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转录组测序结合TMT蛋白质组学技术对脊髓损伤小鼠
关键基因预测及相关病理机制研究
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【摘 要】目的：通过转录组测序（RNA sequencing，RNA-Seq）和TMT蛋白质组学技术，筛选差异表达的基因及蛋白，探讨脊髓

损伤后复杂的病理机制。方法：50只雌性C57BL/6小鼠随机分为假手术组、模型组，每组 25只。采用钳夹法在腰 1处制备小鼠

脊髓损伤模型，14 d后进行取材。采用后肢运动功能评分（basso mouse scale，BMS）评估小鼠后肢运动功能变化；HE染色法观

察脊髓损伤区病理形态学变化；RNA-Seq技术筛选差异基因；TMT蛋白组学分析筛选差异蛋白；结合 2种测序技术筛选变化趋

势吻合的mRNA和蛋白并进行生物信息学分析。结果：与假手术组相比，模型组中BMS评分明显降低（P<0.05）；HE染色显示

脊髓损伤区域结构疏松紊乱，出现空洞，细胞核固缩，炎性浸润严重，神经元坏死；RNA-Seq共筛选出 565个差异mRNA，其中

545个上调，20个下调，TMT蛋白组学共筛选出 339个差异蛋白，其中 278个上调，61个下调；2种测序的聚类热图显示 2组样本

的表达模式差异大；韦恩图分析获得 83个趋势上调的mRNA或蛋白；蛋白互作（protein-protein interaction，PPI）网络分析获得

11个核心靶点；GO富集分析显示分子功能或生物过程主要在免疫应答、溶酶体途径、细菌反应、液泡裂解等方面；KEGG富集

通路主要在结核病变、溶酶体、吞噬小体途径等通路。结论：本研究筛选出的 11个mRNA或蛋白可能是调控脊髓损伤病理过

程的核心靶点，病理机制可能与免疫应答途径、溶酶体和吞噬小体等通路密切相关。
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Prediction of key genes and study of related pathological mechanisms 
in mice with spinal cord injury by RNA sequencing 

combined with TMT proteomics technology
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【Abstract】Objective：To screen for differentially expressed genes and proteins by RNA sequencing（RNA-Seq） and tandem mass tag
（TMT） proteomics analysis，and to explore the complex pathological mechanism of spinal cord injury（SCI）. Methods：Fifty female 
C57BL/6 mice were equally randomized into two groups： sham group and model group. The SCI model was established by compressing 
the 1st lumbar vertebra with an aneurysm clip，and spinal cord tissues were harvested 14 days later. The hindlimb locomotor function 
was assessed by basso mouse scale（BMS）； pathomorphological changes of the injured area of the spinal cord were determined by 
hematoxylin-eosin（HE） staining； RNA-Seq was used to screen for differentially expressed genes，and TMT proteomics analysis was 
used to screen for differentially expressed proteins. The two sequencing techniques were combined to screen for the messenger RNAs

（mRNAs） and proteins with consistent change trends and perform 
bioinformatics analysis. Results：Compared with the sham group，
the model group had significantly decreased BMS scores（P<0.05）. 
HE staining showed loose and disordered structure，cavitation，
karyopyknosis，serious inflammatory infiltration，and neuronal ne⁃
crosis in the injured area of the spinal cord. A total of 565 differen⁃
tially expressed mRNAs（including 545 up-regulated mRNAs and 
20 down-regulated mRNAs） were screened out by RNA-Seq，and 
339 differentially expressed proteins（including 278 up-regulated 
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proteins and 61 down-regulated proteins） were screened out by TMT proteomics analysis. The cluster heat maps of the two sequencing 
methods showed that the expression patterns of the two groups of samples were very different. A total of 83 up-regulated mRNAs or pro⁃
teins were obtained by the Venn diagram. Eleven core targets were obtained by the protein-protein interaction network analysis. Gene 
ontology enrichment analysis showed that molecular functions or biological processes were mainly found in immune response，lysosome 
pathway，bacterial reaction，and vacuole lysis. Kyoto encyclopedia of genes and genomes analysis showed that enrichment pathways 
were mainly tuberculosis，lysosome，and phagosome pathways.Conclusion：In this study，the 11 mRNAs or proteins identified may be 
core targets for regulating the pathological process of SCI，and the pathological mechanism may be closely related to immune response，
lysosome，and phagosome pathways.
【Key words】spinal cord injury；RNA sequencing；tandem mass tag proteomics analysis；core target；pathological mechanism

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是具有复杂

发病机制的中枢神经系统疾病，会造成患者感觉、

运动及括约肌功能障碍，是致残率和死亡率极高的

神经损伤[1]。SCI分为外力导致的原发性机械损伤，

以及随后由于微循环障碍、神经炎症、组织缺氧、轴

突变性、神经元坏死和凋亡等导致的继发性损

伤[2-3]，SCI 病理过程分为急性期、亚急性期和慢性

期，其中亚急性期大概 7~14 d，是神经细胞死亡及

各种炎症反应的高峰期[4]。错综复杂的病理过程使

SCI 的治疗和康复成为医学领域的重大难题之一，

也成为神经科学领域研究的热点与重点。寻找 SCI
病理过程中关键的分子变化有助于提高药物设计

的特异性，对SCI的靶向治疗和神经修复尤为重要。

近些年，转录组学和蛋白组学的发展为疾病病

理机制研究和治疗靶点的发现提供了新的路径。

在一个有机生物体中，基因表达的主要过程为DNA
转录生成 mRNA，然后再翻译合成蛋白质[5]，所以转

录组和蛋白组是关系非常紧密且处于上下游的 2个

组学。要了解具体的基因表达调控过程，就要对

mRNA和蛋白进行关联分析，这属于多组学联合的

研究[6]。由于脊髓损伤潜在的病理机制错综复杂，

因此本研究通过建立小鼠脊髓损伤亚急性期模型，

采用转录组测序（RNA sequencing，RNA-Seq）和

TMT定量蛋白质组学 2种技术，深入挖掘脊髓损伤

后关键的差异表达分子及相关病理机制，通过蛋白

互作（protein-protein interaction，PPI）网络分析筛选

SCI 的关键靶标，有助于为脊髓损伤的治疗提供新

的方向。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

健康清洁级雌性C57BL/6小鼠 50只，体质量 18~20 g，由

重庆医科大学实验动物中心提供，生产许可证号：SYXK（渝）

2022-0016，代养于重庆医科大学实验动物中心 SPF级动物

房。适应性喂养 1周后，将动物随机分为假手术组、模型组，

每组 25只。假手术组：仅行第一腰椎（L1）椎板切除术，不损

伤脊髓；模型组：采用钳夹法制备 SCI 小鼠模型，称重后用

1%戊巴比妥钠（0.08 mL/10 g）腹腔注射麻醉，躯体俯卧位固

定，使用弯剪钝性剥离脊柱后正中线肌肉，暴露出棘突、椎板

和横突，行 L1椎板切除术，充分暴露 L1对应的脊髓，采用血

管夹钳夹该段脊髓 15 s，造成该段脊髓不完全性损伤。伤口

处敷青霉素溶液 30 s后逐层缝合，等待苏醒后，若小鼠双后

肢瘫痪，大小便失禁，尾巴瘫软即为造模成功。本研究符合

重庆医科大学实验动物伦理委员会所制定的伦理学标准。

1.2　实验材料

4% 多聚甲醛购自重庆瀚非生物科技有限公司；TRIzol
购自上海 invitrogen；Fragmentation Buffer 购自上海起发实验

试剂有限公司；Oligo（dT）磁珠购自上海华雅思创生物科技

有限公司；BCA蛋白定量试剂盒购自赛默飞世尔科技公司；

TMT试剂购自赛默飞世尔科技公司；TCEP还原剂购自赛默

飞世尔科技公司；TEAB 试剂购自赛默飞世尔科技公司；

3.7 cm弯全齿血管夹购自上海艾德医疗器械有限公司；切片

机购自德国 Leica；Illumina NovaSeq6000 基因测序仪购自上

海美吉生物医药科技有限公司；Q Exactive质谱仪购自上海

美吉生物医药科技有限公司。

1.3　组织采集

各组造模后14 d进行小鼠脊髓样本采集，具体操作步骤

如下：①称重后 1%戊巴比妥钠对 SCI小鼠（0.08 mL/10 g）腹

腔注射麻醉；②小鼠四肢固定于取材板上，仰卧位固定，用镊

子夹起肌肉层，再逐步扩大切口区域，直到视野内充分暴露

心、肝、肺脏和主动脉；③弯头止血钳固定心脏，寻找主动脉

区，将连接灌注器的无菌输液针头尖刺入小鼠心尖，随后进

入主动脉，剪开右心耳后立刻开启灌注器，推动 PBS缓冲液

进入心脏以致全身循环，待肝脏颜色变淡偏灰白色时，立刻

换用多聚甲醛固定液进行灌注，小鼠将出现四肢、尾巴抽搐，

最终造成内脏和全身僵硬；④灌注结束后，解剖小鼠损伤段

的脊柱，在冰上快速完整剥离该段脊髓，放入标注好的冻存
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管后，立马将其转移至液氮罐存放 1 夜，再保存于-80 ℃冰

箱；⑤取材结束后，动物尸体必须用专用塑料袋包装暂存于

冷冻冰柜中（填写并粘贴动物尸体标签），定期会由持有动物

尸体和废弃物处置许可证的机构运走，及时进行无害化处

理，废弃注射器及其他污物等倒入黄色医疗垃圾桶。

1.4　BMS评分

后肢运动功能评分（basso mouse scale，BMS）[7]：于造模

前 1 天和造模后第 1、第 14 天对小鼠后肢运动功能进行评

分。观察小鼠后肢踝关节活动度、协调性、脚爪姿态、躯干稳

定性和尾巴姿态。评分为 0～9分，评分越低运动功能障碍

越重。评分由 2名熟悉评分标准但非本课题组人员独立进

行，每只小鼠观察 5 min，取两者平均数作为被测小鼠的最终

得分。

1.5　HE染色

造模后第 14 天，每组各取 1 只小鼠，1% 戊巴比妥钠

（0.08 mL/10 g）腹腔注射麻醉，0.01 mol/L PBS 和 4% 多聚甲

醛经左心室快速灌注固定，取下损伤脊髓（距损伤中心

0.5 cm），4% 多聚甲醛固定 12 h，常规脱水，石蜡包埋，连续

横向切片，厚度为 6 μm，室温保存。检测时，取一半切片脱

蜡、水化后，行常规HE染色，光镜下观察脊髓组织完整性及

局部细胞浸染程度。

1.6　转录组测序及分析

造模前提前了解测序的取样要求，每个样本至少200 mg，
而每只小鼠脊髓组织大约 60 mg，因此需要 4只小鼠的脊髓

组织量组合成一个样本，每组至少 3 个样本满足统计学要

求，综上每组 12只小鼠。造模后第 14天，每组各取 12 只小

鼠（4只/样本，3个样本/组）的脊髓（距损伤中心0.5 cm），液氮

速冻 1 h后于-80 ℃环境内保存用于检测。随后样本送至上

海美吉生物医药科技有限公司进行检测，先用 TRIzol（Invit⁃
rogen）法提取各组脊髓组织总 RNA，利用带有 Oligo（dT）的

磁珠与 ployA 进行 A-T 碱基配对，可以从总 RNA 中分离出 
mRNA，需要加入片段化缓冲液将其断裂成小片段，在逆转

录酶的作用下，再反转合成一链 cDNA，随后进行二链合成

形成稳定的双链结构，对这些 cDNA 进行纯化、黏性末端修

复，并进行PCR扩增，最后利用 Illumina NovaSeq6000基因测

序仪进行上机测序。为了保证后续生物信息分析的准确性，

首先对原始测序数据进行过滤，最终得到高质量的测序数

据。使用软件 HiSat2将质控后的原始数据与参考基因组比

对，进而使用软件RSEM分别对基因和转录本的表达水平进

行定量分析。获得基因的读取计数后，运用 DESeq2软件对

多样本（≥2）项目进行样本间基因的表达差异分析，鉴定出

样本间差异表达的基因（筛选条件为校正P<0.05且|log2FC|≥
1），进而研究差异表达基因的功能。将获取的差异基因对比

到 GO（http://www.geneontology.org/）数据库，利用软件 Goat⁃
ools 进行 GO 注释分析；将获取的差异基因对比到 KEGG
（http://www.genome.jp/kegg/）数据库，利用软件KOBAS将进行

KEGG PATHWAY富集分析。

1.7　TMT定量蛋白质组学及分析

TMT 由美国 Thermo 公司研发的多肽体外标记定量技

术，采用 16种同位素标签，通过特异性标记多肽的氨基酸基

团，一次上机可实现 16个样本中蛋白质的相对定量。造模

后第 14天，同上每组各取 12只小鼠（4只/样本，3个样本/组）

的脊髓（距损伤中心 0.5 cm），液氮速冻 1 h后于-80 ℃环境内

保存用于检测。随后样本送至上海美吉生物医药科技有限

公司进行检测。首先使用BCA试剂盒配制BCA工作液和不

同质量浓度的标准蛋白质溶液，提取蛋白；再取蛋白样品

100 μg，用裂解液补充体积到 90 μL，加入终浓度 10 mmol/L 
TCEP还原剂进行还原烷基化；再用 50 mmol/L TEAB充分溶

解样品进行酶解过夜；再取出 TMT 试剂进行 TMT 标记与混

样；然后采用反相液相一维色谱法（reverse-phase liquid 
chromatography，RPLC），用UPLC上样缓冲液复溶多肽样品，

用反相 C18柱进行高 pH 液相分离多肽混合物；第二维采用

纳升级液相色谱串联质谱技术（Q Exactive 质谱仪）进行分

析；对质谱下机的原始文件在数据库（www.uniprot）进行蛋白

搜索，通过R语言计算筛选出明显差异表达蛋白并分析（筛

选条件：P<0.05 且上调蛋白 FC>1.2 且下调蛋白 FC<0.83）。

选择GO数据库对所有的差异蛋白进行功能聚类分析，采用

KEGG通路数据库对差异蛋白涉及的代谢通路进行分析。

1.8　统计学方法

采用GraphPad Prism 8.0统计分析软件对数据进行统计

学处理。数据的表达方式采用均数±标准差（x±s）形式表

达，组间比较采用单因素方差分析，测序及蛋白组学采用 
Bonferroni多重检验校正方法。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　各组小鼠BMS评分比较

造模前，假手术组和模型组小鼠 BMS 评分差异无统计

学意义（P>0.05）；造模后第 1天，与假手术组比较，模型组小

鼠BMS评分明显下降（P<0.05）；造模后第 14天，与假手术组

比较，模型组小鼠BMS评分明显下降（P<0.05）（图1）。

注：a，与同时间点假手术组相比，P<0.05                             
图 1　各组小鼠造模前后 BMS 评分比较（n=8，x±s）
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2.2　各组小鼠脊髓损伤区域病理形态学比较

造模 14 d后，假手术组小鼠脊髓组织结构致密，神经元

形态正常，胞质丰富（图 2A）；与假手术组相比，模型组小鼠

脊髓损伤区域神经纤维空泡变，结构疏松紊乱，小胶质细胞

浸润，神经元数量减少（图2B）。

2.3　聚类热图

根据基因及蛋白在不同样本的表达量信息绘制出聚类

热图，可以直观地呈现各样本间的多基因或多蛋白的表达量

变化和聚类关系。结果表明，转录组测序中，假手术组、模型

组之间样本存在明显的分离，颜色变化大，说明这 2组的样

本基因的表达模式和相关性差异大，但组内的样本不存在较

远分离，说明组内的各样本基因的表达模式较接近（图 3A）；

同理蛋白组学分析中，假手术组、模型组之间样本同样存在

明显的分离，颜色变化大，说明这 2组的样本蛋白的表达模

式差异大，但组内的样本不存在较远分离，说明组内的各样

本蛋白的表达模式相近（图3B）。

2.4　火山图

火山图将筛选的基因或蛋白映射到图中便能可视化，蓝

点为下调的基因或蛋白，红点为上调的基因或蛋白。转录组

测序中使用DESeq2软件对假手术组、模型组进行分析，默认

P<0.05 且|log2FC|≥1 的筛选条件获得组间差异表达的基因。

在假手术组 vs. 模型组的差异基因中，共筛选出 565 个差异

基因（即mRNA），其中 545个上调，20个下调（图 4A）。蛋白

组学分析中使用R软件包对假手术组、模型组进行分析，默

认 P<0.05且上调蛋白 FC>1.2且下调蛋白 FC<0.83的筛选条

件获得组间差异表达的蛋白。在假手术组 vs. 模型组的差

异蛋白中，共筛选出 339个差异蛋白，其中 278个上调，61个

下调（图4B）。

2.5　韦恩图

利用美吉生信云分析平台将转录组与蛋白组的数据进

行关联分析，只得到83个在2种测序里都差异表达且都上调

的基因与蛋白，并未发现共表达且下调的基因与蛋白，以上

可以通过韦恩图（图 5）展示出来，将脊髓损伤后下调的基因

集（含 20个 mRNA）与脊髓损伤后下调的蛋白集（含 61个蛋

白）进行合并，结果未得到交集（图 5A）；同理将脊髓损伤后

上调的基因集（含 545 个 mRNA）与脊髓损伤后上调的蛋白

集（含 278 个蛋白）进行合并，结果得到含有 83 个共表达的

mRNA或蛋白的交集，表明这 83个基因或蛋白在 2种测序结

果里都表现脊髓损伤后上调，更倾向病理性的研究指标

（图 5B）。

注：正常神经元如黑色箭头所示，炎性浸润如红色箭头所示         
图 2　各组小鼠脊髓组织 HE 染色比较

          注：图中每列表示1个样本，每行表示1个基因或1个蛋白，下侧为样本名称，图中的颜色越红基因或蛋白表达量越高，颜色越蓝表达量越低

图 3　各组样本 mRNA、蛋白的聚类热图

—— 1152



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 10 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.10 ）

2.6　PPI网络分析

将关联分析获得的 83个基因或蛋白可视化到 PPI网络

图中，挖掘出重要蛋白间相互作用关系，结果显示网络连接

度前 11 位的蛋白 Itgb2、Ptprc、Aif1、Ctss、C1qa、C1qb、Fce1g、
Myo1f、Lyz2、Plek、Hcls1 都集中在网络核心密集的区域，它

们之间不仅具有相互作用关系，而且涉及有关联的蛋白数目

较多，可能是调控脊髓损伤病理阶段的关键靶点，因此研究

意义更大（图6）。

2.7　核心基因蛋白信息

PPI 网络分析发现 Itgb2、Ptprc、Aif1、Ctss、C1qa、C1qb、
Fce1g、Myo1f、Lyz2、Plek、Hcls1这 11个基因或蛋白处于核心

网络位置，并将基本信息总结到表 1，具体研究见讨论

部分。

2.8　GO富集分析

将关联分析筛选出的 83个基因或蛋白进行 GO 富集分

析。结果发现，富集差异基因或差异蛋白数目较多且差异明

显性越明显的分子功能或生物学过程主要在免疫应答、溶酶

体途径、细菌反应等方面（图7）。

2.9　KEGG富集分析

将关联分析筛选出的 83个基因或蛋白进行KEGG富集

分析。结果显示，富集差异基因或差异蛋白数目较多且差异

越明显的通路主要在结核病变、溶酶体途径、吞噬小体等通

路（图8）。

3　讨 论

SCI 的病理机制是多种因素共同作用的结果，

各种因素相互关联，共同放大，最终导致神经细胞

坏死及运动功能障碍[8]。因此通过研究脊髓损伤的

病理生理改变，不仅可以提高诊断准确率，还能发

现潜在的恢复机制。本研究采用 BMS 评分评估小

鼠后肢的运动功能，HE 染色法观察脊髓损伤区的

图 4　差异 mRNA 及差异蛋白的火山图

注：不同颜色的圆圈代表不同的集，数值代表不同集间共有和特有的基因或蛋白数目

图 5　韦恩图
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注：彩色“玻璃球”（节点）之间的连线表示蛋白具有相互作用关系，线的粗细、疏密度表示相互作用的数据支持度，即将 string数据库中认证过

或验证过的实验数据进行整合，得到最终得分，分数越高，线越粗越密集

图 6　PPI网络分析

表 1　核心基因蛋白信息

基因
名称

Aif1

C1qa

C1qb

Ctss

Fcer1g

Hcls1
Itgb2
Lyz2
Myo1f
Plek
Ptprc

蛋白名称

同种异体移植炎症因子1

补体成分1q子成分A

补体成分1q子成分B

组织蛋白酶S

免疫球蛋白E的Fc组分高亲
和性 I受体γ肽

造血系细胞特异蛋白1
整合素β2
溶菌酶样2
肌球蛋白1f

血小板-白细胞C激酶底物

蛋白酪氨酸性磷酸酶C型受体

蛋白/基因 ID
ENSMUSP00000134214|ENSMUSG00000024397

ENSMUSP00000048836|ENSMUSG00000036887

ENSMUSP00000040246|ENSMUSG00000036905

ENSMUSP00000015667|ENSMUSG00000038642

ENSMUSP00000078875|ENSMUSG00000058715

ENSMUSP00000023531|ENSMUSG00000022831
ENSMUSP00000000299|ENSMUSG00000000290
ENSMUSP00000089801|ENSMUSG00000069516
ENSMUSP00000084887|ENSMUSG00000024300
ENSMUSP00000099945|ENSMUSG00000020120
ENSMUSP00000138350|ENSMUSG00000026395

蛋白FC
1.489 728

1.565 672

1.551 910

1.570 141

1.831 387

1.705 072
1.409 705
1.322 791
1.673 541
1.736 240
1.693 658

基因 log2FC
1.919 970 470

2.587 031 806

2.307 493 983

2.255 268 550

2.108 998 056

1.403 720 109
2.002 522 183
3.290 847 206
1.822 330 932
1.663 261 641
1.389 950 938

明显性
差异

是

是

是

是

是

是

是

是

是

是

是

研究领域

小胶质细胞，神
经系统疾病

补体C1q，自身免
疫疾病

补体C1q，神经疼
痛，肿瘤

肿瘤，炎性反应，
溶酶体

免疫应答，肿瘤

肿瘤

肿瘤，免疫调节

溶酶菌

调节中性粒细胞

肿瘤

PTP家族进展

注：蛋白组学一般默认取FC（2组间表达量的差异倍数）数值比较；转录组学一般默认取log2FC数值比较；明显性差异yes表示在2种测序里都

具有统计学意义
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病理改变，结果显示 SCI小鼠损伤部位出现神经纤

维空泡变、组织水肿、结构疏松、小胶质细胞浸润、

神经元数量减少，引起严重运动功能障碍。

目前，虽然开展了广泛的工作来研究 SCI 的病

理生理学过程，但仍然缺乏对潜在分子和作用途径

的全面了解。由于资源和技术的限制，既往 SCI研
究通常集中在相关文献中寻找研究指标。本研究

将假手术组、模型组对应的小鼠脊髓组织进行

RNA-Seq和 TMT定量蛋白质组学分析，结合 2种技

术鉴定及筛选出差异表达的mRNA和蛋白，进一步

注：蛋白绿色区域为蛋白组GO富集分析结果，基因红色区域为转录组GO富集分析结果。图中的每一个气泡代表1个GO二级分类。气泡的大小

与此GO二级分类富集到的蛋白或基因数目成正比。气泡的不同颜色代表P值，颜色越红表示明显差异越大，右下侧颜色梯度表示 P 值大小

图 7　GO 富集分析

注：蛋白绿色区域为蛋白组KEGG富集分析结果，基因红色区域为转录组KEGG富集分析结果。图中的每1个气泡代表1个通路。气泡的大

小与此通路富集到的蛋白或基因数目成正比。气泡的不同颜色代表P值，颜色越红表示差异越大，右下侧颜色梯度表示 P 值大小

图 8　KEGG 通路富集分析
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分析相关的分子功能及通路，可以更深入地了解

SCI的病理过程。

首先通过聚类热图，发现无论是转录组还是蛋

白组，假手术组与模型组之间样本都存在明显的分

离，说明这 2组样本的基因或蛋白表达模式差异大。

然后通过火山图发现脊髓损伤后 90% 以上的

mRNA呈上调趋势，80%以上的蛋白也呈上调趋势，

于是重点挑选出上调的mRNA集和蛋白集取交集，

利用美吉生信云分析平台进行关联分析，最终得到

83个共表达mRNA或蛋白，表示这 83个mRNA或蛋

白在 2 种测序结果里都是脊髓损伤后上调。由于

83个差异基因的数量较多，于是采用网络建模的方

法，将这 83 个基因或蛋白可视化到 PPI 网络图中，

通过网络连接度发现 Itgb2、Ptprc、Aif1、Ctss、C1qa、
C1qb、Fce1g、Myo1f、Lyz2、Plek、Hcls1处于核心网络

位置，因此这 11个基因或蛋白可能是调控 SCI病理

阶段的关键靶点，研究意义较大。

根据以上筛选的 Itgb2、Ptprc、Aif1、Ctss、C1qa、
C1qb、Fce1g、Myo1f、Lyz2、Plek、Hcls1，结合文献检

索发现它们大多与信号转导、免疫功能等相关，其

中C1qa、C1qb在SCI中有大量研究，其余9个核心基

因在 SCI中研究极少，因此对其功能进行研究也许

能发现更多与 SCI发病有关的分子，若后期进行一

系列的验证，便能为临床研发靶向治疗 SCI的药物

提供新选择和新方向。

Itgb2称为整合素 β2，是整合素的一类亚基，而

整合素是一种跨膜糖蛋白，可以识别配体并调控细

胞的运动、增殖和凋亡，参与许多病理反应过程，如

炎症、恶性肿瘤的生长浸润和转移等[9-10]。其中

Itgb2具有促炎性，在细胞黏附炎症反应中具有重要

作用，介导并加强白细胞向活化的内皮细胞黏附，

进一步促进白细胞穿过内皮细胞层迁移入病理组

织内，诱导炎性反应发生[11]。本研究发现 Itgb2在小

鼠脊髓损伤中差异表达，表明 Itgb2可能通过调控白

细胞的黏附运动来诱导SCI炎性反应发生。

Ptprc 属于 PTPs 家族成员，在真核细胞中可以

参与磷酸化水平调节和信号转导[12]。在自身免疫性

疾病研究中发现 Ptprc 蛋白具有调节 CD4+和 CD8+ 
自身反应性T细胞的重要作用[13-14]，根据本研究Ptprc

上调的结果，推测Ptprc可能通过调控T细胞功能来

影响SCI疾病的免疫过程。

Aif1称为同种异体移植炎症因子-1，被认为是

调节各种免疫反应的关键因子[15]。研究发现当巨噬

细胞中 AIF-1过表达时，可刺激分泌特定的促炎细

胞因子如白细胞介素（interleukin，IL）-6、IL-10 和

IL-12 等，说明 AIF-1 在免疫炎症反应中能发挥重

要作用[16]。本研究还发现Aif1在小鼠脊髓损伤后上

调，表明该指标经后期验证后有望成为临床诊断

SCI后神经炎性反应的特异性生物标记物。

Ctss是组织蛋白酶 S，与炎症因子相互作用，在

自身免疫性疾病过程中发挥重要作用[17]。有研究显

示 Ctss 抑制剂通过抑制小胶质细胞的活化来减轻

类风湿关节炎大鼠的机械性超敏反应，可作为治疗

类风湿关节炎疼痛的潜在药物[18]。本研究发现Ctss
在 SCI 后上调，推测 Ctss 也许与脊髓损伤后的神经

病理性疼痛密切相关。

C1qa、C1qb 分别是补体成分 1q 子成分 A 和补

体成分 1q子成分B，它们都属于补体系统的起始分

子，是补体级联反应的启动者[19]。随着对神经免疫

学的深入认识，越来越多研究证实补体系统在 SCI 
的发生发展中扮演重要角色[20]，补体表达含量的增

加是 SCI 后重要的病理现象[21]。但最近研究又表

明，补体系统在 SCI后介导干细胞增殖分化[22]、维护

神经元结构[23]等方面也扮演重要角色。综上所述，

干预补体系统能为SCI的治疗带来新希望。

Myo1f 属于长尾Ⅰ类肌球蛋白的一种，主要在

免疫系统中表达，可以对中性粒细胞的黏附和运动

进行调节，特别在急性炎症期间 Myo1f便是中性粒

细胞在 3D 环境中迁移的特异性必需物质[24]。本研

究显示 SCI 后 Myo1f 上调，表明 Myo1f 也可能通过

调节中性粒细胞的转运来调控脊髓损伤后的免疫

反应。

Lyz2称为溶菌酶样 2，属于溶菌酶的一种，具有

杀菌免疫功能，是生物体内重要的非特异性免疫因

子[25]。Smedowski A 等[26]在真菌性角膜炎研究中发

现：角膜炎症细胞的浸润平均密度是细菌性感染的

2倍，溶菌酶可抑制高迁移率族蛋白 1的产生，减少

内皮细胞中的TNF-α、IL-1β等炎症因子的释放，表
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明溶菌酶在真菌感染时可控制产生过强的炎症反

应。因此，本研究中Lyz2的上调可能是为了缓解脊

髓损伤后强烈的应激反应。

Fce1g（免疫球蛋白 E 的 Fc 组分高亲和性Ⅰ受

体 γ 肽）、Plek（血小板-白细胞 C 激酶底物）、Hcls1
（造血系细胞特异蛋白 1）这 3种基因或蛋白主要在

肿瘤发生发展和转移过程中起调控作用，在其他领

域研究极少，而本研究显示它们在脊髓损伤后有差

异表达，表明 Fce1g、Plek、Hcls1 可能参与了脊髓损

伤后的病理过程，但相关的功能需要后期挖掘与验

证，才可为预测SCI的新靶点提供新的理论依据。

上述结果显示 SCI的病理阶段及治疗过程非常

复杂，除了多靶点的调控，还需要多途径、多环节的

调控，因此本研究将关联分析获得的 83个mRNA和

蛋白进行GO富集分析和KEGG富集通路分析。GO
富集分析显示富集程度较高的分子功能及生物学

过程主要在免疫应答、溶酶体途径、细菌反应等方

面。结合PPI网络图分析发现枢纽基因大部分也与

免疫应答功能相关。研究显示脊髓损伤后的继发

性病变会引发一系列细胞和分子事件，包括小胶质

细胞/星形胶质细胞激活、巨噬细胞介导的自噬-溶
酶体调控以及各种免疫细胞因子的产生，如白细胞

介素、肿瘤坏死因子、免疫球蛋白、溶菌酶等[27]，均与

以上GO富集的免疫应答、溶酶体途径、细菌反应相

关，表明炎性免疫反应的放大严重阻碍了 SCI的修

复，因此改善 SCI 后的免疫环境是治疗 SCI 最紧迫

和重要的目标。除此之外，KEGG 富集通路分析显

示富集程度较大的通路主要在结核病变、溶酶体、

吞噬小体途径等通路。结核病变通路可能与结核

性脊髓炎密切相关，结核性脊髓炎是由结核杆菌经

血液循环到达脊柱部位直接浸润而形成的脊髓炎，

是中枢神经系统比较少见的类型，这种情况大多有

结核接触史或者结核病史，通常需要进行正规的抗

结核治疗，选用抗结核病药物即可[28]。而溶酶体和

吞噬小体途径的通路可以相结合进行分析，因为吞

噬小体在免疫过程中能与溶酶体相融合形成吞噬

溶酶体，发挥其吞噬功能[29]。巨噬细胞又是吞噬细

胞的一种，在病原体入侵机体时表现出强大的吞噬

能力，与溶酶体相融合，吞噬组织碎片、凋亡细胞和

抗原-抗体免疫复合物，在特异性免疫应答的诱导

与调节中起关键作用[30]。脊髓损伤后巨噬细胞极化

和组织修复是一个动态连续的过程，分别表现出

M1促炎型和M2抗炎型，极化后的巨噬细胞具有强

大的吞噬能力，可以吞噬 SCI后的细胞碎片及病原

微生物，或释放炎症介质并启动适应性免疫应答功

能[31]。因此脊髓损伤后，调节巨噬细胞的不同极化

状态或所处微环境，都能为今后脊髓损伤的修复提

供新的方向，然而通路中具体的分子机制还有待进

一步挖掘与验证。

综上所述，通过RNS-Seq和TMT蛋白质组学技

术进行差异表达分析和 PPI网络构建，预测出了 11
个 SCI 病理阶段的核心调控点。除此之外，GO 和

KEGG 富集分析发现 SCI 与免疫应答途径、溶酶体

和吞噬小体通路密切相关，都能为 SCI的发病机制

及治疗药物的研发提供新见解，尚有更深层次的问

题需要进一步验证并探讨。
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