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类风湿关节炎活动期患者血浆外泌体 miRNAs 
差异表达筛选与生物信息学分析及验证

陆　健 1，冯　萍 1，吴　静 2，杨　欢 1 

（1. 苏州大学附属第二医院，江苏苏州  215004；2. 苏州市广济医院，江苏苏州，215137）

摘　要：目的　筛选类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）活动期患者和健康体检者血浆外泌体（exosomes）中差

异表达的微小核糖核酸（microRNAs，miRNAs），并进行生物信息学分析，以探讨血浆外泌体 miRNAs 在 RA 致病中

的作用及其潜在临床应用价值。方法　选取 2023 年 01 ～ 04 月就诊于苏州大学附属第二医院风湿免疫科的 39 例 RA 患

者作为研究对象，同时选取 39 例健康体检者作为正常对照。利用 Illumina 高通量测序技术检测血浆外泌体中 miRNAs
的表达水平，以 log2(Fold Change) 绝对值 >1 和 P 值 <0.05 为条件获得差异表达的 miRNAs。按照 P 值从小到大的顺序

挑选 6 条 miRNAs 进行生物信息学分析，并利用实时荧光定量 PCR（quantitative real-time fluorescence PCR，qRT-PCR）

验证。结果　与对照组相比，RA 患者血浆外泌体中存在 22 条异常表达的 miRNAs，4 条上调，18 条下调。其中，miR-
30b-5p，miR-144-3p，miR-20a-5p，miR-223-5p，miR-425-3p 和 miR-589-5p 的水平变化显著。GO 和 KEGG 富集分析

结果显示，差异表达的 miRNAs 可能通过调节转化生长因子 -β（TGF-β）和 PI3K/AKT 信号通路参与疾病进展，涉

及 Th17 细胞分化、细胞间相互作用和蛋白磷酸化等生物学过程。qRT-PCR 验证结果显示，与对照组相比，RA 患者血

浆外泌体 miR-144-3p 和 miR-425-3p 的表达水平明显降低，差异具有统计学意义（t=3.617，3.595，均 P<0.001），而

miR-30b-5p，miR-223-5p，miR-589-5p 和 miR-20a-5p 的表达差异均无统计学意义（t=1.956，1.331，1.662，1.861，均

P>0.05）。结论　RA 患者血浆外泌体的 miRNAs 表达谱发生改变，可能通过 TGF-β 等信号通路参与疾病进展，外泌

体 miR-144-3p 和 miR-425-3p 是 RA 疾病诊断的潜在血清学标志物。
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Abstract: Objective　To screen differentially expressed microRNAs (miRNAs) in plasma exosomes of active rheumatoid 
arthritis (RA) patients and healthy controls and conduct bioinformatics analysis for exploring the role and potential clinical 
application value of miRNAs in the pathogenesis of RA. Methods　From January 2023 to April 2023, 39 RA patients who 
visited the Rheumatology and Immunology Department of the Second Affiliated Hospital of Soochow University were selected as 
the study subjects, while 39 healthy individuals were selected as normal controls. The expression levels of miRNAs in plasma 
exosomes were detected by Illumina high-throughput sequencing technology, and the differentially expressed miRNAs were 
obtained by log2 (Fold Change) absolute value >1 and P value <0.05. Six miRNAs were selected by the order from small to large 
P-value for bioinformatics analysis and validated using quantitative real-time fluorescence PCR (qRT-PCR). Results　Compared 
with healthy controls, 22 aberrantly expressed miRNAs were detected in plasma exosomes of RA patients, of which 4 were up-
regulated and 18 were down-regulated. Among them, miR-30b-5p, miR-144-3p, miR-20a-5p, miR-223-5p, miR-425-3p, and 
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miR-589-5p showed changed significantly. GO and KEGG enrichment analysis indicated that differentially expressed miRNAs 
may be involved in disease progression through regulation of signaling pathways such as TGF-β and PI3K/AKT, which were 
related to biological processes such as Th17 differentiation, intercellular interactions, and protein phosphorylation. The qRT-PCR 
validation results showed that the expression of miR-144-3p and miR-425-3p were significantly reduced in plasma exosomes of 
RA patients compared to healthy controls (t=3.617, 3.595, all P<0.001), while the differences of miR-30b-5p, miR-223-5p, miR-
589-5p, and miR-20a-5p expression were not statistically significant (t=1.956, 1.331, 1.662, 1.861, all P>0.05). Conclusion　

The expression profile of plasma exosomal miRNAs changed in RA patients, which may be involved in disease progression 
through TGF-β and other signaling pathways. Exosome-derived miR-144-3p and miR-425-3p may be potential serological 
markers for RA diagnosis.
Keywords: rheumatoid arthritis；exosomes；miRNAs；bioinformatics analysis

类 风 湿 关 节 炎（rheumatoid arthritis，RA） 是

我国临床重大难治性自身免疫性疾病，其特征是受

累关节出现不可控的炎症和软骨破坏，最终导致关

节功能障碍和畸形。多数患者来院诊治时已进入疾

病中后期，常规药物虽能抑制疾病的进展，缓解临

床症状，但无法根治 [1]。因此，RA 的早期诊断至

关重要。但截止目前，临床上仍缺乏有效的早期诊

断标志物。  
外泌体（exosomes）是一种细胞分泌的微小

囊泡，能够选择性携带来源细胞的核酸和蛋白分

子，参与细胞间的信号通讯 [2-5]。研究表明，炎性

细胞分泌的外泌体在 RA 中具有致病性 [6-8]，探究

RA 患者外泌体的性质变化可以揭示疾病的发病机

制。此外，被包裹的生物分子受到外泌体双层膜

结构的保护，性质稳定，不易降解，作为疾病标

志物显示出了巨大的临床应用前景 [9]。本研究聚焦

于 RA 患者血浆来源外泌体，利用高通量测序技术

筛选异常表达的 miRNAs，并利用 qRT-PCR 进行

验证。同时，通过靶基因预测、基因本体论（gene 
ontology, GO）和京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encydopedia of Genes and Genomes, KEGG）富集分

析等生物信息分析手段，挖掘其可能参与的信号网

络和生物学过程，以期探究血浆外泌体 miRNAs 在

RA 疾病进展中的作用及其可能的临床应用价值。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取 2023 年 01 ～ 04 月在苏州大

学附属第二医院风湿免疫科就诊的 39 例 RA 患者

作为实验组。其中，男性 9 例，女性 30 例，平均

年龄 58.67 ± 2.02 岁。所有患者均处于疾病活动

期。同时，选取 39 例健康体检者作为对照组。其

中，男性 9 例，女性 30 例，平均年龄 56.05 ± 1.98
岁。两组之间性别组成一致，年龄差异无统计学意

义（t=0.924, P>0.05）。收集血浆样本，提取外泌

体，并从两组中随机抽取 10 例样本用于外泌体的

含量比较，9 例样本用于 small RNA 高通量测序，

20 例样本用于 qRT-PCR 验证。RA 患者纳入标准：

① RA 患者符合 2009 年美国风湿病学会修订的类

风湿关节炎的诊断标准；②无既往病史，且处在疾

病活动期（DAS28 ≥ 2.6）；③无其他自身免疫性

疾病；④标本采集得到患者知情同意。健康对照者

纳入标准：①血细胞检测正常；②无自身免疫性疾

病病史；③血清类风湿因子（rheumatoid factor，
RF）、抗环瓜氨酸肽（cyclic citrullinated peptide，

CCP）抗体、C 反应蛋白（C reactive protein, CRP）

和 红 细 胞 沉 降 率（erythrocyte sedimentation rate，

ESR）均正常；④抗核抗体定量阴性；⑤标本采集

得到本人知情同意。

1.2　仪器与试剂　纳米颗粒追踪分析仪（ZetaView®，

Particle Metrix）；透射电镜（G2 spirit FEI，Tecnai）；

测 序 仪（HiSeqTM 2500，Illumina）；实 时 荧 光 定 量

PCR 仪（CFX96，Bio Rad）；电 泳 仪（Basic，Bio-
Rad）；化学发光成像仪（ImageQuant LAS 4010，GE 
Healthcare）；酶 标 仪（800 TS，BioTek）；ExoQuick-
TCTM 外泌体提取试剂和 CD63-ExoELISA 定量试剂

盒（SBI）；BCA 蛋白定量试剂盒（康为世纪）；

CD63，CD9 和 Calnexin 抗 体（Abcam）；TSG101 抗

体（Santa cruz）；TRIZOL 总 RNA 抽提试剂（Thermo 
Fisher）；TruSeq small RNA样本制备试剂盒（Illumina）；

miRNA 引物（上海生工）；miRNA 逆转录试剂盒和

定量 PCR 试剂盒（锐博生物）。

1.3　方法

1.3.1　血浆外泌体的制备与鉴定：所有研究对象均

采集空腹静脉血（EDTA-K2 抗凝）5 ml，并在 2h
内完成血浆分离（3 000 r/min，4℃离心 10 min）。

将上层淡黄色血浆转移至离心管（无 RNA 酶）中，

进行第二次离心（3 000 g，4℃离心 15min），以

充分去除细胞碎片。收集上清进行第三次离心（12 
000 g，4℃离心 10min）。三次离心后，0.22 μm
滤器过滤血浆。将 400 μl 血浆与 100 μl ExoQuick-
TCTM 外泌体提取试剂混合，充分震荡后 4℃静置

30 min；最后，1 500 g，4℃离心 30min，弃掉上清，

沉淀即为外泌体。利用 BCA 蛋白定量试剂盒检测

外泌体蛋白浓度；利用纳米颗粒追踪分析仪检测外

泌体粒径分布；利用 CD63-ExoELISA 试剂盒检测
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血浆外泌体粒子数；利用透射电镜对外泌体进行形

态学观察；利用 Western blot 检测外泌体特征性蛋

白 CD63，CD9，TSG101 和 Calnexin 的表达。

1.3.2　外泌体 small RNA 高通量测序：收集 9 例处

于疾病活动期的 RA 患者（将随机的 3 例合并成 1 组，

共计 3 组）和 9 例健康对照者血浆样本（将随机的

3 例合并成 1 组，共计 3 组）。采用 Trizols 法提取

血浆外泌体中的总 RNA，构建 small RNA 文库后

利用 Illumina HiSeqTM 2500 测序平台进行测序分析，

以得到差异表达的 miRNAs。

1.3.3　miRNA 靶基因的预测、KEGG 和 GO 富集

分析：联合应用 TargetScan，miRDB，miRTarBase
和 miRWalk 四款软件预测 miRNA 的靶基因，条件

为至少有两个数据库预测到同一靶基因。以 P<0.05
为显著性阈值，利用 GO 富集分析发现与靶基因相

关的分子功能（molecular function，MF）、生物过

程（biological process，BP） 和 细 胞 组 成（cellular 
component，CC）。利用 KEGG 富集分析发掘与靶

基因相关的信号转导及疾病通路。

1.3.4　qRT-PCR 检测方法：利用 Trizol 法提取 RA
组和健康对照组外泌体 RNA，poly (A) 加尾后，

使用逆转录试剂盒逆转录成 cDNA。应用 SYBR 
Green 进 行 qRT-PCR 扩 增 分 析， 反 应 体 系 为 20 
μl， 条 件 为：95 ℃ 10 min，95 ℃ 5s，60 ℃ 20s，

循 环 40 次，70 ℃ 10s。 以 RNU6 作 为 其 内 参 基

因，采用 2-ΔΔCt 法对检测结果进行分析。引物序

列：hsa-miR-20a-5p：5’-GCGTAAAGTGCTTATAG 
TGCAGGTAG-3’；hsa-miR-30b-5p：5’-GCTGTA 
AACATCCTACACTCAGCT-3’；hsa-miR-144-3p：

5’-CGGCCGCTACAGTATAGATGATGT-3’；hsa-miR-
223-5p：5’-GCCGTGTATTTGACAAGCTGAGTT 
-3’；hsa-miR-425-3p：5’-ATCGGGAATGTCGTG 
TCCGC-3’；hsa-miR-589-5p：5’-TGAGAACCA 
CGTCTGCTCTGAG-3’。
1.4　统计学分析　使用 GraphPad Prism 软件进行

统计学分析，连续性变量符合正态分布者用均值 ± 
标准差（x±s）表示，两组之间的差异比较采用非

配对 t 检验。P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　RA 患者血浆外泌体的鉴定和含量检测　RA
患者血浆外泌体在电镜下呈圆盘状结构，粒径在

50 ～ 150 nm 之 间， 见 图 1A，1B。Western blot
结 果 显 示，所 提 取 的 外 泌 体 表 达 CD63，CD9 和

TSG101 蛋白，不表达内质网蛋白 Calnexin，见图

1C。外泌体定量结果显示，与对照组相比，RA 活

动期患者血浆外泌体的含量显著升高 [（2.06 ± 
0.08）×1011/ml vs （1.81 ± 0.06）×1011/ml）]，差

异具有统计学意义（t=2.446，P<0.05）。 

图 1　RA 患者血浆 exosomes 的鉴定

2.2　RA 患者与健康对照者血浆外泌体 miRNAs 的

差异性分析　测序结果显示，RA 组样本的基因序

列与健康对照组存在显著差异，RA 特异性序列占

总序列的 50% 以上，见图 2A。以 P<0.05 为筛选标准，

测序共发现了 22 条差异表达的 miRNAs。其中，在

RA 患者中上调的有 4 条，下调的有 18 条，见图

2B。通过查阅文献并综合考虑 P 值大小和含量变化，

我们筛选出了 6 条可能与 RA 疾病相关的 miRNAs
（miR-30b-5p, miR-144-3p, miR-20a-5p, miR-223-5p, 
miR-425-3p 和 miR-589-5p），见图 2C。

2.3　miRNAs 靶基因的 GO 和 KEGG 富集分析 利

用 miRDB, miRWalk, TargetScan 和 miR TarBase 四个

数据库对上述 6 条 miRNAs 进行靶基因预测，并进

行生信分析。GO 富集分析结果显示，候选 miRNAs
所调控的靶基因主要涉及髓系细胞分化、蛋白质磷

酸化以及蛋白酶体分解等生物学过程。这些基因还

与 mRNA 转录、细胞间相互作用以及丝氨酸 / 苏氨

酸激酶活性的调节有关，见图 3A。KEGG 富集分析

结果显示，这些靶基因与 PI3K/AKT 和 TGF-β 等信

号通路相关，并且还参与了 Th1, Th2 和 Th17 等炎性

细胞的分化，提示这些差异性表达的 miRNAs 可能

与 RA 疾病中的炎症发生有关，见图 3B。
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图 2　RA 患者与健康对照者血浆外泌体 miRNAs 的差异性分析

图 3    miRNAs 靶基因的 GO 和 KEGG 富集分析

2.4　差异表达 miRNAs 的 qRT-PCR 验证　见表 1。 
收集 RA 患者和健康对照者血浆样本，提取外泌体

RNA，利用 qRT-PCR 验证 miR-30b-5p，miR-144-3p，

miR-20a-5p，miR-223-5p，miR-425-3p 和 miR-589-5p
的表达。结果显示，与对照组相比，RA 活动期患

者血浆外泌体 miR-144-3p 和 miR-425-3p 的表达水平

显著降低，差异具有统计学意义（均 P<0.001），而

miR-20a-5p，miR-30b-5p，miR-223-5p 和 miR-589-5p
的表达差异无统计学意义（均 P>0.05）。

3　讨论

类风湿关节炎（RA）早期诊断对于疾病的预

防和生活质量的改善至关重要。抗 CCP 抗体可出

现于症状发生前的数月至数年间 [10]，因此，该抗体

的血清学检测仍被广泛应用于 RA 的诊断和预测 [11]。

然而，抗 CCP 抗体并非 RA 特有，血清学阳性也可

见于其他疾病，如 Sjogren’s 综合征、系统性红斑

狼疮、乙肝病毒感染和心内膜炎等 [12]。值得注意的

是，37% 的 RA 患者为抗 CCP 抗体阴性 [13]。对于

这部分患者来说，早期诊断变得十分困难。因此，

寻求新的血清学标志物对于提高 RA 早期诊断效率

尤为重要。
表 1     差异表达 miRNAs 的 qRT-PCR 验证（x±s）

miRNAs
健康对照组
（n=20）

RA 患者组
（n=20）

t 值 P 值

miR-144-5p 1.03 ± 0.08 0.63 ± 0.07 3.617 <0.001

miR-425-3p 0.97 ± 0.05 0.70 ± 0.05 3.595 <0.001

miR-20a-5p 1.56 ± 0.14 1.18 ± 0.14 1.861 0.071

miR-30b-5p 0.90 ± 0.11 0.61 ± 0.10 1.956 0.058

miR-223-5p 1.76 ± 0.22 1.43 ± 0.13 1.331 0.191

miR-589-5p 0.81 ± 0.06 1.05 ± 0.14 1.662 0.105



66 现代检验医学杂志　第 39 卷　第 2 期　2024 年 3 月　J Mod Lab Med, Vol. 39, No. 2, Mar. 2024

外泌体作为一种膜性囊泡，能够选择性包裹亲

本细胞中的生物分子。与传统血清学指标相比，外

泌体在血液中更稳定，是一种全新的具有巨大临床

应用前景的生物标志物 [14-15]。因此，我们将生物标

志物的发掘集中在血浆外泌体的 miRNAs 上，不仅

因为其具有作为血清标志物的潜力 [16-18]，也因为它

能够调节相关致病基因的表达 [19]。研究表明，滑膜

细胞中异常表达的 miRNAs（miR-23b，miR-155，

miR-22 和 miR-146 等）可通过调节基质金属蛋白

酶和细胞因子分泌等方式参与 RA 疾病的发展 [19-21]。 
此外，血浆游离 miRNAs 的水平与 RA 疾病活动和

预后显著相关 [22]。其中，至少有两项研究证实 RA
患者血浆 miR-155 的水平显著高于健康对照者。有

趣的是，也有研究表明，miR-155 在 RA 患者血浆中

的水平是降低的，甚至没有变化。同样的，根据不同

的研究报道，miR-22 在 RA 患者血浆中的变化也不

一致 [22]。这种现象可能由于 miRNAs 分析技术、研

究设计和疾病阶段等因素的差异引起，也可能与循

环 miRNAs 在外周血中的不稳定性和短半衰期有关。

由于双层膜结构保护了外泌体中的 miRNAs，使其性

质稳定，半衰期长。因此，血浆中的外泌体 miRNAs
作为疾病标志物在临床应用中具有广阔前景。

在本研究中，我们发现 RA 活动期患者的血浆

外泌体含量显著升高，且外泌体中有 22 条 miRNAs
异常表达。我们重点对 miR-144-3, miR-425-3p 和

miR-30b-5p 等 6 条差异表达的 miRNAs 进行生物

信息学分析，并进行小样本的 qRT-PCR 验证。结

果 显 示， 这 些 miRNAs 可 能 通 过 调 节 TGF-β 和

PI3K/AKT 等信号通路参与疾病的发生和发展，涉

及 Th17 细胞分化、细胞间相互作用和蛋白磷酸化

等生物学过程。qRT-PCR 验证结果显示，miR-144-
3p 和 miR-425-3p 的表达水平在 RA 患者血浆外泌

体中显著下调，提示其在 RA 疾病进展中可能发挥

了重要作用。有趣的是，miR-144 被证实能够通过

调节巨噬细胞功能参与 RA 疾病的发生 [23-24]，miR-
425 也与滑膜成纤维细胞的功能失调有关 [25]。尽

管如此，小规模的样本分析可能产生不可靠的结

果，准确的数据比较仍需大规模的前瞻性群组研

究。此外，本研究仅对比了 RA 活动期患者与健康

体检者血浆来源外泌体的异质性，后期评估外泌体

miRNAs 作为 RA 疾病血清学指标的应用价值仍需

纳入静息期和不同发病阶段患者的相关数据。 
截止目前为止，有关外泌体 miRNAs 的生物学

功能和临床应用仍处于早期阶段，相关挑战仍需克

服。例如：高效的外泌体提取方法和标准化流程有

待开发和建立；外泌体 miRNAs 的生物学功能和具

体作用方式需进一步阐明；血浆外泌体 RNA 提取

效率低下，缺乏高灵敏的外泌体 miRNAs 检测手段

等。但是，随着外泌体研究的深入和相关检测技术

的发展，外泌体相关指标作为新型血清学标志物也

将成为可能 [26-27]。总之，通过高通量测序技术，我

们在 RA 患者血浆外泌体中发现了一组差异表达的

miRNAs，证实了血浆外泌体 miR-144-3p 和 miR-
425-3p 作为 RA 血清学标志物的可能性。尽管如此，

这些 miRNAs 在 RA 疾病进展中的确切作用机制仍

需进一步阐明，以期尽早实现血浆外泌体 miRNAs
作为 RA 疾病血清学标志物的开发和应用。
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