
适配自动化建库设备
测序仪搭配自动化建库平台 MGISP-100 和 MGISP-960 等，
在大样本量时可确保高效，准确地建库。

测序数据质量高
DNBSEQ 测序技术具有高准确性、低重复序列率、低标签
跳跃等的重要特性，可为自身免疫疾病研究提供准确的
RNA 测序数据。

新发Ⅱ型糖尿病患者外周血中性粒
细胞异常转录组分析
华大智造DNBSEQ测序平台在分析糖尿病差异表达基因中的应用

中南大学湘雅第二医院研究团队基于华大智造测序平台对对照组和Ⅱ型糖尿病患者血液中的中性粒细胞进行差异表达
基因分析（DGEs）以阐明中性粒细胞与人类Ⅱ型糖尿病的关系。

相关成果已于2020年发表在 Journal of Diabetes Research 杂志上，题为“Abnormal Peripheral Neutrophil 
Transcriptome in Newly Diagnosed Type 2 Diabetes Patients”1 。

推荐应用：疾病组学（慢性病）
推荐机型：MGISEQ-2000RS



背景介绍

糖尿病 (Diabetes mellitus, DM) 是由胰岛素分泌缺陷或胰岛素作用不当或两者兼有的一种代谢紊乱性疾
病。糖尿病患病率和患病人数的快速增加，给全球卫生体系带来了巨大挑战。截至 2021 年，全球约有 5.37
亿成年人患有糖尿病，这一数字到 2045 年预计将增至 7.83 亿 2,3。糖尿病主要分为Ⅰ型糖尿病（T1DM）和Ⅱ
型糖尿病（T2DM），其中 T2DM 占比近 95%。T1DM 是一种自身免疫性疾病，其特点是 T 细胞介导的对能分
泌胰岛素的胰腺β细胞的破坏导致胰岛素分泌不足 4。而 T2DM 则伴随肝脏及外周组织胰岛素抵抗（Insulin 
resistance，IR）进行性发展，β细胞数量减少，及胰岛素分泌不足，其特征是糖、脂质和蛋白质代谢紊乱，且
IR 伴有低度慢性炎症 5,6。T2DM 可引起多种器官损伤，导致各种并发症。如糖尿病肾病、糖尿病足、糖尿病神
经病变及与 T2DM 相关的心脑血管疾病，如今已成为全球主要的健康问题 7。

中性粒细胞是先天免疫系统的重要组成部分，也被视为组织修复的重要参与者，其能够通过吞噬作用和 /
或释放中性粒细胞胞外陷阱 (NET) 以对抗病原体 8。中性粒细胞指示的慢性炎症可以通过抑制 NET 的释放
或通过分解 NETs 来实现，中性粒细胞衍生的微粒可以引起抗炎反应，这是一种减少炎症的创新策略 9。慢
性炎症在糖尿病的发生发展及其并发症的发病机制中起着重要的作用，而中性粒细胞则在炎症反应中起着
主导作用 10。最近，中性粒细胞 / 淋巴细胞比（NLR）成为糖尿病新的炎性生物标志物，这对于糖尿病的病理
诊断十分重要 11。
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实验方法

样本收集及 RNA 制备

根据世界卫生组织1999年糖尿病患病标准，该团队
在中南大学湘雅二院收集了13个患病小于1年的Ⅱ
型糖尿病患者，并招募了与这13名病患性别、年龄
相匹配的志愿者作对照组，患者和对照组被随机分
为发现组（n=5：5）和验证组（n=8：8）。利用密度梯
度离心法从患者和对照组的静脉血中分离出中性
粒细胞并进一步纯化， 将中性粒细胞按 5－10 × 
10 6  cells / 1ml溶解在TRIzol并贮存于-80℃用于后
续实验。提取出总RNA并测定其浓度，随后使用
cDNA反转录试剂盒将RNA反转录成cDNA。

RNA测序与生信分析

在完成RNA-Seq测序文库的构建后利用华大智造
DNBSEQ测序平台进行文库测序。总共有19718个
基因被检测到，每个样本的平均数据量为24.04M 
reads。      
后续生信分析中，先对所有数据进行质控筛选及
过滤，后使用HISAT和Bowtie2将clean reads比对
到到参考基因组上， 用软件包RESM统计基因表达
量。

根据基因表达水平，该研究使用DEG-seq算法筛选
出Ⅱ型糖尿vv病患者与对照组之间的差异表达基
因（DEGs），并根据DEGs，该团队进一步进行对包
含分子生物学功能、细胞成分和生物过程在内的
GO分类。随后，利用R语言的phyper对DEGs进行
KEGG途径分类与功能富集。

研究描述

有关中性粒细胞诱发Ⅱ型糖尿病的确切机制尚未
探索清楚。RNA-seq 是一种分析整个转录组中基
因表达变化的技术，其既灵敏又能够识别新的转
录，已被应用于越来越多的研究案例中。因此，该研
究团队希望通过 RNA 测序技术研究在Ⅱ型糖尿病
患者中血液循环中的中性粒细胞的转录组变化，用
于阐明中性粒细胞在Ⅱ型糖尿病中参与的反应机
制。
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样品收集与饲养 文库制备和测序 生信流程及
亲缘关系分析 结果分析

MGIEasy RNA
文库制备试剂套装

MGISEQ-2000
基因测序仪

HISAT
Bowtie2
RESM
DEG-seq算法
KEGG

基因本体（GO）分类
KEGG通路富集分析

13例患病小于1年的Ⅱ型
糖尿病患者，并有13名与
病患性别、年龄相匹配的
志愿者作对照组
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参与者特征

该团队对 26 名参与者（包括Ⅱ型糖尿病患者和志
愿者）分为发现组和验证组进行人体测量特征分
析。结 果 发 现：在 发 现 组 中，Ⅱ型 糖 尿 病 患 者 在
HbA1c、餐后血糖、空腹 c 肽以及血压方面均高于
健康对照组（P＜0.05），在 BMI、HER、空腹血糖、
LDL-C 和 TC 方面无明显差异（表 1）；在验证组中，
Ⅱ型糖尿病患者 HbA1c 和餐后血糖高于健康对
照组（表 2）。

结果分析

生物信息学分析

在这项研究中，该团队在 DNBSEQ 测序平台上对
5 个 T2DM 患者样本和 5 个对照组样本进行了测
序，并通过中性粒细胞的 RNA 序列分析，然后鉴
定 DEG。结果如图 1 和 2 所示，与健康对照组的中
性粒细胞相比，T2DM 患者的中性粒细胞中发现
1990 个 DEGs 上调，1314 个 DEGs 下调。

图1. 新诊断的T2DM（T2D）患者与健康对照者的外周中性粒细
胞转录组不同，Heatmap显示从健康对照组（紫色，n = 5）和新
诊断的T2D患者（橙色，n = 5）中分离的中性粒细胞差异表达基
因(DEGs)

表1.RNA-seq研究参与者的临床和生化特征

表2.研究参与者的临床和生化特征进行验证

BMI：体重指数； WHR：腰臀比； DBP：舒张压； SBP：收缩压； TG：甘油三酯； 
HDL-C：高密度脂蛋白胆固醇； LDL-C：低密度脂蛋白胆固醇。



KEGG 通路富集分析

重要 DEGs 的 KEGG 通路富集分析表明，与对照组
相比，T2DM 患者的中性粒细胞中多种生物途径发
生了改变（图 4）。相关差异通路主要涉及细胞因子
- 细胞因子受体相互作用、NF-κB 信号等其他信号。
其中与细胞因子 - 细胞因子受体相互作用和细胞
粘附分子 (CAM) 信号通路相关的大部分基因在
T2DM 中表达上调（图 5）。

图4.基于T2DM患者与健康对照者中性粒细胞的所有差异表
达基因(DEGs)，筛选出前20条KEGG通路

基因本体（GO）分类

基于这些 DEGs，该研究根据基因本体 (GO) 进行
分类，以确定这些基因编码的蛋白质所涉及的分
子功能（MM）、细胞成分（CC）和生物过程（BP）。发
现上调的 GO 分类主要是髓系白细胞 、T 细胞及
免疫应答调节通路，而下调的 GO 类别主要是细
菌来源分子反应、炎症反应等（图 3）

仅供研究使用，不适用于临床诊断
4

图2.火山图显示新诊断的T2DM患者与健康对照者外周血中性
粒细胞中差异表达基因(DEGs)的数量

图3.通过对T2DM患者和健康对照者差异表达基因(DEGs)富
集进行基因本体(GO)分析(a)列出了GO上调基因的前8类，(b)
为下调基因GO的前8类。



实时定量 PCR

接下来，该研究扩大了对纯化中性粒细胞的分析。
在 RNA-seq 结果中，基因与中性粒细胞的激活直

接相关，如粘附分子和相关配体或受体的表达，如
CXCR1、CXCR2 等基因在 T2DM 中表达增加（图 6）。
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图5.与健康对照相比，T2DM患者中性粒细胞差异表达基因(DEGs)富集路径图

图6.RT-qPCR验证了12个基因子集的RNA-seq结果
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总结

本研究调查了 T2DM 患者和健康对照者中性粒细
胞中 DEGs 的存在以及与这些基因相关的生物学
功能。研究表明，T2DM 患者在转录组水平上中性
粒细胞活化增加，对趋化因子的反应增加，中性粒
细胞跨内皮细胞迁移增加；另一方面，中性粒细
胞对细菌源性分子 ( 如 LPS ) 的反应、对细菌的细
胞反应和炎症反应减少。这些发现支持中性粒细
胞在 T2DM 发病机制中的作用。

本研究基于华大智造自主研发的 DNBSEQ 测序
平台，利用 RNA-seq 技术对健康人群和 T2DM 患
者的差异表达基因分析（DGEs）进行对比。基于
RNA-seq 的研究在确定 T2DM 与中性粒细胞之间
的潜在病理关系具有重要用途，也能为糖尿病的
预防和治疗提供新的靶点 12。该测序平台所特有的
DNBSEQ 测序技术具有高准确度、高保真性、高信
噪比和高性价比的特点，广泛应用于科研到临床
领域的研究。
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基因测序仪 MGISEQ-2000RS



推荐订购信息

基因测序仪 MGISEQ-2000RS

MGISP-960RS 自动化样本制备系统 

MGISP-100RS 自动化样本制备系统

MegaBOLT 生信分析加速器（工作站式服务器）

MGIEasy RNA 文库制备试剂套装（16 RXN）

仪器

    软件
建库试剂
测序试剂

900-000035-00

900-000100-00

970-000085-00

900-000070-00

1000006383

MGISEQ-2000RS 高通量测序试剂套装（FCL PE100） 1000012554

产品类型 产品名称 产品货号
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