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摘要

目的:挖掘非动脉炎性前部缺血性视神经病变的关键基

因ꎬ为研究非动脉炎性前部缺血性视神经病变的发病机制

提供生物信息学支持ꎮ
方法:从 ＧＥＯ 数据库中下载大鼠 ＧＳＥ４３６７１ 芯片数据集ꎬ
使用 Ｒ 语言 ＷＧＣＮＡ 包对基因进行分析并筛选出与临床

表型相关度高的模块基因ꎬ使用 ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包对特异

性模块进行基因本体论分析(ＧＯ)及京都基因与基因组百

科全书分析(ＫＥＧＧ)ꎬ用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件筛选模块内关键

基因并构建关键基因－ｍｉＲＮＡ 互作网络ꎮ
结果:采用 ＷＧＣＮＡ 方法从 ＧＳＥ４３６７１ 数据集中识别出 ２２
个模块ꎬ其中蓝色模块相关性系数最高ꎮ ＧＯ 富集分析结

果显示ꎬ模块内基因主要表现在上皮管形态发生等生物过

程上ꎬ受体复合体等细胞成分上ꎬ眼晶状体结构组成等分

子功能上ꎮ ＫＥＧＧ 结果显示ꎬ模块内基因主要与神经活性

配体－受体互作信号通路、人乳头瘤病毒信号通路、ＭＡＰＫ
信号通路、ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路等信号通路有关ꎮ 通过 ＰＰＩ
网络和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件筛选得到的排名前 １０ 的关键基因

为 Ｐｓｍｂ９、 Ｐｓｍａ７、 Ｍａｐ３ｋ１４、 Ｐｓｍｅ１、 Ｎｆｋｂ１、 Ｒｅｌａ、 Ｐｓｍａ５、
Ｒｅｌｂ、Ｐｓｍｂ４、Ｎｆｋｂ２ꎻ预测得到 ６ 个 ｍｉＲＮＡ 为 ｍｉＲ－ ３８３ －
５ｐ、ｍｉＲ－ ９ａ － ５ｐ、ｍｉＲ－ １５５ － ５ｐ、ｍｉＲ－ ２２３ － ３ｐ、ｍｉＲ－ ４９５、
ｍｉＲ－３２５－３ｐꎮ
结论:使用 ＷＧＣＮＡ 方法筛选出非动脉炎性前部缺血性视

神经病变的相关通路、关键基因和微小 ＲＮＡꎬ为其发病机

制和治疗方法的探索提供理论依据ꎬ但该结论尚待动物实

验和细胞实验加以验证ꎮ
关键词:非动脉炎性前部缺血性视神经病变ꎻ加权基因共

表达网络ꎻ关键基因
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０引言
非动脉炎性前部缺血性视神经病变 ( ｎｏｎａｒｔｅｒｉｔｉｃ

ａｎｔｅｒｉｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙꎬ ＮＡＩＯＮ)的发病率约为
２.３ / １０００００~１０.２ / １０００００[１]ꎬ临床上常以急性视力下降和
视野缺损为主要症状ꎮ ＮＡＩＯＮ 可导致严重视功能损害ꎬ
但目前临床上尚无特效治疗方法[２]ꎬ主要通过改善视网膜
血液循环以提高患者视功能ꎻ且 ＮＡＩＯＮ 发病机制尚未明
确ꎬ其分子机制仍待进一步研究ꎮ 生物信息学通过联系计
算机与自然科学ꎬ能够解释复杂的生物机体ꎬ为研究疾病
的生物学过程及分子机制提供新思路ꎮ 加权基因共表达
网络 分 析 ( ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＷＧＣＮＡ)是依据基因与基因间的互作关系构建的加权网
络[３]ꎬ在处理大量样本的复杂数据时存在优势ꎬ现已应用
于癌症、心衰等多种疾病[４]ꎮ 本研究中使用 ＷＧＣＮＡ 方法
筛选出与 ＮＡＩＯＮ 临床特征高度相关的模块ꎬ并对模块内
进行通路富集分析与关键基因筛选ꎬ并通过关键基因预测
相关微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬｍｉＲＮＡ)ꎬ从而为阐
明 ＮＡＩＯＮ 的发病机制提供有力支持ꎮ
１材料和方法
１.１ 数据预处理与加权基因共表达网络构建 　 从基因表
达数据库 ＧＥＯ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｏ / )下载
芯片 ＧＳＥ４３６７１ꎬ芯片平台为 ＧＰＬ６２９４ꎬ其中包含 １８ 只
ＮＡＩＯＮ 模型大鼠及 １８ 只空白对照组大鼠视网膜组织中
的基因表达谱ꎮ 利用 Ｒ 软件(４.０.３)内的 ｌｉｍｍａ 包对原始
数据标准化数据、基因名称注释、构建表达矩阵等预处理ꎮ
使用 Ｒ 语言中的 ＷＧＣＮＡ 包对预处理后的基因表达谱进
行加权基因共表达分析:(１)应用 ｈｃｌｕｓｔ 函数对样本聚类ꎬ
剔除离群样本ꎻ(２)应用 ｐｉｃｋＳｏｆｔＴｈｒｅｓｈｏｌｄ 函数筛选合适
的软阈值以构建无尺度网络ꎬ设定拟合指数为 Ｒ２≥０.８５ꎻ
随后ꎬ用 ｂｌｏｃｋｗｉｓｅＭｏｄｕｌｅｓ 函数通过动态树剪切算法对模
块聚类ꎬ要求最小簇基因数 ３０ 个ꎬ合并相似模块的阈值为
０.２５ꎮ
１.２ 特异性模块识别与模块内基因相关性分析 　 对每个
模块 进 行 主 成 分 分 析 ( ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＰＣＡ)ꎬ将模块特征基因值(ｍｏｄｕｌｅ ｅｉｇｅｎｇｅｎｅꎬ ＭＥ)即模块
的第一主成分[５] 与表型性状相关联ꎬ与性状相关性 Ｒ 最
高且 Ｐ≤０.０５ 的模块即为组织特异性模块ꎬ计算基因显著
性 ( ｇｅｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅꎬ ＧＳ ) 和 模 块 成 员 ( ｍｏｄｕｌｅ
ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐꎬ ＭＭ)ꎬ对模块内基因进行筛选ꎬ范围设置为
ＭＭ>０.８ 且 ｜ ＧＳ ｜ >０.２ꎮ

１.３富集分析 　 使用 Ｒ 语言的 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包对特异性
模块进行基因本体论分析(ＧＯ)和京都基因与基因组百科
全书分析(ＫＥＧＧ)富集分析ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 表示富集的通路
有统计学意义ꎮ
１.４筛选核心基因与 ｍｉＲＮＡ 预测　 将特异性模块内符合
筛选范围的基因导入在线数据库 ＳＴＲＩＮＧ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.
ｓｔｒｉｎｇｄｂ.ｏｒｇ / ｃｇｉ / ｎｅｔｗｏｒｋ.ｐｌ)ꎬ选择综合分数大于 ０.９ 的主
要蛋白ꎬ构建蛋白互作网络 ( ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ
ＰＰＩ)ꎬ将结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件ꎬ使用软件内 ｃｙｔｏｈｕｂｂａ
插件ꎬ基于最大集团中心性 ( ｍａｘｉｍａｌ ｃｌｉｑｕｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙꎬ
ＭＣＣ) [６]筛选排名前 １０ 的关键基因ꎮ 将获得的关键基因
导入 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库[７] 预测靶向 ｍｉＲＮＡꎬ用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
绘制 ｍｉＲＮＡ－关键基因网络图ꎮ
２结果
２.１加权基因共表达模块构建　 将高度设定为 ４５ꎬ未发现
离群样本ꎬ纳入所有样本进行分析ꎬ见图 １Ａꎮ 当拟合指数
Ｒ２为 ０.８５ 时ꎬ选择合适的软阈值为 ９ꎬ见图 １Ｂꎮ 使用动态
剪切树 算 法 分 割 模 块 并 构 建 网 络 图ꎬ 见 图 １Ｃꎬ 在
ＧＳＥ４３６７１ 数据集中共识别出 ２２ 个模块ꎬ见图 １Ｄꎮ 绘制
模块相关性热图ꎬ见图 ２Ａꎬ根据模块与性状间的相关系数
选择特异性模块ꎬ２２ 个模块中蓝色模块相关性系数最高
(ｃｏｒ ＝ ０.７９ꎬＰ<０.０１)ꎬ见图 ２Ｂꎮ 计算蓝色模块内基因的
｜ ＧＳ ｜和 ＭＭ 值并绘制散点图ꎬ设置 ＭＭ>０.８、 ｜ ＧＳ ｜ >０.２ 对
蓝色模块内的基因进行初步筛选ꎬ最终纳入 １３８０ 个基因
进行后续关键基因的筛选ꎮ
２.２富集分析 　 将蓝色模块的全部 １ ９５８ 个基因纳入分
析ꎬＧＯ 分析共得到富集分析通路 １３０ 条ꎬ包括生物学过程
( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ ) ９３ 条、 细 胞 组 分 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)３４ 条、分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)３
条ꎬ排名前 １０ 的通路信息见表 １ꎻＫＥＧＧ 分析共富集得到
通路 １８ 条ꎬ主要集中在神经信号传递通路、人乳头瘤病毒
感染通路、ＭＡＰＫ 通路、ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路等ꎬ排名前 １０ 的通
路见表 ２ꎬ应用 Ｒ 语言 ＧＯｐｌｏｔ 包绘制 ＧＯ 分析可视化图ꎬ
ｇｇｐｌｏｔ２ 包绘制 ＫＥＧＧ 可视化图(图 ３)ꎮ
２.３关键基因筛选及 ｍｉＲＮＡ 预测 　 基于 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件
中的 ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 插件ꎬ关键基因为 ＭＣＣ 算法排名前 １０ 的
基因ꎬ 分 别 为 Ｐｓｍｂ９、 Ｐｓｍａ７、 Ｍａｐ３ｋ１４、 Ｐｓｍｅ１、 Ｎｆｋｂ１、
Ｒｅｌａ、Ｐｓｍａ５、Ｒｅｌｂ、Ｐｓｍｂ４、Ｎｆｋｂ２ꎬ共预测得到 ６ 个 ｍｉＲＮＡ
靶点ꎬ分 别 为 ｒｎｏ － ｍｉＲ － ３８３ － ５ｐ、 ｒｎｏ － ｍｉＲ － ９ａ － ５ｐ、
ｒｎｏ－ｍｉＲ－ １５５ － ５ｐ、 ｒｎｏ － ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ、 ｒｎｏ － ｍｉＲ － ４９５、
ｒｎｏ－ｍｉＲ－３２５－３ｐ (表 ３)ꎬ使用 Ｒ 语言的 ｇｇｃｏｒｒｐｌｏｔ 包绘
制关键基因的相关性图(图 ４Ａ)ꎬ表明关键基因间存在
正相关关系ꎬ使用 ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件绘制 ｍｉＲＮＡ－关键基因
网络图(图 ４Ｂ)ꎮ
３讨论

目前公认的 ＮＡＩＯＮ 诱发因素为视盘血供灌注压降低
和危险视盘结构[８]ꎬ现已证实的血管危险因素包括高血
压、夜间低血压、糖尿病等ꎬ同时可能与高脂血症、贫血、吸
烟、服用部分药物等因素有关[９－１０]ꎮ 但目前 ＮＡＩＯＮ 的病
理机制尚未完全明确ꎬ且临床上缺乏有效的治疗药物ꎮ 因
此ꎬ开展 ＮＡＩＯＮ 分子机制的研究有助于 ＮＡＩＯＮ 的治疗ꎮ

与传统的转录组差异基因分析方法相比ꎬＷＧＣＮＡ 算
法能够在基因相互关系的基础上引入加权值ꎬ更充分地利
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图 １　 ＷＧＣＮＡ分析 ＮＡＩＯＮ相关模块　 Ａ:样本聚类ꎻＢ:选定最佳软阈值ꎻＣ:基因共表达网络分析ꎬ确定共表达数据模块ꎻＤ:各模块
特征与性状间的相关系数ꎬ括号中的数字为相应的 Ｐ 值ꎮ

图 ２　 ＷＧＣＮＡ分析 ＮＡＩＯＮ相关模块　 Ａ:模块聚类及相关性热图ꎻＢ:ＧＳ 与 ＭＭ 的相关性ꎬｃｏｒ 为两者间的绝对相关系数ꎮ

用基因信息ꎬ从而构建出了更具有生物学意义的共表达网
络ꎬ更贴近生物体内的真实情况ꎮ 本研究通过 ＷＧＣＮＡ 方
法分析 ＧＳＥ４３６７１ 数据集ꎬ共获得 ２２ 个模块ꎬ其中蓝色模
块相关性最为显著ꎬ对蓝色模块内基因进行 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ
富集分析ꎬ结果显示这些基因主要富集于 ＭＡＰＫ 通路、
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路等ꎮ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 是经典的抗凋亡、促存活信
号通路ꎬ也是保护视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)功能的重要
通路ꎮ 有研究表明 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路可以通过激活下游
ｍＴＯＲ 分子ꎬ通过调控自噬以保护视神经[１１]ꎮ Ｈｕｓａｉｎ
等[１２]学者研究表明 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路可抑制 ＲＧＣｓ 的凋亡ꎬ
其机制与促进下游 ＮＦ－κＢ 活化ꎬ引起其调控的促凋亡基

因的凋亡有关[１３]ꎮ ＭＡＰＫ 信号通路包含 ＥＲＫ、ＪＮＫ、ＳＡＰＫ
以及 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 共 ４ 条途径ꎬ在细胞增殖、炎症、凋亡等多
种生物过程中发挥重要调节作用ꎮ Ｆｏｘｔｏｎ 等[１４] 学者证明
Ｐ３８ ＭＡＰＫ 介导了视网膜神经节细胞轴突远端运输丢失ꎮ
Ｐｒｏｄｕｉｔ－Ｚｅｎｇａｆｆｉｎｅｎ 等[１５] 学者发现将 ＪＮＫ 抑制剂注射进
入缺血再灌注大鼠的玻璃体腔内ꎬ结果显示 ＲＧＣｓ 凋亡率
显著下降ꎮ Ｙａｎｇ 等[１６] 证明 ＭＡＰＫ 通路级联反应会打破
轴突能量平衡ꎬ引起 ＡＴＰ 减少以及钙离子积累ꎬ最终激活
钙蛋白ꎬ使轴突破裂ꎮ 以上实验证明 ＭＡＰＫ 信号通路对
ＮＡＩＯＮ 有重要作用ꎮ
　 　 通过 ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 插件对特异性模块内的基因进行筛
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图 ３　 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析图　 Ａ:ＧＯ 富集分析气泡图ꎻＢ:ＫＥＧＧ 富集分析气泡图ꎻＣ:ＧＯ 富集分析网络图ꎮ

表 １　 ＧＯ 富集分析排名前 １０ 通路

ＩＤ 号 通路类别 通路名称 调整后 Ｐ 值 基因数

ＧＯ:０００５２１２ ＭＦ 眼晶状体的结构组成 ２.１５×１０－６ １４
ＧＯ:００６０５６２ ＢＰ 上皮管的形态发生 ５.３０×１０－５ ７０
ＧＯ:００４８７５４ ＢＰ 上皮管的分支形态发生 ０.０００１０８ ４１
ＧＯ:００６１１３８ ＢＰ 分支上皮的形态发生 ０.０００１０８ ４６
ＧＯ:００４２０６０ ＢＰ 创伤愈合 ０.０００１１７ ７２
ＧＯ:０００１７６３ ＢＰ 分支结构的形态发生 ０.０００１１７ ４８
ＧＯ:００４３２３５ ＣＣ 受体复合体 ０.０００６４４ ６６
ＧＯ:００９８６８８ ＣＣ 浦肯野细胞突触的平行纤维 ０.０００６４４ １３
ＧＯ:０００９６１２ ＢＰ 对机械刺激的反应 ０.００２５９４ ５６
ＧＯ:００５０８３９ ＭＦ 细胞黏附分子 ０.００３０６５ ４９

选ꎬ得出关键基因ꎬ关键基因中 Ｒｅｌａ、Ｒｅｌｂ 均为 ＮＦ－κＢ 蛋
白的亚基ꎬＮｆｋｂ１、Ｎｆｋｂ２ 则分别调控 ＮＦ－κＢ 蛋白的亚基
Ｐ５０ 与 Ｐ５２ꎬＮＦ－κＢ 能够在能量平衡、炎症及凋亡中发挥
多向性转录调节作用ꎮ Ａｎｄｏ 等[１７] 学者在体外实验中证
明 ＮＦ－κＢ 可降低 ＲＧＣｓ 的凋亡率ꎮ

ｍｉＲＮＡ 是一类由 ２１ ~ ２４ 个 ＲＮＡ 构成的非编码蛋白

单链 ＲＮＡꎬ其功能主要是将沉默的 ｍＲＮＡ 翻译成蛋白质ꎬ
以此调节细胞活动ꎬ其在调控基因表达、细胞周期、细胞增
殖等生物过程中起到重要作用ꎮ 本文通过 Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ 数
据库共预测到 ６ 个 ｍｉＲＮＡꎬ其中部分 ｍｉＲＮＡ 在神经细胞
的保护作用或其在眼科相关疾病中的作用已得到证
实[１８]ꎮ Ｗａｎｇ 等[１９]学者通过实验证明 ｍｉＲ－１５５－５ｐ 可以促
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图 ４　 关键基因分析及 ｍｉＲＮＡ预测　 Ａ:关键基因相关性热图ꎻＢ:关键基因－ｍｉＲＮＡ 网络图ꎮ

表 ２　 ＫＥＧＧ富集分析排名前 １０通路

ＩＤ 号 通路名称 调整后 Ｐ 值 基因数

ｒｎｏ０４０８０ 神经活性配体－受体相互作用 ０.００９０７ ５３
ｒｎｏ０５１６５ 人乳头瘤病毒感染 ０.０１５３３４ ４９
ｒｎｏ０４０１０ ＭＡＰＫ 信号通路 ０.００１７８４ ４８
ｒｎｏ０４１５１ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路 ０.０４４８４６ ４５
ｒｎｏ０５１６３ 人巨细胞病毒感染 ０.００１８０４ ４２
ｒｎｏ０５１６９ 人疱疹病毒第四型感染 ０.００１８０４ ３９
ｒｎｏ０４０２０ 钙离子信号通路 ０.００６１９ ３８
ｒｎｏ０５１６６ 人 Ｔ 细胞白血病病毒 １ 感染 ０.０１６６０３ ３７
ｒｎｏ０５１７０ 人类免疫缺陷病毒感染 ０.０１２０８３ ３６
ｒｎｏ０４０１４ Ｒａｓ 信号通路 ０.０１６３８３ ３５

表 ３　 关键基因及 ｍｉＲＮＡ预测

基因名称 ＭＣＯＤＥ 评分 ｍｉＲＮＡ
Ｐｓｍｂ９ ６.５３３３３３ 无

Ｐｓｍａ７ ６.５３３３３３ 无

Ｍａｐ３ｋ１４ ７ 无

Ｐｓｍｅ１ ６.５３３３３３ ｍｉＲ－３８３－５ｐ
Ｎｆｋｂ１ ７ ｍｉＲ－９ａ－５ｐ
Ｒｅｌａ ６.８０５５５６ ｍｉＲ－１５５－５ｐ
Ｐｓｍａ５ ６.８０５５５６ ｍｉＲ－２２３－３ｐ
Ｒｅｌｂ ６.５３３３３３ ｍｉＲ－４９５、ｍｉＲ－３２５－３ｐ
Ｐｓｍｂ４ ６.５３３３３３ 无

Ｎｆｋｂ２ ６.５３３３３３ 无

进 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的神经修复ꎬ其机制可能与 ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 通路
有关ꎻｍｉＲ－９ａ－５ｐ 的上调可抑制 ＡＴＧ５ 介导的自噬活动[２０]ꎬ
减轻大脑中动脉闭塞导致的神经节细胞损伤ꎻｍｉＲ－４９５ 可
以通过 Ｇｒｉａ２ 蛋白减轻神经元损伤[２１]ꎻｍｉＲ－３８３ 可调控

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的表达ꎬＪｉａｎｇ 等[２２] 发现 ｍｉＲ－３８３ 上调
会上调 ＰＲＤＸ３ 表达ꎬ引起高糖诱导的视网膜色素上皮细胞
活力下降ꎬ导致细胞凋亡和活性氧形成ꎮ ｍｉＲ－３２５－３ｐ 在多
种疾病的发展进程中起作用ꎬ有研究表明上调ｍｉＲ－３２５－３ｐ
可抑制血管内皮细胞焦亡[２３]ꎬ过表达ｍｉＲ－３２５－３ｐ可通过使

ＭＡＰＫ 通路失活来减少氧糖剥夺 / 复氧(ＯＧＤ / Ｒ)诱导的神
经元凋亡[２４]ꎮ

综上所述ꎬ本研究将 ＷＧＣＮＡ 方法应用到 ＮＡＩＯＮ 以研
究其基因表达ꎬ并筛选获得关键基因ꎬ构建 ｍｉＲＮＡ－关键基
因网络ꎬ为研究 ＮＡＩＯＮ 的发病机制和治疗方法提供了新见
解ꎮ 但本研究同时也存在样本量少且缺乏基础实验等不足
之处ꎬ下一步还需进行动物实验和细胞实验加以验证ꎮ
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