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  摘 要:目的 通过生物信息学分析发现羊水游离 RNA中能够反映胎儿发育异常的组织特性基因。
方法 从Human

 

Protein
 

Atlas数据库下载基因在正常组织表达数据,从Gene
 

Expression
 

Omnibus数据库下

载唐氏综合征及爱德华综合征胎儿羊水游离RNA芯片检测数据。利用R语言统计分析正常组织表达数据中

的组织特异性基因。利用limma程序包分析唐氏综合征及爱德华综合征的差异表达基因。取两者交集获取组

织特异性差异表达基因。结果 与正常胎儿比较,唐氏综合征胎儿有717个差异基因,爱德华综合征胎儿有

1
 

038个差异基因,71个基因为共同差异基因。DOK7、ARHGEF39、FAM111B、CCHCR1、R3HDML、WNK3、

FIBCD1、SMIM10L2B及SMIM10L2A
 

9个基因为组织特异性差异表达基因,这些基因参与大脑、甲状腺、睾

丸、消化道等多个组织的发育过程。结论 差异表达基因分析和组织特异性基因相结合的方法是筛选羊水游

离RNA中胎儿发育异常标志物的可行方法。
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Abstract:Objective To

 

discover
 

tissue
 

specific
 

genes
 

in
 

correlation
 

to
 

fetal
 

aberration
 

in
 

amniotic
 

fluid
 

cell
 

free
 

RNA
 

via
 

bioinformatics
 

analysis.Methods Data
 

of
 

gene
 

expression
 

in
 

normal
 

tissues
 

were
 

download-
ed

 

from
 

Human
 

Protein
 

Atlas
 

database.Amniotic
 

fluid
 

free
 

RNA
 

array
 

data
 

of
 

Down's
 

syndrome,Edwards
 

syndrome,and
 

normal
 

fetus
 

were
 

downloaded
 

from
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

database
 

respectively.R
 

lan-
guage

 

was
 

employed
 

to
 

analyze
 

the
 

tissue-specific
 

genes
 

in
 

the
 

normal
 

tissue
 

expression
 

data.Limma
 

package
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

of
 

Down's
 

syndrome
 

and
 

Edward's
 

syndrome.The
 

tis-
sue-specific

 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

intersection
 

of
 

above
 

two
 

sets.Results 
Compared

 

with
 

normal
 

fetus,717
 

differential
 

genes
 

were
 

screened
 

from
 

Down's
 

syndrome,1
 

038
 

differential
 

genes
 

were
 

found
 

in
 

Edwards
 

syndrome,71
 

genes
 

were
 

common
 

differential
 

genes.DOK7,ARHGEF39,

FAM111B,CCHCR1,R3HDML,WNK3,FIBCD1,SMIM10L2B
 

and
 

SMIM10L2A
 

were
 

tissue-specific
 

differ-
entially

 

expressed
 

genes,which
 

involve
 

multiple
 

tissues
 

development
 

such
 

as
 

brain,thyroid,testis
 

and
 

diges-
tive

 

tract.Conclusion Combination
 

of
 

differential
 

expression
 

gene
 

analysis
 

and
 

tissue-specific
 

gene
 

is
 

a
 

feasi-
ble

 

method
 

to
 

screen
 

the
 

markers
 

of
 

fetal
 

dysplasia
 

in
 

amniotic
 

fluid
 

free
 

RNA.
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  出生缺陷是胎儿出生前发生的身体结构、功能或

代谢异常,严重影响患儿和患儿家庭的生活质量,产
前诊断是预防出生缺陷的主要手段。染色体微阵列

分析技术、全基因组测序及全外显子测序等分子生物

学技术在产前诊断中的应用,极大地提高了致病性变

异检出率,同时也检出大量可疑致病性、不确定性、可
疑良性的基因组结构性变异[1-3]。如何获取更多胎儿

发育信息,结合B超等影像学检查,综合判断胎儿发

育情况,对胎儿做出合理的诊治,成为产前诊断中亟

待解决的问题。羊水是产前诊断的主要标本,羊水上

清液通常作为医疗废物处理。研究发现羊水上清液

中包含各种游离RNA,并且羊水游离RNA比羊水脱

落细胞中RNA有代表性,更能反映胎儿全身的发育

状态[4-5]。胎儿发育异常能够影响羊水游离RNA中

的基因表达,羊水游离RNA基因变化与器官组织发

育异常密切相关[6]。本研究通过对比分析发育异常

胎儿和正常胎儿羊水游离RNA的芯片检测结果,获
取差异表达基因,进而分析这些差异表达基因的组织

表达特点,以期发现能够反映胎儿发育异常的组织特

异性基因。

1 资料与方法

1.1 一般资料 以唐氏综合征(DS)及爱德华综合征

(ES)胎儿作为系统发育异常的研究对象。从 GEO
数据库中下载GSE16176[7]和GSE25634[8]芯片检测

数据。GSE16176中包括7例正常胎儿和7例DS胎

儿;GSE25634包括6例正常胎儿和5例ES胎儿。所

用的芯片为 Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array。

1.2 方法

1.2.1 组织特异性基因的筛选 正常组织的基因表

达量数据来源于 Human
 

Protein
 

Atlas数据库[9],下
载基因表达数据表(https://www.proteinatlas.org/

download/rna_tissue_consensus.tsv.zip)到本地。编

写R脚本统计该数据表所涵盖的组织类型及所包括

的基因种类,生成不同器官来源的组织列表。按照组

织特异性基因的定义筛选神经相关组织的特异性基

因。组织特异性基因定义:基因在某个组织中的表达

量,高于该基因在所有组织中表达量均值的8倍以

上,则该基因为这个组织的特异性表达基因。

1.2.2 差异表达基因的筛选 对芯片结果进行背景

校正、归一化,获取基因表达量数据。利用limma程

序包对异常胎儿和正常胎儿的芯片检测结果进行差

异表达分析,获取胎儿发育异常时发生变化的差异表

达基因。以表达量变化倍数的log2 转化值(logFC)>
0.5和P<0.05作为阈值筛选差异表达基因。

1.2.3 组织特异性差异表达基因的表达特性分析 

取组织特异性基因集及差异性基因集得交集,获取组

织特异性差异表达基因。统计组织特异性差异表达

基因在正常胎儿羊水游离RNA中的变异系数(CV)
值和均值,同时计算芯片检测基因在正常胎儿羊水游

离RNA中的CV 值和均值。

1.3 统计学处理 数据的分析和处理借助R语言完

成。使用olgio程序包读取芯片原始结果,并对结果

进行背景校正、归一化。差异基因的筛选使用limma
程序包,通过t检验完成,根据设定阈值筛选差异有

统计学意义的差异表达基因。CV 值为基因在正常胎

儿表达量的标准差除以均值乘以100%得到。

2 结  果

2.1 组织特异性基因的筛选 在组织表达量数据表

中记录了62种组织的19
 

651个基因的表达量。62
种组织涵盖了神经系统、免疫和血液系统、生殖系统、
腺体、泌尿系统及消化道等人体的几乎所有组织,见
表1。以基因表达量高于所有组织中表达量均值的8
倍以上作为组织特异性基因的筛选标准,共筛选到
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548个基因。

2.2 DS和ES差异表达的组织特异性基因 将DS
与正常胎儿的羊水游离RNA中基因表达量进行比

较,共发现717个差异表达基因,差异表达基因的火

山图见图1A。将ES与正常胎儿进行比较,共发现

1
 

038个差异基因,差异基因的火山图见图1B。将

DS差异基因、ES差异基因及组织特异性基因进行比

较发现,71个基因为DS与ES共同差异基因,9个基

因既是DS与ES共同差异基因又是组织特异性基

因,见图1C。

2.3 组织特异性差异表达基因 将正常胎儿的标

本,进行背景校正和归一化,不同芯片的检测值的中

位数以及上下四分位数值基本一致,所有芯片的结果

具有可比性。统计分析13例正常胎儿标本的芯片检

测结果,所有检测基因的相对表达量均值为3.11,CV
为19.90%。9个组织特异性差异表达基因(DOK7、

ARHGEF39、 FAM111B、 CCHCR1、 R3HDML、

WNK3、FIBCD1、SMIM10L2B及SMIM10L2A)中,5
个基因(CCHCR1、FAM111B、FIBCD1、ARHGEF39
及SMIM10L2B)的表达量高于芯片所有检测基因的

平均表达量并低于所有检测基因的 CV,3个基因

(DOK7、WNK3及R3HDML)的表达量低于芯片所

有检测基因的平均表达量并低于所有检测基因的

CV,见图2。在组织表达数据库中,9个组织特异性

差异表达基因特异对应的特异表达组织包括大脑皮

质、海马、睾丸、小肠、十二指肠、肾上腺、心肌、骨骼

肌、甲状腺、睾丸及附睾等。基因在这些组织的表达

量,高于基因在所有组织中表达量均值的8倍以上。
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表1  各系统中包含的组织

系统 组织名称

神经系统 大脑皮层、胼胝体、海马结构、下丘脑、杏仁核、中脑、嗅觉区、垂体、脑桥和延髓、脊髓、基底神经节、黑质、丘脑、小脑

免疫和血液系统 骨髓、树突状细胞、淋巴结、NK细胞、单核细胞、脾脏、T细胞、胸腺、B细胞、血液中多页核细胞、扁桃体、粒细胞

生殖系统 输精管、附睾、精囊、睾丸、子宫颈、子宫内膜、输卵管、卵巢、阴道

腺体 肾上腺、胰腺、甲状旁腺、前列腺、唾液腺、甲状腺

泌尿系统 肾、膀胱

消化道 胃、结肠、十二指肠、食道、阑尾、直肠、小肠

其他 肺、胆囊、肝脏、视网膜、骨骼肌、皮肤、平滑肌、舌头、乳房、心肌、脂肪组织、胎盘

  注:A、B分别表示DS胎儿(A)、ES胎儿(B)与正常胎儿羊水游离RNA中差异表达基因的火山图,纵轴代表limma程序包基因差异分析P 值

经-log10 转化得到的值,灰色点代表logFC>0.5和P<0.05的差异表达基因;C为DS差异基因、ES差异基因及组织特异性基因比较的维恩图,

Specific
 

gene代表组织特应性基因集合,DS代表DS胎儿与正常胎儿差异表达基因集,ES代表ES胎儿与正常胎儿差异表达基因集。

图1  DS和ES差异表达的组织特异性基因

  注:垂直虚线为基因游离RNA水平在正常胎儿羊水标本中的平

均值;横向虚线为所有检测变异系数。

图2  组织特异性差异表达基因在正常胎儿标本中的表达

3 讨  论

  羊水游离RNA的变化受到胎儿状态的影响,孕
期内胎儿是一个变化的过程;这种变化包括正常的胎

儿发育和异常发育[5-6,10-11]。区分是胎儿正常生长还

是病理性发育导致的羊水游离RNA中基因的变化,
是其临床应用的根本。孕中期是行羊水穿刺检测的

主要阶段,也是能够获取羊水上清液的主要阶段。分

析这一阶段羊水游离RNA中基因变化特点,将是利

用羊水游离RNA进行产前诊断的基础。利用每个基

因在孕中期的CV 可以对该基因在孕中期的表达稳

定性进行有效的区分。通过对筛选到的9个组织特

异性差异表达基因的CV 分析发现,8个基因的CV
均低于基因整体的CV 的中位数,结果表明,这些基因

在孕中期具有较好的稳定性,较少受到了胎儿正常发

育的影响。
羊水游离RNA来源于胎儿细胞的凋亡或死亡,

凋亡细胞释放的RNA可以通过胎儿血液经由肾脏排

泄入羊水。皮肤也是RNA进入羊水的重要途径,研
究表明,在孕20周前胎儿皮肤尚未角质化,胎儿和羊

水间可以通过皮肤进行物质双向交换[12]。作为能够

反映胎儿发育状态的基因,其在羊水游离RNA中应

具备一定的表达量,许多研究通过制订筛选阈值来筛

选羊水游离RNA中“表达的”基因[13],另外,还有利

用芯片进行自身判定的方法[14]。本研究将筛选到的

组织特异性差异表达基因与芯片所有基因的均值进

行比较,结果表明,5个基因的表达量在平均表达量之

上。通过对基因在孕中期CV 和平均表达量进行分

析,CCHCR1、FAM111B、FIBCD1、ARHGEF39 及

SMIM10L2B的游离 RNA 在羊水中具有可靠的水
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平,同时在孕中期表达稳定,具备作为特异性组织差

异基因的条件。
筛选到的组织性特异性差异表达基因涉及大脑、

睾丸、甲状腺、心肌、骨骼肌及消化道等多个器官组

织,这些组织在ES和DS患儿中存在不同程度的发

育异常[15]。CCHCR1在睾丸高表达,定位于细胞质、
细胞核、线粒体或中心体等,可以调节细胞的各种功

能,是精子生成和雄性配子发育过程中的重要分

子[16-17],结果表明,CCHCR1在DS和ES患儿中的表

达水平变化与患儿生殖功能障碍密切相关。DOK7
的突变与先天性肌无力综合征密切相关[18];肌张力异

常是ES和DS患儿共同症状,这也解释了DOK7游

离RNA在羊水中的异常表达。表明研究中筛选到的

组织特异性差异表达基因的功能与DS和ES的临床

症状存在较好的相关性。
基因的特异表达类型与目前研究不一致的情况,

例如,FIBCD1在 Human
 

Protein
 

Atlas数据库中是

海马组织特异性基因,而目前关于神经系统中FIB-
CD1的研究较少,现有文献表明FIBCD1可以位于胃

肠道上皮细胞,参与皮肤及胃肠黏膜的固有免疫,与
肝癌的预后密切相关[19-20]。ARHGEF39在 Human

 

Protein
 

Atlas数据库中是甲状腺的组织特异性基因,
但目前对该基因的研究集中在肺癌与肝癌领域[21-22]。
出现这种现象的可能原因与胚胎发育中的基因表达

与成年人存在差异有关,也可能与基因研究历史短有

关。由于发育中的人类胚胎组织难以获取,缺少胎儿

发育过程中的组织表达数据集,研究中多采用成人的

组织表达数据集替代[23]。
本研究利用基因在组织中的表达量对变异基因

进行解释,发现了与组织异常发育密切相关的组织特

异性基因,为利用羊水游离RNA判定胎儿发育异常

提供了思路。
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照组,可能与稽留流产患者胎盘系统应激反应及自噬

的激活有关[10-11]。单因素分析和多因素Logistic回

归分析显示,人工流产次数、自然流产次数、不孕时

间、PSG1
 

mRNA、BMP-2、Beclin-1
 

mRNA水平与稽

留流产具有一定的相关性。有研究发现,首次流产患

者子宫蜕膜组织PSG1
 

mRNA、BMP-2、Beclin-1
 

mR-
NA水平与再次妊娠时子宫蜕膜组织上述指标的水平

具有一定的相关性[12-14],这意味着若首次妊娠时上述

指标的水平异常则下次妊娠时这些指标水平异常风

险会增加,这对于想再次妊娠的患者具有一定的

意义。
综上所述,人工流产次数、自然流产次数、不孕时

间、PSG1
 

mRNA、BMP-2、Beclin-1
 

mRNA水平与稽

留流产具有一定的相关性,可为稽留流产的诊断提供

参考。
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