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　　摘　要　目的　利用ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ方法，试图鉴定大鼠脑缺血再灌注损伤模型中差异表达的基因，为
探讨脑缺血再灌注损伤的分子机制提供实验依据。方法　首先利用 ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ方法初步鉴定大鼠脑缺
血再灌注损伤模型中差异表达的基因，然后利用生物信息学方法对差异表达基因的功能进行预测分析；再利
用ＲＴＰＣＲ和ｑＲＴＰＣＲ方法进一步检测差异基因的表达变化。结果　与对照组相比，脑缺血再灌注损伤实验
组共鉴定出１８２个基因差异表达，其中１５６个基因表达上调，２６个基因表达下调；ＲＴＰＣＲ和 ｑＲＴＰＣＲ方法进
一步验证其中３个基因表达上调，２个基因表达下调。结论　利用ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ方法可以鉴定大鼠脑缺血
再灌注损伤模型中差异表达的基因，表明这些基因可能参与了脑缺血再灌注损伤，为进一步揭示脑缺血再灌
注损伤机制奠定了实验基础。
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　　近年来脑血管疾病严重威胁人类的健康，其中
脑缺血性疾病所占比例越来越大。脑缺血后，早期

恢复脑血流再灌注是救治脑缺血患者最有效的手

段之一，然而再灌注治疗的同时反而会出现病情进

一步加重，即缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）［１２］。大量研究表明，脑缺血再灌
注损伤与炎症反应、细胞凋亡、血脑脊液屏障的损
伤、Ｃａ２＋超载及氨基酸代谢异常等因素有着密切关
系［３７］。从目前的研究结果看，虽然对缺血再灌注
损伤的可能机制提出了很多假说，然而，关键因素

及具体的机制尚不明确，缺乏较系统、全面的研究

结论。因此，对脑缺血再灌注损伤的发病主因及
机制仍需深入的研究。

ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（转录组测序）是近年来发展
起来的研究某一生物在特定生物过程中基因表达

差异的技术，是基因组遗传信息传递和表达的重要

步骤和过程，在基因组序列拼接注释、样品间基因

转录差异表达及其功能研究等方面有重要作

用［８］。ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ技术结合了转录组测序建
库的实验方法与 ＤＧＥ（ＤｉｇｉｔａｌＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＴａｇ
Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ）的信息分析手段，具有高通量、定量准、可
重复性高、检测范围宽、分析可靠等特点。

本研究利用 ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ研究大鼠脑缺
血再灌注后转录组基因表达变化，以期较全面性、
针对性解释参与缺血再灌注损伤基因的表达变
化，为进一步研究缺血再灌注损伤机制提供实验
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
ＭＣＡＯ模型制备：选取 ２８０～３２０ｇ健康雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机分为假手术对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和缺
血组（ＩＲＩ）。术前禁食 １２ｈ，禁水 ２ｈ。腹腔注射
１０％水合氯醛醉（０．４ｍｌ／１００ｇ）大鼠后，分离右侧
颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）、颈内动脉
（ｉｎｔｅｒｎａｌｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ）和颈外动脉（ｅｘｔｅｍａｌ

ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ），结扎 ＥＣＡ远端，微动脉夹夹
闭颈总动脉近心端和颈内动脉远心端。在ＥＣＡ上
剪一小口，用自制处理过的钓鱼线从颈外动脉剪口

处插入，经ＣＣＡ进入ＩＣＡ，以颈总动脉分叉处开始
计算，进线深度为（１８．０±０．５）ｍｍ，行至大脑中动
脉起始部形成栓塞，造成局灶性脑缺血状态。缺血

２ｈ再灌注２４ｈ后处死大鼠，取缺血侧海马组织进
行后续实验。

１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ测序　Ｔｒｉｚｏｌ法提取Ｃｏｎｔｒｏｌ和ＩＲＩ模
型组海马组织总ＲＮＡ。紫外吸收测定法和甲醛变
性电泳检测总 ＲＮＡ的浓度和纯度。然后用带有
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集 ｍＲＮＡ，向得到的 ｍＲＮＡ中
加入适量打断剂高温条件下使其片断化，再以片断

后的ｍＲＮＡ为模板，合成ｃＤＮＡ，经过磁珠纯化、末
端修复、３’末端加碱基Ａ、加测序接头后，进行ＰＣＲ
扩增，从而完成整个文库制备工作。构建好的文库

用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ和ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ进行质量和产量检测，文库质控
合格后进行测序。

１．２．２　数据分析　测序所得的原始数据（ｒａｗ
ｒｅａｄｓ或ｒａｗｄａｔａ）首先进行质控，以确定测序数据
是否适用于后续分析。质控后，经过滤得到的

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比对到参考序列。然后进行第二次质
控。若通过，则进行基因定量分析、基于基因表达

水平的各项分析（主成分、相关性、条件特异表达、

差异基因筛选等等），并对筛选出的样品间差异表

达基因进行 ＧＯ功能显著性富集分析、ｐａｔｈｗａｙ显
著性富集分析和聚类分析。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ　利用 ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴ试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ）将上述所提总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。
反应体系及步骤如下：１）去除ｇＤＮＡ的反应体系与
步骤２μｌ５×ｇＤＮＡＢｕｆｆｅｒ、２μｌ总 ＲＮＡ，６μｌＲＮａｓｅ
ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，混匀，４２℃ 孵育３ｍｉｎ，置于冰上。２）
反转录的体系与步骤２μｌ１０×ＦａｓｔＲＴＢｕｆｆｅｒ、１μｌ
ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ、２μｌＦＱＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ、５μｌＲＮａｓｅ
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ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ混匀，加入到去除ｇＤＮＡ体系中，４２℃
孵育１５ｍｉｎ，然后 ９５℃ 孵育 ３ｍｉｎ，置于冰上。３）
ＰＣＲ反应体系（２０μｌ）如下 ２×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１０μｌ，
１０μＭ上游引物 ０．２μｌ，１０μＭ下游引物 ０．２μｌ，
ｃＤＮＡ１μｌ，ＥＤＰＣ水 ８．６μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃
２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ５０ｓ，７２℃ ５０ｓ，３２个循环；
７２℃ １０ｍｉｎ，４℃ 保存。其中βａｃｔｉｎ为靶基因的内
参对照。４）产物的电泳检测取１０μｌＰＣＲ扩增产
物，加２μｌ６×上样缓冲液，分别上样于 １．０％含
ＥＢ的琼脂糖凝胶，同时上样 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００用
于标定ＤＮＡ片段大小。最后，利用凝胶扫描仪观
察结果并拍像记录。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ　利用 ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ
（ＴＩＡＮＧＥＮ）试剂盒，将上述逆转录的 ｃＤＮＡ进行
荧光定量 ＰＣＲ反应。１）ＰＣＲ反应体系（２０μｌ）：
１０μｌ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，０．６μｌ１０ｕＭ正向引
物，０．６μｌ１０ｕＭ反向引物，０．４μｌ５０×ＲＯＸ，２μｌｃＤ
ＮＡ，６．４μｌＥＤＰＣ水。２）ＰＣＲ反应条件：９５℃预变
性１５ｍｉｎ；９５℃变性 １０ｓ，６０℃退火 ２０ｓ，７２℃延伸
２０ｓ，４０个循环。其中βａｃｔｉｎ为内参对照。将以上
反应体系加入荧光定量 ＰＣＲ反应板内，同时设未
加模板的阴性对照孔，反应在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０荧
光定量ＰＣＲ仪中进行。每个反应设３个复孔，结
果为３次实验的平均值。采用２△△Ｃｔ相对定量法
处理数据，通过公式计算获得靶基因表达的相对水

平。

表１　靶基因的扩增引物序列

正向引物 反向引物

Ｆｉｄｃｄ１ ５’ｇｇｔｇｔｇｇｇｃｔｔｇｔｔｃｔｃｔｇｔ３’ ５’ｇｔｔｃｔｃｔｇａａｔｇｇｔｃｇｃｔｇｔｃ３’

Ｈｓｐｂ１ ５’ａｃｇａａｇａａａｇｇｃａｇｇａｔｇａａ３＇ ５’ｇａｃａｇｇｇａａｇａｇｇａｃａｃｃａｇ３’

Ｒｇｓ４ ５’ｃｔａａｇｔｃｃｃａａｇｇｃｃａａｇａａ３＇ ５’ｇｔｔｃｃｇｇｃｔｔｇｔｃｔｃｃｔｃｔ３’

Ｔｔｒ ５’ａｃｔｇｇａａｇｇｃｔｃｔｔｇｇｃａｔｔ３＇ ５’ｇｃｔｇｔａｇｇａｇｔａｃｇｇｇｃｔｇａ３’

Ｗｆｓ１ ５’ｃａｇｃｃｇａｇａａｇｇｇａｃａｇａｔａ３’ ５’ｇｇｃａａｇｔｃｇｃａｇｇｔａｇｔｇｔｔ３’

βａｃｔｉｎ ５′ｔｇｇａａｔｃｃｔｇｔｇｇｃａｔｃｃａｔｇａａｃ３’ ５′ｔａａａａｃｇｃａｇｃｔｃａｇｔａａｃａｇｔｃｃｇ３′

１．３　统计学方法
所有实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ５．０统计学软件进行统计分析。

２　结果

２．１　Ｃｌｅａｎ数据碱基组成和质量分布图
先对过滤后得到的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行碱基的组

成和质量值分布绘制，从而控制数据质量，来衡量

建库、测序是否合格。正常情况下，ｒｅａｄｓ每个位置
的碱基含量应该分布稳定，无ＡＴ或ＧＣ分离现象。
实验显示 ＩＲＩ模型组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组的碱基组成稳
定，无分离现象；质量分布 ＞３０（＜２０为质量较
低），总体反映了测序 ｒｅａｄｓ的准确性，测序样品质
量比较好，可以用于后续的分析。见图１。

ａ：对照初始数据碱基组成图；ｂ：对照初始数据质量分布图；

ｃ：ＩＲＩ模型初始数据碱基组成图；ｄ：ＩＲＩ模型初始数据质量分布图

图１　初始数据碱基组成和质量分布图

２．２　表达基因的聚类分析
利用ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离算法计算样品基因的表达

量距离，同时利用离差平方和算法计算样品间的距

离，根据距离大小建立聚类图，后者能直观地反映

出样品之间的距离关系、差异关系等。基于基因表

达量，Ｃｏｎｔｒｏｌ组与 ＩＲＩ样品的聚类图表明，上调表
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达的基因可分为２大类；下调表达的基因可分为４
大类。见图２。

图２　差异基因聚类图

２．３　差异基因的筛选
利用Ｎｏｉｓｅｑ软件和ＥＢＳｅｑ软件对表达基因进

行差异分析，为差异表达基因的功能研究打下基

础。数据分析表明，在 Ｃｏｎｔｒｏｌ样品与 ＩＲＩ样品间
有１８２个基因表达存在差异，其中１５６个基因表达
上调，２６个基因表达下调。表明这些基因可能参
与了大鼠脑缺血再灌注损伤。见图３。

图３　差异基因表达水平图

２．４　差异基因的ＧＯ分析
ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）是一个国际标准化的基因

功能分类体系，用于全面描述生物体中基因和基因

产物的属性。ＧＯ总共有３个本体，分别描述基因
的分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、细胞成分（ｃｅｌｌｕ

ｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、参 与 的 生 物 过 程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）。本研究经过差异表达基因中显著富集的
ＧＯ分析，差异表达基因参与了生物过程、细胞组
成及分子功能（图４）。其中有８０％基因参与了应
激反应，７８％基因参与了代谢过程，９６％基因参与
了细胞过程，７６％基因参与了发育过程，４０％基因
参与了生长；７６％基因参与了膜成分，８６％基因参
与了细胞成分，７９％基因参与了细胞器；９５％基因
具有结合功能，４６％基因具有催化活性，３０％基因
具有分子转导功能，２５％基因具有受体的活性功
能。表明脑缺血再灌注损伤会引起生物过程、细
胞组成及分子功能等多方面的功能异常。

图４　差异基因ＧＯ分析图

２．５　差异基因的Ｐａｔｈｗａｙ显著性富集分析
Ｐａｔｈｗａｙ分析有助于更进一步了解基因的生物

学功能，通过Ｐａｔｈｗａｙ（Ｑｖａｌｕｅ≤０．０５）显著性富集
能确定差异表达基因参与的最主要生化代谢途径

和信号转导途径。本研究差异基因富集前７位见
表２，差异基因可能参与了剪接体（２．３４％）、ＲＮＡ
降解（１．２４％）、Ｂ细胞受体信号通路（１．７％）、蛋
白质组学（１．０６％）、代谢通路（１４．５２％）、上皮细
胞信号通路（１．３３％）及细胞凋亡（１．５６％）。结果
表明脑缺血再灌注损伤过程中可引起 ＲＮＡ的降
解、信号通路、代谢途径的改变，同时也会引起脑细

胞的凋亡。

表２　ｐａｔｈｗａｙ显著性富集分析

Ｐａｔｈｗａｙ Ｐａｔｈｗａｙ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｑｖａｌｕｅ ＰａｔｈｗａｙＩＤ

１Ｓｐｌｉｃｅｓｏｍｅ ５１（２．３４％） ０．００９０８２０２４ Ｋｏ０３０４０
２ＲＮＡｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ２７（１．２４％） ０．００９５０６９０９ Ｋｏ０３０１８

３Ｂｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ３７（１．７％） ０．００９５０６９０９ Ｋｏ０４６６２

４Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２３（１．０６％） ０．００９５０６９０９ Ｋｏ０３０５０
５Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ ３１６（１４．５２％）０．０１０９２８９４３ Ｋｏ０１１００

６Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒＰｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ２９（１．３３％） ０．０２２３１４７３３ Ｋｏ０５１２０

７Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ３４（１．５６％） ０．０３１０２５５８２ Ｋｏ０４２１０
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２．６　ＲＴＰＣＲ
从差异表达基因中挑选出３个上调基因和２

个下调基因，分别进行 ＲＴＰＣＲ分析，以验证基因
的表达情况。Ｆｉｂｃｄ１、Ｈｓｐｂ１、Ｒｇｓ４表达升高，Ｔｔｒ、
Ｗｆｓ１表达降低，结果与测序结果一致，表明测序结
果可靠。而且进一步说明基因 Ｆｉｂｃｄ１、Ｈｓｐｂ１、
Ｒｇｓ４、Ｔｔｒ、Ｗｆｓ１在脑缺血再灌注损伤中发挥重要
作用，进一步阐述它们的作用机制将有助于理解缺

血再灌注损伤的机制。见图５。

图５　差异基因ＲＴＰＣＲ分析图

２．７　ｑＲＴＰＣＲ
将上述３个上调和２个下调基因，利用 ｑＲＴ

ＰＣＲ分析，结果显示Ｆｉｄｃｄ１、Ｈｓｐｂ１、Ｒｇｓ４表达明显
升高，而 Ｔｔｒ、Ｗｆｓ１表达明显下降（图 ６），结果与
ＲＴＰＣＲ及测序结果相吻合。

图６　差异基因ｑＲＴＰＣＲ分析图

３　讨论

ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ是一种转录组建库测序与生
物信息分析相结合高效鉴定差异表达基因的技术，

具有高通量、定量准等优点。在基因组序列拼接、

样品间基因转录及其功能研究等方面有重要作

用［９１０］。

本研究利用ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ分析了缺血再灌
注损伤模型与对照间差异表达基因，共检测到１８２
个基因差异表达，其中１５６个基因表达上调，２６个
基因表达下调。其中８０％基因参与了应激反应，
７８％基因参与代谢过程，７６％基因参与了膜成分，

８６％基因参与了细胞成分；９５％基因具有结合功
能，３０％基因具有分子转导功能。表明这些基因可
能参与了脑缺血再灌注损伤，阐述这些基因的功
能将有助于揭示脑缺血再灌注损伤的机制。

脑缺血再灌注损伤过程中，脑血流中断、血流
恢复使脑组织发生一系列级联反应，如能量代谢障

碍、氨基酸释放异常、细胞内钙稳态失衡、线粒体功

能障碍、炎症反应及细胞凋亡等。缺血再灌注损
伤的机制可能与相关的通路中关键靶基因的异常

表达调控密切相关。本研究结果初步显示，在大鼠

脑缺血再灌注损伤后，损伤区异常表达的基因参
与了剪接体、ＲＮＡ降解、Ｂ细胞受体信号通路、蛋
白质组学、代谢途径、上皮细胞信号通路及细胞凋

亡等调控，特别是差异表达的基因有１４．５２％参与
了缺血再灌注损伤的代谢通路，表明脑缺血再灌
注过程中这些基因通过影响正常的代谢通路而抑

制或者增强缺血再灌注损伤。在差异显著的表达
基因中，筛选Ｆｉｂｃｄ１、Ｈｓｐｂ１、Ｒｇｓ４、Ｔｔｒ、Ｗｆｓ１这５个
基因进一步利用 ＲＴＰＣＲ和 ｑＲＴＰＣＲ方法进行分
析，结果与ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ所得结果一致，表明测
序结果可靠。检索资料显示这几个基因与线粒体

功能、重要的信号通路、免疫反应、内质网应激等有

关，提示我们下一步的研究可以进一步阐述这些基

因的功能，这将有助于阐明缺血再灌注损伤的机
制。
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