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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)患者外周血中差异表达的环状RNA (circRNA)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GSE186929，筛选AD患者外周血

中差异表达的circRNAs，应用Circinteractome和miRDB数据库来预测circRNA靶向的miRNA，应用

Starbase、miWalk、TargetScan8.0在线靶基因预测网站预测靶基因，利用jvenn获得靶基因合集，对差

异表达的靶基因进行分析。运用David工具进行基因本体论(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，应用Cytoscape筛选出3个关键基因。结

果：共筛选出47个差异表达的circRNAs，其中13个下调，34个上调，选取最具有显著性差异的

has_circRNA_0001928进一步预测miRNA，选取数据库中预测效果都较好的miR-142-5p进行靶基因预

测，获得63个靶基因。GO和KEGG富集分析显示靶基因参与RNA转录、细胞分裂、基因表达调控等功能

以及调节干细胞多能性的信号通路、脂质和动脉粥样硬化信号通路、人类巨细胞病毒感染等信号通路。

3个关键基因为PUM2、OTUD4、RANBP2。结论：circRNA及其靶基因可能在AD的发病机制中发挥重要

作用，circRNA可能是AD潜在的生物标志物和治疗靶点。 
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Abstract 
Objective: To investigate the biological functions of differentially expressed circular RNAs (circRNAs) 
in the peripheral blood of Alzheimer’s disease (AD) patients by bioinformatics methods. Methods: 
AD-related dataset GSE186929 was obtained from Gene Expression Omnibus (GEO), screening for 
differentially expressed circRNAs in the peripheral blood of AD patients, applying Circinteractome 
and miRDB databases to predict circRNA-targeted miRNAs, and applying Starbase, miWalk, Tar-
getScan8.0 online target gene prediction website to predict target genes, and used jvenn to obtain 
target gene ensembles to analyze differentially expressed target genes. Gene ontology (GO) and 
analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis were performed 
using David tools. Protein Interaction (PPI) network was constructed through String online website 
and Cytoscape was applied to screen three key genes. Results: A total of 47 differentially expressed 
circRNAs were screened, of which 13 were down-regulated and 34 were up-regulated. The most 
significantly different has_circRNA_0001928 was selected for further miRNA prediction, and the 
miR-142-5p, which had good prediction results in the database, was selected for target gene predic-
tion, resulting in 63 target genes. GO and KEGG enrichment analyses showed that the target genes 
were involved in the functions of RNA transcription, cell division, and regulation of gene expression 
as well as the signaling pathways regulating stem cell pluripotency, lipid and atherosclerosis signaling 
pathways, and human cytomegalovirus infection, etc. The three key genes were PUM2, OTUD4, and 
RANBP2. Conclusions: CircRNAs and their target genes may play an important role in the pathogenesis 
of AD, and circRNAs may be potential biomarkers and therapeutic targets for AD. 

 
Keywords 
Bioinformatics, Alzheimer’s Disease, circRNA 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种中枢神经系统的退行性疾病，临床表现以不可逆性的

记忆和认知功能减退，以及人格、行为改变为特征[1]，主要病理表现为 β淀粉样蛋白沉积形成神经炎性

斑以及过度磷酸化的 tau 蛋白异常聚集形成的神经纤维缠结(NFTs) [2]，是老年期痴呆的最常见病因。尽

管全球 AD 患者的数量在不断增加，但目前针对 AD 尚无有效的治疗方法。 
circRNA 是一类特殊的内源性环状非编码 RNA 分子，因不具有 5’帽和 3’尾，使其耐受于核糖核酸

酶，而表现出高稳定性[3]。circRNA 具有调节转录、RNA 结合蛋白(RNA-binding protein, RBP)作用、miRNA
海绵的功能以及翻译蛋白质的作用[4]，进而参与调控各类疾病的发生、发展。研究表明，circRNA 参与

氧化应激以及自噬、神经元炎症损伤、Ａβ代谢、tau 蛋白过度磷酸化等 AD 相关发病机制[5]。因此，进

一步研究 circRNA 在基因调控中的作用有利于寻找潜在的治疗靶点，为 AD 诊断和治疗提供新策略。 
本研究通过生物信息学方法，分析 AD 患者外周血 circRNA 的差异表达谱，探讨 circRNA 差异表达

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. 材料和方法 

2.1. 数据采集 

我们在 GEO 数据库中检索与 AD 和 circRNA 相关的数据集，检索关键词为“Alzheimer’s disease (All 
Fields) AND circRNA (All Fields)”，物种为人类“(Homo sapiens)”，检索出高通量测序的非编码 RNA 谱

GSE186929，其中包含 3 名 AD 患者和 4 名对照组血液样本的 circRNA 信息。 

2.2. 差异表达的 circRNA 的筛选和数据处理 

使用 GEO2R 进行差异表达分析。以|log2Fold Chang| ≥ 1 和 P adj < 0.05 为筛选条件得到差异表达的

circRNA，采用 ggplot2 包绘制数据集的差异表达的 circRNAs 的火山图。 

2.3. circRNA 预测 miRNA  

我们使用 Circinteractome [6] (http://circinteractome.nia.nih.gov)和 miRDB [7] (https://mirdb.org/)数据库来

预测 circRNA 靶向的 miRNA。我们选取在两个数据库中预测效果都较好的 miR-142-5p 进行进一步分析。 

2.4. miRNA 的靶基因预测 

应用 Starbase [8] (http://rnasysu.com/encori/)、miRWalk (mirwalk.umm.uni-heidelberg.de)、TargetScan8.0 
[9] (https://www.targetscan.org/vert_80/)在线靶基因预测网站，物种选择为人类，输入 miR-142-5p 分别预

测 miRNA 的靶基因并导出。利用韦恩图绘制工具 jvenn (https://jvenn.toulouse.inra.fr/app/index.html)对 3 个

网站预测的靶基因进行交集，获得靶基因合集。 

2.5. 差异表达的 circRNA 的生物信息学分析 

使用 David 工具(https://david.ncifcrf.gov)对差异表达的 circRNA 靶基因进行基因本体论(GO)分析和

京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路分析。GO 富集分析是对基因和蛋白质功能进行限定和描述，由

生物过程(biological process, BP)、细胞组成(cellular component, CC)和分子功能(molecular function, MF)三
部分组成。KEGG 是将差异表达基因或蛋白质与已知的代谢通路和功能关联。选择 GO 三部分中每个部

分富集最显著(p-value)的 10 个 GO 功能及 KEGG 中 10 条 pathway 进行可视化。 

2.6. 蛋白质相互作用(PPI)网络的建立及关键基因筛选 

利用 STRING 数据库[10] (http://cn.string-db.org)可以检索已知蛋白质与预测蛋白质之间的关联，并用

于预测蛋白质–蛋白质相互作用信息。将差异 circRNA 调控的靶基因导入 STRING 数据库，获得靶基因相

互作用的数据。通过 Cytoscape 软件 cytoHubb 插件，筛选出 3 个关键基因，作为 miR-142-5p 关键靶基因。 

3. 结果 

3.1. 差异表达的 circRNA 的筛选 

根据|log2Fold Chang| ≥ 1 和 P adj < 0.05 筛选 AD 组和健康对照组差异表达的 circRNAs，与对照组相

比，AD 组共筛出 47 个差异表达的 circRNAs，其中 13 个 circRNAs 下调，34 个 circRNAs 上调，见图 1
火山图，选取最具有显著性差异的 has_circRNA_0001928。 

3.2. 预测 miRNA 

通过 Circinteractome 和 miRDB 数据库来预测 circRNA 靶向的 miRNA，分别检索出 246 个和 587 个

miRNA，取交集后选取在两个数据库中预测效果都较好的 miR-142-5p 进行进一步分析。 
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Figure 1. circRNAs differentially expressed in AD and control blood Volcano plot. Horizontal 
axis represents normalized differences, vertical axis represents normalized p-values, blue 
represents significantly down-regulated circRNAs, red represents significantly up-regulated 
circRNAs, and grey represents circRNAs with no significant difference 
图 1. AD 和对照组血液差异表达的 circRNA 火山图。横轴代表标准化差异，纵轴代

表标准化 p 值，蓝色代表显著下调的 circRNAs，红色代表显著上调的 circRNAs，灰

色代表无显著差异的 circRNAs 

3.3. miRNA 的靶基因预测 

应用 Starbase、miWalk、TargetScan8.0 在线靶基因预测网站分别检索出 2079、1004、950 个 miR-142-
5p 的靶基因。利用韦恩图绘制工具 jvenn 对 3 个网站预测的靶基因取交集，得到 63 个靶基因(图 2)。 

3.4. 靶基因的富集分析 

对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 3)，靶基因主要参与

RNA 聚合酶 II 启动子的转录、蛋白质多泛素化、有丝分裂细胞周期的 G1/S 转变、染色质重塑、基因

表达调控等生物过程；参与细胞核、细胞质、染色质、转录因子复合体、特异性颗粒膜、大分子复合体

等细胞组成；参与序列特异性双链 DNA 结合、转录因子活性、金属离子结合、蛋白质结合等分子功能。

KEGG 结果显示(图 4)，与 cAMP 信号通路、调节干细胞多能性的信号通路、内质网中的蛋白质加工通

路、人类巨细胞病毒感染、脂质和动脉粥样硬化信号通路、志贺氏杆菌病、神经营养素信号途径等通路

有关。 
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Figure 2. miR-142-5p predicted Wayne plots of target genes 
图 2. miR-142-5p 预测靶基因的韦恩图 

3.5. 靶基因相互作用网络分析 

通过 Cytoscape 软件 cytoHubb 插件分析构建 PPI 网络，筛选 3 个关键基因(图 5)，包括 RAN 结合蛋

白 2 (RANBP2)、OTU 去泛素化酶 4 (OTUD4)、pumilio RNA 结合家族成员 2 (PUM2)。 
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Figure 3. GO enrichment analysis of miR-142-5p target genes. The horizontal coordinate is the GO entry 
and the vertical coordinate is the number of genes enriched in that GO 
图 3. miR-142-5p 靶基因的 GO 富集分析。横坐标为 GO 条目，纵坐标为富集在该 GO 的基因数 

 

 
Figure 4. KEGG pathway enrichment analysis of miR-142-5p target genes. Horizontal coordinate is the pro-
portion of genes, vertical coordinate is the Pathway pathway, the circle represents the number of genes, the 
larger indicates that the number of genes enriched to the pathway is more, the more orange the color is, it 
means that the genes are enriched to a higher degree in the pathway 
图 4. miR-142-5p 靶基因的 KEGG 通路富集分析。横坐标为基因比例，纵坐标为 Pathway 通路，圆圈

代表基因数，越大表示富集到该通路的基因数越多，颜色越橙，代表基因在该通路的富集程度越高 
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Figure 5. 3 key target genes of miR-142-5p 
图 5. miR-142-5p 的 3 个关键靶基因 

4. 讨论 

AD 是一种与中枢神经退行性疾病，主要症状包括学习能力下降和记忆力减退[1]。AD 的发生发展涉

及多种因素，其病理机制尚不完全清楚。目前没有有效的治疗手段来阻止痴呆病程的进展。因此，AD 的

早期诊断已成为 AD 防治工作的重点。 
circRNA 的异常表达参与神经系统疾病[11]、肿瘤[12]、糖尿病[13]、心血管疾病[14]等多种疾病的病

理过程，目前 circRNA 已经成为疾病早期诊断、预后预测和靶向治疗研究的新热点。脑组织中存在大量

表达的 circRNA，它们的存在与突触活动、神经递质功能、神经元成熟、大脑发育等密切相关，通过影响

血管生成，神经元可塑性，自噬，细胞凋亡和炎症的机制，参与多种急性和慢性中枢神经系统疾病的发

生发展过程，如 AD、神经性疼痛等[11] [15]。越来越多的研究提出 circRNA 与 AD 发生发展关系密切，

如 circRNA 在 Aβ的产生、沉积以及降解中发挥着重要作用，参与 AD 的发病过程[16]，circAβ-a 在人脑

中转化为一种新的含有 Aβ 的 Aβ175 多肽从而促进 Aβ 生成；circHDAC9 与 miR-138 结合，而 miR-138
可抑制 ADAM10 的表达，促进 Aβ的产生；ciRS-7 在 AD 患者海马组织中表达下调，分别通过 miR-7 和

核转录因子 κB 信号通路，导致 Aβ 异常聚集。还有一些 circRNA 调控神经元的炎症和功能障碍而影响

AD 的发展，如 circ_0000950 [17]、circAXL [18]、circLPAR1 [19]。还有研究表明 mmu_circRNA_012180
和 mmu_circRNA_013636 与 AD 氧化应激损伤相关[20]。 

为进一步探究 circRNA 在 AD 中潜在作用，本研究共筛出 47 个差异表达的 circRNAs，其中，

hsa_circ_0008297 的血浆水平与结核病严重程度相关，hsa_circ_0009024 可能作为活动性结核病诊断的新

型血浆生物标志物[21]；hsa_circ_0091073 在流感病毒性肺炎患者中的表达差异显著[22]；hsa_circ_0091074
可能成为乳腺癌细胞的潜在治疗靶点[23]；hsa_circ_0092222 通过 Janus 激酶 2 (JAK2)/信号转导和转录激

活因子(STAT3)信号通路和 Wnt 信号通路导致脑白质损伤[24]等。选取其中最具有显著性差异的

has_circRNA_0001928 用于后续研究。通过在线网站预测靶基因，最终对 63 个差异表达的靶基因进行功

能富集分析。GO 分析显示靶基因可能通过 RNA 转录、细胞分裂、染色质重塑、基因表达调控等生物学

功能参与 AD 疾病。KEGG 通路分析显示靶基因可能通过调节干细胞多能性的信号通路、内质网中的蛋

白质加工通路、脂质和动脉粥样硬化信号通路、人类巨细胞病毒感染、志贺氏杆菌病影响 AD 的发生和

发展。有研究表明，巨细胞病毒感染会增加 tau 蛋白的水平和磷酸化，可能会影响 AD 的发生发展[25]；
还有一项研究表明，AD 患者中产生毒素的变形菌，包括大肠杆菌/志贺氏菌，往往会多于正常人[26]。 

应用 STRING 数据库及 Cytoscape 软件筛选出 3 个关键靶基因(PUM2, OTUD4, RANBP2)。PUM2 是

PUF 家族成员中一种 RNA 结合蛋白，在脑组织中呈高表达且主要存在于神经元，通过对其靶蛋白 mRNA
的转录调控而发挥生物学功能。研究发现，PUM2 在神经元功能中发挥多种作用，不仅影响神经元树突

形态，同时还参与中枢神经系统突触重塑[27]，并且促进自我更新并防止神经元过早分化[28]。同时，PUM2
对海马神经发生和功能至关重要，影响 AD 的发生发展[29]。OTUD4 是 OUT 家族的成员，是一种去泛素

化酶，参与多种蛋白质的去泛素化。泛素信号传导被很好地描述为与神经退行性疾病病理学过程相关[30]。
在正常大脑(人类和小鼠)中，OTUD4 在海马锥体细胞层、颗粒细胞层和谷氨酸能神经元中皆存在，在调

节炎症信号和烷基化损伤中发挥作用[31]。又有研究发现，OTUD4 突变与编码泛素连接酶的 RNF216 突
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变的组合被发现会导致痴呆症[32]。RANBP2 是一种核孔蛋白，是核孔复合物的关键成分，通过核质运输

的调节等多种功能和亚细胞定位参与许多细胞过程[33]。RANBP2 失调或突变会导致多种疾病，如神经退

行性疾病、急性坏死性脑病、癌症、病毒感染等。一项研究指出，AD 患者大脑中 Ran 表达减少，这可能

间接影响 RANBP2 表达[34]。又有研究表明，RANBP2 与 AD 进展相关，通过抑制 IGF1R-RanBP2-SUMO1
复合物的形成，可以防止 AD 的神经元死亡和炎性改变[35]。目前，虽已有研究表明 PUM2、OTUD4、
RANBP 基因与神经退行性疾病相关，但其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，筛选出外周血中差异表达的 circRNAs，对具有显著差异的

circRNA 进行深入分析。通过对靶基因进行 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 3 个关键靶基因，进一步探索 circRNA 在 AD 中的潜在

作用。据此，我们推测 circRNA 可能是 AD 潜在的治疗靶点及诊断标志物。然而，circRNA 在 AD 中的

分子机制及临床意义仍需进一步研究。 
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