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摘要
目的:通过生物信息学方法探究氧诱导小鼠视网膜新生血
管(ＯＩＲ)模型中与免疫相关的关键基因以及免疫细胞浸
润水平ꎮ
方法:从 ＧＥＯ 数据库获取基因芯片数据集ꎬ采用 Ｒ 语言环
境中“ｌｉｍｍａ”包获得差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ并进行 ＧＯ 功
能富集和 ＫＥＧＧ 通路分析ꎬ基于 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法进行数
据集免疫细胞浸润分析ꎬ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
(ＰＰＩ)网络ꎬ利用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 模块筛选出最终的靶基因ꎮ
结果:筛选出 ４６７ 个表达具有显著差异性的基因ꎬ其中 ２７０
个基因表达上调ꎬ１９７ 个基因表达下调ꎮ 免疫浸润分析结
果显示仅辅助型 Ｔ 细胞 ２(Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ)高表达ꎬ且差异具有
显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ ＷＧＣＮＡ 分析后ꎬ与免疫最相关模块中
差异基因为 ６６ 个ꎬ构建 ＰＰＩ 网络后利用插件筛选出 ５ 个
关键基因ꎬ即血管性血友病因子(ｖＷＦ)、血管内皮生长因
子 Ａ(ＶＥＧＦ－Ａ)、Ｓｅｒｐｉｎｇ１、凋亡诱导因子 １(ＡＩＦ１)以及信
号传导蛋白和转录激活物(ＳＴＡＴ３)ꎮ
结论:采用生物信息学的方式进行 ＯＩＲ 模型的免疫细胞
浸润分析及筛选出与免疫相关的关键基因ꎬ可为视网膜新
生血管性疾病的进一步研究与诊疗提供依据ꎮ
关键词:氧诱导视网膜新生血管ꎻ生物信息学ꎻ免疫浸润ꎻ
蛋白质互作网络ꎻ差异基因ꎻ免疫细胞ꎻ小鼠
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０引言
视网膜缺血、缺氧是视网膜新生血管产生的主要原

因ꎬ而视网膜新生血管是影响视网膜血管性疾病进展以及
患者视力的重要原因之一ꎮ 氧诱导小鼠视网膜新生血管
(ｏｘｙｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＯＩＲ)模型是目前经典且成熟
的研究视网膜新生血管的动物模型之一ꎬ可通过该模型探
究影响视网膜新生血管的病因、发展以及治疗的关键因
素[１－２]ꎮ 视网膜拥有高度复杂、精密的保护系统ꎬ使之避
免受到免疫系统的攻击ꎬ并被认为是免疫特权组织[３－５]ꎮ
视网膜通过物理屏障与免疫系统隔离ꎬ即由视网膜血管内
皮细胞和视网膜色素上皮细胞紧密连接形成的血－视网
膜屏障(ＢＲＢ)ꎬ因此细胞和分子不能自由进入视网膜ꎮ
ＢＲＢ 还在眼内隔室中隔离视网膜抗原ꎬ从而避免 Ｔ 细胞
活化ꎬ这种现象被称为免疫忽视[３ꎬ６－８]ꎮ 视网膜新生血管
的产生与视网膜免疫特权的丧失有关ꎬ包括 ＢＲＢ 的分解
和视网膜免疫抑制特性的变化ꎮ 因此ꎬ本研究利用公共数
据库(ＧＥＯ)中的 ＯＩＲ 小鼠视网膜细胞的转录谱分析结
果ꎬ采用生物信息学分析的方法探索影响视网膜新生血管
发生发展的免疫相关的靶点以及免疫细胞ꎬ为视网膜新生
血管性疾病提供新的诊疗思路ꎮ
１材料和方法
１.１ 材料 　 本研究使用 ＧＥＯ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｇｅｏ / )数据集为 ＧＳＥ１３０４００、ＧＰＬ１０７８７ 平台ꎬ更新于
２０２１－０４－２９ꎮ 该数据集包括高氧处理后 １２、１７、２８ ｄ 的小
鼠视网膜组织样本测序结果各 １３ 个以及相应的正常氧含
量组 １２、１７、２８ ｄ 的小鼠视网膜组织样本测序结果各 １４
个ꎮ 根据既往研究结果ꎬ高氧处理 １７ ｄꎬＯＩＲ 模型小鼠(高
氧组)视网膜新生血管与正常小鼠(正常氧含量组)相比
差异最为明显[１]ꎬ所以本研究选取 １７ ｄ 时高氧组和正常
氧含量组的样本分别为实验组和对照组ꎮ
１.２方法
１.２. １ 差异表达基因分析 　 在 Ｒ 语言环境下ꎬ利用
“ｌｉｍｍａ”包对数据集中实验组和对照组的差异表达基因
(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)进行鉴定ꎬ差异阈值
选取 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１ 且 ＦＤＲ<０.０５[９]ꎮ
１.２.２ ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析　 将 １.２
筛选得到的 ＤＥＧｓ 导入 ＤＡＶＩＤ ６.８ 数据库ꎬ依据 ＧＯ(ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ)数据库对其进行生物学功能注释ꎬ并利用 ＫＥＧＧ
(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)通路数据库进行
信号通路富集[１０]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
胞浸润进行考察[１１]ꎮ 本研究在 Ｒ 语言环境中运用
ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法计算样本免疫浸润程度ꎮ 参考表达矩阵
为文献[１２]中的 ｓｒｅｐ４０５０８－ｓ１ 文件ꎮ
１.２.４ 加权基因共表达分析 　 采用 Ｒ 语言加权基因共表
达分 析 ( ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏ － ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＷＧＣＮＡ)包计算ꎬ剔除低表达(<－１)和方差较小的低波动
基因(<０.２)ꎬ模块相似性的阈值为 ０.２ꎮ 筛选出最佳软阈
值 βꎬ鉴定共表达模块ꎬ对各个模块与免疫细胞分数间的
相关性进行分析[１３]ꎮ 选取免疫浸润分数差异最显著的
模块ꎮ

１.２.５蛋白质互作分析和关键基因的筛选　 将免疫浸润分
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 ( ｐｒｏｔｅｉｎ － ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ ) 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
ＰＰＩ 网络[１４]ꎬ将该网络导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件ꎬ使用 ｃｙｔｏＮＣＡ
插件分析网络中各基因的相关性[１５]ꎬ使用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件
筛选出总网络中相关性最强的 １０ 个基因[１６]ꎮ 根据
ｃｙｔｏＮＣＡ 和 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 的结果交互选出关键(ｈｕｂ)基因ꎮ
２结果
２.１差异表达基因 　 根据 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１ 且 ＦＤＲ<０.０５ 的标
准ꎬ实验组和对照组相比共有 ４６７ 个基因差异表达显著ꎬ
其中 ２７０ 个基因表达上调ꎬ１９７ 个基因表达下调ꎬ见图 １ꎮ
２.２ ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析　 对 ＤＥＧｓ
进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ并对前 ２０ 个最密集的通路
进行可视化分析ꎬ见图 ２ꎮ
２. ３ 免 疫 浸 润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分 析 　 采 用 免 疫 浸 润
ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 分析对免疫细胞占比进行可视化分析ꎬ
见图 ３Ａ、Ｂꎮ 对实验组和对照组中免疫细胞分数进行统计
学检验ꎬ与对照组相比ꎬ实验组中辅助型 Ｔ 细胞 ２( Ｔｈ２
ｃｅｌｌｓ)高表达ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３Ｃꎮ
２.４ ＷＧＣＮＡ　 剔除离群值后进行样本聚类见图 ４Ａꎬ利用
欧式距离进行层级聚类见图 ４Ｂꎮ 根据算法 ｌｏｇｎｄ ＝ ｋɑ －
ｌｏｇｋ 选择ꎬ当软阈值取 ８ 时可使 Ｒ２>０.８ 并且逐渐稳定ꎬ此
时共表达网络符合无尺度网络分布ꎬ见图 ４Ｃꎮ 对共表达
模块进行鉴定并合并相似模块后得到 ９ 个共表达模块ꎬ见
图 ４Ｄꎮ 对各个模块与免疫细胞分数间的相关性进行可视
化分析ꎬ见图 ５ꎮ 当 Ｐ<０.０５ 时ꎬ选取相关性系数最高的模
块为中心模块ꎬ该模块与 Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ 相关性系数最高
(０.４５)ꎬ因此选择该模块用于后续分析ꎬ该模块中的成员
与基因显著性的相关性可视化呈现见图 ６ꎮ

图 １　 差异表达基因分析　 红点表示基因表达上调ꎬ绿点表示

基因表达下调ꎮ
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图 ２　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 Ａ:ＧＯ 富集分析ꎻＢ:ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ

图 ３　 免疫浸润 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ分析　 Ａ:ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 堆叠图ꎬ２１ 种免疫细胞占比ꎻＢ:免疫浸润差异热图ꎬ２１ 种免疫细胞分别在实验组

和对照组中的占比ꎻＣ:ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 差异箱线图ꎬ２１ 种免疫细胞分别在实验组和对照组中的表达量箱线图ꎬ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ
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图 ４　 ＷＧＣＮＡ结果　 Ａ:样本聚类剔除离群值ꎻＢ:样本层级聚类树状图ꎻＣ:软阈值筛选ꎻＤ:基因模块树状图与共表达模块ꎮ

图 ５　 共表达模块与免疫细胞分数的相关性热图ꎮ

图 ６　 关键模块基因相关性与基因显著性散点图ꎮ

２.５ ＰＰＩ 分析与关键基因的筛选　 将 Ｍｅｍａｇｅｓｔａ 模块中的

基因与 ２.１ 中的 ＤＥＧｓ 取交集ꎬ筛选出差异基因 ６６ 个ꎮ 将

这 ６６ 个基因进行 ＰＰＩ 分析ꎬ代入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中ꎬ得到

ＰＰＩ 网络ꎬ见图 ７ꎮ 利用 ｃｙｔｏＮＣＡ 插件筛选出相关性前 １０
的核心基因ꎬ见图 ８ꎮ 利用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选出相关性

最强的前 １０ 个基因ꎬ见图 ９ꎮ 两种算法的结果交互最终

筛选 出 ５ 个 关 键 基 因ꎬ 即 血 管 性 血 友 病 因 子 ( ｖｏｎ
Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬ ｖＷＦ)、血管内皮生长因子 Ａ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ－Ａ)、Ｓｅｒｐｉｎｇ１、凋亡诱导因

子 １ ( ＡＩＦ１) 以及信号传导蛋白和转录激活物 ( ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬＳＴＡＴ３)ꎮ
３讨论

视网膜新生血管是许多致盲性眼病的共同发病机制ꎬ
如增 殖 性 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＰＤＲ)、视网膜静脉阻塞( ｒｅｔｉｎａｌ ｖｅｉｎ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＲＶＯ)、早产儿视网膜病变 ( ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙꎬ
ＲＯＰ)等[１７]ꎮ ＯＩＲ 模型是公认的视网膜新生血管动物模

型ꎬ既往研究通过蛋白质组学分析发现了潜在的信号通路

以及诊疗靶点ꎬ但病理性视网膜新生血管的产生机制尚不

明确[１８－１９]ꎮ
本研究通过筛选目标基因集中 ＯＩＲ 模型(实验组)与

对照组视网膜组织的 ＤＥＧｓꎬ对 ＤＥＧｓ 进行富集分析发现ꎬ
ＤＥＧｓ 多富集于细胞迁移、病毒 / 细菌感染、白细胞黏附、血
管形成、细胞外调节蛋白激酶(ＥＲＫ)以及丝裂原活化蛋

白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)相关信号

通路ꎬ这些功能富集通路均与免疫以及血管形成密切相

关[２０－２２]ꎮ 通过免疫浸润分析发现实验组 Ｔｈ２ 细胞表达显

著增多ꎮ Ｔｈ２ 细胞是一种能够分泌 Ｔｈ２ 型细胞因子[如白

细胞介素(ＩＬ)－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、ＩＬ－１３ 等]的 Ｔ 细胞亚群ꎬ
属于 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞ꎮ 这些细胞因子能够促进 Ｔｈ２ 细胞增
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图 ７　 ＰＰＩ网络ꎮ

图 ８　 ｃｙｔｏＮＣＡ插件可视化　 各基因在共表达基因网络中的关

键性与节点大小有关ꎬ节点越大则在网络中关键性越大ꎮ

殖ꎬ并抑制 Ｔｈ１ 细胞增殖ꎬ同时辅助 Ｂ 细胞活化ꎬ发挥体液

免疫的作用[２３]ꎮ 研究表明ꎬＴｈ１ / Ｔｈ２ 细胞介导的免疫反

应以及失衡参与糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ
ＤＲ)的发病[２４－２５]ꎮ

本研究进一步通过 ＷＧＣＮＡ 的方法筛选得到与差异

表达免疫细胞相关的 ＤＥＧｓꎬ最后通过 ＰＰＩ 分析得到与差

异表达免疫细胞相关的关键基因ꎬ即 ｖＷＦ、ＶＥＧＦ － Ａ、
Ｓｅｒｐｉｎｇ１、ＡＩＦ１ 以及 ＳＴＡＴ３ꎮ ｖＷＦ 是一种主要由内皮细胞

合成的多聚糖蛋白ꎬ参与血小板黏附和聚集ꎬ并作为血浆

中凝血因子Ⅷ的载体ꎮ ｖＷＦ 水平的增加反映了内皮细胞

的激活或损伤ꎬ但血浆中 ｖＷＦ 水平与 ＤＲ 病情的严重程度

并无明显相关性ꎬｖＷＦ 仅仅是血管内皮细胞损伤的证据ꎬ

图 ９　 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选相关性前 １０ 的关键基因　 各基因

在共表达基因网络中的关键性与颜色深浅有关ꎬ颜色深

提示基因关键ꎮ

ｖＷＦ 水平的持续升高可能反映微血管病变的持续存

在[２６]ꎮ ｖＷＦ 可作为判断视网膜是否存在微血管损伤的潜

在预测指标ꎮ ＶＥＧＦ－Ａ 已被证实是影响视网膜新生血管

的重要关键因子ꎬ研究证明抗 ＶＥＧＦ 治疗可消退视网膜新

生血管[２７]ꎬ并已应用于临床治疗视网膜新生血管以及脉

络膜新生血管类疾病ꎬ如 ＤＲ、ＲＯＰ、湿性年龄相关性黄斑

变性(ｗｅｔ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬｗＡＲＭＤ)、息肉
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样脉 络 膜 血 管 病 变 ( ｐｏｌｙｐｏｉｄａｌ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｖａｓｃｕｌｏｐａｔｈｙꎬ
ＰＣＶ)以及 ＲＶＯ 等ꎮ Ｓｅｒｐｉｎｇ１ 被认为对年龄相关性黄斑变

性(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)新生血管具有

预测作用[２８]ꎮ 由于 Ｓｅｒｐｉｎｇ１ 在免疫反应中的特殊作用ꎬ
Ｓｅｒｐｉｎｇ１ 结合其他相关指标可在疾病早期有效鉴别成人

隐匿 性 自 身 免 疫 性 糖 尿 病 ( ＬＡＤＡ) 与 ２ 型 糖 尿 病

(Ｔ２ＤＭ) [２９]ꎮ ＡＩＦ１ 是一种细胞骨架结合蛋白ꎬ主要定位

于细胞膜和细胞骨架ꎬ具有促进细胞膜运动与 ＲＡＣ 激活ꎻ
促进血管平滑肌细胞及 Ｔ 淋巴细胞增殖ꎬ促进淋巴细胞迁

移ꎬ巨噬细胞激活ꎻ重塑肌动蛋白细胞骨架ꎻ参与活化小胶

质细胞 / 巨噬细胞状态ꎬ被广泛用作大脑和其他组织中的

小胶质细胞 / 巨噬细胞的标记物等ꎬ在小胶质细胞、Ｔ 淋巴

细胞及外周血单核细胞中表达[３０－３１]ꎮ ＡＩＦ１ 在机体的血管

性疾病、移植物排斥反应、炎症反应、自身免疫性疾病以及

癌症中发挥重要作用[３２]ꎮ ＳＴＡＴ３ 广泛参与细胞增殖、分
化、凋亡以及炎症等过程ꎮ ＳＴＡＴ３ 可通过激活 ＮＦ－κＢ 相

关信号通路促进各种炎性因子的表达ꎬ促进新生血管性疾

病中新生血管的形成及发展ꎬ加速疾病进程ꎬ加重疾病的

严重程度ꎬ其中包括各种癌症、ＤＲ 以及 ＲＯＰ 等[３３－３５]ꎮ
综上ꎬ本研究筛选出 ＯＩＲ 模型中 ５ 个免疫相关的靶基

因ꎬ并发现 ＯＩＲ 模型中 Ｔｈ２ 细胞的免疫浸润水平显著增

加ꎮ ｖＷＦ、ＶＥＧＦ－Ａ、Ｓｅｒｐｉｎｇ１、ＡＩＦ１ 以及 ＳＴＡＴ３ 可作为视

网膜新生血管类疾病诊断和治疗的潜在靶点ꎮ 本研究通

过生物信息学手段ꎬ利用 ＷＧＣＮＡ 的方法ꎬ筛选出免疫浸

润差异模块中差异表达基因ꎬ比既往的生物信息学研

究[３６－３７]所筛选的差异基因更有针对性ꎬ聚焦于免疫相关

的这一模块深入研究ꎬ目的基因研究意义以及研究方向更

明确ꎮ 然而ꎬ仍需要进一步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视网膜新生血

管性疾病发生发展中的作用ꎮ
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[２６] Ｐａｔｏｎ ＲＣꎬＰａｓｓａ Ｐꎬ Ｃａｎｉｖｅｔ Ｊ. Ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬ ｄｉａｂｅｔｅｓ
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[２９] 秦雯ꎬ 张佳俐ꎬ 夏宁. 成人隐匿性自身免疫性糖尿病早期血浆

ＳＥＲＰＩＮＧ１ 的变化及意义. 天津医药ꎬ ２０１４ꎬ４２(５):４５８－４６１.
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