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慢性乙型肝炎环状RNA表达谱的鉴定与分析
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【摘 要】目的：分析慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）患者与健康对照人群的外周血单核细胞（peripheral blood mono⁃
nuclear cells，PBMCs）中环状RNA（circular RNA，circRNA）表达谱，筛选验证差异表达的 circRNA，并研究差异表达 circRNA的

特征、通路及下游基因。方法：利用高通量芯片技术鉴定 CHB患者和健康对照组中异常表达 circRNA。随后对差异 circRNA
来源基因进行基因本体论和京都基因百科全书富集分析。基于竞争性内源RNA理论，利用多个数据库预测差异 circRNA结合

的微小RNA（microRNA，miRNA）和miRNA靶mRNA，并构建 circRNA-miRNA-mRNA 调控网络。最后利用实时荧光定量 PCR
（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）对芯片结果进行验证。结果：与健康对照组相比，CHB患者PBMCs中存在 321个表达上

调和 549 个表达下调的 circRNAs。大多数差异表达 circRNAs 来源于外显子剪切，主要分布于 1 号和 2 号染色体。生物信息

学分析表明差异 circRNAs的来源基因主要参与免疫、炎症反应及疾病相关通路。circRNA-miRNA-mRNA调控网络包括 11个

circRNAs、17 个 miRNAs 和 212 个 mRNAs。qRT-PCR 结果显示 circRNA 表达趋势与芯片结果一致。与健康对照组比较，

hsa_circ_0018744表达在CHB患者组中明显上调（F=4.382，P<0.01），hsa_circ_0085744表达明显下调（F=4.906，P<0.01）。结论：

与健康对照组相比，CHB患者PBMCs中存在差异表达的 circRNAs。进一步功能分析表明，这些差异表达 circRNAs可以通过某

些通路参与CHB发生发展。
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Identification and analysis of circular RNA expression profiles 
in chronic hepatitis B
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【Abstract】Objective：To analyze the expression profiles of circular RNAs（circRNAs） in peripheral blood mononuclear cells 
（PBMCs） in patients with chronic hepatitis B（CHB） and healthy controls，select and validate differentially expressed circRNAs，and 
study the characteristics，pathways，and downstream genes of differentially expressed circRNAs. Methods：We identified differentially 
expressed circRNAs between patients with CHB and controls using high-throughput microarray technology； performed Gene Ontology 
and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes enrichment analyses on the origin genes of the differentially expressed circRNAs； 
based on the competing endogenous RNA hypothesis，predicted the target micro RNAs（miRNAs） of the differentially expressed cir⁃
cRNAs and the target messenger RNAs（mRNAs） of the miRNAs using multiple databases to construct a circRNA-miRNA-mRNA 
regulatory network；and finally，validated the microarray results using quantitative real-time PCR（qRT-PCR）. Results：A total of 321 
upregulated circRNAs and 549 downregulated circRNAs were found in PBMCs of patients with CHB compared with healthy controls. 
Most of the differentially expressed circRNAs were derived from exon splicing，and were mainly distributed on chromosomes 1 and 2. 
The enrichment analyses demonstrated that the origin genes of the differentially expressed circRNAs were mainly involved in immune，

inflammatory response，and disease-related pathways. The estab⁃
lished circRNA-miRNA-mRNA regulatory network consisted of 11 
circRNAs，17 miRNAs，and 212 mRNAs. The qRT-PCR results 
demonstrated that circRNA expression trends were consistent with 
the microarray results. Notably，in the CHB group，hsa_circ_
0018744 was significantly upregulated（F=4.382，P<0.01），and 
hsa_circ_0085744 was significantly downregulated（F=4.906，P<
0.01），as compared with healthy controls. Conclusion：The identi⁃
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fied differentially expressed circRNAs in PBMCs between patients with CHB and healthy controls may play a role in the development 
and progression of CHB through certain pathways.
【Key words】chronic hepatitis B；circular RNA；high-throughput microarray；quantitative real-time PCR

慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）仍然

是全球范围的主要健康负担，尤其是在中国[1-2]。世

界卫生组织报告称，2019年全球约有 300万新发乙

型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染者和 2.96
亿慢性 HBV 感染者[3]。HBV 感染是诱发主要 CHB
患者形成发展的直接因素，也是诱发肝纤维化、肝

硬化和肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）等

严重肝脏疾病的关键原因[4]。虽然近年乙型肝炎疫

苗接种率有一定提高，HBV 感染率有所下降，但

CHB患者人数仍然居高不下。迄今为止，CHB的分

子机制尚不完全清楚[5]。此外，CHB 进展的不可预

测性也阻碍了 CHB 的治疗[6]。临床上，CHB 的治疗

具有时间长、治疗效果差、预后差等特点，对人体健

康产生巨大的负面影响[7]。因此，优化或探索更完

善的治疗方法极为重要。环状 RNA（circular RNA，

circRNA）是一类内源性非编码RNA，在前mRNA阶

段由外显子、内含子或 2者组合进行反向剪接形成

闭合环状结构。circRNA具有RNAse R耐受和抗核

酸酶活性，比线性 RNA 稳定[8]。伴随高通量芯片技

术和生物信息学分析的快速发展，在真核转录组中

已经鉴定出许多 circRNA[9]。circRNA 在 CHB 患者

肝脏组织中具有差异表达[10]。大量研究证实，circRNA
通过竞争性结合微小RNA（microRNA，miRNA）并充

当海绵或诱饵，抑制 miRNA 活性，从而调节基因

表达和细胞功能[11-14]。由此猜想，CHB 患者血清外

周血单核细胞（peripheral blood mononuclear cells，
PBMCs）中可能也存在一些异常表达的 circRNAs，
通过吸附 miRNA 影响 CHB 的发生发展。因此，本

研究应用高通量芯片和生物信息学技术分析 cir⁃
cRNA表达谱，寻找有效的分子靶点，为更深入的机

制研究提供数据支持和研究思路。

1　资料与方法

1.1　研究对象

图 1展示本研究技术路线图。本研究招募的 24例CHB
患者来源于 2021年 4月至 6月在重庆市九龙坡区人民医院

感染科就诊人员，24例年龄和性别匹配的健康对照为 2021
年4至5月在重庆市九龙坡区人民医院体检人员。本研究获

得重庆医科大学伦理审查委员会支持，并遵循知情同意原

则。CHB患者纳入标准：①年龄为 18～60岁；②HBsAg血清

阳性且持续时间超过 6个月，诊断标准参照《慢性乙型肝炎

防治指南（2019 版）》；③同意并签署知情同意书。排除标

准：①合并其他病毒性感染，如甲型肝炎病毒、丙型肝炎病

毒、戊型肝炎病毒或人类免疫缺陷病毒；②合并有冠心病、慢

性阻塞性肺气肿、终末期肾脏病、非小细胞肺癌等严重慢性

疾病；③病历资料不全。健康对照组没有任何HBV感染史，

HBV标志物检测阴性且生化肝功能正常。健康对照组不一

定接受过 HBV 检测，本研究主要纳入肝功能检测指标进行

分析，结果如表1所示。

24例慢性乙型肝炎患者/年龄性别匹配健康对照

纳入标准：①年龄为18岁~60岁；②HBSAg血清阳性且持续时间超过6个
月；③3同意并签署知情同意书。
排除标准：①合并其他病毒性感染，如甲型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、戊
型肝炎病毒或人类免疫缺陷病毒；②合并有冠心病、慢性阻塞性肺气肿、
终末期肾脏病、非小细胞肺癌等严重慢性疾病；③病例资料不全。

外周血单个核细胞（PBMC）本提取

circRNA高通量芯片检测 PBMC样本中总RNA提取

RNA逆转录为CDNA差异表达 circRNA筛选：|log2FC|>1，P<0.05

差异 circRNA来源基因
GO和KEGG富集分析

circRNA-miRNA-mRNA
调控网络构建

实时荧光定量PCR验证
circRNA表达水平

图 1　研究流程图
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1.2　血样采集及外周血单核细胞提取

使用肝素抗凝管和EDTA抗凝管分别采集 2 mL和 5 mL
受试者外周静脉血，24 h内完成处理。其中肝素抗凝血用于

检测临床生化指标；EDTA 抗凝血离心后，吸取中间淋巴细

胞层，使用人全血单个核细胞分离液（灏洋生物，中国）提取

PBMCs。
1.3　高通量芯片检测

本研究选取 5例 CHB 患者和 5例健康对照 PBMCs样本

进行芯片分析。按照制造商说明，使用RNeasy总RNA分离

试剂盒（qiagen，gmBH，Germany）和 Trizol试剂（Life technolo⁃
gies，Carlsbad，CA，US）分离总RNA，并使用RNeasy Mini试剂

盒（qiagen，gmBH，Germany）进行 RNA 纯化。通过 Agilent 
Bioanalyzer 2100（agilent technologies，Santa Clara，CA，US）检

查样本中总RNA完整性。利用各组RNA样品生成生物素化

cRNA 靶标，随后将 cRNA 靶标与载玻片杂交。扫描过程在

Agilent芯片扫描仪（agilent technologies，Santa Clara，CA，US）
上完成。使用特征提取软件 10.7（agilent technologies，Santa 
Clara，CA，US）进行数据提取。用 R 软件“limma”包中的

quantile算法对原始数据进行归一化处理。

1.4　circRNA的鉴定和特征分析

首先计算 2 组间 circRNA 的差异倍数（fold change，
FC），进而得到 log2FC。通过 R 软件中“ggplot2”包绘制 cir⁃
cRNA 的散点图和火山图，“pheatmap”包进行聚类热图分

析。当 |log2FC|≥1，P<0.05 认为 2 组间 circRNA 差异具有统

计学意义。

1.5　GO和KEGG功能富集分析

基因本体论（gene ontology，GO）通过定义基因产物的功

能，被广泛应用于基因、基因产物和序列注释。京都基因和

基因组百科全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）用于分析基因的潜在生物学功能。本研究对 cir⁃
cRNA 对应的来源基因进行富集分析，以阐明受 circRNA 影

响的特定生物学过程，深入了解其作用机制。当P<0.05，错
误发现率小于 0.1时被认为具有统计学意义，得到基因集富

集结果。

1.6　circRNA-miRNA-mRNA 调控网络构建

利用 circBase数据库获取差异 circRNA基本信息。通过

circinteractome数据库预测前 10个上调 circRNA和前 10个下

调 circRNA 吸附 miRNA。使用 miRDB、miRTarBase 和 Tar⁃
getScan 数据库同时预测 miRNA 结合靶 mRNA，筛选出 3 个

数据库同时预测到的miRNA结合mRNA。可视化分析使用

Cytoscape 3.9.0完成。

1.7　实时荧光定量PCR验证 circRNA表达

鉴于 circRNA的表达量变化差异及重要性，本研究选择

8 个差异表达 circRNAs，根据 circRNA 引物设计原则设计特

异性引物。通过实时荧光定量 PCR（quantitative real-time 
PCR，qRT-PCR）检测与微阵列分析相同的样本中 circRNA
相对表达量，进一步检测所有样本具有最高意义的 2个 cir⁃
cRNAs。用 Trizol试剂提取 PBMCs样本中总RNA，按照逆转

录试剂盒（RT Master Mix for qPCR，MCE，USA）的说明合成

cDNA，采用荧光染料法进行扩增。使用的 SYBR Green 
qPCR Master Mix 购自 MCE 公司，特异性引物由上海生工合

成，见表2。
1.8　统计学方法

采用 R 4.2.2、IBM SPSS 25.0 和 GraphPad Prism 9.0 软件

进行绘图和统计分析。使用来自至少 3个独立实验的数据

评估统计学意义。计量数据以均数±标准差（x±s）表示，2
组间比较采用两独立样本 t 检验。计数资料用频数（%）表

示，采用卡方检验。检验水准α=0.05。

表 1　研究对象临床基线资料对比分析（n，%）

临床特征

性别 a

　　女

　　男

年龄

丙氨酸氨基转移酶（U/L）

天冬氨酸氨基转移酶（U/L）

碱性磷酸酶（U/L）

总蛋白（g/L）

白蛋白（g/L）

球蛋白（g/L）

白球比

总胆红素（μmol/L）

直接胆红素 μmol/L）

间接胆红素（μmol/L）

胆碱酯酶（U/L）

前白蛋白（mg/L）

慢性乙型肝炎组（n=24）

11（27.080）

13（22.920）

34.420±10.086

41.583±49.357

29.375±23.443

0.859±0.305

84.958±23.226

72.121±5.069

45.425±3.913

27.029±4.211

1.755±0.364

11.546±4.929

4.000±1.997

7.546±3.606

8 732.542±2 361.884

健康对照组（n=24）

13（22.920）

11（27.080）

38.250±11.437

23.157±4.577

24.438±2.480

0.958±0.217

89.758±20.896

69.329±4.035

41.517±4.032

24.537±2.369

1.699±0.157

9.396±2.519

2.904±1.219

9.342±4.081

7 463.167±1 483.868

χ2/t值

0.333b

2.294

4.686

7.668

0.200

1.211

0.281

6.115

14.769

9.564

2.993

0.178

3.454

0.921

P值

0.564

0.224

0.075

0.310

0.455

0.040c

0.001c

0.015c

0.497

0.063

0.026c

0.113

0.031c

0.214

注：a，使用 χ2检验；其他连续变量用 x±s 表示，使用独立样本 t 检验进行统计分析；b，χ2值；c，P<0.05
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2　结 果

2.1　差异表达 circRNA筛选

芯片扫描得到的原始数据进行归一化后绘制散点图和

火山图。如图 2A 散点图所示，2 组数据总体分布集中趋势

较好，表明归一化结果可靠。如图 2B火山图所示，与健康对

照组相比，CHB 患者 PBMCs 中共有 870 个 circRNAs 的表达

具有统计学差异，包括 321个表达上调 circRNAs和 549个表

达下调 circRNAs。分层聚类分析表明，circRNA 在 2 组样本

中的表达模式具有差异（图 2C）。表 3展示前 10个上调和下

调 circRNAs。
表 2　用于 PCR 的引物序列

基因

hsa_circ_0000081

hsa_circ_0018455

hsa_circ_0055625

hsa_circ_0018744

hsa_circ_0015269

hsa_circ_0028075

hsa_circ_0085744

hsa_circ_0080913

GAPDH

正向引物

TCAAATTTGGGCCTCCTCCG
CCTCCCAGCGCCAAATCTTA
GCAGGGGTTGGAAACTTAGC
TGTTAAAACAGTTCGCTCAGCC
TTTTGGACTTCTGCTGGCCT
GAACCGGAATGGCAGTCTGA
CCCACCAGAGGAGTGGAAATA
TGTGTCCCTAAATTGTAGCCCT
CAGGAGGCATTGCTGATGAT

反向引物

TCATCGGCTCATCAAGGGTT
CCGTGGAGTGAATGACCGTA
CACAGGGCCACCTTGTTTTT
CATCCAGGTAAGCCGTGTCT
GGGACTTGTACTGCTGGTAAT
GGCATTATCACAGCAGCAACA
GTGATTCAAGTTGGGGTCAAGG
TGTCGTGCAGTAAGAACCCAA
GAAGGCTGGGGCTCATTT

图 2　差异表达 circRNA 筛选
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2.2　差异 circRNA特征分析

为了进一步了解差异 circRNA，对CHB患者和健康对照

组 PBMCs中上调和下调 circRNA 进行了特征分析。结果如

图 3A所示，这些差异表达 circRNA广泛分布在除性染色体Y
以外的所有染色体中，其中 1号和 2号染色体承载数量最多

的 circRNA。本研究统计了 870 个差异 circRNA 的产生方

式，其中 88.85% 的 circRNA 来源于 exon 的剪接，7.47% 的差

异 circRNA 来源于 intergenic，极少数来源于 intron（图 3B）。

大多数失调的 circRNA的长度小于2000个核苷酸，中位长度

为733.5个核苷酸（图3C）。

2.3　circRNA来源基因功能通路分析

GO富集通路结果显示上调 circRNA来源基因显著富集

在细胞发育、细胞分化和中枢神经系统发育等生物学术语

（图 4A），而下调 circRNA主要在囊泡、细胞膜和细胞骨架富

集较多（图 4B）。KEGG富集分析表明，CHB中上调 circRNA
来源基因涉及几种常见的通路，mTOR 信号通路、PI3K-Akt
信号通路、白细胞跨内皮迁移和Rap1信号通路（图 4C）。下

调 circRNA来源基因除了富集于常见的白细胞跨内皮迁移、

ErbB 信号通路和 Rap1 信号通路外，还参与多种细菌感染

（耶尔森氏菌感染、致病性大肠杆菌感染）通路（图4D）。

2.4　circRNA-miRNA-mRNA 调控网络分析

为进一步探索差异 circRNA在CHB中的潜在作用，本研

究拟构建 circRNA、miRNA及mRNA组成的调控网络探寻其

相互作用关系。首先，通过生物信息学预测得到前 10个上

调和下调 circRNA 的吸附 miRNA。接下来，通过 miRDB、

miRTarBase 和 TargetScan 在线数据库共同预测上述得到的

miRNA对应的mRNA，得到 639个miRNA-mRNA对，其中存

在 427个重复基因。最后将数据导入Cytoscape 3.9.0显示该

调控网络包括11个 circRNA节点，17个miRNA节点以及212
个mRNA节点，如图5所示。

表 3　CHB 中 10 个上调和下调的差异表达 circRNAs

差异 circRNA
上调 circRNA

下调 circRNA

circRNA_ID
hsa_circ_0083427

hsa_circ_0012574

hsa_circ_0091710

hsa_circ_0081174

hsa_circ_0076892

hsa_circ_0000081

hsa_circ_0018744

hsa_circ_0033905

hsa_circ_0070163

hsa_circ_0086402

hsa_circ_0060867

hsa_circ_0088177

hsa_circ_0053345

hsa_circ_0008132

hsa_circ_0066918

hsa_circ_0071409

hsa_circ_0075271

hsa_circ_0075270

hsa_circ_0069972

hsa_circ_0070186

来源基因

MTMR7

ZYG11A

GABRE

PPP1R9A

PRIM2

ROR1

DDIT4

ADAM6

FRAS1

SNAPC3

ATP9A

ORM2

WDR43

PRELID2

HGD

PALLD

RUFY1

RUFY1

CXCL5

ANXA3

log2FC
2.981
2.361
2.335
2.317
2.283
2.146
2.078
2.077
2.017
2.005

-2.089
-2.115
-2.116
-2.200
-2.204
-2.349
-2.354
-2.409
-2.516
-2.854

P

0.013
0.011
0.038
0.011
0.034
0.005
0.002
0.026
0.042
0.009
0.039
0.011
0.027
0.004
0.014
0.043
0.018
0.041
0.028
0.015

注：FC，Fold Change，即差异倍数

图 3　差异表达 circRNA 特征分析
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2.5　差异 circRNA表达验证

首先使用 qRT-PCR 检测与芯片分析相同的 CHB 患者

和健康对照组 PBMC 中 circRNA 表达。与对照组相比，

hsa_circ_0018744、hsa_circ_0018455、hsa_circ_0055625 及

hsa_circ_0000081 表达在 CHB 组中显著上调（F=2.832，P<

0.01；F=0.205，P<0.05；F=1.225，P<0.05；F=2.439，P<0.01），

同时，与对照组比较，hsa_circ_0015269、hsa_circ_0085744和

hsa_circ_0080913 的表达在 CHB 组中显著下调（F=38.335，
P<0.01；F=2.414，P<0.01；F=15.367，P<0.01），但 hsa_circ_
0028075表达差异无统计学意义（F=3.541，P=0.053；图 6A）。

进一步发现与 24例健康对照组比较，hsa_circ_0018744表达

在 24 例 CHB 患者中明显上调（F=4.382，P<0.01），hsa_circ_
0085744表达显著下调（F=4.906，P<0.05；图 6B）。以上结果

与芯片检测一致，表明芯片结果具有可靠性。

3　讨 论

本研究采用高通量芯片技术，展示 CHB 患者

PBMCs中 circRNA表达谱，探究了CHB患者发生发

展的潜在调控机制。芯片表达谱分析结果表明，与

健康对照组相比，大量 circRNAs在CHB中具有差异

表达，且差异倍数在 2 倍以上，表明这些差异 cir⁃
cRNAs 可能与 CHB 的发生发展有关。CHB 相关差

异 circRNA 来源基因 GO 分析结果表明细胞发育生

长、细胞分化和活性调节是明显富集的生物学过

程。KEGG 富集分析显示，来源基因主要在白细胞

跨内皮迁移、mTOR 信号通路、PI3K-Akt 信号通路

和Rap1信号通路中富集。以上结果提示感染通路、

免疫和炎症反应在CHB中明显失调，表明差异表达

circRNA 可能在 HBV 感染和免疫反应中发挥重要

作用[15-18]。

本研究通过生物信息学分析分别预测 circRNA
和 mRNA 的多个 miRNA 吸附位点。在预测的 cir⁃
cRNA吸附miRNA中，miR-212-3p在HBeAg处理的

细胞中上调，并通过靶向 MAPK1 抑制炎性细胞因

子产生[19]。其他吸附 miRNA 与 CHB 的发病机制是

图 4　差异 circRNA 来源基因富集分析
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否 相 关 尚 需 进 一 步 研 究 。 此 外 ，TGFBR2[20]、

IGF1R[21]和DDX17[22]等靶mRNA与HBV感染和CHB
相关疾病之间存在密切联系。通过qRT-PCR证实，

7个 circRNAs相对表达量与芯片表达的趋势基本一

致，且具有统计学差异性。特别地，本研究选择差

异表达最明显的 circRNAs在所有患者中进行 qRT-

PCR检测。结果显示，与健康对照组相比，hsa_circ_
0018744 和 hsa_circ_0085744 在 CHB 患者中明显失

调。尽管目前还未见这些差异 circRNAs与 HBV 感

染相关的报道，有研究证实这些 circRNAs与某些疾

病的相关性[23-24]。另有报道发现 hsa_circ_0018744
和 hsa_circ_0085744 来源基因 DDIT4 和 PTK2 可能

注：绿色圆圈，差异表达 circRNA；绿色箭头，miRNA；橙色圆圈，mRNA
图 5　circRNA-miRNA-mRNA 调控网络构建

图 6　qRT-PCR 验证 circRNA 表达水平
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是 HBV 相关 HCC 的潜在诊断和预后生物标志

物[25-26]。 以 上 结 果 均 表 明 hsa_circ_0018744 和

hsa_circ_0085744可能作为CHB的潜在有价值的新

型标志物。

综上所述，鉴于 circRNA 在疾病或病毒中的重

要作用，本研究基于高通量芯片技术筛选并验证

CHB中差异表达的 circRNA。进一步分析发现差异

表达 circRNAs 可能参与 CHB 的发病机制，作为

CHB 患者潜在的治疗靶点。本研究的局限性在于

circRNA-miRNA-mRNA 调控网络的潜在机制尚不

清楚，未通过具体实验验证准确性。接下来的研究

应进一步验证这些候选标志物在体内和体外对

CHB的影响。
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