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  摘 要:目的 通过生物信息学方法分析肌肉萎缩前后的差异基因和相关信号通路,探讨肌肉萎缩的发病

机制及潜在治疗靶点。方法 从公共基因表达数据库(GEO)下载芯片数据集 GSE148152和其注释平台

GPL17586。先运用R软件中的limma包筛选差异基因,使用ggplot2和pheatma程序包对差异表达基因

(DEGs)进行可视化分析。然后通过STRING数据库进一步筛选核心靶点,最后采用clusterProfiler
 

GO和

clusterProfiler
 

KEGG软件包对核心靶点进行GO和KEGG富集分析。结果 通过对芯片数据集GSE148152
中肌肉萎缩前后股外侧肌的肌肉样本进行分析性,结果共获得100个DEGs,其中上调基因为51个,下调基因

为49个。在String
 

数据库中,运用网络拓扑特征分析,再筛选出包括TNNT1、FOXO3、MSTN等在内的31个

DEGs作为关键靶点。GO富集分析表明这些DEGs主要涉及细胞代谢过程;KEGG信号通路富集分析这些基

因与代谢途径、过氧化物酶体增殖物激活受体、
 

腺苷酸活化蛋白激酶等信号通路有关。结论 该次研究发现了

肌肉萎缩发展中的潜在关键基因和通路,为今后的治疗方向提供了理论依据。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

differential
 

genes
 

and
 

related
 

signal
 

pathways
 

before
 

and
 

after
 

muscle
 

atrophy
 

by
 

bioinformatics,and
 

to
 

explore
 

the
 

pathogenesis
 

and
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

of
 

muscle
 

atro-
phy.Methods The

 

microarray
 

dataset
 

GSE148152
 

and
 

its
 

annotation
 

platform
 

GPL17586
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

public
 

gene
 

expression
 

database(GEO).Firstly,limma
 

package
 

in
 

R
 

software
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

dif-
ferential

 

genes,and
 

ggplot2
 

and
 

pheatma
 

packages
 

were
 

used
 

to
 

visually
 

analyze
 

DEGs.Then
 

the
 

core
 

targets
 

were
 

further
 

screened
 

by
 

STRING
 

database.Finally,GO
 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

core
 

targets
 

was
 

carried
 

out
 

by
 

using
 

clusterProfiler
 

GO
 

and
 

clusterProfiler
 

KEGG
 

software
 

packages.Results Through
 

the
 

a-
nalysis

 

of
 

the
 

muscle
 

samples
 

of
 

the
 

lateral
 

vastus
 

lateralis
 

muscle
 

before
 

and
 

after
 

muscle
 

atrophy
 

in
 

the
 

chip
 

data
 

set
 

GSE148152,a
 

total
 

of
 

100
 

DEGs,were
 

obtained,including
 

51
 

up-regulated
 

genes
 

and
 

49
 

down-regula-
ted

 

genes.In
 

the
 

String
 

database,using
 

the
 

analysis
 

of
 

network
 

topology
 

characteristics,31
 

DEGs
 

including
 

TNNT1,FOXO3,MSTN
 

and
 

so
 

on
 

are
 

selected
 

as
 

core
 

targets.GO
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

these
 

DEGs
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

cell
 

metabolism,and
 

KEGG
 

signal
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

these
 

genes
 

were
 

related
 

to
 

metabolic
 

pathway,PPAR,AMPK
 

and
 

other
 

signal
 

pathways.Conclusion This
 

study
 

found
 

the
 

potential
 

key
 

genes
 

and
 

pathways
 

in
 

the
 

development
 

of
 

muscle
 

atrophy,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

direction
 

of
 

treatment
 

in
 

the
 

future.
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  骨骼肌是人体功能活动的基础,能够进行运动和

呼吸[1]。随着年龄的增长,血液供应减少,或肌肉固

定,长时间失重,营养不良等会导致横纹肌营养障碍,
肌肉纤维变细甚至消失等,使得肌肉体积缩小并且力

量减退,最终引发肌肉萎缩[2-3]。肌肉萎缩如果未进

行及时治疗,很可能引发其他并发症,因此肌肉萎缩

不仅危害健康,还会降低日常生活质量[4]。但目前尚

未有统一的治疗方案,很多药物的疗效也不太理想,
因此研究者应当要重视其预防和治疗。在本研究中,
通过对比GEO数据库中卧床前和卧床后受试者肌肉

组织中的差异表达基因(DEGs),可以进一步明确肌

肉萎缩的相关靶点及信号通路,由此可以为治疗肌肉

萎缩提供新的思路和依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 美国国立生物技术信息中心(NC-
BI)的 GEO 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/)是一个储存高通量测序数据的数据库。在

本次研究中,以("Muscular
 

Atrophy"[Mesh])作为关

键词进行芯片数据检索,芯片类型为“Expression
 

pro-
filing

 

by
 

array”,种属为“Homosapiens”,检索时间截

止于2020年9月。检索获得GSE148152数据集,其
注释平台为GPL17586。
1.2 数据分析方法 下载基因芯片数据GSE148152
和GPL

 

17586-45144 的 芯 片 基 因 注 释 文 件,运 用

KNN算法补全缺失值,构建基因表达矩阵,对数据进

行归一化处理后,运用R软件中的limma包筛选符合

|logFoldChange|>1且P<0.05的差异基因。筛选

出差异基因后使用 R软件中的ggplot2和pheatma
程序包对 DEGs进行 可 视 化 分 析,绘 制 火 山 图 和

热图。
1.3 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络构建 通过

STRING(https://string.db.org/),一个已知的PPI
网络数据库来进一步筛选核心靶点,并且绘制PPI的

网络图。
1.4 基因本体论(GO)富集分析和京都基因和基因

组百科全书(KEGG)富集分析 使用 R软件中的

clusterProfiler
 

GO 和clusterProfiler
 

KEGG软件包

对DEGs进行GO和 KEGG富集分析。GO分析主

要分析差异基因的功能。KEGG富集可以获得差异

基因的潜在生物学功能和所涉及的生物途径。
2 结  果

2.1 原始数据的基本信息 选取 GSE148152数据

集中11名健康男性,进行84
 

d头朝下倾斜卧床休息

(BR),即受试者始终保持6°头低位(即休息、淋浴、运
输、运动训练、如厕等),但在用餐时可以用肘部休息,
这样可 以 造 成 肌 肉 萎 缩。所 有 受 试 者 在 卧 床 前

(PRE)和卧床后(POST),即发生肌肉萎缩的前后均取

股外侧肌的肌肉进行活检,其中PRE组的样本编号分

别为GSM
 

4455104、GSM
 

4455106、GSM
 

4455108、GSM
 

4455110、GSM
 

4455112、GSM
 

4455114、GSM
 

4455116、
GSM

 

4455117、GSM
 

4455119、GSM
 

4455120和 GSM
 

4455121;POST组的样本编号分别为 GSM
 

4455105、
GSM

 

4455107、GSM
 

4455109、GSM
 

4455111、GSM
 

4455113、GSM
 

4455115、GSM
 

4455127、GSM
 

4455128、
GSM

 

4455129、GSM
 

4455130和GSM
 

4455131。
2.2 DEGs的筛选结果 运用R语言分析受试者卧

床前后股外侧肌的肌肉组织中的基因表达,结果共获

得100个DEGs,其中卧床后上调基因为51个,同时

下调基因为49个。见图1。

  注:图中三角形表示上调基因,方形表示下调基因,圆形表示未有

明显改变的基因。

图1  DEGs的火山图

2.3 DEGs的PPI网络构建 在String
 

数据库中,
通过构建100个DEGs的PPI网络,然后运用网络拓

扑特征分析,以“自由度”、“接近中心性”和
 

“介数”3
个主要参数为基础,通过筛选各项参数的数值均>0
的31个DEGs作为关键靶点,其中发生肌肉萎缩后

肌肉 组 织 中 表 达 显 著 上 调 的 基 因 为 MYOZ2、
MYH7B、TECRL、CASQ2、CKMT2、TNNT1、
LDHB、MYL6B、GYS1、MYL3、SMPX、FABP3、
MDH1、TNNI1、UQCR10、NDUFAB1、GOT2、AC-
SL1、FBP2、ATP5G1、HK2和 COX5A,同时表达显

著下调的基因为SESN1、ABCA1、FOXO3、MSTN、
ADH1B、ACTN3、MYH1、PDK4和 MYH8。
2.4 DEGs的GO功能富集分析 GO数据库总共

有三大类,分别是生物学过程(BP)、细胞定位(CC)和
分子功能(MF),各自描述了基因产物可能行使的分

子功能,所处的细胞环境,以及参与的生物学过程。
通过R分析,将两组中的DEGs进行GO功能富集分

析,总共获得43个具有显著意义的GO条目:在BP
中,有21条显著富集条目(48.8%),主要涉及细胞过

程、代谢过程和多细胞生物的过程等;在CC中,有12
条显著富集条目(27.9%),主要涉及细胞、细胞部分

和 细 胞 器 等;在 MF 中,有 10 条 显 著 富 集 条 目

(23.3%),主要涉及结合、催化活性和结构分子活

动等。
2.5 DEGs的KEGG通路富集分析 首先通过对31
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个核心DEGs进行
 

KEGG
 

通路的聚类分析,发现肌

肉萎缩前后的核心DEGs所属的信号通路主要集中

于以下三大类:代谢、生物体系统和人类疾病,并且参

与调控了能量代谢(包含3个基因)、内分泌系统(包
含6个基因)、循环系统(包含4个基因)、环境适应

(包含4个基因)、代谢疾病(4个基因)等相关生理病

理机制,进一步通过富集分析发现DEGs具体涉及的

通路主要是碳代谢、果糖和甘露糖代谢等代谢途径及

过氧化物酶体增殖物激活受体(PPAR)、腺苷酸活化

蛋白激酶(AMPK)等信号通路(图2)。

  注:圆点的大小表示该条通路下DEGs的个数,圆点越大表示基因

数越多,位置越靠上表示富集越明显。

图2  DEGs的KEGG
 

通路富集分析

3 讨  论

  肌肉萎缩主要与年龄增长、运动损伤、疾病因素、
营养不良及神经源性等原因相关[5-7]。其中老年性肌

肉萎缩不容忽视,根据一项美国的横断面调查显示,
60岁以上老年人肌肉萎缩的男女总发病率分别为

75.5%和35.4%[8]。而随着我国人口老龄化日趋加

重,肌肉萎缩的发病率也逐年攀高[9]。肌肉萎缩给家

庭和个人带来的不良影响是巨大的,所以随着社会对

健康要求的不断提高,已然是一个备受关注的问

题[10]。因此为了进一步明确肌肉萎缩的病理机制,研
究者借助GEO数据库中的基因芯片数据进行深入挖

掘分析,共获得了31个核心DEGs,其中共同表达下

调的DEGs有22个,共同表达上调的DEGs有9个,
包括慢速骨骼肌型肌钙蛋白(TNNI1)、叉头蛋白转录

因子3(FOXO3)、肌肉生长抑制素(MSTN)等关键

基因。
TNN1是肌钙蛋白I(TnI)的同源基因编码的亚

型之一,TnI是横纹肌细丝中的肌钙蛋白复合物的抑

制亚 单 位,在 钙 调 节 收 缩 和 舒 张 中 发 挥 核 心 作

用[11-12]。其中TNNI1可以通过抑制钙介导的肌动蛋

白和肌球蛋白复合物的构象变化来抑制肌肉收缩,其
表达的高低能反映骨骼肌内慢肌纤维的水平[13]。

FOXO3属于叉头基因转录因子家族(FOXO)的
亚型,其与细胞凋亡和肌肉再生有关[14-15]。有研究报

道,FOXO3可以通过同时调控泛素-蛋白酶体和自噬-
溶酶体系统的蛋白质(萎缩基因)来触发骨骼肌肉萎

缩[16]。AMPK是调节骨骼肌线粒体功能和氧化应激

的关键因子,可通过影响骨骼肌的线粒体质量控制调

节线粒体功能[17]。有研究发现,AMPK/FOXO3信

号通 路 在 骨 骼 肌 肉 萎 缩 中 会 被 激 活,而 在 阻 断

AMPK/FOXO3信号通路后,则可以有效逆转小鼠的

肌肉萎缩[18],说明
 

FOXO3和AMPK二者在肌肉萎

缩中起着重要的调节作用。
MSTN是肌肉生长的负调控因子,可以抑制成肌

细胞的增殖和分化[19]。通过抑制 MSTN 基因的表

达,能够抑制肌肉萎缩,增强肌力[20]。MSTN进入细

胞核的主要途径是Smad激活途径和Akt抑制途径,
有研究显示 MSTN通过介导 Akt/mTOR信号通路

可引 发 肌 肉 萎 缩[21-22]。另 外 还 有 一 些 研 究 发 现

PPAR参与全身炎症反应并且调节骨骼肌氧化代谢,
而 MSTN则可能通过调节PPAR来影响骨骼肌的脂

肪生成[17,23]。
综上所述,本次研究主要利用生物信息学技术分

析,获得了与肌肉萎缩病理机制相关的一些重要靶基

因及信号通路,其中包含 TNNI、FOXO3和 MSTN
等基因,这些靶点又可能通过调控 AMPK、PPAR等

信号通路引发肌肉萎缩,因此今后可开展针对这些特

定的靶点及信号通路的相关疗效及病理机制研究。
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