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子宫肌瘤差异表达microRNA的定量

分析及靶基因鉴定
刘  琴1,2  徐明娟1*

(1第二军医大学附属长海医院, 上海 200433; 2上海市第七人民医院, 上海 200011)

摘要      MicroRNA(miRNA)是一类非编码单链小分子RNA, 广泛参与人类各种生理、病理过

程。最新研究提示, miRNA在子宫肌瘤中起着重要调控作用, 该研究试图对子宫肌瘤组织中差异

表达miRNAs进行表达验证及靶基因鉴定, 结果发现, 与瘤旁组织相比, miR-363、miR-490、miR-
135b等的表达水平在肌瘤组织中有着4~6倍的上调, 而miR-217、miR-590、miR-451则下调3~5
倍。通过软件预测结合表达定量分析, 发现其中miR-363的靶基因为卵泡激素相互作用蛋白1基因

(folliculin interacting protein 1, FNIP1)和溶质载体家族蛋白12成员5(solute carrier family 12 member 
5, SLC12A5)。 miR-135b的靶基因核受体亚科3 C组, 成员2(nuclear receptor subfamily 3, group C, 
member 2, NR3C2)在肌瘤组织中表达有显著下降, 而miR-590的靶基因锌指蛋白367基因(zinc finger 
protein 367, ZFN367)和去泛素水解酶1基因(yeast OTU deubiquinating enzyme 1 homolog, YOD1)在肌

瘤组织中的表达水平显著上升。进一步的报告基因分析发现, 其中FNIP1、NR3C2、ZNF367的3′UTR
能够与相应的miRNA结合。分析相同肌瘤样品中表达水平的关系发现, 这三个靶基因表达均与相

应的miRNA呈显著的负相关。该研究的发现为子宫肌瘤的分子机制研究和诊治提供了新的参考。

关键词      微小RNA; 子宫肌瘤; 靶基因; 诊断; 治疗靶点

Differential Expression Analysis and Targets Identification of 
microRNA in Leiomyomas

 Liu Qin1,2, Xu Mingjuan1*
(1Changhai Hospital, Second Military Medical University, Shanghai 200433, China; 2Shanghai 7th People’s Hospital, Shanghai 200011, China)

Abstract       MicroRNA (miRNA) belongs to the small non-coding RNA family, which contributes broadly 
to most human physiological and pathological process. Recent report indicated that miRNAs were also involved in 
the pathogenesis of leiomyomas. In this study, we proposely to explore the differentially expressed miRNAs and 
identify their targets in leiomyomas. The results showed that three miRNAs (miR-363, miR-490 and miR-135b) 
were up-regulated for 4~6 folds, and three miRNAs (miR-217, miR-590 and miR-451) were down-regulated for 
3~5 folds. We also analyzed the expression level of several predicted targets of the above miRNAs, and found that 
FNIP1 and SLC12A5 (miR-363 targets), NR3C2 (miR-135b target), ZNF367 and YOD1 (miR-590 targets) were 
significantly changed. Reporter assay revealed that the 3′UTRs of FNIP1, NR3C2 and ZNF367 could be bound 
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directly by relative miRNA. Moreover, negative expression correlations were found between these miRNAs and 
their targets, which further demonstrated them as the direct functional targets. Our founding will supply new 
potentials for leiomyomas molecular mechanism study, diagnosis and therapy.

Keywords        microRNA; leiomyomas; target genes; diagnosis; therapeutic targets

子宫肌瘤(human uterine leiomyomas)多发生于育

龄妇女, 据报道在生育期妇女中发病率为30%~50%, 
在50岁之前总的发病率高达70%~75%[1]。该疾病是

一种对雌孕激素敏感的良性肿瘤, 主要由子宫平滑

肌组织增生而成, 子宫肌瘤病情严重者常可引起月

经紊乱、经量过多及继发性贫血, 增大的肌瘤可引

起压迫症状、不孕、流产, 肌瘤的退行性变化也可

引起急腹症、恶变等, 也是引起子宫全切术的首要

病因, 严重威胁女性大众健康。探索其发病的细胞

及分子机制将有利于疾病的诊治。遗传因素、性激

素、生长因子等在子宫肌瘤的形成与生长中起重要

作用[2]。但到目前为止, 子宫肌瘤确切的发病机制尚

未完全明确。最新的研究发现, 非编码小RNA在子

宫肌瘤发生中起着非常重要的调控作用[3]。

MicroRNA(miRNA)是近年来发现的一类非编

码单链小RNA分子, 通过结合到靶基因mRNA的3′
非翻译区(3′UTR), 降解靶基因的mRNA或者抑制靶

基因的翻译最终导致靶基因的沉默, 是细胞内广泛

存在的一种精细调节蛋白表达的转录后调控机制。

研究证实, miRNA已经广泛参与到包括肿瘤、神经

系统疾病、免疫系统以及心血管系统疾病在内的多

种人类重大疾病的发生以及细胞凋亡、增殖、分化

以及迁移等重要的细胞生理过程中[4]。

通过miRNA芯片分析, 最新的研究结果显示, 
miRNA在子宫肌瘤组织标本中的表达发生了显著

的变化, 但是对于其中各个miRNA表达及靶基因的

鉴定的报道比较少。本研究试图对子宫肌瘤组织中

差异表达的miRNA进行定量分析及靶基因鉴定, 结
果发现, 与瘤旁组织相比, miR-363、miR-490、miR-
135b等的表达在肌瘤组织中有着4~6倍的上调, 而
miR-217、miR-590、miR-451则下调3~5倍。通过软

件预测、表达分析以及报告基因实验, 我们鉴定了

其中三个基因FNIP1(folliculin interacting protein 1)、
NR3C2(nuclear receptor subfamily 3, group C, member 
2)、ZNF367(zinc finger protein 367)分别是miR-363、
miR-135b和miR-590的直接靶基因。进一步分析相同

肌瘤样品中miRNA和靶基因的表达水平, 发现这三

个靶基因表达均与相应的miRNA成显著的负相关。

1   材料与方法
1.1   细胞培养及转染

细胞株293T用DMEM培养液(10% FBS)于37 °C、
5% CO2条件下培养。使用Lipo2000进行质粒转染, 
用量为24孔板每孔使用300 ng质粒。

1.2   病人样品

本次实验中共使用子宫肌瘤及瘤旁组织标本

各16例, 组织取样来源于手术切除的肌瘤组织以及

在距离肿瘤边缘5 cm以外的范围切取的正常组织。

这些组织标本在手术切除后, 立即放入TRIzol进行

组织研磨后冻存于–80 °C, 用于后续RNA抽提分析。

所有样品术后均经病理学检测诊断为子宫肌瘤。组

织样本的获取均取得患者的知情同意。 
1.3   RNA提取及荧光定量PCR(qPCR)分析

RNA的提取采用TRIzol试剂(Invitrogen公司)进
行, 获得的RNA经分光光度计测定质量合格后进行

逆转录及定量分析。对于普通mRNA的定量分析, 利
用随机引物进行逆转录合成cDNA, 然后采用SYBR 
mix(Roche公司)进行目标基因的定量分析, 内参选

择GAPDH。对于miRNA的定量分析采用TaqMan 
MiRNA Assay(ABI公司)进行分析, 内参选择U6。
1.4   报告基因分析

报告基因分析采用pGL3质粒进行, 将目的基因

3′UTR克隆到报告质粒pGL3中luciferase下游, 得到

相应的3′UTR报告质粒。miRNA过表达质粒构建方

法是将包含miRNA的基因组区长300 bp的序列克隆

至pcDNA3.0载体上, 同时对该质粒的miRNA的种子

区进行互补突变获得对照突变质粒。进行转染实验

操作是: 24孔板中接种293T细胞, 过夜培养后细胞

密度达60%时进行转染, 每孔转染pcDNA质粒1 μg、
pGL3报告质粒300 ng, 同时共转染Renilla质粒1 ng。
24 h后收集细胞并裂解, 用双荧光素报告系统检测

试剂盒(Promega公司)测定报告基因的活性。

1.5   数据统计

所有数据表示为均数±标准差(x
_
±s), 采用SPSS 
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11.0统计软件进行分析。借助Student′s t检验确定两

组数据差异, P<0.05认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   子宫肌瘤组织中miRNA的qPCR分析

miRNA广泛参与了各种生理病理过程, 在子

宫肌瘤的样品中, 也不乏有通过芯片分析miRNA的

表达变化的, 但是对其精细定量的miRNA仍然较

少。本研究对于其中的部分miRNA进行了精确的

qPCR定量分析, 结果发现, 与瘤旁组织相比, 其中

miR-363、miR-490、miR-135b等的表达在肌瘤组织

中显著上调, 上调倍数分别为5.2倍、6.2倍、4.9倍
(图1A), 而miR-217、miR-590、miR-451则显著下调, 
分别降低至瘤旁组织的19%、23%、33%(图1B)。
2.2   miRNA靶基因在子宫肌瘤肿瘤及瘤旁组织

中表达水平的qPCR定量分析

利用miRNA靶基因预测软件Targetscan对于图

1中六个miRNA进行靶基因预测, 选择每个miRNA
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图1   qPCR验证子宫肌瘤组织中表达上调(A)以及表达下调(B)的miRNA

Fig.1   qPCR verification of the up-regulated (A) and down-regulated (B) miRNA

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

Adjacent
Leiomyomas

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

Lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
(f

ol
d)

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

* **

**

**

***

CD
69

ZC
3H
6

TH
EM
4
TN
KS
2

AN
GP
T2 GK

5
NR
3C
2

AT
P1
1C

AT
P8
A1 IC

K

ZN
F3
67

GP
R6
4

YO
D1 OS

R1

PS
MB
8

TT
N

FN
IP
1

SL
C1
2A
5

A: miR-363预测的前三位靶基因的表达水平; B: miR-490预测的前三位靶基因的表达水平; C: miR-135b预测的前三位靶基因的表达水平; D: 
miR-217预测的前三位靶基因的表达水平; E: miR-590预测的前三位靶基因的表达水平; F: miR-451预测的前三位靶基因的表达水平。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, 与瘤旁组织相比。

A: the relative expression of the top 3 candidates of miR-363; B: the relative expression of the top 3 candidates of miR-490; C: the relative expression 
of the top 3 candidates of miR-135b; D: the relative expression of the top 3 candidates of miR-217; E: the relative expression of the top 3 candidates of 
miR-590; F: the relative expression of the top 3 candidates of miR-451. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs adjacent tissues.

图2   miRNA靶基因在子宫肌瘤肿瘤及瘤旁组织中表达水平的qPCR定量分析

Fig.2   qPCR analysis of the targets expression levels in leiomyomas tissues and adjacent tissues
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得分(通过http://www.targetscan.org/vert_61/网站输

入相应的miRNA就会对多个靶基因自动计算评分)
前三名的候选靶基因进行qPCR定量分析, 探索其在

子宫肌瘤病人的肿瘤组织及瘤旁组织的相对表达

变化。结果发现, 肌瘤组织中miR-363的三个候选

靶基因中, 有两个[FNIP1和SLC12A5(solute carrier 
family 12 member 5)]表达水平显著低于瘤旁组织

(图2A), miR-135b的三个靶基因中有一个(NR3C2)
表达水平在肌瘤组织中显著降低(图2C)。另外, 表
达下降的miR-590的三个候选靶基因中有两个表达

水平显著升高(图2E)。这些候选基因的表达变化均

与mciroRNA相反, 符合靶基因的特征。而其他三个

miRNA(miR-490、miR-217、miR-451)所对应的候

选靶基的表达在瘤旁和肌瘤组织中均没有观察到明

显变化(图2B、图2D和图2F)。
2.3   利用报告基因系统验证miRNA与靶基因

3′UTR间的相互作用

为了确认上述表达变化的候选基因是否为

miRNA的直接靶基因, 将它们的3′UTR上的miRNA
结合位点克隆到pGL3报告质粒luciferase的下游, 通

过进一步表达正常和突变的miRNA分析miRNA对

该位点的结合及luciferase活性的影响, 从而判断是

否是直接靶基因。结果表明, 其中FNIP1的3′UTR上
唯一结合位点能够被miR-363结合并显著抑制报告

基因的活性(图3A), 而SLC12A5的3′UTR上虽然有四

个潜在结合位点, 但均不是miR-363的结合位点(图
3B), NR3C2的3′UTR上有两个miR-135b的潜在结合

位点, 其中第一个位点能够被miR-135b所抑制(图
3C)。对于miR-590的两个有表达变化的候选基因

ZNF367和YOD1(yeast OTU deubiquinating enzyme 
1 homolog)而言, 在前者的第一个位点可以被miR-
590所抑制(图3D和图3E)。以上结果证明了FNIP1、
NR3C2、ZNF367分别是miR-363、miR-135b、miR-
590的直接靶基因。

2.4   miRNA与它们的靶基因在同一群样品中的

表达水平相关性分析

由于miRNA是通过抑制靶基因起作用的, 这提

示miRNA和靶基因之间的表达应该是负相关的, 因
此我们在同一群子宫肌瘤样品中同时分析了miR-
363、miR-135b、miR-590以及相应靶基因FNIP1、
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A、B: miR-363与对应的靶基因3′UTR之间的相互作用分析; C: miR-135b与对应的靶基因3′UTR之间的相互作用分析; D、E: miR-590与对应的

靶基因3′UTR之间的相互作用分析。**P<0.01, 与瘤旁组织相比。

A~E: showed the interactions between miR-363 (A,B), miR-135b (C), miR-590 (D,E) and the 3′UTR of targets. **P<0.01 vs adjacent tissues.
图3  利用报告基因系统验证miRNA与靶基因3′UTR间的相互作用

Fig.3   Luciferase reporter analysis of direct interactions between miRNA and the predicted 
binding sites in the 3′UTR of the potential target candidates
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NR3C2、ZNF367的表达水平, 并进行了相关性分

析。结果表明, miR-363/FNIP1、miR-135b/NR3C2、
miR-590/ZNF367均存在显著的负相关性(图4)。这

进一步证实了上述三个靶基因的真实性。

3   讨论
miRNA广泛参与了人类及各种生物的生理病

理过程, 其在肿瘤的发生中也起着重要的作用。有

关子宫肌瘤发生中miRNA的报道最早见于2007年,  
Wang等[5]对子宫肌瘤临床标本进行miRNA芯片分

析, 发现在子宫肌瘤与匹配肌层中, 多种miRNA的

表达水平改变, 其中上调明显的包括let-7、miR-21、
miR-23b等。随后, 又有两篇芯片分析的报道发现了

一些新的变化候选miRNA, 其中包括miR-34a、miR-
125b、miR-183、miR-142-5p、miR-139、miR-323等
均有明显的表达变化[1,6]。2012年, Boryana等[7]通过

高通量测序的方法发现, 超过50种miRNAs在肌瘤中

表达异常。这些发现提示, miRNA在子宫肌瘤的发

生发展中起重要调控作用。然而, 目前有关miRNA
靶基因的具体鉴定仍然缺少, 本研究证实了多个表

达有着显著上调或者下调的miRNA, 并且通过经典

的实验鉴定了部分靶基因, 为子宫肌瘤的致病机理

的研究提供了新的参考。

本研究所鉴定的靶基因包括FNIP1、NR3C2和
ZNF367。研究发现, 卵泡激素是一个抗肿瘤基因, 
卵泡激素突变与伯特–霍格–杜贝综合征(Birt-Hogg-
Dube综合征, BHD综合征)发生密切相关, 而BHD综

合征患者易发生肾上皮性肿瘤[8]。本研究发现, 子
宫肌瘤患者中FNIP1作为表达上调的miR-363的靶

基因而受到抑制, 这与该基因的功能是相符合的。
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A: miR-363与FNIP1表达水平相关性分析; B: miR-135b与NR3C2表达水平相关性分析; C: miR-590与ZFN367的表达水平相关性分析。

A: the expression correlation between miR-363 and FNIP1; B: the expression correlation between miR-135b and NR3C2; C: the expression correlation 
between miR-590 and ZFN367.

图4  miRNA与其靶基因的表达水平相关性分析

Fig.4  Expression correlation between miRNA and their targets

NR3C2是核因子超家族成员之一, 曾有报道发现该

基因在宫颈鳞状细胞癌组织中的表达显著下降[9], 
提示该基因可能是一个抗癌基因。我们的研究发现, 
miR-363在子宫肌瘤中表达上调, 其靶基因之一就是

NR3C2, 通过作用于这个潜在的抗癌基因促进子宫

肌瘤的形成可能是疾病发生的机制之一。ZFN367
是锌指蛋白家族成员之一, 最新的研究发现, 该基因

能够抑制肾上腺皮质癌的发病进程, 是一个典型的

抑癌基因[10]。我们的研究发现, miR-590在子宫肌瘤

中表达下降, 预期其靶基因ZFN367表达上调, 经本

实验验证了其表达也是上调。然而, 这和ZFN367是
抑癌基因是相悖的, 具体的机制是什么目前不清楚, 
可能和miRNA的多靶点之间的相互代偿有一定关

系, 真实情况需要进一步的探索。

本研究不仅分析并验证了多个miRNA在子

宫肌瘤中的表达变化, 而且对它们的靶基因进行

了严密的分析, 鉴定了三个靶基因, 并且发现三对

miRNA/靶基因之间表达呈现负相关性。这些发现

为揭示子宫肌瘤的发病分子机制提供了新线索, 为
疾病的诊治提供了新的可能性。
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