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基于生物信息学探索进行性核上性麻痹生物标志物
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  摘 要:目的 通过基因表达综合(GEO)数据库对进行性核上性麻痹(PSP)相关基因芯片进行生物信息

学分析,获得PSP的生物标志物及其调控的关键通路。方法 从GEO2R分析工具获取PSP相关基因芯片的

基因表达数据集GSE6613,筛选出差异表达基因(DEGs),并借助DAVID在线分析平台对这些基因进行基因

本体论(GO)富集分析和京都基因与基因组百科全书(KEGG)信号通路分析。利用生物信息学软件STRING
构建这些基因的蛋白-蛋白相互作用(PPI)网络,找出连接度最高的核心基因。临床标本验证:选取2016年1月

至2021年12月收治的9例PSP患者作为试验组,选取2022年1月至2022年2月行常规查体的非PSP患者

作为对照组,留取上述人群血液标本并提取总RNA,实时荧光定量PCR检测生物信息学分析得出的DEGs及

PPI网络中的核心基因表达水平。结果 该研究中所采用的GSE6613数据集共包含6例PSP患者及23例健

康者。共筛选出DEGs
 

98个,包括52个上调基因及46个下调基因。其中,差异最大的5个上调基因依次为

MYOM2、EMP1、DKK2、FBN1、POLA2;差异最大的5个下调基因依次IVD、TMED7、MSMO1、CASP3和

DLG1。GO和KEGG结果表明,PSP发展过程中的DEGs主要富集在炎症、免疫紊乱、代谢紊乱等方面。PPI
网络揭示连接度最高的核心基因为KRAS。临床标本验证显示,与对照组比较,试验组EMP1和DKK2基因表

达上调,DLG1和KRAS基因表达下调,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 PSP患者的DEGs与炎症、免
疫紊乱及能量代谢密切相关,EMP1、DKK2和DLG1基因有望成为PSP诊断的分子标志物,核心基因KRAS
有望成为PSP潜在治疗靶点。
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Abstract:Objective To

 

obtain
 

biomarkers
 

of
 

progressive
 

supranuclear
 

palsy
 

(PSP)
 

and
 

the
 

key
 

passages
 

of
 

its
 

regulation
 

through
 

bioinformatic
 

analysis
 

of
 

gene
 

microarrays
 

associated
 

with
 

PSP
 

in
 

the
 

Gene
 

Expres-
sion

 

Omnibus(GEO)
 

database.Methods Gene
 

expression
 

microarrays
 

(GSE6613)
 

of
 

PSP
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

GEO2R
 

database
 

to
 

screen
 

out
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

and
 

these
 

genes
 

were
 

subjected
 

to
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

signaling
 

pathway
 

analysis
 

with
 

the
 

help
 

of
 

the
 

DAVID
 

online
 

analysis
 

platform.The
 

protein-protein
 

interaction(PPI)
 

network
 

of
 

these
 

genes
 

was
 

constructed
 

using
 

the
 

bioinformatics
 

software
 

STRING
 

to
 

identify
 

the
 

core
 

genes
 

with
 

the
 

highest
 

connectivity.Clinical
 

specimen
 

validation:9
 

PSP
 

patients
 

admitted
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

De-
cember

 

2021
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

experimental
 

group,and
 

non-PSP
 

patients
 

who
 

performed
 

routine
 

checkups
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

February
 

2022
 

were
 

ennrolled
 

as
 

the
 

control
 

group,blood
 

specimens
 

were
 

retained
 

and
 

total
 

RNA
 

was
 

extracted,the
 

expression
 

levels
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

and
 

core
 

genes
 

in
 

the
 

PPI
 

net-
work

 

derived
 

from
 

bioinformatics
 

analysis
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.Results The
 

microar-
ray

 

GSE6613
 

used
 

in
 

this
 

study
 

included
 

6
 

PSP
 

patients
 

and
 

23
 

healthy
 

people.A
 

total
 

of
 

98
 

differentially
 

ex-
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pressed
 

genes
 

(DEGs)
 

were
 

found,including
 

52
 

up-regulated
 

genes
 

and
 

46
 

down-regulated
 

genes.Among
 

them,the
 

five
 

most
 

differentially
 

up-regulated
 

genes
 

were
 

MYOM2,EMP1,DKK2,FBN1,and
 

POLA2
 

in
 

or-
der;the

 

five
 

most
 

differentially
 

down-regulated
 

genes
 

were
 

IVD,TMED7,MSMO1,CASP3,and
 

DLG1
 

in
 

or-
der.The

 

GO
 

and
 

KEGG
 

results
 

indicated
 

that
 

DEGs
 

during
 

PSP
 

development
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

inflam-
mation,immune

 

disorders,and
 

metabolic
 

disorders.The
 

PPI
 

network
 

revealed
 

that
 

the
 

most
 

highly
 

connected
 

core
 

gene
 

was
 

KRAS.Clinical
 

specimen
 

validation
 

showed
 

that
 

EMP1
 

and
 

DKK2
 

gene
 

expression
 

was
 

upregu-
lated

 

and
 

DLG1
 

and
 

KRAS
 

gene
 

expression
 

was
 

downregulated
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05).Conclusion DEGs
 

in
 

PSP
 

patients
 

are
 

closely
 

associated
 

with
 

inflammation,immune
 

disorders
 

and
 

energy
 

metabolism.EMP1,DKK2
 

and
 

DLG1
 

genes
 

are
 

expected
 

to
 

be
 

molecular
 

markers
 

for
 

PSP
 

diagnosis,and
 

the
 

core
 

gene
 

KRAS
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

po-
tential

 

therapeutic
 

target
 

for
 

PSP.
Key
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  进行性核上性麻痹(PSP)是一种神经退行性疾

病,核心临床症状为眼肌麻痹、姿势不稳、运动减少、
认知功能障碍,病理学检查可见 Tau蛋白异常磷酸

化[1-4]。PSP发病较为隐匿,患者在疾病早期往往缺

乏典型症状,部分患者临床表现与原发性帕金森病、
帕金森综合征相似[5],且无特异的实验室检查,这为

PSP的早期临床诊断带来了不便,因此找到一种或多

种可提示PSP发生和发展的生物标志物,对于PSP
的早发现、早干预具有重要意义。在治疗方面,由于

PSP的发病机制尚未阐明,故目前没有特异性治疗药

物,临床上仅应用左旋多巴和安坦等缓解症状[6-9]。
寻找PSP的潜在发病机制,是开发治疗药物的关键,
亦是当前PSP研究的重点[10]。生物信息学是一门新

兴的生命科学与计算科学的前沿交叉学科,其通过对

高通量测序结果进行二次分析,可帮助人们更加深刻

地认识疾病的本质,更加高效地寻找疾病潜在治疗靶

点。为 此,本 研 究 拟 利 用 基 因 表 达 数 据 库 2R
(GEO2R)中 的 数 据,对 在 PSP 中 差 异 表 达 基 因

(DEGs)进行分析,探索PSP潜在的生物标志物和治

疗靶点。

1 资料与方法

1.1 一般资料 通过在美国国家生物技术信息中心

(NCBI)数据库中查询PSP患者基因表达芯片,确定

了GSE6613芯片数据集(共包含105张芯片的数据)
为研究目标,其中健康者芯片23张,PSP患者芯片6
张,帕金森病患者芯片77张。本研究仅分析PSP患

者(PSP组,n=6)和健康者(健康对照组,n=23)的数

据。该芯片数据集的建立依托于GPL96平台,本课

题组在Gene
 

Expression
 

Omnibus(GEO)数据库中下

载了该数据集的全部矩阵文件,此矩阵文件中包含了

所有标本全部被检测基因的表达水平。

1.2 方法

1.2.1 DEGs筛选 GEO2R平台(http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/

 

geo/GEO2R)是 GEO数据库中以

R语言为基础的交互式分析工具[11]。本研究利用

GEO2R平台对 PSP患者及健康人群全血细胞的

DEGs进行筛选。以基因倍数改变(FC)取对数值

(log2FC)>1.5作 为 上 调 DEGs的 筛 选 标 准;以

log2FC<-1.5作为下调 DEGs的筛选标准;P<
0.05为差异有统计学意义。下载该芯片所有被检测

基因原始表达水平数据。

1.2.2 基因本体论(GO) GO富集分析和京都基因

与基因组百科全书(KEGG)信号通路分析能够注释

一组基因的多项功能,包括分子功能(MF)、细胞组分

(CC)和生物学过程(BP)。KEGG本质上是一种获取

基因生物学功能甚至高级基因组信息的资源,KEGG
信号通路分析能够提示某些疾病相关基因及药物的

生物 学 通 路。本 研 究 通 过 DAVID(http://david.
ncifcrf.gov,6.7版)进行了该芯片的GO富集分析和

KEGG信号通路分析。以P<0.05为差异有统计学

意义。

1.2.3 蛋白-蛋白相互作用网络的构建 蛋白-蛋白

相互作用(PPI)网络能够识别健康个体与患者之间的

核心DEGs和关键基因模块。首先将本芯片中全部

的DEGs导入STRING在线分析软件(http://www.
stringdb.org/),预测这些基因所编码蛋白之间的相

互作用;随后,在STRING分析的基础上,采用Cyto-
scape软件平台构建基因的PPI网络,并根据这些基

因的连接度排序,筛选出连接度最高的基因。

1.2.4 临床标本分组 选取本院2016年1月至

2021年12月留存的9例PSP患者外周血标本作为

试验组,其中男6例、女3例,年龄为(70.78±5.95)
岁;另外从2022年1—2月健康查体人群中,随机选

取61~81岁的男性血标本6例、女性血标本3例,作
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为对照组,年龄(72.11±8.02)岁。两组研究对象在

抽血前均已签署知情同意书。纳入标准:(1)试验组

患者符合《中国进行性核上性麻痹临床诊断标准》[4];
(2)对照组人群无神经系统疾病。排除标准:(1)存在

脑血管疾病;(2)患有恶性肿瘤;(3)患者或家属拒绝

保存血液标本。

1.2.5 相关基因转录水平检测 应用RNA提取试

剂盒提取血液标本中的总RNA,并反转录成cDNA,
经实时荧光定量PCR试剂盒检测相关DEGs及PPI
网络中连接度最高的KRAS基因的相对表达水平,各
引物序列见表1。每个标本设置3个重复孔。扩增基

因采取两步法:95
 

℃、15
 

min预变性;95
 

℃、10
 

s,

60
 

℃、32
 

s进行38循环。应用2-ΔΔCt 法计算各基因

的相对长度。选取 GAPDH 作为内参基因,上游:

CTGGGCTACACTGAGCACC, 下 游: AAGTG-
GTCGTTGAGGGCAATG。

表1  各基因引物序列

基因 序列(5'-3') 长度(bp)

MYOM2

 上游 TTCGACCAGTCCTACCGTAAT 86

 下游 GAAGATGCCTGGGTGGAAGC

EMP1

 上游 GTGCTGGCTGTGCATTCTTG 81

 下游 CCGTGGTGATACTGCGTTCC

DKK2

 上游 TGTACCAAGGACTGGCATTCG 106

 下游 CTGTGGCAATACCTCCCAACT

FBN1

 上游 CAGGACAGGCCCATGTTTTAC 90

 下游 GCACAGCAGAGCGTTTTTGT

POLA2

 上游 AGGAGCTAGAGACATTGTTTCCA 107

 下游 CTCGCTTCTGAGAACCCTTTG

IVD

 上游 CTGGGCGTATTGGGCATCA 129

 下游 GTGGGCACCGTAACTGAGC

TMED7

 上游 TCTGGTGGTTAGCATAGGGCA 77

 下游 CAACACGAGTTGTGGTGGTTC

MSMO1

 上游 TATGCTGGTTCTCGGCATCAT 89

 下游 CCAAAAATTCGATCCCACCATGT

CASP3

 上游 AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC 81

 下游 ACAGTCCAGTTCTGTACCACG

续表1  各基因引物序列

基因 序列(5'-3') 长度(bp)

DLG1

 上游 GCAGGAGGTACGGACAACC 105

 下游 ATTGACCCGCAATCTTCCATC

KRAS

 上游 ACAGAGAGTGGAGGATGCTTT 100

 下游 TTTCACACAGCCAGGAGTCTT

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计学软件进行

数据分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两
组间比较采用独立标本的t检验,P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 DEGs的筛选结果 共筛选出DEGs
 

98个,上
调基因54个,下调基因44个。在98个DEGs中,差
异最大 的5个 上 调 基 因 分 别 为 MYOM2、EMP1、

DKK2、FBN1、POLA2;差异最大的5个下调基因分

别为IVD、TMED7、MSMO1、CASP3和 DLG1。见

表2。
表2  DEGs的基本生物学功能

基因 log2FC 基本生物学功能

MYOM2 1.55 肌球蛋白2

EMP1 1.60 上皮膜蛋白1

DKK2 1.55 dickkopf
 

WNT信号通路抑制剂2

FBN1 1.51 原纤维蛋白1

POLA2 1.67 DNA聚合酶α2的辅助亚基

IVD -1.74 异戊酰辅酶A脱氢酶

TMED7 -1.60 TMED7-TICAM2通读/跨膜p24转运蛋白7

MSMO1 -2.05 甲基甾醇单加氧酶1

CASP3 -1.54 半胱天冬酶3

DLG1 -1.55 discs
 

large
 

MAGUK支架蛋白1

  注:基本生物学功能是指该基因直接转录、翻译得到的蛋白质。

2.2 GO富集分析 分析本芯片中所有的DEGs,发
现上调DEGs的 MF包括转录因子结合、核酸结合、
金属离子结合,而下调DEGs的 MF主要包括蛋白质

复合物结合、微管结合、蛋白质结合。

2.4 PPI网络的构建及核心基因的筛选 通过构建

PPI,筛选出连接度最高的基因———KRAS,以及与其

相关 的 7 个 基 因:MSH6、LOX、CASP3、AKTIP、

KRT20、RECK和PBRM1。见表3。

2.5 临床标本各基因表达差异 与对照组比较,试
验组EMP1和DKK2基因表达上调,DLG1和KRAS
基因表达下调,差异均有统计学意义(P<0.05),见
表4。
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表3  DEGs的KEGG富集分析

项目 信号通路 P 基因

下调

 hsa05203 病毒致癌 0.01 DLG1、CASP3、ATF2、MAD1L1、KRAS

 hsa05166 人类嗜T细胞病毒Ⅰ型感染 0.05 DLG1、HLA-DRB4、ATF2、KRAS

 hsa05161 乙型肝炎 0.09 CASP3、ATF2、KRAS

上调

 hsa05200 癌症通路 0.05 LAMC1、TTGB1、CTBT2、MSH6

表4  临床标本各基因表达差异比较(x±s)

组别 MYOM2 EMP1 DKK2 FBN1 POLA2

对照组 0.99±0.12 0.94±0.09 1.01±0.10 0.98±0.12 0.90±0.09

试验组 0.90±0.06 1.18±0.22 1.41±0.30 0.93±0.09 0.97±0.12

t 1.918 3.028 3.684 0.773 1.265

P 0.072 0.008 0.002 0.449 0.223

组别 IVD TMED7 MSMO1 CASP3 DLG1 KRAS

对照组 0.93±0.11 0.94±0.12 0.98±0.12 1.00±0.10 0.94±0.83 0.99±0.11

试验组 0.95±0.09 0.90±0.09 0.91±0.11 0.96±0.08 0.80±0.17 0.69±0.09

t 0.244 0.88 1.238 0.832 2.255 5.912

P 0.811 0.391 0.233 0.417 0.038 <0.001

3 讨  论

  PSP是一种较为少见的神经变性疾病,以眼球运

动障碍、姿势不稳、运动障碍以及认知功能障碍为核

心临床特征[1-2],我国尚无确切的流行病学数据,日本

的一项研究显示,PSP总体患病率约为18/10万[5],
PSP的主要病变部位在中脑、苍白球、丘脑底核、桥脑

被盖、小脑齿状核和小脑上脚等。目前关于PSP的病

因和发病机制尚不明确,且缺乏特异性的辅助检查手

段,临床上诊断和鉴别困难,较易误诊为其他神经退

行性疾病。
本研究通过对 GEO数据库中的PSP患者及健

康人群全血细胞的 DEGs进行筛查,共发现98个

DEGs。利用临床血液标本,进一步对差异最大的5
个上调基和差异最大的5个下调基因进行验证发现,
EMP1和 DKK2基因表达上调,DLG1基因表达下

调。其中EMP1编码一种上皮膜蛋白,编码蛋白位于

质膜上,其主要参与滤泡聚集和细胞死亡[11]。DKK2
可通 过 抑 制 LRP5/6与 WNT 的 相 互 作 用,促 进

LRP5/6内化的跨膜蛋白 KREMEN 形成三元复合

物,拮抗典型 WNT信号。在成年人中,DKK与骨形

成、骨病、癌症和阿尔茨海默病有关[12]。DLG1编码

一种正常发育所需的基本多结构域支架蛋白,可在黏

附、连接、组装,信号转导、细胞增殖、突触形成和淋巴

细胞活化中发挥作用[13]。这与生物信息学分析结果

不完全一致,可能是由于公共数据库中的数据来源于

白种人和黑种人,而临床验证的基因数据来源于黄种

人,基因表达在不同种族之间存在差异,同时标本量

过小也可引起结果的不一致。但是EMP1、DKK2和

DLG1基因在两部分实验中表达趋势是一致的,且在

PSP的既往研究中鲜有报道,这为PSP的生物标志物

筛选提供了参考。同时,本课题组还根据这些DEGs
的相互作用关系构建了PPI,发现KRAS基因的连接

度最高,临床标本验证亦可发现其表达水平降低。
KRAS基因是哺乳动物 RAS基因家族的 Kirsten-
RAS基因同源物,编码一种属于鸟苷三磷酸酶(GT-
Pase)超家族的蛋白质,其可通过将效应分子直接与

GTP结合来激活多条信号通路[14]。与其相关的7个

基因中,MSH6基因编码DNA错配修复 MutS家族

中的一个成员,其可在修复错配核苷酸之前识别错配

核苷酸[15];LOX基因编码赖氨酰氧化酶家族的一员,
这种酶的铜依赖性胺氧化酶活性在胶原和弹性蛋白

的交联中起作用[16];CASP3基因编码的蛋白质是一

种半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶,在细胞凋亡的执行阶段

起着核心作用,与阿尔茨海默病中的神经元死亡有

关[17];AKTIP基因编码蛋白直接与丝氨酸/苏氨酸激

酶蛋白激酶B相互作用,在细胞凋亡中发挥作用[18];
KRT20基因编码的蛋白质是角蛋白家族的一员,调
控上皮细胞结构完整性[19];RECK基因编码的蛋白质

是一种富含半胱氨酸的细胞外蛋白,具有蛋白酶抑制

剂样结构域,在正常细胞中作为基质金属蛋白酶-9的

负调节因子,基质金属蛋白酶-9是参与凋亡、肿瘤侵

袭等生物学进程的关键酶[20];PBRM1基因编码ATP
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依赖的染色质重塑复合物的一个亚单位,该蛋白是核

激素受体配体依赖性转录激活所必需的复合物的组

成部分[21]。可见核心基因KRAS主要调控遗传物质

的复制与细胞凋亡相关生物学进程,是PSP的可能发

病机制和潜在治疗靶点之一。
综上所述,本研究基于生物信息学首次对PSP和

健康体检人群全血细胞表达差异基因进行分析,从生

物信息学角度提出炎症、免疫紊乱、代谢紊乱等与

PSP的 发 病 密 切 相 关。结 合 临 床 标 本 验 证 发 现,
EMP1、DKK2和DLG1基因差异表达显著,将这些标

志物结合临床,有望提高PSP诊断准确率。同时,依
据PPI网络,挑选出了有望成为 PSP治疗靶点的

KRAS基因,为PSP的进一步研究提供了参考。
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