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))%摘要&)@dKBE<6 技术是一种使用深度测序技术的转录组学分析方法"利用高通量下一代测序技术来

调查*表征和量化转录组"可以迅速全面检测某一物种特定组织特定细胞在某一状态下的几乎所有的转录本

和基因序列"已广泛应用于基础研究*临床诊断以及药物研发等领域) 多项研究证实其测量精度可与微阵列

和定量聚合酶链式反应相媲美) @dKBE<6 技术可以准确检测在糖尿病视网膜病变'U@(的发病机制中发挥重

要作用的 .@dK和非编码 @dK) 利用这一技术研究 U@的基因调控及分子机制"有助于寻找 U@早期诊断和

预测预后的生物标志物"全面系统的研究并分析特定生物学过程中的分子作用机制并寻找新的治疗靶点"对
U@的基础研究和临床治疗都将具有重要意义) 本文从 @dKBE<6 技术的优势*测序平台的选择*文库制备和

数据分析 - 个方面对该技术进行全面系统的阐述"并对该技术在 U@中取得的进展进行总结和分析)
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))自发现转录组是基因组和蛋白质组间的关键中间体以来"

转录本的鉴定和基因表达的量化一直是分子生物学研究的核

心内容
+(, ) *, 世纪 S, 年代初"表达序列标签和基因表达序列

分析是早期分析基因表达的方法"S, 年代末"微阵列由于其高

通量的特性迅速成为研究基因表达的首选方法
+*h+, ) @dKBE<6

是一种使用深度测序技术的转录组学分析方法"可准确地捕捉
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数千个基因和 @dK分子亚型"目前已成为转录组基因表达定

量的金标准
+:h2, ) 其利用高通量下一代测序技术来调查*表征

和量化转录组"并且允许识别新的外显子*剪接位点和转录

本
+4h(,, ) @dKBE<6 现已广泛应用于神经系统*心血管系统*血

液系统*消化系统等研究领域"并逐渐取代 UdK微阵列"成为

转录组分析的首选方法
+((, ) 在眼科研究领域中"@dKBE<6 日渐

成为一种重要的测序工具"在多种眼科疾病的研究中都取得了

一定进展"为进一步明确诊断*发掘潜在致病基因*探索致病机

制和临床方法提供新的思路
+(*h(3, ) 本文从 @dKBE<6 技术的优

势*测序平台的选择*文库制备和数据分析以及该技术在糖尿

病视网膜病变 ' ]0/O<>08C<>0=9a/>ZY"U@( 中取得的进展进行

综述)

E>A[=;/1\技术的优势

@dKBE<6 技术与微阵列相比有明显的优势) 第一"@dKB

E<6 可用于检测已知的转录本"也可以识别*表征和量化新的剪

接亚型"检测等位基因的特异性表达 +((, #而微阵列仅可以对带

注释的转录组进行全面采样"不能对整个转录组进行测序*发

现新的基因和研究可变剪切转录本
+4"(2, ) 第二"它可以使研究

人员对基因组进行正确注释"并在单核苷酸分辨率下定义基因

的转录边界和表达单核苷酸多态性
+(4, ) 第三"相对于微阵列

而言"@dKBE<6 的/背景信号0低"没有量化上限"可以更加准确

测定 @dK的表达水平"因此可以在更大动态范围内检测到转

录表达水平的变化情况
+(S, ) 第四"@dKBE<6 可以与不同类型的

生化分析相结合"分析 @dK生物学的许多其他方面"如 @dK

蛋白结合*@dK结构和 @dK相互作用"或者结合其他组学数

据"将基因表达与基因组特征 '如表观遗传变化*UdK序列改

变和蛋白质相互作用(联系起来 +3, )

F>A[=;/1\测序平台的选择

在使用 @dKBE<6 技术之前"首先要根据试验样本选择一个

合适的测序平台"虽然大多数测序平台都遵循相似的处理步

骤"但是在处理生物化学和产生阵列的方式上存在差异"因此

获得的数据也大不相同
+*,, ) 当 @dK样本数量有限时"首选

?<1089E测序"用于 ?<1089E测序的样品制备步骤相对简单"同时

省略了聚合酶链式反应扩增步骤) 然而 ?<1089E测序有 ( 个固

有的错误率"所以当要求测序错误率'F(k(时"则首选 #11X.0=/

或 !V$0U"二者相对于其他的测序方式在测序深度和测序能力

上有极大的优势) 当采用 ( 种测序方法无法获取满意结果时"

可以联合使用多种 @dK测序方法"例如首先通过 #11X.0=/或
!V$0U获得足够深度的短序列"其次使用 @98Z<+:+ 获得长序

列"从而获取满意结果 +*(h**, )

J>A[=;/1\文库制备和数据分析

在应用 @dKBE<6 技术制备文库前需要采用化学水解或酶

消化方法将 @dK或互补 UdK'89.a1<.<=>/CYUdK"8UdK(片段

化"以达到适合测序的尺寸"但是部分小 @dK如微小 @dK

'.08C9@dK".0@dK(不需要片段化处理) 随后通过使用随机引

物的逆转录酶将 @dK转化为 8UdK"然后将适配器寡核苷酸连

接到 8UdK进行扩增和测序) 测序完成后"用软件来分析测定

的序列) 测序数据分析主要分为 * 个阶段$首先"必须从数据

集中删除测序工件和错误数据#其次"使用合适的定位器将处

理后的数据对准参考基因组"并进行下游数据分析 +*,, ) 目前

可做的分析有信号通路网络构建 ';/>Z_/Y(*加权基因共表达

网络构建'Rg&dK(*时间序列分析'I0.<&9XCE<(*功能层次网

络构建'gVd<>_9C̀(*基因表达趋势分析 ' !I&(*差异基因统

计分析'聚类分析*gV富集分析*Q%gg富集分析(及其他常规

分析)

N>A[=;/1\在 HA中的应用

U@是糖尿病常见的微血管并发症"据估计"U@在成人糖

尿病人群中的患病率为 -+G3k"是工作年龄人群致盲的主要原

因
+*-, ) 近年来越来越多的研究表明".0@dK*环状 @dK*长链

非编码 @dK'19=[=9=B89]0=[@dK"1=8@dK(等非编码 @dK可

作为 U@早期诊断和预测预后的潜在生物标志物"在 U@发病

机制和进展中发挥重要作用
+*+, ) @dKBE<6 技术可以准确检测

在 U@发病机制中发挥重要作用的 .@dK和非编码 @dK"为扩

大 U@研究范围以及确定潜在治疗靶点提供基础)

@dKBE<6 技术通过检测血清生物标志物有助于早期检测

U@"有望实现 U@的早发现*早诊断*早治疗) 一项研究应用

@dKBE<6 分析 * 型糖尿病伴 U@** 型糖尿病无 U@患者和健康

对照组人群的血清 .0@dK表达差异) 发现由 ZE/B1<>B2/B:a*

ZE/B.0@B=<_B8ZC:u(:S23 和 ZE/B.0@B*4B-a 组成的一组 .0@dK

对 * 型糖尿病患者有无 U@的鉴别有非常高的敏感性和特异

性#深入研究发现 ZE/B1<>B2/B:a 的过度表达可显著促进人视网

膜微血管内皮细胞的增生"从而参与 U@的发病过程 +*:, ) 另一

项研究通过对轻度非增生性 U@和增生性 U@患者的血清进行

@dKBE<6 分析"发现了 3 个显著差异表达的基因'==P=)AA\**

P̂ ,)=)*_=\CF* *8=)BBYBIAHI* *8=/JYJAH 和 Q\NJB("并交

叉验证此类基因表达可以作为早期检测糖尿病患者增生性 U@

的潜在生物标志物
+*3, )

@dKBE<6 技术有助于准确认识 U@动物模型病理过程中的

基因调控) 视网膜的发育依赖于复杂而精确的转录作用和转

录调控"糖尿病会引起多种视网膜转录组发生变化 +*2, ) $0X

等
+*4,
通过对链脲佐菌素诱导的糖尿病模型大鼠视网膜进行

@dKBE<6 分析发现"与正常对照组大鼠相比"糖尿病模型组视

网膜中共鉴定出 434 个差异表达基因"其中上调基因 :3: 个"

下调基因 -,- 个) 在差异表达基因中"检测到 S+ 个凋亡基因

和凋亡调节基因"(S 个炎症基因"Q%gg通路显著富集分析结

果显示细胞黏附分子富集"补体和凝血级联富集"抗原处理和

表达富集) T/= 等 +*S,
通过对患有 * 型糖尿病的食蟹猕猴的视

网膜色素上皮'C<>0=/1a0[.<=><a0>Z<10X."@;%(细胞进行 @dKB

E<6 分析发现"与非糖尿病组相比糖尿病组 @;%细胞中共有

* 2++ 个差异表达基因"其中上调基因 ( 3S+ 个"下调基因 ( ,:,

个"这些差异表达基因主要与补体激活"Kg%L@Kg%激活和炎

症反应有关)
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@dKBE<6 技术有助于寻找 U@潜在治疗靶点) U9=[等 +-,,

通过对高糖诱导的猴视网膜血管内皮细胞进行 @dKBE<6 分析

发现"与正常对照组相比高糖组有 ++S 个差异表达基因"其中

上调基因 *S2 个"下调基因 (:* 个"进一步研究发现其中 2S!A

基因表达可能是 U@抗血管内皮生长因子 'D/E8X1/C<=]9>Z<10/1

[C9_>Z \/8>9C"J%gT(和抗纤维化治疗的潜在靶点) d0X 等 +-(,
分

别对高糖联合抗 J%gT*高糖联合抗 J%gT及结缔组织生长因

子双靶点干预作用下的 * 个组猴视网膜血管内皮细胞进行

@dKBE<6 分析"发现卵泡抑素样蛋白 ( 可能参与了 U@的发病

过程"是 U@潜在的基因治疗靶点)

@dKBE<6 技术可精确揭示不同因素对 U@模型干预后分子

特征的变化"有助于探索其分子作用机制) 吴绵绵等 +-*,
通过

@dKBE<6 探索 #B黑素细胞刺激素 ' #B.<1/=98Y><E>0.X1/>0=[

Z9C.9=<"#B"!?(对高糖高脂刺激下视网膜血管内皮细胞中

.@dK及 1=8@dK表达的影响"发现 #B"!?可能通过上调

1=8@dK的表达来下调下游基因的 .@dK表达) !/D/[<等 +--,

应用 @dKBE<6 技 术 检 测 过 氧 化 物 酶 体 增 生 物 激 活 受 体

$L%';;K@$L%(的拮抗剂和反向激动剂 g!Q,33, 在肿瘤坏死

因子 #'>X.9C=<8C9E0E\/8>9C"IdTB#(诱导视网膜内皮细胞的炎

症中的作用"发现 g!Q,33, 可阻断 IdTB#对白细胞募集相关

细胞因子 &&$4*&&$(2 和 &'&$(, 表达的影响"从而干预

IdTB#诱导的视网膜白细胞停滞"影响细胞增生*创伤反应*细

胞识别和钙离子依赖性的胞吐作用)

U@是一种多因素的视网膜进展性疾病"其发病机制复杂"

涉及多种不同的细胞*分子和通路) @dKBE<6 有可能提供关于

U@的发病机制*未知通路和网络有价值且详细的信息"有助于

更全面地探索 U@的基因调控及分子机制"为 U@的早期诊断*

预防和寻找新的治疗靶点提供帮助) 虽然 @dKBE<6 已经成为

各研究领域普遍使用的一项工具"但是其仍然面临许多挑战"

例如大分子 @dK的分割以及对庞大数据集进行分析 +2h4"-+, )

此外"@dKBE<6 不能对单个细胞的基因组和转录组进行测序"

无法识别样本中不同细胞之间的异质性
+-:, ) 然而随着越来越

多的深入研究的进行"@dKBE<6 技术会更加优化"其未来的发

展将为临床医生诊断和治疗眼科疾病提供更强有力的帮助)
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