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基于生物信息学技术分析老年自发性脑出血
的相关通路及关键基因

刘玲玲1，王国佐2，李子滢1，李晟3，陈彦霖3，林霞3，黄娟2，秦莉花1

【摘要】　目的　基于生物信息学技术分析老年自发性脑出血的相关通路及关键基因。方法　2021年9—10月，

从基因表达数据库（GEO）下载GSE24265数据集，从其中选取4个血肿周围区域样本作为实验组，相应的4个对侧灰质

样本作为对照组。采用R软件及相关安装包进行数据预处理、差异基因的筛选和GO功能、KEGG通路富集分析及基因

集富集分析（GSEA），采用STRING数据库对差异基因制作蛋白质互作网络（PPI），采用MCOD、cytoHubba插件进行

关键基因的筛选，利用韦恩图在线工具确定老年自发性脑出血的关键基因。结果　箱式图分析结果显示，各个样本中

位数基本在一个水平线上，提示样本间归一化程度好；主成分分析（PCA）散点图和统一流形逼近与投影（UMAP）

图分析结果显示，各组的样本基本分开，提示后续差异分析有意义的结果可能会较多。两组样本数据比较共有415个

差异基因，其中高表达53个、低表达362个。GO功能富集分析共得到226条有明显差异的GO条目，包括145条生物过

程（BP）条目、44条细胞组成（CC）条目、37条分子功能（MF）条目，差异基因介导的BP主要富集于化学突触传递

的调节、突触信号转导的调控、神经元投射发育的调节等，CC主要富集于突触膜、突触后密度蛋白、谷氨酸能突触

等，MF主要富集于阳离子通道活性调控、门控通道活性调控、钙离子跨膜转运蛋白活性调控等。KEGG通路富集分析

结果显示，差异基因主要富集于轴突导向信号通路、催产素信号通路、肥厚型心肌病等17条通路。GSEA结果显示，

共有734个基因集，其中显著富集的基因集共有364个，包括人体补体系统、无意义介导的衰变、流感病毒感染等。最

终筛选出老年自发性脑出血的关键基因为RPS6、RPL8、FAU、RPL35、RPS5、RPS19、RPLP1。结论　与老年自发性

脑出血发病机制有关的信号通路包括轴突导向信号通路、催产素信号通路、肥厚型心肌病等；其关键基因为RPS6、

RPL8、FAU、RPL35、RPS5、RPS19、RPLP1。
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【Abstract】　Objective　To analyze the related pathways and key genes in elderly spontaneous intracerebral hemorrhage 
based on bioinformatics technology. Methods　From September to October 2021, the GSE24265 dataset was downloaded from 
gene expression omnibus (GEO) , and 4 samples from the surrounding area of the hematoma were selected as the experimental 
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group, and the corresponding 4 contralateral gray matter samples were used as the control group. R software and related 
installation packages were used for data preprocessing, differential gene screening and GO function, KEGG pathway enrichment 
analysis and gene set enrichment analysis (GSEA) . The STRING database was used to construct a protein-protein interaction 
networks (PPI) for differential genes, MCOD and cytoHubba plug-ins were used to screen key genes, and the Venn diagram online 
tool was used to determine the key genes of senile spontaneous intracerebral hemorrhage. Results　The box plot analysis results 
show that the median of each sample was basically on the same horizontal line, indicating that the degree of normalization between 
samples was good; the principal components analysis (PCA) scatter plot and uniform manifold approximation and projection (UMAP) 
plot analysis results show that, the samples of each group were basically separated, suggesting that there may be more meaningful 
results in subsequent differential analysis. There were a total of 415 differential genes in the comparison of the two groups of 
sample data, of which 53 were highly expressed and 362 were low expressed. A total of 226 GO items with significant differences 
were obtained by GO functional enrichment analysis, including 145 biological process (BP) items, 44 cell composition (CC) items, 
37 molecular function (MF) items. BP mediated by differential genes was mainly enriched in the regulation of chemical synaptic 
transmission, the regulation of synaptic signal transduction, the regulation of neuronal projection development, etc. CC was mainly 
enriched in synaptic membrane, postsynaptic density protein, glutamatergic synapse, etc. MF was mainly enriched in cation 
channel activity regulation, gated channel activity regulation, calcium ion transmembrane transporter activity regulation, etc. The 
results of KEGG pathway enrichment analysis showed that the differential genes were mainly enriched in 17 pathways including 
axon guidance signaling pathway, oxytocin signaling pathway and hypertrophic cardiomyopathy. The GSEA results showed that 
there were a total of 734 gene sets, of which 364 were significantly enriched, including the human complement system, nonsense-
mediated decay, and influenza infection. Finally, the key genes of elderly spontaneous intracerebral hemorrhage were screened out 
as RPS6, RPL8, FAU, RPL35, RPS5, RPS19, and RPLP1. Conclusion　The signaling pathways related to the pathogenesis of 
elderly spontaneous intracerebral hemorrhage include axon guidance signaling pathway, oxytocin signaling pathway, hypertrophic 
cardiomyopathy, etc. And its key genes are RPS6, RPL8, FAU, RPL35, RPS5, RPS19, and RPLP1.

【Key words】　Cerebral hemorrhage; Computational biology; Bioinformatics; Pathway; Key genes

《美国心脏协会心脏病和卒中统计报告——2020
年更新版》［1］显示，脑卒中是世界人口死亡的第二大

原因。研究显示，脑卒中是我国居民死亡的第一大病

因［2］。数据调查显示，2017年全球脑卒中患者总数为

1.042亿例，其中自发性脑出血1 790万例（占17.2%），

占因脑卒中死亡患者总数的50%［1，3-4］。自发性脑出血

好发于中老年期，且随着我国老龄化社会进程的加快，

老年自发性脑出血的发生率呈大幅上升趋势［5］。近年

来，自发性脑出血的诊断、治疗、预防等方面已取得重

大进展，常用的诊断方法有脑成像和血管成像如CT或

MRI等；治疗包括急性医疗管理、外科手术管理、二级

预防和抗血栓药物管理等［6］。然而，自发性脑出血患

者的临床预后仍很差，具有高死亡率和高致残率的特

点［7］，给患者、家庭和社会带来巨大的负担。因此，

需要进一步明确自发性脑出血发生、发展的分子机制，

寻找用于早期筛查的潜在分子靶标和诊断标志物。本研

究从基因表达数据库（gene expression omnibus，GEO）

下载GSE24265数据集，利用生物信息学技术分析在老

年自发性脑出血发生、发展中可能发挥重要作用的相关

通路及关键基因，从而为老年自发性脑出血的早期诊断

和防治提供借鉴。

1　资料与方法

1.1　数据集的获取　2021年9—10月，从GEO下载

GSE24265数据集，平台号为GPL570［HG-U133_
Plus_2］Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array。

GSE24265数据集包括4例老年自发性脑出血死亡患

者（中位年龄为79岁）的11个脑样本，本研究从其

中选取4个血肿周围区域样本（包括GSM596842、

GSM596845、GSM596848、GSM596850）作为实验

组，相应的4个对侧灰质样本（包括GSM596843、

GSM596846、GSM596849、GSM596851）作为对照组。

1.2　数据预处理　去掉GSE24265数据集中一个探针

对应多个分子的探针，当遇到对应同一个分子的探针

时，仅保留信号值最大的探针；采用R软件（3.6.3版

本）对过滤后的数据进行统计分析与可视化，其中统

一流形逼近与投影（uniform manifold approximation and 
projection，UMAP）包（0.2.7.0版本）用于UMAP分析，

ggplot2包（3.3.3版本）用于绘制样本数据归一化的箱式

图、主成分分析（principal components analysis，PCA）

散点图和UMAP图。

1.3　差异基因的筛选　差异基因的筛选参数标准为

logFC＞1，校正P值＜0.05。采用R软件（3.6.3版本）进

行数据的统计分析与可视化：采用ggplot2包（3.3.3版

本）绘制火山图，以直观地展示每个差异基因在每个样

本中的分布情况；采用ComplexHeatmap包（2.2.0版本）

绘制热图，以直观地展示每个差异基因在每个样本中的
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表达情况［8］。

1.4　GO功能、KEGG通路富集分析及基因集富集分

析（gene set enrichment analysis，GSEA）　利用R软

件（3.6.3版本）进行GO功能、KEGG通路富集分析及

GSEA，其中org.Hs.eg.db包（3.10.0版本）用于ID转换，

clusterProfiler包（3.14.3版本）用于富集分析，ggplot2
（3.3.3版本）包用于可视化图的制作［9］。GSEA参考的

基因集为c2.cp.v7.2.symbols.gmt［Curated］，基因集数

据库为MSigDB Collections。GO功能、KEGG通路富集分

析以校正P值＜0.05为阈值来筛选差异基因的主要富集

功能和通路；GSEA以错误发现率（false discovery rate，

FDR）＜0.25且校正P值＜0.05为显著富集［10］。

1.5　蛋白质互作网络（protein-protein interaction 
ne two rks，PPI）的制作及关键基因的选取　采用

STRING数据库［11］（http：//string-db.org）对差异基因

制作PPI，其互作分数阈值为0.40，再将所得结果导入

cytoscape软件（3.8.2版本）以分析PPI图，采用MCOD、

cytoHubba插件的MCC计算法进行关键基因的筛选；利

用韦恩图在线工具将MCOD、cytoHubba插件筛选出来的

关键基因进行交叉比对，最终获得老年自发性脑出血的

关键基因。

2　结果

2.1　数据预处理结果　箱式图分析结果显示，各个样

本中位数基本在一个水平线上，提示样本间归一化程度

好，见图1；PCA散点图和UMAP图分析结果显示，各组

的样本基本分开，提示后续差异分析有意义的结果可能

会较多，见图2~3。

2.2　差异基因筛选结果　两组样本数据比较共有415个

差异基因，其中高表达53个、低表达362个，见图4~5。

2.3　GO功能、KEGG通路富集分析及GSEA结果　GO
功能富集分析共得到226条有明显差异的GO条目，包括

145条生物过程（biological process，BP）条目、44条细

图1　两组样本数据的箱式图
Figure 1　Boxplots of two sets of sample data

注：PC=主成分

图2　两组样本数据的PCA散点图
Figure 2　PCA scatter plot of two sets of sample data

注：UMAP=统一流形逼近与投影

图3　两组样本数据的UMAP图
Figure 3　UMAP plot of two sets of sample data

胞组成（cellular component，CC）条目、37条分子功能

（molecular function，MF）条目，差异基因介导的BP主

要富集于化学突触传递的调节、突触信号转导的调控、

神经元投射发育的调节、树突发育、轴突发生，CC主

要富集于突触膜、突触后密度蛋白、谷氨酸能突触、神

经元到神经元突触、非对称性突触，MF主要富集于阳

离子通道活性调控、门控通道活性调控、钙离子跨膜转

运蛋白活性调控、离子门控通道活性调控、跨膜肾上腺

素受体活性调控，见图6A~6C。KEGG通路富集分析结

果显示，差异基因主要富集于轴突导向信号通路、催

产素信号通路、肥厚型心肌病、扩张型心肌病、致心律

失常性右心室心肌病等17条通路，见图6D。GSEA结果

显示，共有734个基因集，其中显著富集的基因集共有

364个，包括人体补体系统、无意义介导的衰变、流感

病毒感染、含硒氨基酸的代谢、信号识别粒子（sigllal 
recogllition panicle，SRP）依赖性共翻译蛋白靶向膜、

真核翻译起始、Slits和Robos的表达调节、细胞核和胞

质中的rRNA修饰等，见图7。

2.4　PPI及关键基因选取结果　MCOD插件分析结果显

示，一共有11个聚类，选择分数最高的聚类1，得分为

10.364分、节点为12个、边数为57条，筛选出的关键基

因为RPS6、RPL8、KCNV1、FAU、RPL35、KCNS1、

SMKR1、RPS5、DOCK4、KCNQ5、RPS19、RPLP1，

见图8；cytoHubba插件分析结果显示，按照得分由高

到低的关键基因依次为RPS6、RPS5、RPS19、RPL8、

RPL35、RPLP1、FAU、EPHB1、EFNB3、EFNB2，

见图9。最终筛选出老年自发性脑出血的关键基因为

RPS6、RPL8、FAU、RPL35、RPS5、RPS19、RPLP1。

3　讨论

自发性脑出血是一种致命的脑血管疾病，具有

高死亡率和高发病率的特点，占所有脑卒中患者的

10%~20%［12-13］，会导致不良预后和严重的精神运动性
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注：红色代表高表达的差异基因，蓝色代表低表达的差异基因

图4　差异基因的火山图
Figure 4　Volcano map of differential genes

注：红色为基因表达水平上调，蓝色为基因表达水平下调；颜色

深浅表示表达量的变化程度

图5　差异基因的热图
Figure 5　Heatmap of differential genes

障碍。随着全球人口老龄化的加剧，老年自发性脑出血

患者越来越多，尤其在人口老龄化问题尤为突出的中

国［13］。迄今为止，尚未发现有效的手术或药物疗法可

以改善自发性脑出血患者的功能预后。因此，探索并寻

找老年自发性脑出血新的生物标志物和治疗靶点非常重

要。本研究旨在利用生物信息学技术分析老年自发性脑

出血的相关通路及关键基因。

本研究结果显示，两组样本数据比较共有415个差

A 

B

C

D

注：A为生物过程（BP）分析，B为细胞组成（CC）分析，C为

分子功能（MF）分析，D为KEGG通路富集分析

图6　GO功能、KEGG通路富集分析排名前5位的差异基因的可视化图
Figure 6　Visualization of the top 5 differential genes in GO function and 
KEGG pathway enrichment analysis
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A C

E

G

B

D F

H

注：A为人体补体系统，B为无意义介导的衰变，C为流感感染，D为含硒氨基酸的代谢，E为信号识别粒子（SRP）依赖性共翻译蛋白靶向

膜，F为真核翻译起始，G为Slits和Robos的表达调节，H为细胞核和胞质中的rRNA修饰

图7　显著富集的基因集可视化图
Figure 7　Visualization of significantly enriched gene sets

图8　MCODE插件分析结果
F i g u r e  8 　 M C O D E  p l u g - i n 
analysis results

图9　cytoHubba插件分析结果
Figure 9　cytoHubba plug-in 
analysis results

异基因，其中高表达53个、低表达362个。进一步进行

GO功能富集分析，结果显示，差异基因介导的BP主要

富集于化学突触传递的调节、突触信号转导的调控、神

经元投射发育的调节、树突发育、轴突发生，CC主要富

集于突触膜、突触后密度蛋白、谷氨酸能突触、神经元

到神经元突触、非对称性突触，MF主要富集于阳离子通

道活性调控、门控通道活性调控、钙离子跨膜转运蛋白

活性调控、离子门控通道活性调控、跨膜肾上腺素受体

活性调控。既往研究表明，突触后密度蛋白有望成为改

善脑出血患者预后的靶标，并可提高脑出血大鼠的认知

功能和学习能力，减轻脑出血后继发性脑损伤和行为认

知障碍［14-15］。谷氨酸能突触在大鼠脑出血发病12 h和

24 h后过渡到细胞内进行信号转导［15］。本研究KEGG通

路富集分析结果显示，差异基因主要富集于轴突导向信

号通路、催产素信号通路、肥厚型心肌病、扩张型心肌

病、致心律失常性右心室心肌病等17条通路。既往研究

表明，轴突导向蛋白浓度与脑出血的炎症反应、出血严

重程度和临床预后密切相关［16］；脑卒中后抑郁患者差

异表达基因主要作用于轴突导向信号通路［17］。
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由于传统筛选差异基因的方法会掩盖一些表达上

调倍数较低但具有重要生物学意义的基因，本研究采

用GSEA来筛选与老年自发性脑出血有关的基因集，结

果显示，共有734个基因集，其中显著富集的基因集共

有364个，包括人体补体系统、无意义介导的衰变、流

感病毒感染、含硒氨基酸的代谢、SRP依赖性共翻译蛋

白靶向膜、真核翻译起始、Slits和Robos的表达调节、

细胞核和胞质中的rRNA修饰等。既往研究表明，补体

系统在脑出血发生后被激活，主要表现为症状出现后

的最初24 h内脑出血患者补体系统的凝集素通路介导

的蛋白浓度与健康个体存在明显差异［18］，激活的补

体系统可对神经元产生细胞毒性作用，对脑组织产生

继发性损伤［19］。突变体COL4A1的无意义介导的衰变

明显减少，使COL4A1的单倍体不足，这是脑出血的原

因［20］。流感病毒感染触发细胞因子级联反应，可加重

缺血性脑损伤并增加组织纤溶酶原激活剂治疗后脑出

血的发生风险［21］，也可使脑卒中后溶栓患者的血浆

MMP-9水平升高，而血浆MMP-9水平升高与溶栓后脑

出血相关［22］。Slits是一种分泌型糖蛋白，可与跨膜受

体家族成员Robos结合，在大脑海马区中广泛表达，具

有区域偏好［23］。

本研究最终筛选出老年自发性脑出血的关键基因为

RPS6、RPL8、FAU、RPL35、RPS5、RPS19、RPLP1。

其中RPS6是一种核糖体蛋白，是40S核糖体亚基的关键

结构成分［24］，在胶质母细胞瘤干细胞的发育和维持中

起着至关重要的作用，且与放化疗和多形性胶质母细

胞瘤复发相关［25］；限制RPS6可抑制上皮性卵巢癌细胞

的增殖、侵袭和迁移能力，故RPS6可能成为上皮性卵

巢癌的新型生物标志物和分子靶标［26］。RPS6是第一个

显示出磷酸化作用的核糖体蛋白［27］，RPS6磷酸化是

被广泛使用的跟踪脑神经元活性变化的标志物［28］，且

RPS6磷酸化对于神经元的整个蛋白质合成是不可或缺

的，可能控制特定大脑区域［29］。RPL8是一种核糖体蛋

白，研究表明，RPL8在脑出血患者脑组织中的表达水

平增加［30］。FAU是一种核糖体蛋白，可能是缺血性脑

卒中的新预后生物标志物和潜在治疗靶标［31］。RPL35
是一种核糖体蛋白，研究表明，人类神经母细胞瘤组织

中RPL35水平升高提示预后不良［32］。RPS5是一种核糖

体蛋白，与酒精相关性肝癌的发展有关，对患者预后

具有重要的预测价值［33］，且被确定为结肠癌患者复发

和进展的危险因素［34］。RPS19是一种核糖体蛋白，是

40S核糖体亚基的构成成分，其精氨酸67缺失，先天性

纯红细胞再生障碍性贫血患者可表现出颅面、骨骼和脑

部异常，并伴有各种神经行为异常［35］。RPLP1是一种

关键的核糖体蛋白，对神经系统胚胎和大脑发育至关重

要［36］，其与肿瘤发生和原代细胞永生化有关，是三阴

性乳腺癌患者预后不良的潜在生物标志物和阻止癌症转

移的治疗靶标［37］。

综上所述，与老年自发性脑出血发病机制有关

的信号通路包括轴突导向信号通路、催产素信号通

路、肥厚型心肌病、扩张型心肌病、致心律失常性右

心室心肌病等；其关键基因为RPS6、RPL8、FAU、

RPL35、RPS5、RPS19、RPLP1。这为进一步研究老年

自发性脑出血的机制提供了理论基础，为脑出血的临

床诊治和预防提供了理论依据。但本研究是基于生物

信息学方法对GEO中的4例老年自发性脑出血死亡患者

的4个血肿周围区域样本和相应的4个对侧灰质样本进

行比较分析，研究结果具有一定局限性，只能对相关

信号通路和关键基因参与老年自发性脑出血的发生发

展过程提出合理猜想，其相互作用的具体机制还需要

更多的探究与实验证实。
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•论著 •

血清胰岛素样生长因子 1、白介素 17、白介素 23 水平
与新生儿缺氧缺血性脑病患儿疾病严重程度
及预后的关系研究

卢艳辉，刘振奎，王雅莉，高娇娇，曹燕玲，孙喜斌，王艳飞，郭卫平

【摘要】　目的　探讨血清胰岛素样生长因子1（IGF-1）、白介素（IL）-17、IL-23水平与新生儿缺氧缺血性脑

病（HIE）患儿疾病严重程度及预后的关系。方法　选取2019年7月至2021年7月河北北方学院附属第一医院儿内科收治

的新生儿HIE患儿87例作为研究对象，参照改良的Sarnat标准判断疾病严重程度，并将患儿分为轻-中度组（n=52）和

重度组（n=35）；另选择同期本院正常足月新生儿87例作为对照组。采用酶联免疫吸附试验检测新生儿入组1 d内血清

IGF-1、IL-17、IL-23水平；新生儿HIE患儿血清IGF-1、IL-17、IL-23水平与疾病严重程度的关系采用Spearman秩相关

分析；绘制ROC曲线以评价血清IGF-1、IL-17、IL-23水平及三者联合对新生儿HIE患儿预后的预测价值。结果　轻-中

度组和重度组血清IGF-1水平低于对照组，血清IL-17、IL-23水平高于对照组（P＜0.05）；重度组血清IGF-1水平低于

轻-中度组，血清IL-17、IL-23水平高于轻-中度组（P＜0.05）。Spearman秩相关分析结果显示，新生儿HIE患儿血清

IGF-1水平与疾病严重程度呈负相关（rs=-0.572，P＜0.001），血清IL-17、IL-23水平与疾病严重程度呈正相关（rs值

分别为0.511、0.558，P值均＜0.05）。87例患儿中，预后不良23例。预后良好患儿血清IGF-1水平高于预后不良患儿，

血清IL-17、IL-23水平低于预后不良患儿（P＜0.05）。ROC曲线分析结果显示，三者联合预测HIE患儿预后的AUC为

0.895，分别大于血清IGF-1（AUC=0.785）、IL-17（AUC=0.655）、IL-23（AUC=0.710）水平单独预测HIE患儿预后的

AUC（P＜0.05）。结论　血清IGF-1水平新生儿HIE患儿疾病严重程度呈负相关，血清IL-17、IL-23水平与新生儿HIE
患儿疾病严重程度呈正相关，且三者联合对新生儿HIE患儿预后具有一定预测价值。

【关键词】　缺氧缺血性脑病；新生儿；胰岛素样生长因子1；白介素17；白介素23；预后
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