瘤核心转录组特征：将 SmoWT对照组与

P7正常小脑组、P60正常小脑组分别进行差异表达分

析；同样，将SMB56对照组与P7、P60正常小脑组分

别行差异表达分析。对由此获得的差异表达mRNA进

行韦恩分析，筛选出在2个SHH-MB模型中相较于P7

或P60正常小脑均显著上调（或下调）的mRNA。

（2）小脑发育的转录组特征：将 P7 正常小脑组

与P60正常小脑组进行差异表达分析，以鉴定在正常

小脑发育过程中显著上调（或下调）的mRNA。

（3）肿瘤及正常发育小脑中的Hh通路及非Hh通

路 依 赖 的 转 录 组 特 征 ： 比 较 SmoWT 实 验 组 与

SmoWT 对照组，以及 SMB56 实验组与 SMB56 对照

组得到显著差异表达mRNA即肿瘤中Hh通路依赖的

mRNA，其余无显著差异的则为肿瘤中非 Hh 通路依

赖的mRNA。同时，比较 P7小脑给药组与 P7小脑对

照组得到显著差异表达 mRNA 即正常发育的小脑中

Hh 通路依赖的 mRNA，其余为正常发育的小脑中非

Hh通路依赖的mRNA。

1.3.5　miRNA-seq 原始测序数据处理与转录组特征

分析及差异表达 miRNA 的功能富集　使用 Cutadapt

工具对每个样本的原始测序数据进行接头去除，使用

Bowtie工具将其比对至参考基因组GRCm38；随后基
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于 miRBase v22［37］ 数 据 库 注 释 miRNA， 并 利 用

featureCounts 进行定量以获得 miRNA 的表达矩阵

（counts、CPMs）；最后，去除所有样本中CPMs总和

小于 1 的低表达 miRNA。样本间 Spearman 相关系数

分析、差异表达分析均同“1.3.4”。

将得到的肿瘤核心转录组特征 miRNA 导入

miEAA 数据库 （https://ccb-compute2. cs. uni-saarland.

de/mieaa2/），限定研究物种为“Mus musculus”，进

行疾病本体（Disease Ontology，DO）富集分析。

1.3.6　miRNAs/mRNAs调控对的鉴定　为系统阐释本

研究中鉴定出的关键差异表达 miRNA 的潜在生物学

功能，针对“1.3.5”筛选得到的显著差异表达

miRNA， 利 用 miRDB （http://www. mirdb. org/）、

TargetScan （https://www.targetscan.org/）、miRTarBase

（http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php） 数据

库预测其潜在的下游靶基因；若某基因在任意数据

库中被预测为特定 miRNA 的靶标，即被纳入候选靶

基因，并将其与mRNA-seq 差异表达结果进行整合。

为筛选出高置信度的功能性调控关系，仅保留那些

表达趋势相反的miRNAs/mRNAs对（即上调的miRNA

对应下调的 mRNA，或下调的 miRNA 对应上调的

mRNA）。将最终获得的 miRNAs/mRNAs 调控对导入

Cytoscape 软件，利用“NetworkAnalyzer”工具进行

可视化处理。

1.3.7　mRNA 富集分析　使用 R 软件 （v4.4.2） 的

clusterProfiler 包对前述构建的 miRNAs/mRNAs 调控

对中的 mRNA 所对应的基因 （即靶基因） 进行京都

基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes，KEGG） 通路富集分析，筛选

GeneRatio排名前十的信号通路。

1.3.8　人鼠保守 miRNAs/mRNAs调控对的鉴定与分

析　为鉴定在人类 SHH-MB 与鼠源模型中保守性

miRNAs/mRNAs 调 控 对 ， 在 R2 数 据 库 （https://
hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi）中选择以下几个

包含 MB 患者或健康对照小脑样本的 mRNA 数据集：

① Pfister-223数据集（Tumor Medulloblastoma-Pfister-

223-MAS5.0-u133p2），含 223例不同亚型 MB 患者的

表 达 数 据 。 ② Gilbertson 数 据 集 （Tumor 

Medulloblastoma-Gilbertson-76-MAS5.0-u133p2）， 含

76 例不同亚型 MB 患者的表达数据。③ Roth 数据集

（Normal Various-Roth-353-MAS5.0-u133p2 和 Normal 

Various-Roth-504-MAS5.0-u133p2），各含有 9 个健康

对照小脑样本的表达数据。以上 3 个数据集均为

U133 Plus 2.0阵列芯片检测得到，且其原始数据均采

用MAS5.0算法进行标准化处理，因此将其合并（命

名为“u133p2数据集”）后进行分析。

使用 limma包对 u133p2数据集中的SHH-MB患者

样本与健康对照小脑样本的测序数据进行差异表达分

析，筛选阈值为 adjust.P<0.05且|log2FC|>1，得到差异

表 达 mRNA。 在 基 因 表 达 综 合 数 据 库 （Gene 

Expression Omnibus，GEO）（https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/）中选择数据集GSE42657［38］，该数据集包含

2 例 SHH-MB 患者样本和 3 例正常成人小脑组织的

miRNA芯片测序数据。使用 limma包对SHH-MB患者

样本与正常成人小脑组织进行差异表达分析，筛选阈

值 为 adjust. P<0.1 且 |log2FC| >0.6， 得 到 差 异 表 达

miRNA。为鉴定保守的调控关系，将上述获得的人类

差异表达miRNA与“1.3.5”鉴定到的裸鼠皮下异种移

植模型差异表达miRNA取交集，定义为“保守性差异

表达 miRNA”。采用与“1.3.6”相同的策略，筛选保

守性差异表达 miRNA 的靶基因，得到“人鼠保守

的 miRNAs/mRNAs 调 控 对 ”。 对 此 调 控 对 中 的

mRNAs，采用与“1.3.7”相同的方法进行KEGG通路

富集分析。

1.4　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.0 软件和 R 软件 （v4.4.2）

进行统计分析和绘图。2组间比较采用非配对 t检验，

2组以上比较采用单因素方差分析。P<0.05表示差异

具有统计学意义。

2　结果

2.1　miRNA合成与功能相关基因在鼠源 SHH-MB

中的依赖性分析

在以SmoWT和SMB56细胞为模型，分别于体外

培养和裸鼠皮下生长条件下开展的靶向 1 036个表观

遗传相关基因的 CRISPR-Cas9 文库筛选中，Drosha

和 Dgcr8 与先前报道［36］ 的 Cdk7、Cdk9、Cdk12 一

样，均显示出高度保守的肿瘤依赖性（图 1A）；在上

述筛选条件下，Drosha和Dgcr8的依赖性排名均位于

前 20% （图 1B），其表达缺失可显著抑制 2 个鼠源

SHH-MB 细胞在体外和体内条件下的生长和存活

（图1C）。
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2.2　鼠源 SHH-MB 模型的 mRNA 转录组特征及

miRNA合成与功能相关基因表达水平分析

对 SmoWT 实验组、SMB56 实验组、SmoWT 对

照组、SMB56 对照组、P7 正常小脑组与 P60 正常小

脑组的两两样本间 mRNA 表达谱进行相关性分析，

结果 （图 2A） 显示，SmoWT 对照组与 SMB56 对照

组的肿瘤样本之间转录组相似性较高；且该 2个对照

组与 P7 正常小脑组的相似性高于 P60 正常小脑组；

GDC-0449 处理并未显著改变 2 种 SHH-MB 模型的整

体转录组特征。

将SmoWT对照组、SMB56对照组分别与P7正常小

脑组、P60正常小脑组行差异表达mRNA的韦恩分析，

结果显示：① 共有1 192个基因显著上调，其中383个

（约 32.1%）在P7与P60正常小脑的比较中也显著上调
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Note： A. Venn diagram of shared essential genes identified by CRISPR-Cas9 screening under in vitro and in vivo conditions in SmoWT and SMB56 cells. B. Detailed 

screening results for miRNA biogenesis genes Drosha, Dgcr8, Ago2, Dicer1, and Tarbp2. Genes were ranked by RRA score, which denotes gene essentiality, with 

lower scores representing stronger essentiality in the negative selection screen. C. Read count changes of sgRNAs targeting Drosha and Dgcr8.

图 1　miRNA 合成与功能相关的基因在鼠源 SHH-MB 中的依赖性分析
Fig 1　Dependency analysis of miRNA biogenesis genes in mouse SHH-MB models
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（图2B）。② 共有2 579个基因显著下调，其中有1 015个

（约39.4%）在发育过程中同样下调（图2C）。

分析图 2A 的 6 组样本中 Hh 通路关键转录因子

Gli1和Gli2、miRNA合成和功能相关基因的mRNA表

达水平，结果（图 2D）显示 Gli1和 Gli2的 mRNA 表

达变化完全符合预期：在P7正常小脑组中的表达显著
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Note： A. Correlation analysis of mRNA expression profiles across sample groups, including SHH-MB tumors (SmoWT and SMB56 models with or without 

GDC-0449 treatment) and normal cerebellum (P7 and P60). B/C. Venn diagrams of the overlap of up-regulated mRNAs (B) and down-regulated mRNAs (C) 

among tumors vs P7 cerebellum, tumors vs P60 cerebellum, and P7 cerebellum vs P60 cerebellum. D. Expression levels of Gli1, Gli2, Drosha, Dgcr8, Tarbp2, 

Dicer1, Xpo5, and Ago2 in the indicated groups.

图 2　鼠源SHH-MB模型与裸鼠正常小脑的mRNA转录组，以及Hh通路转录因子和miRNA生物合成相关基因的mRNA表达水平比较
Fig 2　Comparison of mRNA transcriptomes between mouse SHH-MB models and normal nude mouse cerebellum, and mRNA expression 

levels of Hh pathway transcription factors and miRNA biogenesis genes
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高于P60正常小脑组，在2种肿瘤对照组中表达最高，

而 GDC-0449处理可显著下调肿瘤中这 2个 mRNA的

表达。miRNA合成与功能相关基因的mRNA水平在肿

瘤组与正常小脑组之间，以及GDC-0449处理组与相

应对照组之间均未发生显著变化。继而提示，该 6组

样本中 miRNA 的生物合成与加工过程整体上较为稳

定，变化仅发生于部分特异性miRNA上。

2.3　鼠源 SHH-MB 模型的 miRNA 转录组特征及

差异表达miRNA的DO富集分析

对 SmoWT 实验组、SMB56 实验组、SmoWT 对

照组、SMB56 对照组、P7 正常小脑组与 P60 正常小

脑组的两两样本间 miRNA 表达谱进行相关性分析，

结果 （图 3A） 显示，SmoWT 对照组与 SMB56 对照

组的肿瘤样本均与 P7 正常小脑组和 P60 正常小脑组
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Note： A. Correlation analysis of miRNA expression profiles across sample groups, including SHH-MB tumors (SmoWT and SMB56 models with or without 
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among tumors vs P7 cerebellum, tumors vs P60 cerebellum, and P7 cerebellum vs P60 cerebellum. D/E. DO enrichment analysis of miRNAs consistently up-
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图 3　鼠源 SHH-MB 模型与裸鼠正常小脑的 miRNA 转录组比较及差异表达 miRNA 的 DO 富集分析
Fig 3　Comparison of miRNA transcriptomes between mouse SHH-MB models and normal nude mouse cerebellum, and DO enrichment 

analysis of differentially expressed miRNAs
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存在明显差异；GDC-0449 处理未引起 2 个对照组样

本 miRNA 表达谱的整体性改变；2 个对照组样本与

P7正常小脑组的相似性高于P60正常小脑组。

将 SmoWT 对照组、SMB56 对照组分别与 P7 正

常小脑组、P60 正常小脑组行差异表达 miRNA 的韦

恩分析，结果 （图 3B、C） 显示：① 共显著上调

95个miRNA，其中包含miR-17-5p、miR-19a-3p等多

个 miR-17/92 家族成员；共显著下调 126 个 miRNA，

包括已知在 SHH-MB 中低表达的 miR-218-5p。② 在

这些共同失调的 miRNA 中，有 50 个共同上调的

miRNA在P7与P60正常小脑的比较中也显著高表达；

有 38个共同下调的miRNA在P7与P60正常小脑的比

较中也显著低表达。DO富集分析的结果显示，上述

95 个上调 （图 3D）、126 下调 （图 3E） 的 miRNA 与

中枢神经系统疾病关联性最为显著，而MB是唯一富

集到的肿瘤类型。

2.4　鼠源 SHH-MB 中 Hh 通路依赖与非 Hh 通路依

赖的miRNAs/mRNAs分析

分析鼠源 SHH-MB 中 Hh 通路依赖的 miRNA 和

mRNA。结果（图 4A、B）显示：① 在 2 个 SHH-MB

模型中，Hh通路依赖的差异表达miRNA在全部差异表

达miRNA中的占比较小（为 10%~20%），mRNA层面

呈现相似趋势，但比例高于miRNA层面。② 2个SHH-

MB模型间，Hh通路依赖的失调miRNA重叠极少（上

调4个、下调1个），非Hh通路依赖的miRNA则表现出

高度保守性，而非Hh通路依赖的mRNA保守性更高。

对 2个模型共有的Hh通路依赖miRNA的下游靶

基因行 KEGG 通路富集分析，结果 （图 4C、D） 显

示，依赖Hh通路表达上调的miRNA，其靶基因富集

于 PI3K/AKT、磷脂酶 D （phospholipase D，PLD）、

RAS/MAPK 信号通路；而受 Hh 通路抑制的 miRNA，

其靶基因则集中于细胞周期 （cell cycle） 与 DNA 复

制（DNA replication）通路。

2.5　正常发育小脑中 Hh 通路依赖与非 Hh 通路依

赖的miRNAs/mRNAs分析

对 P7 小脑给药组、P7 小脑对照组与 P60 正常小

脑组的 miRNA表达谱和 mRNA表达谱的相关性分析

进行分析，结果（图5A）显示GDC-0449处理虽未显

著改变P7正常小脑的miRNA表达谱，但使其mRNA

表达谱向P60正常小脑的状态趋近。对正常发育小脑

中 Hh 通路依赖的 miRNA 和 mRNA 进行分析，结果

（图 5B、C）显示 P7 小脑中依赖 Hh 通路负向调控的

miRNA和mRNA分别为 1个和 72个，依赖Hh通路正

向调控的miRNA和mRNA分别为7个和285个，包括

已知的Hh通路相关基因（Gli2、Ptch2、Cdk6）、在肿

瘤中作为Hh通路抑制因子发挥作用的Usp44［25］、小脑

发育和SHH-MB形成的主调控因子Atoh1［26］以及细胞

周期调控因子E2f2［39］等。对图5B中显示的P7小脑依

赖 Hh 通路下调的 miR-204-5p 进行下游靶基因预测，

结果 （图 5D、E） 显示靶基因 （如 Aurkb、Ccnd1、

Ccnd2）显著富集于细胞周期通路。

2.6　SHH-MB患者肿瘤组织中的 miRNAs/mRNAs

表达特征及其与人鼠保守性分析

对 SHH-MB 患者样本与健康对照小脑样本的

mRNA 测序数据进行表达水平分析，结果 （图 6A）

显示，SHH-MB患者样本中GLI1与GLI2的mRNA水

平显著高于健康小脑对照，而核心 miRNA 合成基因

的表达则未呈现一致性的失调趋势。对 miRNA 测序

数据分析后发现，2例SHH-MB肿瘤样本间存在较高

的异质性（图 6B），共鉴定出 17 个上调和 16 个下调

的差异表达 miRNA （图 6C）。值得注意的是，其中

约 2/3的miRNA （22/33）至少在 1种鼠源SHH-MB模

型中呈现同向的表达失调，显示出较高的人鼠保守性

（图 6D）。这些保守 miRNA 包含了已报道的在 SHH-

MB中有重要促癌作用的miR17-92簇（miR-18a-5p和

miR-106b-5p）和在肿瘤中有拮抗Hh通路作用的miR-

330-5p和miR-338-3p［40-41］。

为寻找人鼠保守的 miRNAs/mRNAs 调控对，本

研究首先对差异表达 miRNA与 mRNA的跨物种保守

性进行分析。韦恩图的结果（图 6E）显示，在 2个鼠

源模型共同上调的 2 973 个 mRNA 中，有 922 个（约

占 31.0%）在人类 SHH-MB中也上调；在 2个鼠源模

型共同下调的 4 396 个 mRNA 中，有 1 460 个在人类

SHH-MB 中也下调。基于这些保守的 miRNA 与

mRNA，构建保守的 miRNAs/mRNAs 调控对并对其

中的 mRNA 进行 KEGG 功能富集分析，结果发现保

守的上调miRNA的靶基因主要参与环磷腺苷（cyclic 

adenosine monophosphate，cAMP） 信号通路、胞吞

作用以及众多神经相关分子过程 （图 6F），其中

cAMP 信号通路的激活已被证实能够显著拮抗 Hh 通

路［42］；保守的下调miRNA的靶基因主要参与细胞周
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mRNAs. D. Venn diagrams of the overlap of KEGG terms between mouse SHH-MB models in Fig C. cAMP—cyclic adenosine monophosphate; GnRH—

gonadotropin-releasing hormone; HIF-1—hypoxia-inducible factor-1; RAS—rat sarcoma viral oncogene; Rap1—ras-related protein 1; DEmiRNAs—
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图 4　鼠源 SHH-MB 模型中差异表达 miRNAs/mRNAs 的 Hh 通路依赖性及 KEGG 通路富集分析
Fig 4　Hh pathway dependence of differentially expressed miRNAs/mRNAs and KEGG pathway enrichment in mouse SHH-MB models
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图 5　正常发育小脑中差异表达 miRNAs/mRNAs 的 Hh 通路依赖性、与 SHH-MB 模型的比较及靶基因 KEGG 通路富集分析
Fig 5　 Hh pathway dependence of differentially expressed miRNAs/mRNAs in the developing cerebellum, comparison with SHH-MB 

models, and KEGG pathway enrichment of target genes
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期、人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）感 染、细胞衰老等过程（图6G）。

3　讨论

目前，领域所熟知的SHH-MB具有显著的致癌Hh

通路激活的转录组特征是基于mRNA水平来定义的，

而对于miRNA是否可作为Hh通路下游效应靶基因在

SHH-MB发生中发挥作用尚缺乏系统的研究。本研究

分析了已发表的2个鼠源SHH-MB模型的CRISPR-Cas9

筛选结果后发现，miRNA 合成与功能相关基因中的

Drosha和Dgcr8不论在肿瘤的体外还是体内生长均表

现出显著的依赖性，表明miRNA在鼠源SHH-MB中发

挥了重要作用。然而，鉴于miRNA合成与功能相关基

因的转录水平在鼠源SHH-MB模型中并未与正常小脑

对照之间表现出显著差异，我们认为鼠源SHH-MB中

miRNA的表达或功能并没有发生整体性失调。因此，
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图 6　SHH-MB 患者肿瘤组织 miRNAs/mRNAs 表达特征及人鼠保守性分析
Fig 6　Expression characteristics of miRNAs/mRNAs in tumor tissues from SHH-MB patients and human-mouse conservation analysis
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进一步通过系统检测 2个鼠源SHH-MB模型与正常小

脑对照中的miRNA表达谱来鉴定鼠源SHH-MB模型中

的表达失调miRNA。miRNA表达谱相关性分析的结果

显示2个SHH-MB模型具有高度相似的整体miRNA表

达谱特征，且都与正常小脑对照存在显著差异。2个模

型中一致性显著上调的miRNA包含多个miR17/92家族

成员 （如 miR-17-5p、miR-19a-3p、miR-20a-5p、miR-

19b-1-5p），该家族被报道在SHH-MB中高表达且有助

于小鼠小脑的发育和GNPs的增殖［34-35］；一致性显著下

调的miRNA包含miR-218-5p，既往研究发现其表达下

调能够引起表皮生长因子受体（epidermal growth factor 

receptor，Egfr）、B 细胞淋巴瘤 2 （B-cell lymphoma 2，

Bcl-2）等靶标mRNA的表达上调，从而促进肿瘤侵袭

和转移［43-45］。同时，本研究对上述miRNA开展疾病相

关富集分析也发现，MB是富集的前十名疾病中唯一的

肿瘤类型。以上结果均提示，本研究的鼠源SHH-MB

模型的miRNA表达谱数据是可靠的。通过对P7正常小

脑相较于P60正常小脑的mRNA差异表达结果进行比

较后发现，鼠源SHH-MB模型中mRNA表达失调有部

分是通过放大 P7 小脑组织的部分 mRNA 特征而获得

的，进一步印证了鼠源SHH-MB的发育起源是来自生

理性Hh通路激活的GNPs。

本研究通过分析 GDC-0449处理对鼠源 SHH-MB

模型以及裸鼠P7小脑的miRNA表达谱的影响，评估

Hh通路在发育与肿瘤背景下的调控作用。结果显示，

Hh通路对 2个 SHH-MB模型的 miRNA表达调控程度

有限，对 P7小脑的调控作用更弱，且三者之间由Hh

通路驱动的差异表达 miRNA 重叠度极低，这些模型

间异质性是否与 Trp53 遗传背景相关仍有待后续验

证。然而Hh通路依赖miRNA，其下游靶基因却共同

富集于多个已知的 SHH-MB 相关致癌通路，提示其

可能通过相似机制促进肿瘤的发生，即实现“殊途同

归”。而与上述发现形成对比的是，2 个 SHH-MB 模

型中非 Hh 通路依赖的 miRNA 表达谱具有较高重叠

度。由于本研究聚焦于Hh通路依赖的miRNA致癌分

子机制，对于肿瘤模型与P7小脑之间非Hh通路依赖

失调miRNA之间的相似性分析，以及这些非Hh通路

依赖失调 miRNA 的潜在上游转录调控机制与下游靶

基因功能均留待后续研究。

与此同时，本研究还关注了人鼠 SHH-MB 之间

保守的miRNAs/mRNAs调控对。基于临床样本数据，

我们发现患者肿瘤中鉴定的差异表达 miRNA 和

mRNA 均与 2 个鼠源 SHH-MB 模型具有较高重叠度。

在此基础上，本课题组后续将扩大 SHH-MB 患者组

织及类器官模型的 miRNA 表达谱检测规模，以系统

构建人源 SHH-MB的 miRNA 失调图谱。针对人鼠共

有的保守 miRNA，我们也将深入解析其上游转录调

控及下游促癌机制，并在人鼠模型中评估其作为治疗

靶点的潜力，旨在为 SHH-MB 的精准治疗提供新靶

点与相关策略。
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