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摘要
目的:通过生物信息学的方法探究糖尿病视网膜病变
(ＤＲ)中免疫相关的关键基因以及免疫细胞的浸润情况ꎮ
方法:２０２２－０９ / １０ 从 ＧＥＯ 数据库获取基因芯片数据集ꎬ
采用“ｌｉｍｍａ”Ｒ 包获得差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ并进行 ＧＯ
功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ基于 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法
分析免疫细胞浸润情况ꎮ 通过加权基因共表达网络分析
(ＷＧＣＮＡ) 筛选与免疫相关基因模块中的 ＤＥＧｓꎬ利用
ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库及 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建蛋白质互作网
络ꎬ利用 ＭＣＯＤＥ 以及 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件进一步并筛选出关
键基因ꎮ
结果:共筛选出上调差异基因 １４２６ 个ꎬ下调差异基因 ２０６
个ꎮ 原始 Ｂ 细胞、血浆细胞、记忆型 ＣＤ４＋Ｔ 细胞、调节性 Ｔ
细胞(Ｔｒｅｇｓ)、Ｍ０ 型巨噬细胞、Ｍ１ 型巨噬细胞以及中性粒
细胞 ７ 种免疫细胞显著高表达 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎻ ＮＫ ｃｅｌｌｓ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ 这种免疫细胞低表达(Ｐ<０.０５)ꎮ ＷＧＣＮＡ 分析
后ꎬ与免疫最相关模块中差异基因 ８２０ 个ꎬ构建 ＰＰＩ 网络
后利用插件筛选出 １０ 个关键基因ꎬ利用各差异基因在
ＰＰＩ 中的相关性程度进一步筛选出 ２ 个关键基因为
ＤＬＧＡＰ５ 与 ＡＵＲＫＢꎮ
结论:利用生物信息学的方式筛选出 ＤＲ 患者中免疫细胞
浸润情况以及与免疫相关的关键基因ꎬ可为 ＤＲ 的进一步
研究与诊疗提供依据ꎮ
关键词:糖尿病视网膜病变ꎻ生物信息学ꎻ加权共表达ꎻ免
疫浸润ꎻ蛋白质互作网络ꎻ差异基因ꎻ免疫细胞
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０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是我国

工作年龄人群中发病率最高的视网膜血管疾病[１]ꎬ其处理
复杂而难治ꎬ而且周期长ꎮ ＤＲ 是近年来国内外眼科临床
治疗中较为棘手的疾病之一ꎮ 为探寻更好的预防、诊断与
治疗方式ꎬ关于 ＤＲ 的发病机制一直是研究热点ꎮ 因此ꎬ
我们仍需要进一步探究 ＤＲ 的遗传标记物和治疗靶点ꎬ为
ＤＲ 的诊断和干预提供新的方法ꎮ

视网膜是一种免疫特权组织ꎮ 血 － 视网膜屏障
(ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒｓꎬ ＢＲＢ)和免疫抑制保护视网膜免受
外部和内部入侵和攻击[２－３]ꎮ 在 ＤＲ 发生时ꎬ由于广泛的
ＢＲＢ 损伤ꎬ视网膜免疫特权被破坏ꎬ免疫耐受性大大降
低ꎬ大量循环免疫细胞浸润视网膜并激活先天或后天免疫
反应ꎬ导致视网膜血管和神经元的进行性改变[４]ꎮ 小胶质
细胞是中枢神经系统(ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍꎬＣＮＳ)中先天
免疫系统的吞噬细胞ꎮ 视网膜和视神经是中枢神经系统
的外延ꎬ小胶质细胞在眼部疾病的免疫发病机制中起着重
要作用ꎮ 小胶质细胞通过吞噬视网膜视神经节细胞
(ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌꎬＲＧＣ)、分泌细胞毒性物质和破坏
ＢＲＢ 的结构和功能ꎬ参与 ＤＲ 的发病机制[５]ꎮ ＤＲ 的视网
膜血管损伤也与补体系统的激活密切相关[６]ꎮ 高糖环境
刺激局部和全身炎症因子和趋化因子的表达增加ꎬ由此导
致持续存在的炎症反应被认为会促进 ＤＲ 中血管和免疫
系统的损伤ꎬ诱导 ＢＲＢ 的破坏ꎬ进而导致黄斑水肿和视网
膜新生血管的产生[７]ꎮ 上述研究表明ꎬ免疫在 ＤＲ 中起着
重要作用ꎮ 因此ꎬ本研究旨在研究 ＤＲ 中免疫细胞的浸润
情况以及寻找 ＤＲ 中与免疫相关差异基因ꎬ为 ＤＲ 的诊断
与治疗提供新的思路ꎮ
１对象和方法
１.１ 对象 　 本研究 ２０２２ － ０９ / １０ 使用 ＧＥＯ 数据集为
ＧＳＥ１７９５６８ꎬＧＰＬ１５４３３ 平台ꎬ更新于 ２０２１－０９－０２[１]ꎬ下载
于 ＧＥＯ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｏ / )ꎮ 该数
据集包括 ７ 个 ＤＲ 患者的视网膜前纤维血管增殖膜ꎬ７ 个
特发性黄斑裂孔患者的视网膜内界膜以及 １０ 个特发性黄
斑前膜患者的黄斑前膜的基因表达量芯片检测结果为对
照组ꎮ
１.２方法
１.２. １ 筛选差异表达基因 　 在 Ｒ 语言环境下ꎬ利用
“ｌｉｍｍａ”包对数据集中 ＤＲ 样本以及对照样本的差异表达
基因进行鉴定ꎬ有差异的判定标准为校正后的 Ｐ<０.０５ 且
ｌｏｇＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ 绝对值>１[８]ꎮ 筛选出 ＤＲ 患者的差异表达
基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎮ
１.２.２ ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析　 将筛选
出来的差异表达基因导入 ＤＡＶＩＤ ６. ８ 数据库依据 ＧＯ
(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)数据库以人源基因为背景对差异表达基
因进行生物学功能注释并利用 ＫＥＧＧ(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)通路数据库进行信号通路的富集寻
找 ＤＥＧｓ 所富集的信号通路[９]ꎮ
１.２.３免疫浸润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分析 　 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 基于基
因表达数据对免疫相关通路进行分析ꎬ从而对特定免疫细
胞浸润情况进行考察[１０]ꎮ 本研究采用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 方法
分析 ＤＲ 患者与对照组间差异的免疫细胞表达水平ꎮ

１.２.４加权基因共表达分析 　 使用加权基因共表达分析

(ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＷＧＣＮＡ)分
析挑选出与免疫通路相关的共表达编码基因模块ꎮ 首先

对样本进行聚类ꎬ剔除样本中的离群众后ꎬ对样本进行聚

类ꎮ 筛选出最佳软阈值 βꎬ鉴定出共表达模块ꎬ对各个模

块与免疫细胞分数间的相关性进行分析[１１]ꎮ 选取免疫浸

润分数差异最显著的模块ꎮ
１.２.５蛋白质互作网络与关键基因的筛选　 免疫浸润分数

差异最显著的模块与 ＤＥＧｓ 取交集后的结果进行蛋白质

互作网络(ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋꎬＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ)
分析ꎬ采用 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库ꎬ去除没有相互作用的孤

立点ꎬ得到蛋白相互作用网络[１２]ꎬ将该网络导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件ꎬ使用 ＭＣＯＤＥ 插件识别出总网络中相关性最强的子

网络[１３]ꎬ使用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选出总网络中相关性最强

的 １０ 个基因[１４]ꎮ 根据 ＭＣＯＤＥ 以及 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 的结果交

互选出关键(ｈｕｂ)基因ꎮ
统计学分析:筛选差异表达基因、ＧＯ 功能注释和

ＫＥＧＧ 信号通路富集分析、免疫浸润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分析、加
权基因共表达分析数据分析以及可视化采用 Ｒ Ｖ.３.４.３ 软

件进行ꎮ 蛋白质互作网络与关键基因的筛选数据分析以

及可视化采用 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库进行ꎮ 有差异的判定

标准为校正后的 Ｐ<０.０５ 且 ｌｏｇＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ 绝对值>１ꎮ
２结果

２.１ 基因差异表达结果 　 数据经过处理后ꎬ根据 Ｐ<０.０５
且 ｌｏｇＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ 绝对值>１ 的标准ꎬＤＲ 患者与对照组相

比ꎬ共有 １６３２ 个基因差异表达显著ꎬ其中 １４２６ 个基因表

达上调ꎬ２０６ 个基因表达下调ꎬ见图 １、２ꎮ
２.２ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果 　 对差异表达的基因进

行 ＧＯ 富集分析ꎬ并对前 ２０ 个最密集的通路进行可视化

(图 ３Ａ)ꎮ 对差异表达的基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ并对

前 ２０ 个最密集的通路进行可视觉化(图 ３Ｂ)ꎮ
２.３免疫浸润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分析结果　 在 ２２ 个免疫细胞

中ꎬ经过免疫浸润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分析ꎬ对各个样本免疫细胞

占比可视化ꎬ见图 ４、５ꎮ ＤＲ 患者和对照组免疫细胞分数

　 　

图 １　 基因差异表达分析火山图ꎮ
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图 ２　 基因差异表达热图ꎮ

图 ３　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果　 Ａ:ＧＯ 富集ꎻＢ:ＫＥＧＧ 富集ꎮ

进行统计学检验ꎬ以对照组相比ꎬＤＲ 样本中:原始 Ｂ 细

胞、血浆细胞、记忆型 ＣＤ４＋Ｔ 细胞、调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇｓ)、
Ｍ０ 型巨噬细胞、Ｍ１ 型巨噬细胞以及中性粒细胞 ７ 种免疫

细胞显著高表达ꎬ差异均有统计学意义 (Ｐ < ０.０５)ꎻＮＫ
ｃｅｌｌｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ 这种免疫细胞低表达ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ６ꎮ
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图 ４　 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ堆叠图ꎮ 图 ５　 免疫浸润差异热图ꎮ

图 ６　 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ差异箱线图　 ∗:Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗:Ｐ<０.０１ꎻ ∗∗∗:Ｐ<０.００１ꎮ

图 ７　 样本聚类ꎮ

２.４ ＷＧＣＮＡ基因加权共表达结果　 对样本聚类后ꎬ利用

欧式距离进行层级聚类(图 ７)ꎬ剔除离群值后进行样本聚

类(图 ８)ꎮ 根据算法选择筛选软阈值(图 ９)ꎬ对共表达模

块进行鉴定并合并相似模块后得到 ２６ 个共表达模块

(图 １０)ꎮ 各个模块与免疫细胞分数间的相关性进行分析

并可视化(图 １１)ꎮ 当 Ｐ<０.０５ 时ꎬ选取相关性系数最高
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图 ８　 剔除离群值后样本聚类ꎮ

图 ９　 软阈值筛选ꎮ

图 １０　 ＷＧＣＮＡ模块ꎮ

的模 块 为 中 心 模 块ꎮ 此 模 块 与 Ｔ ｃｅｌｌｓ ＣＤ４ ｍｅｍｏｒｙ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ 相关性系数最高达 ０.８４ꎬ因此选择此模块用于后

续分析ꎮ 此模块中的成员与基因显著性的相关性可视化

呈现(图 １２)ꎮ

２.５ ＰＰＩ 与关键基因的筛选　 将棕色模块中的基因与２.１
得到的 ＤＥＧｓ 取交集ꎬ筛选出棕色模块中的差异基因 ８２０
个ꎮ 将这 ８２０ 个基因进行蛋白质互作分析ꎬ代入 ＳＴＲＩＮＧ
数据库中ꎬ得到蛋白质互作网络(图 １３)ꎮ 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
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图 １１　 共表达模块与免疫细胞分数的相关性ꎮ

图 １２　 棕色模块与基因的显著性的相关性ꎮ

软件 中 的 ＭＣＯＤＥ 插 件 识 别 核 心 子 网 络 (图 １４) 与

ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件得到的 ｔｏｐ 表达基因相交集得到 １０ 个基因:
ＴＯＰ２Ａ、 ＫＩＦ１５、 ＣＤＣ２０、 ＮＣＡＰＣ、 ＫＩＦ４Ａ、 ＣＥＰ５５、 ＡＵＲＫＢ、
ＢＵＢ１Ｂ、ＰＢＫ、ＤＬＧＡＰ５(图 １５)ꎮ 根据这 １０ 个基因在 ＰＰＩ 网

络中相关性程度ꎬ选取相关程度前 ５０ 的为关键基因ꎬ最终

筛选出 ２ 个关键基因:ＤＬＧＡＰ５ 以及 ＡＵＲＫＢ(图 １６)ꎮ
３讨论

本研究通过生物信息学的方法筛选 ＤＲ 患者视网膜组
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图 １３　 ＰＰＩ网络ꎮ

图 １４　 ＭＣＯＤＥ子网络ꎮ

图 １５　 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ ｔｏｐ表达基因ꎮ

织与对照组的 ＤＥＧｓꎬＧＯ 富集结果发现差异基因均富集于

与免疫反应相关的通路上ꎬＫＥＧＧ 富集于细胞因子受体作

用通路、神经活性配体受体相互作用通路、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号

通路、化学信号通路以及钙信号通路等ꎮ
通过免疫浸润分析筛选出与 ＤＲ 高度相关的免疫细

胞后结合 ＷＧＣＮＡ 的方法再此筛选出免疫相关的 ＤＥＧｓꎬ
利用 ＰＰＩ 中的两组插件结合差异基因的表达量筛选出

２ 个关键基因:ＤＬＧＡＰ５ 以及 ＡＵＲＫＢꎮ 这 ２ 个关键基因在

ＤＲ 组中均表达上调ꎮ 由于 ＤＲ 是慢性炎症性损伤导致的

血管损伤性疾病[７]ꎬ所以炎症相关的差异基因上调比例远

远高于下调ꎬ在生物信息学分析的过程中ꎬ不断缩小筛选
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图 １６　 ＰＰＩ相关性可视化ꎮ

范围后ꎬ下调基因被过滤掉ꎬ导致本研究结果中的关键基

因表达均呈现上调状态ꎮ
免疫浸润分析后ꎬ原始 Ｂ 细胞、血浆细胞、记忆型

ＣＤ４＋Ｔ 细胞、调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇｓ)、Ｍ０ 型巨噬细胞、Ｍ１
型巨噬细胞以及中性粒细胞 ７ 种免疫细胞显著高表达ꎬ其
中活化的记忆型 ＣＤ４＋Ｔ 细胞模块相关性最高且差异表达

最为显著(Ｐ<０.００１)ꎮ 这一结果证明 ＤＲ 与免疫系统的激

活密切相关ꎮ 且研究表明ꎬ记忆型 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的活化主

要依赖于葡萄糖的糖酵解过程[１５]ꎬ在对于 １ 型糖尿病的

研究中发现ꎬ记忆型 ＣＤ４＋Ｔ 细胞在 １ 型糖尿病患者体内

持续存在且高表达ꎬ这会导致难以通过免疫抑制治疗改善

患者的胰岛素抵抗情况[１６－１８]ꎮ 我们推测ꎬ记忆型 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞的存在 ＤＲ 中同样会导致视网膜免疫抑制的破坏ꎬ促
进 ＤＲ 的发生与发展ꎮ

Ｄｉｓｃｓ 大同源相关蛋白 ５(ｄｉｓｃｓ ｌａｒｇｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ５ꎬＤＬＧＡＰ５ )以及极光激酶 Ｂ(ＡＵＲＫＢ)均可影响

细胞的有丝分裂过程ꎬ 且均可在纺锤体上 定 位 到ꎮ
ＤＬＧＡＰ５ 是一种细胞周期调控基因的表达产物ꎬ被证实在

多种癌症疾病中通过调控细胞周期产生作用ꎬ随着 ＤＬＧＡＰ５
表达量的升高ꎬ癌症细胞的侵袭性也呈现上升状态ꎬ所以

其被认为是一种致癌蛋白[１９－２１]ꎮ ＤＬＧＡＰ５ 也被认为是潜

在的 １ 型 糖 尿 病 的 靶 点[２２]ꎮ ＤＬＧＡＰ５ 可 参 与 激 活

ＮＦ－κＢ[２３]ꎬ ＮＦ－κＢ通路可通过各种生长因子、促血管因子

促进 ＤＲ 的发展[２４ꎬ２５]ꎮ 极光激酶 Ｂ(ＡＵＲＫＢ)是极光激酶

家族成员之一ꎬ为蛋白质丝氨酸 / 苏氨酸激酶ꎮ 是一个重

要的有丝分裂调节因子ꎬ参与多种有丝分裂事件的调节ꎬ
同样ꎬＡＵＲＫＢ 也在多种癌症中起到促进癌症发生、发展的

作用[２６－２８]ꎮ 在 ＤＲ 的相关研究中ꎬ实验证明在高氧诱导视

网膜新生血管(ｏｘｙｇｅｎ－ｉｎ－ｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＯＩＲ)小鼠模

型视网膜中 ＡＵＲＫＢ 表达增高ꎬ抑制 ＡＵＲＫＢ 活性可以抑

制血管内皮细胞增殖、迁移和小管形进而抑制新生血管的

产生[２９]ꎮ
综上ꎬ本研究筛选了 ＤＲ 中 ２ 个免疫相关靶基因ꎬ所

有这些基因都富集于记忆型 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞相关通路ꎮ
ＤＬＧＡＰ５ 与 ＡＵＲＫＢ 可作为 ＤＲ 诊断和治疗的潜在靶点ꎮ
然而ꎬ仍需要进一步的研究来确认靶基因与免疫浸润之间

的关系ꎬ并确定靶基因和免疫浸润谱在 ＤＲ 发生、发展中

的作用ꎮ
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