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　　［摘要］　目的　分析慢性应激诱导的焦虑障碍模型小鼠杏仁核 ｍｉＲＮＡ表达情况，探索在焦虑障
碍中发挥作用的关键ｍｉＲＮＡ及其可能的作用靶点。方法　选取２４只８周龄Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠（体质
量为１８～２２ｇ），采用区组随机法按照体质量分为焦虑障碍组（ｎ＝１２）和对照组（ｎ＝１２）。焦虑障碍组采
用连续１０ｄ的狭小空间约束方法（每天２ｈ）用于制造焦虑障碍小鼠模型，对照组无应激。造模完成后
采用高架十字迷宫实验、旷场实验、明暗箱实验检测小鼠的焦虑样行为。采用转录组测序方法检测并分

析焦虑障碍组小鼠和对照组小鼠杏仁核ｍｉＲＮＡｓ表达情况，结合ｍｉＲａｎｄａ对差异表达ｍｉＲＮＡ靶基因进
行预测，并进行功能注释（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓ
ａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库的信号通路分析，探索杏仁核中在焦虑障碍发挥作用的重要 ｍｉＲＮＡ，并对
其中关键ｍｉＲＮＡ进行ＲＴｑＰＣＲ检测。结果　焦虑障碍组小鼠在高架十字迷宫、旷场、明暗箱实验中均
表现出显著的焦虑样行为。与对照组比较，焦虑障碍组小鼠杏仁核中共有 ３５条差异表达 ｍｉＲＮＡ。
ＧＯ功能分析结果显示，预测靶基因在神经元突触可塑性相关功能显著富集。ＫＥＧＧ信号通路分析结果
显示，差异ｍｉＲＮＡ预测靶基因在信号传导、癌症相关信号通路富集显著。经ＲＴｑＰＣＲ检测，ｍｉＲ１２８２５ｐ
在焦虑障碍组的表达显著降低（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１０ｂ５ｐ、ｍｉＲ２００ａ３ｐ、ｍｉＲ２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ４２９３ｐ在焦虑障
碍组的表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。其中，ｍｉＲ１２８２５ｐ和ｍｉＲ２００ａ３ｐ的改变幅度与转录组测序结果基
本一致。结论　基于生物信息学分析获得的关键 ｍｉＲＮＡ分子 ｍｉＲ１２８２５ｐ及其下游靶基因 ｂｍｐｒ２、
ｉｆ６、ｒｂｆｏｘ３可能是焦虑障碍潜在的干预治疗靶点。
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　　焦虑障碍对个人的幸福感和工作效率有较大影
响，除了对主观幸福体验产生威胁外，还与心血管疾病

和过早死亡风险相关。但由于焦虑障碍的致病机制尚

不明确，较难开发出有效性高、针对性强的药物或治疗

方法，目前焦虑障碍的治疗效果有限［１－２］。大量研究

提示，基底外侧杏仁核（ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌａｍｙｇｄａｌａ，ＢＬＡ）和
杏仁核中央核（ｃｅｎｔｒａｌａｍｙｇｄａｌｏｉｄ，ＣｅＡ）在焦虑障碍中
具有关键作用，认为ＢＬＡ能够整合处理来自皮层和皮
层下的感觉信息，再通过谷氨酸能传出神经元刺激

ＣｅＡ，杏仁核通过传出神经元投射至终纹核、海马体、
腹侧纹状体、眶额叶皮层、导水管周围灰质等不同部

位，触发焦虑情绪和一系列防御反应［３－４］。大脑的神

经元可塑性在精神心理类疾病中作用突出，一些研究

也聚焦于短链非编码ＲＮＡ，即ｍｉＲＮＡ，认为ｍｉＲＮＡ是
神经元可塑性、更高级大脑功能以及心理健康的主要

调节机制，其调节包括焦虑障碍在内的精神疾病的可

能突破点［５－７］。基于上述前提，本研究将杏仁核对焦

虑障碍的调节机制与ｍｉＲＮＡ联系起来，通过分析狭小
空间约束方法制作的焦虑障碍模型小鼠杏仁核

ｍｉＲＮＡ和基因表达情况，结合 ｍｉＲＮＡ靶基因的预测
以及基于预测靶基因的功能注释（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ）、京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库的信号通路分

析，探索杏仁核中与焦虑障碍的病理过程密切相关的

ｍｉＲＮＡ分子，以期为将来焦虑障碍的诊断和治疗提供
新的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　２０只 ＳＰＦ级健康雄性 ８周龄
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量为（２０±２）ｇ，购于江苏华创信诺
医药科技有限公司［ＳＣＸＫ（苏）２０２００００９］，所有实验
动物按照１２ｈ∶１２ｈ昼夜交替节律，饲养在陆军军医大
学基础医学院神经生物学教研室动物房，环境温度维持

在２～２４℃，湿度保持在６０％～７０％。动物饲养过程严
格按照 ＳＰＦ级动物实验室操作规程细则执行。小鼠
抵达实验室后，经适应性饲养７ｄ后开始实验。实验
方案由陆军军医大学动物福利伦理委员会批准

（ＡＭＵＷＥＣ２０２３０３７０）。
１．１．２　主要材料与试剂　　１．５ｍＬ离心管（大连德
泰实验科技有限公司），２ｍＬ冻存管（重庆鼎今生物科
技有限公司），水合氯醛（法国 Ｂｉｏｗｅｓｔ公司），ＰＢＳ缓
冲液（美国ＢＯＳＴＥＲ公司），组织ＲＮＡ提取试剂盒（美
国Ｏｍｅｇａ公司），ＲＮＡ反转录试剂盒（上海 ＴＯＹＯＢＯ
公司），ＲＴｑＰＣＲ试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ公司），无水乙
醇（重庆基之宇生物科技有限公司），无酶水ＤＥＰＣ（重
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庆基之宇生物科技有限公司）。

１．１．３　主要仪器和设备　　本研究采用的主要仪器
和设备：旷场箱、高架十字迷宫、明暗箱（上海欣欣公

司），行为学分析软件，生物芯片分析系统（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ），低温离心机（四川蜀
科仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验分组与模型制备　　采用区组随机法将
Ｃ５７Ｂ２／６小鼠按体质量分为对照组、焦虑障碍组，每组
各１０只。采用狭小空间约束方法制备慢性束缚应激
小鼠作为焦虑障碍模型，于每天早上１０：００将小鼠束
缚于专用的有机玻璃固定管中，将束缚管水平置于桌

面持续２ｈ，连续１０ｄ每天同一时间重复上述流程［８］。

固定管内径 ３ｃｍ，与小鼠大小相近，为一端封闭另一
端可由活塞调节大小的通风良好有机玻璃管，根据小

鼠的大小调节固定器活塞使其在固定器中几乎不能活

动。

１．２．２　高架十字迷宫实验　　焦虑障碍组小鼠在最
后一次束缚结束后２４ｈ进行测试。高架十字迷宫设
备由两个相互垂直的臂组成，距离地面垂直高度为

５０ｃｍ。其中一只臂周围没有挡板为开放臂，另一只臂
的边缘有高１０ｃｍ的挡板为闭合臂。两臂相交形成的
正方形区域（５ｃｍ×５ｃｍ）为中央区。在实验开始时，
小鼠先被放置在中央区域，用手指轻轻按压使其保持

头朝闭臂，松手的同时开始测试并记录 ３００ｓ内小鼠
的行动轨迹。每只小鼠记录结束后，用 ７５％酒精擦拭
装置，防止前一只动物的残留气味影响实验结果。观

测指标为开放臂进入次数和开放臂停留时间。

１．２．３　旷场实验　　实验时间与高架十字迷宫相同，
每只小鼠记录结束后均使用７５％酒精擦拭装置、并清
洁箱体内尿液、粪便。旷场实验设备为无盖正方体箱

子（５０ｃｍ×５０ｃｍ×５０ｃｍ），摄像头安放于旷场箱正上
方。旷场箱底面被均匀划分为 １６个格子，正中间的
４个格子共同组成中央区，其余环绕在中央区的１２个格
子组成周围区。实验开始时，小鼠被置于周围区，测试

并记录３００ｓ内的行动轨迹。观测指标为穿过中央区的
次数、中央区平均速度、中央区停留时间、中央区路程。

１．２．４　明暗箱实验　　实验时间与清理方法与上述
实验相同，明暗箱实验设备由两个相同的、带盖的聚丙

烯小室组成，两小室顶部各有一个红外摄影装置用于

记录小鼠的活动情况。其中一个小室的内壁四周被漆

成黑色且没有额外光源存在，即暗区，另一个小室的内

壁四周为白色且顶部有光源，即亮区。小鼠可以通过

一扇小门在明暗区两个小室之间自由穿梭。实验开始

时，老鼠被放置在有光源照明的亮区，连通明暗两区的

门用一块挡板阻断。盖上盖子后，点击记录的同时抽

出隔离板使明暗两区互通，记录 ３００ｓ内小鼠活动轨
迹并分析。观测指标为明区停留时间和明暗两区间的

穿梭次数。

１．２．５　测序及生物信息学分析　　焦虑障碍组在最
后一次束缚结束２４ｈ后和对照组小鼠一同进行组织
采集。按剂量０．１ｍＬ／ｇ体质量腹腔注射４％浓度的水
合氯醛进行麻醉，断颈法处死小鼠后，将小鼠大脑快速

剥出，置于冰面。４℃ ＰＢＳ缓冲液冲洗表面血液后，
用显微手术刀分离双侧杏仁核组织置于冻存管中，迅

速将冻存管转移到液氮中进行低温保存。测序前先进

行样品总体ＲＮＡ质检，用安捷伦２１００生物分析仪／安
捷 伦 ４２００ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ／检 测 ＲＮＡ 的 完 整 性。用
ＲＮＡＣｌｅａｎＸＰＫｉｔ和ＲＮＡｓｅＦｒｅｅＤＮａｓｅＳｅｔ进一步纯化
合格的总ＲＮＡ。纯化后的总 ＲＮＡ通过３’端连接器、
５’端连接器、反转录、扩增、ｃＤＮＡ文库大小选择、纯化
等步骤连接，完成测序样品文库的构建，测序采用

ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００测序仪，测序模式为 ＰＥ１５０。质
量控制标准为每个样品测序后提供不少于２０Ｍ的原
始ｒｅａｄ，且基底质量大于 ２０（Ｑ２０）的比例不低于
９０％。所有样品测序量满足要求、测序结果符合标准
后进行后续数据分析。使用 ＥｄｇｅＲ方法对样本间差
异ｍＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ进行分析，结合 ＦＰＫＭ值计算微
分表达式倍数（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）。差异 ＲＮＡ筛选条件如
下：①Ｐ＜０．０５；② Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥２。
１．２．６　ｍｉＲＮＡ的靶基因预测分析　　将小鼠杏仁核中
焦虑障碍组与对照组相比Ｐ＜０．０５、且Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥２的
ｍｉＲＮＡ作为差异ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测，使用ｍｉＲａｎｄａ
预测差异ｍｉＲＮＡ的靶基因，将预测得到的靶基因导入
Ｄａｖｉｄ数据库进行 ＧＯ分析，并使用基于同源序列的
ＫＥＧＧ注释系统（ＫＥＧＧＯｒｔｈｏｌｏｇｙＢａｓｅｄＡｎｎｏｔａｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ，ＫＯＢＡＳ）进行ＫＥＧＧ信号通路分析。
１．２．７　实时荧光定量ＰＣＲ验证差异　　为验证测序
分析检测的 ｍｉＲＮＡ表达的真实性，同时确保后续针对
差异ｍｉＲＮＡｓ所预测的靶基因有效性，用 ＲＴｑＰＣＲ筛
选关键 ｍｉＲＮＡ，包括 ｍｉＲ１２８２５ｐ、ｍｉＲ１０ｂ５ｐ、ｍｉＲ
２００ａ３ｐ、ｍｉＲ２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ４２９３ｐ等。首先进行 Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ提取、浓度与纯度的测定；其次采用 ｍｉＲＮＡ第一
链ｃＤＮＡ合成试剂盒进行反转录，转录体系为５×ｍｉＲＮＡ
ＲＴｂｕｆｆｅｒ共４μＬ、ｍｉＲＮＡＲＴＥｎｚｙｍｅ共０．５μＬ、Ｔｏｔａｌ
ｍｉＲＮＡ共２００ｎｇ、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ共０．５μＬ、ｄＮＴＰｓ共
２μＬ、反转录引物浓度为２００ｎｍｏｌ／Ｌ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ
定容至２０μＬ；最后实时荧光定量 ＰＣＲ，反应体系为
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ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ共 １０μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ共０．８μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＲｅｖｅｒｓｅ
Ｐｒｉｍｅｒ共０．８μＬ、ＴｅｍｐｌａｔｅｃＤＮＡ共２μＬ、无酶水６．４
μＬ；用比较 Ｃｔ法（２－△△Ｃｔ）计算每个 ｍｉＲＮＡ的相对丰
度。见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列
　　基因 引物序列（５′ ３′）
ｍｉＲ１２８２５ｐ 正向：ＧＧＧＧＧＣＣＧＡＴＧＣＡＣＴＧＴ
ｍｉＲ１０ｂ５ｐ 正向：ＣＧＧＣＴＡＣＣＣＴＧＴＡＧＡＡＣＣＧＡＡ
ｍｉＲ２００ａ３ｐ 正向：ＧＣＣＧＧＣＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡ
ｍｉＲ２００ｂ３ｐ 正向：ＣＣＧＧＣＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＡＡ
ｍｉＲ４２９３ｐ 正向：ＧＣＣＧＧＣＴＡＡＴＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡ
Ｕ６ 正向：ＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｉｃｒｏ 反向：ＡＣＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ

１．３　统计学分析
　　所有数据采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计分析，定
量数据均以 珋ｘ±ｓ表示。焦虑障碍组与对照组进行比
较，当数据符合正态分布用独立样本ｔ检验 （Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ
ｔ检验）；不符合正态分布的数据则采用非参数检验
（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵｔｅｓｔ）。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。ＧＯ功能注释和ＫＥＧＧ通路分析时采用 Ｆｉｓｈｅｒ精
确检验和多重比较检验计算每个功能的显著性水平

（Ｐ值），ＦＤＲ法调整多个比较的 Ｐ值，以 Ｐ＜０．０５且
ＦＤＲ＜０．２５为阈值。

２　结果

２．１　行为学实验结果
　　按照图１所示的装置对焦虑障碍组小鼠进行建模

后，在高架迷宫实验中，焦虑障碍组在开放臂停留时间

（Ｐ＜０．０５）、进入开放臂的次数（Ｐ＜０．０５）显著减少；在
旷场实验中，焦虑障碍组中央区平均速度增加（Ｐ＜
０．０５），在中央区的停留时间、进出次数、路程显著降
低（Ｐ＜０．０５）；在明暗箱实验中，焦虑障碍组在明区停
留时间（Ｐ＜０．０５）、明暗区穿梭次数（Ｐ＜０．０５）均显著
降低，见图 ２。焦虑障碍组小鼠在高架十字迷宫、旷
场、明暗箱实验中均表现出显著的焦虑样行为。

图１　狭小空间约束模型及器材

２．２　ｍｉＲＮＡ测序
　　根据 ｍｉＲＮＡ测序结果，与对照组比较，焦虑障碍
组小鼠杏仁核组织共３５个 ｍｉＲＮＡ存在表达差异，其
中有２０个上调，１５个下调。根据 Ｐ值与 ｌｏｇ２ＦＣ值绘
制的火山图将３５个差异ｍｉＲＮＡ按照变化倍数从高到
低排列，分别列出上调、下调 ｍｉＲＮＡ中变化倍数最大
的前１２位，见表２、图３。

表２　焦虑障碍组小鼠杏仁核ｍｉＲＮＡ改变情况

ｍｉＲＮＡｓ
表达量

（焦虑障碍组／对照组）
Ｌｏｇ２ＦＣ ｍｉＲＮＡｓ

表达量

（焦虑障碍组／对照组）
Ｌｏｇ２ＦＣ

ｍｉＲ２０２５ｐ↑ １０／１ ３．３４０８ ｍｉＲ１０１ａ５ｐ↓ １／１１ －３．４３９７

ｍｉＲ６５３７３ｐ↑ ８／１ ３．０１８８ ｍｉＲ１０３２５ｐ↓ １／９ －３．１５０２

ｍｉＲ３０８６５ｐ↑ １１／２ ２．４７８９ ｍｉＲ３０６１３ｐ↓ １／８ －２．９８０２

ｍｉＲ２２４５ｐ↑ １６／３ ２．４３４４ ｍｉＲ２３ｂ５ｐ↓ ６／２７ －２．１５０４

ｍｉＲ３０１ｂ５ｐ↑ １４／３ ２．２４１７ ｍｉＲ６７６９ｂ３ｐ↓ ３／１３ －２．０９５７

ｍｉＲ２１９ａ１３ｐ↑ ２６／６ ２．１３５１ ｍｉＲ２７ａ５ｐ↓ １０／４１ －２．０１６０

ｍｉＲ３４４ｈ３ｐ↑ １３／３ ２．１３４８ ｍｉＲ１９６４３ｐ↓ ３／１２ －１．９８０２

ｍｉＲ３０７８３ｐ↑ １７／４ ２．１０７１ ｍｉＲ１２８２５ｐ↓ １８／６４ －１．８１０５

ｍｉＲ２００ａ３ｐ↑ ５６２／１５５ ２．０７７２ ｍｉＲ６７０５ｐ↓ ６／２１ －１．７８７８

ｍｉＲ４２９３ｐ↑ １１６／５４ １．７９０１ ｍｉＲ１９３ｂ５ｐ↓ ５／１６ －１．６５８６

ｍｉＲ２００ｂ３ｐ↑ ７４／３１ １．５８５１ ｍｉＲ１９２３ｐ↓ ７／２２ －１．６３２５

ｍｉＲ１０ｂ５ｐ↑ １２８／６１ １．０８８９ ｍｉＲ４８５３ｐ↓ ９／４０ －１．６０１９
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图３　焦虑障碍组小鼠杏仁核ｍｉＲＮＡ的表达
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２．３　ｍｉＲＮＡ预测靶基因ＧＯ功能注释
　　使用 ｍｉＲａｎｄａ预测上述差异ｍｉＲＮＡ的靶基因，得
到差异表达 ｍｉＲＮＡ预测靶基因 ６５２７个。将以上靶
基因进行 ＧＯ数据库基因功能注释后得到如下结果
（图４），焦虑障碍组小鼠杏仁核差异表达ｍｉＲＮＡ的预
测靶基因在分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、生物过程
（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）、和细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）
三大类中均有不同程度的分布，根据 Ｐ值由小到大的
顺序对注释结果进行排列后发现 ＲＮＡＰⅡ活性调节、
细胞运动、神经系统发生发育、神经元分化、胞内信号

传导、神经元突触可塑性、细胞外结构功能上 ＧＯ的富
集程度尤其明显。

２．４　ｍｉＲＮＡ预测靶基因ＫＥＧＧ富集分析
　　对ｍｉＲａｎｄａ预测所得靶基因进行ＫＥＧＧ信号通路
富集分析发现，与对照组比较，焦虑障碍组小鼠杏仁核

差异ｍｉＲＮＡ的预测靶基因在 ２７５个信号通路上存在
显著富集，其中包含 ６个高级分类、４２个中级分类。
６个高级分类中生物系统类别 ６９个，人类疾病类有
６４个、环境信息处理类有２７个、代谢类有７８个、细胞
过程类有１５个、遗传信息处理类有２２个显著性信号
通路。其中轴突引导通路、癌症通路、细胞黏附通路、

ＭＡＰＫ信号通路、Ｈｉｐｏ信号通路、ＦｏｘＯ信号通路磷脂

酰肌醇信号通路、泛素水解通路、Ｒａｐ１信号通路、Ｒａｓ
信号通路、谷氨酸能突触通路、多巴胺能突触通路富集

程度最为显著。将富集结果根据富集因子值大小排

序，列出位于前３０位的富集通路情况（图５Ａ），将以上
信号通路按照ＫＥＧＧ二级分类整理后发现：以上信号
通路主要集中在信号传导、信号分子相互作用、转运分

解代谢、内分泌系统、免疫系统、神经系统以及物质依

赖性疾病等４２个ＫＥＧＧ中级分类（图５Ｂ）。
２．５　实时荧光定量ＰＣＲ结果
　　在差异表达 ｍｉＲＮＡ中，按照 Ｌｏｇ２ＦＣ绝对值从大
到小排列，选取ｃｏｕｎｔ值＞１０的 ｍｉＲＮＡ分子：ｍｉＲ１２８
２５ｐ、ｍｉＲ１０ｂ５ｐ、ｍｉＲ２００ａ３ｐ、ｍｉＲ２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ４２９
３ｐ进行实时荧光定量 ＰＣＲ验证。在显著下调的
ｍｉＲＮＡ分子中，与对照组比较，焦虑障碍组ｍｉＲ１２８２
５ｐ的表达水平显著下降，变化倍数为２．８６（Ｐ＜０．０５），
与测序结果高度一致（变化倍数为３．５６）。在显著上
调的 ｍｉＲＮＡ分子中，ｍｉＲ１０ｂ５ｐ、ｍｉＲ２００ａ３ｐ、ｍｉＲ
２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ４２９３ｐ在焦虑障碍组的表达水平显著升
高（Ｐ＜０．０５）。其中，ｍｉＲ２００ａ３ｐ的变化与测序结果
基本一致（变化倍数２．３８ｖｓ３．６３），ｍｉＲ２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ
４２９３ｐ的变化与测序结果差异较大（变化倍数５．６８ｖｓ
２．３８，７．８９ｖｓ２．１５）；ｍｉＲ１０ｂ５ｐ在两种检测中的变化
幅度最小（１．６２ｖｓ２．１０），ｍｉＲＮＡ相对表达量见图６。
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图６　焦虑障碍组和对照组杏仁核ｍｉＲＮＡ相对表达情况　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　焦虑障碍症是常见的精神障碍疾病之一，由于其
发病机制一直难以廓清，使得针对焦虑障碍的治疗存

在诸多困难［２］。许多研究认为突触可塑性以及神经系

统的重塑是神经精神类疾病的发病关键，既往研究也

已将杏仁核视为焦虑障碍的核心调节脑区［９－１１］。

ｍｉＲＮＡ作为短链非编码 ＲＮＡ在情绪相关研究中多次
被提及，通过对多种生物功能的调节参与神经精神类

疾病进程［５，１２－１５］。有研究发现，抑郁症患者经西酞普

兰治疗后血浆中的 ｍｉＲ１３２水平显著降低，且 ｍｉＲ
１３２表达水平与抑郁常用评分量表汉密尔顿抑郁量
表、汉密尔顿焦虑量表得分存在正相关关系［１６］。一项

以惊恐障碍和强迫症患者为研究对象的关联分析发

现，多种ｍｉＲＮＡ作为 ＮＴＲＫ３的关键转录后调节因子
在焦虑障碍中发挥作用［１７］，而对 ｍｉＲＮＡ与精神分裂
症相关的研究也不少［１８－２１］。尽管 ｍｉＲＮＡ与许多神经
精神类疾病的关联性已逐渐被注意到，但其在焦虑障

碍中的作用，尤其是杏仁核参与焦虑障碍的具体分子

机制仍不清楚。

　　本研究通过对焦虑障碍模型小鼠的杏仁核
ｍｉＲＮＡ表达情况进行检测，共发现 ３５个差异表达的
ｍｉＲＮＡ，其中有２０个上调，１５个下调。后续将差异表
达的ｍｉＲＮＡ按照Ｌｇ２ＦＣ绝对值从大到小进行排列后，
再选取ｃｏｕｎｔ值＞１０的 ｍｉＲＮＡ分子进行 ＲＴｑＰＣＲ验
证分析，得到两个密切相关的 ｍｉＲＮＡｓ，分别是 ｍｉＲ
１２８２５ｐ和 ｍｉＲ２００ａ３ｐ。研究显示，ｍｉＲ１２８２５ｐ和
ｍｉＲ２００ａ３ｐ在精神心理疾病的发病机制中发挥作用：
ｍｉＲ１２８其中一条成熟体 ｍｉＲＮＡ，即 ｍｉＲ１２８２３ｐ，在
大鼠杏仁核的抑郁模型中显著上调，通过下调Ｄｖｌ１和
Ｌｅｆ１基因表达，从而介导 Ｗｎｔ信号通路对抑郁易感性
的影响，杏仁核中的转录抑制因子 Ｓｎａｉ１也有可能作
为ｍｉＲ１２８２３ｐ的下游靶点，在抑郁易感性中发挥作
用［２２］。中央杏仁核 ｍｉＲ１２８３ｐ可以下调 ＳＩＲＴ１表达
在保留神经损伤（ｓｐａｒｅｄｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ，ＳＮＩ）的大鼠神
经性疼痛模型中诱导抑郁样行为［２３］。另外，前额叶皮

层的 ｍｉＲ２００ａ３ｐ水平在长期应激下持续升高，通过
神经发生减少、炎症激活、昼夜节律改变等机制，参与

到抑郁和慢性疼痛间的共同环节［２４］。ｍｉＲ２００ａ３ｐ可
能通过靶向ＳＬｃ６ａ４基因来调节前额叶皮层参与的抑
郁模型［２５］。ｍｉＲ１２８２５ｐ在 ｑＲＴＰＣＲ和测序中的表
达变化差异显著且高度一致，因此推测 ｍｉＲ１２８２５ｐ
可能与焦虑障碍的发生发展更为密切，而具体作用机

制有待进一步验证。

　　为深入了解 ｍｉＲ１２８２５ｐ的分子机制，采用常见

的预测软件 ｍｉＲａｎｄａ、ＰＩＴＡ、ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ对 ｍｉＲ１２８２
５ｐ进行靶基因预测，并将预测结果进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ分
析。ＧＯ分析结果显示，ｍｉＲ１２８２５ｐ的预测靶基因在
ＲＮＡＰⅡ活性调节、细胞运动、神经系统发生发育、神
经元分化、胞内信号传导、突触形态结构、细胞外结构

等一系列与神经元突触可塑性相关的功能上显著富

集。而ＫＥＧＧ分析结果则显示，差异ｍｉＲＮＡ预测靶基
因在轴突引导、癌症通路、钙信号通路、ＭＡＰＫ信号通
路、磷脂酰肌醇信号通路、Ｒａｐ１信号通路、Ｒａｓ信号通
路、谷氨酸能突触通路、多巴胺能突触通路存在显著富

集。归类分析发现，以上富集通路主要归属于信号传

导以及癌症相关通路。这也与既往研究的观点相符，

即认为焦虑障碍的病理生理过程与轴突引导、脑源性

神经营养因子转导、突触传递信号通路的改变密切相

关［２６－２８］。表明本研究发现的一些关键 ｍｉＲＮＡｓ与慢
性应激诱导的焦虑障碍的分子机制可能是共通的。值

得注意的是，ｍｉＲ１２８２５ｐ的预测靶基因在通路分析
中排在最前面的两条通路分别是轴突引导、ＭＡＰＫ信
号通路，与本研究所有的差异靶基因富集结果高度吻

合，这也为ｍｉＲ１２８２５ｐ可能在焦虑障碍中发挥重要
作用提供了可靠依据。

　　通过预测软件分析，本研究认为ｂｍｐｒ２、ｉｒｆ６、ｒｂｆｏｘ３
可能是ｍｉＲ１２８２５ｐ的靶基因。Ｂｍｐｒ２是转化生长因
子β（ＴＧＦβ）超家族受体之一，在胚胎发育、血管生成
和成骨过程中发挥不同的作用。有研究显示，在小鼠

海马和前脑中组织特异性敲除 ｂｍｐｒ２，并不会破坏空
间学习和记忆编码，而是会影响探索性和焦虑相关的

行为［２９］。发育期 ＢＭＰ信号增强了神经肌肉接头
（ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＮＭＪｓ）的快速活动依赖性结
构可塑性，此过程ｂｍｐｒ２通过效应蛋白ＬＩＭＫ１发出信
号，以调节突触的萌发，而 ＬＩＭＫ１通过控制肌动蛋白
解聚蛋白Ｃｏｆｉｌｉｎ的活性而与结构可塑性对接［３０］。Ｉｒｆ６
在多种人体器官中表达参与牙周及颌面部分的发育，

介导表皮细胞的分化及钙黏蛋白功能的调节，同时也

能通过减弱Ａｋｔ磷酸化来促进创伤后脑损伤大鼠神经
元凋亡［３１－３２］。Ｒｂｆｏｘ３调控的外显子参与细胞骨架重
塑，神经突触形成功能，有研究发现ｒｂｆｏｘ３与神经发育
迟缓和认知障碍有关，其缺失导致兴奋性突触增加，小

鼠海马齿状回得ｒｂｆｏｘ３基因缺失将产生突触可塑性缺
陷，并在个体层面使小鼠焦虑相关行为减少［３３－３４］。以

上研究提示这些基因调控某些疾病生理功能的机制可

能与突触可塑性改变密切相关，而 ｍｉＲ１２８２５ｐ是否
通过靶向ｂｍｐｒ２、ｉｒｆ６、ｒｂｆｏｘ３参与焦虑障碍的发病过程
还需要进一步实验证实。

　　综上所述，本研究利用转录组测序检测了慢性应

７６０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



激导致焦虑障碍小鼠杏仁核中 ｍｉＲＮＡｓ的表达差异，
并进一步分析预测了 ｍｉＲＮＡｓ的下游靶基因和靶基因
富集的信号通路，最后通过ＲＴｑＰＣＲ验证分析了关键
分子ｍｉＲ１２８２５ｐ有潜力成为焦虑障碍诊断和治疗
的新的分子标记物。
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