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摘  要 

目的：通过生物信息学方法，探讨阿尔茨海默病(AD)患者血液中差异表达微小RNA (miRNA)的生物学功

能。方法：通过基因表达综合数据库(GEO)获取AD相关的数据集GSE46579，筛选AD患者血液中差异表

达miRNAs，运用在线数据库TargetScan、miRDB及Starbase预测所选miRNA的靶基因，通过GSE97760
数据集筛选差异表达基因，对差异表达靶基因进行分析。运用R软件进行基因本体论(GO)和分析和京都

基因与基因组百科全书(KEGG)通路分析。通过String在线网站构建蛋白互作(PPI)网络，利用Cytoscape
筛选5个关键基因。结果：共筛选出56个差异表达miRNAs，其中42个下调，14个上调。23个靶基因与

差异表达基因重叠。GO和KEGG富集分析显示miRNA-3200-3p靶基因参与DNA分子结构与功能变化、神

经元发育和突触传递等功能，以及流体剪切应力与动脉粥样硬化信号通路和丁酸代谢等信号通路。

miRNA-3200-3p 调控的 5 个关键基因为 SRSF1 、 CHD1 、 ZRANB2 、 PURA 和 KDM5C 。结论：

miRNA-3200-3p可能在AD的发病机制中发挥重要作用，miRNA-3200-3p可能是AD潜在的生物标志物和

治疗靶点。 
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Abstract 
Objective: To explore the biological functions of differentially expressed microRNAs (miRNAs) 
in the blood of Alzheimer’s disease (AD) patients by bioinformatics analysis. Methods: Dataset 
GSE46579 were collected from the Gene Expression Omnibus (GEO) database. We selected diffe-
rentially expressed miRNA in blood patients with AD, and online databases TargetScan, miRDB 
and Starbase were used to predict the target genes of selected miRNAs. Differentially expressed 
genes were selected from the GSE97760 dataset, and analyzing the differentially expressed target 
genes. R software was used for gene ontology (GO) and analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) pathway analysis. Constructing protein-protein interaction (PPI) networks 
through the String online website and utilizing Cytoscape to filter out five key genes. Results: A to-
tal of 56 differentially expressed miRNAs were screened, with 42 downregulated and 14 upregu-
lated. Among them, 23 target genes overlapped with the differentially expressed genes. GO and 
KEGG enrichment analysis revealed that the target genes of miRNA-3200-3p are involved in func-
tions such as DNA molecular structure and functional changes, neuronal development, synaptic 
transmission, as well as fluid shear stress and atherosclerosis signaling pathways, and Butanoate 
metabolism. The five key genes regulated by miRNA-3200-3p are SRSF1, CHD1, ZRANB2, PURA, 
and KDM5C. Conclusions: miRNA-3200-3p may play an important role in the pathogenesis of AD, 
and miRNA-3200-3p may be a potential biomarker and therapeutic target for AD. 
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1. 引言 

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种以记忆力减退、认知功能障碍及行为异常为主的神经退

行性疾病，是老年期最常见的痴呆类型。目前，全球有 5000 万痴呆患者，我国 AD 患者近 1000 万人，

疾病负担严重[1]。因此，迫切需要寻找更有效的治疗方法和生物标志物。 
微小 RNA (microRNA, miRNA)是一类长约 18~25 个核苷酸的非编码 RNA 分子，通过与靶 mRNA 的

3’非翻译区(UTR)结合，介导蛋白质编码基因的转录后调控，影响靶 mRNA 的翻译和稳定性[2]。在调控

许多生物学功能过程中发挥重要作用，包括细胞增值、分化、凋亡和代谢等[3]。研究表明，miRNA 可以

调控大约 60%的人类基因，单个 miRNA 可以调控多个基因的功能，因此 miRNA 可以作为多靶点治疗的

潜在选择[2]。 
研究发现，一些 miRNA 在 AD 疾病过程中发挥重要作用[2] [3]例如，miR-148a-3p 的过表达通过靶

向 ROCK1 基因减弱了 Aβ诱导的神经毒性[4]；microRNA-425-5p 通过靶向热休克蛋白 B8 (HSPB8)促进

阿尔茨海默病 tau 磷酸化和细胞凋亡[5]。本研究通过生物信息学方法，筛选和分析 AD 患者外周血中差

异表达的 miRNA，通过对 miRNA 靶基因进行富集分析，探索 miRNA 在 AD 发病机制中的潜在作用，

为 AD 的分子机制研究提供新线索。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

在 GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)数据库检索“Alzheimer’s disease (All Fields) AND miRNA 
(All Fields)”，物种为人类“(Homo sapiens)”，检索出高通量测序的非编码 RNA 谱 GSE46579，包括 48
名 AD 患者和 22 名对照组血液样本的 miRNA 信息。 

2.2. 差异表达 miRNA 的筛选和数据处理 

采用 R 软件(版本 4.2.2) GEO query 包读取并处理下载的数据文件，使用 DESeq2 进行差异表达分析。

以|log2Fold Chang| ≥ 1 和 P < 0.05 为筛选条件得到差异表达 miRNAs，采用 ggplot2 包绘制数据集的差异

表达 miRNAs 的火山图。 

2.3. miRNA 靶基因预测 

采用 TargetScan8.0 [6] (https://www.targetscan.org/vert_80/)、miRDB [7] (https://mirdb.org/)和 Starbase 
[8] (http://starbase.sysu.edu.cn/)在线数据库，物种选择为人类，输入 miRNA-3200-3p 分别预测 miRNA 的

靶基因并导出。为使结果更准确，利用微生信 Venn 图绘制工具 
(https://www.bioinformatics.com.cn/static/others/jvenn/example.html)得到三个网站的交集靶基因合集。 

2.4. 筛选差异表达基因中的靶基因 

在 GEO 数据库中检索“Alzheimer’s disease (All Fields) AND gene (All Fields)”，物种为人类“(Homo 
sapiens)”，下载基因芯片数据集 GSE97760 (9 例 AD、10 例健康对照)，通过 GEO2R 在线数据分析工具，

获得差异表达的基因，以|log2Fold Chang| ≥ 1 和 P < 0.05 为筛选条件。纳入靶基因与差异表达基因的重叠

基因进行后续分析。通过 Cytoscape (版本 3.0.1)构建 miRNA-靶基因网络图进行可视化。 

2.5. 基因本体论(GO)分析和京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路分析 

通过 R 软件 clusterProfiler 包对差异表达的靶基因进行 GO 和 KEGG 通路的富集分析，GO 富集分析

按照生物过程(biological process, BP)、细胞组成( cellular component, CC)和分子功能(molecular function, 
MF)对基因进行注释和分类，选择每个部分富集最显著(P-value 水平)的 10 个 GO 功能及 10 条 pathway
进行可视化。 

2.6. 蛋白互作(PPI)网络构建及关键基因筛选 

通过 STRING 数据库[9] (https://string-db.org/)，以 Confidence score = 0.4 为筛选条件，构建靶基因的

蛋白互作网络。通过 Cytoscape 软件 cytoHubb 插件，筛选 5 个关键基因，作为 miRNA-3200-3p 调控的关

键靶基因。 

3. 结果 

3.1. 差异表达 miRNAs 

根据 AD 组和健康对照组的 log2Fold Chang 和 P 值筛选差异表达的 miRNAs，与健康对照组相比，

AD 组共筛出 56 个差异表达 miRNAs，42 个 miRNAs 下调，14 个 miRNAs 上调，其中 miRNA-3200-3p
为差异表达最显著的 miRNA (图 1)。 
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Figure 1. Volcano plot of differentially expressed miRNAs in blood. Note: Blue represents significantly downregulated 
miRNAs, red represents significantly upregulated miRNAs, and gray represents miRNAs with no significant difference 
图 1. 血液中差异表达 miRNAs 的火山图。注：蓝色代表显著下调的 miRNAs，红色代表显著上调的 miRNAs，灰色

代表无显著差异的 miRNAs 

3.2. miRNA-3200-3p 靶基因 

分别通过 TargetScan、miRDB 及 Starbase 在线数据库检索出 173 个、2348 个和 254 个 miRNA-3200-3p
的靶基因，为确保预测结果的可靠性，利用韦恩图在线工具将 3 个数据库得到的 miRNAs 交集得到 47 个

靶基因(图 2)。 

3.3. 血液中差异表达的靶基因及 miRNA-靶基因网络构建 

根据 AD 组和健康对照组的 log2Fold Chang 和 P 值，筛选出血液中 15,550 个差异表达的基因。其中，

23 个 miRNA-3200-3p 靶基因与差异表达的基因存在重叠，并且仅有 RAS 激酶抑制因子连接增强蛋白 2 
(CNKSR2)基因下调，余 22 个基因上调。通过构建 miRNA-靶基因网络图进行可视化(图 3)。 

3.4. 靶基因的富集分析 

对 23 个筛选后的靶基因进行 GO 功能和 KEGG 通路富集分析。GO 结果显示(图 4)，靶基因主要参

与 DNA 双链解螺旋、DNA 构象变化、树突生长、联合轴突引导及突触囊泡成熟等生物过程，参与高尔

基体转运网络、谷氨酸能突触、丝状伪足、吞噬小泡及突触膜外部组分等细胞组分；参与 PDZ 结构域结

合、共受体活性、生长因子结合、Wnt 受体活性及电压门控氯离子通道活性等分子功能。KEGG 结果显

示(图 5)，参与流体剪切应力与动脉粥样硬化信号通路、调节干细胞多能性的信号传导途径、丁酸代谢、

癌症中的蛋白多糖及萜类骨架的生物合成等通路有关。 

https://doi.org/10.12677/acm.2024.1451612


闫林娜 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.1451612 1750 临床医学进展 
 

 
Figure 2. Venn diagram for screening potential target genes of miRNA-3200-3p 
图 2. miRNA-3200-3p 潜在靶基因筛选韦恩图 

 

 
Figure 3. miRNA-3200-3p target gene network 
图 3. miRNA-3200-3p-靶基因网络 
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Figure 4. GO enrichment analysis of miRNA-3200-3p target genes 
图 4. miRNA-3200-3p 靶基因的 GO 富集分析 

 

 
Figure 5. KEGG pathway enrichment analysis of miRNA-3200-3p target genes. Note: Circles represent the number of 
genes, with larger circles indicating a higher number of genes enriched in that pathway. The bluer the color, the higher the 
enrichment level of genes in that pathway 
图 5. miRNA-3200-3p 靶基因的 KEGG 通路富集分析。注：圆圈代表基因数，越大表示富集到该通路的基因数越多，

颜色越蓝，代表基因在该通路的富集程度越高 
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3.5. 靶基因相互作用网络分析 

通过 cytoHubb 插件分析构建蛋白互作网络(图 6)，筛选 5 个关键基因，包括丝氨酸/精氨酸富集剪接

因子 1 (SRSF1)、染色质解旋酶 DNA 结合蛋白 1 (CHD1)、锌指 Ran 结合结构域蛋白(ZRANB2)、嘌呤富

集元件结合蛋白 A (PURA)、(赖氨酸特异性去甲基化酶 5C) KDM5C。 
 

 
Figure 6. Five key genes regulated by miRNA-3200-3p 
图 6. miRNA-3200-3p 调控的 5 个关键基因 

4. 讨论 

AD 是一种起病隐匿的神经退行性疾病，病因机制尚未完全明确，且现有治疗手段治理效果不佳。研

究表明，AD 的发病涉及 Aβ 生成、tau 蛋白磷酸化、炎症反应、氧化应激、细胞凋亡及突触功能异常等

过程[2]。在 AD 发病早期，临床症状不明显，但脑组织已发生病理改变[10]。因此，寻找早期诊断 AD
的标志物至关重要。 

越来越多的证据表明，生物体液中的各种 miRNA 与 AD 发病机制有关。一些 miRNAs 与痴呆的严重

程度有关，例如，miR-223、miR-331-3p 和 miR-28-3p [11] [12] [13]。此外，miR-433 通过靶向 JAK2 改

善 Aβ诱导的神经毒性[14]；miR-124-3p 通过调节 Caveolin-1-PI3K/Akt/GSK3β通路抑制 Tau 的异常过度

磷酸化，在 AD 中发挥保护作用[15]；miR-107-5p 通过抑制 Toll 样受体 4 (TLR4)/NF-κB通路，减少 AD
小鼠的神经损伤、氧化应激和免疫反应[16]。 

miRNA-3200-3p 是一种新型 miRNA，相关研究较少，且主要关注在癌症领域。例如，体外

miRNA-3200-3p 通过抑制钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶 2a (CAMK2A)调控神经胶质瘤的增殖和转移[17]；在
非小细胞肺癌中，血管内皮生长因子受体(VEGFR2)通过调节 miRNA-3200-3p 表达，影响调节性 T (Treg)
细胞衰老[18]；此外，miRNA-3200-3p 可能通过调节 Wnt/β-连环蛋白(β-catenin)通路参与癌细胞的迁移和侵

袭过程[19]。然而，有研究指出 CAMK2A 与记忆和长时程增强作用(LTP)有关[20]；研究发现，激活

Wnt/β-catenin 信号通路可抑制 Aβ 的神经毒性，减轻血脑屏障功能障碍[21] [22]。这些研究表明

miRNA-3200-3p 在 AD 疾病中亦发挥重要作用。 
为进一步探究 miRNA-3200-3p 在 AD 中潜在作用，本研究通过在线数据库预测靶基因，并结合数据

集 GSE97760 筛选的差异表达的基因，最终获得 23 个差异表达的靶基因并进行功能富集分析。GO 分析

显示靶基因可能通过 DNA 分子结构与功能变化、神经元发育、突触传递、细胞信号转导和生长因子调控

等生物学功能参与 AD 疾病。KEGG 通路分析显示靶基因可能通过流体剪切应力与动脉粥样硬化信号通

路、调节干细胞多能性的信号传导途径及丁酸代谢等信号通路影响 AD 的发生和发展。一项研究发现，

AD 海马体差异表达基因与海马体流体剪切应力与动脉粥样硬化信号通路相关[23]。此外，丁酸盐是结肠
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中必需的代谢产物，具有免疫调节和抗炎作用[24]。一项研究表明，AD 老年的粪便中产生丁酸盐的细菌

减少[25]，进一步支持了肠脑轴理论。 
STRING 在线网站及 Cytoscape 软件，得到 5 个 miRNA-3200-3p 调节的关键靶基因(SRSF1、CHD1、

ZRANB2、PURA、KDM5C)。研究发现，SRSF1 与阿尔茨海默病风险相关的唾液酸结合免疫球蛋白样凝

集素 3 (CD33)外显子-2 的单核苷酸多态性(SNP)有关[26]。在缺氧细胞中，剪切因子 SRSF1 改变了 AD 相

关的 Tau 基因 mRNA 剪接变体的形成[27]。CHD1 是一种染色质重塑因子，属于 CHD 家族，可以调控

DNA 转录、复制和损伤修复等过程[28]。研究发现，在 AD 大脑中，CHD1 作为关键转录因子，与 AD
相关疾病的有关，包括糖尿病、中风和睡眠障碍等[29]。ZRANB2 是一种 RNA 结合蛋白，最初在大鼠球

旁细胞中发现[30]，关于中枢神经系统疾病的研究较少。有研究表明，多巴胺受体 D2 (DRD2)的 rs1076560
多态性可能通过影响与 ZRANB2 的结合，导致认知功能损害以及增加患精神分裂症的风险[31]。PURA
是 PUR 蛋白家族的成员，通过与单链或双链 DNA 或 RNA 结合，在 DNA 复制、转录和 RNA 翻译中发

挥重要作用，人参代谢产物 20(S)-原人参二醇(PPD)与转录靶标 PURA 结合调控认知功能障碍相关靶基因

的转录水平[32]。KDMC5 是一种组蛋白赖氨酸去甲基化酶(KDM)，被认为是 X 连锁智力障碍中最常见的

突变基因之一。研究发现，KDM1A 缺失加速神经元的衰老[33]。KDMC5 在神经发育过程中可调控

WNT-β-catenin 信号通路影响认知功能[34]。目前，SRSF1、CHD1、ZRANB2、PURA、KDM5C 在神经

退行性疾病中的作用尚不完全清楚，需要进一步探索。 

5. 结论 

综上所述，本研究通过生物信息学方法，筛选血液中差异表达 miRNAs，选择显著下调的

miRNA-3200-3p 进行深入分析。通过对 miRNA-3200-3p 靶基因进行 GO 功能及 KEGG 通路富集分析，初

步探讨其在 AD 中可能参与的生物学功能及信号通路。同时，通过分析 miRNA-3200-3p 调控的 5 个关键

基因，进一步探索 miRNA-3200-3p 在 AD 中的潜在作用。据此，我们推测 miRNA-3200-3p 可能在 AD 中

发挥重要作用，有望成为 AD 潜在的治疗靶点及诊断标志物，然而，miRNA-3200-3p 在 AD 中的分子机

制及临床意义仍需进一步研究。 
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