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人胚胎干细胞定向中胚层细胞分化的

miRNA-mRNA网络调控
杨继文  权颖怡  张欢  王永煜*

(温州医科大学基础医学院, 温州 325035)

摘要      胚胎来源的中胚层细胞可以分化为心血管、血液和肌肉组织等多种类型细胞, 而应

用人胚胎干细胞分化为中胚层细胞的体外模型可为研究中胚层及其衍生的细胞谱系的分子调控

机制提供重要手段。miRNA调控基因的表达通过多条信号通路参与中胚层细胞分化, 但其调控机

制虽有相关研究却并未完全阐明, 特别是从整体水平上探索基因与非编码RNA表达变化及其相互

作用的网络调控。该研究根据生物信息学分析, 构建通过调节多条信号通路参与人胚胎干细胞向

中胚层分化的潜在miRNA-mRNA调控网络, 以便更全面地阐明人胚胎干细胞的分化机制。通过基

因芯片和二代测序(RNAseq)技术检测筛选人胚胎干细胞诱导分化为中胚层细胞过程差异表达的

miRNA和基因, 并应用生物信息学分析预测差异表达miRNA的靶基因, 将靶基因与差异表达基因

取交集获得目标基因。同时, 对差异表达基因和目标基因进行GSEA富集、GO注释及KEGG富集

分析。最后, 构建miRNA-mRNA的调控网络和筛选出关键基因并检测关键基因的表达。该研究

共筛选出287个差异表达的miRNA和739个差异表达基因, 预测差异表达miRNA的靶基因为13 064
个, 13 064个靶基因与739个差异表达基因取交集共获得目标基因401个。GSEA和KEGG富集分析

发现, 多条参与中胚层分化的信号通路, 主要涉及Wnt/β-catenin、TGF-β和Hippo三条重要的信号通

路。通过构建miRNA-mRNA调控网络, 结果显示100个miRNA靶向Wnt/β-catenin通路中的11个基因,  
59个miRNA靶向TGF-β通路中的7个基因, 有106个miRNA靶向Hippo通路中的10个基因。通过RT-
qPCR验证三条通路中关键基因的表达。因此, 该研究揭示了在中胚层分化过程中, Wnt/β-catenin、
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TGF-β和Hippo信号通路起了重要的调控作用, 可能通过与各种miRNA-mRNA相互作用形成复杂

的网络调控系统, 精确调控人胚胎干细胞定向分化为中胚层细胞。

关键词      人胚胎干细胞; 中胚层; 分化; 生物信息学; 信号通路; miRNA-mRNA相互作用; 靶基因

miRNA-mRNA Network Regulation of Mesodermal Differentiation from 
Human Embryonic Stem Cells

YANG Jiwen, QUAN Yingyi, ZHANG Huan, WANG Yongyu*
(School of Basic Medical Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China)

Abstract       The embryonic mesoderm cells can differentiate into different types of cells, such as cardiovas-
cular, blood and muscle cells, and the hESCs (human embryonic stem cells)-inducecd mesoderm differentiation 
provides an important in vitro model to study the molecular mechanisms of differentiation for mesoderm and its 
derived cells. The expression of miRNA-regulated genes participates in mesoderm cell differentiation through a 
variety of signaling pathways. Although some regulatory mechanisms of the mesoderm cell differentiation have 
been revealed, they have not been fully elucidated. Especially, the systemic analysis of expression changes of 
genes and non-coding RNA, as well as their interaction network. To better understand the mesoderm differentia-
tion mechanisms from hESCs, this study established a potential miRNA-mRNA regulatory network that partici-
pates in the mesoderm differentiation from hESCs by regulating multiple signal pathways through bioinformatic 
analysis. This study first applied second-generation sequencing technology (RNAseq) and microarray to detect and 
screen the differently expressed miRNAs and protein coding genes during the mesoderm cells differentiation from 
hESCs. Furthermore, GESA enrichment, GO annotation and KEGG enrichment analysis were performed. Finally, 
miRNA-mRNA regulatory network was established and key genes were screened, and further confirmed. As a re-
sult, a total of 287 and 739 differently expressed miRNAs and genes were identified, respectively. There are 13 064 
target genes were predicted from 287 differentially expressed miRNAs. In total, 401 desired genes were obtained 
by the overlap of 13 064 target genes and 739 differentially expressed genes. GSEA and KEGG analysis showed 
that these changed genes were involved in many signaling pathways, including Wnt/β-catenin, TGF-β and Hippo 
signaling pathways. And the miRNA-mRNA regulatory network of the three key signaling pathways were further 
constructed, showing that 11 genes of Wnt/β-catenin pathway were targeted by 100 miRNAs, 7 genes of the TGF-β 
pathway were targeted by 59 miRNAs, and 10 genes of the Hippo pathway were targeted by 106 miRNAs. Finally, 
the expression of some key genes from these three pathways was verified by RT-qPCR. In summary, this study re-
veals that the Wnt/β-catenin, TGF-β and Hippo signaling pathways play an important regulatory role in the process 
of mesodermal differentiation from hESCs, which may form a complex network with various miRNA-mRNAs and 
precisely regulate the mesodermal cell differentiation.

Keywords        human embryonic stem cells; mesoderm; differentiation; bioinformatics; signaling pathways; 
miRNA-mRNA interaction; target genes

多能干细胞(pluripotent stem cell, PSC)具有在未

分化状态下培养的无限增殖潜能(自我更新), 并且具

有分化为外、中、内三个胚层的能力(多能性)[1]。其

中, 中胚层可进一步分化为多种不同组织细胞类型, 
包括肌肉骨骼系统的骨、软骨和肌肉, 心血管系统

的心脏、血液和血管以及遍布全身的结缔组织等[2]。

应用多能干细胞定向诱导中胚层分化体系, 不仅可

以深入研究中胚层分化的分子调控机制, 而且可以

将分化的中胚层细胞及其衍生细胞应用于以细胞

为基础的再生治疗, 为疾病治疗和受损器官修复提
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供新的治疗手段。例如, 将人类胚胎干细胞(human 
embryonic stem cells, hESCs)衍生的心肌细胞应用于

心梗的猴子, 可以使梗死的心脏部分功能恢复[3]。研

究表明, 参与PSCs定向分化为中胚层的调控机制很

多, 包括多条重要信号通路Wnt、骨形态发生蛋白

(bone morphogenetic protein, BMP)、TGF-β等参与

调控[4]。激活Wnt和BMP4通路可诱导人胚胎干细胞

进入中胚层谱系, 随后的Wnt活性水平决定了心肌

细胞和非心肌细胞的命运[5]。此外, 在表观遗传水平

对中胚层细胞的分化也有重要调控作用, 例如, 抑制

EZH2可通过减少H3K27me3促进人胚胎干细胞分化

为中胚层[6]。也有研究表明, 非编码RNA(如miRNA, 
lncRNA)在多能干细胞分化为中胚层过程中也有重

要的调控作用[7]。

miRNA(microRNA)是内源性非编码RNA, 约
22 nt, 在转录后水平调控基因表达[8], 参与生长发

育、增殖、凋亡以及在各种疾病的发生发展, 在细

胞命运决定和分化中也起着重要的作用[9]。例如, 
在胚胎干细胞分化为中胚层过程中, 两种肌肉特异

性miR-1和miR-133通过沉默非肌肉基因而促进中胚

层肌肉细胞系的分化[10]。miRNA还可以通过多种

信号转导通路调节mRNA的表达, 如has-miR-335激
活Wnt和TGF-β信号通路调节BRACHYURY、GATA4
和NKX2-5(心脏分化标记基因)的表达从而促进心脏

中胚层和祖细胞分化[11]。miR-302d通过抑制Hippo
通路中的LATS2促进人多能干细胞衍生的心肌细

胞的增殖[12]。因此, miRNA可通过信号通路靶向多

种mRNA参与胚胎干细胞分化中胚层过程中的调

控。然而, 在多能干细胞定向分化为中胚层细胞的

过程中, miRNA表达谱的整体变化以及与其靶向的

基因之间的调控网络尚不清楚。探索这些问题, 不
仅可以丰富中胚层细胞分化的表观遗传水平上的

miRNA调控机制的理论, 还可为阐明miRNA与基因

表达调控网络提供重要线索, 而且对多能干细胞在

再生医学中的应用提供理论基础。

本研究采用诱导人胚胎干细胞定向分化为中

胚层细胞方法, 并通过RNA测序(RNAseq)和基因

芯片技术及生物信息学分析手段, 揭示miRNA、整

体基因表达及关键信号通路的变化, 拟探索Wnt/
β-catenin、TGF-β和Hippo信号通路与miRNA网络调

控的关系, 为了解胚胎干细胞分化为中胚层的调控

网络提供重要的新见解。

1   材料与方法
1.1   细胞培养

人胚胎干细胞(hESCs)、H1细胞系培养于Matri-
gel (Corning)包被的含多能干细胞Nuwacell培养基

(中盛溯源)的培养皿中, 放置于37 °C、5% CO2的细

胞培养箱中进行培养。每天更换培养基, 4~5天用

Versene(Gibco)溶液进行消化传代。定向诱导人胚胎

干细胞向中胚层细胞(ME)分化: 细胞贴壁24 h更换

中胚层诱导分化培养液, 包括: DMEM/F-12(Gibco)、
Neurobasal medium(Gibco)、N-2 Supplement (100×)
(Gibco)、Supplement B27 Minus Vitamin A (50×) 
(Gibco)、2-Mercaptoethanol(Sigma)、BMP4(R&D)、
CP21R7(MCE), 持续诱导48 h后收取样本。

1.2   microRNA测序和基因芯片

收集人胚胎干细胞(day1)及分化为中胚层细胞

过程中(day3)的总RNA样本, 进行高通量测序和芯

片分析, 由杭州联川生物技术股份有限公司完成。

1.3   差异表达miRNA和差异基因的筛选

从高通量数据中筛选同时满足 |log2FC|>1和
P<0.05的差异表达miRNA(DE-miRNA)和差异表达

基因。根据P值和差异倍数, 构建miRNA和mRNA表

达谱的火山图以便更直观地了解差异表达情况。

1.4   基因富集分析(GSEA)
使用GSEA2-2.2.3(JAVA版本)进行分析, 在GSEA

结果中, ES(enrichment score)表示GSEA基因富集评

分, NES(normalized enrichment score)表示归一化后的

基因富集评分, FDR(false discovery rates)是多重假设

检验矫正后的P值 , GSEA根据 |NES|≥1.0、P<0.05及
FDR<0.25对结果进行过滤。

1.5   差异表达miRNA下游靶基因的预测

TargetScan和Miranda是miRNA靶基因预测的

网站, 可以根据两个网站预测miRNA的下游靶基

因, 将阈值设定为TargetScan_score≥50和Miranda_
Energy<–20, 最后取两者预测结果的交集。

1.6   差异表达miRNA的目标基因GO功能注释和

KEGG途径富集分析

OmicStudio tools(https://www.omicstudio.cn/
tool)是组学绘图通用的在线工具, 将差异表达基因

和差异表达miRNA的预测靶基因进行数据处理, 绘
制韦恩图, 交集即为目标基因。将目标基因进行基

因富集分析, 对H1细胞向中胚层分化过程差异表

达miRNA的靶向目标基因进行基因本体论数据库
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(gene onotology, GO)功能注释和KEGG(kyoto ency-
clopedia of genes and genomes)信号通路富集分析。

其中GO分析包括3类: 生物过程(biological process, 
BP)、细胞成分 (cellular component, CC)和分子功能

(molecular function, MF)。KEGG是预测差异表达基

因潜在生物学功能的有效方法, KEGG分析还可用

于为差异表达的mRNA提供注释信息, 作为信号转

导和疾病途径以及基因途径和功能研究的背景知

识。在GO和KEGG分析中, P<0.05作为筛选标准。

1.7   实时定量PCR
TRIzol®试剂 (Thermo Scientific)提取细胞总

RNA, 使用逆转录RT试剂盒(TaKaRa)将总RNA(1 μg)
反转录为cDNA。以上述cDNA为模板, 用SYBR®试

剂(Bio-Rad)在ABI Step One Plus PCR仪上进行PCR
反应检测。使用GAPDH作为内参, 利用2–ΔΔCt法处理

实时定量PCR数据。

1.8   统计学分析

数据分析及相关作图用GraphPad Prism 8.3软
件完成。数据对比分析用Two-Tailed t test, 数值展现

为平均值±标准差(x
_
±s)。图中*P<0.05、**P<0.01、

***P<0.001、****P<0.000 1表示差异具有显著性。

2   结果
2.1   人胚胎干细胞定向中胚层细胞的分化

人胚胎干细胞能被诱导分化为各种细胞类型。

本实验采用已经发表的分化方案来定向中胚层细胞

分化 [13]。使用GSK3β抑制剂CP21R7(10 μmol/L)和
BMP4(25 ng/mL)持续诱导48 h, 将人胚胎干细胞分

化为中胚层细胞(图1A和图1B)。分化过程中, 可以

观察到中胚层标记基因T、EOMES、MIXL1的表达

显著增加, 而多能性基因OCT4显著降低(图1C), 表
明本实验中胚层分化体系有效。

2.2   差异表达miRNA的筛选

高通量测序技术揭示了人胚胎干细胞分化为

中胚层细胞过程中miRNA表达谱差异。以P<0.05和
|log2FC|>1作为条件进行筛选, 确定了287个miRNA
有显著表达差异, 其中172个显著上调, 115个显著

下调(图2A)。为了获得更多的差异miRNA, 增加后

续预测靶基因的数目, 又以P<0.05作为条件对差异

miRNA进行筛选, 共获得335个miRNA, 对其进行聚

类分析, 用以显示miRNA表达量的变化情况(图2B)。
2.3   差异表达基因的筛选和GSEA富集分析

应用基因芯片检测了人胚胎干细胞分化为中
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A: 人胚胎干细胞诱导分化为中胚层细胞示意图。CP21R7(10 μmol/L)和BMP4(25 ng/mL)用于诱导hESCs分化为中胚层。B: 中胚层细胞分化

形态图。C: RT-qPCR检测中胚层分化过程(第1~3天)中胚层标记物T、EOMES、MIXL1, 多能性标记物OCT4 mRNA的表达变化。**P<0.01。
n≥3, GAPDH为内参。hESCs: 人胚胎干细胞。

A: schematic description of mesoderm cell differentiation from hESCs. CP21R7 (10 μmol/L) and BMP4 (25 ng/mL) are used to induce mesoderm cell 
differentiation from hESCs. B: cellular morphology changed during mesoderm differentiation. C: expression of T, EOMES, MIXL1 (mesoderm marker), 
OCT4 (pluripotency marker), during the mesoderm differentiation process (day1-day3) by RT-qPCR. **P<0.01. n≥3, GAPDH was used as a reference 
gene. hESCs: human embryonic stem cells.

图1   hESCs诱导分化为中胚层细胞

Fig.1   Mesoderm cells differentiation from hESCs
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胚层细胞过程中mRNA的表达谱差异, 以P<0.05、
|log2FC|>1作为条件进行筛选, 经过分析确定了541
个上调和198个下调的差异表达mRNA(图3A)。将

差异表达基因显著富集的通路(P<0.05且FDR<0.25; 
|NES|≥1)使用热图显示(图3B), 红色表示基因集在

人胚胎干细胞分化为中胚层细胞过程上调, 蓝色表

示基因集在人胚胎干细胞分化为中胚层细胞过程下

调, 基于表达谱的GSEA(gene set enrichment analy-
sis)分析显示, Wnt通路、TGF-β通路和Hippo通路显

著富集(图3C), 提示差异表达基因可能通过这三条

信号途径在人胚胎干细胞分化为中胚层过程起重要

作用。

2.4   差异表达miRNA下游靶基因的预测和目标

基因的筛选及分析

以 P<0 .05作为条件对差异 miRNA进行筛

选, 共335个miRNA, 对其进行靶基因预测。基于

TargetScan(5.0)和Miranda(3.3a)两款软件预测差异

miRNA的靶基因 , 阈值为TargetScan_score≥50和
Miranda_Energy<–20。取两款软件预测结果的交集, 

得到13 465个靶基因, 共有266 559个miRNA-mRNA
关系对。对差异表达基因和差异表达miRNA预测

的靶基因进行综合分析后, 获得差异表达miRNA的

靶基因和差异表达基因的交集, 即401个目标基因

(图4A)。为了明确目标基因的生物学作用, 对401个
目标基因进行GO功能注释和KEGG途径富集分析。

在GO功能注释中, 生物过程分析揭示目标基因在多

细胞生物发育、信号转导、DNA模板的转录调节

等生物过程中显著富集; 细胞成分分析表明, 目标基

因显著富集于细胞膜、细胞质、细胞核等; 分子功

能分析目标基因在蛋白质结合等方面较为丰富(图
4B)。KEGG途径富集分析结果显示, 目标基因在癌

症通路、调节多能干细胞的信号通路、Wnt信号通

路等显著富集, 还有TGF-β通路、Hippo通路也有富

集(图4C)。这与差异基因GSEA的富集结果一致。

2.5   miRNA-mRNA网络的建立与分析

根据靶基因预测 ,  W n t通路中靶向基因有

ROR1、DKK1、TP53、RNF43、WNT3A、LEF1、
CSNK2A2、WNT5B、LGR5、WNT8A、WNT5A, 

A: 火山图筛选差异表达miRNA, P<0.05和|log2FC|>1; B: 聚类热图分析miRNA的表达量变化, 表达水平高的miRNA显示为红色, 表达水平低的miRNA
显示为绿色。H1-1、H1-2、H1-3代表hESCs向中胚层分化day1的三个样品; H1-ME-1、H1-ME-2、H1-ME-3代表day3的三个样品。ME: 中胚层。

A: screening of differentially expressed miRNA volcano plots, P<0.05和|log2FC|>1; B: cluster heat map analysis the expression changes of miRNA,red 
denoting a higher and green denoting a lower miRNA expression level. H1-1, H1-2, H1-3 represent the three samples of day1; H1-ME-1, H1-ME-2, 
H1-ME-3 represent the three samples of day3 during mesoderm differentiation from hESCs. ME: mesoderm

图2   中胚层细胞分化过程差异表达miRNA(DE-miRNA)的筛选与分析

Fig.2   Screening and analysis of differentially expressed miRNA (DE-miRNA) during mesoderm differentiation
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A: 火山图筛选差异表达基因, P<0.05和|log2FC|>1; B: 热图显示差异表达基因的富集通路; C: GSEA分析显示Wnt通路、TGF-β通路和Hippo
通路的富集。H1: 人胚胎干细胞 ; ME: 中胚层 ; Wnt通路 : P<0.01, FDR=0.25, ES=0.45, NES=1.61; TGF-β通路 : P<0.01, FDR=0.23, ES=0.47, 
NES=1.60; Hippo通路: P<0.01, FDR=0.24, ES=0.43, NES=1.57。
A: screening of differentially expressed genes volcano plots, P<0.05和 |log2FC|>1; B: heat map shows enrichment pathways of differentially ex-
pressed genes; C: GSEA analysis shows enrichment of Wnt pathway, TGF-β pathway and Hippo pathway. H1: human embryonic stem cell; ME: me-
soderm; Wnt pathway: P<0.01, FDR=0.25, ES=0.45, NES=1.61; TGF-β pathway: P<0.01, FDR=0.23, ES=0.47, NES=1.60; Hippo pathway: P<0.01, 
FDR=0.24, ES=0.43, NES=1.57.

图3   差异表达基因的筛选和GSEA富集

Fig.3   Screening and GSEA enrichment of differentially expressed genes
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A: 韦恩图显示miRNA的靶基因和差异表达基因的交集为目标基因; B: 目标基因的GO富集, 包括生物过程、细胞成分、分子功能; C: 目标基因

的KEGG途径。

A: Venn diagram shows the intersection of miRNA target genes and differentially expressed genes as target genes; B: GO enrichment of target genes, 
including BP, CC and MF; C: KEGG pathway of target genes.

图4   目标基因的筛选、GO功能注释和KEGG富集

Fig.4   Screening, GO function annotation and KEGG enrichment of target genes
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它们与 100个miRNA有相互关系 , 构建其miRNA-
mRNA网络图 (图 5A)。TGF-β通路中靶基因有

FMOD、SMAD6、PITX2、LEFTY2、SMAD9、
ZFYVE16、BAMBI, 与59个miRNA相互作用 , 构建

miRNA-mRNA网络图 (图5B)。Hippo通路中靶基因

有 ID2、DLG1、WNT5B、WNT3A、 STK3、LEF1、
WNT5A、DLG2、PARD6A、WNT8A ,  与 106个
miRNA相互作用 , 构建了miRNA-mRNA的网络图

(图5C)。
2.6   关键基因的鉴定

本实验通过RT-qPCR检测了三条通路的11个关

键基因在分化过程中的表达水平 (图6), 包括Wnt通
路的WNT3A、WNT5A、WNT5B、WNT8A、DKK1、
LEF1, TGF-β通路的 FMOD、SMAD6、BAMBI, 
Hippo通路的ID2、DLG1, 在人胚胎干细胞分化为中

胚层过程中均上调。

3   讨论
miRNA在中胚层分化过程中发挥重要调控作

用。研究显示, miR-430/427/302家族对Nodal信号转

导具有明显影响, 影响非洲爪蟾胚胎和人类胚胎细

胞系的中胚层分化[14]。miR-125b通过抑制hESCs多
能性和促进中胚层分化来调控人心肌细胞分化[15]。

从现有文献看, 到目前为止, miRNA-mRNA在

中胚层分化中的调控网络尚未全面建立。在本研

究中, 对高通量测序数据miRNA进行差异表达分析, 
筛选出287个miRNA有显著表达差异, 其中172个显

著上调, 115个显著下调, 有些miRNA与研究报道基

本相同。ISHIKAWA等[16]发现, 在hESCs分化为中胚

层过程中, 上调的miRNA有miR-375 、miR-888-5p、
miR-489-3p、miR-373-3p; 下调的有miR-518e-3p、
miR-520g-3p、miR-512-3p、miR-100-5p, 这些与本

研究差异表达miRNA的筛选结果一致。然而miR-
661、miR-200a-5p、miR-1260a等显示为上调, 这与

本研究筛选的差异表达miRNA的结果相反, 可能与

细胞系不同, 或miRNA测序方式不一致有关。hsa-
miR-148a在差异表达分析中上调, 与miR-148a家族

通过靶向Notch配体DLL1基因促进外侧中胚层和心

肌细胞分化 [17]一致。本实验在差异表达分析中也

发现, 有些在胚胎干细胞分化中显著上调的miRNA, 
如hsa-miR-10a-5p, 变化倍数为808.8; hsa-miR-1247-
5p, 变化倍数为643.0, 在肿瘤和癌症中虽有相关报

道, 如miR-10a-5p可以通过调节BDNF/SEMA4C途
径促进胰腺癌的发生和发展[18]; miR-1247-5p通过

miR-1247-5p/CDC14B/p53信号轴在人类星形胶质

瘤U251细胞中起着抑癌作用[19], 但并未报道其与

中胚层细胞分化有关, 提示可能是调控中胚层分化

新的miRNA。这些筛选到的新型miRNA, 可能对

hESCs向中胚层的分化过程有重要调控作用, 但深

入的分子机制有待进一步研究。

miRNA在调控基因表达中起关键作用。对芯

片数据mRNA进行差异表达分析, 并预测差异表达

miRNA的靶基因, 将其靶基因与差异表达基因交集

后获得401个目标基因。对差异表达基因进行GSEA
分析和对目标基因进行KEGG富集分析显示Wnt通
路、TGF-β通路、Hippo通路参与中胚层分化, 其分

析结果与以下研究报道基本相同。研究表明, Wnt
通路和TGF-β通路在中胚层细胞谱系分化和心肌

细胞分化过程至关重要[20]; 敲除小鼠胚胎干细胞中

Hippo信号的两个关键因子Mst1和Mst2, 导致中胚层

分化的中断[21]。而miRNA在转录后水平上调控基因

表达通过靶向信号通路调节中胚层分化。miR-184
是ESCs分化过程中WNT3的直接调控因子, 进一步

丰富了ESCs分化为中胚层和心肌细胞的表观遗传

调控网络 [22]; miR-127通过靶向Lefty2的Noda1信号

转导来加速小鼠胚胎干细胞的中胚层分化[23]。

本研究在富集的重要信号调控通路中 , 对其中

三条通路的miRNA-mRNA的调控网络进行构建。

Wnt/β-catenin通路涉及100个miRNA靶向11个基因。

TGF-β通路中59个miRNA靶向7个基因。Hippo通路中

有106个miRNA靶向10个基因。进一步, 挑选了11个
关键基因进行表达验证, 结果显示WNT3A、WNT5A、
WNT5B、WNT8A等在胚胎干细胞分化中起关键作用。

WNT3A是典型的Wnt/β-catenin信号通路的激活因子, 
用于中内胚层的早期诱导 , WNT3A诱导可增强hESCs
向中胚层分化和心肌细胞形成 [24]。WNT3和WNT8A
通过FZD7和经典Wnt通路调控BRACHYURY的表达

和中胚层诱导 ; WNT5A/5B通过ROR2和非经典Wnt
通路调控MESP1表达和心血管发育 [25]。Dickkopf-
1(DKK1)是Wnt/β-catenin信号抑制剂, 抑制DKK1导
致经典Wnt通路的激活延长和中胚层分化, 有利于

心肌细胞谱系发育[26]。LEF1是经典Wnt通路中DNA
结合的转录因子, 其活性受β-catenin的调节, LEF1
参与小鼠胚胎干细胞分化的启动 [27]。SMAD6是
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A: Wnt通路miRNA-mRNA网络图; B: TGF-β通路miRNA-mRNA网络图; C: Hippo通路miRNA-mRNA网络图。

A: the miRNA-mRNA network of Wnt pathways; B: the miRNA-mRNA network of TGF-β pathways; C: the miRNA-mRNA network of Hippo path-
ways.

图5   Wnt、TGF-β、Hippo三条信号通路的miRNA-mRNA网络

Fig.5   The miRNA-mRNA network of Wnt, TGF-β and Hippo pathways
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TGF-β通路的重要基因, Zdhhc13是BMP信号的关

键调节因子, 通过调节SMAD6的活性来调控外胚

层和中胚层细胞谱系分化[28]。Mst1和Mst2是Hippo
通路的核心组成部分, 在胚胎干细胞分化中是正常

的心脏谱系细胞发育所必需的[29]。通过抑制小鼠

胚胎干细胞多能性转录因子OCT4和BMP信号因子

SMAD5和ID2, 证明了miR-421是一种分化相关的

调节因子, 揭示了miR-191、miR-16-1、miR-23a、
miR-421与TGF-β/BMP信号通路的两个分支之间的

调控网络[30]。

尽管本研究存在一定的局限性 , 缺乏对miR-
NA-mRNA调控网络的深入分子水平的实验性验证, 
但该研究通过转录组测序、基因芯片等手段获得

精准、特异的高通量数据, 又基于生物信息学分析, 
综合各数据库的相关研究, 更加系统、全面地从宏

观层面构建人胚胎干细胞分化为中胚层的miRNA-
mRNA调控网络。从而避免了传统研究单一或片面

的阐述, 为干细胞治疗和实验性机制研究提供整体

性的数据和见解。

基于生物信息学的优势 ,  通过对 miRNA和

mRNA进行筛选、分析, 发现更多的miRNA-mRNA
通过调节Wnt/β-catenin、TGF-β、Hippo这三条信号

通路调控中胚层分化, 这些不同的miRNA-mRNA网

络均可能是中胚层分化的潜在作用机制, 对干细胞

分化的临床应用也具有重要的指导意义。
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