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摘 要院 目的院拟鉴定出持续游泳训练模式刺激下大鼠脑部差异表达的 miRNA袁从

miRNA 调控基因表达的角度进一步分析持续有氧游泳运动影响脑部功能的遗传应

答机制遥 方法院将 124 只大鼠随机均分为持续游泳训练组渊CST冤和对照组渊NC冤袁建

立大鼠持续游泳模型遥 分别构建两组大鼠脑部组织 sRNA 文库袁通过 Illumina Solexa
测序平台进行高通量测序袁使用 EXPR_SIG 3.0 程序对 miRNA 的表达进行差异性分

析遥 采用实时荧光定量 PCR渊qRT-PCR冤法检测两组组织中有显著差异的 miRNA 的

表达水平遥结果院两组样品共筛选出 2 419 个已知 miRNA袁新预测 miRNA 共 114 个遥
与 NC 组相比袁CST 组鉴定出 512 个响应持续游泳训练而差异表达的 miRNA袁 其中

397 个表达显著上调袁115 个表达显著下调渊P＜ 0.005冤遥 通过靶基因预测发现袁差异

表达的 miRNA 参与了脑部 362 个基因的表达调控遥结论院持续有氧训练可使大鼠脑

部 miR-379-5p尧miR-139-3p尧miR-125b-5p尧miR-30e尧miR-128尧miR-101 等多个

miRNA 出现显著差异性表达袁差异表达的 miRNA 靶基因可涉及脑细胞的多种代谢

调节功能袁但具体调控机制及其在疾病防治中的作用还有待进一步验证遥
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Objective: To identify the differentially expressed miRNA in rat brain stimulated by continu-

ous swimming training mode, predict their target genes and explore their potential regulatory functions.

Methods:124 rats were randomly divided into continuous swimming training group (CST) and control

group (NC) ,and the model of continuous swimming was established. After constructing the sRNA li-

braries of two groups of rat brain tissues respectively, high-throughput sequencingwas carried out through

Illumina Solexa sequencing platform, and the difference of miRNAwas analyzed by EXPR_SIG 3.0 pro-

gram. Real-time fluorescent quantitative PCR (qrt-PCR) was used to detect the significant difference in

Mirna expression between the two groups. Results: A total of 2 419 knownmiRNAwere screened out and

114 new ones were predicted. Compared with NC, 512 differentially expressed miRNA in response to

continuous swimming training were identified in CST group, of which 397 were significantly up-regulat-

ed and 115 down regulated 渊P＜ 0.005冤.The target gene prediction showed that differentially expressed

miRNAwere involved in the expression regulation of 362 genes in the brain. Conclusion: Continuous aer-

obic training could significantly differentially express miR-379-5p, miR-139-3p, miR-125b-5p, miR-30e,

miR-128, miR-101 and other miRNAs in the brain of rats, and the differentially expressed miRNA target

genes were involved in various metabolic regulatory functions of brain cells. However, the specific regu-

latorymechanism and its role in disease prevention and treatment need to be further verified.
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持续游泳训练模式下大鼠脑部 miRNA的深度测序

及其调控功能分析
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近年来袁很多研究证实袁运动锻炼可改善脑部神

经的可塑性袁从而改善大脑的学习尧记忆能力袁延缓

脑衰老袁促进大脑健康袁减少阿尔茨海默病尧帕金森

等疾病的发病风险 [1-3]遥 进一步研究发现袁运动对大

脑的这些积极作用与脑部基因表达模式的改变密切

相关袁如运动可以明显诱发脑部胰岛素样生长因子尧
脑源性神经营养因子尧N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体尧
血管内皮生长因子及其受体和神经肽等基因的表达

水平上调袁但其调控机制尚未明确 [4-8]遥 micro RNA

渊miRNA冤是一类长度在 19~25 个核苷酸渊nt冤左右的

内源性非编码小分子单链 RNA遥目前袁人类表观基因

组中已发现5 000 多种 miRNA袁 且数目还在不断增

加[9]遥 miRNA 在基因表达的表观遗传学调控中起着

重要作用袁部分 miRNA 通过调控脑部基因表达在脑

的发育尧功能维系等过程中发挥着重要作用[10]遥已知

大脑控制着人类所有的生命活动袁除了运动尧感觉功

能以外袁还与认知尧情感尧语言尧行为等高级活动有

关遥而小脑作为锥体外系的重要结构袁可通过复杂的

调节和反馈机制袁维持身体平衡和肌张力袁使人体肌

肉系统完成精细的技术动作遥在功能方面袁小脑和大

脑可共同控制肌肉的运动袁 借以调节姿势与身体的

平衡遥 那么在运动干预下袁 大脑尧 小脑区有哪些

miRNA 进行响应袁又是通过何种途径调控脑部基因

的袁miRNA 表达谱又会产生什么样的运动应激反

应袁是值得关注的问题遥本研究建立了大鼠持续游泳

训练模型袁以大脑尧小脑区为研究对象袁结合生物信

息分析技术袁对大鼠脑部 miRNA 基因组表达谱进行

深度测序袁 拟鉴定出持续游泳训练模式刺激下差异

表达的 miRNA袁 并预测这些 miRNA 的目标基因和

调控功能袁 以期为揭示运动影响脑部功能的基本分

子机制奠定基础遥

132只健康雄性Sprague-Dawley渊SD冤大鼠渊3.5月龄冤袁
常规分笼饲养袁每笼 5 只遥 饲养房间有自然光照袁室
内温度渊18.6依2.4冤℃ 袁相对湿度渊58.0依12.5冤%袁大鼠

饮食和饮水不受限遥首先让大鼠适应新环境 3 d袁然后

开始为期 3 d 的适应性游泳训练袁每天一次袁由 10 min

逐渐延长至 15 min袁再至 30 min遥适应性训练后袁大鼠损

失 8 只袁 将剩下的大鼠随机分为对照组 62 只渊Normal

Control, NC冤 和持续训练组 62 只 渊Continuous Swim-

ming Training, CST冤遥 实验期间 NC 组和 CST 组大鼠在

相同的环境中饲养袁休息期间外界环境相对安静遥

NC 组正常饲养袁可自由活动袁不参与训练遥CST 组

则需要在塑钢玻璃游泳池渊规格 150 cm伊70 cm伊60 cm冤
中进行为期 6 周的持续性游泳训练院水深 40 cm袁每
次训练前均匀预热至 33~36 ℃ 遥 游泳方案与相似研

究所用方案一致 [11-12]袁即每周训练 6 d袁每天上午尧下
午各训练 1 次袁每次低强度无负重持续游泳 150 min袁
中间休息 120 min遥 由于大鼠天生善于游泳袁有时还

会出现在水中漂浮不动或吸附于游泳池边缘躲避运

动的现象袁游泳训练期间袁随时观察记录大鼠的运动

能力及活动状态袁当出现以上情况时袁用木棒搅动水

面以驱赶大鼠袁使其保持运动状态遥训练结束后迅速

用毛巾擦拭大鼠身体袁并吹干毛发袁放回笼中遥

6 周期满袁 结束最后一次游泳训练后即刻袁用
2%戊巴比妥钠 渊40 mg/kg冤 对训练组大鼠进行腹腔

注射麻醉袁然后颈椎脱位致死放置于冰盘上袁打开颅

腔袁剥离大脑和小脑组织袁液氮罐中速冻袁后期置于

-80℃冰箱保存遥 NC 组麻醉和取脑同时尧同样进行遥

从 NC 组和 CST 组各随机抽取 15 只大鼠的大

脑脑区组织袁在液氮中研磨成粉末袁采用 TRIzol 试

剂渊Invitrogen袁美国冤提取总 RNA袁GeneQuantTM 100

分光光度计渊GE Healthcare Life Science袁美国冤分别

测定总 RNA 的浓度和纯度袁按对照组和训练组等量

混合得到两个 RNA 样品池袁 用于构建小 RNA渊sR-

NA冤文库遥

先用 15% 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳从 RNA 样

品池中分离纯化出 16-30 nt 的 sRNA袁 再用 T4 RNA

连接酶将每个 sRNA 的 5忆端和 3忆端加上接头袁 然后

用 SuperScript Ⅱ 转录酶渊Invitrogen冤合成 cDNAs袁并
进行 RT-PCR 扩增袁 最后用 10%变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳进一步分离尧回收和纯化 PCR 扩增后的双链

cDNAs袁以构建 sRNA 测序文库遥 本研究委托深圳华

大基因渊BGI冤使用 Illumina Solexa 测序平台对 sRNA

样本进行深度测序遥

获得 sRNA 高通量测序原始数据后袁 在读段定

位之前袁出现以下情况的 reads 还需去除掉院测序质

量低尧有 5忆接头污染尧无 3忆接头尧无插入片段尧包含

polyA 以及长度小于 18 nt 等袁 最后得到 18~30 nt 的
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高质量干净序列渊clean reads冤遥再采用高通量基因组

测序数据定位分析软件 SOAP渊BGI袁中国冤将测得的

序列与 Rfam 和 Genbank 基因数据库进行序列比对袁
利用程序 tag2 annotation 渊BGI袁 中国冤 识别和注释

clean reads袁 过 滤 掉 tRNA尧rRNA尧mRNA尧snRNA尧
snoRNA尧scRNA尧srpRNA 以及重复序列渊repeat asso-

ciate sRNA冤等遥

通过 BLAST 程序将筛选出的 sRNA 序列与现

有的 miRNA 数据库 miRBase渊v18.0冤中存放的大鼠

或其他动物的已知 miRNA 进行比对袁匹配者称为已

知 miRNA 或保守 miRNA遥
在鉴定新的 miRNA 时袁先将剩余的没有被注释

的 sRNAs 序列比对到大鼠的基因组袁找出与此相匹

配的基因组序列袁以便确定其在基因组上的位置遥然
后以此位置为基准袁 向两侧扩展袁 抽取出长度在

60~100 bp 左右的基因组序列袁 假定其为 miRNA 的

前体序列袁然后用 MIREAP 软件渊BGI袁中国冤识别它

是否具有颈环结构渊或称发夹结构冤袁如果一切都符

合 miRNA 前体的结构特征袁就可以认为其是一个候

选的新 miRNA遥

使用 EXPR_SIG3.0 程序渊BGI袁中国冤进行差异性

分析遥 分析步骤院①首先将每个 miRNA 在两个样品

渊NC 组和 CST 组冤中的表达量标准化遥 标准化后的

表达量 = 某 miRNA 的表达量 / 该样品的总 read 数伊
1 000 000曰 ②计算出两组样品间的表达量差异倍数

渊Fold-Change, FC冤遥FC=log2渊CST/NC冤袁即 FC=log2渊CST

组中某 miRNA 的标准表达量 /NC 组中某 miRNA 的

标准表达量冤遥 如果 FC=1袁则表示处理样品表达量上

调了 2 倍曰如果 FC=-1袁则表示处理样品表达量下调了

2倍曰③计算差异显著 P 值院如 P＜0.005袁表示差异显著曰
如果 P＞0.005袁差异不显著遥 在两个组别样品间袁凡是

P＜0.005 且 |FC|逸1 的 miRNA袁 可视为差异表达的

miRNA袁即响应持续游泳运动而差异表达的 miRNA遥

采用 mirVana miRNA Isolation 试剂盒渊Applied-

Biosystems 公司袁美国冤分离提取大鼠脑组织 sRNA

渊＜ 200 nt冤袁 测定其浓度和纯度袁 按逆转录试剂盒

渊RevertAid First Stand cDNA Synthesis Kit袁Thermo

Fisher 公司袁美国冤操作说明逆转录合成 cDNA袁然后

以此 cDNA 为模板进行 miRNA 荧光定量检测遥引物

由 BGI 公司合成 渊表 1冤袁 以 U6 为内参基因遥 美国

Biorad iCycler 扩增仪的反应参数如下院95℃ 3 min曰
95℃ 15 s袁60℃ 30 s袁40 个循环遥每个反应重复 3 次袁
采用 2-△△CT 法计算 CST 组和 NC 组 miRNA 的

相对表达量遥 采用 SPSS 进行统计分析袁当 P＜ 0.005

时袁视为差异显著遥

表 1 基因上下游引物序列

miRNA 上游引物渊F院5忆-3忆冤 下游引物渊R院5忆-3忆冤
miR-379-5p GCGCTGGTAGACTATGGAA GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-29b GGTACCGGTTGTCTTGGGTTTATTG GAATTCAAATACTTCAGAGCTG

miR-125b-5p ACTGATAAATCCCTGAGACCCTAAC TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT

miR-4510 CAGAGTGTGAGGGAGTAGGT GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-93 TGCGGTCAAAGTGCTGTTC GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-34c CGTGAGGCAGTGTAGTTAGC GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-182 TTGGCAATGGTAGAACTCAC GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-7b GCGTGTGGAAGACTTGTGAT GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-429 AGCCGCTAATACTGTCTGGT GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-1839 CCAGCGTGAAGGTAGATAGA GTGCAGGGTCCGAGGT

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

通过预测 miRNA 的靶基因可以更好地了解

miRNA 的调控功能 遥 生物信息学方法作为预测

miRNA 靶点的一种有效途径袁已在前期研究中得到

应用 [13]遥 本研究使用靶基因预测软件 Target Scan尧

RNAhybrid 和 miRanda 从 NCBI 数据库中找到大鼠

基因对应的 cDNA 序列渊ftp://ftp.ncbi.nih. gov/gene/

DATA/GENE_INFO/Mammalia/Rattus_norvegicus.gene

_info冤袁 预测出每个差异表达的 miRNA 对应的目标

基因袁然后注释其功能遥 整体研究技术路线见图 1遥
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通过 Illumina Solexa 测序平台袁将 CST 组和 NC

组 sRNA 样本分别进行深度测序袁得到 11 932 211 条

和 21 372 487 条原始数据渊raw reads冤袁经过过滤处理袁
CST 组和 NC 组分别获得 9 439 802 条和 20 658 317 条

clean reads袁各包括 537 311 种和 1 056 485 种 sRNA遥
采用 SOAP 分析软件将这些序列与 Rfam 和 Gen-

bank 基因数据库进行序列比对袁CST 组有 71.16%的

total sRNA 和 47.77%的 unique sRNA 可定位到大鼠

基因组上袁NC 组则有 70.13%的 total sRNA 和56.28%

的 unique sRNA 定位成功渊表 2冤遥

图 1 研究技术路线

表 2 高能量测序及基因组定位信息统计

组别 raw reads渊n冤 total sRNAs渊n冤 百分比 /% unique sRNAs渊n冤 百分比 /%

sRNA 总量 CST 组 11 932 211 9 439 802 100 537 311 100

NC 组 21 372 487 20 658 317 100 1 056 485 100

比对上基因组部分 CST 组 要 6 717 516 71.16 256 666 47.77

NC 组 要 14 488 689 70.13 594 634 56.28

对 clean reads 的长度分布分析显示袁CST 组和

NC 组分别有 80.97%和 78.52%的 reads 长度集中在

20~24 nt 之间袁其中长度为 22 nt 的 reads 最多袁比例

明显高于其他 reads袁 在 CST 组和 NC 组中分别占

31.71%和 30.61%渊图 2冤遥 由此可见袁测序得到的两

组 sRNA reads 长度分布趋势与动物成熟 miRNA 的

典型长度分布趋势一致遥
将所得 clean reads 与 Rfam 和 Genbank 数据库

进行序列比对袁 以交叉检查其中有些序列是否为其

他已知 RNA 序列袁如 tRNA尧rRNA尧mRNA尧snRNA尧
snoRNA尧scRNA 等袁不同 RNA 类别的数量和比例见

表 3遥 将这些非 miRNA 序列过滤后袁CST 组和 NC

组分别筛选出 7 739 289 条和 15 774 525 条尚未被

注释的序列袁可备接下来作进一步 miRNA 分析遥

图 2 CST 组和 NC 组 clean reads 长度分布

Figure2 Length distribution of clean reads in CST and

NC groups
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通过 BLAST 程序将两组筛选出的 sRNA 序列

与 miRBase 数据库中现有的 90 多种动物的已知

miRNA 进行序列比对袁共鉴定出 2 419 个已知 miRNA袁

CST 组 1 713 个袁NC 组 1 691 个袁其中两组共有 985 个

已知 miRNA袁CST 组特有 728 个袁NC 组特有 706 个遥
表达量大于 80 000 reads 且两组共有的 miRNA 为

8 种袁 其中 mir-9 和 let-7 是两组数据中表达量最高

的 miRNA 家族渊表 4冤遥

表 3 CST 组和 NC 组中 sRNA 的分类注释

分类
CST 组 sRNAs NC 组 sRNAs

rRNA 75 265 14.01 1 071 961 11.36 151 074 14.30 3 330 834 16.12

tRNA 30 028 5.59 345 097 3.66 34 900 3.30 789 023 3.82

scRNA 592 0.11 4 178 0.04 777 0.07 6 108 0.03

snRNA 3 057 0.57 13 241 0.14 6 648 0.63 59 169 0.29

snoRNA 3 748 0.70 73 983 0.78 7 049 0.67 236 933 1.15

srpRNA 805 0.15 5 190 0.05 1 633 0.15 22 995 0.11

exon_antisense 2 116 0.39 2 673 0.03 2 999 0.28 3 922 0.02

exon_sense 74 020 13.78 95 917 1.02 179 548 16.99 219 397 1.06

intron_antisense 4 955 0.92 6 160 0.07 10 414 0.99 12 811 0.06

intron_sense 33 192 6.18 53 333 0.56 93 129 8.81 128 385 0.62

repeat 21 501 4.00 28 780 0.30 57 451 5.44 74 215 0.36

Unannotated 288 032 53.61 7 739 289 81.99 510 863 48.35 15 774 525 76.36

Total clean reads 537 311 100 9 439 802 100 1 056 485 100 20 658 317 100

unique % total % unique % total %

表 4 两组共有的表达量大于 80 000 reads 的已知 miRNA

miRNA 序列 长度 /nt
表达量

miRNA 家族 miRNA 同源系列
CST NC

miR-30d TGTAAACATCCCCGACTGGAAGC 23 106 052 413 656 mir-30 oan pma bta hsa

miR-143 TGAGATGAAGCACTGTAGCT 20 522 375 1 139 450 mir-143 pma rno xtr mmu

let-7c TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT 22 986 859 1 205 674 let-7 hsa odi pma csa cin

miR-9 TCTTTGGTTATCTAGCTGTATG 22 340 899 751 193 mir-9 egr sko aca bma xtr

let-7-5p TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 22 308 332 220 610 let-7 dme tca cel

miR-378 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC 22 416 545 1 452 656 mir-378 hsa ppy cfa

miR-9a-5p TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA 23 574 982 1 416 714 mir-9 dme

let-7b TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT 22 129 813 307 685 let-7 hsa odi pma xtr cin

采用 MIREAP 软件袁 共预测出 114 个新 miRNA袁
其中CST组 96个袁NC组 28个袁 两组共有 10个 渊表 5冤袁
CST组特有 86个袁NC组特有 18个新miRNA遥 这 114种

新的候选 miRNA 的长度范围为 20~24 nt袁与其他已知

的动物 miRNA 相似遥新的候选 miRNA 暂时被命名为

rno-mir-n001 到 rno-mir-n114遥 其中袁野rno-mir-冶后面的

字母野n冶表示新 miRNA渊novel miRNA冤袁而野n冶后面连

续数字是根据比对到大鼠基因组 miRNA 的位置而排

列的遥以表中 10 个新 miRNA 为例分析可知袁其前体序

列的发夹结构的最小自由能介于-57.6~-31.3 kcal/mol

之间袁平均值为-43.06 kcal/mol袁最小自由能指数介于

0.86~1.86袁平均值为 1.2袁显著高于 mRNAs渊0.62~0.66冤尧
rRNAs渊0.59冤和 tRNAs渊0.64冤遥

使用 EXPR_SIG3.0 程序对已鉴定出的 miRNA

进行差异性分析袁结果显示袁与 NC 组相比袁CST 组

共有 512 个 miRNA 出现了显著性的差异表达袁其中

397 个表达显著上调袁115 个表达显著下调 渊图 3冤袁
由此可知袁 长时间持续游泳训练能够明显诱导大鼠

脑部 miRNA 的差异表达遥两组表达量渊标准化前冤均
大于 10 000 reads 的显著上调和下调的 miRNA 共有

20 种袁如表 6 所示遥
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图 3 持续游泳训练后 miRNA 的差异表达

为了进一步验证深度测序结果的可靠性袁 选择

10 个差异表达的 miRNA 进行 RT-qPCR 检测袁分别是

miR-379-5p尧miR-29b尧miR-125b-5p尧miR-4510尧miR-93尧
miR-34c尧miR-182尧miR-7b尧miR-429尧miR-1839遥 结果

显示袁这 10 种 miRNA 都成功被检测到了袁其中 8 种

miRNA 在两组大鼠脑部均有显著差异性表达 袁
miR-379-5p尧miR-29b尧miR-125b-5p尧miR-4510 显著上

调 袁miR-93尧miR-34c尧miR-182尧miR-7b 显 著 下 调 袁
miR-429尧miR-1839 的表达则在两组间无差异渊图 4冤袁
此结果与深度测序数据变化趋势一致遥

表 5 持续训练组和对照组共有的新 miRNA

miRNA 序列
长度

/nt

reads 前体序列

位置

自由能 /

渊kcal窑mol-1冤
自由能

指数CST NC

rno-miR-n002_3p CATAAGTGTAGAGAGTCTGTAGT 23 30 59 1:131079839:131079925:＋ －31.3 0.95

rno-miR-n012_5p AGGCAGAACTCTGGAAAGAGGC 22 19 38 3:151927526:151927610:＋ －47.2 1.03

rno-miR-n014_5p TACAGTTAGACGTAGAGACCAT 22 9 31 3:153140628:153140705:－ －35.0 1.21

rno-miR-n017_5p TGAGGATTACGAAGAGGATGGT 22 10 9 5:130346817:130346905:＋ －47.6 1.44

rno-miR-n022_3p AAGGGCAAGCTCTCTTCGAGG 21 30 36 6:134405230:134405322:＋ －42.7 1.07

rno-miR-n024_3p GGTGACAGTAAGCTGTAGTTGC 22 10 23 7:141082914:141082992:＋ －38.7 0.99

rno-miR-n025_3p ATGGTAATGGTGGTGGTGATGG 22 56 108 8:64686682:64686763:＋ －46.0 1.44

rno-miR-n027_5p AGGGCTAGTTAACAGTTTAGGT 22 14 42 9:45537650:45537727:＋ －44.9 1.10

rno-miR-n031_3p TCAGTAGGCCAGACAGCAAGC 21 301 453 11:36339323:36339403:－ －39.6 0.86

rno-miR-n038_3p TAAGCTTGCCTTAGGATTGTTG 22 9 9 15:96354938:96355021:－ －57.6 1.86

表 6 响应持续游泳训练而显著差异表达且两组表达量均大于 10 000 的 miRNA

注院 CST_Std 和 NC_Std 表示持续训练组和对照组中 miRNA 的标准化表达量袁 在标准化前其值均大于 10 000 reads曰
Down 和 Up 表示下调和上调的 miRNA遥

miRNA CST_Std NC_Std log2渊CST/NC冤 P Mark
miR-379-5p 10 425.22 1 626.51 -2.68 0.00 Up
miR-139-3p 4 532.40 1 128.46 -2.01 0.00 Up
miR-125b-5p 6 512.21 2 029.01 -1.68 0.00 Up
let-7-5p 32 662.97 10 678.99 -1.61 0.00 Up
miR-30e-5p 2 150.36 821.03 -1.39 0.00 Up
miR-1224-5p 1 414.75 569.07 -1.31 0.00 Up
miR-30c 1 944.00 842.23 -1.21 0.00 Up
miR-137 1 523.97 700.35 -1.12 0.00 Up
miR-30e 3 040.42 6 464.66 -1.09 0.00 Down
miR-191 1 508.29 3 253.94 -1.11 0.00 Down
miR-128 2 284.48 4 990.34 -1.13 0.00 Down
miR-101 2 409.90 5 317.76 -1.14 0.00 Down
miR-100 1 365.18 3 090.18 -1.18 0.00 Down
miR-24 4 023.71 10 276.39 -1.35 0.00 Down
miR-29a 1 617.19 4 478.44 -1.47 0.00 Down
let-7i 1 109.77 3 611.38 -1.70 0.00 Down
miR-182 4 585.58 15 810.92 -1.79 0.00 Down
miR-30a 6 766.35 23 650.96 -1.81 0.00 Down
miR-183 1 500.03 6 087.04 -2.02 0.00 Down
let-7g 1 980.66 8 991.29 -2.18 0.00 Down
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表 7 差异表达的 miRNA 部分靶基因及其功能分析

注 院 与 NC 组 相 比 袁CST 组 中 的 miR-379-5p尧miR-29b尧
miR-125b-5p尧miR-4510 表达显著上调袁** 表示 P臆0.01 袁
*** 表 示 P臆0.001曰miR-93尧miR-34c尧miR-182尧miR-7b 显

著下调袁** 表示 P臆0.01 曰 *** 表示 P臆0.001遥
图 4 差异表达 miRNA 的 RT-qPCR 验证

运用靶基因预测软件袁512 个差异表达的 miRNA

中有 453 个被预测到 8 760 个靶基因袁 其它差异表达

的 miRNA 未预测到对应靶基因遥 通过预测结果可以

发现袁同一种 miRNA 可调控多个靶基因袁不同种 miR-

NA 也可调控同一种靶基因袁如 miR-214 可调控 Nmu尧
Bean1尧Cmas尧Cntfr 等多个靶基因袁 而miR-106b-3p尧
miR-1188-5p尧miR-1224-5p尧miR-150-3p尧miR-1587 等

30 个 miRNA 均可调控靶基因 Agrp遥 功能注释后发

现有 362 个靶基因与脑功能有关袁 也即本研究中响

应持续游泳训练而差异表达的 miRNA 参与了脑部

362 个基因的表达调控袁表 7 列出部分靶基因袁其他

还有 Ncan尧Ncdn尧Ncs1尧Nefh尧Negr1尧Nenf尧Nepro尧Neto2尧
Neu1尧Ngfr尧Neurog3 等遥

miRNA 靶基因 geneID 编码蛋白 功能分析

miR-183 Bdnf 24225 brain-derived neurotrophic factor 增加突触可塑性袁促进神经元的发育分化与生长

miR-1224-5p Bri3 304284 brain protein I3 促进轴突形成尧细胞增殖和形态发生

miR-2881 Basp1 64160 brain abundant, membrane attached signal protein 1 促进轴突生长尧再生和可塑性

let-7b-5p Bex3 117089 brain expressed X-linked 3 参与神经元的发育过程袁与神经退行性变有关

let-7e* Bsx 500982 brain specific homeobox 对于下丘脑多种神经调节细胞类型的终末分化至

关重要

miR-1224-5p Caly 192349 calcyon neuron-specific vesicular protein 参与调节轴突晚期核内体和溶酶体相关细胞器的轴

突转运袁是提供突触物质和清除受损大分子的关键

miR-1224-5p Cbln3 501998 cerebellin 3 precursor 与阿尔茨海默病渊AD冤发病机制有关

miR-1188-5p Meox1 363684 mesenchyme homeobox 1 促进脑神经发育

miR-1224 Manf 315989 mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor 营养和保护脑神经袁与缺血性脑损伤有关袁对帕金
森病患者有益

miR-103a-2-5p Mnx1 682076 motor neuron and pancreas homeobox 1 抑制脑细胞的凋亡

miR-1188-5p Negr1 59318 neuronal growth regulator 1 与抑郁症的发生高度相关

miR-149-3p Neto2 307757 neuropilin and tolloid like 2 参与焦虑和恐惧情绪的调节

miR-182 Nfasc 116690 neurofascin 促进神经系统的发育和脑功能的发挥

miR-1224 Nrxn3 116508 neurexin 3 与自闭症谱系障碍和精神分裂症有关

本研究中训练前 CST 组和 NC 组大鼠混合饲

养袁 一起进行适应性游泳训练袁 月龄和生长环境相

同遥 随机分组后袁CST 组经过 6 周的游泳训练袁体重

有所增加袁说明实验中大鼠喂养得当袁发育正常袁但
体重增长幅度明显小于 NC 组袁 且腹膜后肾周脂肪

组织较少袁 这与大鼠训练中主要以脂肪氧化为主要

供能形式有关袁说明游泳训练模型的建立较成功遥

持续规律的有氧运动可改善脑结构袁 促进脑区

的可塑性变化袁 对于其具体机制人们也一直在尝试

从不同角度尧不同领域进行探讨阐述遥 miRNA 作为

一种内源性非编码 sRNA袁 对基因表达有重要的调

控功能遥 本研究以 miRNA 为切入点袁可能为揭示有

氧运动对脑功能的改善机制提供新视角遥
本研究筛选出的上调和下调 miRNA袁部分在脑

发育中的重要作用已被证实遥 如上调的 miR-30c-5p袁
Kumar 等 [14]研究人类多能干细胞渊iPSCs冤的分化机
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制时袁发现其可通过调节与神经元分化尧突触生长和

形成相关的几个基因袁 进而促进未分化神经干细胞

的自我更新曰再如下调的 miR-30a袁可参与轴突导向

因子和神经信号传递因子的形成袁 其下调对神经发

育障碍的预防非常重要 [15]遥 除此之外袁本研究还发

现袁 有氧运动还可通过调节 miR-183尧miR-1224-5p尧
miR-2881尧let-7b-5p 以及 let-7e* 等 miRNA 而靶向调

控 Bdnf尧Bri3尧Basp1尧Bex3尧Bsx 等基因袁而有关研究

已证实袁这些基因可参与神经元的发育分化与生长袁
促进轴突生长与再生袁增强其可塑性袁对于下丘脑多

种神经调节细胞类型的终末分化起着至关重要的作

用 [16-19]袁这些发现无疑在提示野有氧运动-miRNA-脑
神经发育冶三者之间可能存在的紧密联系遥

有氧运动是否可通过调节 miRNA 而减少神经细

胞凋亡袁减轻神经结构破坏袁防止脑神经发生退行

性变或抑制脑组织癌细胞增殖也是值得探讨的问题遥
本研究结果显示袁在持续游泳训练刺激下袁大鼠脑

组织中 miR-125b-5p尧miR-30c尧miR-139-3p尧miR-30c尧
miR-137尧miR-379-5p 及 miR-30e-5p 表达显著上调袁
miR-30e尧miR-24尧miR-182尧miR-191尧miR-30a 和 let-7i

表达则均出现明显下调袁而这些 miRNA 的调节作用

已在胶质瘤尧阿尔茨海默病尧帕金森病等相关疾病的

研究中被证实遥如 miR-139-3p尧miR-30c-5p尧miR-137尧
miR-30e-5p 的高表达可显著抑制脑胶质瘤细胞的增

殖尧迁移和侵袭 [20-24]曰阿尔茨海默病患者神经元线粒

体功能发生障碍后 袁miR-30e 的上调可能导致神

经元能量供给不足同时释放大量自由基袁 诱发氧化

应激损伤袁钙调节失衡袁最终触发神经元凋亡 [9,25]曰对
1- 甲基 -4- 苯基 - 吡啶离子渊MPP+冤诱导的 SH-SY5Y

细胞帕金森病模型进行实验研究发现袁 可通过上调

miR-125b-5p 而提高 SH-SY5Y 细胞活力袁 抑制其自

噬和凋亡 [26]遥 在帕金森病患者脑组织中袁miR-24 表

达增加袁miR-30c 表达则有所下降[27]遥除此之外袁本研

究还发现 袁 持续有氧游泳训练还可以通过调节

miR-1188-5p尧miR-149-3p尧miR-1224 来靶向调控 Ne-

gr1尧Neto2尧Nrxn3 等基因袁而这些基因与抑郁尧焦虑尧
恐惧等情绪调节相关袁尤其是 Negr1袁与抑郁症的发

生高度相关[28-30]遥

持续有氧训练可使大鼠脑部 miR-379-5p尧miR-

139-3p尧miR-125b-5p尧miR-30e尧miR-128尧miR-101 等多

个 miRNA 出现显著差异性表达袁 差异表达的 miR-

NA 靶基因可涉及脑细胞的多种代谢调节功能袁但
这些差异表达的 miRNA 及其靶基因之间的调控机

制还有待进一步探讨遥 本研究为进一步揭示有氧运

动应激模式下 miRNA 在大鼠脑基因表达调控网络

中的作用机制奠定了基础袁 对慢性疾病的防治具有

潜在的指导作用遥
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