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摘要 目的：通过生物信息学方法研究小鼠脑缺血再灌注损伤（CIRI）所致的损伤模型的基因表达谱变化，寻

找疾病相关的关键基因。方法：从Gene Expression Omnibus（GEO）中下载关于小鼠脑损伤GSE23160时间

序列基因表达谱芯片的原始数据，分析皮质脑组织样本和纹状体脑组织样本在缺血再灌注不同时间点基因

表达谱的差异，并对差异表达基因进行GO和KEGG功能富集分析。再通过聚类分析挑取表达趋势明显的

差异基因进行免疫细胞浸润分析和关键基因分析。并在大鼠CIRI模型上对显著差异基因进行验证。结果：

免疫细胞浸润分析发现CIRI过程中出现肥大细胞和巨噬细胞浸润。CIRI过程中的差异基因主要参与愈伤

反应、炎性反应和信号转导通路等。在2个组织样本的不同再灌注时间点Timp1和Gpr84基因表达都发生

了显著上调。大鼠CIRI模型进一步验证了Timp1和Gpr84基因的上调表达。结论：Timp1和Gpr84基因可

能是脑缺血再灌注过程中的关键基因。
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Abstract Objective: To explore the key genes related to ischemia reperfusion injury (CIRI) by investigating

the gene expression profile of the CIRI model in mice via bioinformatics analysis. Methods: The expression

data of GSE23160 time series dataset associated with mouse cerebral injury was downloaded from Gene

Expression Omnibus (GEO). The expression of gene expression profile of cortical brain tissue samples and

striatum brain tissue samples at different time points after ischemia-reperfusion was analyzed. The underlying

function of differentially expressed genes were predicted by GO and KEGG enrichment analysis. Then the

cluster analysis was applied to identify the obvious trend of the differential genes for immune cell infiltration

analysis and key genetic analysis. Consequently, the significant differentially expressed genes were verified in

ischemia-reperfusion rats. Results: Immune cell infiltration analysis revealed that mast cells and macrophages

were infiltrated during CIRI. CIRI gene differences major in the genes involved in callus, inflammatory response,

and signal transduction pathway. Moreover, Timp1 and Gpr84 gene expression were significantly up-regulated in

both tissues at different reperfusion time. Finally, the up-regulation of Timp1 and Gpr84 genes was further

verified in ischemia-reperfusion rats. Conclusion: Our results suggest that Timp1 and Gpr84 genes may be the

key genes in CIRI.
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脑缺血一段时间后，由于再灌注导致的

损伤称为脑缺血再灌注损伤（cerebral ische-

mia reperfusion injury，CIRI）。CIRI 发生机

制不明，可能与自由基生成、细胞内钙超载

和细胞凋亡等相关[1]。CIRI的不同时期，病

理生理过程不同[2]。近年来，通过基因表达

谱芯片和高通量测序技术，研究者发现在

CIRI过程中大量基因的表达出现变化，促炎

因子、转录因子和抗氧化酶基因表达增加，

而离子通道和蛋白激酶等相关基因表达降

低[3-5]。本研究利用生物信息学方法分析CIRI

后不同时期小鼠脑组织基因表达谱芯片数据，

探索关键基因，为CIRI防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 表达谱数据获取及预处理

从Gene Expression Omnibus（GEO，http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）下载小鼠脑损

伤的时间序列表达数据（GSE23160，PMID

21193029， Platform GPL6885 Illumina
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MouseRef-8 v2.0 expression beadchip）的未标准化 txt

文件和注释文件。该数据集共包含 2种脑组织样本：

皮质和纹状体；各分为 4组：假手术（sham）组、再灌注

（IR）后2 h、8 h和24 h组，每组4例样本。

原始数据用R（Version 3.4.0）进行读取和预处理，

用 R 软 件 包 limma v.3.32.2[6]，采 用 RMA（Robust

Multi-array Average）法 [7,8]行背景校正，quantile 法行标

准化，对信号值行Log2转换，最后用注释文件对探针进

行注释，去除未匹配到基因的探针；若不同探针映射到

同一基因，取不同探针的均值作为该基因的表达值。

1.2 差异表达基因筛选及差异基因集聚类分析

利用 R 包 limma 分别对各组进行差异分析，分别

比较 IR2、8、24 h组与 sham组的差异，各个对比组差异

表达基因的筛选阈值均为 P＜0.05 且 |Log2FC|＞0.585

（即1.5倍变化）。

分别对皮质和纹状体组织中各时间点的差异基因

取并集，作为 IR组与 sham组的差异基因集。利用R包

pheatmap绘制聚类热图，聚类方法为Complete-linkage

clustering，距离算法为Pearson correlation。

对于皮质和纹状体组的差异基因集，分别使用R

包 Mfuzz v2.36.0[9,10]对该数据进行噪音抗变性软聚类

分析。根据基因随时间的变化趋势将结果分为不同的

模块（如持续上升、持续下降、先升后降和先降后升）。

分析参数为 Minimum Standard Deviation=0.3，acore=

0.5，cOptimal=8。

1.3 差异表达基因的功能富集分析

首先使用R包 clusterProfiler v3.4.4分析不同的表

达趋势聚类的基因集。再对这些基因进行GO功能富

集及 KEGG 通路富集分析，以 BH（Benjamini and

Hochberg）校正后的超几何分布检验显著性P＜0.05为

显著富集的阈值。

1.4 免疫细胞浸润分析

组 织 IR 后 会 激 活 免 疫 系 统 ，本 研 究 采 用

CIBERSORT[11]方法对上述2个基因表达谱进行免疫细

胞百分比的推算。

1.5 关键基因筛选

通过以上分析，分别得到皮质和纹状体中的基因

表达变化情况。将2种组织的结果取交集，得到在2种

组织中共同持续上/下调的差异表达基因，最后将其转

换为大鼠的同源基因，作为参与CIRI过程的关键候选

基因。并利用R包 clusterProfiler对得到的候选关键基

因进行GO和KEGG pathway富集分析。

1.6 关键基因验证

20只健康雄性SD大鼠随机分为假手术（sham）组

和缺血再灌注（IR）组。IR组大鼠采用线栓法制作大脑

中动脉缺血（middle cerebral artery occlusion，MCAO）

模型，缺血2 h后将线栓拔出，分别于缺血再灌注6、12、

24、48 及72 h 时取样；sham组大鼠仅分离和暴露血管。

用Trizol试剂盒分别提取各组大鼠皮质及纹状体的总

RNA并检测浓度。用逆转录试剂盒逆转录为模板单

链 cDNA，以 cDNA为模板进行PCR。PCR反应条件：

95 ℃ 1 min，92 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，75 ℃ 30 s，40个循

环，每个样品均设3个平行反应复孔。用2-△△CT法对关

键基因相对表达量进行计算。

2 结果

2.1 差异表达基因筛选结果

GSE23160 数据集数据经预处理后得到 18120 个

基因。经过差异分析及显著性阈值（|Log2FC|＞0.585

和P＜0.05）筛选后，各组得到的差异基因个数见表1。

分别对皮质和纹状体在 IR后不同时间点的差异

基因结果取并集。皮质部位共得到差异基因2240个，

纹状体部位得到差异基因 2595 个，聚类热图见图 1。

同组的差异基因倾向于聚类在一起，表明差异基因可

以将不同组的样本很好地区分开。

2.2 聚类分析

通过使用Mfuzz时间序列分析法及相应阈值，皮

质和纹状体均得到8个基因聚类，随着时间点的变化，

聚类结果呈现不同的变化情况，见图2。

选择有连续上调或下调趋势的聚类进行后续分

析。皮质部位聚类2、4、7的基因表达值随时间变化基

本呈上升趋势，将其合并作为上调基因；聚类5、6呈下

降趋势，将其合并作为下调基因，见图 2A、表 2。纹状

体部位聚类 4、6、8基因随时间变化基本呈上升趋势，

将其合并作为上调基因；聚类 2、7呈下降趋势，将其合

并作为下调基因见图2B、表2。

2.3 差异表达基因的功能富集

对皮质和纹状体筛选出的上/下调基因分别进行

GO生物学过程富集分析和KEGG代谢富集分析。GO

富集结果显示，皮质和纹状体的上调基因富集到许多

上调

下调

总数

皮质/个

2 h

392

281

673

8 h

509

401

910

24 h

815

599

1414

纹状体/个

2 h

325

265

590

8 h

538

524

1062

24 h

899

697

1596

表1 以 sham组为对照筛选到的各组差异基因个数
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相同的生物学过程，包括细胞粘附相关、血管生成、炎

性反应和白细胞迁移等，见图 3。KEGG pathway富集

结果显示，皮质部位的上调基因显著富集在TNF信号

通路和金葡菌感染等；纹状体部位上调基因只显著富集

在ECM受体相互作用和癌症蛋白多糖通路；皮质组下

调基因显著富集在cAMP信号通路和钙信号通路等。

2.4 免疫细胞浸润分析

CIBERSORT分析结果显示，在皮质和纹状体中，

sham组和 IR组不同免疫细胞的浸润程度一致性高，呈

显著正相关，见图4。因皮质和纹状体中的免疫细胞浸

润比例无显著差别，故将2种组织的数据合并，重新分

为 sham组和 IR2、8、24 h组，再分析 2组间各种免疫细

胞浸润程度差异。结果显示，Sham组的免疫细胞浸润

主要为 CD4 +静息 T 细胞、巨噬细胞和肥大细胞

（64%）；IR2、8、24 h 组以肥大细胞和巨噬细胞为主

（55%），见图5。提示在CIRI过程中，免疫细胞浸润程

度改变，以肥大细胞和巨噬细胞的活化最明显。

2.5 关键基因筛选

因皮质和纹状体的免疫细胞浸润程度无显著差

别，推测2种组织中有部分基因的变化具有共性。因此

将 IR组皮质和纹状体组织中持续上/下调差异基因分别

取交集，得到共有上调基因41个，共有下调基因7个。

在 41 个上调基因中，有 5 个基因在各时间点与

Group

Group
sham
I/R-2h
I/R-8h
I/R-24h

3

2

1

0

-1

-2

-3

Group

Group
sham
I/R-2h
I/R-8h
I/R-24h

3

2

1

0

-1

-2

-3

注：（A）皮质；（B）纹状体；热图中红色代表高表达，蓝色代

表低表达

图1 IR后不同时间点的差异基因聚类热图

A B

注：（A）皮质；（B）纹状体；红-蓝-绿-黄的变化表示基因的变

化情况与该聚类的中心变化的符合程度

图2 聚类结果图

A B

表2 Mfuzz聚类结果

上调

下调

皮质

聚类号

2, 4, 7

5, 6

基因数/个

93, 49, 104

75, 59

总数

246

134

上调

下调

纹状体

聚类号

4, 6, 8

2, 7

基因数/个

106, 42, 126

98, 39

总数

274

137

A

B

p.adjust

GeneRatio

GeneRatio

p.adjust

0.012

0.008

0.004

0.06
0.08
0.10
0.12

0.06
0.08
0.10
0.12
0.14

0.01

0.02

Up UpDown Down

Up UpDown Down

Cortex Striatum

Cortex Striatum

注：（A）GO富集结果；（B）KEGG富集结果

图3 GO生物学过程和KEGG代谢通路富集结果
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sham组的差异均有统计学意义（P＜0.05），见表 3。其

中，基因 Timp1 和 Gpr84 趋势较好，4930486L24Rik、

Ggta1和Osmr在RI 24 h处有不同程度下降。在7个下

调基因中未发现与 sham组差异有统计学意义的基因。

对 48 个重点基因（上调 41 个，下调 7 个）进行 GO 和

KEGG pathway 富集分析，得到 12 条 GO-BP Term 和 1

条KEGG pathway。这些基因显著富集的GO Terms包

括愈伤反应和吞噬调节等，此外仅富集在补体级联反

应KEGG通路，见图6。

2.6 关键基因的验证

以上分析结果表明，Timp1 和 Gpr84 可能是参与

CIRI过程的2个关键基因。在大鼠CIRI模型上对这2

个基因进行验证的结果显示，与 sham组比较，IR大鼠

脑组织中Timp1和Gpr84 mRNA相对转录水平显著上

调，差异均有统计学意义（P＜0.05），见表4。

3 讨论

CIRI会引起脑组织损伤加重，这些加重与许多相

关基因的表达变化有关。本研究全面检测了CIRI不

同时期及不同组织之间的基因表达水平差异。

与 CIRI 损伤过程相关的基因多与细胞凋亡和信

号转导等过程相关[3,4,12]。在CIRI 4～72 h上调表达的

基因与蛋白质合成、细胞促凋亡、损伤反应和抗细胞凋

亡等有关[13]。本研究发现皮质和纹状体中上调的基因

富集于许多相同的生物学过程，如细胞粘附、血管生

成、炎性反应、白细胞迁移等，与以往研究结果一致。

本研究还发现皮质组中腺苷酸环化酶（cAMP）信号通

路和钙信号通路相关的基因表达显著下调。赵菁等[14]

研究发现刺激 G 蛋白偶联受体可增加纹状体内的含

量，使细胞内钙离子增高，这提示参与 cAMP信号转导

通路和钙信号途径的相关基因对缺血脑组织可能起到

保护作用。

分析在皮质和纹状体中都出现的差异基因，发现

基质金属蛋白酶抑制因子（Timp1）和Gpr84基因在各

时间点都显著上调表达。Timp1是基质金属蛋白酶-9

（matrix metalloproteinases，MMP-9）的内源性抑制剂，

由结缔组织细胞和巨噬细胞产生。MMP-9可破坏血

管基底膜，导致血管源性水肿、血液循环中炎性细胞的

渗入及继发出血等[15]。研究显示，Timp1会抑制或削弱

MMP-9 的作用，对抗由 MMP-9 等炎性因子导致的细

胞凋亡[16,17]。此外，功能注释发现TIMP参与低氧诱导

因子（HIF-1）信号转导通路，HIF-1是缺氧应激时调节

基因表达的重要转录因子，而HIF-1的靶基因能减弱

缺氧损害[18]。本研究发现，Timp1表达量随CIRI损伤

时间延长而增加，Timp1可能参与了脑组织缺氧耐受

的建立。Gpr84编码蛋白属于G蛋白偶联受体家族成

员，是一类膜蛋白受体，参与磷酯酶C激活G蛋白偶联

受体信号转导过程。Gpr84在免疫应答中发挥了重要

作用，Gpr84在正常情况下表达量相对较低，当受到外

来刺激引起炎症反应时，其表达量明显增加[19]。Gpr84

通过增强巨噬细胞中炎症因子的表达加重炎症反应[20]。

本研究中，Gpr84 基因表达在 2 个损伤组织都显著上

调。免疫细胞浸润分析发现，CIRI引起了肥大细胞和

巨噬细胞的浸润。推测在CIRI过程中Gpr84基因的高

表达，可能引起免疫细胞浸润，最终导致细胞凋亡。

本研究应用生物信息学方法分析了 CIRI 的皮质

样本和纹状体样本表达谱芯片，发现了大量差异表达

基因，初步筛选并了解与CIRI损伤密切相关的基因和

通路。Timp1和Gpr84基因表达的上调表明它们可能

R2=0.9141

R2=0.9767

0.1 0.2 0.30

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

皮质

纹
状

体

0

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

相
对

百
分

比
/%

sham I/R
组别

注：红色三角及红色趋势线为 IR组（R2=0.9767），蓝色圆形

及趋势线为 sham组

图4 皮质和纹状体各种免疫细胞浸润程度相关性

图5 sham组和 IR组免疫细胞浸润程度对比
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是CIRI损伤过程中参与免疫应答和细胞凋亡信号通

路的 2个关键基因，但还需要进一步的实验来验证这

些结果。
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表3 重点上调基因

注：横轴代表该Term富集到的基因个数，颜色代表P值，越

接近红色，P值越小

图6 重点基因GO富集分析结果

组别

sham组

IR组

只数

10

10

Timp1/（x±s）
0.85±0.14

2.93±0.28①

Gpr84/（x±s）
0.94±0.13

4.37±0.73①

表4 大鼠脑组织中Timp1和Gpr84mRNA相对转录水平比较

注：与 sham组比较，①P<0.05
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