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神经血管单元多靶点抗缺血性脑卒中的相关靶标及通路研究
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摘 要:目的 探讨缺血性脑卒中神经血管单元关键基因的功能和潜在的作用机制。方法 选用GEO数据库中缺血性

脑卒中体外模型的神经元、星形胶质细胞、血管内皮细胞和周细胞的基因表达谱芯片,进行差异表达基因的筛选,然后与

“缺血性脑卒中”背景文库进行交集,鉴定缺血性脑卒中神经血管单元靶标,并做GO、KEGG和PPI分析。结果 鉴定

出缺血性脑卒中相关的神经血管单元靶标236个,其中 VEGFA、IL-6、CXCL8和SRC为关键靶标。GO主要参与的生

物过程有炎症反应、血管生成、细胞增殖、免疫反应、信号传导等,KEGG分析结果涉及PI3K-Akt信号通路、HIF-1信号

通路、补体与凝血级联、细胞因子-细胞因子-受体相互作用通路等。结论 神经血管单元的缺血性脑卒中相关靶标,能
通过多种生物过程、多个通路来发挥作用,为研究抗缺血性脑卒中靶向药物治疗提供一些新的思路。
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Studyontargetsandpathwaysinneurovascularunitrelatedtomulti-targetanti-ischemicstroke
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  Abstract: Objective Toexplorethefunctionandpotentialmechanismofkeygenesofneurovascularunit
inpatientswithischemicstroke. Methods Thegeneexpressionprofilesofneurons,astrocytes,vascularen-
dothelialcellsandperipheralcellsinthemodelofischemicstrokeinvitroinGEOdatabasewereusedtoscreen
thedifferentiallyexpressedgenes.Then,thetargetsrelatedtoischemicstrokeinneurovascularunitwereiden-
tifiedbyintersectionwiththebackgroundlibraryof“ischemicstroke”,andGO,KEGGandPPIanalyseswere
conducted. Results Atotalof236targetsofneurovascularunitofischemicstrokewereidentified,among
whichVEGFA,IL6,CXCL8andSRCwerekeytargets.GOwasmainlyinvolvedinbiologicalprocessessuch
asinflammatoryresponse,angiogenesis,cellproliferation,immuneresponse,signaltransduction,etc.KEGG
analysisresultsinvolvedPI3K-Aktsignalingpathway,HIF-1signalingpathway,complementandcoagulation
cascades,andcytokine-cytokine-receptorinteractionpathway,etc. Conclusion Thetargetsrelatedtois-
chemicstrokeinneurovascularunitcanplayarolethroughavarietyofbiologicalprocessesandmultiplepath-
ways,whichprovidessomenewideasforthestudyofthetargetdrugtherapyofanti-ischemicstroke.
  Keywords: ischemicstroke;neurovascularunit;GEO;signalingpathway

  缺血性脑卒中是受到遗传和环境因素影响的系统

性疾病,发生的分子机制是多基因、多功能蛋白相互作

用的调控网络异常所致。氧/糖剥夺(OGD)细胞模型

能够模拟脑卒中的病理状态,常用于模拟缺血性脑卒
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中的体外实验[1]。神经血管单元(NVU)将脑卒中的

组织关联反应视为一个整体,体现为神经元、神经胶质

细胞和微血管之间相联系及相互影响[2]。基因表达量

的改变是缺血性脑卒中的重要特征,它的改变也伴随

着对多种蛋白质功能的影响[3]。筛选缺血性脑卒中神

经血管单元的差异表达基因,对探索缺血性卒中早期

诊断的生物学标志物、发病机制和发现药物靶标等都

有重要的意义。本研究基于神经血管单元的主要组成

成分,整合缺血性脑卒中体外模型的神经元、星形胶质

细胞和血管(血管内皮细胞、周细胞)芯片数据集的差

异表达基因,并对各组成成分构建PPI互作网络、功
能注释及通路分析等,为多靶点治疗缺血性脑卒中提

供新的理论基础。
1 材料与方法

1.1 神经血管单元GEO芯片来源 GEO数据库[4]

中的 GSE54037、GSE3045、GSE76739和 GSE109233

的芯片数据(见表1)。GSE54037[5]由葡萄牙神经科

学与细胞生物学中心提供,该研究利用全基因组测序

鉴定大鼠海马神经元在缺氧缺糖(OGD)中的表达差

异基因,实验分有对照组和 OGD组(n=6),每组分

别在7h和24h(n=3)检测大鼠海马神经元的基因

表达。GSE3045[6]是美国哥伦比亚大学对比星形胶质

细胞在正常氧和缺氧状态下的基因差异研究(n=3)。
GSE76739[7]是意大利FabioMartelli等人对血管内皮

细胞在暴露于常氧(n=2)、缺氧(n=4)条件下,分别

于24h和48h研究的转录组学变化。在生理或缺血

条件下,脑周细胞对于维持神经血管单元的完整性起

到重要的作用,瑞士隆德大学评估了体外培养的人脑

周细胞在缺氧和/或葡萄糖剥夺后的转录反应,在芯片

GSE109233[8]中将选取常氧伴葡萄糖组和缺氧无葡萄

糖组作为本次差异分析。

表1 神经血管单元各组成成分的芯片基本信息

神经血管单元 GEO_ID 样本来源 实验类型 注释平台

神经元 GSE54037 大鼠 Expressionprofilingbyarray GPL14746
星形胶质细胞 GSE3045 人 Expressionprofilingbyarray GPL570
血管内皮细胞 GSE76739 人 Expressionprofilingbyarray GPL10558
周细胞 GSE109233 人 Expressionprofilingbyarray GPL10558

1.2 表达谱数据差异基因的筛选 GEO2R是GEO
数据库自带的在线分析工具,它是运用基于R编程语

言的开源软件Bioconductor的Biobase2.30,GEO-
query2.40和limma3.26.8软件包对原始序列矩阵

数据文件中的两组或多组样本进行分析,得出显著性

的差异 表 达 基 因。我 们 利 用 GEO2R 工 具 分 别 对

GSE54037、GSE3045、GSE76739和 GSE109233中的

各组数据进行分析。
1.3 缺血性脑卒中背景文库的建立 为了使上述芯

片筛选出来的差异基因更具有缺血性脑卒中的属性,
我们从GeneCards和 OMIM 人类基因数据库中以关

键词“ischemicstroke”or“cerebralinfarction”or“is-
chemiccerebrovasculardisease”检索靶标,作为缺血性

脑卒中的背景文库。
1.4 缺血性脑卒中神经血管单元候选靶标鉴定 用

1.2中各芯片数据筛选的差异表达基因分别与缺血性

脑卒中背景文库做韦恩图取交集,合并,再删除重复

值,即为缺血性脑卒中神经血管单元的候选靶标。
1.5 候选靶标的功能注释和通路分析 为了更好地

理解缺血性脑卒中神经血管单元发挥的生物学功能和

参与的通路,我们使用 OmicShare云平台来进行GO
和KEGG分析。
1.6 构 建 候 选 靶 标 的 蛋 白 质 互 作(PPI)网 络 
STRING[9]是一个涵盖5090个物种,通过基因组预

测、高通量测序、保守/共表达和文献文本挖掘等途径,
拥有24584628个蛋白质相互作用的数据库。为了研

究缺血性脑卒中神经血管单元各组分之间的相互作

用,我们将候选靶标批量导入STRING数据库,“Or-
ganism”选择“Homosapiens”,蛋白互作置信度为0.7,
隐藏网络中没有连接的节点,导出“TSV”格式的网络

数据,用Cytoscape软件[10]中的cytoHubba插件[11]将

整个网络节点通过Degree算法,筛选出关键基因。
2 结果

2.1 缺 血 性 脑 卒 中 背 景 文 库 在 GeneCards和

OMIM数据库中分别检索到2266和279个缺血性脑

卒中相关靶标,将2者合并,且删除重复值,最终得到

2469个基因作为缺血性脑卒中的背景文库。
2.2 神 经 血 管 单 元 的 差 异 表 达 基 因  神 经 元

GSE54037芯片按2个不同的观察时间点进行分组,根
据p-value<0.05,|log(FC)|>1.2筛选得到差异表达

基因,7h组筛选到543个差异表达基因,上调239个,
下调304个,24h组有678个差异表达基因,上调145
个,下调533个,分别绘制火山图(见图1A)。星形胶

质细胞 GSE3045芯片根据表达量,设定p-value<
0.05,|log(FC)|>1.5筛选得到差异表达基因1367
个,其中有部分为探针对应多个基因名,删除重复值,
整理后得到1389个差异表达基因,其中上调1001个,
下调388个,绘制火山图(见图1B)。血管内皮细胞
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GSE76739芯片根据表达量,设定p-value<0.05,|log
(FC)|>1.2得到417个差异表达基因,其中上调222
个,下 调195个,绘 制 火 山 图(见 图 1C)。周 细 胞

GSE109233芯片按2个不同的观察时间点进行分组,
根据p-value<0.05,|log(FC)|>0.4筛选得到差异表

达基因,2h组筛选到156个差异表达基因,上调63
个,下调93个,6h组筛选到1292个差异表达基因,上
调633个,下调659个,分别绘制火山图(见图1D)。

2.3 缺血性脑卒中神经血管单元候选基因鉴定 利

用Venn工具分别对GSE54037、GSE3045、GSE76739
和GSE109233芯片的差异表达基因与缺血性脑卒中

背景基因进行交集分析,并绘制韦恩图(见图2)。将4
个交集的基因进行整合,删除重复值,最终得到236个

由神经元、星形胶质细胞、血管内皮细胞和周细胞基因

芯片组成缺血性脑卒中神经血管单元的候选靶标(见
表2)。

图1 神经血管单元的差异表达基因火山图

注:A为神经元GSE540377芯片(A1为7h组,A2为24h组);B为星形胶质细胞GSE3045芯片;C为血管内皮细胞GSE76739芯

片;D为周细胞GSE109233芯片(D1为2h组,D2为6h组);上调为红色,下调为绿色

图2 神经血管单元差异表达基因与脑缺血背景基因韦恩图

注:A为神经元GSE540377芯片,B为星形胶质细胞GSE3045芯片,C为血管内皮细胞GSE76739芯片,D为周细胞GSE109233芯

片
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表2 缺血性脑卒中神经血管单元候选靶标列表

Microarray GeneSymbol Style

GSE54037 AGBL1,PCSK2,TRNP1,TAC1,RTN4R,PDE4DIP up

GSE54037 PVR,IL1RL1,BMP2,IL6,HSPA1B,ICAM1,MMP3,PLAUR,P2RY2,RUNX1,FGG,MGP,LIPG,CRYAB,IL5,ANXA1,

KRT18,PROCR,TCF7L2,KCNJ1,CKM,MCC,PLAU,SERPINE1,CXCL1,TFPI2
down

GSE3045 ABCC6,IGF1,PON3,TACR1,VASH1,PCCB,COLEC11,HBG2,SPP1,PCSK6,ADRA1A,CYP4A22,KCNK10,GC,

VSTM4,SLC4A5,MIP,CA4,MCM10,FCAR,ACE2,MEGF11,SRRT,ITGB8,ITGB2,NTS,TRPC5,IL10,SAMHD1,

TNFSF11,SLC22A7,CD28,ENPEP,HSPA12B,TRPV4,THBS1,ADORA3,TBX3,SRC,CDK2,FGF10,PLG,SSPN,AHSG,

KMO,DCN,CIB4TTLL5,CALM1,ITGB5,BCL2L14,PSPH,SLC6A2,SLC6A4,TLR6,TP73,RUNX1,PIK3C2A,F11,

SMPD1,IL6,NPAS4,P2RY12,CSMD1,CYP4A11,RPINF2,HAVCR1,SLC25A13,COL13A1,POLB,EPOR,VDR,ENG,

CD163,HTR1B,LPA,NQO1,FGA,IRF5,ADIPOQ,TLR4,CELSR1,KLC1,FABP4,FCN3,SCN8A,LCN2,

CSF1R,FAM160A1,HELLS

up

GSE3045 ADGRF1,KLKB1,THPO,ENO2,VEGFA,SLC2A1,NR3C2,FCGR2A,NAMPT,TEP1,LRP1,XPNPEP3,LOX,ADM,

IGFBP3,SCNN1G,PVR,PDE4A,PTGER3,ANGPTL3,OSMR,CSF1,PAPPA,MYH11,ANG,CP,ALDOA,FGF14,

CMAHP,DNAJC6,CPNE8,BRAP,DDIT4,SURF1,SYK,SLC12A1,MMAA,GRM5,TNFRSF1B,OPRM1

down

GSE76739 ADM,CXCR4,ANGPT2,AKAP12,ADORA2A,SLC2A1,DDIT4,PTPRB,LOX,PTGS1,ADD3,PGF,ALDOC,PDGFB,

NTN4,NOX4,NEDD4L,CUBN,ENO2,IL4R,SGIP1,CD34,KLHL3,MMP2,RASD1,ITGA11,NOTCH4,GRN,RPS6KA2,

MME,TENM3,ESM1,LAMA4,PXDN,ERRFI1,ABCA1,LAMB2,COL4A2,MAP1LC3A,GAS6,CCL2,ITGA10,CXCL8,

PLTP,SELE,CDH13,HLA-B,SERPINE2

up

GSE76739 IL1RL1,TFRC,ODC1,CCDC86,GABBR2,WDR12,NUP93,SIGMAR1,QDPR,GCSH,NOS3,NCEH1,PARP1,TTF2,

FEN1,FH,DKK1,NQO1,UHRF1,FABP4,HMGN2.
down

GSE109233 HSPA1A,HSPA1B,MED22,TFRC,THBD,TXNIP,HMOX1 up
GSE109233 ADAMTS1,ADM,BDNF,CXCL1,CXCL8,DDIT4,DKK1,EDN1,EGR1,F3,GDF15,IL6,IRS2,NGF,SGK1,

VCAM,RHOB
down

2.4 缺血性脑卒中神经血管单元候选靶标的功能注

释和通路分析 为了更好地理解缺血性脑卒中神经血

管单元发挥的生物学功能和参与的通路,我们使用

OmicShare云平台来进行GO和KEGG分析。GO结

果显示,显著性的生物学过程(BiologicalProcess,BP)
包括:免疫反应、细胞增殖、内皮细胞增殖、信号传导

等;分子功能(MolecularFunction,MF)包括:蛋白酶

结合、血管内皮生长因子受体结合、钙离子结合、细胞

因子活性、G蛋白偶联腺苷受体活性等;细胞组成(Cel-
lularComponent,CC)包括:神经元、血小板、细胞外基

质、纤维蛋白原复合物等(见图3、表3)。KEGG结果

显示,神经血管单元参与的通路有PI3K-Akt信号通

路、HIF-1信号通路、补体与凝血级联、肿瘤坏死因子

信号途径等(见图4、表4)。

图3 缺血性脑卒中神经血管单元基因功能分析

注:红色:生物学过程,绿色:细胞组成,蓝色:分子功能
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表3 缺血性脑卒中神经血管单元前10位生物学过程

Term Description Count p-value

GO:0032501 multicellularorganismalprocess 180 8.49E-29
GO:0051240 positiveregulationofmulticellularorganismalprocess 83 1.92E-26
GO:0009605 responsetoexternalstimulus 98 2.24E-26
GO:0065008 regulationofbiologicalquality 124 3.90E-26
GO:0010033 responsetoorganicsubstance 112 5.18E-26
GO:0008283 cellproliferation 87 2.57E-25
GO:0051239 regulationofmulticellularorganismalprocess 109 5.02E-25
GO:0042221 responsetochemical 135 1.22E-24
GO:0042127 regulationofcellproliferation 75 9.74E-23
GO:0032101 regulationofresponsetoexternalstimulus 56 9.97E-23

 注:p-value列下的E为科学计数

图4 缺血性脑卒中神经血管单元前20位KEGG通路柱状图

表4 缺血性脑卒中神经血管单元前10位KEGG信号通路表

ID Description Count p-value

hsa04933 PI3K-Aktsignalingpathway 29 9.03E-11
hsa04151 AGE-RAGEsignalingpathwayindiabeticcomplications 16 4.35E-10
hsa05144 Malaria 11 5.57E-09
hsa04610 Complementandcoagulationcascades 13 3.59E-08
hsa04066 HIF-1signalingpathway 13 6.62E-08
hsa05418 Fluidshearstressandatherosclerosis 15 1.54E-07
hsa05323 Pathwaysincancer 27 5.55E-06
hsa04060 Cytokine-cytokinereceptorinteraction 19 1.80E-05
hsa04640 Cholesterolmetabolism 7 4.91E-05
hsa04979 Rap1signalingpathway 14 5.33E-05

 注:p-value列下的E为科学计数
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2.5 缺血性脑卒中神经血管单元PPI分析 将236
个候选基因批量导入STRING数据库,“Organism”选
择“Homosapiens”,蛋白互作置信度为0.7,隐藏网络

中没有连接的节点,得到236个节点连接679条边,平
均节点度:5.75,平均局部聚类系数:0.442,PPI富集p
值:<1.0e-16的蛋白互作网络图(见图5A)。下载

“TSV”格式的PPI数据,用Cytoscape软件中的cyto-
Hubba插件将整个网络节点通过Degree算法,筛选出

连接度最大的前20个靶标(VEGFA,IL6,CXCL8,

SRC,IGF1,PLG,FGG,FGA,SERPINE1,CCL2,

IL10,ITGB2,AHSG,SPP1,EDN1,ICAM1,TLR4,

THBS1,CXCL1,MMP2),即为神经血管单元的枢纽

靶标(见图5B、图5C)。STRING中的通路分析显示,
显著富集的通路有PI3K-Akt信号通路、HIF-1信号通

路、补体与凝血级联等(见表5)。这些靶标和通路可

能是神经血管单元在缺血性脑卒中的病理过程中发挥

重要作用。

图5 神经血管单元候选靶标PPI网络

注:A为236个候选靶标的蛋白互作网络;B为由cytoHubba插件Degree算法得出的前20个连接度最大的靶标互作子网络;C为

Degree排名方法

表5 神经血管单元20个枢纽靶标富集的部分信号通路

TermID Termdescription FDR Genes

hsa04151 PI3K-Aktsignalingpathway 6.17E-06 IGF1,IL6,SPP1,THBS1,TLR4,VEGFA
hsa04610 Complementandcoagulationcascades 1.62E-07 FGA,FGG,ITGB2,PLG,SERPINE1
hsa04066 HIF-1signalingpathway 1.67E-08 EDN1,IGF1,IL6,SERPINE1,TLR4,VEGFA
hsa05418 Fluidshearstressandatherosclerosis 4.83E-08 CCL2,EDN1,ICAM1,MMP2,SRC,VEGFA
hsa04657 IL-17signalingpathway 1.17E-05 CCL2,CXCL1,CXCL8,IL6
hsa04668 TNFsignalingpathway 6.24E-07 CCL2,CXCL1,EDN1,ICAM1,IL6
hsa04060 Cytokine-cytokinereceptorinteraction 1.45E-06 CCL2,CXCL1,CXCL8,IL10,IL6,VEGFA
hsa01521 EGFRtyrosinekinaseinhibitorresistance 7.38E-06 IGF1,IL6,SRC,VEGFA
hsa04510 Focaladhesion 8.14E-06 IGF1,SPP1,SRC,THBS1,VEGFA

 注:FDR列下的E为科学计数

3 讨论

20世纪80年代,人类基因组计划被提出,随着生

物信息技术的飞速发展,基因芯片技术现已被广泛应

用于发现疾病易感基因、分子诊断和靶向治疗等医学

与生物学领域。脑卒中是全球死亡和致残的主要原因

之一,缺血性脑卒中占脑卒中的70%~80%。缺血性

脑卒中不仅对神经元造成损伤,神经胶质和血管成分

也发生不同程度的损害。神经血管单元(NVU)作为

缺血性脑卒中生物学标志物的来源[12],研究其各组成

部分之间的功能关系和调控的信号通路具有重要意

义。
本研究对神经血管单元的主要成分神经元、星形

胶质细胞、血管内皮细胞和周细胞的基因表达谱芯片

数据进行整合,得到236个缺血性脑卒中神经血管单

元的靶标。GO分析结果显示,这些靶标参与的生物

过程主要与炎症反应、血管生成、细胞增殖、免疫反应、
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信号传导等有关。KEGG 显著富集的信号通路有

PI3K-Akt信号通路、HIF-1信号通路、补体与凝血级

联、细胞因子-细胞因子-受体相互作用通路等。通过

Cytoscape软件对PPI网络进行拓扑分析,VEGFA、

IL-6、CXCL8和SRC在整个网络的连接度均超过30,
可见在缺血性脑卒中发挥重要作用。

VEGFA属于PDGF/VEGF家族的成员,是具有

约120~190个编码氨基酸的同源二聚体糖蛋白[13]。
其基因表达受缺氧刺激、细胞因子、性激素、趋化因子、
生长因子等调节。低氧诱导因子1(HIF-1)是促进其

表达的重要转录因子,激活 HIF-1α/VEGF信号转导

通路,可促进脑缺血再灌注损伤大鼠血管新生[14-15]。
白细胞介素6(IL-6)是常见的炎性细胞因子,但在脑缺

血中具有双重作用。在急性期,IL-6由神经元和小胶

质细胞分泌作为炎症介质,但在亚急性期,由星形胶质

细胞分泌,则可能参与神经营养和保护作用[16-17]。炎

症趋化因子CXC配体8(CXCL8)又称白细胞介素8
(IL-8),有研究表明,抑制 CXCL8可以抑制炎症反

应[18],而CXCL8基因沉默能激活PI3K-Akt信号通

路[19],进而起到神经保护作用[20],有助于阐明中风的

潜在分子机制。此外,SRC激酶(一种原癌性酪氨酸激

酶)已被证实,通过 NR2A亚基的直接磷酸化来增强

NMDA受体功能,调节突触囊泡的谷氨酸释放,并激

活钙通 道[21-22]。因 此,阻 断 SRC 活 性 可 能 会 降 低

NMDA的功能,并调节与缺血性卒中兴奋性毒性损伤

相关的多种蛋白。
综上所述,本研究利用多个基因表达谱芯片鉴定

了缺血性脑卒中神经血管单元的靶基因并进行生物学

信息分析,发现在缺血性脑卒中,神经血管单元主要参

与炎症反应、血管生成、细胞增殖、免疫反应、信号传导

等生物过程,并调控PI3K-Akt信号通路、HIF-1信号

通路、补体与凝血级联、细胞因子-细胞因子-受体相互

作用通路等。我们着重分析了VEGFA、IL-6、CXCL8
和SRC在缺血性脑卒中可能发挥作用的分子机制。
这些神经血管的关键靶标和信号通路,可以为我们研

究抗缺血性脑卒中靶向药物治疗提供一些新的思路。
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禾本科芦笋中含有黄酮、酚酸、多糖等化学成分,具有

良好的抗癌与抗氧化等活性[11],而对其黄酮中的具体

成分研究较少,比色法进行总黄酮含量测定时,通常以

芦丁计,显色比较稳定,测定比较准确,因而在总黄酮

的含量测定中以芦丁计,为总黄酮含量评价提供经典

方法。
静态吸附量的比较中,本研究考察了芦笋样品溶

液中总黄酮在三种不同型号大孔树脂上的静态吸附量

与解吸率,静态吸附量大小关系为 AB-8>D101>
HPD100,采用95%乙醇解吸附时解吸率大小顺序为

HPD100>AB-8>D101。可见,D101大孔吸附树脂对

禾本科芦笋中总黄酮具有较好的静态吸附与解吸附性

能。大孔吸附树脂的选择中,综合3种树脂(AB-8、

D101、HPD100)对芦笋总黄酮的静态性能分析,最终

选择D101大孔吸附树脂进行动态性能考察。动态吸

附径高比考察中,在3个径高比(1∶3、1∶4、1∶5)下,
径高比为1∶5时,泄漏量最低,可见径高比为1∶5对

芦笋中总黄酮吸附量较高。D101大孔吸附树脂的纯

化工艺可见,乙醇能有效溶解中草药中 的 黄 酮 成

分[12]。特别是动态洗脱时,总黄酮在不同浓度的乙醇

中均有洗脱,为了提高洗脱率,选择90%乙醇进行洗

脱。进行分离纯化后,总黄酮纯度提高了6.54倍。
综上所述,D101大孔吸附树脂对禾本科芦笋中总

黄酮具有较好的静态与动态吸附性能,可以用于禾本

科芦笋中总黄酮的纯化,与其他纯化方法相比选择性

强、价格合理,为各类中药中黄酮类化合物的纯化工艺

研究提供了基础。
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