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·储存血细胞中非编码RNA专题·                                            ·综述·
储存血细胞中非编码RNA研究进展*

苑召虎  魏亚明

     【摘要】  非编码RNA（Non-coding RNA，ncRNA）是一类不编码蛋白质的RNA。在红细胞及血小板储存损伤发生发展

中起调控作用的非编码RNA主要集中在microRNA、 lncRNA及circRNA，本文将围绕此3种非编码RNA在红细胞及血小板储

存损伤中的作用展开探讨。 
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输血医学已经成为临床医学中不可或缺的重要组成部

分，保障患者安全、有效、合理和经济的用血是临床医疗

机构输血治疗技术水平的重要体现。成分输血是临床输血

治疗主要标志 [1 ]。临床上，红细胞输注的主要目的是为了

提高血液中的氧合血红蛋白含量，血红蛋白与从肺部吸入

的氧气结合，运送到身体各个器官组织，从而改善机体缺

氧状态。血小板成分输注在临床治疗上被广泛应用于治疗

血小板减少或血小板功能障碍相关疾病，血小板通过内皮

下组织的胶原纤维结合蛋白以及凝血酶等激活后，发生变

形、释放和聚集等一系列反应，起到初期止血的作用。

血 液 离 开 机 体 在 体 外 储 存 过 程 中 会 发 生 一 系 列 生 理

生化、形态结构和功能变化，称为“储存损伤”。研究显

示，储存红细胞的生化、形态学和组学特征在大约14天后

发生了明显的变化，血液流变学指标发生明显改变，血液

粘度和聚集性增高，红细胞变形能力下降，通过毛细血管

时容易遭到破坏从而加重局部缺血。红细胞的体外储存损

伤除引起红细胞直接破坏外，还可促进红细胞自杀性程序

性死亡，即衰亡（eryptosis） [2]。研究显示储存损伤可促进

受者血液中1 /4以上储存红细胞在输注24  h后迅速清除 [3 ]。

我们及他人的研究显示，一氧化氮（NO）可有效改善红细

胞变形能力，血液粘度下降，使血流阻力减少，血流流速

增加，改善了血液流变特性，增加了血液携氧和运输营养

物质的能力 [4，  5 ]。与红细胞相似，血小板在保存期间也会

发生形状和生物化学变化，这些变化包括血小板圆盘状消

失，形态由双面凸形向球形转变、树枝突起及伪足生成，

导致血小板膜糖蛋白的改变。血小板保存过程中的代谢导

致 耗 氧 增 加，使 乳 酸 大 量 堆 积、酸 度 升 高、p H 下 降，进

而导致血小板活化、血小板颗粒分泌并释放出内容物，其

“活化”的形态学变化还常伴有凋亡，进而导致其体外功

能的变化，如粘附和聚集等，反映了血小板在储存期间完

整性和功能的丧失[6]。

红细胞和血小板都属于无核细胞，但研究显示在红细

胞及血小板胞浆中仍存有大量的非编码RNA（Non-coding 

RNA，ncRNA），而且这些非编码RNA对红细胞和血小板

的发育至关重要，这些非编码RNA根据碱基长度可以分为

短链RNA［如微小RNA（MicroRNA，miRNA）、内源性

小干扰RNA（Small interfering RNA，siRNA）、与Pi蛋白

相互作用  RNA（Piwi-interactiing RNA，Pi RNA）］、长

链非编码RNA（Long noncoding RNAs， lncRNA）以及与

以上线性结构不同的环状RNA（circular RNA，circRNA）

等 [7-10]。非编码RNA是参与基因转录后调控的小分子RNA，

其 本 身 并 不 编 码 任 何 蛋 白 质，只 能 通 过 逆 向 调 节 靶 基 因

（mRNA）来调节蛋白质的合成与分解 [11]。不同造血细胞中

ncRNA存在不同的表达类型，以此可以区分不同的造血细

胞系，且不同的ncRNA在造血细胞系的不同阶段发挥的作

用不同 [12 ]。近年来，研究显示在红细胞或血小板在体外储

存过程中，ncRNA呈现不同表达状态，有可能成为“储存

损伤”的标志物 [8-10]。虽然红细胞、血小板仍存在体外低温

存储的情况，如-80℃保存的冰冻血小板及冰冻甘油红细胞

等，但目前关于储存血细胞中非编码RNA的研究都集中在

常规保存条件下（红细胞在4±2 ℃保存，血小板在22±2 ℃

保存）。 

1   miRNA  miRNA是一种内源性、广泛存在于真核生物中

的 单 链 小 R N A。m i R N A 基 因 以 单 拷 贝、多 拷 贝 及 基 因 簇

的形式离散地分布在基因组中，其中70％～90％位于间隔

区，其 余 位 于 内 含 子 或 外 显 子 上。大 多 数 m i R N A 基 因 在

RNA聚合酶Ⅱ作用下转录产生几百至几千个核苷酸的初级

miRNA产物（pri-miRNA），在细胞核内被RNaseⅢ内切酶

家族的Drosha酶切割成70个核糖核苷酸左右的发夹状前体

miRNA（pre-miRNA），pre-miRNA在转运蛋白的作用下

转运出核，然后经Dicer酶切割成长度约19～25个核苷酸的

成熟miRNA[13 ,14]。miRNA在多种生命过程中发挥着重要作
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用，其在特定的细胞或组织、时间、发育阶段才会表达，

提示它对组织的发育有着潜在的重要作用 [7-9]。

1 . 1   m i R N A 在 体 外 储 存 红 细 胞 中 的 表 达 及 其 在 储 存 损 伤

的 作 用 ： m i R N A 在 造 血 过 程 中 的 重 要 作 用 早 期 已 有 报

道，近 期 人 们 发 现 成 熟 红 细 胞 内 含 有 大 量 m i R N A。2010

年，MEGANATHAN KANNAN等首次提供了存储红细胞

的 m i R N A 差 异 图 谱，为 识 别 新 的 储 存 损 伤 的 R B C 生 物 标

志 物 开 辟 了 新 的 途 径，提 出 了 储 存 红 细 胞 可 能 存 在 靶 基

因-miRNA调控途径 [1]。2015年，CHINTAMANI ATREYA

通过在人有核红细胞系过表达hsa-miR-196a，证实了hsa-

miR-196a对红细胞衰亡和ATP消耗的保护作用 [2]。随后探索

了AGO2 -miRNA复合体在成熟红细胞中的作用。我们通过

基因芯片研究显示，当储存20天红细胞与新鲜组比较时，

有109个miRNA在储存过程中表达上调和102个基因表达下

调。经RT-PCR验证的13个miRNAs中，miR-31 -5p、miR-

196a-5p、miR-203a、miR-654 -3p，miR-3591 -5p和miR-

769 -3p表达上升， le t -7a-3p、miR-96 -5p、miR-150 -5p和

miR-197 -3p表达下降，具有明显变化趋势的miRNAs可以

作为“储存损伤”的生物学标志物 [15 ]。其中，miR-196a -

5p、 le t -7a-3p、miR-96 -5p、miR-150 -5p、miR-145 -3p和

miR-197 -3p被证实与RBC和血小板储存过程中的凋亡信号

通路有关，其中miR-196a-5p、miR-96-5p、miR-150-5p和

miR-197-3p在红细胞储存0～20天时表现为上升趋势， le t-

7a -3p和miR-145 -3p在红细胞整个储存过程中均保持较低

水平， let-7b可作为分期特异性红细胞转录程序的关键调控

因子，而miR-150-5p的下调是红细胞生成所必需的；miR-

96 -5p在网织红细胞中亦高表达，与Hb形成有关 [16，17 ]。通

过KEGG预测分析显示，miR-203a、miR-654-3p和miR-31-

5p表达上调调节CASP10表达下调；miR-203a和miR-196a-

5p表达上调调节CASP8表达下调；miR-31 -5p表达上调调

节MAP3K14表达下调；miR-203a表达上调调节IL3表达下

调；miR-203a、miR-654-3p、miR-3591-5p和miR-31-5p表

达上调调节PPP3CA表达下调；miR-203a、miR-654 -3p和

miR-3591-5p表达上调调节ATM表达下调，从而抑制凋亡，

延长红细胞储存时间 [5，17 ]。SARACHANA等学者分析发现

了四种与红细胞储存损伤相关的mricoRNA，通过RT-PCR

分析发现这4个miRNA在第14天和第28天存在差异表达。

生物信息学分析确定了这些miRNA的潜在靶点和生物学功

能。在人红细胞细胞系中过表达hsa-miR-196a证实了它对

细胞死亡和ATP丢失的保护作用 [8]。

1.2  miRNA在体外储存血小板中的表达及其在储存损伤的

作用：与红细胞相似，血小板中亦含有大量的miRNA，这

些miRNA表达量随着血小板在体外保存时间的延长，呈现

不同变化趋势。在体外储存血小板中miRNA表达量降低为

主要趋势，升高的miRNA数量远少于降低的miRNA，这些

变化的miRNA可通过调控相应的蛋白表达来影响血小板的

聚集功能。如在血小板活化聚集通路中miR-223、miR-21、

let-7b可通过相关的mRNA来调节血小板中蛋白表达，进而

影响血小板的聚集功能。血小板miRNA的靶基因还与血小

板活化、脱粒、血小板源生长因子受体信号通路及干细胞

分化等相关。其中miR-223显示了对P2Y12的调控、对血小

板活化通路的影响，且具有易检测的特征，具备成为首个

血小板储存损伤的生物学标记的潜质 [18 ]。在人类中，估计

约60%的蛋白编码基因受miRNAs的调控，并被认为参与了

大部分的生理和病理过程。在血小板储存条件下，miRNAs

继 续 发 挥 活 性，血 小 板 贮 藏 过 程 中 与 血 小 板 表 型 相 关 的

miRNA-mRNA表达可能发生改变。多种靶向预测显示一个

miRNAs可以靶向多个mRNA，大多数mRNA被多个miRNAs

靶 向，揭 示 了 m i R N A 谱 和 血 小 板 反 应 性 之 间 的 联 系 [19 ]。

KANNAN等学者通过膜阵列miRNA分析明确了血小

板储存凋亡相关的52个miRNA，研究显示miR-150、miR-

151、miR-152、miR-184、miR-188、miR-196a、miR-197

和miR-202在血小板的体外储存期间始终保持较高水平；

Let-7b和miR-16在PLT存储过程中表现出显著增加的趋势，

而miR-7和miR-145表现出显著下降的趋势，并进一步通过

生物学信息预测出这四个miRNA潜在的靶mRNA，为血小

板存储相关病变的分子机制提供新的见解 [7]。通过KEGG数

据库及相关文献推测miRNA与血小板活化聚集过程存在有

调控关系，如 le t -7b影响GPⅢa从而影响血小板聚集过程，

miR-223参与对P2Y12  mRNA表达的调控，从而影响P2Y12

蛋白的合成，miR-21也可能作用于P2Y12 [18]。此外，miR-

326可下调抗凋亡基因 B c l - x L的表达外，进而引起血小板

凋亡 [20 ]。与上述结果一致的是，在血小板储存过程中miR-

16靶基因的增加参与了凋亡。DAHIYA等还发现在储存的

血小板中，miR-570可与编码mRNA的线粒体ATP酶亚基g 

（ATP5L）相互作用，因此，miR-570也可以作为存储血小

板质量和活性的生物标志物之一 [21]。通过ApoE-/-小鼠模型

研究显示来源于小鼠血小板的miR-25-3p可通过NF-κB以减

轻脂质氧化 [22]。miR-96可以作用于VAMP8相关的mRNA，

VAMP8可通过影响ADP在血小板活化聚集通路中起作用，

miRNA-96含量与VAMP8蛋白及其mRNA的含量呈反比，并

且miRNA-96具有抑制VAMP8蛋白表达的作用，从而可降

低血小板的活化能力 [23]

2   长 链 非 编 码 R N A（ l o n g  n o n c o d i n g  R N A， l n c R N A）  

lncRNA是一种长度大于200bp，不能编码蛋白质，具有重

要 调 控 功 能 的 转 录 本。大 量 研 究 证 实 l n c R N A 可 在 表 观 遗

传、转录、翻译和蛋白修饰等四个水平调控基因的表达，

在细胞分化、增殖、凋亡等过程中发挥重要作用。lncRNAs

在不同的组织，发育阶段和生理情况下的表达也不同；有

些是生命所必需的，有些只是特定的发育阶段或生理功能

所必需的。lncRNA与DNA、RNA及蛋白质通过多种方式相

互作用，通过碱基互补配对或者是形成结构域来发挥调节

作用。

2.1  lncRNA在体外储存红细胞中的表达及其在储存损伤的

作用：截至投稿，关于 lncRNA在RBC中功能的研究，更多

的集中在红系祖细胞的分化、白细胞激活和DNA修复上，
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与红细胞储存损伤相关研究尚处于早期阶段；早期丁楠等

学者通过高通量测序技术获得转录组数据，从脐带血造血

干 细 胞 到 无 核 成 熟 的 红 细 胞 共 六 个 阶 段（即 H S C、P 2、

P3、P4、P5和无核RBC六个阶段）中研究发现了1  034个

已知 lncRNAs，明确了35  090对 lncRNAs-基因潜在的互作

关 系，综 合 分 析 表 明 l n c R N A 可 参 与 调 控 红 细 胞 的 成 熟，

特 别 是 与 血 红 蛋 白 代 谢、对 氧 反 应 性 和 D N A 损 伤 的 有 关
[24 ]。 J U A N 等学者通过全基因组分析发现了多种在红细胞

生成过程中动态表达及显示表观遗传调控的 l ncRNAs，这

些 l ncRNAs可被关键的红细胞转录因子GATA1、TAL1或

KLF1靶向控制，这些 lncRNA的耗尽可严重损害红细胞的

成 熟，抑 制 红 细 胞 体 积 的 减 小 及 去 核 过 程 [25 ]，如 l n c R N A 

shlnc-EC6可通过Rac1/PIP5K信号通路调节小鼠胚胎成熟红

细胞的去核 [24]。

2.2  lncRNA在体外储存血小板中的表达及其在储存损伤的

作用：早期我们通过芯片研究显示在人血小板储存过程中

有 大 量 的 l n c R N A 表 达 发 生 改 变，第5天 与 第2天 相 比，有

162种 l n c R N A 表 达 发 生 了 变 化，升 高 的 有4种，降 低 的 有

158种；第8天与第2天相比，有691种lncRNA发生变化，表

达升高的有20种，降低的有671种；第8天与第5天相比，

有246种 l n c R N A 发 生 变 化，有2种 表 达 升 高，244种 表 达

降 低，分 析 表 明 部 分 变 化 的 l n c R N A 与 血 小 板 聚 集、血 小

板 激 活、内 吞 等 生 理 过 程 相 关。K E G G 功 能 分 析 显 示 l n c -

WBSCR16 -3∶6、 l nc -CHD1L-1∶10、 l nc -EWSR1 -2∶1

及 l n c - P I M2 -1∶1与 内 吞 途 径 高 度 相 关。血 小 板 激 活 也 在

KEGG分析统计中被高度富集，血小板储存损伤发生时，血

小板首先发生激活，释放出一系列炎症因子，同时伴随着

血小板凋亡的发生，其生理功能和存活率显著下降。KEGG

分析表明 lnc -FAM75A7 -2∶5、 lnc -MARCH6 -2∶1、 lnc -

TMEM86B-2和lnc-TOMM22-1∶1在血小板激活中具有重要

的意义，为进一步探究血小板储存损伤机制提供了新的靶

点 [26]。cis调控分析得出lncRNA-mRNA可能的相互调节关系

如下： lnc-USP39-1调控VAMP8的表达； lnc-TMEM86B-2

调 控 G P6的 表 达； l n c - M A P K13 -3调 控 M A P K14的 表 达；

l n c - F O X S 1 - 2调 控 B C L 2L 1的 表 达； l n c - C A P N 2 - 1调 控

CAPN2的表达等等，这些调控关系与血小板的激活或凋亡

有着密不可分的联系 [27-29]。研究显示血小板 lncRNA表达量

随着血小板储存时间的延长而呈不同的变化趋势，下调的

lncRNA数量较多，且下调幅度更明显，lncRNA的表达随着

血小板生理状态的变化而改变，部分变化的 lncRNA与血小

板生理功能相关，并且在血小板储存损伤中发挥作用 [26]。

3  环状RNA（circular RNA，circRNA）   circRNA是一类

新的共价闭合单链RNA，通过特殊的选择性剪切，由外显

子或内含子衍生而来。circRNA的主要生物学功能有miRNA 

sponge、调控蛋白结合、调控基因转录、编码功能。由于

没有游离的ploy(A)末端，环状RNA对RNA核酸外切酶和脱

支酶存在一定的抗性，无论在细胞核中还是在细胞质中都

可稳定存在 [3]。

3.1  circRNA在体外储存红细胞中的表达及其在储存损伤的

作用：研究显示有核细胞的circRNA丰度约占细胞总mRNA

的2％~4％，在无核的血小板和红细胞这一比例更高，已经

证实多个circRNA比人类红细胞中的相对应线性mRNA高出

50到1  000倍。在造血系统中，通过RNA-seq分析鉴定出造

血细胞表达的55 187个环状RNA，数据显示显著的细胞类型

特异性和非编码转录本在造血过程中的潜在调控作用。在所

有造血细胞中，血小板和红细胞含有的circRNA数量最多，

并 且 c i r c R N A 的 类 型 和 数 量 在 成 熟 过 程 中 发 生 变 化 [4，5 ]。

红细胞及血小板没有细胞核，它们需要使用RNA来维持其

功能，对环境因素作出反应，或通过微囊泡向其他细胞传

递信号 [6，7]。红细胞中circRNA丰度高，稳定性好，可作为

红细胞储存损伤的标志物，此外，circRNA在红细胞代谢和

储存病变中也起着重要调控作用。

早期我们通过高通量测序分析在储存红细胞中发现了

2  586个已知的和6  216个新发现的circRNA，储存红细胞中

存在100多种表达差异的circRNA，其中下调的circRNA数

量较多，且下调幅度比升高幅度更大。mireap、miranda、

t a r g e t s c a n 和 m i r T a r B a s e 预 测 显 示 有 多 个 c i r c R N A 可 靶 向

作用于 m i R N A 和 m R N A，如通过 C i r R N A - m i R N A - m R N A

分析得出：hsa_c i r c_00007470的两个靶miRNA，即hsa -

miR-155 -5p与hsa -miR-6827 -5p的靶蛋白是MRP4。hsa_

c i r c _00007470和 其 靶 m i R N A 都 起 着 调 控 M R P4的 作 用。

hsa_circ_00007470或许能通过解除miRNA对MRP4的抑制

作用通过ATP代谢改善红细胞变形能力。生物信息学分析显

示这些变化的circRNA主要与泛素介导的蛋白水解、RNA降

解、RNA转运、cAMP信号通路、红细胞粘着连接、TGF-β

信号转导、AMPK信号通路及细胞周期中凋亡通路等生理过

程相关。我们研究显示circRNA.0007127可能通过吸附miR-

513a-5p，促进下游靶基因CASP8表达，进而调控红细胞的

细胞凋亡，这一过程类似于K-562氧化应激反应中的调控过

程。在整个红细胞储存期，泛素介导的蛋白水解通路一直

为变化最为显著，其余通路的名称及排名随储存时间发生

变化，说明circRNA的差异表达与红细胞生理状态改变有一

定敏感性与相关性 [30]。此外，JENNIFER F.DOSS等人分析

发现miR-4732-3p可靶向作用于SMAD2和SMAD4，这两种

关键成分涉及TGF-β途径与红细胞生成有关 [31]。

3.2  circRNA在体外储存血小板中的表达及其在储存损伤的

作用：目前，关于circRNA在红细胞储存损伤中的研究尚处

于早期阶段。MASS等人研究显示在储存血小板中有3  324

个c i r cRNA表达。血小板虽然缺乏细胞核，但与其他组织

相比，血小板中含有更多c i rcRNA的表达。如在ACVR2A

和SMARCA5中circRNA的表达显著高于mRNA。circRNA

在磷酸二酯酶PDE3A、PDE4D和PDE5A中表达也得到了验

证，PDEs可水解cAMP和cGMP，控制血管舒张、心脏收缩

和抑制血小板聚集 [32]。此外，血小板还可将胞浆中circRNA

血小板囊泡（微囊泡和外泌体）释放到体外发挥作用 [33]。

4   其 他 非 编 码 R N A   红 细 胞 和 血 小 板 中 除 含 有 大 量 的
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m i R N A、 l n c R N A 及 c i r c R N A 外，亦 含 有 部 分 s i R N A 及

PiRNA。SiRNA是一类双链RNA分子，长度为20~5个碱基

对，它可干扰表达与其互补的核苷酸序列的mRNA，从而防

止翻译，目前体外过表达的siRNA常用于各种分子生物学实

验，但是目前仍未见有内源性siRNA在体外储存红细胞及血

小板中相关作用的报道 [7-10]。PiRNA是一类含有24~31个核

苷酸残基的非编码RNA，可通过结合argonaute蛋白的PIWI

亚家族发挥作用，具有维持基因组稳定以及调节表观遗传

学、生殖干细胞分化、胚胎发育等功能，但目前尚未见有

在体外储存红细胞及血小板中作用的相关报道[7-10]。 

5  展望  通过对ncRNA功能的阐述，使我们明确非编码RNA

调控血细胞存储损伤中的重要作用，同时，也揭示了非编

码R N A s 很 可 能 成 为 血 细 胞 储 存 期 间 的 重 要 调 节 因 子。对

ncRNAs的功能以及它们之间、它们和mRNA及DNA之间的

相互作用的研究，有利于进一步明确ncRNA在血细胞存储

过程中调控机制，提高血细胞体外储存的质量，延长体外

储存时间，进而改善患者输血疗效。
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·储存血细胞中非编码RNA专题·                                            ·论著·
储存红细胞中circRNA变化对泛素介导蛋白水解通路调控的

预测分析*

张怡宇  黄国清  张勇刚  苑召虎  王强  陈小洁  黄建云  李楠  魏亚明

     【摘要】  目的  探讨储存红细胞中circRNA对泛素蛋白水解通路调节的可能机制及其在红细胞储存损伤中可能发挥的作

用的预测分析。方法   健康无偿献血者3（人）份血液制备的悬浮红细胞，过滤白细胞后平均分为新鲜组（0  d组），4  ℃储

存20  d红细胞组（20  d组），4  ℃储存40  d红细胞组（40  d组）；对3组标本用高通量测序检测，然后做KEGG和GO分析，

选取母基因在泛素介导的蛋白水解通路中的circRNA做PCR验证，用circBase和mirTarBase完成数据库注释与靶向预测，并

将miRNA可能作用的mRNA也进行了关联分析。用circRNA interactome预测circRNA的RBP结合蛋白。结果   与泛素蛋白水




