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摘要 目的：探讨 lncRNA相关内源竞争 RNA（ceRNA）网络在早发性卵巢功能不全中的作用机制。方法：从 Gene Expression
Omnibus（GEO）数据库中筛选出两个早发性卵巢功能不全患者的数据集，使用 R语言“limma”包筛选出差异表达的 lncRNA、
miRNA和 mRNA。使用 Starbase数据库预测与差异 lncRNA相互作用的 miRNAs，使用 TargetScan和 miRDB数据库预测与差异
miRNAs相互作用的 mRNAs，预测的 mRNAs与差异 mRNAs取交集。根据 RNA之间的相互作用关系，建立早发性卵巢功能不
全的 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA调控网络。使用 Metascape在线工具对 ceRNA调控网络中的 mRNA进行 GO和 KEGG功
能分析，通过 String数据库建立蛋白质相互作用（PPI）网络，利用 Cytohubba插件识别 PPI网络中的 hub基因并构建 lncRNA-
miRNA-hub基因网络。结果：从早发性卵巢功能不全患者与正常对照组中筛选了 116个差异 lncRNAs，22个差异 miRNAs和
282个差异 mRNAs。通过 116个差异 lncRNAs，利用数据库预测到了 13个差异 lncRNAs，7个差异 miRNAs和 54个差异 mR原
NAs的相互作用，构建了早发性卵巢功能不全的 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA调控网络。GO和 KEGG富集分析结果显示，调
控网络中的 mRNA参与早发性卵巢功能不全的生物学过程，包括凋亡信号通路、mRNA的代谢过程和 cAMP信号通路。通过
PPI网络筛选了 8个 hub基因（EIF4ENIF1、SENP1、RBM5、DYNLL2、AGO2、SRSF1、CAPZB、SRSF10），构建了一个 lncRNA-miR原
NA-hub基因网络。结论：12个 lncRNA通过参与 SRSF1等 hub基因的表达，调控影响早发性卵巢功能不全的发生、发展。
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Abstract Objective：To explore the mechanism of lncRNA related endogenous competitive RNA（ceRNA）regulatory network in
premature ovarian insufficiency. Methods：Two data sets about premature ovarian insufficiency patients and healthy controls were
screened from the Gene Expression Omnibus（GEO）database. Differentially expressed lncRNAs，miRNAs and mRNAs were identified
by "limma" package of R software. The miRNAs interacting with differentially expressed lncRNAs were predicted by the Starbase
database，TargetScan and miRDB databases were used to predict mRNAs that interact with the differentially expressed miRNAs，and the
predicted mRNAs were intersected with differentially expressed mRNAs. Based on the interactions between RNAs，a lncRNA-miRNA-
mRNA ceRNA regulatory network for premature ovarian insufficiency was established. GO and KEGG functional analysis of mRNA in
ceRNA network was performed by "Metascape" online analysis tools，and protein-protein interaction（PPI）network was established by
String database. The Cytohubba plugin of Cytoscape was used to identify hub genes in the PPI network，and a lncRNA-miRNA-hub
gene network was constructed. Results：116 differentially expressed lncRNAs，22 differentially expressed miRNAs and 282 differentially
expressed mRNAs were identified between premature ovarian insufficiency patients and normal controls. Based on the 116 lncRNAs，the
interaction of 13 differentially expressed lncRNAs，7 differentially expressed miRNAs and 54 differentially expressed mRNAs were pre原
dicted by the database，the lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA network of premature ovarian insufficiency was constructed. The results of
GO and KEGG analysis showed that the mRNAs in the ceRNA network were involved in premature ovarian insufficiency related biologi原
cal processes，including apoptosis signaling pathway，regulation of mRNA metabolic process，cAMP signaling pathway. We identified 8
hub genes from the PPI network（EIF4ENIF1，SENP1，RBM5，DYNLL2，AGO2，SRSF1，CAPZB，SRSF10）and constructed a lncRNA-
miRNA-hub gene network. Conclusion：Twelve lncRNAs influence the occurrence and development of premature ovarian insufficiency
by participating in expression of hub gene SRSF1 and so on.
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早发性卵巢功能不全（premature ovarian insuffi原
ciency，POI）是指女性在 40岁之前出现卵巢功能的
减退。据统计，有 1%的女性受此疾病影响，而且发
病率有上升趋势[1]。生物性的早发性卵巢功能不全

（biological premature ovarian insufficiency，bPOI）是
POI的一个时期，临床特点包括卵泡刺激素（FSH）
水平升高，生育率下降，但月经周期正常[2]。POI的病
因尚不明了，其发生、发展与多种因素有关，包括遗

传、自身免疫、感染和医源性损伤等。目前，在 POI
的诊治过程中缺乏有效的生物标志物和治疗靶点，

因此，有必要鉴别对 POI的发生、发展具有重要作
用的基因。

近年来，人类转录组的非编码 RNA（ncRNA）受
到了越来越多的关注[3]。LncRNA是没有明显编码蛋
白潜能的 ncRNA，可通过多种机制参与许多生理、
病理过程的调节。研究发现，POI患者颗粒细胞中的
lncRNA HCP5下调并损害了颗粒细胞的 DNA损伤
修复过程 [4]。LncRNA-HOTAIR 通过调控 miRNA-
148b-3p来调节 POI患者的自噬和增殖机制[5]。可见，

lncRNA在疾病的发生、发展中可能发挥着重要作
用。但是，关于 lncRNA的内源竞争 RNA（ceRNA）调
控网络在 POI中作用的研究甚少。

本研究通过差异分析获得 POI 患者差异表达
的 lncRNAs、miRNAs、mRNAs，并对差异基因进行生
物信息学分析，鉴别关键 lncRNA和靶基因，为探索
POI的分子标志物和治疗靶点提供了研究方向。
1 材料与方法

1.1 微阵列数据 本研究数据来源于 GEO数据库
（http：www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）。以“premature ovar原
ian insufficiency，lncRNA”、“premature ovarian insuf原
ficiency，miRNA”、“premature ovarian insufficiency，
mRNA”为搜索条件，检索 POI 相关的 lncRNA、
miRNA和 mRNA数据集。从数据库中筛选了两个
数据集 GSE135697和 GSE100238。GSE135697来源
于 GPL16956 平台（Agilent-045997 Arraystar human
lncRNA microarray V3），包含 10例 bPOI患者的颗
粒细胞样本和 10名对照组的样本。GSE100238来
源于 GPL19128（ExiqonmiRCURY LNA microRNA
array），包含 10例 bPOI患者颗粒细胞的样本和 10
名对照组的样本。

1.2 筛选差异表达基因 使用 R语言的“GEOquery”
包下载数据集中的 lncRNA、miRNA和 mRNA表达
数据，随后应用“limma”包进行差异分析。删除没有
基因符号的探针组和对应多个基因符号的探针。以

P<0.05和 log|FC|>1为阈值，筛选差异表达的 mR原
NA、miRNA、lncRNA。使用“ggplot2”包将结果可视
化为热图以及火山图。

1.3 lncRNA-miRNA-mRNA调控网络的构建 利

用 Starbase v3.0（http：//starbase.sysu.edu.cn）数据库
预测 lncRNA的靶基因。Starbase数据库由中山大学
研发，支持多种查询类型，可以探索常见靶标、通路

等。利用 TargetScan（https：//www.targetscan.org/）和
miRDB（https：www.mirdb.org/）预测与差异 miRNAs
相互作用的 mRNAs。TargetScan基于碱基互补配对
原则，在比对靶基因 3忆UTR的保守性 8mer、7mer或
6mer位点后，根据配对位点个数、配对位点的热力
学稳定性等 14个特征指标来确定靶基因。miRDB
数据库使用 MirTarget算法预测靶基因，此算法分析
了 52个 miRNA过表达样本的 RNA-seq数据集，鉴
定了特征性的下调靶基因。

1.4 富集与通路分析 使用 Metascape（https：//me-
tascape.org/）网站进行 GO富集分析和 KEGG通路分
析。GO富集分析包括细胞组分（cellular component，
CC）、分子功能（molecular function，MF）和生物学过
程（biological process，BP）3部分。KEGG是对基因参
与的生物学信号通路的分析。筛选条件为 P<0.05。
1.5 蛋白质相互作用网络及 hub基因的筛选 将

调控网络中的差异基因输入到 String（https：//string-
db.org/）数据库中进一步分析。String数据库通过对
蛋白之间的相互关系进行研究，可从大量调控基因

中挖掘核心的枢纽基因。置信度设置为 0.4。使用
Cytoscape对结果进行可视化，并且应用 cytoHubba
插件的 MCC算法提取 PPI网络中的 hub基因。
1.6 lncRNA-miRNA-hub基因调控网络的构建 根

据 PPI网络中鉴别的 hub基因，从 lncRNA-miRNA-
mRNA 调控网络中提取出 hub基因和与其相互作
用的 miRNA、lncRNA，构建 lncRNA-miRNA-hub基
因调控网络。通过 Cytoscape对结果进行可视化。
2 结果

2.1 筛选 POI中的差异 lncRNA、差异 miRNA和差
异 mRNA 在 GSE135697数据集中，共筛选出 116
个差异 lncRNAs，其中有 50个表达上调，66个表达下
调；在此数据集中共筛选出 282个差异 mRNAs，其
中 142个表达上调，140个表达下调。在 GSE100238
数据集中共筛选出 22个差异 miRNAs，其中 12个
表达上调，10个表达下调。基于差异分析结果，使用
R软件的“ggplot2”包将差异 lncRNAs、差异 miRNAs
和差异 mRNAs的热图和火山图进行可视化（图 1）。

董玉梅，等.早发性卵巢功能不全的 lncRNA-miRNA-mRNA网络的构建和生物信息学分析 423
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图 1 lncRNAs、miRNAs和mRNAs的差异表达分析
Fig.1 Differentially expressed analysis of lncRNAs，miRNAs and mRNAs

注：A：差异 lncRNAs的热图；B：差异 miRNAs的热图；C：差异 mRNAs的热图；D：差异 lncRNAs的火山图；E：差异 miRNAs的火山图；F：差
异 mRNAs的火山图
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2.2 POI中 lncRNA-miRNA-mRNA调控网络的构
建 利用 Starbases数据库预测与差异 lncRNAs相
互作用的 miRNA，将预测结果与差异 miRNAs取交
集，得到 17个差异 lncRNA和 9个差异 miRNA相
互作用对（图 2A）。利用 TargetScan和 miRDB数据
库预测与 9 个差异 miRNA 相互作用的 mRNA，将
预测的 mRNA与差异 mRNA取交集，得到 7个差异
miRNA和 54个差异 mRNA相互作用对（图 2B）。将
以上差异 lncRNA 和差异 miRNA相互作用对以及
差异 miRNA和差异 mRNA相互作用对整合后，得
到了一个包含 13个差异 lncRNA、7个差异 miRNA
和 54个差异 mRNA的 ceRNA调控网络。应用 Cy原
toscape将结果进行可视化（图 3）。

2.3 ceRNA 网络中差异 mRNAs 的富集分析与通
路分析 GO 富集分析结果显示，ceRNA网络中差
异 mNRAs参与的 BP主要包括：突触小泡胞吐作用
的调控（regulation of synaptic vesicle exocytosis）、mR原
NA代谢过程的调控（regulation of mRNA metabolic
process）、核糖核蛋白复合体生源（ribonucleoprotein
complex biogenesis）、小蛋白耦联的蛋白修饰（protein
modification by small protein conjugation）、凋亡信号
通路（apoptotic signaling pathway）等。CC主要为：细
胞质处理小体（P-body）、核斑点（nuclear speck）、轴
突（axon）、细胞边缘（cell leading edge）、细胞质区
（cytoplasmic region）等。MF主要为：金属内肽酶活性
（metalloendopeptidase activity）、泛素蛋白连接酶活
性（ubiquitin protein ligase activity）、信使核糖核酸结
合（mRNA binding）等。KEGG通路分析结果显示，
ceRNA调控网络中差异 mRNAs主要参与了泛素介
导的蛋白水解（ubiquitin mediated proteolysis）、运动
蛋白（motor proteins）、cAMP信号通路（cAMP signal原
ing pathway）。
2.4 PPI网络的构建和 hub基因的筛选 将 54个
差异 mRNA输入 String数据库进行 PPI网络分析。
去除未连接到主网络的节点后，得到了包含 22个
节点和 36条边的 PPI网络（图 4A）。使用 CytoHubba
插件探索 PPI网络的重要节点。根据 MCC算法，选

注：A：差异 lncRNA预测的 miRNA与 DEmiRNA取交集的维恩
图；B：差异 miRNA预测的 mRNA与 DEmRNA取交集的维恩图

图 2 预测差异 lncRNAs的靶miRNA和差异miRNAs的靶
mRNAs

Fig.2 Prediction of differentially expressed lncRNAs target
miRNAs and differentially expressed miRNAs target mRNAs

图 3 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA调控网络
Fig.3 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA regulatory network

注：绿色长方形节点表示 miRNA，蓝色三角形节点表示 lncRNA，灰色椭圆形节点表示 mRNA

A B
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取了 PPI网络中排名前 8位的基因为 hub基因，包括
EIF4ENIF1、SENP1、RBM5、DYNLL2、AGO2、SRSF1、
CAPZB、SRSF10（图 4B）。
2.5 构建 lncRNA-miRNA-hub基因网络 从lncRNA-

miRNA-mRNA调控网络中提取 8个 hub基因及其
相关的 lncRNA和 miRNA，构建了一个包含 12个
lncRNA、6个 miRNA、8个 hub基因的调控网络，结
果通过 Cytoscape进行可视化（图 5）。

A

B

注：A：PPI网络由 22个节点和 36条边组成；B：通过 cytoHubba分析 PPI网络，选取前 8个点作为 hub基因

图 4 差异mRNA的 PPI网络
Fig.4 PPI network of differentially expressed mRNA

3 讨论

女性卵巢功能减退是一个逐渐进展的过程，

POI是卵巢功能减退至一定阶段发生的疾病状态。
患者的生育力显著下降，目前尚缺乏有效的方法恢

复卵巢功能。颗粒细胞是卵泡的重要成分，对卵泡

的形成起到重要作用。有研究显示，颗粒细胞的凋

亡与卵巢早衰有关[6]。POI患者颗粒细胞的功能失调
可能促进了卵巢功能不全的发生、发展[7]。随着微阵

列技术和高通量测序技术的发展，研究人员发现了

ncRNAs在一些疾病中的调节作用[3]。研究显示，一

些 lncRNAs和 miRNAs在 POI的发生、发展中起到
了重要作用[8-9]。有学者指出 lncRNAPVT1通过促进
SCP4介导的 Foxo3a去磷酸作用，改善了颗粒细胞
的凋亡现象，说明颗粒细胞中 lncRNA的异常表达
可能参与了 POI的发生、发展[10]。近年来，在一些肿

瘤和妇科疾病研究中相继报道了 ceRNA调控网络
的机制，以帮助探究疾病的病因和治疗的靶点[11-12]。

本研究建立了 lncRNA-miRNA-mRNA的 ceRNA调
控网络用以帮助探究 POI的病因。
构建 ceRNA调控网络后，对 ceRNA网络中的

差异 RNA进行了功能富集分析，探索这些基因的
生物学功能。网络中的 mRNA主要富集于 mRNA
的物质代谢过程、凋亡信号通路、cAMP信号通路。
一项代谢相关的横断面研究显示，与年龄和体重指

数匹配的正常女性相比，POI 患者血清甘油三酯
（TG）和葡萄糖水平升高，而高密度脂蛋白-胆固醇

注：长方形节点表示 miRNA，三角形节点表示 lncRNA，圆形节
点表示 hub基因，红色表示上调基因，蓝色表示下调基因

图 5 lncRNA-miRNA-hub基因调控网络
Fig.5 lncRNA-miRNA-hub gene regulatory network
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（HDL-C）、尿酸水平降低，肾功能受损[13]。先前研究

证实，颗粒细胞凋亡的减少可以改善 POI小鼠的卵
巢功能[14]。cAMP是细胞内重要的第二信使，可激活
蛋白激酶 APKA，磷酸化各种靶蛋白，如转录因子-
cAMP 反应元件结合蛋白（cAMP response element
binding protein，CREB）。黄体生成素（LH）和促卵泡
素（FSH）主要通过 cAMP及其激活的特异性信号通
路调节卵巢功能[15]，而且有研究报道芍药苷通过激

活 PSHR/cAMP/PKA/CREB信号通路，恢复了卵巢
颗粒细胞雌激素合成的功能，改善了卵巢储备减少

（DOR）[16]，说明 cAMP信号通路对卵巢功能具有调
节作用。

PPI 网络分析中，共筛选出 8 个关键基因：
EIF4ENIF1、SENP1、RBM5、DYNLL2、AGO2、SRSF1、
CAPZB、SRSF10。EIF4ENIF1用于转运翻译起始因
子 eIF4E 的核质穿梭蛋白。在小鼠模型中，
EIF4ENIF1对核膜的破坏和减数分裂的恢复具有重
要作用，一项关于 POI和卵巢储备减少的遗传研究
显示，EIF4ENIF1存在基因突变，表明其与 POI有
关[17]。剪接因子 SRSF1属于 SR蛋白（serine/arginine-
rich protein，SRprotein）家族成员，其家族成员属于
RNA结合蛋白，在调控 pre-mRNA可变剪接及基因
表达方面发挥重要作用，SRSF1可以通过结合外显
子剪接增强子，调控可变剪接。有研究显示，SRSF1
在猪的闭锁卵泡颗粒细胞中下调 [18]，表明SRSF1
可能参与了卵巢功能的调控。 SENP1是 SUMO化
和去 SUMO化过程中所需的关键蛋白酶。SUMO化
蛋白在 SENP1的作用下去 SUMO化，导致功能改
变，影响细胞周期、细胞增殖和凋亡状态[19]。有研究

报道，基质细胞 SENP1缺失的小鼠，卵母细胞生长
和卵泡成熟延迟，导致卵巢早衰 [20]，表明SENP1可
能与卵巢早衰的发生有关。SRSF10也是 SR蛋白家
族成员。当 DNA损伤时，SRSF10与 hnRNP蛋白和
Bcl-x pre-mRNA的相互作用发生改变，以有利于产
生促凋亡调节因子[21]。AGO蛋白是一类结构高度保
守的碱性蛋白家族，广泛存在于生物体内。AGO2蛋
白是 RNA诱导沉默复合体（RNA-induced silencing
complex，RISC）的重要成分，具有核酸内切酶活性，
可与 miRNA结合，参与信使 RNA的基因沉默[22]。有

研究显示，AGO2基因在卵巢浆液癌患者的胸腹水
中表达升高，提示其可能在卵巢癌的发生、发展中

发挥着重要作用 [23]。DYNLL2 基因又称为 Dlc2、
DNCL1B、RSPH22，属于 SAPAP家族。有研究表明，
DYNLL2位于细胞骨架，是一个大分子复合蛋白，由
6个不同亚基组成蛋白复合体，参与人体的免疫调

节等[24]。CAPZB是肌动蛋白结合蛋白中的纤丝末端
结合蛋白，可通过与细胞骨架肌动蛋白相互作用参

与调控细胞的运动过程，其高表达可促进细胞迁

移。RBM5是 RNA结合基序蛋白家族成员，属于肿
瘤抑制因子。目前尚无研究探讨SRSF10、AGO2、
DYNLL2、CAPZB、RBM5与 POI的关系。
调控网络中的 6个 miRNA是 hsa-miR-30b-5p、

hsa -miR-377 -3p、hsa -29a -3p、hsa -miR -136 -5p、
hsa-miR-3611、hsa-miR-423-5p。有研究显示，has-
miR-423-5p可能通过影响颗粒细胞增殖和雌激素
分泌来调节卵巢对排卵诱导的反应[25]。一项关于多

囊卵巢综合征的研究指出，circ-RANBP9通过介导
miR-136-5p通路，调节颗粒细胞的增殖与凋亡[26]，

说明 miR-423-5p和 miR-136-5p可能参与了卵巢
功能的调节。其余 4个 miRNA与卵巢功能的相关
研究和机制尚不清楚。XIST定位于染色体 Xq13.2，
在 X染色体的失活过程中发挥重要作用。X染色体
失活是指两条 X染色体随机失活，使得 XY雄性和
XX雌性间 X连锁基因计量相等。有报道称，XIST
基因启动子区的胞嘧啶-鸟嘌呤（C43G）突变与 X
染色体失活偏斜有关，而 X染色体失活偏斜与 POI
有关[27-28]。因此，推测 XIST可能与 POI相关。国内学
者研究发现，LINC-PINT通过调节 miR-374a-5p抑
制卵巢癌细胞的增殖、迁移、侵袭[29]。SNHG1通过下
调 miR454来增加 ZEB1的表达，促进上皮间充质转
化和卵巢癌细胞的侵袭[30]。综上所述，本研究共筛选

出了 116 个差异 lncRNAs，22 个差异 miRNAs 和
282个差异 mRNAs，从中进一步筛选出 8个 hub基
因。凋亡信号通路和 cAMP 信号通路在 POI 的发
生、发展中起到一定作用，12个 lncRNA通过 6个
miRNA参与疾病相关基因的表达和调控。
本研究揭示了 lncRNA 相关的 ceRNA 调控网

络在 POI中的作用机制，有助于进一步了解 POI的
发病机制，并提供潜在的治疗靶点。同时，本研究存

在一些局限性。虽然使用了多个数据库提高结果的

可靠性，但是研究中使用的数据来自公共数据库，

缺少体内外研究对通路和机制进行验证。后续可以

使用 Western 印迹、双荧光素酶报告实验等验证
ceRNA调控网络在 POI中的作用机制。
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