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颞叶癫痫 ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因甲基化模式分析及机制探究

龙泓羽，肖文彪，吴颵昊，罗朝辉，肖波

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　重注释甲基化数据并构建ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）基因甲基化谱，探究差异甲基化ｍｉＲＮＡ在颞叶癫痫（ＴＬＥ）发
生发展及耐药机制中的作用。方法　收集 ＴＬＥ患者以及健康对照外周血，提取 ＤＮＡ进行全基因组 ＤＮＡ甲基化检测。将

甲基化数据重注释至 ｍｉＲＮＡ基因，统计分析筛选病例组与对照组以及临床亚组之间的差异甲基化 ｍｉＲＮＡ，运用生物信息

学方法对差异甲基化 ｍｉＲＮＡ功能分析。结果　ＴＬＥ和对照组间有 ８２个 ｍｉＲＮＡ基因甲基化存在差异（ＦＤＲ＜５％），其中

甲基化升高的７０个。临床亚组间也存在差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因（Ｐ＜０．０１）。差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因参与 ＭＡＰＫ信号

通路、神经营养信号通路等多条生物学通路。结论　ＴＬＥ患者外周血 ｍｉＲＮＡ基因组甲基化存在异常，以甲基化程度升高

为主。差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因参与多条生物学通路，可能在 ＴＬＥ发病及耐药机制中起到重要作用。
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　　癫痫是一组由于脑神经元异常过度放电所致
的短暂、反复发作的神经系统功能紊乱为特征的慢

性病和综合征，是最常见的神经疾病之一，全世界

约 １％的人患有癫痫。颞叶癫痫（ｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉ

·２５３·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０１７，４４（４）　



ｌｅｐｓｙ，ＴＬＥ）是成人部分性癫痫的最常见形式［１］。

虽然过去的研究中，ＴＬＥ的神经病理学方面取得了
巨大进展，但其潜在发病和耐药机制仍未阐明［２］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是内源性小非编码 ＲＮＡ（约 ２２
个核苷酸），主要通过特异性结合 ｍＲＮＡ转录本３’
ＵＴＲ序列，使 ｍＲＮＡ翻译抑制或 ｍＲＮＡ去腺苷化而
降解，从而调节转录后基因表达［３］。在癫痫动物模

型和癫痫患者一系列研究中发现超过 １００种不同
的 ｍｉＲＮＡ水平发生变化［４］。研究表明 ｍｉＲＮＡ失调
在癫痫的发生和发展中起重要作用［５］。

基因启动区 ＤＮＡ甲基化对基因抑制至关重
要［６］。最近的研究表明 ＤＮＡ甲基化不仅调节蛋白
编码基因的表达，而且影响 ｍｉＲＮＡ的表达［７］。例

如在乳腺癌研究中李永生等［８］观察到，在 ｍｉＲＮＡｓ
基因的启动子中甲基化变化比在蛋白质编码基因

中更频繁。此外，通过比较分析表达和启动子甲基

化，ＭｉｌｌｅｒＤｅｌａｎｅｙ等［９］确定了 ＴＬＥ中一组差异甲基
化 ｍｉＲＮＡｓ，并提出 ｍｉＲＮＡ可能对 ＤＮＡ甲基化更为
敏感。然而，关于 ＴＬＥ中通过 ＤＮＡ甲基化调控
ｍｉＲＮＡ的机制了解甚少。

本研究使用 ４５０Ｋ甲基化芯片定量分析 ＴＬＥ
患者和健康对照外周血 ＤＮＡ中 ４８５５７７个 ＣｐＧ位
点的甲基化。通过重新注释 ＤＮＡ甲基化芯片获得
ｍｉＲＮＡ基因启动子甲基化水平，随后对差异甲基化
ｍｉＲＮＡ进行功能富集分析。本研究可能有助于了
解 ＴＬＥ中 ｍｉＲＮＡｓ基因表达调节机制，及其在癫痫
发生以及耐药机制中的作用。

１　对象与方法
１．１　样本

研究方案由中南大学湘雅医院伦理委员会批

准，获得参与研究者的知情同意。从 ３０个 ＴＬＥ患
者和 ３０个性别和年龄匹配的健康对照者中收集外
周血样品。所有患者符合国际抗癫痫联盟（ＩＬＡＥ）
ＴＬＥ的诊断标准，耐药组纳入标准为应用足量足疗
程的两种或两种以上合理的抗癫痫药物治疗，癫痫

发作仍未能完全控制的患者。敏感组纳入标准为

合理应用抗癫痫药物治疗，依据最近 １２个月内癫
痫发作的最长间隔，３倍最长发作间隔（≥１２月）
无癫痫发作患者［１０］。所有患者于 ２０１０年至 ２０１４
年在湘雅医院神经内科招募，均接受全面临床检

查，包括病史、查体、脑磁共振 （ＭＲＩ）和脑电图
（ＥＥＧ），详见表 １。

表１　受试者临床资料

观察指标 ＴＬＥ组（ｎ＝３０） 对照组（ｎ＝３０）
性别

　男 １８ １８
　女 １２ １２
年龄

　男（ｘ±ｓ） ２５．２８±１１．７５ ２８．１７±１３．９６
　女（ｘ±ｓ） ３３．３３±１４．２８ ３５．８３±１１．１９
ＥＥＧ
　左侧颞叶［ｎ（％）］ １０（３３．３３） ＮＡ
　右侧颞叶［ｎ（％）］ １１（３６．６７） ＮＡ
　双侧颞叶［ｎ（％）］ ９（３０．００） ＮＡ
ＭＲＩ
　正常［ｎ（％）］ １４（４６．６７） ＮＡ
　海马硬化［ｎ（％）］ ９（３０．００） ＮＡ
　其他病变［ｎ（％）］ ７（２３．３３） ＮＡ
药物反应

　耐药 １０（３３．３３） ＮＡ
　敏感 ２０（６６．６７） ＮＡ

１．２　ＤＮＡ提取及甲基化芯片
根据操作说明使 用 试 剂 盒 分 离 全 血 ＤＮＡ。

ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计测定 ＤＮＡ的含量，并计算
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值。对于全基因组甲基化分析，
使用 ｉｌｌｕｍｉｎａ人甲基化 ４５０Ｋ芯片（ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．
美国）在 ４８５５７７个 ＣｐＧ位点测量 ＤＮＡ甲基化水
平。ＤＮＡ样品根据 ｉｌｌｕｍｉｎａ推荐的方案进行亚硫酸
氢钠转化并与芯片杂交。

１．３　ｍｉＲＮＡ甲基化重注释
从 ｍｉＲＢａｓｅ下载人类 ｍｉＲＮＡ的注释信息文件。

ｍｉＲＮＡ启动子被定义为每个 ｐｒｉｍｉＲＮＡ的转录起始
位点（ＴＳＳ）上游 １０ｋｂ。根据探针位置及 ｍｉＲＮＡ基
因转录起始终止位点信息，用 ｂｅｄｔｏｏｌｓ软件将全基因
组甲基化探针匹配到 ｍｉＲＮＡ基因启动子区域，构建
ｍｉＲＮＡ甲基化谱。与蛋白质编码基因一样，最靠近
ｍｉＲＮＡ启动子的 ＤＮＡ甲基化与转录沉默紧密相
关［１１］，本研究只使用最靠近 ＴＳＳ的探针来决定 ｍｉＲ
ＮＡ启动子的 ＤＮＡ甲基化状态。见图１。
１．４　ＭｉＲＮＡ靶基因预测及功能分析

ＭｉＲＮＡ靶基因数据来源于 ｍｉＲＧａｔｏｒ，ｍｉＲＧａｔｏｒ
整合了 ９个（３个实验验证，６个预测算法）ｍｉＲＮＡ
靶基因预测数据库［１２］。在预测数据库 ４／９个中都
为阳性的被认为是 ｍｉＲＮＡ靶基因。使用 ＤＡＶＩＤ对
差异甲基化 ｍｉＲＮＡ的靶基因进 行 基 因 本 体 论
（ＧＯ）和京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路
注释［１３］。将校正的 Ｐ（Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ）＜０．０５认为是
ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路显著性的阈值。
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图 １　ｍｉＲＮＡ基因 ＤＮＡ甲基化重注释结果图

１．５　差异甲基化的统计学分析
我们使用 ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验来比较 ＴＬＥ患者与健

康对照以获得未调整的 Ｐ值，并使用错误发现率
（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）多重检验来校正，ＦＤＲ小
于 ５％的甲基化位点认为是显著的。而对比临床
亚组的 ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验以确定未校正的 Ｐ值，Ｐ＜
０．０１的 ｍｉＲＮＡ甲基化位点认为是显著的。所有统
计学计算用 Ｒ软件完成。
２　结果
２．１　ｍｉＲＮＡ甲基化重注释及差异甲基化 ｍｉＲＮＡ
筛选

基于 ＴＬＥ全基因组甲基化数据及 ｍｉＲＮＡ注释
信息，采用计算策略将探针数据重新匹配到 ｍｉＲＮＡ
相关的启动子区域 （ＴＳＳ上游 １０ｋｂ）。总共有
１４０１９个探针序列对应于 １７２２个 ｍｉＲＮＡ启动子
区，本研究保留最接近 ＴＳＳ的单个探针以表示 ｍｉＲ
ＮＡ启动子的 ＤＮＡ甲基化状态（即 １７２２个）。为
了进一步研究差异甲基化 ｍｉＲＮＡ可能的生物学意
义，我们对 ｍｉＲＮＡ启动子的近端探针子集进行统
计学分析。在 ＴＬＥ和健康对照之间，ｍｉＲＮＡ启动子
中分析的 ＣｐＧ位点中 ４．８％（８２／１７２２）（ＦＤＲ＜
５％）存在显著差异，其中 ７０（８５％）位点高甲基化
和 １２（１５％）位点低甲基化。在 ８２个差异甲基化
ｍｉＲＮＡ中有 ３７个新发现的 ｍｉＲＮＡ（尚未正式命
名）；有 ４５个已知的 ｍｉＲＮＡ，其中包括 ＭＩＲ２３Ｂ、
ＭＩＲ２７Ｂ和 ＬＥＴ７Ａ等。
２．２　差异甲基化 ｍｉＲＮＡ功能分析

４５个已知的差异甲基化 ｍｉＲＮＡ中共有 ２２２２
个靶基因，经 ＤＡＶＩＤ数据库分析后按照某些共同
属性富集在 ＭＡＰＫ信号通路、神经营养信号通路、

ＧｎＲＨ信号通路等不同的“信号通路”，以及神经元
投射发育、神经元分化、轴突导向、突触、神经元投

射、转录调节活性等“生物学过程”、“细胞成分”

和“分子功能”子集。见表 ２。

表２　ＴＬＥ中差异甲基化 ｍｉＲＮＡｓ靶基因功能富集的 ＫＥＧＧ通路

和ＧＯ注释

名称
Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ
（校正Ｐ值）

ＧＯＴＥＲＭ＿ＢＰＧＯ：００４５４４９～转录调节 １．４０Ｅ１３
ＧＯ：００１０６２８～基因表达正性调节 ２．７１Ｅ０８
ＧＯ：００３１１７５～神经元投射发育 １．０３Ｅ０５
ＧＯ：００４８８１２～神经元投射形态形成 ２．８３Ｅ０５
ＧＯ：００３０１８２～神经元分化 ５．６７Ｅ０５
ＧＯ：００４８６６６～神经元发育 ９．１７Ｅ０５
ＧＯ：００３０３３４～细胞迁移调节 １．２５Ｅ０４
ＧＯ：０００７４０９～轴突形成 ３．４６Ｅ０４
ＧＯ：０００１５６８～血管发育 ０．００２１
ＧＯ：０００７４１１～轴突导向 ０．００４４

ＧＯＴＥＲＭ＿ＭＦＧＯ：００３０５２８～转录调节活性 ３．３３Ｅ１０
ＧＯ：０００３７００～转录因子活性 ４．２１Ｅ１０
ＧＯ：０００３６７７～ＤＮＡ结合 ２．７８Ｅ０７
ＧＯ：００４３５６５～序列特异性ＤＮＡ结合 ６．７５Ｅ０６
ＧＯ：００１６５６３～转录激活活性 １．０７Ｅ０４
ＧＯ：０００４６７２～蛋白激酶活性 ７．５５Ｅ０４
ＧＯ：００１６５６４～转录抑制活性 ９．７８Ｅ０４
ＧＯ：０００４６７４～蛋白丝氨酸／苏氨酸激酶活性 ０．００３１
ＧＯ：０００３６８２～染色质结合 ０．００３４

ＧＯＴＥＲＭ＿ＣＣＧＯ：００３１９８１～细胞核腔 ５．０３Ｅ０７
ＧＯ：０００５６５４～细胞核浆 ３．１２Ｅ０６
ＧＯ：００４４４５１～核质部分 ４．９５Ｅ０６
ＧＯ：０００５７９４～高尔基体 ９．８８Ｅ０５
ＧＯ：００４３２３３～细胞器腔 ９．７７Ｅ０５
ＧＯ：００３１９７４～膜封闭腔 ９．３８Ｅ０５
ＧＯ：００７００１３～细胞内细胞器腔 １．０４Ｅ０４
ＧＯ：００４５２０２～突触 １．１５Ｅ０４
ＧＯ：００４３００５～神经元投射 ４．４７Ｅ０４
ＧＯ：０００５６６７～转录因子复合物 ４．６７Ｅ０４

ＫＥＧＧ通路 ｈｓａ０４０１０：ＭＡＰＫ信号通路 ３．８９Ｅ０４
ｈｓａ０５２００：恶性肿瘤信号通路 ５．４６Ｅ０４
ｈｓａ０４７２２：神经营养信号通路 ０．００８３
ｈｓａ０５２１５：前列腺癌 ０．０４３７
ｈｓａ０５２１０：结直肠癌 ０．０４０７
ｈｓａ０４９１２：ＧｎＲＨ信号通路 ０．０４５０

２．３　临床亚组分析

对 ＴＬＥ患者临床资料分析进行多层次分组：根
据药物治疗情况可分为药物敏感组和耐药组，根据

磁共振结果分为海马硬化和 ＭＲＩ阴性组。组间进

行两样本 ｔ检验，找出差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因（Ｐ
＜０．０１）。药物治疗组差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因有

２３个，包括 ＭＩＲ３０Ａ、ＭＩＲ１２８和 ＭＩＲ２１９等；磁共
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振组差异甲基化 ｍｉＲＮＡ基因有 ３个，包括 ＭＩＲ２１９
和 ＭＩＲ５５８１等。见表 ３。

表３　ＴＬＥ临床亚组中差异甲基化ｍｉＲＮＡｓ

临床分组 基因名称 基因ＩＤ号 Ｐ值
药物耐药ＶＳ药物敏感 ＭＩＲ１２９５Ａ ＥＮＳＧ０００００２２１３９０ ０．００１６

ＭＩＲ５１４Ａ１ ＥＮＳＧ０００００２０７８６８ ０．００９５
ＭＩＲ５１４Ａ２ ＥＮＳＧ０００００２０７８６６ ０．００９５
ＭＩＲ１２８９２ ＥＮＳＧ０００００２２１２８７ ０．００３５
ＭＩＲ３０２Ｄ ＥＮＳＧ０００００１９９１４５ ０．００２２
ＭＩＲ２０３ ＥＮＳＧ０００００２０７５６８ ０．０００９
ＡＣ１０５０５２．１ ＥＮＳＧ０００００２３８９９７ ０．００２６
ＡＬ１６０２６９．１ ＥＮＳＧ０００００２６５３６７ ０．００８９
ＡＬ３５６４７９．１ ＥＮＳＧ０００００２１６０３７ ０．００１５
ＡＣ０４４８６０．１ ＥＮＳＧ０００００２２１２６６ ０．０００９
ＡＬ３９２１１１．１ ＥＮＳＧ０００００２６３６２６ ０．００５３
ＡＣ０９７４７０．１ ＥＮＳＧ０００００２６５７２０ ０．００８３
ＭＩＲ３０Ａ ＥＮＳＧ０００００２０７８２７ ０．０００４
ＡＰ００２４９０．１ ＥＮＳＧ０００００２１２０８９ ０．００１１
ＭＩＲ４６４１ ＥＮＳＧ０００００２６６４９４ ０．００１８
ＭＩＲ１２８２ ＥＮＳＧ０００００２０７６２５ ０．０００３
ＭＩＲ２１９１ ＥＮＳＧ０００００１９９０３６ ０．００８７
ＡＬ１３９８２１．１ ＥＮＳＧ０００００２６６０６９ ０．００２５
ＡＣ０９２８４６．２ ＥＮＳＧ０００００２６５００１ ０．０１００
ＭＩＲ４６６０ ＥＮＳＧ０００００２６３４０７ ０．００３０
ＡＣ０２７３１９．１ ＥＮＳＧ０００００２２１５３５ ０．０００５
ＭＩＲ３１７７ ＥＮＳＧ０００００２６５８２０ ０．００５２
ＭＩＲ４７４５ ＥＮＳＧ０００００２６５７６７ ０．００１３

ＭＲＩ阴性ＶＳ海马硬化 ＭＩＲ５５８１ ＥＮＳＧ０００００２６３６７５ ０．００２０
ＭＩＲ２１９１ ＥＮＳＧ０００００１９９０３６ ０．００５９
ＡＬ１２１７６１．１ ＥＮＳＧ０００００２３９１２０ ０．００８３

３　讨论
本研究是 ＴＬＥ患者外周血 ｍｉＲＮＡ基因的首次

全基因组甲基化分析。研究结果显示，在 ＴＬＥ和
健康对照组以及不同的临床亚组中存在 ｍｉＲＮＡ基
因甲基化改变。８５％（７０／８２）ｍｉＲＮＡ基因高甲基
化是 ＴＬＥ患者和健康对照之间的主要改变，这与
ＴＬＥ患者和 ＴＬＥ啮齿动物模型的海马中基因高甲
基化为主要效应的发现相吻合［９，１４］。此外，有研究

表明在 ＴＬＥ患者中两种 ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴ１
和 ＤＮＭＴ３ａ）表达上调［１５］。

通过 ＤＡＶＩＤ数据库分析，差异甲基化 ｍｉＲＮＡ
基因参与 ＭＡＰＫ信号通路、神经营养信号通路等多
条生物学通路。神经营养信号通路在神经发育和

其他高阶活动如学习和记忆起重要作用［１６］。Ｗａｎｇ
等［１７］在癫痫患者循环 ｍｉＲＮＡ表达谱分析中也报道
了神经营养信号通路与癫痫相关。另一种失调的

通路 ＭＡＰＫ信号通路控制基本细胞过程如生长、增
殖、分 化、迁 移 和 凋 亡［１８］。在 神 经 系 统 中，ｐ３８

ＭＡＰＫ信号传导具有控制细胞死亡和存活的多种
功能，并且可以调控神经元功能，例如突触可塑

性［１９］。此外 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路通过调节 Ｐ糖蛋
白表达参与难治性癫痫耐药机制的形成［２０］。

我们的研究显示在 ＭＡＰＫ信号通路中大多数
基因是异常甲基化 ｍｉＲＮＡ的靶基因。在这些基因
中，钙通 道 基 因 和 肌 细 胞 增 强 子 结 合 因 子 ２ｃ
（ＭＥＦ２Ｃ）涉及癫痫或癫痫表型。在癫痫患者和癫
痫动物模型中已经鉴定了几种钙通道基因的功能

获得性突变，说明了钙通道在癫痫病理生理学中的

作用［２１］。例如，ＣＡＣＮＡ１Ａ，电压依赖性钙通道家族
的成员，其点突变导致脑钙通道 ＣａＶ２．１的损害，
可能在癫痫的发病机制中发挥重要作用［２２］。钙通

道基因可以是几种异常甲基化 ｍｉＲＮＡ的靶标，例
如 ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ２７ｂ、ｍｉＲ２３ｂ和 ｍｉＲ１９０ｂ。丙戊酸
（ＶＰＡ）和加巴喷丁是常用的抗癫痫药物，其抗癫
痫性质已部分归因于抑制离子通道包括电压依赖

性钙通道。异常甲基化 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ２７ｂ和 ｌｅｔ７ａ
等）可能靶向电压依赖性钙通道，进而改变钙通道

阻断剂的抗癫痫作用。ＭＥＦ２Ｃ，异常甲基化 ｍｉＲ
２３ｂ的可能靶标，是早期神经发生、神经元分化和
迁移所必需的，ＭＥＦ２Ｃ的点突变或缺失可导致严
重的精神发育迟滞和癫痫发作［２３］。

同时，我们分析发现在药物治疗组和磁共振组

差 异 甲 基 化 ｍｉＲＮＡ 基 因 中 都 存 在 ＭＩＲ２１９。
ＭＩＲ２１９在恒河猴和大鼠呈现脑特异性表达并随年
龄梯度逐渐升高的表达模式，提示 ＭＩＲ２１９参与调
控神经系统发育过程的重要环节［２４］。ＭＩＲ２１９靶
基因预测及功能分析提示其参与突触可塑性相关

的生物过程，包括钙离子转运、神经递质转运、谷

氨酸分泌、长时程增强和长时程抑制等［２５］。癫痫

动物模型研究显示 ＭＩＲ２１９通过靶向 ＣａＭＫＩＩγ负调
节 ＮＭＤＡ受体的功能，从而抑制癫痫形成［２６］。而

颞叶癫痫患者无颗粒细胞层病理改变组与颗粒细

胞层分散组比较也存在 ＭＩＲ２１９差异性表达［２７］。

肿瘤研究中发现甲基化可调控 ＭＩＲ２１９表达，进而
调节 ＥＲＫ１／２相关的信号转导通路参与胃癌的发
生发展［２８］。因此我们推测差异甲基化 ＭＩＲ２１９可
能参与 ＴＬＥ病理学进展及耐药机制形成。

ＤＮＡ甲基化是动态稳定的过程，并与环境因素
密切相关。ＤＮＡ甲基化通过调控 ｍｉＲＮＡ，从而影
响信号转导通路中基因表达调控，导致通路功能失

调进而影响疾病的发生发展。ＤＮＡ甲基化与 ｍｉＲ

·５５３·
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ＮＡ机制研究不仅能够加深对 ＴＬＥ疾病机制的理
解，而且有助于进一步找到 ＴＬＥ临床表型相关的
生物标记物，对 ＴＬＥ的诊断和治疗提供新的靶点
和导向。
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