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　　［摘要］　目的　检测唐氏综合征（Ｄｏｗｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ）胎儿和正常胎儿脐带血单个核细胞全基因组 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡ）的差异表达。方法　运用Ｓｏｌｅｘａ高通量测序技术对６例ＤＳ胎儿（ＤＳ组）和６例正常胎儿（对照组）脐带血单个
核细胞ｍｉＲＮＡ表达水平进行检测，比较分析２组ｍｉＲＮＡ表达的差异，并用ＳｔｅｍｌｏｏｐｑＲＴＰＣＲ对Ｓｏｌｅｘａ测序结果进行验
证。结果　２组样本显著性差异表达ｍｉＲＮＡ有１６７种，８种ｍｉＲＮＡ在ＤＳ组样本中表达上调，１５９种ｍｉＲＮＡ表达下调；还
有３８种和１３９种ｍｉＲＮＡ分别特异性表达于ＤＳ组和对照组样本中；２１号染色体上５个ｍｉＲＮＡ，除ｍｉＲ８０２在ＤＳ组中高
表达外，ｍｉＲ９９ａ、ｌｅｔ７ｃ、ｍｉＲ１２５ｂ和ｍｉＲ１５５均低表达。结论　ＤＳ胎儿和健康胎儿脐带血单个核细胞 ｍｉＲＮＡ的表达差
异显著，可能与ＤＳ胎儿免疫系统的发育缺陷及 ＤＳ胎儿循环 Ｔ、Ｂ淋巴细胞数目的减少有关；差异显著和特异性表达的
ｍｉＲＮＡ可作为ＤＳ胎儿潜在的产前筛查诊断指标。
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　　唐氏综合征（Ｄｏｗｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ），又名２１三体
（Ｔｒｉｓｏｍｙ２１，Ｔｓ２１）综合征，其发病率与孕妇的年龄有
关，约７００个新生儿中就有１例，且随着孕妇年龄的增
加而升高［１］。与健康者相比，ＤＳ患者更易患自身免疫
性疾病、肿瘤、白血病和感染性疾病，其中感染性疾病

是导致 ＤＳ患者死亡的主要因素之一［２］。这可能与

ＤＳ患者免疫系统的异常有关，包括胸腺先天性发育不
良，Ｔ、Ｂ淋巴细胞和粒细胞功能异常，免疫球蛋白及循
环Ｔ、Ｂ淋巴细胞和 ＮＫ细胞与健康人相比明显降低
等［３］，而这些差异导致 ＤＳ患者免疫系统的缺陷被认
为与２１号三染色体基因剂量不平衡有关，从而使 ＤＳ
患者患感染性疾病、自身免疫性疾病和恶性肿瘤的概

率增加，但具体的免疫缺陷分子病理学机制仍不清楚。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）被证明在多种生物
学过程中具有重要调节作用，包括免疫细胞的增殖、分

化、成熟，以及维持体内免疫平衡和正常免疫功能

等［４］。研究表明，固有免疫和适应性免疫细胞均具有

其特定的 ｍｉＲＮＡ表达谱，ｍｉＲＮＡ的异常表达与免疫
系统缺陷性疾病的发生、发展密切相关，如癌症、自身

免疫性疾病等［５］。识别各种免疫缺陷性疾病特定的

ｍｉＲＮＡ表达谱，不但有助于我们全面解析特定条件下
疾病的发病机制和分子病理学机制，也可对疾病的早

期诊断和干预治疗提供新的靶点和方法。为研究 ＤＳ
胎儿和健康胎儿血细胞免疫系统ｍｉＲＮＡ表达的差异，
本研究运用第二代高通量 Ｓｏｌｅｘａ深度测序技术对 ＤＳ
胎儿和正常胎儿脐带血单个核细胞全基因组 ｍｉＲＮＡ
表达谱进行研究，为进一步研究 ＤＳ患者免疫系统缺
陷形成机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　脐带血标本由深圳市人民医院临床医学研究中心遗传室
提供，包括经常规Ｇ显带染色体核型分析确诊为标准型 ＤＳ胎
儿的脐带血标本６例（２男４女）和健康胎儿脐带血标本６例
（２男４女），分别为 ＤＳ组和对照组。该研究经深圳市人民医
院伦理委员会批准，且征得所有孕妇知情同意。

１．２　样本的收集和处理
　　行产前诊断时，在超声引导下抽取１８～２２孕周胎儿脐带
血３ｍｌ于ＥＤＴＡ抗凝管中（ＢＤ公司）。先取０．６ｍｌ脐带血经
细胞培养用于Ｇ显带染色体核型分析；然后运用淋巴细胞分离
液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）分离提取剩余脐带血单个核细胞，溶入１ｍｌ
ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）混合均匀，分成２份置于冻存管
中，冻存于－８０℃备用。

１．３　总ＲＮＡ提取
　　将冻存样本常温下解冻，按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取总
ＲＮＡ，并用ＤＮａｓｅＩ试剂（Ａｍｂｉｏｎ公司）进行处理，去除基因组
ＤＮＡ污染。然后通过 Ａｇｉｌｅｎｔ２０００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ分析提取 ＲＮＡ

质量，以ＲＩＮ≥７．０和２８Ｓ／１８Ｓ＞０．７为ＲＮＡ质量完好，可用于
ｓｍａｌｌＲＮＡｓ建库Ｓｏｌｅｘａ测序分析。

１．４　ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文库构建和Ｓｏｌｅｘａ测序
　　分别等量混合 ＤＳ胎儿和健康胎儿脐带血单个核细胞
ＲＮＡ（总量≥１０μｇ），用于构建 ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文库。总 ＲＮＡ经
１５％ ＰＡＧＥ变性胶电泳分离，再切胶纯化回收１８～３０ｎｔ长的
ｓｍａｌｌＲＮＡｓ分子。在 Ｔ４ＲＮＡ连接酶作用下，给 ｓｍａｌｌＲＮＡｓ分
子加上３′、５′接头，所得产物经１０％的 ｔｒｉｂｏｒａｔｅＥＤＴＡ尿素聚
丙烯胺凝胶电泳纯化后，由 ＲＴＰＣＲ扩增生成 ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文
库，然后运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ／ＳｏｌｅｘａＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序仪进行深度测
序。文库的构建和测序均在深圳华大基因研究院的协助下完

成。

１．５　ｓｍａｌｌＲＮＡｓ数据处理和信息分析
　　对Ｓｏｌｅｘａ测序所得序列进行去接头、去低质量、去污染、去
冗余等处理，获得１８～３０ｎｔ高质量序列并进行长度分布分析；
然后运用 ＳＯＡＰ２．０软件将高质量序列与人基因组序列
（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）进行比对分析（最多允许２个碱基
的错配），再将匹配序列分别与基因组重复序列、ＧｅｎＢａｎｋ数据
库、Ｒｆａｍ（１０．０）数据库、ＵＣＳＣ数据库和 ｐｉＲＮＡ数据库进行比
对，尽可能去除ｒＲＮＡ、ｓｃＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ非
编码序列和 ｍＲＮＡ降解片段；余下序列与 ｍｉＲＮＡ数据库
（ｍｉＲＢａｓｅ１７．０）进行比对分析，然后再按照 ｒＲＮＡｅｔｃ＞ｋｎｏｗｎ
ｍｉＲＮＡ＞ｒｅｐｅａｔ＞ｅｘｏｎ＞ｉｎｔｒｏｎ的优先级顺序对ｓｍａｌｌＲＮＡｓ分子
进行分类注释，没有注释的匹配ｓｍａｌｌＲＮＡｓ序列用“Ｕｎａｎｎｏ”表
示。由于ｒＲＮＡｅｔｃ是由 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ和 Ｒｆａｍ两个数据库比
对所得，规定这两个数据库间的优先级为ＧｅｎＢａｎｋ＞Ｒｆａｍ。

１．６　两样本ｍｉＲＮＡ差异比较
　　首先对两样本中表达的 ｍｉＲＮＡ进行归一化处理，使每个
ｍｉＲＮＡ的表达量处于同一个量级（公式：归一化表达量 ＝
ｍｉＲＮＡ表达量／样品总表达量 ×１０６），再利用 Ａｕｄｉｃａｎｄ
Ｃｌａｖｅｒｉｅｔｅｓｔ统计学方法比较２组样本 ｍｉＲＮＡ的表达差异，并
计算 Ｐ值［６］。若 ｍｉＲＮＡ在两样本间的倍比值≥２且 Ｐ＜
０００１，则认为该ｍｉＲＮＡ在两样本间的表达差异显著；若ｍｉＲＮＡ
归一化后在两样本中的表达量都＜１，则该 ｍｉＲＮＡ不参与差异
表达分析。

１．７　ＳｔｅｍｌｏｏｐｑＲＴＰＣＲ验证
　　为验证Ｓｏｌｅｘａ测序结构的准确性，我们运用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对Ｓｏｌｅｘａ测序的ｓｍａｌｌＲＮＡｓ混合样本进行分析。
ｍｉＲＮＡ茎环逆转录引物和ＰＣＲ扩增引物分别由上海吉玛制药
技术有限公司和上海生工生物工程有限公司提供，以ｒＲＮＡＵ６
为内参，采用２－△△Ｃｔ法计算 ＰＣＲ检测结果。ｍｉＲＮＡ逆转录采
用ＭＭＬＶ反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。在去 ＲＮａｓｅ的 ＰＣＲ
管中加入５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μｌ，逆转录混合液３．５μｌ，ｍｉＲＮＡ逆转
录引物０．５μｌ，总ＲＮＡ１μｇ，然后用ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水补充至２０μｌ，
轻轻混匀，在４２℃ ６０ｍｉｎ，８５℃ １０ｍｉｎ条件下进行逆转录反
应。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＫｉｔ
（Ｔｏｙｏｂｏ公司）在ＡＢＩＰＲＩＳＭ ７５００ＰＣＲ仪上进行。采用２０μｌ
反应体系：ｃＤＮＡ（１∶２０）５．０μｌ，上下游引物各０．５μｌ，２×ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭｉｘ１０μｌ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水４μｌ。在９５℃预反应５ｍｉｎ，９４℃
１５ｓ、６０℃１５ｓ、７２℃３２ｓ条件下，运行４０个循环，重复３次。
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２　结果

２．１　ＲＮＡ质量检测结果
　　通过ＴＲＩｚｏｌ分离试剂盒提取和纯化 ＲＮＡ后，运用 Ａｇｉｌｅｎｔ
２０００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测样本质量，然后将２组中合格样本分别等
量混合，结果显示 ２组样本提取的质量完好，可用于 ｓｍａｌｌ
ＲＮＡｓ建库进行Ｓｏｌｅｘａ测序分析（图１）。
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Ａ：ＤＳ胎儿脐带血混合样本；Ｂ：正常胎儿脐带血混合样本
图１　２组混合ＲＮＡ样本质量检测结果

２．２　ｓｍａｌｌＲＮＡｓ序列分布和分类注释
　　将两样本ＳｏｌｅｘａＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序所得ｓｍａｌｌＲＮＡｓ序列进
行去接头、去低质量、去污染等处理，保留长度为１８～３０ｎｔ的序
列。ＤＳ组和对照组分别获得序列２０４３８７７５和１６６２９２６８条，
主要分布在２２ｎｔ长度周围（图２）。将所得序列与全基因组序
列进行比对（碱基错配≤２），ＤＳ组和对照组分别获得匹配序列
８０８７２５０和１２５３６６３０条，随后将匹配序列与各ｓｍａｌｌＲＮＡｓ数
据库进行比对，分类注释（表 １）。２组样本中总共检测到
ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ功能单链的互补链）３９５种，
其中ＤＳ组有２４３种（２１８种ｍｉＲＮＡ和２５种ｍｉＲＮＡ），总表达
量为２２０８０９６（占２７．３％）；对照组有３４９种（２９５种ｍｉＲＮＡ和
５４种ｍｉＲＮＡ），总表达量为６３６９１２３（５０８％）。在２组样本
中都有表达的ｍｉＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ分别有１７８种和１９种。

!"

!#

$"

$%

&"

&%

'"

(%

"

%

!
"

#
$
)
%

(* (+ &% &( && &, &! &" &- &. /* &+ ,0

&'()*$12%

34+ ,-+

图２　ＤＳ组和对照组序列长度分布图

表１　ＤＳ组和对照组匹配序列分类注释表

ＤＳ组 对照组
ＲＮＡ类别　　　

表达量 比例（％） 表达量 比例（％）

匹配序列 ８０８７２５０ １００ １２５３６６３０ １００

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ） ２２０８０９６ ２７．３０ ６３６９１２３ ５０．８０

核蛋白ＲＮＡ（ｒＲＮＡ） １４０６９０４ １７．４０ ２９３２９２２ ２３．３９

转运ＲＮＡ（ｔＲＮＡ） ３７１５０８６ ４５．９４ ９１３０７６ ７．２８

信使ＲＮＡ降解片段 ５４７８７ ０．６８ ３８６４１６ ３．０８

核内／核仁小分子
ＲＮＡ（ｓｎ／ｓｎｏＲＮＡ）

８３１５４ １．０３ ３６１６１７ ２．８８

胞质／信号识别颗粒
小分子ＲＮＡ（ｓｃ／ｓｒｐＲＮＡ）

４１３９１８ ５．１２ ８８１８２３ ７．０３

其他小ＲＮＡ分子 １６５６３１ ２．０４ ４７０８１９ ３．７８
未注释序列 （Ｕｎａｎｎｏ） ３９６７４ ０．４９ ２２０８３４ １．７６

２．３　２组样本间ｍｉＲＮＡｓ差异表达分析
　　经归一化处理后，ＤＳ组和对照组样本可参与差异表达分
析的ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ分别有 ２３３种（２０９种 ｍｉＲＮＡ和 ２４种
ｍｉＲＮＡ）和３３４种（２８２种ｍｉＲＮＡ和５２种ｍｉＲＮＡ）。在２组
样本中显著差异表达的ｍｉＲＮＡ共有１６７种，其中有８种ｍｉＲＮＡ
在ＤＳ组样本中表达上调，１５９种ｍｉＲＮＡ表达下调；在这些差异
表达的ｍｉＲＮＡ中有３２种 ｍｉＲＮＡ的倍比变化超过了１００倍甚
至是１０００倍，其中有些ｍｉＲＮＡ已被证明与免疫细胞的增殖分
化有关，如 ｍｉＲ１９６ｂ、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ２２３、ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ１５０等。
此外，还有３８种和１３９种 ｍｉＲＮＡ分别只在 ＤＳ组和对照组中
特异性表达。见表２。这些特异性表达的ｍｉＲＮＡ可能在ＤＳ胎
儿的异常发育中具有潜在的作用，可作为 ＤＳ胎儿潜在的产前
筛查指标。而２１号染色体上已注释的５种 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ９９ａ、
ｌｅｔ７ｃ、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ１５５和ｍｉＲ８０２），在本次 Ｓｏｌｅｘａ测序中只
检测到４种（ｍｉＲ９９ａ、ｌｅｔ７ｃ、ｍｉＲ１２５ｂ和ｍｉＲ１５５），ｍｉＲ８０２在
２组样本中均未检测到，这将在后面进一步做ＰＣＲ验证。

２．４　ＳｔｅｍｌｏｏｐｑＲＴＰＣＲ验证结果
　　为验证 Ｓｏｌｅｘａ技术测序结果的有效性，我们随机选择了６
种显著差异表达的 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ１９６ｂ、ｍｉＲ９２ｂ、ｍｉＲ１６、
ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ２１和 ｍｉＲ２２３）和２１号染色体上已注释的５种
ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ９９ａ、ｌｅｔ７ｃ、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ１５５和 ｍｉＲ８０２）进行
ｑＲＴＰＣＲ验证。与对照组相比，ｍｉＲ８０２在 ＤＳ组中表达上调
＞１５倍（图３）。其余各 ｍｉＲＮＡ在２组样本中的变化趋势与
Ｓｏｌｅｘａ测序结果一致，说明Ｓｏｌｅｘａ技术检测结果可靠、有效。
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图３　ＳｔｅｍｌｏｏｐｑＲＴＰＣＲ验证２组差异表达ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ
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表２　ＤＳ组和对照组样本差异表达＞１００倍及相关的ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ

归一化表达量 归一化表达量
ｍｉＲＮＡ 倍比值 ｍｉＲＮＡ 倍比值

ＤＳ组 对照组 ＤＳ组 对照组

ｈｓａｍｉＲ１９６ｂ ２６１．８２ ０．９２ ２８６．０８ ｈｓａｍｉＲ２７ａ ０．１８ ３５．８７ １９５．２４

ｈｓａｍｉＲ４８３５ｐ ５５．９５ ４．７５ １１．７８ ｈｓａｍｉＲ４２８６ ０．７３ ２１８．８０ ２９７．７２

ｈｓａｍｉＲ４７３２５ｐ ２４１．０１ ２１．８５ １１．０３ ｈｓａｍｉＲ９３ ０．０５ １４．７６ ３２１．５３

ｈｓａｍｉＲ１２５５ａ ３．０３ １．０９ ２．７９ ｈｓａｍｉＲ１０ｂ ０．０５ １５．７３ ３４２．７１

ｈｓａｍｉＲ３２０ｂ １５９．７１ ６１．７２ ２．５９ ｈｓａｍｉＲ３７６ａ ０．０５ １７．７９ ３８７．５７

ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ １１１６０．３５ ４３５７．８９ ２．５６ ｈｓａｍｉＲ３０ａ ０．０５ １９．０５ ４１４．９９

ｈｓａｍｉＲ９２ｂ １２９．３５ ５５．４３ ２．３３ ｈｓａｍｉＲ１３４ ０．５５ ３０９．４０ ５６１．３２

ｈｓａｍｉＲ１２５５ｂ ９．２３ ４．４６ ２．０７ ｈｓａｍｉＲ１５０ ６．６１ ３９８８．６５ ６０３．０３

ｈｓａｍｉＲ１２５ｂ ８．１３ ２２．８８ ２．８１ ｈｓａｍｉＲ４３１ ０．０５ ３３．５２ ７３０．２８

ｈｓａｍｉＲ９９ａ ４．８２ １６．９３ ３．５１ ｈｓａｍｉＲ１１９３ ０．０５ ５７．７２ １２５７．４３

ｈｓａｌｅｔ７ｃ ９８６．１４ ４１３４．１７ ４．１９ ｈｓａｍｉＲ９９ｂ ０．０９ １２１．９０ １３２６．４０

ｈｓａｍｉＲ１６ ７５２．２０ ３２１５．８０ ４．２８ ｈｓａｍｉＲ１３９３ｐ ０．０９ １２６．０１ １３７１．２１

ｈｓａｍｉＲ２０ａ ７．５８ ４５．０２ ５．９４ ｈｓａｍｉＲ４９３ ０．０９ １３７．０５ １４９１．３４

ｈｓａｍｉＲ１７ ２２．０５ １７２．７５ ７．８４ ｈｓａｍｉＲ１５４ ０．０５ ７７．４５ １６８７．３８

ｈｓａｍｉＲ１２６ １．４２ ３９．７０ ２７．８８ ｈｓａｍｉＲ６６４ ０．０５ ９４．３８ ２０５６．２６

ｈｓａｍｉＲ１９ｂ ０．５５ ２０．９９ ３８．０９ ｈｓａｍｉＲ２２４ ０．０５ ９８．４４ ２１４４．７４

ｈｓａｍｉＲ４０９５ｐ ０．３７ ３７．４７ １０１．９５ ｈｓａｍｉＲ１４６ａ ０．０９ ２１１．７０ ２３０３．６２

ｈｓａｍｉＲ１２６０ｂ ０．０９ １０．７０ １１６．３９ ｈｓａｍｉＲ５４３ ０．０５ １２３．６７ ２６９４．３２

ｈｓａｍｉＲ２３ａ ２４．１１ ２８８９．２４ １１９．８１ ｈｓａｍｉＲ４１０ ０．０５ １２６．３６ ２７５２．８９

ｈｓａｍｉＲ４９５ ２０．７６ ２５６８．２３ １２３．７０ ｈｓａｍｉＲ３７６ｃ ０．０５ １５７．８８ ３４３９．５６

ｈｓａｍｉＲ２１ ７．３０ ９５０．３４ １３０．１２ ｈｓａｍｉＲ４５２ ０．０９ ３７０．８４ ４０３５．２２

ｈｓａｍｉＲ２７ｂ ０．１８ ２４．２５ １３２．０３ ｈｓａｍｉＲ４２４ ０．０５ １９５．９７ ４２６９．５４

ｈｓａｍｉＲ２２３ ５．４２ ８６２．２０ １５９．０７ ｈｓａｍｉＲ４８７ｂ ０．０５ ２０４．０９ ４４４６．５０

ｈｓａｍｉＲ２９ａ ２．６６ ４５８．８７ １７２．２４

２组各ｍｉＲＮＡ归化表达量间比较：Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡ是一类内源性单链短序列非编码小ＲＮＡ，
其编码基因主要位于蛋白编码基因的内含子和基因间

区，有的ｍｉＲＮＡ还有其独立的启动子和增强子，能够
独自完成自身的转录过程，其表达具有时空特异性，近

来被证明在免疫组织细胞的发育过程中具有重要调控

作用［７］。ＤＳ患者的免疫缺陷是产前和产后因素共同
作用的结果，而２１号染色体上基因的过表达引起二倍
体基因的表达失衡则被认为是导致 ＤＳ患者各种临床
症状产生的主要原因［８］。

　　已有研究证明，２１号染色体上 ５种 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ
９９ａ，ｌｅｔ７ｃ，ｍｉＲ１２５ｂ，ｍｉＲ１５５和 ｍｉＲ８０２）的过表达
与ＤＳ患者智力低下、心脏缺陷、儿童白血病和免疫缺
陷等临床症状有关［８］。研究发现，２１号染色体上 ５种
ｍｉＲＮＡ在唐氏胎儿脑和心脏组织中均高表达，超过
１５倍［９］；ｍｉＲ１５５和 ｍｉＲ８０２可通过抑制其靶基因

ＣＰＧ岛甲基化结合蛋白（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＭｅＣＰ２）的表达，导致 ＤＳ患者神经发育障碍，造成智
力低下［１０］；而ｍｉＲ１５５在 ＤＳ患者纤维母细胞中的高
表达可能与其临床低血压有关［１１］。在本实验中，相对

于对照组，２１号染色体上５种 ｍｉＲＮＡ，除了 ｍｉＲ８０２，
其余４种ｍｉＲＮＡ在ＤＳ胎儿脐带血单个核细胞中的表
达并未出现预想中１．５倍以上的升高，反而降低。这
种现象也存在于 ＤＳ患者其他组织细胞关于２１号染
色体基因差异表达研究中［１２］，说明 ｍｉＲＮＡ的表达具
有时间和组织特异性。而 Ｓｏｌｅｘａ测序中未检测到
ｍｉＲ８０２的表达则可能与建库过程中逆转录引物的低
特异性有关，这与Ｋｕｈｎ等［９］的研究结果一致。此外，

Ｓｏｌｅｘａ检测结果中显著差异表达 ｍｉＲＮＡ，在 ｑＲＴＰＣＲ
的检测结果中差异较小（如 ｍｉＲ９９ａ，ｍｉＲ１２５ｂ，ｍｉＲ
２２３），可能与两种检测技术的实验原理以及对检测结
果统计学方法的不同有关［１３］。

　　研究表明，ｍｉＲＮＡ在先天性免疫和适应性免疫细
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胞的发育和功能维持中具有重要作用［１４］。在先天性

免疫系统发育过程中，ｍｉＲ２２３可通过对靶基因Ｍｅｆ２ｃ
的调节，负向调控粒细胞的增殖、分化，维持中性粒细

胞的功能；缺乏ｍｉＲ２３３的粒细胞高度成熟，对真菌感
染具有高敏感性［１５］；ｍｉＲ１９６ｂ对粒细胞的生成具有
负向调控作用，其高表达可抑制 ＧＣＳＦ诱导粒细胞的
生成［１６］；ｍｉＲ２１的低表达可抑制单核细胞的生成以
及树突状细胞（ＤＣ）的分化，使 ＤＣ的生成减少，吞噬
功能受抑［１４，１６］；而 ｍｉＲ１５５的缺乏会进一步损害 ＤＣ
细胞抗原呈递能力，对抗原的刺激不能有效活化 Ｔ细
胞［１４］。在脂多糖（ＬＰＳ）刺激的巨噬细胞中，ｍｉＲ１２５ｂ
低表达，可促进 ＴＮＦα的生成，增强巨噬细胞的炎症
反应能力，在维持巨噬细胞对微生物刺激产生适度炎

症反应具有重要作用［１７］。

　　除了对固有免疫具有调节作用外，ｍｉＲＮＡ对适应
性免疫Ｔ／Ｂ淋巴细胞的分化、发育以及抗体的生成过
程也具有重要的调控作用［１４］。ｍｉＲ１５５对 ＣＤ４＋Ｔ细
胞的分化具有选择性调控作用：ｍｉＲ１５５缺乏可诱导
ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ２细胞分化，介导体液免疫；反之，可
诱导ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞分化，促进细胞免疫的发
展。然而ｍｉＲ１５５的缺乏可导致生发中心Ｂ淋巴细胞
和滤泡型Ｂ淋巴细胞的生成减少，抑制Ｂ淋巴细胞向
浆细胞分化，使抗体类型的转换发生障碍，不能产生高

亲和力抗体，致体液免疫力降低［１７－１８］。ｍｉＲ１７～９２
集簇（包括 ｍｉＲ１７，ｍｉＲ１８ａ，ｍｉＲ１９ａ，ｍｉＲ２０ａ，ｍｉＲ
１９ｂ１和ｍｉＲ９２１）在 ｐｒｏＢ中高表达，随着 Ｂ细胞的
成熟而逐渐降低，与细胞的增殖、发育和Ｉｇ重塑有关；
通过负向调控Ｐｔｅｎ和Ｂｉｍ的表达，抑制ｐｒｏＢ向ｐｒｅＢ
细胞分化，使 Ｂ淋巴细胞的生成降低；ｍｉＲ１７～９２的
缺失或低表达使胸腺和外围 Ｔ淋巴细胞的生成减
少［１７］。

　　综上所述，基于本实验的研究结果和ｍｉＲＮＡ与免
疫细胞增殖、分化、成熟和功能调控的关系，我们认为

ＤＳ胎儿宫内发育期间 ｍｉＲＮＡ的差异表达可能与 ＤＳ
胎儿免疫系统的发育缺陷及ＤＳ胎儿循环Ｔ、Ｂ淋巴细
胞数目减少有关；差异显著和特异表达的 ｍｉＲＮＡｓ可
作为ＤＳ胎儿潜在的产前筛查诊断指标。
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