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循环型 microRNA-26a及其靶基因
与系统性红斑狼疮的相关性研究

崔丹瑜，朱丁季，任昊，林静丽，赖伟男，黄琴，赵进军，杨敏
（南方医科大学附属南方医院 风湿免疫科，广东 广州 510515）

摘要：目的 探讨循环型 microRNA-26a（miR-26a）及靶基因 在系统性红斑狼疮（SLE）的表达，以

及在 SLE发生、发展中可能发挥的作用。方法 选取 36例 SLE和 10例健康体检者血液标本，实时荧光定量聚合

酶链反应检测血清 miR-26a、外周血单个核细胞（PBMC）中 PTEN的表达，统计分析 miR-26a、PTEN与 SLE

临床资料的相关性，利用双荧光素酶报告系统验证 是否为 miR-26a的靶基因。结果 SLE患者血清

miR-26a mRNA的表达高于健康人群（ <0.05），PBMC中 PTEN mRNA的表达低于健康人群（ <0.05）。

SLE患者 miR-26a、PTEN的表达水平与 C3、抗 ds-DNA、红细胞沉降率、狼疮活动指数相关。miR-26a转染

BaF3细胞后，PTEN表达下调，PI3K表达上调，转染组荧光素酶活性下降（ <0.05）。结论 SLE患者血清中过

表达的miR-26a可能通过下调靶基因 ，上调 PI3K/AKT信号通路，参与 SLE的发生、发展。
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Association of circulating miR-26a and its target gene
with systemic lupus erythematosus
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Abstract: Objective To explore the expressions of circulating miR -26a and its target gene in
systemic lupus erythematosus (SLE) and their possible roles in the occurrence and development of SLE.
Methods The expressions of circulating miR-26a and in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were detected by qRT-PCR after blood samples were collected from 36 cases of SLE and 10 healthy people.
The correlations between miR-26a, and clinical data of SLE were statistically analyzed. Dual luciferase
reporter system was used to test whether was the target gene of miR-26a. Results The expression of
miR-26a mRNA in the serum of the SLE patients was higher than that in the healthy people ( < 0.05), and
the expression of mRNA in the PBMCs of the SLE patients was lower than that in the PBMCs of the
healthy people ( < 0.05). The expression levels of miR -26a and in the patients with SLE were
correlated with C3, anti -dsDNA, ESR and SLEDAI. After miR -26a was transfected to BaF3 cells, the
expression of was down-regulated, and the expression of PI3K was up -regulated, and the luciferase
activity of the transfected group was decreased ( < 0.05). Conclusions The over -expression of circulating
miR -26a may participate in the occurrence and development of SLE through down -regulation of its target
gene and up-regulation of PI3K/AKT signaling pathway.
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，

SLE）是一种累及多个器官、系统的慢性自身免疫性

疾病，目前认为 SLE与环境、遗传背景、感染、雌激

素等触发的自身免疫反应有关[1-3]。MicroRNAs是一

种由 20～22 个核苷酸组成的单链非编码 RNA，通

过与靶基因 mRNA的 3’-UTR结合，调控基因的表

达。研究发现，microRNA与 SLE的发病机制密切相

关[4-5]。研究发现，循环型 microRNA-26a（miR-26a）

与多种自身免疫疾病密切相关[6-8]，但对循环型 miR-

26a在 SLE中的表达及作用机制研究较少。抑癌基

因 是双特异蛋白磷酸酶家族成员，近年来大

量研究证实 的缺失、突变在肿瘤发生、发展过

程中起决定性作用[9]。有研究表明， 的激活或

缺失与多种自身免疫疾病的发生有关[10]。本研究通

过实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-time

polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测 SLE患者

血清 miR-26a和外周血单个核细胞（peripheral blood

mononuclear cell，PBMC）中 PTEN的表达，分析两者

与临床资料的相关性，并利用双荧光素酶报告系统

验证 是 miR-26a的靶基因。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2014年 6月 -2015年 6月南方医科大学

附属南方医院收治的 36例 SLE患者的血清，所有患

者符合 1997年美国风湿病学会修订的 SLE分类标

准。36例 SLE患者平均年龄（35.2±6.47）岁，其中，

男性 2例，女性 34例。采用狼疮活动指数（systemic

lupus erythematosus disease activity Index，SLEDAI）评

分标准评估疾病活动度，平均（12±4）分。选取同期

10例健康体检者作为对照组，其中男性 2例，女性

8例；平均年龄（38.4±6.81）岁，两组年龄（ =1.369，

=0.1781）、性别（χ2=2.057， =0.1515）比较差异无

统计学意义。

1.2 主要材料、试剂与仪器

细胞小鼠原 B细胞株 BaF3，购自上海赛百慷生

物技术公司。DMEM高糖培养基、胎牛血清购自美

国 HyClone公司，Trizol试剂（美国 Invitrogen公司），

逆转录试剂盒、qRT-PCR 试剂盒购自日本 TaKaRa

公司，Lipofectamine 2000（美国 Invitrogen公司），双

荧光素酶检测试剂盒（美国 GeneCopoeia 公司），

RNeasy Micro Kit微量 RNA提取试剂盒（德国 QI-

AGEN公司），兔抗鼠 PTEN抗体、兔抗鼠 PI3K抗体

购自美国 Santa Cruz 公司，pMD18-T 载体（日本

TaKaRa 公司），miR-26a、PTEN、PI3K、β-actin 引物

序列由上海吉玛公司合成（见表 1）。

1.3 方法

1.3.1 qRT-PCR检测血清 miR-26a mRNA的表

达 收集 EDTA抗凝的外周血 2 ml，4℃、3 000 r/min

离心 20 min，收集上清液，按照 RNeasy Micro Kit微

量 RNA提取试剂盒说明书提取血清 RNA。取 5μl

血清总 RNA，以 miR-26a引物为模板，应用逆转录

试剂盒将其逆转录为 cDNA，反应条件：42℃预变性

10 min，95℃变性 5 min，以 cDNA为模板，进行 qRT-

PCR；以 cel-miR-39为内参照进行扩增，反应条件：

95℃预变性 10 min，95℃变性 15 s，55℃退火 30 s，

72℃继续延伸 30 s，共 40个循环。通过 qRT-PCR仪

ABI Step One Plus检测，实验重复 3次，根据公式

Folds=2-△△Ct计算各检测 miR-26a的相对表达量，△

△Ct=（CtmiR-26a-Ctcel-miR-39）实验组 -（CtmiR-26a-Ctcel-miR-39）对照组。

1.3.2 qRT-PCR检测 PBMC中 PTEN mRNA的

表达 取 EDTA 抗凝的外周血 5 ml，室温条件下

1 500 r/min离心 10 min，弃上清液，加入 2倍体积的

PBS缓冲液，将混合液缓慢加入到含 3 ml淋巴分离

液的 EP管中，室温 2 500 r/min离心 20 min，弃上清

液，3 ml PBS缓冲液洗涤沉淀，再次室温 2 500 r/min

离心 20 min，弃上清液。使用 RNA fast 2000总 RNA

极速抽提试剂盒提取 PBMC 总 RNA，取 5 μl 总

RNA，应用逆转录试剂盒将 PTEN mRNA逆转录为

cDNA，以 cDNA为模板，β-actin为内参照进行扩

增，通过 qRT-PCR仪软件程序分析检测数据结果，

实验重复 3次。

1.3.3 miR-26a 转染与双荧光素酶报告系统检测

将 BaF3细胞置于 DMEM高糖培养基 +10%胎牛血

清中，37℃、5%二氧化碳 CO2条件下培养，将细胞分

表 1 PCR引物序列

基因

-26

引物序列 长度 /bp

正向：5'-GGATCCGCAGAAACTCCAGAGA-3'
1 958

反向：5'-TTGGAGGAAAGACGATTTCCGT-3'

正向：5'-TCCACAAACAGAACAAGATG-3'
78

反向：5'-CTGGTCCTGGTATGAAGAAT-3'

正向：5'-TGCCTCCACGACCATCATCA-3'
380

反向：5'-TTCACACACTGGCATGCCGA-3'

正向：5'-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3'
174

反向：5'-CTGGTGCCTGGGGCG-3'
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为转染组（miR-26a mimics）、阴性对照组（Mimics

control）和只加转染试剂的空白对照组。将 BaF3细

胞接种于 6孔板内，待细胞密度约为 50%时，取 miR-

26a mimics 和 Mimics control 各 100 pmol，分别与

Lipofectamine 5μl充分混匀，室温孵育 30 min，将转

染混合物加入 6孔板中，培养箱中培养 24 h，提取

细胞内总 RNA，以β-actin为内参照，qRT-PCR检

测细胞内 miR-26a、PTEN 及 PI3K mRNA 的表达。

①Western blot检测：取转染 48 h 后的 3 组细胞，

RIPA裂解细胞，提取细胞总蛋白，SDS-PAGE 电泳

分离、转膜后，加入兔抗鼠 PTEN 抗体（1∶300）、兔

抗鼠 PI3K 抗体（1∶400），4℃过夜，加 HRP标记的

羊抗兔 IgG（1∶4000），显色剂显色，应用 Gene Tools

软件分析 PTEN、PI3K蛋白的表达；②双荧光素酶报

告系统检测：设计 基因双向引物序列，并在两

端加上 Ⅰ和 Ⅰ酶切位点，正向引物：5'-TCTA

GACAGTGCTAAAATTC-3'，反向引物：5'-GCGGCCG

CTATATATCAATG-3'；扩增 基因的 3'-UTR，

对 pMD18-T载体和扩增序列进行 Ⅰ和 Ⅰ双

酶切，T4 DNA 连接酶切后的 pMD18-T 和 PTEN

DNA 片段，转化并提取质粒，取质粒 150 ng 与

miR-26a mimics、Mimics control各3 pmol混合后加

入 25μl opti-MEM培养基中，将混合物与含 1μl

Lipofectamine的 25μl opti-MEM充分混匀，室温孵

育 30 min，加入含 BaF3细胞的 6孔板内，培养箱中

孵育 24 h，按照美国 Gene Copoeia公司双荧光素酶

检测方法进行检测。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，两组间比较用两独立样

本 检验，3组间比较用单因素方差分析，在方差分

析有意义的基础上，两两比较用 SNK- 检验，相关分

析用 Spearman法， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SLE患者血清 miR-26a、PBMC 中 PTEN

mRNA的表达

36例 SLE患者血清 miR-26a mRNA的相对表

达量为（2.69±0.47），对照组为（1.34±0.29），经 检

验，差异有统计学意义（ =8.598， =0.000），SLE 患

者血清 miR-26a mRNA的相对表达量高于对照组。

SLE 患者 PBMC 中 PTEN mRNA 的相对表达量为

（0.75±0.14），对照组为（1.82±0.39），经 检验，差

异有统计学意义（ =13.85， =0.000），SLE患者 PBMC

中 PTEN mRNA的相对表达量低于对照组。见图 1。

2.2 SLE 患者 miR-26a、PTEN 表达与临床资料

的关系

分析 SLE患者 miR-26a、PTEN的表达与年龄、

性别、病情进展、脏器受累等指标的关系。结果显示，

女性、SLEDAI 评分高、脏器受累 SLE 患者的血清

miR-26a的表达水平高于男性、SLEDAI评分低、无

脏器受累患者。SLEDAI评分高、脏器受累 SLE患者

PBMC中 PTEN的表达水平低于 SLEDAI评分低、无

脏器受累 SLE患者（见表 2）。Spearman法分析 miR-

26a、PTEN与 SLE临床检测指标 C3、抗 ds-DNA、红

细胞沉降率（erythrocyte sedimentation rate，ESR）、

SLEDAI的相关性，结果显示，miR-26a与 C3、抗 ds-

DNA、ESR、SLEDAI 呈正相关（ =0.735、0.504、0.562

和 0.662， =0.000、0.002、0.000 和 0.000）（见图 2）。

PTEN与 C3、抗 ds-DNA、ESR、SLEDAI呈负相关（ =

-0.585，-0.469，-0.588 和 -0.521， =0.000、0.004、

0.000和 0.001）（见图 3）。线性回归分析结果显示，

A：血清 miR-26a mRNA；B：PBMC中 PTEN mRNA

图 1 SLE患者和健康人群血清 miR-26a、PBMC中 PTEN mRNA的表达 （x±s）

A
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B
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表 2 SLE患者临床资料与 miR-26a、PTEN表达的关系

临床资料 例数 miR-26a / 值 值 PTEN / 值 值

性别

男 2 1.63±0.88
15.936 0.0032

0.78±0.29
1.052 0.6965

女 34 2.71±0.45 0.73±0.17

年龄

<40岁 26 2.72±0.39
0.953 0.6609

0.74±0.22
0.824 0.8696

≥40岁 10 2.65±0.51 0.77±0.25

SLEDAI评分

0~4分 7 1.67±0.26

25.589 0.000

1.43±0.37

33.297 0.000
5~9分 11 2.34±0.39 1.04±0.35

10~14分 13 3.05±0.44 0.55±0.14

≥15分 5 3.62±0.61 0.32±0.08

脏器受累

无 10 1.38±0.35

29.601 0.000

1.66±0.34

24.720 0.000
肾脏 17 2.73±0.44 0.35±0.09

神经系统 3 3.14±0.47 0.64±0.15

心脏 6 2.93±0.55 0.56±0.11

PTEN与 miR-26a呈负相关（b=42.271， =0.001），以

PTEN 为因变量，miR-26a 为自变量，两者符合 Y

（PTEN）=-0.448×X（miR-26a）+2.093（ =-6.502， =

0.000）（见图 4）。

2.3 miR-26a转染后 PTEN、PI3K的表达

miR-26a mimics转染 BaF3后，细胞中 miR-26a

mRNA表达增加，与阴性对照组和空白对照组比较，

差异有统计学意义（ =159.308， =0.000）；两两比

C3 抗 ds-DNA

ESR SLEDAI

图 2 miR-26a与 C3、抗 ds-DNA、ESR、SLEDAI的相关性分析
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图 4 miR-26a与 PTEN的相关性分析

图 3 PTEN与 C3、抗 ds-DNA、ESR、SLEDAI的相关性分析

C3 抗 ds-DNA

ESR SLEDAI

较经 SNK- 检验，转染组 miR-26a mRNA高于阴性

对照组和空白对照组（ =19.337和 22.076，均 =

0.000），表明 miR-26a已成功转染至细胞内。转染后，

PTEN mRNA表达减少，与阴性对照组和空白对照组

比较，差异有统计学意义（ =162.311， =0.000）；两

两比较经 SNK- 检验，转染组 PTEN mRNA表达少

于阴性对照组和空白对照组（ =36.251和 23.753，均

=0.000）。转染后 PI3K mRNA表达增加，与阴性对

照组和空白对照组比较，差异有统计学意义（ =

28.120， =0.000）；两两比较经 SNK- 检验，转染组

PI3K mRNA表达高于阴性对照组和空白对照组（ =

26.854和 53.900，均 =0.000）。Western blot检测转

染后 PTEN蛋白表达减少（ =8.354， =0.0036）；两

两比较经 SNK- 检验，转染组 PTEN蛋白表达少于

阴性对照组和空白对照组（ =31.769和 87.954，均

=0.000）。而Western blot检测转染后 PI3K蛋白表

达增加（ =27.904， =0.000）；两两比较经 SNK- 检
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3 讨论

文献报道我国 SLE患病率约为 70～100/10万

人，男、女比例为 1∶10[11]。SLE患者体内存在抗 DS-

DNA等多种自身抗体，导致细胞和体液免疫功能紊

乱，同时累及肾脏、皮肤、关节等多个器官和组织损

伤。目前尚不清楚 SLE具体的发病机制，免疫细胞、

DNA甲基化、组蛋白修饰、环境等因素被认为是 SLE

主要病因。近年来，microRNA的生物学功能研究引

起广泛关注。研究发现，microRNA参与肿瘤、自身免

疫疾病等多种疾病的发生、发展[12-14]。国内学者发现

miR-155、miR-125a、miR-146a，以及循环型 miR-

189、miR-31等参与 SLE发生、发展[15]。血清、血浆、

尿液等体液中存在一类耐 RNA酶的细胞外游离型

microRNA，称循环型 microRNA，疾病特异性的循环

型 miRNA表达谱对疾病的诊断、预后评估有着非常

重要的价值[16]。

miR-26a（NC_005107.4）是 miR-26家族成员之

一，女性表达量高于男性[17]。本研究发现，SLE患者

血清 miR-26a表达水平高于健康人群，而且女性 SLE

患者血清 miR-26a表达水平高于男性，活动期和病

变累及脏器的 SLE患者的 miR-26a表达水平高于

稳定期、无脏器受累的 SLE患者，表明血清 miR-26a

上调可能与 SLE的发生、发展有关。为进一步明确

血清 miR-26a与 SLE疾病活动度的关系，本研究对

miR-26a与 C3、抗 ds-DNA、ESR、SLEDAI 进行相关

性分析，结果显示 miR-26a与 C3、抗 ds-DNA、ESR、

SLEDAI存在相关性，进一步说明血清 miR-26a的过

表达与 SLE 的发展相关。既往研究发现，miR-26a

在不同疾病的发病过程中扮演迥异的双重角色，在

“抑制疾病”、“促进疾病”2种角色间的转换，表明

miR-26a可能通过靶向不同的基因从而参与疾病的

发生或转归。miR-26a 通过靶向 2、 6、

-1等基因参与肝癌、NK/T细胞淋巴瘤的发病

过程，然而，对 miR-26a通过何种靶基因参与 SLE

发病过程的研究却鲜有报道。

基因定位于 10q23.3，是双特异蛋白磷酸

酶家族成员之一， 磷酸酶区域的突变导致多

图 7 miR-26a mimics转染后荧光强度的变化 （x±s）

转染组
阴性对照组
空白对照组

图 6 miR-26a mimics转染后 PTEN、PI3K蛋白的变化

转染组 阴性对照组 空白对照组

PTEN

PI3K

β-actin

验，转染组 PI3K蛋白表达高于阴性对照组和空白对

照组（ =45.856和 39.251，均 =0.000）。见图 5、6。

2.4 双荧光素酶报告系统检测结果

miR-26a mimics转染 BaF3后，荧光素酶活性下

降（0.36±0.08），与阴性对照组、空白对照组比较，差

异有统计学意义（ =59.630， =0.000）；两两比较经

SNK- 检验，转染组荧光素酶活性低于阴性对照组

和空白对照组（ =45.159 和 61.132，均 =0.000）。

表明 miR-26a通过靶向 的 3’-UTR，负向调控

PTEN的表达。见图 7。

图 5 miR-26a mimics转染后 3组 PTEN、PI3K的表达比较 （x±s）
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种疾病的发生。microRNA、乙酰化、泛素化等调控

PTEN 的表达。通过 TARGETSCAN、MIRANDA 等

microRNA 数据库预测 可能是 miR-26a 的靶

基因，本研究通过 miR-26a mimics、双荧光素酶报

告系统加以验证，结果显示，miR-26a mimics转染

BaF3后，PTEN mRNA和蛋白表达降低，荧光素酶活

性下降，表明 miR-26a通过与 PTEN的 3’-UTR序列

结合，在转录后水平负向调控 PTEN的表达。通过线

性回归分析 PTEN、miR-26a的相关性，结果显示，

PTEN与 miR-26a呈负相关，进一步证实 是

miR-26a的靶基因，而 SLE患者 PBMC中 PTEN的

表达水平低于健康人群的原因，可能与血清 miR-26a

在两组人群的表达差异有关。PTEN是天然的 PI3K/

Akt 信号通路负向调控因子，PTEN 通过磷酸化

PIP3，下调 PI3K/Akt参与免疫功能的调节。吴湘妮

等 [21]研究发现，miR-7、miR-21、miR-22 表达增加，

导致 PTEN表达降低，通过上调 PI3K/Akt信号通路

导致 SLE患者 B细胞的高反应性，而且 PTEN的下

降程度与 SLE的活动度、严重程度相关。本研究结

果也证实该点，SLE患者 PBMC中 PTEN的表达水平

与 C3、抗 ds-DNA、ESR、SLEDAI有关，病变累及脏器

的 SLE 患者 PTEN 的表达水平低于未累及脏器患

者。miR-26a mimics转染BaF3后，通过与PTEN的3’-

UTR序列结合，抑制 PTEN的表达，导致 PI3K/Akt信

号通路失去 PTEN这个关键的负向调控因子，因此

PI3K表达上调，而上调的 PI3K通过何种途径对免疫

细胞产生影响，仍有待进一步的研究。

本研究结果显示，SLE患者血清 miR-26a呈高

表达状态，miR-26a 表达水平与 SLE 的活动度、严

重程度存有相关性，双荧光素酶报告系统结果表明，

是 miR-26a 的靶基因，miR-26a 可能通过与

的 3’-UTR序列结合，抑制 PTEN的表达，从而

上调 PI3K/AKT信号通路参与 SLE的发生、发展。
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