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细胞的基础研究

基于生物信息学分析胰岛素分泌细胞诱导过程中

miRNA-mRNA调控网络
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摘要院目的 探讨人胚胎干细胞渊hESCs冤向胰岛素分泌细胞渊IPCs冤诱导分化过程中基因表达的差异袁并构建 miRNA-mRNA调

控网络遥 方法 从 GEO数据库的 GSE42094数据集筛选差异表达基因袁 对其进行 GO功能和 KEGG路径显著性分析遥 选用

miRTarBase数据库预测其靶 miRNA袁应用 cytoscape 9.1.0 软件构建 miRNA-mRNA调控网络并可视化袁采用文献数据验证预

测的 miRNA遥 结果 本研究共筛选得到差异表达的基因 188个袁分别选取诱导后上调和下调的各前 10个进行分析袁发现上调

基因蛋白互作网络通过 VTN与下调基因网络的 POU5F1直接作用袁 将两个网络相关联遥 miRNA-mRNA调控网络发现

miR-335-5p能够调控 VTN尧NANOG尧POU5F1和 DNMT3B 4个基因的表达袁 进一步验证发现 miR-335-5p表达量随着

诱导分化进程逐渐升高袁与 NANOG尧POU5F1和 DNMT3B表达量逐渐降低形成对照袁提示二者之间存在靶向关系且为负

性调控遥 结论 miRNA-mRNA调控网络显示 miR-335-5p靶向多个基因参与 hESCs向 IPCs诱导分化过程遥
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Bioinformatics-based Analysis of miRNA-mRNA Regulatory Network During Induction

of Insulin-secreting Cells
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Abstract：Objective To investigate the difference of gene expression during the differentiation of human embryonic stem cells (hESCs) into insulin

producing cells (IPCs), and to construct a miRNA-mRNA regulatory network.Methods Differentially expressed genes were screened from the

GSE42094 dataset of the GEO database, and GO function and KEGG pathway significance analysis were performed. The miRTarBase database was

used to predict its target miRNA, and the miRNA-mRNA regulatory network was constructed and visualized by cytoscape 9.1.0 software. The

predicted miRNA was verified by literature data.Results In this study, 188 differentially expressed genes were screened, and the top 10 up-regulated

and down-regulated genes after induction were selected for analysis. It was found that the up-regulated gene protein interaction network directly

interacted with the POU5F1 of the down-regulated gene network through VTN, and the two networks were associated. The miRNA-mRNA regulatory

network found that miR -335 -5p could regulate the expression of VTN, NANOG, POU5F1 and DNMT3B. Further verification found that the

expression of miR-335-5p gradually increased with the induction of differentiation, and the expression of NANOG, POU5F1 and DNMT3B gradually

decreased to form a control, suggesting that there was a targeted relationship between the two and negative regulation.Conclusion The miRNA-

mRNA regulatory network shows that miR-335-5p targets multiple genes to participate in the differentiation of hESCs into IPCs.
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玉型糖尿病作为一种慢性疾病主要是由胰岛 茁

细胞受损引起，胰腺或胰岛移植可以彻底根治，但是

由于供体缺乏以及免疫排斥大大限制该治疗方案的

临床应用[1，2]，干细胞分化为胰岛素分泌细胞（insulin-

producing cells，IPCs）再行移植，有望成为玉型糖尿

病治疗的新策略[3，4]。miRNA作为一类小的非编码

RNA，其长度大约在 22个核苷酸左右，能够与靶

mRNA 3’端非翻译区互补，进而降解或阻止该

mRNA翻译出蛋白质，实现转录后水平的基因表达

调控[5，6]。生物信息学通过整合多个学科领域信息和

知识，能够整体层面揭示疾病或生物过程的复杂分

子机制[7]，而且其通过对已有实验数据的分析，能够

减少重复实验所带来的资源浪费。GEO数据库是生

物信息学研究重要的中心资源之一，其存储大量高

通量数据，但是大部分数据并未被充分利用 [8]。目

前，运用生物信息学分析干细胞向 IPCs诱导分化过

程中 miRNA-mRNA的调控网络报道较少见。因此，

本研究运用生物信息学方法分析干细胞向 IPCs诱
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导分化过程中的 mRNA 表达谱，并构建 miRNA-

mRNA调控网络。

1资料与方法

1.1 一般资料 通过 NCBI 的 GEO 数据库（https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）检索人胚胎干细胞（hu原

man embryonic stem cells，hESCs）向 IPCs诱导分化

过程中 mRNA 表达谱的相关数据，最终只有

GSE42094 数据集符合要求，该数据集基于

GPL10558平台，包含 23个样本数据（GSM1032319-

41），涉及未分化 hESCs（WA09）、IPCs 分化的 5 个

时期、胰腺内胰岛和胎胰。

1.2数据处理与差异表达分析 选择 GSE42094数据

集内的未分化 hESCs和 IPCs分化的 5个时期进行

研究，进入“Analyze with GEO2R”项目，点击“Define

groups”设定分组，其中，hESCs组包含 3 个样本，

Diff1组 3个，Diff2 组 3 个，Diff3 组 2 个，Diff4 组 2

个，IPCs组 3个，对 6组数据进行差异表达分析，筛

选标准设定为 adj. 约0.05。

1.3 GO 功能和 KEGG 路径显著性分析 为分析差

异表达基因的潜在生物学功能，选用 DAVID（https://

david.ncifcrf.gov/tools.jsp）数据库进行功能富集分

析，主要分析 GO功能以及 KEGG路径 2个方面，以

约0.05为差异有统计学意义。

1.4蛋白互作网络分析 为分析差异表达基因的相

互作用及其调控网络，选用 STRING（https://string-

db.org/）数据库进行蛋白互作网络 PPI分析，选择

Homo sapiens作为“Organism”的条件，其余参数均

为系统默认设置。

1.5 miRNA预测 针对差异表达基因预测其靶miRNA，

选 用 miRTarBase（https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/）

数据库，选择 reporter assay、western blot、qPCR 和

microarray 四种实验验证的 miRNA-mRNA 靶向匹

配作为预测 miRNA的入选标准，并应用 Cytoscape

9.1.0软件对miRNA-mRNA的调控网络进行可视化。

1.6预测 miRNA的验证 将预测的 miRNA与 PMID:

20 735 361[9]的 Table S4数据取交集进行验证，该研

究主要分析 miRNA在人胚胎 T3干细胞向胰腺胰岛

样细胞团分化过程中的表达，其 Table S4结果显示出

胚胎 T3干细胞（hES-T3 cells grown on mouse embry原

onic fibroblast feeder，T3ES）、胚胎内胚层（embryoid

bodies differentiated from T3 cells，T3EB）和胰腺胰岛

样细胞团（pancreatic islet-like cell clusters derived

from T3 cells，T3pi）三组标准化的miRNA表达量。

2结果

2.1差异表达基因 通过对 GSE42094的 6组样本数

据分析，差异表达基因的前 250个被显示，除去没有

名称和重复的基因，共得到 188个。进一步对 hESCs

和 IPCs两组数据分析得到差异表达基因，并与上述

188个基因取交集后，选取诱导后上调和下调的各

前 10个差异表达基因进行后续研究，见表 1。该 20

个基因代表整个 hESCs向 IPCs诱导过程中表达量

差异最具有统计学意义的基因。

ID

Up-regulated gene

ILMN_1690884

ILMN_1814015

ILMN_1688543

ILMN_1787266

ILMN_1691127

ILMN_2198912

ILMN_2315044

ILMN_2113470

ILMN_1751326

ILMN_1655613

Gene

APOA1

CDH17

APOA2

SPINK1

VTN

TTR

FGG

GSTA1

FAM162B

GSTA2

1144.3

704.6

538.1

522.3

510.2

472.5

373

357.2

290

287.2

6.01E-18

1.84E-16

1.23E-15

1.52E-15

1.79E-15

3.08E-15

1.62E-14

2.20E-14

9.48E-14

1.01E-13

表 1 诱导后上调和下调的前 10个差异表达基因

ID

Down-regulated gene

ILMN_1705546

ILMN_1851610

ILMN_1768793

ILMN_3239254

ILMN_2328972

ILMN_1727098

ILMN_2112811

ILMN_1659013

ILMN_1800468

ILMN_1687090

Gene

POU5F1

LOC729860

UTF1

UCA1

DNMT3B

PPP1R16B

RPL36A

NANOG

KLKB1

GABRB3

325.3

243.9

204.2

184.9

149.9

134.9

129.8

124.2

123.7

115.3

4.24E-14

3.19E-13

1.10E-12

2.20E-12

9.46E-12

1.96E-11

2.55E-11

3.48E-11

3.58E-11

5.79E-11

2.2 GO 功能和 KEGG 路径显著性分析 通过对诱

导后上调和下调的各前 10 个差异表达基因进行

GO功能和 KEGG路径显著性分析，发现上调基因

在“外泌体”和“胞外”比较集中，主要涉及“谷胱甘肽

代谢”和“PPAR信号通路”，而下调基因在“基因表

达调控”“内胚层的决定”以及“成体干细胞种群维

持”比较集中。

2.3蛋白互作网络分析 通过 PPI分析发现 10个上

9

医
 学
 信
 息



生物信息学
第 36卷第 6 期 医学信息 Vol. 36 No.6

2023年 3月 Journal of Medical Information Mar. 2023

调基因中有 6个基因所表达的蛋白质具有相互作

用，有 2个基因显示二者间直接作用（GSTA1和 GS原

TA2），剩余两个没有关联（图 1A）。而下调的 10个

基因中 LOC729860 和 UCA1 在 STRING 数据库中

没有收录，其余 8个基因中有 5个表达的蛋白质具

有相互作用，剩余 3个没有关联（图 1B）。将上调和

下调的基因进行融合分析，发现下调基因 KLKB1能

够与上调基因 FGG直接进行蛋白相互作用，且上调

基因蛋白互作网络通过 VTN 与下调基因网络的

POU5F1直接作用，将两个网络相关联（图 1C）。

2.4 miRNA-mRNA 调控网络 通过 miRTarBase 数

据库查找靶向作用于差异表达基因的 miRNA，选择

reporter assay、western blot、qPCR 和 microarray 4 种

实验验证的 miRNA-mRNA 靶向匹配作为预测

miRNA 的 入 选 标 准 ， 发 现 CDH17、APOA2、

FAM162B、GSTA2、LOC729860、UTF1、KLKB1 等 7个

基因没有对应 miRNA 调控，而 APOA1、TTR、

PPP1R16B、RPL36A 4 个基因虽有相应 miRNA 调

控，但不满足设定的入选标准，因此，该 11个基因在

应用 Cytoscape 9.1.0软件进行 miRNA-mRNA调控

网络可视化过程中，未有 miRNA呈现，其余 9个基

因共对应 23个预测的 miRNA。其中，DNMT3B基因

显示有 10 个 miRNA 调控其表达，NANOG 基因有

9个，而 SPINK1和 UCA1基因仅各有 1个 miRNA

调控其表达，且该 2个基因与 miRNA-mRNA调控

网络没有直接关联。进一步分析发现 miR-335-5p

能够调控 VTN、NANOG、POU5F1 和 DNMT3B 4 个

基因的表达（图 2），其中 VTN为上调基因（图 3A），

NANOG、POU5F1和 DNMT3B为下调基因（图 3B~

图 3D）。

图 2 miRNA-mRNA调控网络

图 1 蛋白互作网络分析

A

B C
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2.5预测 miRNA的验证 将预测的 miRNA与 PMID:

20 735 361的 Table S4数据取交集，得到 21个验证

的 miRNA，剩余 2 个预测的 miRNA（miR-200b-3p

和 miR-144-3p）未被验证，可见绝大部分预测的

miRNA得到验证，亦即存在于干细胞及其诱导分化

的过程中（表 2），同时表明基于 4种实验预测 miR原

NA的方法具备一定的可信度。表 2 显示 miR-

302a-3p、miR-34a-5p、miR-34c-5p、miR-29b-3p、

miR-375和 miR-29a-3p表达量诱导分化后显著降

低，而 miR-134-5p、miR-335-5p和 miR-26a-5p表

达量随着诱导分化进程逐渐升高，其中 miR-335-5p

表达量的逐渐升高与 NANOG、POU5F1和 DNMT3B

表达量的逐渐降低（图 3B~图 3D）形成对照，提示二

者之间存在靶向关系且为负性调控。结合图 2进一

步分析发现上调基因与下调基因网络通过多个

miRNA相关联，其中上调基因 VTN通过 miR-26b-5p

和 miR-335-5p与下调基因网络多个基因关联，并

且 VTN通过 miR-26b-5p与 GSTA1和 GSTA2的二

者间直接作用相关联。上调基因 FGG通过 miR-29

家族（miR-29a-3p、29b-3p、29c-3p）与下调基因

DNMT3B相关联，提示 miRNA通过靶向不同表达类

型的基因进而调控干细胞的诱导分化进程。

2.6 miR-335-5p的结构和功能信息 运用 miRBase

数据库（https://www.mirbase.org/）检索 miR-335-5p

的结构信息，其前体 hsa-mir-335的序列及其茎环

结构如图 4A所示，标红部分为成熟 miR-335-5p的

序列（16-UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU-38）。

进一步检索发现前体 hsa-mir-335在 169篇文献中

被提及，共涉及 864个词句，其词汇云如图 4B所

示，可见其在癌症和肿瘤方向研究最广泛，其次就是

诱导和分化等方向，与本研究的方向相符。

图 3 GEO2R所示基因的表达量

A B

C D

miRNA

hsa-miR-369-5p

hsa-miR-409-5p

hsa-miR-1-3p

hsa-miR-302a-3p

hsa-miR-128-3p

hsa-miR-34b-3p

hsa-miR-134-5p

T3ES

0.01

0.01

0.03

1.29

0.01

0.02

0.01

T3EB

0.01

0.01

2.29

5.90

0.04

0.03

0.03

T3pi

0.01

0.01

0.02

0.02

0.02

0.02

0.09

pi/ES

1

1

1

0

2

1

9

pi/EB

1

1

0

0

0

1

3

ES/pi

1

1

2

56

1

1

0

EB/pi

1

1

133

258

3

2

0

表 2 PMID:20 735 361数据验证预测的 miRNA
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图 4 miR-335-5p的结构和功能信息

A B

miRNA

hsa-miR-34a-5p

hsa-miR-34c-5p

hsa-miR-204-5p

hsa-miR-29b-3p

hsa-miR-375

hsa-miR-148a-3p

hsa-miR-29c-3p

hsa-miR-181a-3p

hsa-miR-200c-3p

hsa-miR-335-5p

hsa-miR-26b-5p

hsa-miR-145-5p

hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-26a-5p

T3ES

0.91

3.59

0.60

7.00

8.15

3.42

8.25

1.87

27.76

5.84

24.95

28.83

143.60

199.23

T3EB

0.42

0.22

5.36

0.90

85.04

38.37

2.08

1.68

180.60

13.40

80.84

10.18

3.69

253.13

T3pi

0.10

0.27

0.30

1.12

2.28

3.33

7.65

10.24

11.75

25.74

26.28

51.89

71.66

606.89

pi/ES

0

0

1

0

0

1

1

5

0

4

1

2

0

3

pi/EB

0

1

0

1

0

0

4

6

0

2

0

5

19

2

ES/pi

9

14

2

6

4

1

1

0

2

0

1

1

2

0

EB/pi

4

1

18

1

37

12

0

0

15

1

3

0

0

0

表 2渊续冤

3讨论

本研究为分析 hESCs向 IPCs诱导分化过程中

的 mRNA表达谱，采用生物信息学方法筛选 GEO

数据库内的数据集得到 GSE42094，该数据集包含

未分化 hESCs、IPCs分化的 5个时期、胰腺内胰岛和

胎胰等样本数据。本研究选择与研究目的直接相关

的未分化 hESCs和 IPCs分化的 5个时期来研究，通

过数据库自带软件 GEO2R对数据进行分析，得出

差异表达的 mRNA共 188个，分别选取诱导后上调

和下调的各前 10个差异表达基因作为后续研究。

通过 GO功能和 KEGG路径显著性分析，发现

下调基因多涉及基因表达调控以及多能干细胞调控

信号通路等与干细胞诱导分化机制相关的内容，而

上调基因涉及内容则比较宽泛。进一步分析差异表

达基因的相互作用，发现上调基因蛋白互作网络与

下调基因网络通过上调基因 VTN 和下调基因

POU5F1 的直接作用而相关联，提示 VTN 和

POU5F1基因可能为该蛋白互作网络的核心基因。

玻连蛋白（Vitronectin，VTN）是一种细胞外基质糖蛋

白，属于整合素家族成员之一，其在伤口愈合和凝血

过程中起着重要作用，进一步研究发现其参与多种

生物学过程包括细胞粘附和迁移 [10-12]，也能够通过

JNK 和 ERK信号通路诱导 INS-1细胞的增殖[13]。本

研究发现玻连蛋白在 Diff3 组表达量开始升高，在

IPCs组达到峰值，表明其参与干细胞的诱导分化过

程。POU5F1又称 OCT4，是一种维持干细胞多能性

的转录因子[14，15]，其与 NANOG在胚胎早期发育中起

着关键作用，并可作为胚胎干细胞的标志物以及干

性维持[16，17]。本研究发现 hESCs组 POU5F1表达量

最高，随着诱导进程逐渐下降，在 Diff3组表达量就

已经处于较低水平。

构建miRNA-mRNA调控网络，发现miR-335-5p

能够调控 VTN、NANOG、POU5F1 和 DNMT3B 基因

的表达，其中 VTN为上调基因，NANOG、POU5F1和

DNMT3B为下调基因。有学者研究发现在糖尿病模

型 GK 大鼠的胰岛内 miR-335-5p 表达量显著增

高，其能够直接靶向抑制 Stxbp1 mRNA的表达，进

一步研究发现 miR-335-5p在 INS-1 832/13 细胞内

的过表达能够抑制葡萄糖刺激的胰岛素分泌 [18]。

Tang XW等 [19] 发现在妊娠期糖尿病小鼠中过表达

miR-335-5p 能够抑制 VASH1 的表达进而降低胰

岛素释放的水平，并通过激活 TGF-茁信号通路诱发
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胰岛素抵抗。最近，Li G等[20]研究发现 miR-335-5p能

够下调 SLC2A4基因表达进而抑制胰腺细胞的生长，

与二型糖尿病的进展密切相关。但是，miR-335-5p

是否参与干细胞诱导分化为 IPCs未见报道。

通过将预测的 miRNA与文献 PMID:20 735 361

数据取交集，得到 18个验证的 miRNA，miR-335-5p

包含其中，结果显示 miR-335-5p 在内胚层阶段

（T3EB）其表达量升高 2倍多，至胰腺胰岛样细胞团

阶段（T3pi）升高接近 5倍，可见其在整个干细胞及其

诱导分化过程中均有表达，且随着诱导分化进程逐

渐升高，表明 miR-335-5p不但参与糖尿病的发生进

展，而且参与干细胞诱导分化为 IPCs的整个过程。

综上所述，本研究共筛选得到差异表达的基因

188个，分别选取诱导后上调和下调的各前 10个进

行分析，发现上调基因蛋白互作网络通过 VTN与下

调基因网络的 POU5F1直接作用，将两个网络相关

联。miRNA-mRNA调控网络发现 miR-335-5p能够

调控 VTN、NANOG、POU5F1 和 DNMT3B 4 个基因

的表达，进一步验证发现 miR-335-5p表达量随着

诱导分化进程逐渐升高，与 NANOG、POU5F1 和

DNMT3B表达量逐渐降低形成对照，提示二者之间

存在靶向关系且为负性调控。因此，该 miRNA-

mRNA调控网络显示 miR-335-5p靶向多个基因参

与 hESCs向 IPCs诱导分化过程。
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