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[摘　 要] 　 目的:研究大脑中动脉栓塞(ＭＣＡＯ)大鼠不同造模时程外周血的特异

表达基因及特征共表达网络模块ꎮ 方法:利用 ＧＥＯ 数据库的基因表达谱芯片

ＧＳＥ１１９１２１ 联合 Ｒ 语言分析 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点(０、１、２、３、６ 及 ２４ ｈ)外周

血的差异表达基因ꎮ 通过 ＳＴＥＭ 工具筛选不同造模时程基因表达模式ꎮ 利用基因

本体(ＧＯ)数据库和京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)数据库对差异表达的基

因进行功能注释和通路富集ꎮ 在 Ｒ 语言环境下利用 ＣＥＭｉＴｏｏｌ 包对基因表达谱矩

阵进行共表达网络构建及模块分析ꎬ并将模块与不同造模时间点进行富集分析ꎮ
结果:与造模 ０ ｈ 相比ꎬ造模后 １、２、３、６ 及 ２４ ｈ 差异表达基因数分别为 １６３、５０２、
５２７、５５０、７５ꎮ 共有 ３８ 种基因表达模式被富集ꎬ其中模式 ６５ 和模式 ３４ 分别在 ２ ~
６ ｈ特异上调或下调ꎬＨｐ、Ｎｏｓ２、Ｐ２ｒｙ１０ 及 Ｋｌｆ１２ 为两种模式的代表性基因ꎮ 共表达

网络模块分析显示ꎬ造模急性期早期(１ ~ ６ ｈ)基因状态与模块 ２ 正相关ꎬ造模 １ ~
３ ｈ 基因状态与模块 ３ 正相关ꎬ造模 ２ ~ ６ ｈ 基因变化与模块 ４ 正相关ꎮ 基因模块 ６
随着造模时间的迁移ꎬ与各时间点从正相关(０ ~ ２ ｈ)逐渐转为负相关(３ ~ ２４ ｈ)ꎬ
模块 ６ 主要与病毒应答及固有免疫应答相关ꎬ其网络核心节点包括 Ｍｘ１、Ｍｘ２、Ｒｔｐ４
等基因ꎮ 结论:本研究初步筛选了缺血性脑卒中急性发病期大鼠外周血的特征基

因及动态共表达网络模块ꎬ为探究缺血性脑卒中的病理生理变化规律提供了依据ꎮ
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　 　 脑卒中已成为威胁人类健康的第三大“杀
手”ꎬ具有高发病率、高致残率和高病死率等特

点[１]ꎮ 中国是全世界脑卒中高发病率国家之一ꎬ
国内首发脑卒中患病率每年增加 ６. ５％ꎬ且发病年

龄呈年轻化趋势ꎬ严重危害患者的健康和生活质

量[２]ꎮ 缺血性脑卒中是脑卒中的主要类型ꎬ通常

由脑内动脉栓塞造成局部供血障碍引起ꎬ最终导

致脑组织缺血坏死ꎮ 目前ꎬ唯一被证明对治疗缺

血性脑卒中有效的方法是采用重组组织型溶酶原

激活剂( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒꎬ
ｒｔ￣ＰＡ)超早期溶栓ꎬ通过恢复缺血区脑组织血液

供应发挥疗效ꎮ 然而ꎬｒｔ￣ＰＡ 的有效治疗时间窗仅

为发病 ４. ５ ｈ 内ꎬ极大地限制了其应用[３]ꎮ 由于

病情诊断、初始发病时间、脑内出血风险等因素的

不确定性ꎬ临床上 ｒｔ￣ＰＡ 的合理使用并不理想[４￣５]ꎮ
缺血性脑卒中的进展是一个复杂的动态过

程ꎬ其病理机制尚未完全明确ꎮ 除了局部脑组织

缺血坏死ꎬ缺血性脑损伤还可引起外周血细胞因
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子及趋化因子等信号快速变化ꎬ同时外周血单核

细胞、红细胞、血小板等的状态也随着病情进展而

发生改变[６￣８]ꎮ 因此ꎬ通过筛选缺血性脑损伤急性

发病期不同时间点外周血的关键基因及分子网络

变化ꎬ可为探索缺血性脑损伤的病理机制提供线

索ꎮ 基于此ꎬ本研究利用生物信息学技术分析大

脑中动脉栓塞 (ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＭＣＡＯ)大鼠不同造模时程外周血基因表达谱ꎬ筛
选不同时程特异表达的基因及特征分子共表达网

络ꎬ进而挖掘关键网络节点ꎬ以探究缺血性脑损伤

的动态进展过程及病理生理变化的规律ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 基因表达谱芯片数据处理

在美国国立生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)平台

的基因表达综合数据库 ( ＧＥＯꎬ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｏ / )中筛选得到缺血性脑损

伤造模后不同时间点外周血基因表达谱芯片

ＧＳＥ１１９１２１[９]ꎬ并下载其分组信息及探针表达谱

文件“ＧＳＥ１１９１２１＿ｓｅｒｉｅｓ＿ｍａｔｒｉｘ. ｔｘｔ. ｇｚ”ꎮ 芯片平

台为 ＧＰＬ６２４７ꎬ芯片含大鼠大脑 ＭＣＡＯ 造模后 ０、
１、２、３、６ 及 ２４ ｈ 外周血细胞基因表达谱ꎬ除了 ６ ｈ
为 ７ 只大鼠的数据ꎬ其余时间点均为 ８ 只大鼠的

数据ꎮ
１. ２　 差异表达基因筛选

将芯片样本分成 ０、１、２、３、６ 及 ２４ ｈ 六个组

别ꎬ在 Ｒ３. ５. １(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ. ｏｒｇ / )环
境下ꎬ利用 ｌｉｍｍａ 包[１０]将每个组别分别与 ０ ｈ 进

行比较ꎬ获取差异基因ꎮ 筛选条件为 ｜ ｌｏｇ 差异倍

数 ｜≥１ꎬ校正后的 Ｐ 值水平 ０. ０５ꎮ 得到 ５ 份显著

差异表达基因的列表ꎮ
１. ３　 不同时间点基因表达模式筛选

合并不同时间点的差异基因ꎬ利用时间序列

分析软件 Ｓｈｏｒｔ Ｔｉｍｅ￣ｓｅｒｉｅｓ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍｉｎｅｒ(ＳＴＥＭꎬ
ｖ１. ３. １１) [１１]设置 １００ 种表达模式ꎬ最大单位变化

设为 １ꎬ将差异基因标准化ꎬ０ ｈ 基因表达值设为

１ꎬ计算不同时间点的相对表达值并进行表达模式

富集ꎬ富集模式设为默认值ꎮ 彩色模块为显著富

集表达模式ꎮ
１. ４　 基因功能富集及注释

将差 异 基 因 列 表 分 别 导 入 ＤＡＶＩＤ ６. ８
(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ. ｎｃｉｆｃｒｆ. ｇｏｖ)在线基因功能富集工

具ꎬ对其进行基因本体和京都基因与基因组百科

全书(ＫＥＧＧ)富集分析ꎬ得到对应的富集功能与

信号通路信息ꎮ 在 Ｒ３. ５. １ 环境下ꎬ利用 ＧＯｐｌｏｔ 包
的 ＧＯＣｉｒｃｌｅ 功能对富集结果进行可视化分析ꎬ按 Ｐ
值取显著性前 １０ 位的功能及信号通路ꎮ
１. ５　 共表达模块分析及网络构建

在 Ｒ３. ５. １ 环境下ꎬ利用 ＣＥＭｉＴｏｏｌ 包[１２]对基

因表达谱矩阵进行共表达网络模块构建及分析ꎮ
首先ꎬ从 ＳＴＲＩＮＧ ｖ１１. ０( ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ)导出该基

因表达谱对应的大鼠蛋白互作用关系文件ꎬ并作

为 ＣＥＭｉＴｏｏｌ 包进行共表达模块网络分析的背景

文件ꎮ 利用 ＣＥＭｉＴｏｏｌ 包输出共表达模块网络分

析结果ꎬ包括样本聚类树(检验输入样本差异程

度)、β 与 Ｒ２ 平均连通性图(选定软阈值ꎬ以筛选

无标度网络模块)、模块富集评分图(Ｐ 值大于

０. ０５不显示)、模块基因表达折线图(不同组别的

模块基因表达量变化可视化)、模块基因共表达

及互作用网络图(Ｄｅｇｒｅｅ 值越大ꎬ节点直径越大ꎬ
颜色越深)ꎮ

２　 结　 果

２. １　 大鼠 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点外周血差异

基因及特征基因筛选

差异基因分析显示ꎬ与造模 ０ ｈ 相比ꎬ造模

后 １、２、３、６ 及 ２４ ｈ 差异基因数目分别为 １６３、
５０２、５２７、５５０、７５ꎬ造模后各时间点上调及下调

倍数前 ５０ 位的差异基因如附表 １ ~ １０ 所示ꎮ 其

中ꎬ五个时间点共有 ２５ 个共同上调差异基因

(附图 １Ａ)以及 ４ 个共同下调差异基因(附图

１Ｂ)ꎮ 此外ꎬ差异变化基因的交集显示各时间点

共有 ３０ 个 差 异 变 化 基 因 ( 附 图 １Ｃ)ꎬ 其 中

ＬＯＣ６８９２３０ 在 １ ~ ６ ｈ 上调ꎬ在 ２４ ｈ 下调(附图

１Ｄ)ꎬ提示 ＬＯＣ６８９２３０ 的表达模式可能与脑缺

血造模急性期的机体状态相关ꎮ
为进一步分析不同时间点的特征表达基因ꎬ

研究通过富集分析发现差异基因共存在 ３８ 种表

达模式ꎬ其中 １４ 种模式为显著富集(附图 １Ｅ)ꎮ
模式 ９５(１７ 个基因)、５８(１ 个基因)和模式 ４(１９
个基因)为造模 ２ ｈ 的特征基因ꎬ在 ２ ｈ 上调或下

调ꎻ模式 ９７ 和模式 ８３ 在 ２ ~ ３ ｈ分别特异上调或

下调ꎻ模式 ９３(７６ 个基因)和模式 ６(１０８ 个基因)
在 ３ ~ ６ ｈ 特异变化ꎻ模式 ６５(８１ 个基因)和模式

３４(１１ 个基因)分别在 ２ ~ ６ ｈ 上调或下调ꎻ模式

９１(３４ 个基因)、５７(１８ 个基因)和模式 ８(５ 个基
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因)、４２(５ 个基因)在 ６ ｈ 特异上调及下调ꎻ模式

５０ 和 ９０ 为 ２４ ｈ 的特异表达模式ꎮ 值得注意的

是ꎬ模式 ２８(３ 个基因)在 １ ｈ 特异下调而在 ６ ｈ
特异上调ꎻ模式 ４６ 在 ３ ｈ 特异下调ꎬ而在 ２４ ｈ 特

异上调ꎮ 此外ꎬ研究亦发现 ７ 个基因随发病时程

持续上调或下调ꎬ包括 Ｆｅｔｕｂ、Ｍｘ１、Ｍｘ２、 Ｒｔｐ４、
ＬＯＣ１０２５５６０９６、 Ｉｇｊ 及 ＬＯＣ１００３６２３９１ (附图 １Ｆ、
Ｇ)ꎮ 提示这些基因与 ＭＣＡＯ 大鼠病程进展密切

相关ꎮ
２. ２　 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点外周血差异基因

功能注释

不同时间点外周血差异表达基因基因本体的

生物进程注释结果显示ꎬＭＣＡＯ 造模后 １ ｈ 差异

基因主要参与细胞对脂多糖的应答(上调)、炎症

反应(上调)、免疫应答(下调)以及抗原加工和主

要组织相容性复合体Ⅱ介导的外源肽抗原呈递

(下调)等生物进程(附图 ２Ａ)ꎮ 造模后 ２ ｈ 上调

排名前二的生物进程为炎症反应及细胞对脂多糖

的应答ꎬ下调排名前二的为 Ｂ 细胞增殖正调控及

对 γ 干扰素的反应(附图 ２Ｂ)ꎮ 造模 ３ ｈ 上调的

生物进程排名前二为细胞对脂多糖的应答及固有

免疫应答ꎬ下调排名前二的为细胞表面受体信号

通路及获得性免疫应答(附图 ２Ｃ)ꎮ 造模后 ６ ｈ
上调排名前二的为细胞对脂多糖的应答及固有免

疫应答ꎬ下调排名前二的为细胞对细胞因子刺激

的反应及获得性免疫应答(附图 ２Ｄ)ꎮ 造模后

２４ ｈ上调排名前二的为负调控内肽酶活性及负调

控炎症反应ꎬ下调排名前二的为固有免疫应答及

防御应答(附图 ２Ｅ)ꎮ 以上数据提示ꎬ炎症反应、
固有免疫应答及细胞对脂多糖的应答等生物进程

在 ＭＣＡＯ 早期被激活ꎬ而在 ２４ ｈ 呈现负调控或未

明显激活状态ꎮ
２. ３　 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点外周血差异基因

通路富集

进一步对 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点外周血

差异基因进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ 造模后 １ ｈ
差异基因参与排名前十的通路均为下调趋势ꎬ包
括结核病、造血细胞系等通路(附图 ３Ａ)ꎮ 造模

后 ２ ｈ 上调排名前二的通路包括利什曼病及金黄

色葡萄球菌感染ꎬ下调排名前二的通路包括造血

细胞系及原发性免疫缺陷(附图 ３Ｂ)ꎮ 造模后 ３ ｈ
上调排名前二的通路包括结核病及利什曼病ꎬ下
调排名前二的通路为造血细胞系及 Ｔ 细胞受体

信号通路(附图 ３Ｃ)ꎮ 造模后 ６ ｈ 上调排名前二

的通路包括细胞因子 细胞因子受体相互作用及

利什曼病ꎬ下调排名前二的通路为造血细胞系及

原发性免疫缺陷(附图 ３Ｄ)ꎮ 造模后 ２４ ｈ 无显著

富集通路ꎮ
２. ４　 ＭＣＡＯ 造模后不同时间点外周血特征共表

达模块分析

为进一步考察与缺血性脑损伤发病时程密切

相关的特征基因ꎬ研究通过构建共表达网络分析

每个时间点的相关模块ꎮ 首先对样本进行聚类ꎬ
发现每个时间点的样本差异较小(附图 ４Ａ)ꎮ 共

表达网络构建的软阈值筛选显示 β 值为 １０(附图

４Ｂ、Ｃ)ꎮ 共表达网络分析显示ꎬ共有六个特征模

块被富集ꎬ模块与各时间点的相关性以标准化富

集分数表示ꎬ所展示模块校正后的 Ｐ 值均小于

０. ０５(附图 ４Ｄ)ꎮ 基因模块富集分析表明ꎬ造模

急性期早期(１ ~ ６ ｈ)基因状态与模块 ２ 显著正相

关ꎬ造模 １ ~ ３ ｈ 基因变化与模块 ３ 正相关ꎬ造模

２ ~ ６ ｈ 基因状态与模块 ４ 密切正相关ꎬ提示这些

模块可能与缺血性脑损伤的早期发病时程密切相

关(附图 ４Ｄ)ꎮ 值得注意的是ꎬ随着造模时间的

迁移ꎬ模块 ６ 与各时间点从正相关(０ ~ ２ ｈ)逐渐

转为负相关(３ ~ ２４ ｈ)ꎬ提示该模块可能与疾病进

程相关(附图 ４Ｄ)ꎮ 最后ꎬ研究进一步呈现了 ６ 个

模块不同时间点的基因表达模式ꎬ结果提示基因

的表达高低与模块的富集密切相关(附图 ４Ｅ)ꎮ
２. ５　 共表达网络构建及核心基因筛选

共表达网络构建结果显示:模块 １ 共含 ６９６
个基因ꎬ构建网络后其核心节点为 Ｇｎｇｔ２、Ｆｏｓ、
Ｅｇｒ１、 Ｐｔｇｓ２、 Ｃｃｌ２、 Ｃｄ７９ｂ、 Ｃｄ１９、 Ｉｓｇ１５、 Ｏａｓｌ 及

Ｄｄｘ６０(附图 ５Ａ)ꎻ模块 ２ 共含 ６９４ 个基因ꎬ构建网

络后其核心节点为 Ｐｔａｆｒ、Ａｌｏｘ５ａｐ、Ｌｂｐ、Ｂｍｘ、Ｃｃｒ５、
Ｃ３、Ｃｃｌ２、Ｔｌｒ２、Ｔｌｒ６、Ｔｌｒ１０、Ｊｕｎ、Ｓｔａｔ３、Ｍｍｐ９ 及 Ｔｎｆ
(附图 ５Ｂ)ꎻ模块 ３ 共含 １４２ 个基因ꎬ构建网络后

其核心基因为 Ｃｌｅｃ５ａ、 Ｎｆｋｂｉａ、 Ｔｌｒ５、 Ｉｆｉｈ１、 Ｉｆｉｔ２、
Ｚｂｐ１、Ｏａｓｌ２、Ｏａｓ２、Ｘａｆ１ 及 Ｕｓｐ１８(附图 ５Ｃ)ꎬ模块

３ 核心基因在造模后不同时间点的表达趋势如附

图 ５Ｄ 所示ꎻ模块 ４ 共含 ７６ 个基因ꎬ其网络核心节

点为 Ｃｄ１９、Ｃｄ３３、Ｃｄ６３、Ｆｌｏｔ２、Ｆｂｘｌ５、Ｔｆｒｃ、Ｄａｂ２、
Ｔｐｄ５２、Ｘｂｐ１ 及 Ｓｏｒｔ１(附图 ５Ｅ)ꎻ模块 ５ 共含 ４５ 个

基因ꎬ但蛋白 蛋白互作用(ＰＰＩ)较少ꎬ无法呈现

网络ꎻ模块 ６ 共含 ３８ 个基因ꎬ其网络核心节点为

Ｓｌｃ１２ａ２、Ｏａｓ１ｂ、Ｍｘ１、Ｍｘ２、Ｉｆｉｈ１、Ｉｓｇ１５、Ｒｔｐ４、Ｕｓｐ１８、
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Ｉｒｇｍ、Ｉｆｉ４７ 及 Ｉｆｉｔ２(附图 ５Ｆ)ꎮ
２. ６　 共表达模块基因功能注释及通路富集

为明确每个特征模块的生物学意义ꎬ研究利

用基因本体及 ＫＥＧＧ 对其进行注释ꎮ 模块 １ 主要

参与的生物进程包括 Ｔ 细胞受体信号通路、Ｔ 细

胞分化等(附图 ６Ａ)ꎻ模块 ２ 主要与炎症反应、细
胞对脂多糖的应答等相关(附图 ６Ｂ)ꎻ模块 ３ 主要

与衰老及嘌呤核苷酸生物合成过程等相关(附图

６Ｃ)ꎻ模块 ４ 主要参与含卟啉的化合物合成过程

及红细胞发育等生物进程(附图 ６Ｄ)ꎻ模块 ５ 主要

参与正向调控神经元分化及血小板形成等过程

(附图 ６Ｅ)ꎻ模块 ６ 主要与病毒应答及固有免疫应

答相关(附图 ６Ｆ)ꎮ ＫＥＧＧ 通路富集结果显示ꎬ模
块 １ 主要与造血细胞系及原发性免疫缺陷相关

(附图 ６Ｇ)ꎻ模块 ２ 主要参与细胞因子 细胞因子

受体互作及利什曼病等通路(附图 ６Ｈ)ꎻ模块 ３
主要与丙型肝炎及肿瘤通路相关(附图 ６Ｉ)ꎻ模块

６ 主要参与甲型流感及维甲酸诱导基因蛋白 １ 样

受体信号通路等(附图 ６Ｊ)ꎮ 模块 ４、５ 无显著富

集通路ꎮ

３　 讨　 论

缺血性脑卒中由于脑内动脉栓塞造成局部供

血障碍ꎬ导致患者脑组织缺血坏死以及神经功能

缺失ꎮ 研究表明ꎬ急性缺血性脑卒中患者在未接

受治疗时ꎬ大脑每分钟约 １９０ 万个神经元、１４０ 亿

个突触及累计长达 １２ ｋｍ 的神经纤维被破坏[１３]ꎮ
因此ꎬ脑卒中患者的早期治疗尤为关键ꎮ 目前ꎬ采
用 ｒｔ￣ＰＡ 超早期溶栓是唯一被证明治疗缺血性卒

中有效的方法ꎮ 然而ꎬ研究显示多数患者对 ｒｔ￣ＰＡ
的使用并未在最佳时间窗内[４ꎬ１４]ꎮ 因此ꎬ筛选缺

血性脑卒中不同发病时期的基因表达特征有助于

诠释疾病的病理生理变化规律ꎬ为临床判断准确

的发病时间提供线索ꎮ 缺血性脑损伤常伴随全身

组织的状态改变ꎬ外周血由于取样及检测便捷的

优势ꎬ常作为疾病的标志物ꎮ 本研究通过分析缺

血性脑损伤急性发病期不同时间点外周血特征基

因及共表达网络变化ꎬ发现了一些时间特异性表

达的基因模块ꎬ为脑卒中外周血的病理机制研究

提供线索ꎮ
缺血性脑卒中的进展动态而多变ꎬ反映在外

周血的基因变化亦是如此ꎮ 不同造模时间点基因

表达模式富集结果显示ꎬ从造模前到急性发病期ꎬ

外周血基因共产生了 ３８ 种表达模式ꎮ 其中ꎬ在急

性发病期早期(２ ~ ６ ｈ)ꎬ共有 ９２ 个基因发生特异

变化ꎬＨｐ(编码触珠蛋白)、Ｎｏｓ２、Ｐ２ｒｙ１０ 及 Ｋｌｆ１２
为变化最为明显的四个基因ꎮ 触珠蛋白是一种急

性期反应血浆蛋白ꎬ可在应激反应时保护机体免

于氧化损伤ꎮ 在 ＭＣＡＯ 造模 ２ ~ ６ ｈꎬＨｐ 的表达显

著上调ꎬ并于 ６ ｈ 达到高峰ꎮ 研究表明ꎬ外周血中

触珠蛋白表达上调是急性缺血性脑卒中患者的预

后不良因素[１５]ꎮ Ｂｒｅａ 等[１６]通过检测首次发生缺

血性脑卒中且发病 １２ ｈ 以内的患者血清触珠蛋

白及淀粉样蛋白 Ａꎬ发现两者的表达水平均可较

好地用于诊断确认动脉粥样硬化导致的缺血性卒

中ꎮ 然而ꎬ将触珠蛋白用于缺血性脑卒中急性发

病期早期的诊断尚未见报道ꎮ Ｎｏｓ２ 可参与脑卒

中引起的神经炎症ꎬ上调血液中的 ｍｉＲ￣１２２ 可直

接抑制 Ｎｏｓ２ 表达ꎬ促进ＭＣＡＯ 大鼠的神经功能恢

复[１７]ꎮ 本文资料显示ꎬＮｏｓ２ 在造模后 ２ ~ ６ ｈ 存

在一过性高表达ꎬ提示 Ｎｏｓ２ 可能参与缺血性脑损

伤的进展ꎬ但目前将 Ｎｏｓ２ 表达变化用于判断脑缺

血进展时程的研究尚未见报道ꎮ Ｐ２ｒｙ１０ 及 Ｋｌｆ１２
在造模后 ２ ~ ６ ｈ 一过性下调ꎬ２４ ｈ 又恢复正常水

平ꎮ Ｐ２ｒｙ１０ 是一类 Ｇ 蛋白偶联受体ꎬ可被鞘氨

醇￣１￣磷酸及溶血磷脂酸结合激活ꎬ目前在脑缺血

中的作用未明ꎮ Ｋｌｆ１２ 是抗炎的调控因子ꎬ与脑卒

中相关研究亦有限ꎮ 这些急性发病期特异变化的

基因可能作为机体异常的感受器ꎬ敏感地反映缺

血性脑损伤早期的分子生物学状态ꎮ
病理状态下基因并非单独失调ꎬ而是伴随着

整个分子网络的改变ꎮ 共表达网络分析显示ꎬ缺
血性脑损伤进展过程基因表达模块是动态且特异

的ꎬ如造模急性期早期(１ ~ ６ ｈ)基因状态与模块

２ 正相关ꎬ造模 １ ~ ３ ｈ 基因变化与模块 ３ 正相关ꎬ
造模 ２ ~ ６ ｈ 基因状态与模块 ４ 正相关ꎮ 模块 ２
共包含 ６９４ 个基因ꎬ主要参与炎症反应、细胞对脂

多糖的应答等生物进程ꎮ 核心基因如 Ｐｔａｆｒ、
Ａｌｏｘ５ａｐ、Ｔｌｒ２、Ｔｌｒ６、Ｔｌｒ１０、Ｊｕｎ、Ｓｔａｔ３ 及 Ｔｎｆ 等与上

述进程密切相关ꎮ Ａｌｏｘ５ａｐ 参与白三烯的合成ꎬ研
究表明 Ａｌｏｘ５ａｐ 是脑卒中的易感基因ꎬ其单核苷

酸多态性位点如 ＳＧ１３Ｓ１１４ 突变与欧洲人群的中

风风险相关[１８]ꎬ初步临床试验显示针对 Ａｌｏｘ５ａｐ
的抑制剂可改善哮喘症状[１９]ꎬ但是否对脑卒中患

者有效尚待研究ꎮ 此外ꎬ研究亦发现基因模块 ６
随着造模时间的迁移ꎬ与各时间点从正相关(０ ~

􀅰１９５􀅰潘宗富ꎬ等. 缺血性脑损伤大鼠外周血动态共表达网络分析



２ ｈ)逐渐转为负相关(３ ~ ２４ ｈ)ꎬ模块 ６ 主要与病

毒应答及固有免疫应答相关ꎬ其网络核心节点包

括 Ｍｘ１、Ｍｘ２、Ｒｔｐ４ 等基因ꎮ 基因表达模式显示

Ｍｘ１、Ｍｘ２、Ｒｔｐ４ 等随着造模时程逐渐下调ꎮ Ｍｘ１
和 Ｍｘ２ 可被干扰素诱导表达ꎬ参与抗病毒免疫应

答[２０￣２１]ꎬ但在缺血性脑损伤中的作用未知ꎮ Ｒｔｐ４
是一类受体转运体蛋白ꎬ可参与调控鸦片受体的

细胞膜定位ꎬＤéｃａｉｌｌｏｔ 等[２２] 发现吗啡可促进下丘

脑 Ｒｔｐ４ 的表达ꎮ 此外ꎬＳｃｈｏｇｇｉｎｓ 等[２３] 研究指出

Ｒｔｐ４ 可被Ⅰ型干扰素上调进而参与抗病毒免疫

应答ꎮ 研究表明ꎬ在脑卒中时Ⅰ型干扰素分泌增

加ꎬ导致小胶质细胞过度活化ꎬ并影响脑内神经免

疫环境以及血脑屏障完整性ꎬ引起白质的小胶质

细胞过度增生以及促炎因子释放[２４]ꎮ 虽然 Ｍｘ１、
Ｍｘ２、Ｒｔｐ４ 在脑卒中的作用尚未明确ꎬ但Ⅰ型干扰

素分泌失调提示了这些下游分子参与脑卒中进展

的可能性ꎮ
综上ꎬ本研究分析了缺血性脑卒中大鼠急性

发病期的外周血特征基因及共表达网络模块ꎬ补
充了脑部病灶以外的机体状态变化规律ꎬ为后续

ｒｔ￣ＰＡ 的合理使用提供了潜在标志物ꎮ 后续的研

究仍需要大样本验证其诊断效能ꎬ包括扩大大鼠

的样本量确定时间特异性表达基因以及收集临床

患者血样进行标志物验证ꎮ 此外ꎬ鉴于脑卒中的

有效溶栓时间窗极短ꎬ目前基因检测技术尚无法

实时呈现检测结果ꎬ如何提升标志物检测效率将

是治疗脑卒中的重要研究方向ꎮ 根据脑卒中的发

病时间进行标志物细分ꎬ描绘动态的基因群变化ꎬ
将为缺血性脑卒中提供一个精准的发病“时钟”ꎬ
为后续临床决策提供参考依据ꎮ

　 　 (附图 １ ~ ６、附表 １ ~ １０ 见本文网络版)
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陈枢青教授团队与哈佛大学医学院教授合作研究成果揭示

死亡受体 ５ 跨膜区高度聚集特性及其机制

陈枢青教授与哈佛大学医学院周界文教授、吴皓教授合作在 ２０１９ 年第 ６ 期«细胞»(Ｃｅｌｌ)发表了题为“Ｈｉｇｈｅｒ￣ｏｒｄｅｒ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｃｈｏｒ ｏｆ ＤＲ５ ｄｒｉｖｅｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ”的研究论文(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｏｉ. ｏｒｇ / １０. １０１６ / ｊ. ｃｅｌｌ. ２０１９. ０２. ００１)ꎮ
该研究首次揭示了死亡受体 ５(ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５ꎬ ＤＲ５)在激活后其跨膜区高度聚集ꎬ并直接激活下游的细胞凋亡通路ꎮ
此外ꎬ该研究还提出 ＤＲ５ 的胞外区在 ＤＲ５ 激活前起到自我抑制作用ꎬ阻止 ＤＲ５ 跨膜区的聚集倾向ꎬ从而防止受体由于

跨膜区聚集而自动激活ꎮ 该研究成功解释了部分二聚体或单体的抗体片段为何能够像三聚体的 ＤＲ５ 肿瘤坏死因子相

关凋亡诱导配体(ＴＲＡＩＬ)那样激活 ＤＲ５ꎬ而且其中某些 ＤＲ５ 上的抗体表位与 ＴＲＡＩＬ 在 ＤＲ５ 上的结合位点完全不同ꎮ 此

外ꎬ肿瘤坏死因子受体(ＴＮＦＲ)家族包含了许多重要的免疫受体ꎬ比如 ＴＮＦＲ２、ＯＸ４０ 等ꎬ它们的跨膜区与 ＤＲ５ 相似ꎬ均拥

有 ＧＸＸＸＧ ｍｏｔｉｆꎬ可促进跨膜区聚集ꎮ 因此ꎬ该研究提出了全新的 ＴＮＦＲ 家族受体的信号传递机制ꎬ阐明了单次跨膜跨膜

区在信号传递过程中的重要作用ꎬ为 ＤＲ５ 激动型靶向抗肿瘤药物的研发提供了思路ꎬ对于目前热门的免疫治疗具有积

极的理论指导意义ꎮ
该研究还发现 ＴＮＦＲ 家族的其他重要免疫受体也存在跨膜区聚集ꎬ通过酶切方式原位切除 ＴＮＦＲ２ 和 ＯＸ４０ ＥＣＤ 均

可激活下游 ＮＦ￣κＢ 通路ꎬ表明跨膜区聚集在 ＴＮＦＲ 家族受体中是一种较为普遍的信号传递调控机制ꎬ且有望应用至其他

受体的信号传递过程ꎮ 因此ꎬ该研究为单克隆抗体、双 /多特异性抗体激活、调控免疫受体提供了新的理论支持ꎬ有望推

动基于抗体的免疫治疗ꎮ
论文第一作者为潘利强博士、赵文彬博士研究生、傅天民博士和赵琳琳博士ꎮ 部分研究工作获得了国家重点研发计

划的支持ꎮ
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