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摘要
目的:通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析眼表外胚层(ＯＳＥ)与表面外胚
层(ＳＥ)转录组表达差异ꎬ揭示 ＯＳＥ 转录组景观及转录调
控网络ꎮ
方法:人类胚胎干细胞(ｈＥＳ)被分化成 ＯＳＥ 细胞和 ＳＥ 细
胞ꎬ利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析了 ＯＳＥ 与 ＳＥ 之间差异表达的基因
(ＤＥＧｓ)ꎮ 基于这些差异表达基因ꎬ进行基因本体论
(ＧＯ)、京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)通路富集以
及蛋白质－蛋白质交互作用(ＰＰＩ)网络分析ꎬ并筛选出了
关键的转录因子(ＴＦｓ)和枢纽基因ꎮ 使用 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｓｔ
平台构建了ＴＦ－基因和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 调控网络ꎮ
结果:ＯＳＥ 与 ＳＥ 共筛选出 ４ １８２ 个差异基因ꎬＯＳＥ 细胞中
上调基因 ２ ７７１ 个ꎬ下调基因 １ ４１１ 个ꎮ ＧＯ－ＢＰ 富集分析
显示 ＯＳＥ 上调基因主要集中在离子跨膜转运的调节、轴
突发育、调节化学突触传递等相关生物学进程ꎬ下调基因
主要富集在核分裂、染色体分离、细胞周期相变的调控等
生物学进程ꎻＫＥＧＧ 富集分析显示 ＯＳＥ 上调基因主要富集
在可卡因成瘾、轴突导向、苯丙胺成瘾等通路ꎬ下调基因主
要富集于癌症中的蛋白聚糖、ＥＣＭ－受体相互作用、蛋白
质消化和吸收、细胞因子－细胞因子受体相互作用等通
路ꎮ 与 ＳＥ 相比ꎬＯＳＥ 细胞中有 ２０４ 个 ＴＦｓ( ＦＯＳ、ＥＧＲ１、
ＰＯＵ５Ｆ１、 ＳＯＸ２ 和 ＰＡＸ６ 等) 上调ꎬ ８０ 个 ＴＦｓ ( ＨＡＮＤ２、
ＨＯＸＢ６、ＨＯＸＢ５、ＨＯＸＡ５ 和 ＨＯＸＢ８ 等)下调ꎮ 在 ＯＳＥ 细
胞中发现了 ６ 个上调和 ９ 个下调枢纽基因ꎬ并根据这些枢
纽基因构建了 ＴＦ－基因和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 调控网络ꎮ
结论:ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析阐明了 ＯＳＥ 和 ＳＥ 细胞的转录组特
征ꎬ这些数据可为 ＯＳＥ 及角结膜上皮发育调控及体外定
向诱导等研究提供指导ꎮ
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ＴＦｓ ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＦＯＳꎬ ＥＧＲ１ꎬ ＰＯＵ５Ｆ１ꎬ ＳＯＸ２ꎬ ａｎｄ ＰＡＸ６)
ｗｅｒｅ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ８０ ＴＦｓ ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＨＡＮＤ２ꎬ
ＨＯＸＢ６ꎬ ＨＯＸＢ５ꎬ ＨＯＸＡ５ꎬ ａｎｄ ＨＯＸＢ８ ) ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ －
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ＯＳＥ ｃｅｌｌｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ６ ｕｐ－
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ９ ｄｏｗｎ－ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＯＳＥ ｃｅｌｌｓꎬ
ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＴＦ － ｇｅｎｅ ａｎｄ ＴＦ － ｍｉＲＮＡ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮＳ: Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ＯＳＥ ａｎｄ ＳＥ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲＮＡ － ｓｅｑ
ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｏｖｅｌ ｉｎｓｉｇｈｔ ｆｏｒ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＯＳＥ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｃｔｏｄｅｒｍꎻ ｓｕｒｆａｃｅ
ｅｃｔｏｄｅｒｍꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｓｕｎ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＷꎬ Ｓｏｎｇ ＹＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｃｔｏｄｅｒｍ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｃｔｏｄｅｒｍ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(５):６７７－６８５.

０引言
眼表外胚层( ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｃｔｏｄｅｒｍꎬＯＳＥ)属于表面

外胚层(ｓｕｒｆａｃｅ ｅｃｔｏｄｅｒｍꎬＳＥ)ꎬ是眼表上皮(即角膜和结膜
上皮)在胚胎时期的前体细胞[１]ꎬ其对眼表正常发育及出
生后正常视觉功能的维持至关重要ꎮ 在胚胎发育过程中ꎬ
前神经板发育而来的视网膜前体细胞向覆盖在其表面的
表面外胚层延伸ꎬ然后该区域的表面外胚层增厚并产生假
定的角结膜上皮[２]ꎮ 因此ꎬ眼表外胚层在发育过程中受到
表面外胚层以及来自视网膜前体细胞等神经外胚层的双
重信号调控ꎮ 目前表面外胚层细胞发育调控机制已较明
确[３]ꎬ分析眼表外胚层与表面外胚层细胞基因表达差异ꎬ
有助于阐明眼表外胚层发育调控机制ꎮ 基于此ꎬ本研究通
过对人胚胎干细胞(ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬｈＥＳ)来源
的眼表外胚层和表面外胚层进行转录组测序 ( ＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＲＮＡ－ｓｅｑ)分析ꎬ筛选出眼表外胚层与表面外
胚层的差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)、
转录因子(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＦ)及 Ｈｕｂ 基因ꎬ并进行基
因本体( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)分析、京都基因组百科全书
(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)分析及
蛋白质－蛋白质相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)
分析ꎬ还针对 Ｈｕｂ 基因构建了 ＴＦ － ｇｅｎｅ 调控网络和

ＴＦ－ｍｉＲＮＡ调控网络ꎬ在转录组水平揭示了二者表型及信
号调控的差异ꎬ可为眼表外胚层转录组特征及发育调控机
制研究提供指导ꎮ
１材料和方法
１.１ 材料 　 本研究中所用到的人胚胎干细胞均购自美国
康宁公司ꎬ且相关实验工作均已获得山东第一医科大学第
一附属医院医学伦理委员会批准ꎬ并按照相关规定进行ꎮ
１.２方法
１.２.１ 人胚胎干细胞培养及诱导分化　 人胚胎干细胞 Ｈ１
细胞株接种于 １％浓度的 ｍａｔｒｉｇｅｌ 包被的培养板ꎬ采用
ｍＴｅＳＲＴＭ １ 或 ｍＴｅＳＲＴＭ ｐｌｕｓ 培 养 基 ( ＳｔｅｍＣｅｌｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)培养ꎮ 每 ５－６ ｄ 按 １∶ １０ 的比例传代一次ꎮ
眼表外胚层细胞诱导参照以往文献报道的方法[４－５]ꎮ 首
先ꎬ将 ｈＥＳ 细胞接种于 ＬＮ５１１ 包被的培养皿ꎬｍＴｅＳＲＴＭ １
或 ｍＴｅＳＲＴＭ ｐｌｕｓ 培养基培养 ４－７ ｄꎬ然后将培养基改为分
化培养基ꎬ成分见表 １ꎮ 培养 ３ ｗｋ 后ꎬ在诱导的细胞中即
可同时形成神经外胚层、眼表外胚层和其他表面外胚层细
胞ꎬ在显微镜下手动刮除神经外胚层和其他表面外胚层后
即可获取眼表外胚层细胞ꎮ 表面外胚层细胞诱导:每平方
厘米 ６.２×１０３个人胚胎干细胞接种于 １％浓度的 ｍａｔｒｉｇｅｌ
包被的培养板上ꎮ 第 ２ ｄꎬ将培养基改为含 １ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ
(Ｓｉｇｍａ)和 ５ ｎｇ / ｍＬ 重组人 ＢＭＰ－４(Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ)的 Ｅ６
培养基培养ꎬ２ ｄ 换液 １ 次ꎬ培养 ７ ｄꎮ
１.２.２免疫荧光染色　 ４％多聚甲醛固定细胞后ꎬ用 ＰＢＳ 缓
冲液冲洗ꎮ 然后山羊血清孵育 ３０ ｍｉｎꎬ一抗在 ４ ℃孵育过
夜ꎮ ＰＢＳ 缓冲液冲洗后加入二抗在 ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳ
缓冲液冲洗后 ＤＡＰＩ 染色ꎬＰＢＳ 缓冲液冲洗后在荧光显微
镜下采集细胞免疫荧光图像ꎮ
１.２.３ 定量实时逆转录酶 ＰＣＲ 　 使用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
(ＱＩＡＧＥＮ)提取人胚胎干细胞及人胚胎干细胞诱导的眼
表外 胚 层、 表 面 外 胚 层 细 胞 的 总 ＲＮＡꎮ 随 后 使 用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ (Ｔａｋａｒａ)合成 ｃＤＮＡ
后进行定量实时逆转录酶 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)ꎮ ＰＣＲ 程序:
９５ ℃变性 ３ ｍｉｎꎬ然后进入热循环程序:９５ ℃变性 ５ ｓ 和
６０ ℃退火和延伸 ３０ ｓꎬ重复 ４０ 个循环ꎮ
１.２.４转录组测序及 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据分析　 提取的眼表外
胚层和表面外胚层细胞的总 ＲＮＡꎬ检测质量合格后ꎬ使用
ＴｒｕＳｅｑ Ｓｔｒａｎｄｅｄ ｍＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ ｋｉｔ 试剂盒构建文库ꎮ
随后总 ＲＮＡ 使用 ＮｅｘｔＳｅｑ ５００(Ｉｌｌｕｍｉｎａ)进行转录组测序ꎮ
差异基因及 ＧＯ、ＫＥＧＧ 分析:使用 Ｒ４.１.２ 版进行基因表达
分析ꎬ并应用 ＤＥｓｅｑ２ 分析眼表外胚层、表面外胚层细胞中
基因水平的差异表达ꎬ筛选出 ｜ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ > １ 和
Ｐａｄｊ<０.０５ 的 ＤＥＧｓꎬ使用 Ｒ 软件进行火山图谱绘制ꎮ 随
后ꎬ利用 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分析对 ＤＥＧｓ 进行功能富集分
析ꎬ以确定 ＤＥＧｓ 的主要生物学功能和相关的信号通路ꎮ
转录因子分析:通过 ｈＴＦｔａｒｇｅｔ ｄａｔａｂａｓｅ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏ.ｌｉｆｅ.ｈｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｈＴＦｔａｒｇｅｔ)获取人类转录因子基因
集ꎬ将差异基因与转录因子进行比较、筛选和校正ꎮ 用 Ｒ
软件筛选 ｜ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ >１ 和 Ｐａｄｊ <０.０５ 的转录因
子ꎬ并绘制热图ꎮ
１.２.５ ＰＰＩ 网络搭建及模块分析　 为了进一步探讨 ＤＥＧｓ
之间的相互作用ꎬ我们使用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ.ｏｒｇ / )构建 ＰＰＩ 网络ꎬ设置相关系数绝对值大于
０.４[６－７]ꎮ 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件绘制 ＰＰＩ 网络ꎮ 另外ꎬ使用
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Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 插件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ＭＣＯＤＥ 筛选关键功能基因模块ꎮ
１.２. ６ Ｈｕｂ 基因的筛选 　 应 用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软 件 中 的
ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选 Ｈｕｂ 基因ꎮ 然后ꎬ我们选择 ７ 种算法
(ＭＣＣ、ＭＮＣ、Ｄｅｇｒｅｅ、ＥＰＣ、Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、Ｒａｄｉａｌｉｔｙ、Ｓｔｒｅｓｓ)的交
集ꎬ 最 终 得 到 Ｈｕｂ 基 因ꎮ 最 后ꎬ 通 过 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ１０
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅｍａｎｉａ.ｏｒｇ / ) 构建了 Ｈｕｂ 基因的共表达
网络[６]ꎮ
１.２.７ ＴＦ－ｇｅｎｅ 调控网络和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 调控网络的构建
　 通过 Ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｔ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｔ.
ｃａ / )构建了 ＴＦ－ｇｅｎｅ 和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 调控网络ꎮ 随后通过
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件可视化ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ( ＧｒａｐｈＰａｄꎬ Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏꎬ ＣＡ)软件进行统计分析ꎮ 所有实验数据均以均数±
标准差表示ꎮ 采用单因素方差分析对各组间数据进行统
计学检验ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 人胚胎干细胞诱导分化及相关标记物的鉴定 　 人胚
胎干细胞在分化培养基中被诱导ꎬ逐渐形成了 ３ 个同心细
胞团(神经外胚层、眼表外胚层和其他表面外胚层细胞)ꎬ
见图 １Ａꎬ定向分化成表面外胚层细胞ꎬ见图 １Ｃꎮ 诱导的
　 　

眼表外胚层细胞高表达 ＰＡＸ６、ｐ６３、Ｋ１８、Ｋ８ꎬ而在神经外
胚层细胞高表达 ＰＡＸ６ꎬ表面外胚层细胞高表达 ｐ６３、Ｋ１８、
Ｋ８(图 １Ｂ、Ｄ)ꎮ 相对定量的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显示与免疫荧
光染色的结果相一致(图 １Ｅ)ꎮ 选取一些眼表外胚层标记
物ꎬ 包 括 ＫＲＴ８、 ＫＲＴ１８、 ＫＲＴ１９、 ＰＡＸ６、 ＴＰ６３、 ＣＤＨ１、
ＴＦＡＰ２Ａ、ＦＯＸＣ１ꎬ绘制成热图ꎬ见图 １Ｆꎮ
２.２ ＤＥＧｓ 分析 　 对眼表外胚层与表面外胚层之间的
ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据进行了差异基因表达分析ꎮ 相对于表面外
胚层ꎬ眼表外胚层共有 ４ １８２ 个基因发生差异性表达ꎬ包
含 ２ ７７１ 个上调基因和 １ ４１１ 个下调基因(图 ２Ａ)ꎬＰａｄｊ 值
<０.０５ꎮ 按 ｌｏｇ２(ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ)值大小排序ꎬ前 １００ 位差异基
因见图 ２Ｂꎮ

表 １　 细胞分化培养基成分表

成分名称 浓度 公司

血清替代物
丙酮酸钠
非必需氨基酸
Ｌ－谷氨酰胺
青霉素－链霉素溶液
β－巯基乙醇

１０％
１ ｍｍｏｌ / Ｌ
０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ
２ ｍｍｏｌ / Ｌ

１％
５５ μｍｏｌ / Ｌ

Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

图 １　 ｈＥＳ细胞诱导分化及特异性标记物鉴定图　 Ａ:ｈＥＳ 细胞在角膜分化培养基分化后显微镜下照相ꎻ Ｂ:对分化的多胚层细胞团
进行神经细胞标志物 ＰＡＸ６(红色)和角膜上皮发育相关标志物 ｐ６３(绿色)、Ｋ１８(红色)和 Ｋ８(绿色)的免疫荧光染色结果ꎮ 细
胞核蓝色ꎻＣ:显微镜观察定向分化的 ＳＥ 细胞ꎻＤ:对 ＳＥ 细胞进行神经细胞标志物 ＰＡＸ６(红色)和角膜上皮发育相关标志物 ｐ６３
(绿色)、Ｋ１８(红色)和 Ｋ８(绿色)的免疫荧光染色ꎻＥ:以 ｈＥＳ 为对照组ꎬＯＳＥ 和 ＳＥ 细胞中 ＴＰ６３、ＰＡＸ６、ＫＲＴ８、ＫＲＴ１８ 基因的表
达情况ꎻＦ:常见眼表外胚层标记物基因热图ꎮ
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图 ２　 ＲＮＡ－Ｓｅｑ数据分析图　 Ａ:ＯＳＥ 与 ＳＥ 的 ＤＥＧｓ 火山图ꎮ 红色点代表上调ꎬ绿色点代表下调ꎻＢ:ＯＳＥ 与 ＳＥ 的前 １００ 个差异基因
热图ꎻＣ:ＯＳＥ 与 ＳＥ 差异基因的 ＧＯ 功能富集的气泡图ꎻＤ:ＯＳＥ 与 ＳＥ 差异基因的 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 分析ꎻＥ:ＯＳＥ 与 ＳＥ 差异基因的
转录因子分析热图ꎮ

２.３ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用基因本体进行了 ＧＯ 分
析ꎮ ＧＯ 富 集 分 析 包 括 ３ 个 分 支ꎬ 即 生 物 学 过 程
(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、细胞组分(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＣＣ)
和分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＭＦ)ꎮ 在 ＧＯ－ＢＰ 分析中ꎬ
眼表外胚层上调的 ＤＥＧｓ 主要富集在离子跨膜转运的调
节( ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ)、轴突发育
(ａｘｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ)、调节化学突触传递 ( ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ)等相关生物学过程ꎬ下调的
ＤＥＧｓ 主要富集在核分裂( ｎｕｃｌｅａｒ ｄｉｖｉｓｉｏｎ)、染色体分离
(ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ)、细胞周期相变的调控( ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｈａｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ)等生物学过程ꎮ 在 ＧＯ－ＣＣ 分
析中ꎬ眼表外胚层细胞上调的 ＤＥＧｓ 多定位在神经元细胞

体( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｂｏｄｙ )、 含 胶 原 蛋 白 的 细 胞 外 基 质
(ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ)、突触膜( ｓｙｎａｐｔｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ)等细胞结构中ꎬ下调 ＤＥＧｓ 主要定位在染色质
区域 ( ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｒｅｇｉｏｎ)、转轴 ( ｓｐｉｎｄｌｅ)、浓缩染色质
(ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ)等细胞结构中ꎮ 在 ＧＯ－ＭＦ 分析
中ꎬ眼表外胚层细胞上调的 ＤＥＧｓ 富集于信号受体调节活
动(ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、信号受体激活剂活
性 ( ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ )、 受体配体活性
(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｌｉｇａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ)等分子功能ꎬ而下调的 ＤＥＧｓ 则更
多地富集于微管蛋白结合 ( ｔｕｂｕｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ)、微管结合
(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ)、细胞骨架运动活性 ( ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ)等分子功能(图 ２Ｃ)ꎮ 在 ＫＥＧＧ 分析中ꎬ我
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们筛选了 ＤＥＧｓ 富集的 ２０ 条通路(上调 １０ 条、下调 １０
条)ꎬ其中可卡因成瘾(ｃｏｃａｉｎｅ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ)、轴突导向(ａｘｏｎ
ｇｕｉｄａｎｃｅ)、苯丙胺成瘾(ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ)、ｃＡＭＰ 信
号(ｃＡＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)等信号通路显著上调ꎬ癌症中
的蛋白聚糖(ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ)、ＥＣＭ－受体相互作用
(ＥＣＭ－ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)、蛋白质消化和吸收 ( ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ)、细胞因子－细胞因子受体相互作
用(ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)等信号通路显著
下调(图 ２Ｄ)ꎮ
２.４ 转录因子分析 　 转录因子通过调控其他基因的表达
在细胞表型决定及生物学功能中发挥关键调控作用ꎮ 因
此进一步分析了眼表外胚层和表面外胚层的差异转录因
子ꎬ共筛选了 ２８４ 个转录因子ꎮ ＦＯＳ、 ＥＧＲ１、 ＰＯＵ５Ｆ１、
ＳＯＸ２ 以及 ＰＡＸ６ 等 ２０４ 核心转录因子在眼表外胚层中高
表达ꎬＨＡＮＤ２、ＨＯＸＢ６、ＨＯＸＢ５、ＨＯＸＡ５ 以及 ＨＯＸＢ８ 等 ８０
个核心转录因子在表面外胚层中高表达ꎮ 在眼表外胚层
高表达转录因子中ꎬＦＯＳ 表达差异最大ꎮ 图 ２Ｅ 展示了眼
表外胚层细胞相对于表面外胚层细胞表达上调及下调的
前 ２５ 位转录因子ꎮ
２.５ ＰＰＩ 网络构建和模块分析　 将 ｜ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ >２
的 ＤＥＧｓ 输入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库以获取蛋白互作信息ꎬ并进

一步利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件进行可视化分析ꎬ分别筛选出前
６ 个Ｄｅｇｒｅｅ 值最大的 ＤＥＧｓ 蛋白ꎬ见图 ３Ａꎮ 利用 Ｃｔｏｓｃａｐｅ
Ｍｃｏｄｅ 插件筛选 ＤＥＧｓ 相关功能模块基因(包含 ３３ 个上调
功能模块基因、１３ 个下调功能模块基因)ꎬ见图 ３Ｂꎮ 发现
上调功能模块基因在趋化作用( ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ、ｔａｘｉｓ)、ＭＡＰＫ
级联的正向调节(ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＡＰＫ ｃａｓｃａｄｅ)等生
物过程中显著富集(图 ３Ｃ)ꎬ富集于 １ 型糖尿病( ｔｙｐｅ Ｉ
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ)、炎症性肠病(ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ)
等信号通路(图 ３Ｄ)ꎮ
２.６ Ｈｕｂ基因的选择与分析　 通过插件 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 的 ７ 种
算法ꎬ在眼表外胚层细胞上调和下调差异基因中分别计算
出了排名前 ３０ 的 Ｈｕｂ 基因(表 ２、３)ꎮ 用 ｖｅｎｎｙ 进行交集
后ꎬ我们发现了 ６ 个常见的上调 Ｈｕｂ 基因ꎬ包括 ＦＯＳ、
ＩＬ１Ｂ、ＳＯＸ２、ＩＬ６、ＪＵＮ、ＭＭＰ９ꎬ以及 ９ 个常见的下调 Ｈｕｂ 基
因ꎬ包括 ＣＯＬ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、ＬＵＭ、ＰＤＧＦＲＡ、ＶＣＡＭ１、ＩＧＦ１、
ＦＧＦ１０、ＥＮＧ、ＢＤＮＦꎮ 基于 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 数据库ꎬ我们分析
了这些基因的共表达网络和相关功能ꎬ其中上调 Ｈｕｂ 基因
物理相互作用为 ４８.２０％、共表达为 ２６.４０％、预测为２３.３５％、
共定位为 １.２０％、途径为 ０.８５％ꎬ下调 Ｈｕｂ 基因共表达为
８６.５８％、共定位为 ９.１９％、途径为 ２.３１％、共享蛋白质结构域
为 １.９２％ꎬ但未富集到已知的生物学功能(图 ４Ａ)ꎮ

图 ３　 ＰＰＩ分析及功能模块分析图 　 Ａ:ＰＰＩ 网络图(差异表达基因之间的蛋白相互作用网络ꎬ 左为上调ꎬ右为下调)ꎻ Ｂ:功能基因模
块(左为上调ꎬ右为下调)ꎻＣ:上调功能模块基因 ＧＯ－ＢＰ 功能富集的气泡图(前十位)ꎻＤ:上调功能模块基因 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 分
析图(前五位)ꎮ
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表 ２　 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 中上调 ＤＥＧｓ前 ３０ 个 Ｈｕｂ 基因排名

ＭＣＣ ＭＮＣ Ｄｅｇｒｅｅ ＥＰＣ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ Ｒａｄｉａｌｉｔｙ Ｓｔｒｅｓｓ
ＩＬ６ ＩＬ６ ＩＬ６ ＩＬ６ ＩＬ６ ＩＬ１Ｂ ＩＬ６
ＩＬ１Ｂ ＩＬ１Ｂ ＩＬ１Ｂ ＩＬ１Ｂ ＩＬ１Ｂ ＩＬ６ ＩＬ１Ｂ
ＳＯＸ２ ＳＯＸ２ ＳＯＸ２ ＳＯＸ２ ＳＯＸ２ ＳＯＸ２ ＳＯＸ２
ＦＯＳ ＦＯＳ ＦＯＳ ＦＯＳ ＦＯＳ ＦＯＳ ＦＯＳ
ＪＵＮ ＪＵＮ ＪＵＮ ＪＵＮ ＪＵＮ ＪＵＮ ＦＡＭ７１Ｆ１
ＭＭＰ９ ＰＡＸ６ ＰＡＸ６ ＰＡＸ６ ＰＡＸ６ ＳＹＰ ＳＹＰ
ＫＩＴ ＰＯＵ５Ｆ１ ＰＯＵ５Ｆ１ ＦＧＦ８ ＰＯＵ５Ｆ１ ＰＡＸ６ ＪＵＮ
ＣＸＣＲ４ ＦＧＦ８ ＦＧＦ８ ＭＭＰ９ ＳＹＰ ＳＳＴ ＡＤＧＲＬ３
ＦＧＦ８ ＭＭＰ９ ＭＭＰ９ ＣＸＣＲ４ ＳＳＴ ＰＯＵ５Ｆ１ ＣＦＡＰ５２
ＣＣＬ２ ＣＣＬ２ ＣＣＬ２ ＧＡＤ２ ＭＭＰ９ ＣＸＣＲ４ ＰＡＸ６
ＲＵＮＸ２ ＯＴＸ２ ＯＴＸ２ ＳＳＴ ＣＸＣＲ４ ＧＡＤ１ ＣＡＬＢ１
ＰＴＧＳ２ ＣＸＣＲ４ ＣＸＣＲ４ ＧＲＩＮ２Ｂ ＧＡＤ１ ＧＲＩＮ２Ｂ ＮＭＥ８
ＮＡＮＯＧ ＧＡＤ２ ＧＡＤ２ ＮＡＮＯＧ ＧＲＩＮ２Ｂ ＭＭＰ９ ＲＲＡＤ
ＩＬ１Ａ ＳＳＴ ＳＳＴ ＰＴＧＳ２ ＫＩＴ ＫＩＴ ＲＡＤＩＬ
ＦＧＦ３ ＧＲＩＮ２Ｂ ＧＲＩＮ２Ｂ ＧＲＩＡ２ ＧＡＤ２ ＧＡＤ２ ＧＲＩＮ２Ｂ
ＥＤＮ１ ＧＡＤ１ ＧＡＤ１ ＤＲＤ２ ＦＧＦ８ ＣＡＬＢ１ ＣＣＤＣ１８７
ＦＧＦ４ ＮＡＮＯＧ ＮＡＮＯＧ ＦＧＦ４ ＣＡＬＢ１ ＣＣＫ ＧＡＤ１
ＦＧＦ１７ ＳＬＣ１７Ａ７ ＳＬＣ１７Ａ７ ＰＯＵ５Ｆ１ ＳＬＣ１７Ａ７ ＲＢＦＯＸ３ ＳＬＣ６Ａ１
ＩＬ１３ ＫＩＴ ＰＴＧＳ２ ＣＣＬ２ ＣＣＬ２ ＳＬＣ１７Ａ７ ＳＳＴ
ＦＧＦ１８ ＰＴＧＳ２ ＫＩＴ ＣＡＬＢ１ ＰＴＧＳ２ ＣＣＬ２ ＳＯＸ１０
ＦＧＦ１６ ＧＲＩＡ１ ＧＲＩＡ１ ＫＬＦ４ ＣＣＫ ＦＧＦ３ ＧＲＩＡ２
ＣＳＦ１Ｒ ＩＬ１Ａ ＩＬ１Ａ ＩＬ１Ａ ＮＡＮＯＧ ＦＧＦ８ ＭＭＰ９
ＨＧＦ ＧＲＩＡ２ ＧＲＩＡ２ ＯＴＸ２ ＦＧＦ３ ＰＴＧＳ２ ＦＡＭ８１Ｂ
ＦＧＦ２２ ＳＬＣ３２Ａ１ ＣＡＬＢ１ ＮＰＹ ＲＢＦＯＸ３ ＴＡＣ１ ＰＮＰＯ
ＣＣＮ２ ＣＡＬＢ１ ＳＬＣ３２Ａ１ ＳＬＣ１７Ａ６ ＯＴＸ２ ＮＰＹ ＥＧＲ２
ＰＯＵ５Ｆ１ ＮＥＵＲＯＤ１ ＮＥＵＲＯＤ１ ＳＬＣ１７Ａ７ ＴＡＣ１ ＮＡＮＯＧ ＳＬＣ１７Ａ７
ＫＬＦ４ ＫＬＦ４ ＳＹＰ ＧＡＤ１ ＳＬＣ３２Ａ１ ＳＬＣ１７Ａ６ ＣＡＣＮＡ１Ａ
ＷＮＴ３Ａ ＳＹＰ ＫＬＦ４ ＮＥＵＲＯＤ１ ＮＰＹ ＳＯＸ１０ ＧＲＩＡ１
ＧＬＩ１ ＳＬＣ１７Ａ６ ＳＬＣ１７Ａ６ ＴＡＣ１ ＳＬＣ１７Ａ６ ＳＬＣ３２Ａ１ ＰＡＸ２
ＥＬＮ ＦＧＦ３ ＦＧＦ３ ＦＯＸＧ１ ＧＲＩＡ１ ＯＴＸ２ ＰＯＵ５Ｆ１

２.７ ＴＦ－ｇｅｎｅ相互作用和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 共同调控网络　 基
于 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｓｔ 数据库预测可与 Ｈｕｂ 基因相互作用的
转录因子ꎬ设置最小网络数ꎬ然后使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 对结果进
行可视化(图 ４Ｂ)ꎮ 上调网络包括 １５０ 个节点和 １６４ 个
边ꎬ 其中受转录因子调节最多的基因是 ＪＵＮꎬ共有 ７３ 个转
录因子参与调控转录过程ꎮ 随后ꎬ我们利用 Ｖｅｎｎｙ 将眼表
外胚层高表达 ＴＦ 与上调 Ｈｕｂ 基因互作 ＴＦ 取交集ꎬ筛选
出 ２３ 个共表达 ＴＦ(图 ４Ｃ)ꎬ并制成热图见图 ４Ｄꎮ 下调网
络包括 ６９ 个节点和 ７２ 个边ꎬ其中受转录因子调节最多的
基因是 ＣＯＬ１Ａ１ꎬ共有 ２１ 个转录因子参与调控转录过程ꎮ
此外ꎬ我们还使用 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｓｔ 构建了 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 共调
控网络ꎬ该网络预测了 ｍｉＲＮＡ、ＴＦ 和 Ｈｕｂ 基因之间的相
互作用ꎬ设置最小网络数ꎬ最终筛选出由 １１ 个节点和
２４ 个边组成的上调网络图及由 ２４ 个节点和 ４０ 个边组成
的下调网络图(图 ４Ｅ)ꎮ
３讨论

眼表外胚层属于表面外胚层ꎬ其发育过程中受到表面
外胚层发育调控信号和来自神经外胚层调控信号的双重
调控ꎮ 研究发现ꎬ眼表外胚层除了表达表面外胚层重要转
录因子 ＴＰ６３ 外ꎬ还高表达神经外胚层核心转录因子
ＰＡＸ６[４]ꎬ而角结膜上皮也与表面外胚层来源的皮肤表现

出不同的表型[８]ꎮ 近年来已有研究阐明了表面外胚层发
育调控机制ꎬ而眼表外胚层和角结膜上皮发育调控机制仍
不明确[３ꎬ ５]ꎮ

随着干细胞及眼发育领域研究的深入ꎬ人胚胎干细
胞和诱导的多能干细胞( ｈｕｍａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬｈｉＰＳＣｓ)已被广泛应用于眼部器官发育的研究ꎬ其
在眼部发育调控机制及遗传性眼病治疗方案的开发中
发挥重要作用[９－１１] ꎮ 转录组测序是一种高通量测序技
术ꎬ能够全面、快速地筛选差异表达基因ꎬ研究特定组织
的基因表达情况ꎬ目前已成为疾病及胚胎发育机理研究
不可或缺的技术手段ꎮ 本研究通过对眼表外胚层和表
面外胚层转录组数据进行分析ꎬ共筛选出 ４ １８２ 个 ＤＥＧｓꎬ
包含２ ７７１个上调基因和 １ ４１１ 个下调基因ꎮ 从转录组水
平阐明了眼表外胚层的转录组特征ꎬ明确了眼表外胚层细
胞高表达的基因及信号通路ꎮ 转录因子在决定细胞表型
及命运中发挥关键用ꎮ 既往研究发现神经细胞核心转录
因子 ＰＡＸ６ 通过促进角膜上皮标记物 Ｋ３、Ｋ１２ 等基因的
表达决定角膜上皮细胞命运[１２]ꎮ 此外ꎬＦＯＳ 家族的成员
(ｃＦｏｓ、Ｆｒａ－１、Ｆｒａ－２ 及 ＦｏｓＢ)与 ＪＵＮ 家族(ｃ－Ｊｕｎ、ＪｕｎＢ 和
ＪｕｎＤ)可以结合形成异二聚体 ＡＰ１ 因子ꎬ参与调节角膜上
皮细胞的分化及维持细胞稳态[１３－１４]ꎬ在差异基因分析中ꎬ
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　 　 表 ３　 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 中下调 ＤＥＧｓ前 ３０ 个 Ｈｕｂ 基因排名

ＭＣＣ ＭＮＣ Ｄｅｇｒｅｅ ＥＰＣ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ Ｒａｄｉａｌｉｔｙ Ｓｔｒｅｓｓ
ＨＯＸＡ５ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＯＬ１Ａ１ ＩＧＦ１ ＩＬ１Ｂ ＶＣＡＭ１
ＨＯＸＢ４ ＰＤＧＦＲＡ ＰＤＧＦＲＡ ＰＯＳＴＮ ＰＤＧＦＲＡ ＩＬ６ ＡＤＣＹ１０
ＨＯＸＢ８ ＰＯＳＴＮ ＰＯＳＴＮ ＰＤＧＦＲＡ ＦＧＦ１０ ＳＯＸ２ ＳＬＣ１８Ａ３
ＨＯＸＢ５ ＣＯＬ３Ａ１ ＣＯＬ３Ａ１ ＦＧＦ１０ ＶＣＡＭ１ ＦＯＳ ＴＦＰＩ
ＨＯＸＣ４ ＦＧＦ１０ ＩＧＦ１ ＩＧＦ１ ＣＯＬ１Ａ１ ＪＵＮ ＴＬＲ４
ＨＯＸＢ６ ＧＡＴＡ４ ＶＣＡＭ１ ＧＡＴＡ４ ＧＡＴＡ４ ＳＹＰ ＩＳＬ１
ＨＯＸＢ３ ＶＣＡＭ１ ＴＬＲ４ ＣＯＬ３Ａ１ ＴＬＲ４ ＰＡＸ６ ＫＣＮＱ５
ＨＯＸＡ３ ＩＧＦ１ ＦＧＦ１０ ＬＵＭ ＰＯＳＴＮ ＳＳＴ ＡＣＴＡ２
ＨＯＸＡ９ ＩＳＬ１ ＧＡＴＡ４ ＶＣＡＭ１ ＦＧＦ７ ＰＯＵ５Ｆ１ ＡＰＯＢ
ＨＯＸＢ２ ＬＵＭ ＩＳＬ１ ＦＧＦ７ ＣＯＬ３Ａ１ ＣＸＣＲ４ ＰＤＧＦＲＡ
ＨＯＸＢ７ ＦＧＦ７ ＬＵＭ ＩＳＬ１ ＩＳＬ１ ＧＡＤ１ Ｓ１００Ａ６
ＨＯＸＡ７ ＴＬＲ４ ＦＧＦ７ ＴＬＲ４ ＢＤＮＦ ＧＲＩＮ２Ｂ ＣＤＫＮ２Ａ
ＣＯＬ１Ａ１ ＣＤＫＮ２Ａ ＣＤＫＮ２Ａ ＴＷＩＳＴ１ ＬＵＭ ＭＭＰ９ ＩＧＦ１
ＰＯＳＴＮ ＢＤＮＦ ＢＤＮＦ ＣＯＬ１４Ａ１ ＥＮＧ ＫＩＴ ＢＤＮＦ
ＣＯＬ３Ａ１ ＴＷＩＳＴ１ ＡＰＯＢ ＨＡＮＤ２ ＡＰＯＢ ＧＡＤ２ ＲＰＬ１７－Ｃ１８ｏｒｆ３２
ＬＵＭ ＣＯＬ１１Ａ１ ＴＷＩＳＴ１ ＣＯＬ１１Ａ１ ＣＤＫＮ２Ａ ＣＡＬＢ１ ＧＡＴＡ４
ＣＯＬ１４Ａ１ ＡＰＯＢ ＣＯＬ１１Ａ１ ＣＤＫＮ２Ａ ＴＷＩＳＴ１ ＣＣＫ ＦＧＦ１０
ＰＤＧＦＲＡ ＨＯＸＡ５ ＥＮＧ ＥＮＧ ＰＬＡＴ ＲＢＦＯＸ３ ＩＶＬ
ＶＣＡＭ１ ＣＯＬ１４Ａ１ ＨＯＸＡ５ ＴＢＸ３ ＡＣＴＡ２ ＳＬＣ１７Ａ７ ＣＳＲＰ１
ＩＧＦ１ ＥＮＧ ＣＯＬ１４Ａ１ ＡＣＴＡ２ ＧＡＴＡ６ ＣＣＬ２ ＳＨ３ＢＰ５
ＣＯＬ１１Ａ１ ＧＡＴＡ６ ＧＡＴＡ６ ＧＡＴＡ６ ＡＮＧＰＴ１ ＦＧＦ３ ＥＮＧ
ＬＡＭＡ４ ＨＯＸＣ４ ＨＡＮＤ２ ＢＤＮＦ ＨＡＮＤ２ ＦＧＦ８ ＬＣＰ１
ＨＯＸＡ２ ＴＢＸ３ ＡＣＴＡ２ ＰＲＲＸ１ ＣＯＬ１４Ａ１ ＰＴＧＳ２ ＣＯＬ１Ａ１
ＦＧＦ７ ＨＡＮＤ２ ＨＯＸＡ９ ＬＡＭＡ４ ＴＢＸ３ ＴＡＣ１ ＰＯＳＴＮ
ＦＧＦ１０ ＨＯＸＢ４ ＨＯＸＣ４ ＡＮＧＰＴ１ ＩＬ３３ ＮＰＹ ＣＤＫＮ３
ＰＣＯＬＣＥ ＨＯＸＢ８ ＴＢＸ３ ＧＡＴＡ２ ＣＤＸ２ ＮＡＮＯＧ ＲＡＣ２
ＤＤＲ２ ＬＡＭＡ４ ＨＯＸＢ４ ＰＬＡＴ ＧＡＴＡ２ ＳＬＣ１７Ａ６ ＵＢＬ４Ｂ
ＥＮＧ ＰＲＲＸ１ ＬＡＭＡ４ ＨＯＸＡ５ ＰＲＲＸ１ ＳＯＸ１０ ＰＬＡＴ
ＡＮＧＰＴ１ ＰＬＡＴ ＡＮＧＰＴ１ ＨＯＸＡ９ ＬＡＭＡ４ ＳＬＣ３２Ａ１ ＬＵＭ
ＢＤＮＦ ＣＤＸ２ ＧＡＴＡ２ ＭＳＸ１ ＳＬＣ１８Ａ３ ＯＴＸ２ ＰＤＥ１１Ａ

我们发现 ＰＡＸ６ 和 ＦＯＳ 高表达于眼表外胚层细胞ꎮ 据此ꎬ
我们推测 ＰＡＸ６、ＦＯＳ 可能参与眼表外胚层发育调控ꎬ但其
具体作用及机制仍需进一步研究ꎮ 以往研究还发现神经
细胞及干细胞标志物及重要转录因子 ＳＯＸ２ 在角膜上皮
前体细胞中与 ｐ６３ 共表达ꎬ参与角膜上皮细胞分化调
控[１５]ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现眼表外胚层细胞 ＳＯＸ２ 表达
明显高于表面外胚层ꎬ这与以往研究结果相一致ꎮ 另外ꎬ
在眼表外胚层 相 对 于 表 面 外 胚 层 高 表 达 ＤＥＧｓ 中ꎬ
ＰＲＤＭ１４ 表达量最大ꎬ以往研究发现 ＰＲＤＭ１４ 能够维持干
细胞干性和多能性[１６]ꎬ但其在眼表外胚层中的作用尚未
见报道ꎬ仍待进一步研究ꎮ

本研究还筛选了决定眼表外胚层和表面外胚层差异
的 Ｈｕｂ 基因ꎬ共筛选出了 ６ 个上调的 Ｈｕｂ 基因ꎬ包括 ＦＯＳ、
ＩＬ１Ｂ、ＳＯＸ２、 ＩＬ６、 ＪＵＮ、ＭＭＰ９ꎬ９ 个下调 Ｈｕｂ 基因ꎬ包括
ＣＯＬ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、 ＬＵＭ、 ＰＤＧＦＲＡ、 ＶＣＡＭ１、 ＩＧＦ１、 ＦＧＦ１０、
ＥＮＧ、ＢＤＮＦꎮ 除 ＦＯＳ、ＪＵＮ、ＳＯＸ２ 外ꎬ上调 Ｈｕｂ 基因 ＩＬ１Ｂ、
ＩＬ６、ＭＭＰ９ 在外伤、炎症方面的研究较为深入ꎬ既往文献
中提到它们参与角膜上皮损伤愈合过程ꎬ而其在角膜上皮
发育中的作用尚未见报道[１７－１９]ꎮ 此外ꎬ以往研究发现下
调 Ｈｕｂ 基因多参与上皮细胞－间充质转化过程ꎬ在癌症转
移和多种纤维化疾病中发挥了重要作用[２０－２１]ꎮ

ＧＯ 分析结果显示ꎬ眼表外胚层细胞上调基因主要与
神经发育、神经信号转导相关ꎬ下调的 ＤＥＧｓ 主要与细胞
增殖过程相关ꎮ 在 ＫＥＧＧ 分析中ꎬ我们发现眼表外胚层上
调 ＤＥＧｓ 富集在轴突导向(ａｘｏｎ ｇｕｉｄａｎｃｅ)、神经活性配体－
受体相互作用 ( ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅ ｌｉｇａｎｄ － ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)、
ｃＡＭＰ 信号(ｃＡＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)通路等ꎮ 有学者研究
发现小鼠 Ｇｐｒ４８ 基因缺失通过 ｃＡＭＰ 信号通路导致角膜
上皮细胞增殖和分化不良[２２]ꎬ表明 ｃＡＭＰ 信号通路在角
膜上皮发育中发挥调控作用ꎮ 眼表外胚层下调差异基因
主要富集在癌症中的蛋白聚糖( ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ)、
ＥＣＭ－受体相互作用(ＥＣＭ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)、蛋白质消
化和吸收( ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ)等信号通路ꎮ
既往研究表明ꎬ下调通路参与调节上皮细胞－间充质转化
过程ꎬ与下调 Ｈｕｂ 基因功能基本相符ꎬ但它们在眼表外胚
层发育中的调控机制尚未得到研究[２１ꎬ ２３]ꎮ

ｍｉＲＮＡ 是基因表达的关键调节因子ꎬ具有通过抑制
信使 ＲＮＡ(ｍＲＮＡ)翻译或促进 ｍＲＮＡ 降解的作用ꎬ在转录
后水平调节基因表达ꎮ 本研究中我们利用 Ｈｕｂ 基因构建
了 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 共同调控网络ꎬ在上调网络中筛选出 １ 个高
相关 ｍｉＲＮＡꎬ即 ｈａｓ－ｍｉＲ－２１ꎮ Ｋａｌａｉｍａｎｉ 等[２４]已在角膜缘
干细胞中发现 ｈａｓ－ｍｉＲ－２１－５ｐ 高表达ꎬ该 ｍｉＲＮＡ 可能在
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图 ４　 Ｈｕｂ基因鉴定及 ＴＦ－ｇｅｎｅ、ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 信号调控网络图　 Ａ:通过 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 分析 Ｈｕｂ 基因及其共表达基因图ꎻＢ:ＴＦ－ｇｅｎｅ
相互作用和 ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 共同调控网络(左侧为上调基因ꎬ右侧为下调基因)ꎮ 红色节点代表 Ｈｕｂ 基因ꎬ蓝色节点代表 ＴＦꎻ
Ｃ:Ｖｅｎｎｙ图(ＯＳＥ 高表达 ＴＦ 与上调 Ｈｕｂ 基因互作 ＴＦ 取交集ꎬ筛选共表达 ＴＦ)ꎻＤ:共表达 ＴＦ 热图ꎻＥ:ＴＦ－ｍｉＲＮＡ 共同调控网络
(左侧为上调ꎬ右侧为下调)ꎮ

角膜上皮细胞再生中发挥作用ꎬ但其在角膜上皮发育及再
生中的具体通路尚未阐明ꎮ 在下调网络中ꎬ我们筛选出
４ 个高相关 ｍｉＲＮＡꎬ即 ｈａｓ－ｍｉＲ－５８６、ｈａｓ－ｍｉＲ－３０１、ｈａｓ－

ｍｉＲ－１８１ａ、ｈａｓ－ｍｉＲ－３０ｅꎮ 目前ꎬ下调网络中 ｍｉＲＮＡ 的研
究多见于肿瘤细胞中ꎬ它们通过促进细胞增殖和转移来发
挥致癌基因的作用ꎬ但在眼表外胚层及表面外胚层发育中
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的作用仍尚不清楚[２５－２７]ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过转录组测序分析了人胚胎干细

胞来源的眼表外胚层和表面外胚层转录组表达差异ꎬ筛选
了眼表外胚层和表面外胚层差异基因富集的 ＧＯ ｔｅｒｍｓ 及
信号通路ꎬ并筛选了决定这种表型差异的 Ｈｕｂ 基因以及
相关的信号调控网络ꎮ 这可为眼表外胚层及角结膜上皮
发育调控机制研究及角膜上皮相关遗传性疾病的防治
提供理论参考ꎮ 我们将在以后的研究中进一步探索二
者的差异基因及相关信号通路在眼表外胚层和表面外
胚层发育调控中的作用ꎬ力争阐明眼表外胚层发育调控
信号网络ꎮ
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[２４] Ｋａｌａｉｍａｎｉ Ｌꎬ Ｄｅｖａｒａｊａｎ Ｂꎬ Ｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ
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[２５] Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｌｉｕ ＸＦꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＬＩＮＣ０１１８９ －ｍｉＲ － ５８６ － ＺＥＢ１
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