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!!&摘!要'!目的!应用生物信息学方法筛选阿尔茨海默病的关键基因&方法!从 P̂G 数据库下载

ŜP'/$&和 ŜP&#$/%"数据集"用1语言对数据集进行去批次效应*_ ÎU2分析构建共表达网络"筛选与疾
病相关基因模块并绘制基因聚类图和相关性图*以 _ ÎU2筛选出的模块基因为对象进行差异表达基因分析"
绘制火山图及热图*对差异表达基因进行V:,,6回归分析"筛选关键基因*对差异表达基因进行京都基因和基
因组数据库![P̂ ^#和基因本体!̂ G#富集分析"绘制气泡图&结果!通过 _ ÎU2分析获得包含0"!个基因
的8C6F-模块与疾病高度相关*8C6F-模块差异表达分析得到#)个差异表达基因"其中&"个下调基因"/)个
上调基因*进一步V:,,6回归后筛选出)个关键基因& Ĝ和[P̂ ^富集分析表明"差异表达基因在矿物质元
素的吸收)氧化还原驱动的活性跨膜转运蛋白等方面富集&结论! P̂G数据库初步筛选出潜在的阿尔茨海默
病关键基因"但还需进一步实验验证&

&关键词'!阿尔茨海默病*!生物信息学*! P̂G数据库*!差异表达基因*!富集分析
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!!阿尔茨海默病(2])是一种由阿诺斯#阿尔茨海
默(2<6+,2<=?@+7@C)发现%埃米尔#克雷佩林(P7+<

[C:@A@<+-)命名的常见并伴随缓慢进展的神经性退行
痴呆+&./,*2]主要以淀粉样(肽沉聚在大脑最容易
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受影响的部位$例如大脑内侧颞叶%皮层而形成的神
经斑块和神经纤维缠结为特征+#,*2]是一个全球性
的健康难题$影响着全世界范围内近'"""万人口的
健康$是造成人类痴呆的主要原因*根据预测$2]的
患病人数将会在&"年之后翻倍$并在/"'"年达到近

&('亿+!.',*因此$2]的诊断与治疗方法的开发应用
变得尤为重要*

2]的病理特征主要分为两大类!(&)通过积聚而
造成的正向损伤$如神经纤维缠结%淀粉样斑块和其
他在2]患者脑内发现的沉积物/(/)由于萎缩而造
成的负向损伤$如神经细胞%轴突%树突%海马体等大
面积萎缩+%.$,*

到目前为止$关于2]的发病进展及发病机制提
出了一些假设$但具体病因和疾病进展机制还有待证
明*关于2]的病因提出了/条主要的假说$胆碱成
因假说和淀粉样蛋白成因假说*胆碱成因假说认为
胆碱功能受损是造成2]的关键因素/淀粉样蛋白成
因则认为淀粉样蛋白生成及修饰过程中有异$产生淀
粉样蛋白异构体是 2]的主要发病原因+'$).&",*作为
一种多因素疾病$其病程的进展与多种风险因素相
关$如年龄的增长%遗传%头部损伤%血管疾病%细菌或
病毒的感染%重金属等环境因素等+',*其中最为主要
的风险因素是年龄$绝大多数2]患者的年龄均在%'
岁以上$年轻人(#"岁左右)除非是家族遗传性 2]$
否则基本不会患有这种疾病+&&,*衰老是迟发性 2]
的最大危险因素$占2]病例的)'d以上*但近期确
诊&例排除已有基因突变和家族性 2]的&)岁 2]
患者$表明2]将不再局限于老年人+&/,*

截至目前$2]没有治愈的方法$只有一些改善症
状的治疗手段+&#.&!,*而最大限度地减轻 2]对患者
损害的方法是在 2]进展为轻度症状前给予患者神
经性保护的药物+&',*所以对潜在 2]患者的早期诊
断是缓解疾病症状极为关键的影响因素*/"&&年美
国国家衰老研究所阿尔茨海默病协会提出了新的诊

断标准$这包括临床症状及生物标志物的共同诊
断+',*2]有/类生物标志物!(&)可以通过正电子成
像术和脑脊液中检测到的脑淀粉样蛋白标志物/(/)
神经元损伤标志物$如脑脊液>:D蛋白%与代谢相关的
氟脱氧葡萄糖(M]̂ )及通过核磁成像技术直接观测
到的大脑萎缩等+&%.&$,*

过去的生物信息学分析仅仅分析筛选了 2]的
差异性表达基因作为 2]的诊断标志物$如 P̂ M1%

I]!!%3IV/V&%L^̂ !%VYY%IJ2̂ P等+&)./",*为了
进一步了解2]的发病原因及发病机制$发掘2]的
特征标志物$提高诊断效率$本研究综合 _ ÎU2%差
异性分析及V:,,6回归分析$基于 P̂G数据库中2]
患者组及对照组基因表达图谱$用1语言更准确地筛

选2]的关键基因及信号通路$以达到初步筛选 2]
关键基因%开阔疾病的诊断思路%开发有效治疗方法
的目的*

;!资料与方法

;(;!数据来源及去批次!研究所用数据来源于美国
国立生物技术中心的 P̂G数据库*以-2<=?@+7@CO,
;+,@:,@.-L676,:A+@-,.检索高通量测序数据集*筛
选出注释平台分别为 ŶV'0"%̂YV/0''%的/个数
据集 ŜP'/$&和 ŜP&#$/%"*运用1语言对/个数
据集中的数据进行\]转换%数据合并$并对 P̂G/
组数据集进行去批次运算$以去除/组数据的批次效
应$增加接下来生物信息学分析的准确性*

;(<!_ ÎU2筛选与疾病相关基因!用1语言进行

_ ÎU2分析$排除异常信息及异常样本$构建共表
达网络$将基因分为不同的模块*不同基因模块与表
型数据关联分析$计算筛选出与患病相关性最高的基
因模块*输出这个模块基因的表达数据集以进行后
续生物信息学分析*

;(=!基因表达差异性分析!用1语言对数据按照表
型进 行 分 组 后$进 行 表 达 差 异 性 分 析$筛 选 出

%<69MI%'&(/且A$"("'的差异表达基因*

;(>!V:,,6回归进一步筛选关键基!应用1语言对
筛选出的差异表达基因进行V:,,6回归筛选与表型
相关基因*

;(?!功能富集分析!应用1语言对差异表达基因进
行京都基因和基因组数据库([P̂ ^)和基因本体
(̂ G)富集分析*[P̂ ^富集分析可以用于分析筛选
出基因可能的生物学功能和其涉及的相关信号通路/
而 Ĝ富集分析则可用于分析基因的相关功能$又可
分为生物过程(3Y)%分子功能(RM)和细胞成分
(II)*

<!结!!果

<(;! ŜP'/$&和 ŜP&#$/%"数据合并及对数据进
行去批次效应! ŜP'/$&数据集包含0!例正常和

$!例 2]患者的基因表达信息/̂SP&#$/%"数据集
则包含&)例正常和&0例2]患者的基因表达信息*

/组数据未处理的数据点散乱(图&3)$进行去批次效
应后数据点相对集中在一个范围内(图&2)/减小后
续分析的误差*

<(<!_ ÎU2筛选与疾病相关的基因集!数据集去
批次效应后$1语言排除异常离群样本 P̂S'/$&0

ŜR&&)%0%(图/2)*通过表达矩阵与表型数据的共
同载入$确定软阈值为$$构建表达网络(图/3)*

通过 _ ÎU2分析基因共被分为&!个模块(图

/I)/是否患病与&!个基因模块的相关性计算表明

8C6F-模块的0"!个基因与2]的相关性最高$其相
关性系数为"('#$A 值为)@.&%(图/])*
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!!注!2(̂PG归一化数据图/3(̂PG原始数据图*

图&!!数据集去批次效应图

!!注!2(̂PG样本聚类树/3(2]与健康的模块.性状关系图/I(尺度独立性和平均连接阈值图/](基因模块聚类树*

图/!!_ ÎU2分析样本聚类图及软阈值图

#')$/#现代医药卫生/"/#年)月第#)卷第&0期!QR6;R@;L@:<>?!S@A>@78@C/"/#!T6<(#)!U6(&0



<(=!筛选疾病相关基因中差异性表达的基因!以

8C6F-模块中0"!个基因的表达矩阵为对象$以

%<69MI%'&(/且A$"("'为阈值筛选表达差异的基
因并作图*结果显示共有#)个表达差异的基因$其
中&"个下调基因$/)个上调基因(图#2%3)*

<(>!V:,,6回归筛选关键基因与验证!通过V:,,6
回归构建表型模型$V:,,6算法推荐有/个阈值/

<:78;:(7+-对应出)个关键基因$<:78;:(&,@对应
出0个关键基因(图!2%3)*1语言对模型进行自我
预测$选择曲线下面积(2XI)值更接近&的<:78;:(
7+-*筛选出)个关键基因为 R2V2J&%USXU%%

S11R/%2JY'3%SVI#'P&%R[U[/%WI#L03%IR.
3V%QYb(表&)*通过受试者操作特征曲线(1GI曲

线)验证V:,,6回归筛选的基因$其2XI值均在"(0!
以上(图!P%M)$证明这)个基因均可作为潜在 2]
的生物标志物*其中$R2V2J&%USXU%%S11R/%

SVI#'P&%R[U[/%WI#L03%IR3V%QYb这$个基
因在2]中表达上调/2JY'3这个基因在2]中表达
下调(图')*

<(?![P̂ ^和 Ĝ的信号通路富集分析!对差异表
达的基因进行[P̂ ^富集分析和 Ĝ富集分析显示$

[P̂ ^富集分析显示这#)个基因主要参与矿物质元
素的吸收%近端小管碳酸氢盐回收等通路调控(图

%2)/̂G富集分析表明$差异表达基因的主要分子功
能与氧化还原驱动的活性跨膜转运蛋白%磷脂酰胆碱
翻转酶活性等相关(图%3)*

!!注!2(火山图/3(热图*

图#!!差异表达基因火山图和热图

表&!!V:,,6筛选的&/个关键基因

基因 样本
2]=2(健康

(<69MI)
2XI

7@>:,>:,+,:,,65+:>@;<D-9:;@-65:C5+-67:>C:-,5C+A>& R2V2J& &(/&& "($0'

UGY/"SD-1U27@>?4<>C:-,E@C:,@% \JY[3 &(/$$ "($'"

,@C+-@":C9+-+-@C@A@>+>+N@7:>C+H/E:5>6CM S11R/ &(#%! "($#&

2JY,4->?:,@$Lf>C:-,A6C>+-97+>65?6-;C+:< 2JY'3 a&("#& "($%/

,6<D>@5:CC+@CE:7+<4#'7@78@CP& SVI#'P& &("/% "($/)

R2Y[+->@C:5>+-9,@C+-@">?C@6-+-@B+-:,@/ R[U[/ &(/&) "($#)

=+-5E+-9@CIIIL.>4A@56->:+-+-903 WI#L03 &("'/ "($#!

5:C86H47@>?4<@-@8D>@-6<+;:,@?676<69 IR3V &("0$ "($&%

QYb>C:-,5C+A> QYb &(&&$ "(0!'
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!!注!2(系数分布图/3(V:,,6交叉验证曲线/I%](7+-$&,@1GI 曲线/P(R2V2J&%USXU%%S11R/%2JY'3%SVI#'P&1GI曲线/M(
R[U[/%WI#L03%IR3V%QYb曲线*

图!!!V:,,6回归分析图

图'!!)个关键基因的表达箱线图

!!注!2([P̂ ^分析气泡图/3(̂G分析气泡图*

图%!!富集分析图
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=!讨!!论
为了更准确地了解2]的内在发病机制$挖掘其

生物标志物$本研究使用现代生物信息学方法$从
P̂G数据库/个数据集 ŜP'/$&和 ŜP&#$/%"的

2]患者与健康对照组的基因表达数据进行 1语言
综合分析$筛选2]患病关键基因及对基因进行富集
分析*首先1语言数据合并后$对合并数据进行标准
化处理/_ ÎU2分析对基因表达数据中的基因分为
&!个模块$对模块和患病与否进行相关性分析筛选出

0"!个关键基因*随后$对这0"!个关键基因进行差
异性分析进一步筛选出上调/)个%下调&"个$共#)
个差异表达关键基因*本研究构建了表型模型$利用
V:,,6回归分析最终筛选出 R2V2J&%USXU%%S1.
1R/%2JY'3%SVI#'P&%R[U[/%WI#L03%IR3V%
QYb)个关键基因$其可能是潜在的2]生物标志物*
2JY'3在2]患者中显著性下调$2JY'3参与多种
细胞功能$包括腺苷基核糖核苷酸结合活性%血管抑
素结合活性和质子转运 2JY酶活性等$参与脂质代
谢过程+/&.//,*R2V2J&%USXU%%S11R/%SVI#'P&%
R[U[/%WI#L03%IR3V%QYb$个基因在2]患者中
表达上调$其中 R2V2J&是多种基因的转录调节因
子$并 参 与 调 控 细 胞 周 期+/#,$USXU%%S11R/%

SVI#'P&%R[U[/等基因均与基因的转录调控相
关*这些基因参与调控 2]的具体机制及其在其中
起到的作用需要进一步的实验验证*

本研究对差异性表达基因的富集分析显示$这些
关键基因与矿物质元素的吸收%近端小管碳酸氢盐回
收等通路相关$其分子功能主要涉及氧化还原驱动的
活性跨膜转运蛋白%磷脂酰胆碱翻转酶活性过程$提
示了在2]疾病的进展中$微量元素的吸收%氧化还
原等代谢反应%脂质代谢可能起到关键作用*

本研究虽然以 P̂G数据库中的/个数据集为研
究对象$筛选出了潜在的 2]诊断标志物$即 R2V.
2J&%USXU%%S11R/%2JY'3%SVI#'P&%R[U[/%
WI#L03%IR3V%QYb$为 2]的诊断%机制和治疗靶
点提供了新的思路$但需实验进一步验证*生物信息
学综合差异基因表达%_ ÎU2及V:,,6回归分析的
筛选方法可极大地缩短疾病关键基因%生物标志物的
选择确认$有助于揭示疾病的内在分子机制$从而开
发更加精准的诊断方法与更加有效的治疗方式*
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