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特发性矮身材儿童循环 microRNA 表达水平的研究
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［摘要］　目的　研究特发性矮身材（ISS）患儿循环 miRNA 表达水平，初步建立 ISS 循环 miRNA 表达

谱，为进一步探索 miRNA 与 ISS 发生、发展及寻找新的生物标记物提供理论依据。方法　选取 20 例 ISS 患儿

和 20 例健康对照儿童，提取血清总 RNA，利用 microRNA microarray 技术比较 ISS 患儿与对照儿童血清 miRNA

的表达差异；实时荧光定量 PCR 技术验证芯片结果，生物信息学分析软件对筛选出的具有显著差异表达的

miRNA 进行靶基因预测。结果　ISS 组与对照组对比共有 40 个差异表达的 miRNA，其中表达上调的 miRNA 有

24 个；表达下调的有 16 个；实时荧光定量 PCR 对其中 2 个表达上调（miR-185 和 miR-574-5p）和 2 个表达下

调（miR-497 和 miR-15a）的 miRNA 进行验证，ISS 患儿血清中 miR-185 较对照组明显上调（P<0.05），miR-
497 明显下调（P<0.05）。结论　ISS 患儿与健康对照血清 miRNA 表达存在显著差异，提示血清 miRNA 可能与

ISS 的发生发展有密切的关系。                                          ［中国当代儿科杂志，2013，15（12）：1104-1108］
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Abstract: Objective    To study the role of circulating microRNAs (miRNA) in the pathogenesis of idiopathic 
short stature (ISS) through detecting miRNA expression profile in plasma of children with ISS. Methods    Plasma 
miRNA expression was determined by microarray in 20 children with ISS and 20 healthy children. Altered microRNAs 
were verified by real-time PCR. The online miRNA target gene prediction software was used to predict and screen 
miRNA differentially expressed target genes. Results    According to the microarray, there were 40 differentially 
expressed miRNAs in the ISS group compared with the control group, including 24 up-regulated miRNAs and 16 down-
regulated miRNAs. Real-time PCR verified two up-regulated (miR-185and miR-574-5p) and two down-regulated 
miRNAs (miR-497and miR-15a) and confirmed that plasma miR-185 expresson was significantly up-regulated (P<0.05) 
and miR-497 expression was significantly down-regulated (P<0.05) in children with ISS. Conclusions    Plasma miRNA 
expression levels in children with ISS are significantly different from healthy controls, suggesting that plasma miRNA is 
associated with the pathogenesis of ISS.                                           [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(12): 1104-1108]
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特 发 性 矮 身 材（idiopathic short stature, ISS）
在非生长激素缺乏性矮小中最为常见，约占所有
矮身材儿童的 60%~80%[1-2]。不但严重影响儿童生
长发育与生活质量，而且给心理健康造成极大影
响。ISS 发病机制尚不清楚，目前诊断仅依靠排除
法，早期发现、早期诊断是改善 ISS 终身高的关键。

微小核糖核酸（miRNA）在不同生理、病理状态
下具有特定的表达水平和模式，有助于疾病的早
期诊断 [3-4]。近年来研究发现，血清或血浆中含有
多种稳定存在的 miRNA，在正常人和肿瘤、组织
损伤、感染等疾病患者体内，循环 miRNAs 的表
达谱存在明显的差异 [5-10]，预示着循环 miRNA 的
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变化与疾病发生、发展有关。本研究利用高通量
microRNA microarray 技术检测 ISS 患者和健康对照
者循环 miRNA 表达水平，旨在建立 ISS 患者循环
miRNA 表达谱，筛查差异表达 miRNAs，寻找 ISS
相关循环 miRNA 分子标志物。

1　资料与方法

1.1　研究对象

收集 2010 年 10 月至 2012 年 10 月在我院儿
童保健所门诊就诊的 ISS 患儿 20 例作为病例组，
其 中 男 11 例， 女 9 例， 平 均 年 龄 8.7±2.2 岁。 
ISS 入 选 标 准 [11]：（1） 身 高 低 于 同 性 别、 同 年
龄、同地区、同种族正常参考值平均数 -2 SD；
（2）出生时身长和体重正常，而且身材匀称；
（3）无明显的慢性器质性疾病（肝、肾、心、肺、
内分泌代谢病和骨骼发育障碍）；（4）无心理和
严重的情感障碍，摄食正常；（5）生长速率稍慢
或正常，一般每年生长速率 <5 cm；（6）染色体
正常；（7）生长激素（GH）激发试验的 GH 峰值
≥ 10 ng/mL 并具有正常的 IGF- Ⅰ浓度；（8）骨
龄正常或延迟。 另选取行健康体检的 20 例儿童为
健康对照，其中男 11 例，女 9 例，平均年龄 9.0±
2.0 岁。本研究经本院伦理委员会批准，所有标本
获取均经家长同意，并签署知情同意书。
1.2　方法

1.2.1　标本采集及处理　　ISS 组和对照组均于清
晨空腹抽取外周静脉血 2 mL 于 EDTA 抗凝真空采
血管，2 h 内在室温下 1 500 g 离心 5 min，去除残
留的血细胞并收集血清，然后将收集的血清在 4℃
条件下，以 12 000 g 离心 5 min，进一步吸取上层
血清分别装入无酶 EP 管，-80℃保存备用。
1.2.2　 血 清 总 RNA 提 取　　 采 用 TRIzol 及
miRNeasy Mini Kit 试剂盒，根据操作手册中的步骤
提取血清总 RNA。
1.2.3　混合样品　　采用混合样本池法检测 ISS 患
者的循环 miRNA 表达。本实验将 10 例 ISS 患者和
10 例健康对照者的样本按照样品浓度，每个样本
各取 1 μg 混合到一起，浓缩至反应起始体系，进
行芯片上样检测。
1.2.4　miRNA 芯片杂交　　本实验在上海康成
生物公司完成。采用由 Exiqon 公司提供的商品
化第 5 代 miRCURY LNATM 寡核苷酸芯片，所含
miRNA 探针共计 1 891 个。miRNA 的标记与芯片
杂交采用 miRCURYTM Hy3TM/Hy5TM Power 标记试剂
盒，按说明书将盒内试剂与样本 RNA 混合均匀、

孵育，反应充分后加入标记缓冲液和荧光标记物
（Hy3），再行孵育后，加入杂交缓冲液及核酸酶
释放缓冲液。将载玻片和芯片按说明组合后放入热
压缩袋，使加热收缩后注入备好的杂交液，旋转孵
育过夜。次日以配套缓冲液冲洗后进行芯片扫描。
1.2.5　芯片数据统计分析　　图像经扫描后输入
GenePix Pro 软件（Axon），进行网格定位和数据
提取、转化及标准化处理。采用 Fold Change 法
筛选 ISS 组与健康对照组的差异表达 miRNA。采
用 MEV4.6 软件对 ISS 组与健康对照组差异表达
miRNA 进行聚类分析。
1.2.6　 反 转 录 合 成 cDNA　　 应 用 TaqMan® 
MicroRNA Reverse Transcription Kit 和 TaqMan® 
MicroRNA Assays 试剂盒中特异性的茎 - 环状反转
录引物，进行反转录反应，配置反应液的所有操
作均在冰上进行。将反应的混合液置于以 cDNA
合成的温度进行预热后的热循环仪上，立即开始
逆转录反应。反应体系为 15 µL，逆转录反应条件
为：16℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃ 10 min。
1.2.7　 实 时 荧 光 定 量 PCR　　 应 用 TaqMan® 
MicroRNA Assays 试 剂 盒 中 的 PCR 引 物 探 针 混
合液进行 PCR 扩增及荧光检测，在美国 Applied 
Biosystems 公 司 7900 荧 光 定 量 PCR 仪 上 进 行 反
应。以 U6 为内参基因进行校正和标准化。反应条
件为：95℃预变性 3 min；95℃变性 15 s，55℃退
火 30 s，72℃延伸 30 s，循环 40 次。建立各标本
miR-185、miR-574-5p、miR-497、miR-15a 及 U6 
PCR 产物的标准曲线和熔解曲线，分别测量出 20
例健康对照和 20 例 ISS 患者标本的 Ct 值，数据用
2- △△ Ct 表示目的基因相对表达量。
1.2.8　 生 物 信 息 学 分 析　　 采 用 TargetScans、
miRanda 在线软件进行生物信息学分析，输出差异
表达 miRNA 的预测靶基因。
1.3　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分
析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两
组数据若符合正态分布和方差齐性，则采用独立
样本 t 检验进行比较；若为非正态分布计量资料，
则采用非参数检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　总 RNA质量评价

所有样品提取所获得的 RNA 经电泳鉴定，均
可见 28S 和 18S 的清晰条带，且亮度比（28S : 18S）
≥ 2，表明 RNA 质量可靠，可用于检测 miRNA 的
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2.3　实时荧光定量 PCR验证结果

根据 miRNA 芯片及生物信息学分析筛选出
ISS 患者血清中异常表达的 miRNA，利用实时荧光
定量 PCR 方法，进一步验证 20 例 ISS 患儿及 20
例健康对照儿童血清 miR-185、miR-574-5p、miR-
497 和 miR-15a 的表达水平。结果表明，与正常对
照组相比，ISS 患儿血清中 miR-185 表达明显上调
（P<0.05），miR-497 表达明显下调（P<0.05）；
而 ISS 患儿血清中 miR-574-5p、miR-15a 表达水平
与正常组比较差异无统计学意义（均 P>0.05）。
见图 2。

芯片实验。
2.2　芯片实验检测结果

采用 FoldChange 法将校正后的 miRNA 芯片数
据进行差异基因筛选。按照目前 microRNA 谱系研
究常用的标准，差异倍数 >2 为明显上调，差异倍
数 <0.5 为明显下调，共筛选出 40 个与 ISS 相关的
miRNA（表 1）。结果显示 ISS 组与健康对照组比较，
表达上调的 miRNA 共 24 个（miR-185、miR-670、
miR-574-5p、miR-10a、miR-1252、miR-320、miR-
620 等），表达下调的 miRNA 共 16 个（miR-874、
miR-497、miR-635、miR-15a、miR-511、miR-942 等）。
应用聚类分析方法将上述 40 种 miRNA 芯片数据
导入 MeV4.6. 得到聚类分析图。见图 1。

图 2   ISS 组和健康对照组血清miR-185 及 miR-497
实时荧光定量 PCR 结果比较（n=20， 左 图 miR-185， 右 图

miR-497）　 a：与对照组比较，P<0.05。

表 1　ISS 患者血清中差异表达的miRNAs

表达上调的
miRNAs

倍数变化
表达下调的

miRNAs
倍数变化

hsa-miR-1252 2.47 hsa-miR-548j 0.35
hsa-miR-10a 3.54 hsa-miR-3169 0.48
hsa-miR-4306 2.19 hsa-miR-874 0.37
hsa-miR-574-5p 2.06 hsa-miR-614 0.47
hsa-miR-320c 2.22 hsa-miR-3663-5p 0.48
hsa-miR-3673 2.34 hsa-miR-1273e 0.38
hsa-miR-631 3.08 hsa-miR-635 0.48
hsa-miR-2116* 2.40 hsa-miR-497 0.41
hsa-miR-548b-5p 2.08 hsa-miR-15a 0.48
hsa-miR-610 2.05 hsa-let-7c 0.48
hsa-miR-548c-3p 2.33 hsa-miR-3612 0.41
hsa-miR-218-1* 2.22 hsa-miR-3650 0.30
hsa-miR-550a 2.27 hsa-miR-511 0.43
hsa-miR-4303 2.43 hsa-miR-618 0.43
hsa-miR-483-5p 2.14 hsa-miR-550b 0.49
hsa-miR-320e 2.30 hsa-miR-942 0.47
hsa-miR-1827 2.75
hsa-miR-765 2.26
hsa-miR-451 2.02
hsa-miR-320d 2.18
hsa-miR-185 3.87
hsa-miR-1321 2.37
hsa-miR-3125 2.55
hsa-miR-620 2.23

对照组 ISS 组

图 1　两组差异表达循环microRNAs 聚类图
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2.4　差异表达miRNA靶基因预测结果

利用 TargetScans、miRanda 等最常用和最权威
的预测 miRNA 靶基因的在线软件进行生物信息学
分析，对差异表达的 miRNAs（miR-185、miR-574-
5p、miR-497 和 miR-15a）的靶基因进行预测并筛
选。miR-185 的靶基因为胰岛素样生长因子 -2 受
体（insulin-like growth factor 2 receptor, IGF-2R）；
miR-574-5p 的靶基因为信号传导与激活转录因子
3（signal transducer and activator of transcription 3, 
STAT3）；miR-497 及 miR-15a 的靶基因均为胰岛
素样生长因子 -1 受体（insulin-like growth factor 1 
receptor, IGF-1R）。

3　讨论

微小核糖核酸（miRNA）是一类内源性单链
非编码小 RNA，通过与配对的靶基因 mRNA 3'-
非编码区域结合位点结合，抑制靶基因 mRNA 翻
译成蛋白或降解 mRNA，在转录后水平对基因表
达进行调控 [12]。miRNA 在细胞增殖、分化、发育
和凋亡、胰岛素分泌、胚胎发育等过程中发挥重
要作用 [13]。在不同生理、病理状态下，miRNA 表
达谱不同，这种特性使得 miRNA 可能成为反映人
体各种生理、病理状况的理想的候选生物标志物。
目前研究表明，循环 miRNA 具有良好的稳定性、
检测方便、无创性、可重复性等优势，可作为新
的分子标记物用于疾病的早期诊断、预后预测和
治疗靶点研究。本研究应用 micoroarray 芯片技术
筛选得到 ISS 患者和健康对照者血清中差异表达
的 40 个 miRNA， 其 中 24 个 miRNA 表 达 上 调，
16 个 miRNA 表达下调。研究结果证实了 ISS 患者
与健康对照血清 miRNA 表达谱存在显著差异，提
示血清 miRNA 可能与 ISS 的发生发展有着密切的
关系。为验证芯片检测结果，本研究选择 2 个上
调的 miRNA（miR-185、miR-574-5p）和 2 个下调
的 miRNA（miR-497、miR-15a）进行实时荧光定
量 PCR 验证，结果显示 micoroarray 芯片和实时荧
光定量 PCR 方法检测 miRNAs 表达水平基本一致，
证实芯片检测结果的可靠性。本研究发现，在 ISS
患儿血清中存在差异表达的循环 miRNA 分子，这
一现象提示循环 miRNA 可以作为 ISS 无创性诊断
的一种有效的方法，miRNA 可能参与 ISS 病理生
理过程。

ISS 的病因目前尚不清楚，认为与遗传、环境、
自身免疫机制有关 [14]。虽有已知的基因、信号通
路参与其发病机制，但其中许多关键环节尚未阐

明。研究结果显示，在 ISS 患者血清中 miR-185 表
达上调，miR-497 表达下调，其表达上调或下调的
原因可能是受上游某因素调控作用（甲基化修饰，
杂合性缺失等）的影响，或下游调控哪些靶基因
或信号通路等是下一步重点研究方向。miRNA 通
过对靶基因的表达调控而发挥作用。根据文献报
道及结合生物信息学方法预测 miRNA 在转录后
或翻译水平的靶基因，筛选出与生长发育有关的
靶 基 因， 如 IGF-1R、IGF-2R 和 STAT3。 生 长 激
素 / 胰岛素样生长因子（growth hormone/insulin-like 
growth factors, GH/IGFs）轴是调节儿童生长发育中
最重要的神经内分泌轴，因而试图着手从这一轴
中的激素、生长因子及信号传递途径，探讨 ISS 的
病因。IGF-1R 是调节该轴的激素受体级联反应的
效应分子，其结构和功能异常可能会影响靶基因
IGF-1 与其结合，从而引起生长障碍。研究显示，
ISS 存在 GH 不敏感、IGF-1 抵抗等现象，均提示
可 能 与 IGF-1R 基 因 异 常 有 关 [15]。IGF-IGF-1R 系
统敲除大鼠模型显示 IGF-1R 单个基因敲除后可表
现出严重的生长迟缓 [16]。IGF-1R 可介导 IGF-1 及
IGF-2 促生长作用，其信号转导通路还与其他生长
因子和受体的信号转导通路相互作用 [17]。JAK2/
STAT 途径介导了 GH 的受体后信号传递，基因敲
除研究已表明 STAT 激酶在生长中发挥着重要的作
用 [18]。miRNA 靶基因预测为进一步研究差异表达
的 miRNA 在 ISS 发生中的作用机制提供了实验基
础。

总之，本研究在国内外首先报道 ISS 儿童循
环 miRNA 的表达水平，为进一步研究 miRNA 在
ISS 发生发展中的作用及机制提供了新的方向和新
的思路。由于 miRNA 对机体的调控作用不是单一
的，还需进一步深入研究差异 miRNA 的功能。下
一步将就在 ISS 中差异表达 miRNA 的靶基因及其
下游作用的信号通路及机制进行深入探索。
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