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摘要　 目的　 旨在基于代谢组学和转录组学联合分析，探究

高原低氧通过 ＮＯＤ 样受体信号通路诱导小鼠脾脏组织中炎

症反应的潜在分子机制。 方法　 分别在海拔 ４００ ｍ 和 ４ ２００
ｍ 饲养 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ５ 只 ／组，３０ ｄ 后取脾脏组织，通过代

谢组和转录组分析筛选差异代谢物和差异表达基因，关联

ＫＥＧＧ 富集分析，对关键通路中的差异代谢物和差异表达基

因构建相关性网络互作图并进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证。 结果　 代

谢组学分析发现，在平原常氧组（ ＰＳＣ 组） 和高原低氧组

（ＨＳＴ 组）中共筛选出 １３３ 个差异代谢物，其中上调 ９５ 个，下
调 ３８ 个，ＫＥＧＧ 富集分析，发现主要涉及到 ＮＯＤ 样受体信

号通路、ＨＩＦ⁃１ 信号通路、胆固醇代谢等多个代谢途径；转录

组结果表明，在 ＰＳＣ 组和 ＨＳＴ 组共鉴定 ４ ２１３ 个差异表达基

因，其中上调基因 １ ９４７ 个，下调基因 ２ ２６６ 个，ＫＥＧＧ 共富

集到 １７３ 个信号通路，包括 ＮＯＤ 样受体信号通路、ＭＡＰＫ 信

号通路、ＮＦ⁃κＢ 信号通路等多条途径；联合分析表明，差异代

谢物与差异表达基因显著富集在 ＮＯＤ 样受体信号通路中；
因此，对 ＮＯＤ 样受体信号通路中的差异代谢物 ＡＴＰ 和差异

表达基因构建相关性网络互作图。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验结果表明，
与 ＰＳＣ 组比较，ＨＳＴ 组 ＮＯＤ 样受体信号通路中 ＮＯＤ１ 和

ＮＯＤ２ 途径相关的 ＤＥＧｓ（ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３、ＭＡＰＫ８）以及 ＮＬＲＰ１
炎症体⁃ＣＡＳＰ１ 途径相关的 ＤＥＧｓ（ＮＬＲＰ１ｂ、ＣＡＳＰ１）表达水

平显著增强，且下游炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、 ＩＮＦ⁃γ 和

ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量均出现上调差异表达。 结论　 基于

代谢组学和转录组学联合分析发现，高原低氧刺激可能通过

影响机体内 ＮＯＤ 样受体信号通路，其通路中差异代谢物

ＡＴＰ 与差异关键基因呈正相关，ＡＴＰ 通过激活 ＮＯＤ１、ＮＯＤ２
途径和 ＮＬＲＰ１ 炎症体⁃ＣＡＳＰ１ 两条途径介导下游炎症因子

释放，致使小鼠脾脏组织炎症反应发生。
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　 　 当人们从平原地区移居高原地区工作和生活

后，机体为适应高原低氧环境，会发生一系列代偿适

应性变化，包括氧化应激、炎症反应和免疫系统改变

等多层调控，严重时会导致急慢性高原病［１ － ２］。 在

高原脑水肿和高原肺水肿相关研究中发现，炎症反

应发挥着重要调控作用，其作用机制与低氧诱导因

子（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ， ＨＩＦ）调控核因子途径密

切相关［２］。 炎症反应是高原低氧损伤发生、发展过

程中的重要环节。 通过代谢组学和转录组学联合分

析不同海拔暴露下小鼠脾脏组织炎症发生的作用机

制，为揭示脾脏在低氧胁迫下的炎症损伤机制提供

理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 将购自西安交通大学医学部实验

动物中心 ６ ～ ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性健康小鼠随机分

成 ２ 组，每组 ５ 只，分别饲养于海拔 ４００ ｍ 的西安交

通大学医学部实验动物中心即平原常氧组 （ ＰＳＣ
组）和海拔 ４ ２００ ｍ 的青海省果洛藏族自治州玛多

县人民医院实验动物房即高原低氧组（ＨＳＴ 组）。
期间保证小鼠生长环境和饲养条件一致，３０ ｄ 后无

菌采集小鼠脾脏组织置于液氮冻存备用。 该项目已

通过青海大学伦理协会审查（伦理批号：２０２０⁃１５），
动物生产许可证号：ＳＹＸＫ（陕）２０２０⁃００５。
１． ２　 试剂与仪器 　 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；逆转录试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ 公司）；实时荧光

定量 ＰＣＲ（ ｑＰＣＲ） 试剂盒（ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ⓡ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ，日本 Ｔａｋａｒａ 公司）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司）；动物全蛋白提取试剂盒（Ｃ５１０００３，上
海 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

（Ｐ００１０，上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制

备试剂盒（Ｐ１２００，北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳液

（ Ｐ００１４８， 上 海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ ）； １０ × 电 转 液

（Ｄ１０６０，北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；甲醇（ＣＢ ／ Ｔ６９３⁃１９９３，上海

广诺化学科技有限公司）；脱脂奶粉（Ｄ８３４０，北京
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Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；１０ × ＴＢＳＴ 缓冲液（粉剂）（Ｔ１０８７，北京 Ｓｏ⁃
ｌａｒｂｉｏ）；硝酸纤维素膜 （ ＮＣ 膜） （３７４１２１３３，美国

ＰＡＬＬ）；ＥＣＬ 显影液（３４０９５，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）。
１． ３　 代谢组学分析　 取 １００ ｍｇ 液氮冻存的脾脏组

织样本研磨，置于 ＥＰ 管中，加入 ５００ μｌ 的 ８０％甲醇

水溶液进行代谢产物提取。 样本经涡旋震荡，冰浴

静置 ５ ｍｉｎ 后，离心取上清加质谱级水稀释至甲醇

含量为 ５３％ ，再离心后收集上清，进样分析。
数据采集仪器系统主要包括超高效液相色谱与

高分辨质谱联用，即液质联用（ＬＣ⁃ＭＳ）技术。 色谱

条件：ＨｙｐｅｓｉｌＧｏｌｄｃｏｌｕｍｎ⁃Ｃ１８ 色谱柱，柱温为 ４０ ℃，
流速为 ０. ２ ｍｌ ／ ｍｉｎ；正模式流动相（Ａ：０. １％ 甲酸，
Ｂ：甲醇）；负模式流动相（Ａ：５ ｍｍｏｌ 醋酸铵，ＰＨ９. ０，
Ｂ：甲醇）。 质谱条件：采用正、负离子两种模式采集

质谱信号，扫描范围选择 １００ ～ １ ５００ ｍ ／ ｚ；ＥＳＩ 源的

设置如下：喷射电压 ３. ２ ｋＶ，鞘内气体流速 ４０ ａｒｂ，
辅助气体流速 １０ ａｒｂ，毛细管温度 ３２０ ℃。
１． ４　 转录组测序 　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小鼠脾脏组织中

总 ＲＮＡ，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物分析仪

对 ＲＮＡ 的浓度、纯度测定。 随后，取检验合格的总

ＲＮＡ 打断并逆转录成 ｃＤＮＡ，经末端修复、ＰＣＲ 扩增

等过程制备 ｍＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 文库进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序，测
序工作由北京诺禾致源有限公司完成。
１． ５ 　 转录组和代谢组联合分析 　 使用 ＤＥＳｅｑ２ 获

得组间差异表达结果，并校正 Ｐ 值（Ｐ⁃ａｄｊｕｓｔ），以 Ｐ⁃
ａｄｊｕｓｔ ＜ ０. ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ ｜ ＞ ０ 为筛选标准，得
到差 异 表 达 基 因 （ ＤＥＧｓ ）。 采 用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ
（３. ４. ４）软件中 ＧＳＥＡ 函数，针对 ＫＥＧＧ 数据库进

行的富集，并计算 ＫＥＧＧ 通路中差异表达基因即 Ｐ
＜ ０. ０５ 视为显著富集。

差异代谢物的筛选主要参考 ＶＩＰ、ＦＣ 和 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
三个参数，ＶＩＰ 是指 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型第一主成分的变量

投影重要度；ＦＣ 指差异倍数，为每个代谢物在比较

组中所有生物重复定量值的均值的比值；Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 是

通过 Ｔ⁃ｔｅｓｔ 计算得到，表示差异显著性水平，以 ＶＩＰ
＞ １. ０，ＦＣ ＞ １. ５ 且 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０. ０５ 为条件筛选差异

代谢物。 采用超几何检验方法，得到通路富集的 Ｐ⁃
ｖａｌｕｅ 值，其中以 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ≤０. ０５ 为阈值，筛选差异代

谢物中显著富集的 ＫＥＧＧ 通路。 采用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ
（３. ４. ４）软件对 ＫＥＧＧ 数据库差异表达基因和差异

代谢物进行通路富集分析，利用 Ｒ 语言 ｃｏｒ 函数计

算两者的斯皮尔曼（Ｓｐｅａｒｍａｎ）相关性系数，之后用

ＳＴＩＴＣＨ 构建基因 －代谢物网络互作图。
１． ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 提取 ＲＮＡ

逆转录为 ｃＤＮＡ 后，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌ，分
别包括：ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ １０ μｌ，ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ６. ４ μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ，前后引物各 ０. ８ μｌ。
以 β⁃Ａｃｔｉｎ 为内参，采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

结果，引物序列详见表 １。
取出小鼠脾脏样品放入已配置好 Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ

的离心管中，在离心管中使用无菌手术剪将脾脏剪

碎后进行超声破碎， 离心机提前预冷至 ４ ℃。
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ 离心后吸取上清液转移至新的

无菌无酶离心管中。 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度，经过计

算加入对应体积的无酶水和上样缓冲液定量蛋白上

样浓度。 统一 ５０ μｇ 的蛋白上样量，加样后进行电

泳（恒压 ９０ Ｖ）和转膜（横流 ２００ ｍＡ）。 使用 ＴＢＳＴ
洗液将 ＮＣ 膜清洗一次后，用 ５％ 的脱脂牛奶封闭

ＮＣ 膜 ２ ｈ，期间按照对应比例稀释一抗抗体，置于 ４
°Ｃ 备用。 封闭完成后将膜拿出，ＴＢＳＴ 洗液清洗 ３
次，孵育一抗（４ °Ｃ，过夜），次日将膜取出。 ＴＢＳＴ 洗

液洗膜（５ ｍｉｎ ／次，６ 次 ＋ １０ ｍｉｎ ／次，１ 次）后，孵育

二抗（室温，９０ ｍｉｎ）。 再次洗膜（６ ｍｉｎ ／次，５ 次）
后，配 ＥＣＬ 显影液（避光），并使用法国 ＶＩＬＢＥＲ Ｆｕ⁃
ｓｉｏｎ ｓｏｌｏ 成像分析系统成像。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物信息

基因 序列（５′⁃３′） ｂｐ
β⁃Ａｃｔｉｎ Ｆ： ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ ２５

Ｒ： ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ １９
ＨＩＦ⁃１α Ｆ： ＧＧＡＣＧＡＴＧＡＡＣＡＴＣＡＡＧＴＣＡＧＣＡ ２３

Ｒ： ＡＧＧＡＡＴＧＧＧＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣＡＧＣＡ ２３
ＣＨＵＫ Ｆ： ＡＣＡＴＴＡＧＣＡＧＡＣＣＧＴＧＡＡＣＡＴＣＣＴＣ ２５

Ｒ： ＴＧＧＴＣＣＴＣＡＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＡ ２４
ＴＡＢ３ Ｆ： ＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣＴＡＴＴ １８

Ｒ： ＴＣＴＴＧＣＴＣＧＣＴＧＡＴＧＴＡＡ １８
ＭＡＰＫ８ Ｆ： ＴＴＧＡＡＡＡＣＡＧＧＣＣＴＡＡＡＴＡＣＧＣ ２２

Ｒ： ＧＴＴＴＧＴＴＡＴＧＣＴＣＴＧＡＧＴＣＡＧＣ ２２
ＮＬＲＰ１Ｂ Ｆ： ＡＧＡＣＡＡＣＡＡＴＣＡＧＧＡＧＣＣＧＡＡＣＡＣ ２４

Ｒ： ＧＴＣＡＡＣＣＡＴＣＴＣＡＧＣＡＧＴＣＡＣＡＧＧ ２４
ＣＡＳＰ１ Ｆ： ＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＡＡＣＧＧＡＴＧＣＡ ２２

Ｒ： ＴＣＡＣＡＡＧＡＣＣＡＧＧＣＡＴＡＴＴＣＴＴ ２２
ＩＬ⁃６ Ｆ： ＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣＴＴＡ ２３

Ｒ： ＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣ ２２
ＩＬ⁃１β Ｆ： ＴＣＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＴＧＡＧＣＡＣ ２２

Ｒ： ＧＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡ ２３
ＩＮＦ⁃γ Ｆ： ＣＴＴＧＡＡＡＧＡＣＡＡＴＣＡＧＧＣＣＡＴＣ ２２

Ｒ： ＣＴＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＡＴＧＡＡＴＧＣＡ ２２
ＴＮＦ⁃α Ｆ： ＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ ２２

Ｒ： ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴＴＴＧＡＧＡ ２２
ＩＬ⁃１８ Ｆ： ＡＧＡＣＣＴＧＧＡＡＴＣＡＧＡＣＡＡＣＴＴＴ ２２

Ｒ： ＴＣＡＧＴＣＡＴＡＴＣＣＴＣＧＡＡＣＡＣＡＧ ２２

１． ７　 统计学处理 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 统计软
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件进行数据分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间

比较采用独立样本 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １ 　 低氧标志物 ＨＩＦ⁃１α表达水平的检测 　 高原

低氧暴露 ３０ ｄ 后，检测 ＨＩＦ⁃１α 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达量，ＨＳＴ 组较 ＰＳＣ 组小鼠脾脏组织的 ＨＩＦ⁃１α 表

达升高（图 １Ａ⁃Ｃ），提示构建高原低氧小鼠动物模

型成功。
２． ２　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织代谢组 ＰＣＡ 分析　
基于高分辨质谱检测技术结合高质量 ｍｚＣｌｏｕｄ 数据

库搭配 ｍｚＶａｕｌｔ 及 ＭａｓｓＬｉｓｔ 数据库，对样品代谢物

进行质谱定性定量分析。 在使用 ＭｅｔａＸ 软件对数

据进行对数转换及标准化处理后进行主成分分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ），结果提示（图
２），图中 ＰＣ１、ＰＣ２ 和 ＰＣ３ 分别表示排名第一、第二

和第三的主成分的得分，不同颜色的散点表示不同

实验分组的样本。 ＰＳＣ 组和 ＨＳＴ 组在正、负离子模

式下均有效分成两类，表明两组之间代谢物存在显

著差异，生物学重复的平行性较好。

２． ３　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织代谢产物分析　 进

一步对不同海拔下的差异代谢物进行分析，筛选出

的差异代谢物，在正、负两种离子模式下共检测出

９５５ 种具有已知结构的代谢物。 相比于 ＰＳＣ 组，
ＨＳＴ 组中差异显著的代谢物共计 １３３ 个差异代谢

物。 图中横坐标表示代谢物在不同分组中的差异倍

数变化（ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）纵坐标表示差异显著性水

平（ － ｌｏｇ１０Ｐ⁃ｖａｌｕｅ），火山图中每个点代表一个代谢

物，显著上调的代谢物用红色点表示，显著下调的代

谢物用绿色点表示，圆点的大小代表 ＶＩＰ 值。 其中

正离子模式下 ８１ 个（图 ３Ａ），包括上调代谢物 ５６
个，下调代谢物 ２５ 个；负离子模式下 ５２ 个（图 ３Ｂ），
包括上调代谢物 ３９ 个，下调代谢物 １３ 个。
２． ４　 低氧胁迫下小鼠脾组织差异代谢物相关性分

析　 不同代谢物之间具有协同或互斥关系，当两个

代谢物的线性关系增强时，正相关趋于 １，负相关则

趋于 － １。 为了研究高原低氧和平原常氧处理的脾

脏差异代谢物之间的相关性，通过 ｐｅａｒｓｏｎ 相关系

数，选用 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０. ０５ 为显著相关的阈值，构建正

负离子模式下差异代谢物两两之间的相关性（图
４）。 相关性最高为 １，为完全的正相关（红色），相关

图 １　 低氧暴露对小鼠脾脏组织的影响

Ａ：ＨＩＦ⁃１α 的 ｍＲＮＡ 表达量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＨＩＦ⁃１α 的蛋白表达；Ｃ：ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达的定量分析；与 ＰＳＣ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ２　 总样本 ＰＣＡ 分析

Ａ：正离子模式；Ｂ：负离子模式
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图 ３　 正、负离子模式差异代谢物火山图

Ａ：正离子模式下差异代谢物火山图；Ｂ：负离子模式下差异代谢物火山图；红色点：上调的代谢物；绿色点下调的代谢物；圆点的大小：ＶＩＰ
值

图 ４　 差异代谢物相关性图

Ａ：正离子模式下差异代谢物相关性图；Ｂ：负离子模式下差异代谢物相关性图；蓝色：负相关；红色：正相关

性最低为 － １，为完全的负相关（蓝色），没有颜色的

部分表示 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＞ ０. ０５，图中展示的是按 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
值从小到大排序的 Ｔｏｐ２０ 的差异代谢物的相关性。
其中正离子模式下，Ｌ⁃肾上腺素与 ５⁃甲基色氨酸、泛
酸、马尿酸、甘氨酸 －酪氨酸 －丙氨酸、Ｄ⁃丙氨酸、褪
黑素都有显著正相关；负离子模式下，黄嘌呤与甲氧

基苯甲酰胺、４⁃甲基苯酚、２３⁃诺脱氧胆酸、１８⁃β⁃甘草

酸、三烯酸、１７α⁃羟基孕烯醇酮均有正相关，说明在

高原低氧胁迫下，脾脏组织中不同代谢物之间相互

联系、密切相关。

２． ５　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织差异代谢物 ＫＥＧＧ
富集分析　 为了解差异代谢物在低氧胁迫下的生物

学功能，将差异代谢物富集到 ＫＥＧＧ 数据库，以 Ｐ⁃
ｖａｌｕｅ ＜ ０. ０５ 为阈值，结果共富集到 １２０ 条信号通路

（图 ５）。 将差异代谢物映射到 ＫＥＧＧ 通路富集一级

分类中，结果提示主要富集在新陈代谢、生物系统中

（图 ５Ａ）。 随后，进一步对 ＫＥＧＧ 通路富集二级注

释，发现差异代谢物主要分布在新陈代谢的核苷酸

代谢、氨基酸代谢和脂质代谢；环境信息处理的信号

分子互作；细胞过程的细胞生长和死亡；生物系统的
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神经和免疫系统；人类疾病的心血管、内分泌和代谢

疾病等分类（图 ５Ｂ）。 ＫＥＧＧ 通路富集一级和二级

分类结果提示高原低氧环境下，与免疫系统相关的

通路有 ６ 条发生了重要变化。
为了进一步探讨机体免疫系统响应低氧应激的

分子机制，对富集到的差异代谢物进行三级分类，其
中显著富集的前 ２０ 条信号通路如下图所示 （图

５Ｃ），结果显示，差异代谢物在 ＮＯＤ 样受体信号通

路、氧化磷酸化、色氨酸代谢、ＨＩＦ⁃１ 信号通路、嘌呤

代谢以及胆固醇代谢等炎症相关信号通路中高度富

集，说明在高原低氧环境下，小鼠脾脏组织可能发生

了炎症反应、嘌呤代谢和脂代谢等变化。
２． ６　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织差异表达基因分析

　 与 ＰＳＣ 组比较，在 ＨＳＴ 组中共鉴定出 ４ ２１３ 个差

异表达基因（ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥０ 和 ｐ⁃ａｄｊｕｓｔ ＜ ０. ０５），其中

上调的基因共有 １９４７ 个，下调的基因共有 ２ ２６６
个，分别占差异基因总数的 ４６. ２０％和 ５３. ８０％ 。
２． ７　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织差异基因 ＫＥＧＧ 富

集分析　 进一步将差异基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析，
结果共富集到 １７８ 个信号通路（Ｐ ＜ ０. ０５），从 ＫＥＧＧ
富集结果中，以显著富集的前 ２０ 条 ＫＥＧＧ 信号通路

绘制圈图（图 ６），其中差异基因在 ＮＯＤ 样受体信号

通路、Ｔ 细胞受体信号通路、Ｂ 细胞受体信号通路、
ＭＡＰＫ 信号通路、ＮＦ⁃κＢ 信号通路以及 ＴＯＬＬ 样受

体信号通路等多个炎症相关信号通路中富集，提示

高原低氧诱导机体发生了炎症反应和免疫失衡。
２． ８ 　 低氧胁迫下小鼠脾脏组织代谢组和转录组

ＫＥＧＧ 通路联合分析 　 为深入了解高原低氧诱导

小鼠脾脏组织炎症反应发生的作用机制，本研究对

所有差异代谢物与差异基因共同富集，获得共同通

路信息，从而明确差异代谢物和差异基因共同参与

的主要信号转导途径。 结果表明，正离子模式下

（图 ７Ａ），共同富集在 ＮＯＤ 样受体信号通路、ＨＩＦ⁃１
信号通路、肾素 －血管紧张素以及 ＴＲＰ 通道的炎症

介质调节等多个炎症反应相关的通路中显著富集；
负离子模式下（图 ７Ｂ），共同富集在类固醇激素生物

图 ５　 差异代谢物 ＫＥＧＧ 富集图

Ａ：差异代谢物富集圈图；Ｂ：差异代谢物富集条形图；Ｃ：差异代谢物富集气泡
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图 ６　 ＫＥＧＧ 富集分析圈图

图 ７　 差异基因与差异代谢物 ＫＥＧＧ 通路关联分析

Ａ：正离子模式；Ｂ：负离子模式；横坐标：通路中富集到的差异代谢物或差异基因与该通路中注释到的代谢物或基因个数的比值（Ｒａｔｉｏ）；纵
坐标：代谢组 － 转录组共同富集到的 ＫＥＧＧ 通路；Ｃｏｕｎｔ：通路中富集的代谢物或基因的个数

合成、嘌呤代谢、皮质醇的合成与分泌以及胆汁分泌

等多种与脂代谢相关的信号通路中高度富集。 因

此，代谢组和转录组联合 ＫＥＧＧ 富集分析结果提

示，在高原低氧胁迫下，机体在炎症反应和脂代谢方

面发生了重要变化。
２． ９　 ＮＯＤ 样受体信号通路相关性分析和 ＤＥＧｓ 的
表达量检测　 基于上述研究结果发现，ＮＯＤ 样受体

信号通路在代谢组和转录组 ＫＥＧＧ 通路联合分析

中高度富集，因此，我们重点关注 ＮＯＤ 样受体信号

通路，并对该通路中的差异代谢物 ＡＴＰ 和差异基因

ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３、ＭＡＰＫ８、ＮＬＲＰ１Ｂ、 ＣＡＳＰ１ 在 ＳＴＩＴＣＨ
数据库构建相关性网络图（图 ８）。 结果表明，ＮＯＤ

样受体信号通路中差异代谢物与差异基因的相关性

值均为正值，即差异代谢物 ＡＴＰ 与 ５ 个关键差异基

因呈正相关（表 ２），此外 ＳＴＩＴＣＨ 数据库还预测了

１０ 个相关靶基因，如 Ｒｅｌａ、Ｎｆｋｂ２、Ｉｋｂｋｂ、Ｆｏｓ、Ｊｕｎ 等

均与炎症相关的基因。

表 ２　 ＮＯＤ 样受体信号通路中差异代谢物与差异基因相关性值

基因 ＩＤ 基因名 相关系数

ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２５１９９ ＣＨＵＫ ０． ８０６
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００３５４７６ ＴＡＢ３ ０． ７４５
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２１９３６ ＭＡＰＫ８ ０． ８１８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７０３９０ ＮＬＲＰ１Ｂ ０． ８１８
ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２５８８８ ＣＡＳＰ１ ０． ６７３

·３０５１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）



图 ８　 ＮＯＤ 样受体信号通路中差异代谢物和

差异表达基因相关性网络图

球形：基因；椭圆：代谢物；灰色：基因 － 基因相互作用；绿色：基
因 － 代谢物相互作用

　 　 随后，进一步对 ＮＯＤ 样受体信号通路中的

ＤＥＧｓ 及相关炎症因子进行了 ｍＲＮＡ 表达量的检

测。 结果发现，ＮＯＤ１ ／ ＮＯＤ２ 途径的 ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３、
ＭＡＰＫ８ 基因以及 ＮＬＲＰ１ 炎症体⁃ＣＡＳＰ１ 途径的 ＮＬ⁃
ＲＰ１Ｂ、ＣＡＳＰ１ 基因在 ＰＳＣ 组与 ＨＳＴ 组之间均表现

出显著上调差异变化（图 ９）。 并且，对 ＮＯＤ 样受体

信号通路下游炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＮＦ⁃γ 以及

ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量进行检测（图 １０），５ 个炎症

因子均出现显著上调差异表达；其中 ＩＬ⁃１８ 虽然没

有统计学差异，但从基因表达水平可以看出，ＨＳＴ 组

的 ＩＬ⁃１８ 因子表达有升高趋势。 因此，上述结果提

示，高原低氧环境下可能通过影响 ＮＯＤ 样受体信号

通路介导炎症反应发生。

３　 讨论

　 　 高原低氧环境会导致机体组织和细胞携氧能力

下降，引起机体免疫系统发生生理、病理改变。 脾脏

是感受高原低氧胁迫下，快速调节适应性免疫应答

发生的主要场所，同时也是机体最大的外周免疫器

官［３］。 因此，本研究以小鼠脾脏组织为研究对象，
从代谢组学和转录组学水平共同探究低氧胁迫下小

鼠脾脏组织炎症反应发生的分子机制。
ＮＯＤ 样受体信号通路在介导应激与炎症损伤

等免疫应答过程中发挥着重要的作用，当机体暴露

在高原低氧条件下，通过激活 ＮＯＤ 样受体经一系列

的信号传导，诱导各种炎症因子的释放。 因此，本研

究重点关注 ＮＯＤ 样受体信号通路在低氧暴露下小

鼠脾脏组织炎症反应发生的分子机制。 已有研

究［４］ 发 现， 三 磷 酸 腺 苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ）除了作为供能物质之外，在介导炎症反应中起

着重要作用。 比如，虾青素通过降低 ＡＴＰ 与嘌呤受

体 Ｐ２Ｘ７（ｐｕｒｉｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２Ｘ７， Ｐ２Ｘ７Ｒ）结合来下

调炎症因子在小胶质细胞中的表达，继而减轻癫痫

大鼠的神经炎症［５］。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［６］ 对 ＡＴＰ⁃Ｐ２Ｘ７Ｒ 轴通

过诱导 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的组装和 ｐｒｏ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 活

化为 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，催化炎症因子的活化释放，从而介

导哮喘炎症反应发生［６］。 本研究发现，在 ＮＯＤ 样受

图 ９　 ＮＯＤ 样受体信号通路差异基因的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００ １

图 １０　 ＮＯＤ 样受体信号通路炎症因子的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００ １
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体信号通路中 ＡＴＰ 与 ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３、ＭＡＰＫ８、ＮＬ⁃
ＲＰ１Ｂ、ＣＡＳＰ１ 基因的正相关性强，提示高原低氧环

境可能激活 ＡＴＰ⁃Ｐ２Ｘ７Ｒ 途径产生嘌呤能信号后，诱
导 ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３、ＭＡＰＫ８、ＮＬＲＰ１Ｂ、ＣＡＳＰ１ 基因高度

表达，从而介导炎性反应的发生。
ＮＯＤ 样受体蛋白家族是一组模式识别受体

（ＰＲＲ），位于细胞质内的核苷酸结合寡聚化结构

域，ＮＯＤ 样受体分为 ５ 个亚家族分别为 ＮＬＲＡ、
ＮＬＲＢ、ＮＬＲＣ、ＮＬＲＰ 和 ＮＬＲＸ，其中 ＮＬＲＣ 和 ＮＬＲＰ
亚家族是其主要的两种类型，而 ＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 又

是 ＮＬＲＣ 亚家族中的主要代表。 低氧刺激激活

ＮＯＤ 样受体，通过 ＣＡＲＤ６⁃ＣＡＲＤ９ 相互作用募集下

游的受体作用丝氨酸苏氨酸蛋白 ２（ＲＩＰ２），一方面

活化 ＣＨＵＫ 基因表达的 ＩＫＫα ／ β 复合体，激活 ＮＦ⁃
κＢ 的转录［７］；另一方面活化下游 ＴＡＢ３ 和 ＭＡＰＫ８
基因，激活 ＭＡＰＫ 通路［８］，共同介导免疫反应和促

炎因子的释放［９］。 本研究中，高原低氧环境下小鼠

脾脏组织中 ＣＨＵＫ、ＴＡＢ３ 和 ＭＡＰＫ８ 的 ｍＲＮＡ 表达

上调， 提示 ＮＯＤ 样受体信号通路中通过激活

ＮＯＤ１、ＮＯＤ２ 途径诱导炎症反应的发生。
ＮＯＤ 样受体信号通路在炎症反应、肿瘤发生、

癌细胞分化及衰老过程中起着关键调节作用。
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ ［１０］等研究表明在高原低氧胁迫下，通过

ＮＯＤ 样受体介导的信号通路会诱发损伤性肺部炎

症；有报道称，ＮＯＤ 样受体信号通路在慢性间歇性

缺氧诱导线粒体损伤，从而引起血管内皮损伤过程

中发挥重要作用［１１］。 ＮＬＲＰ１ 作为 ＮＯＤ 样受体家族

中的重要成员，能识别多种危险信号，且 ＮＬＲＰ１ 炎

症小体也是人们发现的第一个 ＮＬＲ 炎症小体。 Ｔｙｅ
ｅｔ ａｌ［１２］研究发现，ＮＬＲＰ１ 的缺失可以使肠道内梭状

芽孢杆菌的数量增加，从而导致丁酸盐的水平升高，
改善溃疡性结肠炎的发生。 通常情况下，ＮＬＲＰ１ 在

识别到危险信号后，自身抑制状态被激活，随即招募

耦联接头蛋白 ＡＳＣ、ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ１ 并组装形成 ＮＬＲＰ１
炎症小体，活化 ｃａｓｐａｓｅ１ 从而促进炎性因子（ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 等） 成熟和分泌，从而引起炎症反应的发

生［１３］。 ＮＬＲＰ１ｂ 是炎症体 ＮＬＲＰ１ 家族一员，当机体

受到外界刺激后，ＮＬＲＰ１ｂ 炎症体信号激活，分泌炎

症因子诱发炎症，严重时甚至会导致自体炎症反应

调节障碍［１４］ 和自身免疫性疾病［１５］ 的发生。 本研究

结果显示 ＮＬＲＰ１ｂ、ＣＡＳＰ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量在 ＨＳＴ
组显著升高，提示高原低氧环境下 ＮＯＤ 样受体信号

通路通过 ＮＬＲＰ１ 炎症体⁃ＣＡＳＰ１ 途径，介导小鼠脾

脏组织炎症反应的发生。

综上所述，本研究通过代谢组学和转录组学对

不同海拔暴露下的小鼠脾脏组织进行研究，发现差

异代谢物和差异基因显著富集于 ＮＯＤ 样受体信号

通路，提示在高原低氧胁迫下激活 ＮＯＤ 样受体信号

通路诱导炎症反应发生；进一步对 ＮＯＤ 样受体信号

通路中差异代谢物 ＡＴＰ 与差异基因进行相关性分

析，结果提示 ＡＴＰ 大量释放后激活 Ｐ２Ｘ７Ｒ，Ｐ２Ｘ７Ｒ
通过诱导 ＮＯＤ１、ＮＯＤ２ 途径中的 ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫ
轴以及 ＮＬＲＰ１ 炎症体⁃ＣＡＳＰ１ 途径，促进下游炎症

因子 （ ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＩＮＦ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α） 表达上

调，从而介导小鼠脾脏组织炎症反应发生。 总之，本
研究为进一步探索高原低氧环境对脾脏组织炎症反

应发生发展机制提供理论依据。
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