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横纹肌肉瘤相关差异miRNAs和靶基因的生物信息学分析

王晓萌，孟 莲，李春森，徐贵璇，刘春霞
（石河子大学医学院病理系，石河子 832002）

【摘 要】目的：运用生物信息学分析人正常横纹肌和横纹肌肉瘤（rhabdomyosarcoma，RMS）差异 miRNAs 和靶基因，为研究
RMS提供新思路。 方法：GEO2R分析 RMS组织的差异 miRNAs，利用 Sangerbox绘制火山图。 TargetScan、miRDB、miRwalk预测
靶基因并利用 Veen分析交集靶基因。Enrichr分析靶基因的 GO富集分析和 KEGG信号通路。Cytoscape结合生存分析筛选 hub
基因及 miRNAs与 hub基因的分子调控网络。 结果：GEO2R分析发现 2 549个差异 miRNAs，上调和下调 miRNAs分别有 1 318
个和 1 231个，根据|log2FC|>1.5，P<0.05筛选出 6个差异 miRNAs（上调：miR-410-3p、miR-381-3p、miR-483-3p和 miR-376a-3p，
下调：miR-29c-3p 和 miR-145-5p）；TargetScan、miRDB、miRwalk 分别预测 6 个差异 miRNAs 的靶基因后 Veen 图取交集的
靶基因共计 1 262个；GO富集和 KEGG信号通路分析靶基因富集于 RNA聚合酶Ⅱ的调控、 调节干细胞多能性的信号通路、
Hippo信号通路等过程；Cytoscape筛选出 top10 hub基因后结合生存曲线分析显示 FBXL3高表达，SPSB4、VHL、SMAD4、NRAS、
KRAS低表达时患者预后较好。 结论：利用生物信息学分析正常横纹肌和横纹肌肉瘤组织的差异 miRNAs-靶基因，筛选出
miR-145-5p（SPSB4、FBXL3、SMAD4、NRAS）、miR-29c-3p（VHL）、miR-381-3p（KRAS），可为横纹肌肉瘤的研究提供潜在的分
子靶点。
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Bioinformatics analysis of differential miRNAs and target genes in
rhabdomyosarcoma

Wang Xiaomeng，Meng Lian，Li Chunsen，Xu Guixuan，Liu Chunxia
（Department of Pathology，School of Medicine，Shihezi University）

【Abstract】Objective：To analyze the differential miRNAs and target genes of normal striated muscle and rhabdomyosarcoma（RMS）
tissues by using bioinformatics methods，so as to provide new ideas for RMS study. Methods：GEO2R was used to analyze the
differential miRNAs of RMS. Sangerbox was used to draw volcanic maps. TargetScan，miRDB and miRwalk were used to predict the
intersection of target genes. Enrichr was used to analyze GO enrichment analysis and KEGG signaling pathway of target genes.
Cytoscape combined survival analysis was used to screen the hub gene and its molecular regulatory network with miRNAs. Results：
According to GEO2R analysis，2 549 differential miRNAs were obtained，of which 1 318 and 1 231 miRNAs were up-regulated and
down-regulated，respectively. According to |log2FC|>1.5 and P<0.05，six differential miRNAs（up-regualted：miR-410-3p，miR-381-
3p，miR-483-3p and miR-376a-3p；down-regulated：miR-29c-3p and miR-145-5p） were screened. TargetScan，miRDB and miR－
walk predicted the target genes of the six differential miRNAs，and a total of 1 262 target genes were obtained from the Veen plot. GO
enrichment and KEGG signal pathway analysis of differential miRNAs-target genes revealed that enrichment was in the regulation of
RNA polymerase Ⅱ and regulated the signal pathway of stem cell pluripotency and the Hippo signaling pathway. After cytoscape
analysis screening top10 hub genes，it combined with survival curve analysis showed that high expression of FBXL3 and low expression
of SPSB4，VHL，SMAD4，NRAS and KRAS had a better prognosis. Conclusion：Utilizing bioinformatics to analyze differential miRNAs-
target genes of normal striated muscle and RMS，miR-145-5p（SPSB4，FBXL3，SMAD4，NRAS），miR-29c-3p（VHL） and miR-381-3p

（KRAS） are screened，which can provide potential molecu－
lar targets for the study of RMS.
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横纹肌肉瘤（rhabdomyosarcoma，RMS）为常见
的恶性软组织肉瘤，好发于儿童及青少年，约占儿
童所有恶性肿瘤的 3%[1]。 RMS 恶性程度高，预后
差 [2]。 目前临床上 RMS治疗方法为放疗和化疗，无
明确的靶向药物[3]，但 RMS的发病机制尚不完全明
确，因此深入研究 RMS的分子机制及信号通路尤
为重要。

miRNAs作为一种单链非编码 RNA，不仅参与
生物的正常生长和发育，在肿瘤的发生发展中同样
发挥重要作用。尤因肉瘤中 miR-193b表达下调，可
靶向抑制 ErbB4 癌基因，抑制癌症的发生发展 [4]。
RMS中，过表达 miR-203抑制 p63的表达，可以降
低癌细胞的增殖和迁移[5]。 miR-27a在 RMS中过表
达，可以抑制 RARA和 RXRA的表达，促进癌细胞
的侵袭和转移[6]。

RMS中 miRNAs-靶基因研究相对较少。 利用
GEO 数据库分析 RMS 差异 miRNAs 及靶基因，可
为后续的分子机制研究提供依据。本研究利用 GEO
数据库中 miRNAs芯片表达谱，结合生物信息学分
析正常横纹肌和 RMS 组织，筛选出 miR-145-5p
（SPSB4、FBXL3、SMAD4、NRAS）、miR-29c-3p（VHL）
和 miR-381-3p（KRAS），为后续研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料
GEO数据库（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/）[7]选取

GSE135518数据集的 miRNAs芯片表达谱，其中正常横纹肌
组织 15例，RMS组织 49例，来源为人类。
1.2 方法
1.2.1 RMS差异 miRNAs的筛选 利用在线软件 GEO2R分
析正常横纹肌组织与 RMS组织的差异 miRNAs。 |log2FC|>1.5，
P<0.05 为筛选差异 miRNAs的阈值，利用 Sangerbox（http：//
sangerbox.com）软件绘制火山图。
1.2.2 RMS靶基因的筛选 根据|log2FC|>1.5，P<0.05筛选差
异 miRNAs 后，利用 Targetscan[7]、miRwalk[8]、miRDB[9]预测靶
基因，并利用在线软件 Veen 分析靶基因的交集，以此提高
靶基因的准确率，降低靶基因的假阳性率。 将筛选的差异
miRNAs和靶基因用于后续分析。
1.2.3 GO 和 KEGG 分析 在线软件 Enrichr（http：//amp.
pharm.mssm.edu/Enrichr） [10] 对差异 miRNAs 靶基因进行 GO
和 KEGG信号通路富集分析。P<0.05设定为差异有统计学意
义的阈值条件。 P值从小到大排列。
1.2.4 PPI网络及 hub基因 STRING（https：//string-db.org）[11]

分析靶基因的蛋白相互作用网络。 STRING分析得到 PPI网

络中 TSV文件。 结合 Cytoscape软件[12]插件 cytohubba，根据
degree节点分析 top10关键基因。利用 Cytoscape分析关键基
因与预测靶基因的 miRNAs的调控网络图。
1.2.5 生存分析 利用 Kaplan-Meier Plotter（http：//kmplot.
com/analysis/index.php?p=background）[13]分析 top10 hub基因与
患者总体生存率的相关性，选取所有肉瘤患者（共计 259名）。
检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 RMS中差异 miRNAs分析
根据 GEO2R分析正常横纹肌组织和 RMS组织共计得

到 2 549个差异 miRNAs，在 RMS 中上调 miRNAs 有 1 318
个、下调 miRNAs有 1 231个。 Sangerbox分析差异 miRNAs，
结果显示上调 miRNAs（红色）有 4个，下调 miRNAs（绿色）有
1个（图 1）。根据|log2FC|>1.5，P<0.05 筛选差异 miRNAs，在
RMS中上调 miRNAs为 miR-410-3p、miR-381-3p、miR-483-
3p和 miR-376a-3p，下调 miRNAs 为 miR-29c-3p 和miR -
145-5p（表 1）。 有研究表明，miR-381、miR-29、miR-145参
与多种肿瘤的发生发展。

2.2 预测差异 miRNAs的靶基因
利用 TargetScan、miRDB、miRwalk分别预测上调 miRNAs

miR-410-3p、miR-381-3p、miR-483-3p、miR-376a-3p 和下
调 miRNAs miR-29c-3p和 miR-145-5p的靶基因，利用Veen
图对预测出的靶基因取交集（表 2）。 结果显示，miR-410-3p

图 1 火山图分析差异 miRNAs

表 1 筛选的差异 miRNAs

miRNA_ID P值 log2FC

hsa-miR-410-3p

hsa-miR-381-3p

hsa-miR-483-3p

hsa-miR-376a-3p

hsa-miR-29c-3p

hsa-miR-145-5p

0.000%218

0.000%562

0.000%140

0.006%659

0.000%323

1.47E-05

1.633%68

1.583%589

1.558%337

1.542%052

-1.548%45

-1.791%7

4.83

3.86

2.90

-l
og

10
P

1.93

0.97

0
-2.50 -1.67 -0.83 0 0.83 1.67 2.50

log2FC
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在 3个预测软件分析交集靶基因共计 112 个、miR-381-3p
交集靶基因 324 个、miR-483-3p 交集靶基因 50 个、miR-
376a-3p交集靶基因 26个、miR-29c-3p交集靶基因 330个、
miR-145-5p交集靶基因 420个（表 2），共计 1 262个靶基因。
2.3 差异 miRNAs预测靶基因的 GO和 KEGG通路

差异 miRNAs预测靶基因的 GO富集于 RNA聚合酶Ⅱ
启动子转录的调控、DNA模板转录的正向和负向调控、神经
系统发育等生物功能（图 2A）；富集于染色质、黏着斑、细胞
骨架、细胞质等细胞组成成分（图 2B）；富集于 RNA聚合酶
Ⅱ、DNA结合、转录因子活性、泛素蛋白转移酶活性等分子
功能。 KEGG显示参与信号通路为调节干细胞多能性的信

号通路（图 2C）、蛋白质消化吸收、黏着斑、Hippo 信号通路
（图 2D）。

表 2 差异miRNAs预测交集靶基因

miRNAs
预测靶基因交集数

（数据库≥3）

hsa-miR-410-3p

hsa-miR-381-3p

hsa-miR-483-3p

hsa-miR-376a-3p

hsa-miR-29c-3p

hsa-miR-145-5p

112

324

50

26

330

420

A.%生物学过程

B.%细胞组成

C.%分子功能

D.%KEGG信号通路

图 2 GO富集和 KEGG信号通路分析靶基因

Adherens junction
Axon guidance
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications

Proteoglycans in cancer
Hippo signaling pathway

Thyroid hormone signaling pathway

Hepatocellular carcinoma
Focal adhesion
Protein digestion and absorption
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells

regulation of transcription from RNA polymerase Ⅱ promoter（GO:0006357）
positive regulation of transcription from RNA polymerase Ⅱ promoter（GO:0045944
positive regulation of transcription，DNA-templated（GO:0045893）
negative regulation of transcription，DNA-templated（GO:0045892）
negative regulation of nucleic acid-templated transcription（GO:1903508）
positive regulation of gene expression（GO:0010628）
negative regulation of transcription from RNA polymeraseⅡ promoter（GO:0000122）
negative system development（GO:0007399）
regulation of transcription，DNA-templated（GO:0006355）
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway（GO:0007169）

chromation（GO:0000785）
focal adhesion（GO:0005925）
cytoskeleton（GO:0005856）
cytoplasmic stress granule（GO:0010494）
actin cytoskeleton（GO:0015629）
cytoplasmic vesicle（GO:0031410）
integral component of plasma mermbrane（GO:0005887）
endocytic vesicle（GO:0030139）
cytoplasmic ribonucleoprotein granule（GO:0036464）
nuclear chromatin（GO:0000790）

RNA polymerase Ⅱ regulatory region sequence-specific DNA binding（GO:0000977）
core promoter proximal region sequence-specific DNA binding（GO:0000987）
transcription factor activity，RNA polymerase Ⅱ core promoter proximal region sequence-specific binding（GO:0000982）
transcriptional activator activity，RNA polymerase Ⅱ core promoter proximal region sequence-specific binding（GO:0001077）
RNA polymerase Ⅱ core promoter proximal region sequence-specific DNA binding（GO:0000978）
transcriptional activator activity，RNA polymerase Ⅱ transcription regulatory region sequence-specific binding（GO:00012２８）
transcription regulatory region sequence-specific DNA binding（GO:0000976）
DNA binding（GO:0003677）
ubiquitin-protein transferase activity（GO:00004842）
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2.4 差异 miRNAs预测靶基因的 hub基因分析
STRING 分析靶基因结合 Cytoscape 中 Cytohubba 插件

得到 top10 hub基因为 SPSB4、VHL、SKP1、FBXL3、CTNNB1、
SMAD4、SMAD2、SMAD3、NRAS、KRAS（图 3A）。 根据 hub基
因查询前述预测靶基因的 miRNAs，将 hub基因联合 miRNAs
得到 miRNAs-靶基因的分子调控网络（图 3B），黄色节点代
表 miRNA，蓝色节点代表靶基因，表明同一个 miRNA可以靶
向调节多个靶基因。
2.5 hub基因结合生存分析曲线分析

将筛选的 hub基因 SPSB4、VHL、SKP1、FBXL3、CTNNB1、
SMAD4、SMAD2、SMAD3、NRAS、KRAS 结合患者生存曲线，
分析 hub基因对患者总体生存率的影响。 结果显示，P>0.05
的 SKP1、CTNNB1、SMAD2、SMAD3，无论表达高低，对患者
总体生存率无明显影响（图 4G、H、I、J），无统计学意义；P<
0.05 的 SPSB4、VHL、FBXL3、SMAD4、NRAS、KRAS 具有统
计学意义，其中 FBXL3高表达，SPSB4、VHL、SMAD4、NRAS、
KRAS低表达显示患者预后较好（图 4A、B、C、D、E、F）。 在
RMS 中，FBXL3、SPSB4、VHL、SMAD4、NRAS、KRAS 可能作
为潜在的分子研究靶点。

3 讨 论

RMS作为儿童常见的恶性软组织肿瘤，恶性程
度高，患者生存率低，发病机制尚不完全明确[1]。 深
入探索 RMS的分子机制，对靶向药物的研究极为
重要。 本研究利用生物信息学分析正常横纹肌组织
和 RMS组织，筛选差异 miRNAs预测靶基因。GO富
集和 KEGG 分析靶基因，结果显示参与 RNA 聚合
酶Ⅱ启动子转录调控 DNA模板转录的调控、 染色
质、黏着斑、DNA结合、转录因子活性及调节干细胞
多能性的信号通路、蛋白质消化吸收等过程，hub基
因结合生存分析确定 miR-145-5p（SPSB4、FBXL3、
SMAD4、NRAS）、miR-29c-3p（VHL）和 miR-381-3p
（KRAS）可为 RMS的研究提供参考。

已发现 miRNAs参与多种肿瘤的增殖、侵袭等
生物学过程。 miR-145-5p在不同肿瘤中发挥重要
作用，在食管癌中下调 lncRNA PVT 1可抑制 FSCN
1进而促进 miR-145-5p 表达，从而抑制食管癌细
胞迁移、侵袭和促进细胞凋亡[14]。 lncRNA BRE-AS1
与 miR-145-5p结合，调节前列腺癌的凋亡与增殖，
具有早期诊断价值[15]。 在黑色素瘤中，miR-145-5p
靶向调节 NRAS 可以抑制肿瘤的增殖、侵袭与迁
移 [16]。 MiR-145-5p 与 SPSB4、FBXL3、SMAD4靶基
因的相关研究尚未见明确的报道。研究表明，SPSB4
下调可增强 EphB2介导的细胞排斥反应，而EphB2
在肿瘤细胞的侵袭活动中发挥重要作用，其在肿瘤
中的其他作用可做进一步研究[17]。 c-MYC在肿瘤细
胞的增殖中起重要作用[18]，FBXL3在昼夜节律中发
挥重要作用[19]。 研究显示，miR-181d在大肠癌中高
表达，可直接靶向调节 CRY2 和 FBXL3 结合抑制
c-MYC降解，促进癌细胞的生长和转移[20]。 miR-574-
3p在骨肉瘤中表达下调，过表达miR-574-3p可以抑
制 SMAD4表达，抑制癌细胞生长，促进凋亡[21]。 在
RMS的 RD细胞中，Smad4的 mRNA和蛋白表达明
显高于正常横纹肌细胞[22]，可结合 miR-145-5p进一
步分析。

已在多种肿瘤中发现 miR-29作为抑癌因子影
响肿瘤的发展[23]。 通过微阵列分析恶性周围神经鞘
瘤发现，miRNA-29c 在肿瘤中表达下调，过表达
miR-29c可抑制癌细胞侵袭迁移[24]。 miR-29家族在
骨肉瘤中明显下调，转染 miR-29abc模拟物可降低
甲氨蝶呤耐药性，增加癌细胞凋亡[25]。过表达miRNA-
29c可靶向抑制整联蛋白 β1和基质金属蛋白酶 2
的表达，并抑制肺癌细胞对细胞外基质的粘附，降
低癌细胞的转移[26]。 miR-29在 RMS中发挥抑癌作
用，过表达 miR-29可抑制 NF-κB-YY1途径，抑制

图 3 Top10%hub基因和miRNAs-mRNA分子调控网络

A.%hub基因 B.%miRNAs－靶基因

SPSB4 VHL

FBXL3

NRAS

SMAD4 KRAS

SMAD2 SMAD3

SKP1

CTNNB1

SMAD3 SMAD4

NRAS

FBXL3

SKP1

SPSB4

SMAD2

KRAS CTNNB1

VHL

hsa-miR-381-3p hsa-miR-483-3phsa-miR-145-5p

hsa-miR-29c-3p
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肿瘤生长[27]。 VHL作为抑癌基因，在肾细胞癌中研
究较多，GLS1抑制剂可以诱导核苷消耗和 ROS增
强导致 DNA复制无法激活，抑制 VHL-/- RCC细胞
的生长[28]。 Daam2在神经胶质细胞发育中发挥重要
作用，Daam2 通过抑制 VHL 表达促进神经胶质瘤
的发生发展[29]。 RMS尚未在报道中明确发现miR-
29c-3p靶向调控 VHL的研究，可做进一步分析。

SETDB1作为 miR-381-3p的直接靶标，过表达
miR-381-3p可以抑制 SETDB1的表达，抑制乳腺癌
细胞的增殖、迁移和促进凋亡[30]。 KRAS作为致癌基

因，已在乳腺癌、胰腺癌、肺癌等多种癌症中发现其
突变促进肿瘤的发生[31]。 在未分化的多形性肉瘤案
例中，利用高通量基因测序分析显示 KRAS存在突
变[32]。 在肺腺癌中，KRAS突变可通过 p-ERK信号
诱导 PD-L1表达，PD-L1阻断可能为 KRAS突变的
一种治疗方法[33]。
综上所述，正常横纹肌组织和 RMS 组织的差

异 miRNAs-靶基因可能会影响 RMS的发生发展，
为横纹肌肉瘤的研究提供新的思路，为后续的实验
提供参考。

图 4 Top10%hub基因的表达与患者总体生存率的关系
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