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精神分裂症相关miRNA筛选及miR-320a调控

ITGB1机制研究
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(1西南医科大学附属医院, 泸州 646000; 2重庆市人民医院, 重庆 400014)

摘要      该文研究了精神分裂症(schizophrenia, Sz)患者血清中微小RNA(microRNA, miRNA)
水平的变化, 寻找其作用靶点并进行机制探索。通过miRNA基因芯片分析4例患者、3例治愈患者

及3例健康成年人血清中miRNA表达的差异。使用荧光定量PCR对59例患者及60例对照血清进行

验证。通过生物信息学分析寻找靶点, 并在血清样本中检测; 最后, 在细胞水平进行miRNA调控靶

点的功能研究。芯片筛选发现, miR-320a及miR-320b在初诊患者中呈低表达, 较治愈患者和健康人

有显著性差异, 并在59例初诊患者和60例健康人对照血清中得到验证。生物信息学分析发现, 整合

素β1(integrin β1, ITGB1)可能是miR-320a的作用靶点。ELISA结果发现, 患者血清中ITGB1的浓度

比健康成年人血清中的浓度呈显著升高。细胞水平的研究发现, miR-320a模拟物可以下调ITGB1
表达, miR-320a抑制剂可以上调ITGB1表达。荧光素酶实验证实, miR-320a可能通过结合于ITGB1 
mRNA 3′UTR的特异性位点, 促使mRNA降解, 从而调控其表达。结果表明, miR-320a调控ITGB1的
表达可能是Sz发病过程中的重要机制, 这一发现有可能为Sz的早期诊断和治疗提供新的候选靶点。
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Abstract       In this work, the miRNA profile in the serum of schizophrenia patients was analyzed. Targets 
of abnormal miRNAs and their regulatory mechanism were studied. MiRNA array was used to analyze the serum 
from 4 schizophrenia patients with no treatment, 3 cured patients and 3 healthy controls. The findings from array 
were confirmed by Real-time PCR in a larger cohort including 59 patients and 60 healthy controls. The miRNAs 
we interested were analyzed by bioinformatics tools. Their potential targets were studied by in vitro cellular 
experiments. miR-320a and miR-320b were found down-regulated in patients compared to cured patients and 
controls in miRNA array which was also confirmed by Real-time PCR in a larger cohort with 59 patients and 60 
healthy controls. Integrin β1 was found to be one of the targets of miR-320a. ELISA assay found that integrin β1 
concentration increased significantly in patients’ serum and in vitro study confirmed that miR-320a targeted 3′UTR 
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of integrin β1 mRNA and reduced its expression. Our results demonstrated that miR-320a regulating its target 
integrin β1 might play an important role in schizophrenia pathogenesis, which could be a potential pathway for 
schizophrenia diagnosis and therapy.

Keywords       miR-320a; integrin β1; schizophrenia

精神分裂症(schizophrenia, Sz)是精神疾病中

最常见的疾病, 据2008年有关资料统计全世界的年

发病率约0.015%, 并有逐年递增的趋势[1]。目前, 最
棘手的问题是精神分裂症的发病机制不明确和早

期诊断较困难[2]。本课题组对精神分裂症血清标

记物的研究有一定基础[3]。近年来, 国际上对微小

RNA(microRNA, miRNA)和精神分裂症关系的研究

已经全面展开。MiRNA通过表观遗传学(epigenetics)
机制调控细胞信号通路, 从而影响患者脑细胞功能。

相关研究可能具有重要临床应用价值[4]。

最近的研究发现, 精神分裂症患者的外周血

中有多种miRNA发生变化, 其中, 上调的有: miR-
34a[5]、miR-130b[6]、miR-193a-3p[6]等 ; 下调的有 : 
miR-107[7]、miR-98[8]、 miR-183[8]等。MiRNA可能

参与调控多条细胞信号通路, 影响细胞的生理功

能, 与精神分裂症的发病有密切关系。本研究使用

miRNA芯片筛选精神分裂初发患者、治愈者及健

康人的血清, 然后使用Real-time PCR进行大规模病

人与对照样本的检测。实验证实了miRNA320a和
miRNA320b在患者外周血中的低表达, 并进一步

发现miRNA320a可能负调控整合素β1(integrin β1, 
ITGB1)的mRNA, 进而影响其蛋白质浓度。该调控

通路可为Sz的早期诊断和治疗提供潜在靶点。

1   材料与方法
1.1   病人样本与材料

本研究的病人外周血取自四川医科大学附属

第一医院精神科2012年1月至2014年1月59例初诊为

精神分裂症患者(Sz)、3例已治愈病人(Sz-H)和体检

科60例正常体检者(H), 取3~5 mL, 及时离心分离血

清, 200 μL一管分装, −70 °C保存。研究方案符合本

院伦理委员会相关规定, 并经病人或家属及体检者

充分知情, 自愿参加。初诊为精神分裂患者的纳入

标准: 患者诊断标准符合国际精神疾病分类与诊断

标准第10版(ICD-10), 首次发病, 未接受抗精神病药

物治疗, 无自知力。排除标准: 脑器质性和躯体疾

病所致的精神障碍患者。健康体检者为经体检未

发现任何疾病, 近3个月内未服用任何药物的成年

人。试剂与耗材: miRNeasy Serum/Plasma试剂盒、

miScript II RT试剂盒、miScript SYBR Green PCR
试 剂 盒、miScript引 物、miRNA模 拟 物、miRNA
抑制剂均购自Qiagen公司, GeneChip miRNA 2.0芯
片购自Affymetrix公司。Trizol购自Invitrogen公司。

ITGB1 ELISA检测试剂盒购自北京华夏远洋科技有

限公司。实验用抗体购自Abcam公司。SK-N-SH神

经母细胞瘤细胞购自上海素尔生物科技有限公司。

1.2   miRNA芯片分析

待研究血清样本常温融化后经miRNeasy Serum/
Plasma试剂盒提取miRNA。 简述如下: 200 μL血清

加入1 mL QIAzol混匀孵育后, 加入1 mL氯仿进行萃

取, 离心后, 上清经离心柱过柱, 洗脱获得miRNA。

样品送博奥生物有限公司(北京), 使用Affymetrix
公司的GeneChip miRNA 2.0芯片(完全覆盖Sanger 
miRBase 15.0版本131个物种的所有miRNA成熟体)
检测各样品中miRNA表达谱。SAM(Significance 
Analysis of Microarrays)软件统计分析三组间差异表

达的miRNA。

1.3   Real-time PCR检测

miRNA的荧光定量PCR分析: 上述方法提

取的miRNA, 经初步定量, 取使用miScript II RT 
Kit(Qiagen公司)进行逆转录。反应体系组成: 4 μL 
5×miScript HiSpec缓冲液, 2 μL 10×miScript Nucleics 
Mix, 2 μL逆转录酶混合物, 约10 μL miRNA, 无
RNA酶水补至20 μL, 逆转录成熟miRNA。反应

条件: 37 °C 60 min; 95 °C 5 min。逆转录产物使

用miScript SYBR Green PCR Kit(Qiagen公司)联合

miRNA特异性miScript Primer(Qiagen公司)进行定

量PCR分析 , snRNA RNU6B(U6)为内参miRNA。

反应体系组成: 12.5 μL 2×QuantiTect SYBR Green 
PCR混合液, 2.5 μL 10×miScript通用引物, 2.5 μL 
10×miScript特异性引物(miR-320a、miR-320b及U6), 
2.5 μL 5倍稀释的cDNA模板, 5 μL去离子水。反应条

件: 95 °C 15 min,  94 °C 15 s, 55 °C 30 s, 70 °C 35 s(采
集荧光信号), 40个循环。
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靶基因mRNA的定量PCR分析: 经处理后的

SK-N-SH细胞系, 使用Trizol提取总RNA后, 紫外可

见分光光度计定量, 再经TAKARA PrimeScript RT
试剂盒(TaKaRa公司)逆转录。 逆转录反应体系组成: 
2 μL 5×PrimeScript™ RT混合液, 2 μL RNA(500 ng), 
无RNA酶水补足10 μL。反应条件: 37 °C 15 min, 
85 °C 5 s, 4 °C保存。 用SYBR® Premix Ex Taq™ 
II(TaKaRa公司)进行定量PCR检测, 引物: ITGB1-P1: 
5′-ATG CCT ACT TCT GCA CGA TG-3′, ITGB1-P2:  
5′-TGT AAA TGT CTG TGG CTC CC-3′; ITGB2-
P1: 5′-CAT TGG CTT CGG GTC CTT CG-3′, ITGB2-
P2: 5′-GC CGT CAT CAG TGG CAA ACA-3′; 内参

基因 : HPRT-P1: 5′-CTT TGC TGA CCT GCT GGA 
TTAC-3′, HPRT-P2: 5′-ATC TTT GGA TTA TAC 
TGC CTG ACC-3′。荧光定量PCR反应体系: 10 μL 
2×SYBR® Premix Ex Taq II, 上下游引物(10 μmol/L)
各1 μL , 15׃稀释的cDNA 4 μL, 5 μL去离子水。PCR
循环参数: 95 °C 5 min; 95 °C 25 s, 60 °C 30 s(收集荧

光), 35个循环。PCR相关实验在ABI-Veriti普通PCR
仪以及ABI-7500荧光定量PCR仪上完成, 实验结果

使用2−ΔΔCt进行标准化计算。

1.4   生物信息学分析

通过在线工具[9]进行差异表达miRNA靶点预

测, 并根据PubMed文献搜索, 寻找属于精神分裂症

的信号通路、受体和细胞因子的潜在靶点, 进行下

一步研究。

1.5   ELISA血清蛋白检测

按ELISA标准化操作流程检测血清中ITGB1浓
度。每孔加入待检血清100 μL, 设置空白对照、阴

阳性对照以及不同浓度ITGB1标准品对照, 37 °C 1 h
孵育, 清洗3次; 加入酶标抗体100 μL, 37 °C 1 h孵育

后, 清洗3次; 加入显色液100 μL, 37 °C 0.5 h孵育, 加
入终止液100 μL。根据各标准品孔的读数进行的计

算样本内ITGB1的浓度。每个样本进行3孔重复检

测。

1.6   细胞内转染miR-320a及miR-320b模拟物、

抑制剂

Qiagen公司的miR-320a、miR-320b模拟物及抑

制剂配制后,使用HiPerFect Transfection Reagent(Qiagen
公司)进行转染细胞。具体操作如下: 人神经母细胞

瘤细胞(SK-N-SH)3×104/孔, 接种于12孔板内, 过
夜培养后, 使用HiPerFect转染试剂每孔转染0.6 μL 

20 μmol/L的模拟物或6 μL 20 μmol/L的抑制剂, 72 h
后进行Trizol总RNA提取及RIPA细胞裂解液收集蛋

白。

1.7   荧光素酶报告基因检测

将ITGB1 3′UTR的miR-320a三个识别位点的

区域片段一起或分别克隆入pmiR-RB-Report载体, 
经测序确认, 命名为: ITGB1-BS1+2+3-Report(片段

区域: No.1-715 bp)或ITGB1-BS1-Report(片段区域: 
No.1-255 bp)、ITGB1-BS2-Report(片 段 区 域: No.200-
525 bp)、ITGB1-BS3-Report(片段区域: No.510-715 bp)。
按5×104 HEK293细胞/孔, 接种于12孔板内, 过夜培

养后, 每孔使用1 μL Lipfectamine 2000, 转染200 ng以
上Report载体和50 ng Renilla载体, 培养24 h。细胞经

PBS清洗, 加入200 μL PLB液, 裂解15 min。每一检

测样本取20 μL裂解产物入96孔白色发光板的检测

孔, 加入100 μL LAR II液, 荧光分光光度计上进行检

测Luciferase活性, 然后每孔加入100 μL Stop&Glo液, 
再次读取Renilla活性。使用Luciferase/Renilla比较

不同处理细胞的荧光素酶活性。每一样本进行3孔
重复检测, 实验进行3次重复。

1.8   Western blot检测

各处理组细胞经冰冷PBS洗3次, 使用RIPA裂解

液[20 mmol/L TrisHCl, pH7.5, 150 mmol/L NaCl, 10 mL/L 
Triton X-100, 1 g/L SDS, 100 mL/L甘油, 1 mmol/L EDTA, 
1×Proteinase抑制剂Cocktail(Roche)]裂解细胞, 冰上孵

育20 min, 裂解产物4 °C, 13 000 r/min离心30 min, 上
清液即为细胞蛋白提取物。使用Bio-Rad protein assay
试剂测定提取物蛋白浓度, 进行Western blot检测蛋白, 
每泳道上样50 μg。Anti-ITGB1抗体(Abcam ab179471) 
 000稀释, 4 °C孵育过夜, Anti-beta Actin抗体(Abcam 1׃1
ab189073) 1000 2׃稀释, 室温孵育3 h。实验重复3次。

1.9   统计学分析

数据使用Graph Pad Prism 4.0进行统计分析和

作图, 分析方法为方差分析及LSD-t检验, P<0.05认
为差异有统计学意义。

2   结果 
2.1   miR-320a及miR-320b在患者外周血中的高

表达及大批量临床样本的验证

4例Sz初诊患者血清(Sz)、3例治愈患者血清

(Sz-H)及3例健康成年人血清(H)提取的miRNA经芯

片分析, 热图见图1A。其中, miR-320a及miR-320b
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在初诊患者血清中呈显著低表达, 健康成年人及治

愈患者血清内表达较高(表1及图1B)。由于治愈患

者血清较难收集, 后续验证实验中未采用该实验组。

我们选用56个Sz血清与60个H血清, 进行miR-320a
及miR-320b定量PCR检测。初诊患者相对于健康成

年血清中miR-320a与miR-320b呈显著下调(P<0.05, 
图1C和图1D)。
2.2   生物信息学分析结果及ELISA检测血清中浓度

经文献搜索, 整合素家族成员在Sz病人的血小

板中呈高表达[10], 并在大脑的发育、神经回路的成

熟及神经可塑性方面都有重要意义[11]。Targetscan
在线工具分析结果提示, ITGB1 3′UTR有三个miR-
320a的潜在作用靶点, 所在位置见图2A, 本研究中

将它们分别命名为BS1、BS2和BS3。我们推测, 
ITGB1有可能受miR-320a调控, 在Sz的发病中发挥

一定作用。

血清中ITGB1 ELISA检测发现, Sz患者浓度高

于健康成年人, 统计学具有显著性差异(P<0.05, 图

2B)。
2.3   模拟物及抑制剂转染细胞后的ITGB1表达结果

人神经瘤母细胞系转染miR-320a的模拟物或

抑制剂后, ITGB1的mRNA水平出现了显著的下调或

上调, 而转染miR-320b的模拟物和抑制剂对ITGB1 
mRNA水平的影响不明显(图2C)。结果提示, miR-
320a可能通过识别ITGB1的3′UTR, 使ITGB1 mRNA
稳定性下降。

 免疫印迹试验同样提示, ITGB1蛋白水平受转

染的miR-320a模拟物下调; 受miR-320a抑制剂上调

(图2D)。
2.4   模拟物及抑制剂对ITGB1 3′UTR的调控能力

影响

将ITGB1 3′UTR的三个识别位点(BS1、BS2、
BS3)区域的基因序列分别或一起克隆入pmiR-RB-
Report载体, 并与miR-320a模拟物或抑制剂共转染

HER293细胞。实验显示, 转染miR-320a模拟物对

ITGB1-BS1+2+3-Report的荧光素酶活性抑制效果最
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图1   芯片结果及荧光定量PCR验证

Fig.1   Chip results and Real-time PCR validation
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表1   芯片中相关miRNA的信号值

Table 1   miRNA signal from chip analysis
病人分组

Groups
编号

No.
性别

Sex
年龄

Age
hsa-miR-320a hsa-miR-320b hsa-miR-1469

Sz Sz1 M 19 23.69 18.90 19.72
Sz2 M 27 18.91 20.39 27.81
Sz3 F 17 14.67 19.60 27.80
Sz4 F 24 14.46 18.99 26.29

Sz-H Sz-H1 M 36 84.19 31.69 19.35
Sz-H2 F 27 88.52 78.07 30.77
Sz-H3 F 28 41.98 23.95 18.09

H H1 F 33 67.09 54.58 35.76
H2 M 46 126.46 81.32 45.04
H3 M 32 18.94 17.79 25.02

Sz: 未治疗的初诊患者; Sz-H: 治愈的患者; H: 健康成年人; M: 男性; F: 女性。

Sz: schizophrenia patients without treatments; Sz-H: cured schizophrenia patients; H: healthy adults; M: male; F: female.

(A)

(B) (C)

(D)

BS1

1 70 380 610 ITGB1 mRNA
AGCUUUA AGCUUUA AGCUUUA

BS2 BS3

IT
G
B1

 re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

IT
G

B
1 

co
nc

en
tra

tio
n 

(p
g/

m
L)

*
*

*

ITGB1/HPRT

150

100

50

0

20

15

10

5

0

Sz (n=
59)

H (n=
60)

Blank

Transfect reagent

miR-320a mimics

miR-320b mimics

miR-320a inhibitors

miR-320b inhibitors

Transfect reagent
miR-320a mimics

miR-320b mimics

miR-320a inhibitors

miR-320b inhibitors

ITGB1

β-actin
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图2   miRNA功能实验

Fig.2   Functional study of the interested miRNA

明 显, 对ITGB1-BS1-Report、ITGB1-BS2-Report有
一定程度抑制, 但对ITGB1-BS3-Report的效果不明

显。当细胞转染抑制剂后, 得到类似的效应(图3)。

3   讨论
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)为细胞

外微环境的重要组成成分, 与中枢神经系统的发育, 



290 · 研究论文 ·

神经回路的成熟及神经可塑性等重要生理功能密切

相关[11]。神经回路的成熟障碍如神经元间连接不稳

定等是Sz发病的主要病理生理机制。其中, 围神经

元网络组织(perineuronal net, PNN)和Reelin蛋白质

是与之相关的重要胞外基质成分[12]。PNN可通过维

持兴奋和抑制传输之间的平衡, 稳定突触间的接触。

在Sz患者的尸体解剖脑组织标本中, PNN成分呈明

显的下降, 其中, 如聚集蛋白聚糖、多能聚糖、基质

金属蛋白酶等出现了异常表达[13]。Reelin蛋白质在

患者部分大脑区域呈低表达, 提示可能和谷氨酸盐

代谢有关[14]。

整合素(integrins)是ECM的重要成分, 和β亚基

组成的二聚体, 具有双向传导细胞内外信号功能的

跨膜受体蛋白。整合素与肿瘤细胞的很多功能相关, 
如侵袭、转移、耐药、自噬等[15]。整合素在中枢神

经系统中的功能研究也有开展。研究发现, 整合素

在缺陷性休克后大脑内上皮细胞的血管生成反应中

发挥作用, 可能成为临床治疗的作用靶点[16]。整合

素与神经系统疾病的相关性研究已有报道[11], 但在

Sz中有关整合素的研究较少。2002年, 有研究发现, 
Sz病人的外周血中有整合素α(IIb)β(IIIa)显著升高, 
并认为可能与Sz病人心血管疾病高发有关[10], 其具

体的作用机制不明确。本研究具有类似的发现: Sz
患者血清中ITGB1浓度显著高于健康成年人血清。

有趣的是, 本研究运用芯片分析发现了miR-320a与
miR-320b浓度显著改变, 并通过生物信息检索, 推测

ITGB1的表达有可能受miR-320a的调控。这一发现

可能具有辅助临床诊断的潜力。关注治疗过程中它

们的浓度变化, 对精神疾病的治疗评估也具有潜在

的临床应用价值。

本研究在细胞水平首次证实了miR-320a可能

是通过结合于ITGB1 mRNA 3′UTR的结合位点调控

ITGB1的蛋白质水平。荧光素报告基因实验发现, 
70 bp位点(BS1)和380 bp位点(BS2)起主要功能, 而
610 bp位点(BS3)功能较弱。可能是由于miRNA对

靶序列的识别, 需要一定空间结构域, 本研究所克隆

的610 bp(BS3)位点序列比较短, 造成识别困难。芯

片研究发现, miR-320b在Sz病人血清中呈较高水平, 
但其模拟物和抑制剂在细胞水平对ITGB1并没有明

显的调控作用。经生物信息学检索, 未发现ITGB1 
mRNA 3′UTR具有miR-320b的特异性结合位点, 这
与实验结果相符。从另一角度讲, miR-320b的阴性

结果, 证明了miR-320a对ITGB1的调控具有较高特

异性。

 本研究证实, Sz患者血清中miR-320a水平发生

显著变化, 其可通过结合于ITGB1 mRNA 3′UTR对
靶基因进行表达调控。这为Sz发病机制的研究添加

了一些新思路, 在对更多临床样本进行分析的基础

*P<0.05.
图3   荧光素酶活性检测

Fig.3   Luciferase activity assay

*
* *

**
*
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上, 此项发现有可能为Sz早期诊断和治疗研究提供

潜在的靶点。
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