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摘要 目的：观察高同型半胱氨酸（HCY）对大鼠海马基因表达谱的影响。方法：10只雄性SD大鼠随机分为

对照组和高HCY组。高HCY组大鼠皮下注射L-HCY（60 μg/g），2次/日，连续注射14 d；对照组注射等量生

理盐水。造模完成后取血浆分析HCY水平；提取海马组织RNA采用BGISEQ-500技术进行测序。测序数

据通过主成分分析进行样本间的比较，找出并剔除离群样品，DEGseq方法分析组间差异表达基因。根据

KEGG注释结果以及官方分类，将差异基因进行生物通路分类和富集分析。结果：高HCY组大鼠血HCY明

显高于对照组（P＜0.01）。大鼠海马 RNA 测序数据使用 DEGseq 总共筛选到 34 个有显著性差异表达的

mRNA，生物通路分类和富集分析找到最主要的通路是神经活动配体-受体相互作用通路。结论：高HCY血

症导致大鼠海马的基因表达谱改变，影响神经活动配体-受体相互作用等生物通路。
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Abstract Objective: To observe the effect of homocysteine (HCY) on the gene expression profile in rat

hippocampus. Methods: Ten male SD rats were randomly divided into the control group and the high HCY

group. For 14 consecutive days, high HCY group rats were injected subcutaneously with L-HCY at 60 μg/g twice

a day, and control group rats were injected with equal doses of saline. The plasma HCY of each group was

analyzed after establishment of model; hippocampus RNA was extracted, and sequencing was completed via

BGISEQ-500 sequencing. Principal component analysis was used to compare the samples and exclude the

outliers. The differentially expressed genes (DEGs) between groups were analyzed by DEGseq. According to the

annotation results of KEGG and official categories, biological pathway classification and enrichment analysis

were conducted on the DEGs. Results: The plasma HCY level of the high HCY group was significantly higher

than that of the control group (P＜0.01). A total of 34 mRNA with significant difference in expression were

screened from rat hippocampus RNA sequencing data using DEGseq. The major pathway found by biological

pathway classification and enrichment analysis was the neuroactive ligand-receptor interaction pathway.

Conclusion: Hyperhomocysteinemia leads to changes in the gene expression profile of rat hippocampus and

interferes with the neuroactive ligand-receptor interaction and other biological pathways.
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同型半胱氨酸（Homocysteine，HCY）是

人体内含硫基氨基酸的一个重要代谢中间

产物。高HCY血症与认知功能减退密切相

关，其机制不完全清楚。有观点认为 HCY

通过破坏脂质代谢，损害血管内皮细胞和凝

血系统，影响血管的调节功能，导致脑血流

灌注不足，从而导致认知功能障碍[1]；也有观

点认为 HCY 对神经元有直接的毒性作用，

引起磷酸化 tau 蛋白增多、加速 Aβ形成，导

致神经功能受损引起认知障碍[2-4]。

有研究发现，在体外培养条件下，高

HCY影响了星形胶质细胞、小胶质细胞、内

皮细胞、神经元细胞的 21 个基因的表达 [5]。

MTHFR 基因缺陷可以导致高 HCY 血症，

MTHFR基因敲除小鼠的脑RNA表达谱有5

个基因的表达改变[6]。但临床上叶酸缺乏、B

族维生素不足、代谢酶基因多态性是 HCY

升高的主要原因，MTHFR 基因完全缺失突

变在人群中罕见[7]，用MTHFR基因敲除动物

建立高 HCY 血症模型缺乏流行病学代表

性。

为探讨高HCY导致认知障碍的分子机
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制，本课题组采用皮下注射法建立高HCY血症动物模

型，分析高HCY对大鼠海马基因表达谱的影响，通过

对基因数据挖掘寻找高HCY影响的最主要生物学通

路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性 SPF 级成年 SD 大鼠 10 只，体

质量 275～300 g，购自广东省医学实验动物中心。所

有实验动物操作程序符合《实验动物管理和使用指南》

规定，并经深圳大学医学伦理委员会批准。

1.1.2 试剂配制 L-HCY（Sigma-Aldrich）溶于 0.85%

的生理盐水，配成200 mg/mL溶液，调节pH值为7.4。

1.2 方法

1.2.1 高HCY血症大鼠模型建立 随机数字表法将

大鼠分为对照组和高HCY组，每组5只。高HCY组大

鼠在背部皮下注射 HCY 溶液（60 μg/g），2 次/日（8∶00

和16∶00），连续注射14 d；对照组大鼠在背部皮下注射

等体积的生理盐水，其他同高HCY组。

1.2.2 标本留取 在完成最后一次注射HCY 2 h后，

10%水合氯醛麻醉大鼠，在颈外静脉取血0.5 mL，留取

抗凝血浆通过 HITACHI 7600-110 全自动生化分析进

行HCY测定。取血后断头处死动物，分离海马组织置

于干冰上，快速转移到-80℃冰箱保存。

1.2.3 RNA 检测分析 Trizol 法提取海马组织总

RNA，测量RNA浓度，保存于-80°C。RNA样品委托华

大基因由BGISEQ-500测序技术进行测序。使用序列

比对软件将质控后的 clean reads分别比对到参考基因

集上，对样本中的基因/转录本表达进行定量。主成分

分析将样本所包含的大量基因表达量信息降维为少数

几个互相无关的主成分，以进行样本间的比较。剔除

离群样本后，使用 DEGseq 对差异 mRNA 进行筛选。

将基因参与的KEGG代谢通路分为 7个分支：细胞过

程、环境信息处理、遗传信息处理、人类疾病（仅限动

物）、代谢、有机系统、药物开发。每一分支下进一步分

类统计。根据 KEGG PATHWAY 注释分类，使用 R 软

件中的 phyper函数进行富集分析，计算P值，然后对P

值进行FDR校正，通常FDR≤0.01的功能视为显著富

集。

1.3 统计学处理

采用SPSS 19.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用独

立样本均数 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血浆HCY浓度

高 HCY 组和对照组的血浆 HCY 浓度分别为

（49.34±5.61）μmol/L 和（5.98±0.92）μmol/L，差异有统

计学意义（P<0.01）。

2.2 测序数据质控

对大鼠海马组织RNA测序数据进行质控，基于每

个样品比对上基因组的 tag数，结果显示每个样品的表

达量数据分布情况基本相似，提示本实验对mRNA的

定量数据可靠，见图 1。通过主成分分析发现HCY组

的HCY3和对照组的CRL3是离群样品，见图2。

2.3 筛选差异表达mRNA

剔除 2个离群样品数据后，使用DEGseq对 2组间

差异 mRNA 进行筛选，共筛选出 626 个差异表达的

mRNA，见图 3。前 34个差异最显著的mRNA表达情

况（组间基因表达差异＞60%，基因平均表达量＞

100），上调的基因29个，下调的基因5个，见图4。

注：CRL1-CRL5为对照组，HCY1-HCY5为HCY组

图1 各样品表达定量的TPM值分布

注：CRL1-CRL5为对照组，HCY1-HCY5为HCY组

图2 样品间的主成分分析
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2.4 差异表达基因GO分析

富集气泡图从三个维度展示KEGG Pathway的富

集情况，默认Qvalue最小的前20个GO Term或按照选

择的GO Term（按Qvalue排序，最多60个）作图。差异

基因的KEGG Pathway富集结果见图5。

3 讨论

国内制备高HCY血症的动物模型大多采用高蛋

氨酸饲料喂养法 [8,9]，但对营养和代谢有一定的干扰。

因此，本研究采用皮下注射法直接升高动物体内的

HCY，造模完成后 2 h血浆HCY水平较对照组明显升

高（P<0.01），证明模型制备成功。其海马基因表达谱

与正常对照存在差异，其中34个高表达的mRNA有显

著差异（P<0.01），上调的基因29个，下调的基因5个。

目前，高HCY引起认知障碍的机制还没有定论，

甚至还存在是HCY本身引起痴呆，还是其他原因（如

维生素B不足）引起痴呆、HCY只是标志物这样的争

论[10,11]。有临床研究发现痴呆患者皮质/海马萎缩的程

度与血HCY水平正相关[12]。目前高HCY引起脑萎缩

的病理机制有几个不同的观点，包括：血管机制导致局

部脑萎缩、促进神经纤维缠结和淀粉样斑块形成、神经

元死亡和表观遗传机制等[13,14]。

本研究发现高HCY可直接导致大鼠海马的基因

表达谱改变，对有差异表达的mRNA进行GO分析富

集，发现最重要的通路是神经配体受体相互作用通路

（neuroactive ligand-receptor interaction）。在一项双生

子临床研究中发现这一通路基因的甲基化水平与认知

功能下降有相关性[15]。这提示高 HCY 血症影响神经

配体受体相互作用通路的基因表达可能是认知功能下

降的原因之一。

综上所述，本研究首次报道高HCY可以直接导致大

鼠海马的基因表达谱改变，主要与神经活动配体-受体相

互作用等生物通路相关，这可能是高HCY引起认知障碍

的分子基础之一，具体的分子机制还有待进一步阐明。
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