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HIV感染与差异表达的miR-191之间的相互作用
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[bookmark: _Hlk9107119]摘要：目的  探究艾滋病病毒(HIV)感染与差异表达的微小核糖核酸（miRNAs）之间的关联及机制。方法  基因芯片分析3例HIV感染者、3例治疗者及2例健康对照的外周血单个核细胞（PBMC)中miRNAs表达情况并选出差异表达miRNAs，于150例样本中再次定量验证。检测转染mimic/inhibitor或过表达质粒的体外模型中p24水平改变，探究miRNAs对HIV复制的影响。通过定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）和构建报告基因验证靶标。 结果 芯片筛选出3组间表达差异显著的miRNAs共11条，大部分在HIV感染者中呈下调趋势，但定量验证结果中仅hsa-miR-191-5p的差异有统计学意义（F=92.560，P＜0.05）且趋势与芯片结果一致。Hsa-miR-191-5p在体外模型实验中抑制了HIV复制，后续NUP50和CCR1被证实为其靶标。 结论 因HIV感染引起PBMC中miRNAs差异表达，总体呈下调趋势。hsa-miR-191-5p可抑制HIV复制，可能是通过CCR1和（或）NUP50实现的。
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Abstract: Objectives To identify relationships of HIV infection and differentially expressed miRNAs. Methods  Differentially expressed miRNAs of PBMCs from HIV-1-infected patients (3 on-ART and 3 HAART-naïve) and 2 healthy control were screened by microarray and verified by RT-qPCR using 150 clinical samples. P24 levels of in vitro models transfected with mimic/inhibitor were detected to find the impact of miRNA on HIV. Targets predicted by bioinformatics databases and literature reports were verified by RT-qPCR and 3’UTR reporter gene. Results  According to microarray results, 11 miRNAs were find to be differentially expressed among the 3 groups, but only hsa-miR-191-5p was significantly differentially expressed (F=92.560，P＜0.05) among 150 clinical samples. Hsa-miR-191-5p inhibited HIV replication in vitro models. NUP50 and CCR1 were found to be the targets of hsa-miR-191- 5p. Conclusions  MiRNA expression is generally downregulated in PBMCs during HIV infection. HIV replication can be inhibited by hsa-miR-191-5p by inhibiting NUP50 and/or CCR1.
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[bookmark: _Hlk3877326]艾滋病病毒（HIV）能在感染细胞后将自身基因整合到宿主基因组中[1]，所以高效抗反转录病毒治疗（HAART）无法根除病毒，而基因疗法日益成为研究热点。微小核糖核酸（microRNAs, miRNAs）能参与病毒在侵袭或潜伏细胞的过程中并诱导免疫反应的发生[2-3]。miRNAs能够通过直接靶向HIV-1基因组[4-5]或作用于HIV依赖的宿主因子[6] 来抑制HIV复制，也可以促进HIV的复制、转录或潜伏[7- 8]。相应的，HIV也会通过调控miRNAs生物发生过程中的蛋白等途径影响miRNAs的表达，从而破坏miRNAs的抗病毒作用[9]。本研究从表达谱入手找出差异表达的miRNAs，探究其对HIV的影响并探明机制，以期作为疾病的生物标志物或潜在的治疗靶点。
1 对象与方法
1.1  对象  浙江大学医学院附属第一医院门诊及体检中心的健康人群、未接受治疗的HIV感染者及治疗中的HIV感染者。
1.2  方法  1）选取对照组（健康人群）2人，感染组（未接受治疗的HIV感染者）3人，治疗组（治疗中的HIV感染者）3人作为基因芯片检测对象，三组再分别选取50人作为定量检测验证样本。HIV感染诊断方法参照《艾滋病诊疗指南第三版（2015版）》。治疗组经规范的HAART治疗至少2年，且血浆中病毒载量＜500 拷贝/mL，排除合并严重并发症、其他病原体感染及免疫系统疾病。
2）HIV-1病毒载量测定使用中山大学达安基因股份有限公司生产的人类免疫缺陷病毒1型(HIV-1)核酸定量检测试剂盒(PCR-荧光探针法)。
3）CD4+ T淋巴细胞（简称CD4细胞）检测，通过使用流式细胞仪（Beckman Coulter公司）测CD4 细胞比例和血细胞分析仪（Sysmex公司）测全血粒细胞数量，计算CD4细胞绝对值。
4）外周血单个核细胞（Peripheral blood mononuclear cell, PBMC)中miRNAs检测：密度梯度离心法分离PBMC后，用TRIzol（Invitrogen）法提取总RNA。利用Bulge-LoopTM miRNA qRT-PCR Primer试剂盒（锐博生物科技有限公司）进行反转录，iQ™ SYBR® Green 超混合液（Bio-Rad）进行定量聚合酶链式反应（Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction , RT-qPCR）。
5） miRNA表达谱检测：抽提总RNA后，利用miRCURY TM Hy3 TM /Hy5TM Power labeling试剂盒（Exiqon）标记RNA，与芯片miRCURYTM LNA Array (v.16.0)（Exiqon）在12通道杂交系统（罗氏NimbleGen芯片杂交系统）中杂交。用GenePix 4000B芯片扫描仪（Axon）扫描，将图片输入相应的软件进行比对，数据提取及标化处理。
[bookmark: _Hlk3813483]6）细胞培养及转染：细胞培养于37℃，5% CO2培养箱中。培养基的组成及配比：DMEM培养基（293T细胞和TZM-bl细胞）或1640培养基（H9/HIV IIIB细胞），10%胎牛血清，1%双抗。转染当天细胞密度达80%左右，利用Lipofectamine 2000（Invitrogen）转染质粒或mimic/inhibitor，按说明书操作。
7）过表达载体构建：查找hsa-miR-191前体序列，于5’及3’端分别加上SalⅠ和MluⅠ酶切后位点序列。以pSM155-GFP为骨架。合成序列及pSM155-GFP双酶切后连接。转化后测序，以流式细胞术检测荧光水平验证转染效率。
8）HIV p24检测利用HIV-1 p24 in vitro SimpleStep ELISA®试剂盒（Abcam）p24抗原，按说明书操作。
9）miRNA靶分子预测：将TargetScan和miRTarBase的靶基因预测结果取交集，在PubMed上检索相关文献；从GEO数据库下载研究对象分组与本研究相同的PBMC的mRNA表达谱（Series GSE30310）与基因芯片结果一同上传MAGIA得到预测靶标。上述预测靶标在“HIV-1 Human Interaction Database”中检索与HIV的相关性。
10）3’-非翻译区（3’-UTR）报告基因构建：在UTRdb查找靶标的全长序列后，利用RNAhybrid预测结合位点。将预测靶点序列的5’端和3’端分别延伸20bp，作为野生型3’-UTR；结合位点的核苷酸突变后作为突变型3’-UTR。将2种3’-UTR分别插入pEGFP-C1中，5’端酶切位点为EcoRⅠ，3’端酶切位点为SacⅡ。
1.3  统计分析  使用的统计软件为SPSS 23.0，作图软件为GraphPad Prism 6。统计描述使用均数±标准差（[image: https://gss0.bdstatic.com/-4o3dSag_xI4khGkpoWK1HF6hhy/baike/s%3D11/sign=3a4684b44ded2e73f8e9822d8701ba68/5882b2b7d0a20cf43d9195ef71094b36acaf99f8.jpg]±s），组间的差异用独立样本t检验和单因素方差分析。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 基本情况   用于初步筛选差异表达的miRNAs的基因芯片研究对象由年龄相近的3名感染者，3名治疗者及2名健康对照组成（表1）；后续定量验证的样本量增至每组50人，组间性别组成比例及年龄均相近，HIV病毒载量及CD4细胞水平的差异有统计学意义，详见表2。

表1  基因芯片研究对象基本信息
	编号a
	性别
	年龄
	HIV病毒载量/
拷贝/mL
	CD4细胞数量/
个/μL
	治疗方案b

	感染-1
	女
	35
	93020
	371
	无

	感染-2
	女
	46
	48246
	350
	无

	感染-3
	男
	27
	72004
	233
	无

	治疗-1
	女
	45
	231
	180
	AZT+3TC+EFV

	治疗-2
	男
	37
	437
	412
	AZT+3TC+NVP

	治疗-3
	女
	30
	450
	318
	TDF+3TC+EFV

	对照-1
	女
	33
	无
	823
	无

	对照-2
	男
	35
	无
	739
	无


注：a 感染：未治疗的HIV感染者；治疗：接受ART的感染者；对照：健康对照
b AZT：齐多夫定；3TC：拉米夫定；EFV：依非韦伦；NVP：奈韦拉平；TDF：替诺福韦

表2  每组50名q-PCR验证研究对象基本信息
	变量
	感染组
	治疗组
	对照组
	统计值    P值

	性别/男/名
	37
	35
	35
	2=0.261   0.878

	年龄/岁
	[bookmark: _Hlk8812162]32.52±15.12
	[bookmark: _Hlk8812178]34.13±13.80
	[bookmark: _Hlk8812193]33.02±11.35
	F=0.186    0.831

	HIV病毒载量（Log10）
	4.13±2.83
	[bookmark: _Hlk8812952]1.12±1.37
	无
	[bookmark: _Hlk9451703]t'=6.769   ＜0.001

	[bookmark: _Hlk8812675]CD4细胞/个/μL
	[bookmark: _Hlk8812627]324.46±261.36
	[bookmark: _Hlk8812649]357.17±42.02
	[bookmark: _Hlk8812665]752.20±124.57
	[bookmark: _Hlk9451724]F=99.331   ＜0.001



2.2  HIV感染者及正常健康人群的PBMC中miRNAs表达差异  结果处理后3组之间存在表达差异的miRNA共11条，其中hsa-miR-423-5p等3条在HIV感染者中呈现表达增高的现象，hsa-miR-3667-5p等7条则表现为下降，hsa-miR-937的表达水平在治疗者中下降，感染组中则上升（表3）。
[bookmark: _Hlk9456979]基因芯片的探针与核酸之间可能会发生非特异的结合而出现假阳性，故本研究对初步筛选出的差异表达的miRNA在扩大样本后进行定量检测（图1），趋势与基因芯片一致，三组间差异有统计学意义的只有hsa-miR-191-5p（F=92.560，P＜0.05），hsa-miR-191-5p在正常对照中表达最高，HIV感染人群中表达下降，治疗后有所回升。
[bookmark: _Hlk9084022]
表3  表达水平在HIV感染者与健康对照中呈现差异的miRNAs
	miRNA
	感染者 vs 健康对照
	治疗者 vs 健康对照
	P值

	
	差异倍数
	变化
	差异倍数
	变化
	

	hsa-miR-423-5p
	3.60
	上调
	2.95
	上调
	0.013

	hsa-miR-21-5p
	3.04
	上调
	4.02
	上调
	＜0.001

	hsa-miR-15a-5p
	3.54
	上调
	6.27
	上调
	0.046

	hsa-miR-3667-5p
	-6.90
	下调
	-5.68
	下调
	0.0022

	hsa-miR-299-5p
	-6.33
	下调
	-3.79
	下调
	0.021

	hsa-miR-205-3p
	-10.72
	下调
	-8.35
	下调
	0.0019

	hsa-miR-520d-5p
	-2.20
	下调
	-4.59
	下调
	0.016

	hsa-miR-4324
	-8.16
	下调
	-14.51
	下调
	0.0057

	hsa-miR-32-3p
	-3.94
	下调
	-2.35
	下调
	0.021

	[bookmark: _Hlk9108887]hsa-miR-191-5p
	-4.48
	下调
	-1.82
	下调
	0.048

	hsa-miR-937
	1.26
	上调
	-4.06
	下调
	0.031
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[bookmark: _Hlk9084083][bookmark: _Hlk9084105]2.3  miR-191对HIV复制的影响  若miRNA可直接作用于HIV，那么将miRNA mimic与假病毒质粒共转染至细胞时，其模拟物能在早期作用于病毒的转录本，使其降解或抑制其翻译表达，假病毒产生将会减少，p24水平也会相对正常细胞下降。我们将质粒共转染入293T，48小时后检测上清中p24，各组间无明显差异（图2A，mimic vs mNC，t=0.00755，P=0.99；inhibitor vs iNC，t=1.777，P=0.15。），提示hsa-miR-191-5p可能需要借助靶标发挥作用。
若miRNA是借助于靶标间接作用于HIV，那么先转染miRNA mimic使其先作用于靶标，24至48小时后，再转染假病毒质粒或感染病毒时，靶标能在早期作用于病毒的转录本，使细胞上清中p24水平下降。先转染hsa-miR-191-5p mimic/inhibitor至293T，24小时后再转染假病毒系统pNL4-3-dE-GFP和pVSV-G，48小时后 mimic组细胞上清中的p24显著低于对照组（t=2.859，P=0.046）。TZM-bl细胞先转染mimic/inhibitor48小时后感染HIV，再经48小时检测p24， mimic/inhibitor与对照之间未见显著性差异。为更好地模拟hsa-miR-191-5p在体内的生理过程，以hsa-miR-191-5p过表达质粒代替mimic转染293T或    TZM-bl细胞，过表达组p24水平低于对照且差异有统计学意义（293T：t=3.436，P=0.026。TZM- (
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2.4  miR-191抑制HIV复制的机制  通过两个数据库检索取交集后得到hsa-miR-191-5p的靶基因共12个，再与文献检索得到的结果取并集，共得到16个预测靶分子，分别为CDK6、AMMECR1L、EMX2、NDST1、LRRC8A、SOX4、TMC7、SATB1、RCC2、EGR1、CTDSP2、SLC16A2、CCND2、BDNF、NDST1、TIMP3。借助于MAGIA对HIV感染者与健康人的 miRNA和mRNA表达谱连锁分析共得到相关基因13个，分别为：NUP50、SLC9A6、UBB、SMARCA4、RXRA、PRNP、KPNA1、IGF1R、FOXO3、ABCA1、CCR1、CALM1、CALM3。
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（A）293T
（B）TZM-bl
)两种方法检索得到的结果未见重叠，在“HIV-1，Human Protein Interaction Database” 中检索关联分析得到的29个可能的靶标，通过数据库与文献检索的预测靶标均未发现与HIV复制相关，连锁分析得到的靶标中NUP50、SLC9A6、KPNA1、FOXO3在敲低或敲除的实验中证实了对HIV复制的影响。因此从连锁分析的结果入手，进行后续靶标验证实验。
在293T及TZM-bl细胞中转染hsa-miR-191-5p mimic/inhibitor后，检测细胞中各预测靶标的表达量。如图3所示（无差异表达的结果未展示），293T细胞中NUP50 和CCR1被显著抑制（NUP50：mimic vs mNC，t=7.300，P=0.0019；inhibitor vs iNC，t=3.646，P=0.022。CCR1：mimic vs mNC，t=10.44，P＜0.001；inhibitor vs iNC，t=3.004，P=0.040。），TZM-bl细胞中NUP50、FOXO3及CCR1被显著抑制（NUP50：mimic vs mNC，t=4.287，P=0.013；inhibitor vs iNC，t=7.961，P=0.0013。FOXO3：mimic vs mNC，t=3.002，P=0.039；inhibitor vs iNC，t=3.873，P=0.018。CCR1：mimic vs mNC，t=4.564，P=0.010；inhibitor vs iNC，t=2.965，P=0.041）。综合两种细胞中这些预测靶标的表达改变，NUP50和CCR1是hsa-miR-191-5p靶标的可能性比较大。
[bookmark: _Hlk9084136]miRNA可通过与mRNA的3'非翻译区（3'UTR）碱基配对来指导蛋白质编码基因的转录后抑制[10]。因此，构建了3’-UTR报告基因。根据RNAhybrid预测结合位点结果，构建NUP50的野生型3’-UTR序列为5’-TGGAGAATGCACGTGGGTTTCTGTTGC-3’，突变型3’-UTR序列为5’-TGGAGAATGCACGTGGGTA AGGCAACC-3’，构建CCR1的野生型3’-UTR序列为5’- GGGCTTCTGAGGCTTCTGGGGCTTCAGTC TTTTCCA-3’，突变型3’-UTR序列为5’- GGGCTTCTGAGGCTTCTGGGGCTTCAGTCTTAAGGA -3’。将报告基因与miR-191 mimic 共转染后检测GFP荧光。miR-191确实可以显著抑制NUP50和CCR1表达（野生型NUP50：mimic vs mNC，t=2.878，P=0.045；野生型CCR1：mimic vs mNC，t=3.770，P=0.019），而预测位点突变后，报告基因表达与对照相比未见差异（突变型NUP50：mimic vs mNC，t=0.898，P=0.42；突变型CCR1：mimic vs mNC，t=0.296，P=0.78），说明该突变位点对两者结合具有重要意义（图4）。
3  (
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)讨论
HIV 进入宿主体内后，为获得生存优势，会与宿主基因发生复杂的作用，其中miRNAs 作为一个与机体各项生理功能、病理过程密切相关的宿主因子，受到很多关注。HIV与宿主之间的相互作用主要为宿主限制HIV入侵、复制等生理过程和HIV对抗限制作用甚至利用宿主完成生命周期[11]。目前许多研究HIV感染者PBMC的miRNA表达谱的结果都提示miRNAs总体被下调[12-13]，这些 miRNAs很可能能够抑制HIV，被下调之后有利于HIV的生存和壮大。基因芯片结果显示，HIV感染者与健康人之间存在显著表达差异的miRNAs有11个，且总体呈下调趋势。后续定量结果与之并不完全一致，仅 hsa-miR-191-5p 的表达趋势吻合，且差异存在统计学意义。结果的差异可能反映了个体异质性，也同时凸显了 hsa-miR-191-5p的重要性。作为一类高度保守的miRNA，hsa-miR-191-5p在高等真核生物中的扮演重要角色[14]。已有研究报道hsa-miR-191-5p在HIV感染者中表达水平的显著改变，且与病毒载量和CD4细胞计数相关[12, 15-16]。故有必要探索hsa-miR-191-5p与HIV之间的作用。
MiRNAs能够通过直接靶向HIV-1基因组，如miR-29a可以直接作用于HIV转录本，抑制其转录及新病毒的产生[4-5]；miRNAs也可以通过作用于HIV依赖的宿主因子，如细胞 周期蛋白 T1 等来影响 HIV-1 复制[6]。若hsa-miR-191-5p对HIV存在直接作用，在共转染时，HIV转录本会受到同时转染的mimic影响；若存在的是间接作用，那么需要先作用于靶标。共转染和先转染mimic后感染的实验结果提示 hsa-miR-191-5p很可能是借助于靶标实现对HIV复制的抑制。
miRNAs常通过与靶mRNA的3’-UTR碱基配对来指导蛋白编码基因的转录后抑制[10]，Triboulet et al指出miR-17-5p和miR20a可作用于P300/CBP相关因子3’UTR减少PBMCs和Jurkat细胞中HIV-1的感染[17]， Chiang et al发现miR-27b、miR-29b、miR-150、miR-223可靶向于细胞周期蛋白T1 3’UTR来抑制HIV-1在静息CD4+T细胞中的复制[6]，Shen et al报道了miR-15a、miR-15b、miR-16、miR-20a、miR-93和miR-106b对单核细胞中HIV-1的复制是通过与Pur-α 3’-UTR作用实现[18]。数据库一般也是通过miRNA上进化最保守的种子片段与mRNA的3’-UTR的结合情况预测靶标。但每个数据库有自己的算法特点，同时单一数据库得到的结果可能过多，因此我们采用了多种方法结合的手段。结果大部分分子只有与HIV蛋白互作的依据，只有连锁分析预测结果中的NUP50、SLC9A6、KPNA1、FOXO3在敲低或敲除的实验中证实了对HIV 的影响[19-22]。miR-191mimic转染后靶标的定量分析后，我们构建了3’-UTR报告基因。实验结果均提示了NUP50和CCR1的表达可以被hsa-miR-191-5p所抑制。
既往报道中已经提到了 NUP50 和 CCR1 可以与 HIV 发生相互作用。NUP50被siRNA敲低后，可在早期抑制转染假病毒质粒的293T细胞中HIV的复制[21]。CCR1可作为HIV进入细胞时gp120的共受体[23]，被Nef不同程度下调[24]，还能受Tat蛋白调控使HIV更容易侵入大脑[25]，但在HIV复制方面尚无相关报道。NUP50为其靶标的可能性似乎更大，而CCR1对HIV复制的影响还需要后续实验验证。
综上，HIV感染可以改变PBMC的miRNA表达水平，其中差异表达的hsa-miR-191-5p表达水平在HIV感染者中显著下调，可作为疾病的生物标志物。在体外实验中，过表达hsa-miR-191-5p可抑制HIV复制，且很可能是借助于靶标NUP50和（或）CCR1实现。HIV复制和宿主miRNAs表达水平之间的关联，为探索疾病进展、开发新基因靶向疗法提供了科学依据，但是如何将miRNAs与HIV之间的作用机制转化应用于医疗从而造福患者，仍需要努力不断探索。
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