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外泌体 miR-1246 对帕金森病的诊断价值

王晓蓓 1，杨珊 1，李亚昙 1，杨新玲 2 
（1. 省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室 新疆医科大学第二附属医院神经内科，新疆  
乌鲁木齐 830063；2. 新疆医科大学 新疆神经系统疾病研究重点实验室，新疆 乌鲁木齐 830017）

【摘要】  目的  探讨外泌体 miR-1246 对帕金森病（PD）的诊断价值。方法  收集 2022 年 9 月至 2023 年 4 月在

新疆医科大学第二附属医院住院的 30 例 PD 患者（PD 组）和接受体检的 30 名健康对照者（对照组）的血清样本，运

用实时定量 PCR 分析外泌体中 miR-1246 的表达水平，使用受试者操作特征（ROC）曲线评估 miR-1246 在 PD 诊断中

的预测能力。用 1- 甲基 -4- 苯基吡啶离子（MPP+）诱导 SH-SY5Y 细胞建立 PD 细胞模型，通过 Cell Counting Kit-8 细

胞毒性（CCK-8）实验确定 MPP+ 的最佳作用浓度，并在成功建立的 PD 细胞模型中验证 miR-1246 的表达水平。利用

TargetScan、miRWalk、miRase 数据库对 miR-1246 的靶基因进行预测，并进行基因本体论（GO）富集分析和京都基

因与基因组百科全书（KEGG）富集分析。结果  PD 组与对照组在年龄、性别上具有可比性。与对照组相比，PD 组血

清外泌体中 miR-1246 表达下调［0.73（0.20，1.21） vs. 2.21（1.00，3.05），P < 0.05］。ROC 曲线分析显示 miR-1246
的曲线下面积为 0.88，95% CI 为 0.77~0.99，截断值为 0.98（最佳截断值）时的灵敏度为 76.74%、特异度为 95.00%。

GO 富集分析表明靶基因作用机制涉及细胞连接组装、对肽激素的细胞反应、γ- 氨基丁酸突触、突触后膜、转录辅助

激活蛋白结合方面，KEGG 富集分析涉及癌症中的糖蛋白通路、磷脂酰肌醇 3- 激酶 - 蛋白激酶 B（PI3K-AKT）信号通

路、长寿调节途径、多巴胺能神经突触、肾素 - 血管紧张素系统（RAS）信号通路等。与正常 SH-SY5Y 细胞相比，在

MPP+ 诱导的 PD 细胞模型中 miR-1246 的表达下调（2.16±1.69 vs. 22.18±6.18， P < 0.05）。结论  miR-1246 在 PD 患

者血清外泌体及 PD 细胞模型中的表达下调，ROC 曲线分析证实 miR-1246 在 PD 的诊断中具有预测能力，表明其或可

作为 PD 的潜在生物标志物。
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【Abstract】  Objective  To investigate the diagnostic value of exosomal miR-1246 for Parkinson’s disease （PD）. 
Methods  Serum samples were collected from 30 PD patients （PD group） and 30 healthy controls （control group） receiving physical 
examination in the Second Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University from September 2022 to April 2023. The expression level 
of miR-1246 in exosomes was analyzed using real-time quantitative PCR. The predictive value of miR-1246 in the diagnosis of PD was 
assessed using the receiver operating characteristic （ROC） curves. SH-SY5Y cells were induced by 1-methyl-4-phenylpyridinium 

（MPP+） to establish a PD cell model. The optimal concentration of MPP+ was determined by CCK-8 assay， and the expression level 
of miR-1246 was verified in the MPP+-induced SH-SY5Y cell model. The target genes of miR-1246 were predicted using TargetScan， 
miRWalk， and miRase databases， and gene ontology （GO） analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） 
functional enrichment analysis were performed. Results  Age and gender were matched between the PD and control groups. Compared 
with healthy controls， miR-1246 expression was significantly down-regulated in serum exosomes of PD patients ［0.73 （0.20， 1.21） 
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vs. 2.21 （1.00， 3.05）， P < 0.05］. ROC curve analysis showed that the area under the ROC curve （AUC） of miR-1246 was 0.88 
with a 95% CI of 0.77-0.99. When the cutoff value was 0.98（optimum cutoff value）， the sensitivity was calculated as 76.74% 
and the specificity was 95.00%. GO enrichment analysis indicated that the mechanism of action of target genes was involved with 
cellular junction assembly， cellular response to peptide hormones， GABA synapses， post-synaptic membranes， and transcriptional 
coactivator protein binding. KEGG signaling pathway was involved with glycoprotein pathway， PI3K-AKT signaling pathway， longevity 
regulation pathway， dopaminergic synapses， and RAS signaling pathway in cancer. In the MPP+-induced SH-SY5Y cell model， 
miR-1246 expression was significantly down-regulated compared with the control group （2.16±1.69 vs. 22.18±6.18， P < 0.05）. 
Conclusions  The expression level of miR-1246 is down-regulated in serum exosomes of PD patients and in PD cell models. ROC 
curve analysis confirms the predictive value of miR-1246 in the diagnosis of PD， suggesting that it may serve as a potential biomarker 
for PD.

【Key words】  Parkinson’s disease； Serum exosome； miR-1246； SH-SY5Y cell

1  对象与方法

1.1 研究对象 
纳入 2022 年 9 月至 2023 年 4 月在新疆医科

大学第二附属医院神经内科住院的 30 例患者，其

中 男 18 例、 女 12 例， 年 龄（67.70±6.64） 岁，

Hoehn-Yahr（H-Y）分级 2.5（1.5，3），帕金森综

合评分量表（unified Parkinson’s disease rating scale， 
UPDRS Ⅲ）（26.73±11.37）分。PD 组纳入标准如

下：①临床资料及实验室检查资料完整；②至少由

2 名经验丰富的神经内科医师进行严格的神经系

统检查，依据英国脑库 PD 诊断标准诊断为原发性

PD［12］。排除标准如下：①服用酚噻嗪类、噻吨类、

丁酰苯类等药物所致的帕金森综合征；②近 6 个月

内出现脑血管疾病、颅脑外伤、中枢神经系统感

染、帕金森叠加综合征；③既往有颅脑肿瘤、颅

脑转移瘤；④近 6 个月血常规提示白细胞数量超过

正常值；⑤近 6 个月患自身免疫性疾病，甲状腺功

能出现异常；⑥存在慢性感染病史；⑦近 6 个月内

曾应用抗生素及其他抑制免疫药物；⑧近 3 个月有

重大外伤史及重要器官手术史；⑨既往曾出现肝、

肾损害及心功能异常。同期纳入在新疆医科大学

第二附属医院体检的 30 名健康志愿者作为对照组，

其中男 19 名、女 11 名，年龄（64.55±7.27）岁。

2 组的性别、年龄比较差异均无统计学意义（P 
均 > 0.05）。本研究通过新疆医科大学第二附属医

院医学伦理委员会的批准（批件号：2022H029），
所有研究对象知情同意。

1.2 材 料

SH-SY5Y 细胞（武汉普诺赛生物有限公司），

外泌体总 RNA 提取试剂盒（广州 Magen 生物有限

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是一种

常见的神经退行性疾病，其特征是多巴胺能神经

元的逐渐丧失，尤其是在大脑的黑质区域［1］。PD
的发病率随年龄增长而增加，且随着全球人口老

龄化的日益加重，PD 患者的数量将持续上升。PD
的主要临床表现包括静止性震颤、肌僵直、运动

迟缓和姿势平衡障碍，这些症状严重降低患者的

生活质量［2-3］。尽管 PD 的确切病因尚未完全明了，

但研究表明，PD 的发生可能是遗传和环境因素共

同导致的结果［3］。目前，PD 的诊断主要依赖于临

床症状和神经学检查，缺乏早期特异性生物标志

物，这使得疾病的早期诊断、治疗和干预面临巨

大挑战［4］。此外，目前 PD 的治疗主要侧重于缓解

症状，而非阻止疾病的进展，这进一步凸显了开

发新治疗策略的必要性［5-7］。外泌体是细胞间通信

的重要介质，近年来其在疾病诊断和治疗中的潜

力受到广泛关注。外泌体是一类直径 30~150 nm
的囊泡，能够携带蛋白质、脂质和核酸，包括微

小 RNA（microRNA，miR）等生物分子，通过细

胞外泌的方式在细胞间传递信息［8］。在神经退行性

疾病中，外泌体的异常表达可能与疾病的发生发

展密切相关［9-10］。miR 是一类小的非编码 RNA 分子，

对多种生物学过程发挥重要作用［11］。本课题组通

过测序发现 PD 患者血清外泌体中 miR-1246 较对

照组表达下调，但 miR-1246 在 PD 中的具体作用

及其通过外泌体传递的机制尚不明确。因此，本

研究旨在探讨血清外泌体中 miR-1246 的表达情况，

并评估其作为 PD 早期诊断生物标志物的潜力。通

过深入分析 miR-1246 在外泌体中的作用，以期为

PD 的早期识别、疾病监测和治疗提供新的视角和

策略。
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公司），实时荧光定量 PCR（real-time quantitative 
polymerase chain reaction，RT-qPCR）试剂盒及引物

（锐博生物有限公司），MEM/F12 培养基（武汉普

诺赛生物有限公司），胎牛血清及胰蛋白酶（美国

GIBCO 公司），1- 甲基 -4- 苯基吡啶离子（1-methyl-
4-phenylpyridinium MPP+）（美国 Sigma 公司），Trizol 

（美国 Invitrogen 公司），氯仿、异丙醇、乙醇、无

酶水（国药集团化学试剂有限公司），磷酸盐缓冲

液（phosphate buffered saline PBS）、Tris 盐含吐温

20 缓冲液（Tween 20-tris-buffered saline TBST）（武

汉博士德生物工程有限公司）；Cell Counting Kit-8
细胞毒性（CCK-8）试剂盒（日本同仁化学），CD9
抗体（美国 Abcam 公司），HRP 标记德抗兔二抗

（美国 Proteintech 公司），低速离心机（美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司），CP100MX 超速离心机（日

本日立公司），RT-qPCR 仪（美国 BIO-RAD 公司），

化学发光仪（广州誉维生物科技仪器有限公司），

透射电镜（日本日立公司）。

1.3 方 法

1.3.1 血清外泌体的提取与鉴定

PD 组于入院后第 2 日清晨、对照组于体检当

日清晨分别取静脉血 10 mL，3 000×g 离心 15 min，
取血清。采用超速离心法提取血清外泌体，通过

投射电子显微镜观察提取的外泌体形态确定是否

提取成功，采用蛋白免疫印迹法检测外泌体标记

蛋白 CD9。
1.3.2 SH-SY5Y 细胞培养

SH-SY5Y 细胞培养基由 15% 的 MEM/F12 完全

培养基组成，具体配制为：7.5 mL 澳洲胎牛血清 + 
0.5 mL 青霉素 - 链霉素双抗和 42 mL MEM/F12 基

础培养基混合而成。细胞被分为 2 个实验组：一组

作为正常对照组，维持在常规培养条件下；另一

组则使用 MPP+ 进行处理，以建立 PD 的细胞模型。

1.3.3 miR-1246 水平测定

使用离心柱提取血清外泌体的总 RNA。使用

Trizol 法提取 2 组细胞的 RNA，使用锐博生物 RT-
qPCR 试剂盒将分离的 RNA 逆转录为 cDNA 后进

行 RT-qPCR，miR-1246 以 U6 为内参，表达水平

用 2- △△ Ct 法分析。本研究中用于 RT-qPCR 的引物

序列见表 1。
1.3.4 CCK-8 细胞活力检测

计数确定所需 SH-SY5Y 细胞数量，在 96 孔

板的每孔中加入 100 µL 含有 5 000 个细胞的细胞

悬液，在细胞培养箱中培养 24 h。随后，向培养

孔中分别加入不同浓度的 MPP+ （分别为 0、0.25、
0.50、1.00、2.00 mmol/L），每个浓度设置 6 个复

孔作为重复，继续孵育 24 h。之后每孔加入 10 µL
的 CCK-8 溶液，避光处理，继续孵育 2 h。使用酶

标仪测定各孔的吸光度，测定波长为 450 nm。将

测得的吸光度值减去仅含培养基的阴性对照孔的

吸光度值，最后对不同 MPP+ 浓度下的吸光度值进

行统计分析，以评估 MPP+ 对细胞活性的影响。

1.3.5 生物信息学分析

使用 TargetScan（https：//www.targetscan.org/）、
miRDB（https： //www.mirdb.org/）、miRWalk（http： // 
mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/）数据库预测 miR-
1246 的结合位点以及与 mRNA 的相互作用。对这

些靶 mRNA 进行基因本体论（gene ontology，GO）

富集分析和京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）富集

分析。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 26.0 处理数据。对于符合正态分布

的连续型变量，采用 描述，并采用独立样本

t 检验进行组间比较。如果变量不符合正态分布，

采用 M（P25，P75）表示，组间比较采用 Mann-

表 1 用于 RT-qPCR 的引物序列
Table 1 Primers for RT-qPCR

引 物 引物序列（5' → 3'）
H-U6

逆转录 AACGCTTCACGAATTTGCGT
正向 CTCGCTTCGGCAGCACAT
反向 AACGCTTCACGAATTTGCGT

hsa-miR-1246
逆转录 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCCATCTTT
正向 TAACACTGTCTGGTAAAGATGGCTC
反向 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTC
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Whitney U 检验。组间性别差异采用χ  2 检验。为了

评估 miR-1246 的诊断价值，进行受试者操作特征

（receiver operating characteristic，ROC）曲线分析，

选择具有最大约登指数的点作为最佳临界值，图

表的制作采用 GraphPad Prism 8.0 软件。双侧 P < 
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 外泌体鉴定

本研究成功提取了外泌体，外泌体在透射电

镜（transmission electron microscopy，TEM）下呈现 
非常明显的膜结构，为大小不一的凹半球样，见

图 1A。CD9 在外泌体上呈阳性表达，见图 1B。
2.2 PD 组与对照组血清外泌体中 miR-1246 的表达

PD 组患者血清外泌体中 miR-1246 的相对表

达量为 0.73（0.20，1.21），对照组为 2.21（1.00， 
3.05），2 组比较差异有统计学意义（P < 0.01），见

图 2。
2.3 血清外泌体 miR-1246 的 ROC 曲线

构 建 ROC 曲 线 评 估 miR-1246 作 为 生 物 标

志物在区分 PD 患者与健康者方面的性能。miR-
1246 ROC 曲线的曲线下面积（area under the curve，
AUC）为 0.88，95%CI 为 0.77~0.99（P < 0.05），见

图 3。根据约登指数选择最佳截断值 0.98 时的灵敏

度为 76.74%，特异度为 95.00%。

图 3 miR-1246 的 ROC 曲线

Figure 3  ROC curve of miR-1246

注：A 为血清外泌体透射电镜（标尺为 100 nm）；B 为蛋白免疫印迹法检测外泌体表面标志物 CD9 呈阳性表达（M 为

marker，EXO 为外泌体）。

图 1 外泌体鉴定

Figure 1 Identification of exosomes

注：** 为 P < 0.01。
图 2 PD 组与对照组血清外泌体中 miR-1246 的表达

Figure 2 Expression of miR-1246 in serum exosomes of 
PD group and control group

22 kD

M EXO

CD9

A B
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2.4 采用 CCK-8 实验筛选 MPP+ 最佳造模浓度

使用 MPP+ 处理 SH-SY5Y 细胞，构建 PD 细胞

模型。0 mmol/L 浓度组贴壁细胞多，细胞间连接

紧密，经 MPP+ 处理后，贴壁细胞数量减少，细胞

皱缩成圆形或椭圆形，细胞间距增加，见图 4。不

图 4 MPP+ 处理 SH-SY5Y 细胞后细胞形态学特征

Figure 4 Morphological characteristics of SH-SY5Y cells after MPP+ treatment

注：** 为 P < 0.01。
图 6 PD 细胞模型与正常 SH-SY5Y 细胞中 miR-1246 的

表达水平

Figure 6 Expression level of miR-1246 in PD cell model 
and normal SH-SY5Y cells 

同浓度 MPP+ 作用的 SH-SY5Y 细胞存活率均低于 
0 mmol/L 浓度组且 SH-SY5Y 细胞的活力随着 MPP+

浓度的增加而降低，见图 5。最终根据 CCK8 实验

结果选择 1.00 mmol/L 的 MPP+ 持续作用 24 h 作为

最适宜的实验条件。

图 5 MPP+ 处理 SH-SY5Y 细胞后细胞存活率

Figure 5 Cell survival rate was analyzed after MPP + 

treatment of SH-SY5Y cells

2.5 RT-qPCR 检测细胞中 miR-1246 表达水平

SH-SY5YS 细胞用 1 mmol/L MPP+ 处理后，提

取 RNA，逆转录为 cDNA 进行 RT-qPCR 检测，PD
组 miR-1246 相对表达量较对照组低（2.17±1.19 
vs.22.18±6.39），比较差异有统计学意义（P < 
0.01），见图 6。
2.6 miR-1246 靶基因的 GO、KEGG 富集分析

GO 富集分析显示，miR-1246 的靶基因可能涉

及细胞连接组装、细胞对肽激素的响应、γ- 氨基

丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）突触、突触后

膜、转录辅助激活结合蛋白方面，见图 7。KEGG
富集分析显示 miR-1246 靶基因可能参与的信号通

路包括癌症中蛋白聚糖路径、磷脂酰肌醇 3- 激酶

（phosphatidylinositide 3-kinases，PI3K）- 蛋白激酶

B（protein kinase B，AKT）信号通路、长寿调节

途径、多巴胺能神经突触、肾素 - 血管紧张素系统

（renin-angiotensin system，RAS）信号通路，见图 8。
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图 7 miR-1246 靶基因的 GO 富集分析结果

Figure 7 GO enrichment analysis of miR-1246 target genes

图 8 miR-1246 靶基因的 KEGG 富集分析结果

Figure 8 KEGG enrichment analysis of miR-1246 target genes
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3 讨 论

PD是一种神经退行性疾病，全球约有1 000万 
患者，是全球第二大常见退行性疾病［13-14］。PD 导

致患者多巴胺能神经元死亡，影响其运动能力，

还可能引起其认知与情绪障碍，降低生活质量。

PD 的病理特征包括黑质区多巴胺神经元减少和 α-
突触核蛋白形成的路易体，这些均导致患者出现

动作缓慢等运动障碍以及非运动症状［15-16］。由于

PD 的早期诊断困难，生物标志物对于提高其诊断

准确性至关重要［17］。

近年来，外泌体 miR 在 PD 中的潜在作用受到

广泛关注。外泌体是一种特殊的分泌性纳米囊泡，

能够携带蛋白质、脂质、RNA 等生物分子，在中

枢神经系统及其外周循环中自由穿梭［18-19］。它们在

促进错误折叠蛋白的扩散、激活免疫细胞以及加

速神经退行性疾病进展方面发挥作用［10， 20］。研究

表明，PD 患者的血清和脑脊液中外泌体 miR 的表

达模式与健康对照组存在显著差异，具有 PD 生物

标志物的潜力［21］。例如，miR-7 能够抑制编码 α-
突触核蛋白的 mRNA 的转录，其缺失可能导致 α-
突触核蛋白的上调、聚集和多巴胺能神经元的丢

失［22］。其他如 miR-19b、miR-124、miR-221、miR-
29c 等在血清中的表达也已被报道与 PD 相关［23-27］。

根据前期研究成果，本研究对 miR-1246 与 PD
的关系做了深入分析，以探讨其对 PD 的诊断价

值。结果显示，本研究提取到的外泌体与已知的

形态特征相一致，证实提取成功［28］。进一步对 PD
患者和对照组血清外泌体中的 miR-1246 表达情况

进行了比较分析，发现 PD 组血清外泌体中 miR-
1246 的相对表达量低于对照组，ROC 曲线分析显

示 miR-1246 具有较高的诊断准确性。上述结果提

示 miR-1246 在外泌体中的表达水平能够以较高的

准确度区分 PD 患者和健康个体。

为了模拟 PD 的病理环境，本研究使用不同浓

度的 MPP+ 处理 SH-SY5Y 细胞，观察到随着 MPP+

浓度的增加，细胞形态发生变化，细胞存活率降

低，表明 MPP+ 诱导的细胞毒性具有剂量依赖性，

在 1 mmol/L MPP+ 处理 24 h 的条件下，miR-1246 的

表达较对照组下调，这可能与神经退行性变过程

中的特定分子机制有关。miR-1246 可能通过靶向

特定的 mRNA，调节与 PD 相关的信号通路。既往

研究显示 miR-1246 在肾癌、结肠癌、乳腺癌、肺

癌、宫颈癌和肝癌等多种癌症中起一定作用［29-32］， 

但目前关于 miR-1246 与神经退行性疾病之间的直

接联系的研究相对较少。为探讨 miR-1246 在神经

退行性疾病中的具体作用和机制，本研究采用了

多种生物信息学工具和数据库，以期获得更全面

和深入的分析结果。通过 TargetScan、miRWalk、
miRase 的综合分析，预测了一系列潜在的靶基

因，这些基因可能在 miR-1246 的调控下发挥作用，

GO 富集分析揭示了这些靶基因在生物学过程中

的多种作用机制，miR-1246 可能在细胞间的相互

作用和组织结构的形成、参与调节细胞对外部信

号的感应和应答、神经系统的抑制性突触传递中

起关键作用，在转录辅助激活结合蛋白的富集中，

miR-1246 可能在转录调控网络环节扮演重要角色。

KEGG 信号通路分析进一步揭示了 miR-1246 在多

种生物学通路中的潜在作用，包括 miR-1246 可能

通过蛋白聚糖通路在肿瘤的发展和转移中发挥作

用，可能通过 PI3K-AKT 信号通路在细胞生长、增

殖、分化和存活中起调控作用，也可能与长寿调

节途径中的衰老和寿命调控有关，此外，在神经

系统功能中，miR-1246 可能在多巴胺能神经突触

的富集中发挥重要作用。由此可见，miR-1246 在

细胞生物学和病理生理学中可能扮演了多种角色，

上述发现为未来的实验研究提供了重要的线索和

理论基础，有助于深入理解 miR-1246 在 PD 发病

中的作用，并可能为其治疗提供新的靶点。

尽管本研究显示 miR-1246 具有成为 PD 的生

物标志物的潜力，但由于样本量较少，可能会限

制结果的普适性，未来的研究需要在更大的样本

量和不同人群中进行验证，以进一步评估 miR-
1246 的诊断效能和临床应用价值。此外，考虑到

miR 可通过外泌体在 PD 患者颅内与血液循环中传

递，为了提高研究结果的准确性，后续拟从患者

脑脊液或血液中筛选中枢来源的外泌体进行分析，

以进一步验证此次研究的结果。本研究提示，探

索 miR-1246 与其他已知 PD 生物标志物的联合使

用效果，可能有助于进一步提高 PD 的诊断准确性

和早期识别能力。未来的研究可以进一步通过验

证预测靶基因以及通过细胞、动物模型深度探讨

miR-1246 的具体作用，从而为 PD 治疗策略的革

新提供参考。
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