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与 ＡＤＨＤ相关的外周循环 ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片筛选及分析
朱　萍　潘　景　张　帆　吴丽慧

摘　要　目的　采用基因芯片技术筛选注意缺陷多动障碍（ａｔｔｅｎｔｉｏｎ－ｄｅｆｉｃｉｔｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＤＨＤ）患儿外周血清中

的差异非编码小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）。方法　收集 ＡＤＨＤ患儿血清样本 ２０例，正常儿童 ６０例，根据性别相同、年龄、身高

和体重相仿的标准配对形成 １∶３的病例组。采用含有２５４９种人类 ｍｉＲＮＡ探针的安捷伦公司的人 ｍｉＲＮＡ芯片 Ｖ２１．０（ａｇｉｌｅｎｔｈｕ

ｍａｎｍｉＲＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙＶ２１．０）获取 ＡＤＨＤ患儿与正常儿童的 ｍｉＲＮＡ谱，将检测到的 ｍｉＲＮＡ信号值进行配对 Ｔ检验分析，筛选出

表达差异有统计学意义的 ｍｉＲＮＡ，然后通过实时荧光定量 ＰＣＲ技术验证芯片结果。结果　芯片筛选结果显示，和正常儿童比

较，ＡＤＨＤ患儿血清中 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、ｍｉＲ－１９ｂ－３ｐ、ｍｉＲ－６０８５、ｍｉＲ－１９ｂ－３ｐ、ｍｉＲ－６７４９－５ｐ、ｍｉＲ－６８２６－５ｐ、ｍｉＲ－３９６０等

６１个 ｍｉＲＮＡ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中 ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞２倍的有 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＝０．４８，Ｐ＝０．００２）、

ｍｉＲ－４６５５－３ｐ（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＝０．４３，Ｐ＝０．００２）和 ｍｉＲ－７６４１（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＝０．４７，Ｐ＝０．０２），这些差异表达的 ｍｉＲＮＡ在 ２０例

ＡＤＨＤ患儿外周血清中均降低，选择改变量超过两倍的 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ，ｍｉＲ－４６５５－３ｐ，ｍｉＲ－７６４１进行实时荧光定量 ＰＣＲ验

证，结果与芯片一致。结论　与正常儿童比较，ＡＤＨＤ患儿外周血清中，ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ，ｍｉＲ－４６５５－３ｐ和 ｍｉＲ－７６４１表达量降

低，并且可能成为诊断 ＡＤＨＤ的潜在指标。
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　　注意缺陷多动障碍（ａｔｔｅｎｔｉｏｎ－ｄｅｆｉｃｉｔｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉ
ｔｙｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＤＨＤ）是以注意力不集中、活动过度、冲

动为特征的一种神经行为障碍，并伴有认知障碍和学

习困难
［１］
。在全球儿童中的发生率约 ３％ ～５％，而

６０％ ～８０％患儿的症状可持续至青少年或者成年，是
儿童常见的神经精神障碍之一。目前 ＡＤＨＤ的发病
机制与病因比较复杂，还尚不明确，但多数研究者认

为是遗传因素与环境因素相互作用的结果，同时也与

大脑结构与功能异常有关。ＡＤＨＤ的主要诊断依据
美国精神病学会《精神障碍诊断与统计手册》第 ５版

·９５·
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（ＤＳＭ－Ｖ）儿童 ＡＤＨＤ临床诊断标准，即问卷调查的
方式

［１］
。目前还没有可靠的分子诊断标记。

非编码小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）通常源于 １
个大小约为 １０００ｂｐ的长链 ＲＮＡ初始转录产物
（ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ），ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ分子在细胞中经过双链
ＲＮＡ特异性 ＲＮｓａｅⅢ －ｄｒｏｓｈａ的作用下形成 ７０～
１００ｎｔ具有茎环结构的前体 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡ）。Ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ在 ｅｘｐｏｒｔｉｏｎ－５的作用下转运至
胞质中，被另一个双链 ＲＮＡ特异性 ＲＮｓａｅⅢ －ｄｉｃｅｒ
识别，进一步切割成为成熟 ｍｉＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ与肿瘤、
心血管疾病、糖尿病、人类遗传性疾病甚至神经系统

重大疾病的发生、发展密切相关。在中枢神经系统中

ｍｉＲＮＡ含量特别丰富，其功能涉及神经发育、分化、
退行性变、凋亡等，同时也涉及记忆、精神发育迟缓等

方面，但 ｍｉＲＮＡ在神经发育与活动中的作用还存在
广泛的未知性

［２，３］
。研究报道帕金森综合征患者的

血清中 ｍｉＲ－１３３ｂ，脑皮质组织中 ｍｉＲ－２０５，表达量
是显著降低的；重度抑郁患者外周血中 ｍｉＲ－１３２表
达量增加，并且是通过结合在甲基 －ＣｐＧ结合蛋白
（ＭｅＣＰ２）和脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的 ｍＲＮＡ
上的３′非翻译区（３′ＵＴＲ），使 ＭｅＣＰ２、ＢＤＮＦ表达下
降，从而影响重度抑郁症的发生、发展

［４～６］
。因此笔

者猜测，和正常儿童比较，ＡＤＨＤ患儿外周循环中是
否可能存在一组 ｍｉＲＮＡ表达量有显著性差异，这些
改变的 ｍｉＲＮＡ可能成为 ＡＤＨＤ潜在的诊断标记，故
本研究采用 ｍｉＲＮＡ芯片技术筛选出在 ＡＤＨＤ患儿
外周血清中差异表达的 ｍｉＲＮＡ。

对象与方法

１．研究对象：实验样本来自 ２０１５年 １０月 ～２０１６
年２月在笔者医院就诊的 ＡＤＨＤ患儿 ２０例，符合实
验标准的健康儿童６０例。按照年龄和性别配对形成
ＡＤＨＤ儿童∶正常儿童 ＝１∶３的病例组 ２０对。（１）病
例组（ＡＤＨＤ）儿童纳入标准：①６～１８岁儿童；②根
据美国精神病学会《精神障碍诊断与统计手册》第 ５
版（ＤＳＭ－Ｖ）儿童 ＡＤＨＤ临床诊断标准，排除精神发
育迟缓、品行障碍、情绪障碍、学习障碍及各种精神疾

病等；③通过详细的体格检查、神经系统检查、精神状
况检查与相关实验室辅助检查，排除躯体疾病及神经

系统疾病；④智商 ＞７０；⑤班主任综合评定认为在语
文和数学方面无明显的学习困难，期末考试成绩在全

班平均成绩减１个标准差以上；⑥近２周内未使用精
神药物治疗。（２）对照组（非 ＡＤＨＤ组）儿童的纳入
标准：通过详细的体格检查、神经系统检查、精神状

况检查与相关实验室辅助检查，排除精神发育迟缓、

品行障碍、情绪障碍、学习障碍及各种精神疾病，排除

躯体疾病及神经系统疾病的健康儿童。该研究遵守

《赫尔辛基宣言》，通过了笔者医院医学伦理学委员

会批准。该研究的目的、方法、可能后果及健康保证

均向儿童监护人交待清楚，所有监护人均签署知情同

意书。

２．标本收集：ＡＤＨＤ儿童和正常儿童采血前休息
２０～３０ｍｉｎ，通过肘静脉采血 ４ｍｌ，室温静止 １ｈ，４℃
１００００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，用取样器将上清液（血清）
吸取到无菌试管，血清标本储存于 －８０℃冰箱。

３．ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片筛选差异表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ：所有
样本都用 ｍｉＲｃｕｔｅ血清／血浆 ｍｉＲＮＡ提取分离试剂
盒（北京天根生化公司）抽提总 ＲＮＡ，使用美国 Ａｇｉ
ｌｅｎｔ公司人 ｍｉＲＮＡ芯片 Ｖ２１．０（ａｇｉｌｅｎｔｈｕｍａｎｍｉＲＮＡ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙＶ２１．０）测试各组 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达量，该
微阵列取自 ｍｉＲＢａｓｅ２１版数据库，包含 ２５４９条人类
ｍｉＲＮＡ的探针。每一张载玻片上包含 ８个单独的微
阵列，每个具有１９００个功能。阵列包括 ４８个阴性对
照，用于估计荧光背景和背景差异，每个微阵列的样

品量为 １００ｎｇ，用 Ｃｙ３标记后，每张载玻片经 ＸＤＲ
Ｓｃａｎ（ＰＭＴ１００，ＰＭＴ５）扫描得到信号。打开 ａｇｉｌｅｎｔ
ｓｃａｎｃｏｎｔｒｏｌｓｏｆｔｗａｒｅ扫描芯片获得 ｍｉＲＮＡ的信号图
像，用 ａｇｉｌｅｎｔｆｅａｔｕｒｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ＡＦＥ）ｓｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ
１０．７．１．１分析可以得到所有的芯片和 ｍｉＲＮＡ信号
值。这些信号经消除背景后登陆 ＳＢＣａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ
（ｈｔｔｐ：／／ｓａｓ．ｅｂｉｏｓｅｒｖｉｃｅ．ｃｏｍ）进行统计分析。选择
ｈｓａ－ｍｉＲ－１２７３ｇ－３ｐ为内参，原因为，①在所有样本
内均有检出；②标准差（ＳＤ）较小，在样本间变化幅度
小；③平均信号值较高，一般认为 ＞３０的信号值（ｌｏｇ２
后约为 ＞５）相对更可靠，因此选用该内参进行校正。

４．实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ）验证：（１）引物设计：对改变量 ＞２倍的 ｍｉＲＮＡ
进行实时荧光定量 ＰＣＲ验证，根据 ｍｉＲＮＡ序列设计
引物（引物由苏州泓迅生物科技股份有限公司合成，

ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ反转录引物：５′－ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＴＴＣＣＡ－
３′，检测引物：５′－ＧＴＴＧＴＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣ－３′；ｍｉＲ－
４６５５－３ｐ反 转 录 引 物：５′－ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣＣＣＧ
Ｇ－３′，检测引物：５′－ＴＧＴＴＧＡＣＣＣＴＣＧＴＣＡ－３′；
ｍｉＲ－７６４１发 转 录 引 物：５′－ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣ
ＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＣＴＴＡＧ－３′，
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检测引物：５′－ＣＴＣＧＴＴＴＧＡＴＣＴＣＧＧ－３′；内参 ｍｉＲ－
１２７３ｇ－３ｐ反 转 录 引 物：５′－ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＴＣＡＧ
ＧＣ－３′，检测引物：５′－ＴＣＴＡＧＴＡＡＣＣＡＣＴＧＣＡＣＴＣ－
３′，这 ４个 ｍｉＲＮＡ在进行 ＰＣＲ检测时均用 ｍｉＲ－
２２３ａ作为反向互补链 ５′－ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ－
３′）。（２）ＲＴ：将抽提的血清总 ＲＮＡ通过反转录酶
（Ｍ－ＭＬＶ，日本 ＴａＫａＲａ公司）获得 ｃＤＮＡ．ＲＴ体系
及条件为：先加样Ⅰ体系（ＲＮＡ５μｌ，无菌水５μｌ，反转
录引物１μｌ，内参引物１μｌ）混匀后，反应条件为７０℃，
１０ｍｉｎ，冰上 ５ｍｉｎ；再加样Ⅱ体系（５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μｌ，
１０ｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μｌ，无菌水 ２μｌ，Ｍ－ＭＬＶ１μｌ）混匀
后，反应条件为３０℃ １０ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，７０℃ １０ｍｉｎ。
（３）定量 ＰＣＲ：ｃＤＮＡ通过探针法实时监测 ＰＣＲ过
程，最后用 ２－ΔΔＣｔ法对基因表达进行相对定量。定量
ＰＣＲ体系及条件：２×ＴａｑｍａｎＭｉｘ（ＣＷ０９３２Ｓ，康为世
纪）５μｌ，引物（４０μｍｏｌ／Ｌ）００６２５μｌ＋００６２６μｌ，通用
探针０１２５μｌ，无菌水 ３２５μｌ，ｃＤＮＡ１５μｌ，反应条件
９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ。５０个循环。

４．统计学方法：芯片结果选择内参 ｍｉＲ１２７３ｇ－
３ｐ在所有样本内的中位值为基准，将所有信号值减去
该值。把对照组３个信号值取平均值后与 ＡＤＨＤ患儿
组进行配对 Ｔ检验，实时荧光定量 ＰＣＲ结果也采用配
对 Ｔ检验分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片初筛结果：同对照组 ６０例健康

儿童比较，在年龄相仿、性别一致的情况下，ＡＤＨＤ患
儿血清中 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、ｍｉＲ－１９ｂ－３ｐ，ｍｉＲ－
６０８５、ｍｉＲ－１９ｂ－３ｐ、ｍｉＲ－６７４９－５ｐ、ｍｉＲ－６８２６－
５ｐ、ｍｉＲ－３９６０等 ６１个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达量在 ２０例
ＡＤＨＤ患儿中均有改变（表 １）。其中改变量 ＞２倍即
ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＜０．５的是 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ，ｍｉＲ－４６５５－
３ｐ和 ｍｉＲ－７６４１，表１中前３个，这３个 ｍｉＲＮＡ在各
样本中的信号值（图 １），上方文本为样本编号，左侧
文本为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（探针）编号，每一行代表 １个基因
（探针），每一列表示 １个样本。颜色越红代表 ｍｉＲ
ＮＡ在对应样本中的表达量越高，颜色越蓝代表 ｍｉＲ
ＮＡ在对应样本中的表达量越低。

表 １　ＡＤＨＤ相关的外周循环 ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片筛选
名称 Ｐ 相对倍数 名称 Ｐ 相对倍数

ｈｓａ－ｍｉＲ－４６５５－３ｐ ０．０００ ０．４３２ ｈｓａ－ｍｉＲ－５１９５－３ｐ ０．００４ ０．７５３
ｈｓａ－ｍｉＲ－７６４１ ０．０２６ ０．４７１ ｈｓａ－ｍｉＲ－４５３２ ０．０１６ ０．７５４
ｈｓａ－ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ ０．００３ ０．４８４ ｈｓａ－ｍｉＲ－２３９２ ０．０００ ０．７５７
ｈｓａ－ｍｉＲ－６０８５ ０．００１ ０．５３３ ｈｓａ－ｍｉＲ－６７７５－５ｐ ０．００８ ０．７６０
ｈｓａ－ｍｉＲ－２５－３ｐ ０．００５ ０．５３３ ｈｓａ－ｍｉＲ－３２０２ ０．００１ ０．７６４
ｈｓａ－ｍｉＲ－１９ｂ－３ｐ ０．００２ ０．５３７ ｈｓａ－ｍｉＲ－６１２４ ０．００３ ０．７６８
ｈｓａ－ｍｉＲ－６７４９－５ｐ ０．００３ ０．５５９ ｈｓａ－ｍｉＲ－１３０ａ－３ｐ ０．０２８ ０．７７３
ｈｓａ－ｍｉＲ－７６２ ０．００５ ０．５６４ ｈｓａ－ｍｉＲ－６０８７ ０．０４４ ０．７７５

ｈｓａ－ｍｉＲ－６４２ｂ－３ｐ ０．００３ ０．５７７ ｈｓａ－ｍｉＲ－４４９９ ０．０４０ ０．７８６
ｈｓａ－ｍｉＲ－４６８７－３ｐ ０．００８ ０．６０４ ｈｓａ－ｍｉＲ－３６７９－５ｐ ０．０２９ ０．７８６
ｈｓａ－ｍｉＲ－６８２６－５ｐ ０．０００ ０．６１７ ｈｓａ－ｍｉＲ－４２７０ ０．０１２ ０．７８８
ｈｓａ－ｍｉＲ－３９６０ ０．００１ ０．６１７ ｈｓａ－ｍｉＲ－６０９０ ０．０３４ ０．７９６

ｈｓａ－ｍｉＲ－６７８９－５ｐ ０．０１１ ０．６２２ ｈｓａ－ｍｉＲ－４２８１ ０．０４０ ０．８００
ｈｓａ－ｍｉＲ－３１９６ ０．００１ ０．６６０ ｈｓａ－ｍｉＲ－６０８８ ０．００３ ０．８０５
ｈｓａ－ｍｉＲ－４７４１ ０．０１１ ０．６７３ ｈｓａ－ｍｉＲ－６４２ａ－３ｐ ０．０４９ ０．８０６

ｈｓａ－ｍｉＲ－６７６９ｂ－５ｐ ０．０２７ ０．６７９ ｈｓａ－ｍｉＲ－２９ａ－３ｐ ０．０４０ ０．８１６
ｈｓａ－ｍｉＲ－６８６９－５ｐ ０．０１４ ０．６８７ ｈｓａ－ｍｉＲ－６８１２－５ｐ ０．０１３ ０．８２３
ｈｓａ－ｍｉＲ－６８３３－５ｐ ０．００７ ０．６９０ ｈｓａ－ｍｉＲ－６７６８－５ｐ ０．００２ ０．８２８
ｈｓａ－ｍｉＲ－５７８７ ０．０２７ ０．６９２ ｈｓａ－ｍｉＲ－２３ａ－３ｐ ０．０２４ ０．８３７
ｈｓａ－ｍｉＲ－４２３－５ｐ ０．００９ ０．６９３ ｈｓａ－ｍｉＲ－６８９１－５ｐ ０．０２４ ０．８５０
ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－５ｐ ０．０２１ ０．６９７ ｈｓａ－ｌｅｔ－７ｄ－３ｐ ０．０２６ ０．８５３
ｈｓａ－ｍｉＲ－３２０ｂ ０．０３７ ０．７０６ ｈｓａ－ｍｉＲ－８０７２ ０．０３９ ０．８５４
ｈｓａ－ｌｅｔ－７ｉ－５ｐ ０．０４４ ０．７０７ ｈｓａ－ｍｉＲ－４２７１ ０．００４ ０．８５５
ｈｓａ－ｍｉＲ－３２０ｃ ０．００１ ０．７１５ ｈｓａ－ｍｉＲ－５５７ ０．００９ ０．８６５
ｈｓａ－ｍｉＲ－４５３４ ０．０１０ ０．７１７ ｈｓａ－ｍｉＲ－７１０９－５ｐ ０．００２ ０．８８３
ｈｓａ－ｍｉＲ－４５１６ ０．０２７ ０．７２０ ｈｓａ－ｍｉＲ－３６５６ ０．０３６ ０．９２２
ｈｓａ－ｍｉＲ－５７３９ ０．０３５ ０．７２３ ｈｓａ－ｍｉＲ－６８０３－５ｐ ０．００６ ０．９４１

ｈｓａ－ｍｉＲ－６７２７－５ｐ ０．０１１ ０．７２６ ｈｓａ－ｍｉＲ－１３９－５ｐ ０．０２８ ０．９８９
ｈｓａ－ｍｉＲ－６１２６ ０．０１４ ０．７２６ ｈｓａ－ｍｉＲ－２８６１ ０．０４７ ０．９９４
ｈｓａ－ｍｉＲ－４７３９ ０．００７ ０．７４４ ｈｓａ－ｍｉＲ－６３８ ０．０２７ ０．９９７
ｈｓａ－ｍｉＲ－４５３０ ０．０１７ ０．７４６
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图 １　ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、ｍｉＲ－４６５５－３ｐ、ｍｉＲ－７６４１热图

　　２．实时荧光定量 ＰＣＲ验证：将实验组（２０例
ＡＤＨＤ患儿）和对照组（６０例健康儿童）的芯片结果
表达量改变 ＞２倍的 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、ｍｉＲ－４６５５－３ｐ
和 ｍｉＲ－７６４１在上述 ８０例样本中进行实时荧光定
量 ＰＣＲ验证，结果显示，和对照组比较，ｍｉＲ－３０ｄ－
５ｐ、ｍｉＲ－４６５５－３ｐ和 ｍｉＲ－７６４１在 ＡＤＨＤ患儿外
周血清中相对表达量降低（Ｐ＝０．０００），与芯片筛选
出的 ｍｉＲＮＡ在 ＡＤＨＤ中的表达趋势一致（图２）。

图 ２　被筛选的 ｍｉＲＮＡ在 ＡＤＨＤ中的表达趋势
Ａ．ｍｉＲＮＡ－３０ｄ－５ｐ的相对表达量；Ｂ．ｍｉＲＮＡ－４６５５－３ｐ的

相对表达量；Ｃ．ｍｉＲＮＡ－７６４１的相对表达量

讨　　论
ＡＤＨＤ是儿童最常见的神经精神障碍之一，主要

表现为注意力不集中、多动和冲动，可分为注意力缺

陷型、多动／冲动型和混合型，发病可延续到成年。美
国儿科学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＡＡＰ）
２０１１年版 ＡＤＨＤ指南指出，初级保健医生应当认识
到 ＡＤＨＤ是一种慢性状态，有着特殊的保健需要，若
没有维持长期治疗，将会造成很大影响。其原因在于

其有发展为破坏和过度冒险行为，品行障碍，学习困

难，情感问题的潜在风险，而这些非核心症状将影响

到儿童各个方面如学业成就、成长及生活质量，给自

身、学校、家庭和社会带来极大负面影响
［７］
。迄今为

止，ＡＤＨＤ的发病机制和病因未能完全清楚，大多数
研究者认为中枢神经系统中多巴胺能、５－羟色胺能
（５－ＨＴ）、去甲肾上腺素能的异常表达是 ＡＤＨＤ的
主要发病机制，而 ＡＤＨＤ的主要诊断也是依据量表

的形式，无分子诊断标记
［８～１０］

。

　　ｍｉＲＮＡ参与控制许多细胞／分子过程，如细胞凋
亡、增殖和分化

［１１，１２］
。近年来，研究发现 ｍｉＲＮＡ在

中枢神经系统中含量特别丰富，其功能涉及神经发

育、分化、退行性变、凋亡等，同时也涉及记忆、精神发

育迟缓等方面。本课题组首先利用 ＡＤＨＤ大鼠模型
ＳＨＲ和正常对照模型 ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏ（ＷＫＹ）大鼠比较，
测得 ＳＨＲ的脑前额区（ＰＦＣ）存在半乳凝素 ３（Ｇａｌｅｃ
ｔｉｎ－３）及 ｍｉＲ－ｌｅｔ－７ｄ的表达异常，并且发现ｍｉＲ－
ｌｅｔ－７ｄ直接作用于 Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３的 ３′ＵＴＲ从而负性
调控 Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３的表达，同时 Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３的降低能
抑制 ＴＨ的表达，而 ＴＨ是多巴胺代谢过程的关键
酶

［１３］
。为此笔者进一步收集了 ３５例 ＡＤＨＤ患儿和

３５例门诊体检儿童，检测到血清 ｍｉＲ－ｌｅｔ－７ｄ的水
平在 ＡＤＨＤ组明显高于对照组；在所收集到的 ＡＤＨＤ
患儿中，混合型占 ６０％之多，因此推测 ｍｉＲ－ｌｅｔ－７ｄ
的高表达在混合型可能更加突出

［１４］
。笔者还利用

ＡＤＨＤ大鼠模型发现了和对照组 ＷＫＹ大鼠比较，
ＳＨＲ的前额皮质区域的 ｍｉＲ－３４ｃ、ｍｉＲ－１３８、
ｍｉＲ－１３８、ｍｉＲ－２９６和 ｍｉＲ－４９４表达显著下降，
经过启动子序列分析和活性测定，确定了糖皮质激素

受体（Ｎｒ３ｃ１）能够使 ｍｉＲ－３４ｃ、ｍｉＲ－１３８－１、
ｍｉＲ－２９６和 ｍｉＲ－４９４基因的启动子活性及其转录
得到抑制。同时测得在 ＳＨＲ的 ＰＦＣ中，Ｎｒ３ｃ１表达
异常升高。另一方面，笔者还通过荧光素酶报告得到

ｍｉＲ－３４ｃ、ｍｉＲ－１３８、ｍｉＲ－１３８、ｍｉＲ－２９６和
ｍｉＲ－４９４能结合在转录因子 Ｂｈｌｈｂ２（Ｂｈｌｈｅ４０）信使
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的 ３′非翻译区上，从而抑制了 Ｂｈｌｈｂ２
基因的表达。同样地，Ｂｈｌｈｂ２表达在 ＡＤＨＤ模型
ＳＨＲ的 ＰＦＣ中也显著高于对照。

为了进一步观察 Ｂｈｌｈｂ２在 ＳＨＲ体内的作用，与
对照组比较，敲除 Ｂｈｌｈｂ２基因能显著改善 ＳＨＲ的活
动过度

［１５］
。这些研究结果表明，Ｎｒ３ｃ１－Ｂｈｌｈｂ２轴失

调参与了注意力缺陷和多动症的发展。结合本课题

之前研究，认为存在一组 ｍｉＲＮＡ在 ＡＤＨＤ上是有表
达差异的，笔者想从 ＡＤＨＤ患儿获得直接的证据。
故本研究通过基因芯片技术，在年龄和性别一样的条

件下，ＡＤＨＤ患儿外周血清中有 ６１个 ｍｉＲＮＡ较正常
儿童降低，取 ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞２倍的 ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、
ｍｉＲ－４６５５－３ｐ、ｍｉＲ－７６４１进行实时荧光定量 ＰＣＲ
验证，趋势同芯片结果一致。但是这些差异 ｍｉＲＮＡ
与 ＡＤＨＤ之间的相互作用还有待进一步研究，有研
究报道ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ在阿尔兹海默症患者外周血中

·２６·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｙ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．５　　



表达量升高，并且与亨廷顿舞蹈病有关，目前还没有

研究 ｍｉＲ－４６５５－３ｐ与ｍｉＲ－７６４１在神经系统疾病
的报道

［１６，１７］
。笔者猜测这些差异 ｍｉＲＮＡ可能通过

调控靶基因来影响 ＡＤＨＤ的病情发展。
综上所述，ｍｉＲ－３０ｄ－５ｐ、ｍｉＲ－４６５５－３ｐ和

ｍｉＲ－７６４１在 ＡＤＨＤ患者外周血清中降低明显，因此
认为这３个 ｍｉＲＮＡ有可能作为临床诊断 ＡＤＨＤ的指
标之一，但是由于本研究中样本数量有限，后续实验

笔者将扩大样本量，验证结果的可靠性，以及差异

ｍｉＲＮＡ是否会随着 ＡＤＨＤ病情好转或者药物治疗后
表达量改变，有待后续追踪随访情况。同时笔者将着

重于预测靶基因，查阅相关文献分析靶基因功能，探讨

ｍｉＲＮＡ靶基因与 ＡＤＨＤ之间可能存在的潜在关系。
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１８　ＮｏｈＳＪ，ＢａｅＪＳ，ＪａｍｉｙａｎｄｏｒｊＵ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒａｎｄｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１ｐｒｅｄｉｃｔｐｏｏｒｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１３，１３：５１６

１９　ＨｕａｎｇＪ，ＧｕｏＰ，ＭａＤ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄＮＦ－ｋａｐｐａＢａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａ

ｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄＢ－ｃｅｌｌ－ｌｉｋｅｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏ

ｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１６，４９（１）：２５３－２６４

２０　ＭａｙｅｒｈｏｆｅｒＭ，ＧｌｅｉｘｎｅｒＫＶ，ＭａｙｅｒｈｏｆｅｒＪ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ３２（Ｈｓｐ３２）／ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１（ＨＯ－１）ｉｎｌｅｕｋｅ

ｍｉｃｃｅｌｌｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ：ａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｔｏｏｖｅｒｃｏｍｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｇａｉｎｓｔｉｍａｔｉｎｉｂ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００８，１１１（４）：２２００－２２１０

２１　Ｃｅｒｎｙ－ＲｅｉｔｅｒｅｒＳ，ＭｅｙｅｒＲＡ，ＨｅｒｒｍａｎｎＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ３２（Ｈｓｐ３２）ａｓａｎｏｖｅｌｔａｒｇｅｔｉｎａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓ

ｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１４，５（５）：１１９８－１２１１

（收稿日期：２０１８－０７－１８）

（修回日期：２０１８－０８－１６）

·３６·
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